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Desarrollo y validacidon del método analitico por cromatografia liquida de
alta resoluciéon (HPLC) para la determinacién cuantitativa de acido caprilico
en antisueros.
Autor :  Bach. Romao Gonzalo Janampa Canchari
~ Asesores Mg. Maricela Lépez Sierralta

Mg. Gladys Monico Rosales

4 RESUMEN

El acido caprilico es un acido graso de ocho carbonos que se encuenfra de
forma natural en la palma, aceite de coco y en la leche de los humanos, cuya
funcién en los antisueros es precipitar las proteinas. El Objetivo del presente
trabajo de investigacion es desarrollar y validar la metodologia para determinar
acido caprilico en antisueros contra la picadura de serpientes del género botrops,
por el método analitico de la Cromatografia Liquida de alta Performance (HPLC).
Se analizaron 3 lotes diferentes de muestra mediante un pool. Se corrieron en el
sistema dos curvas estandar en diferentes fechas, independiente a ellos y
paralelo a la segunda curva del estandar se corrieron tres curvas matrices
enriquecidas con el acido caprilico. La aptitud del sistema estuvo dentro de los
parametros exigidos por la USP 34, analizadas en las desviaciones de un

estandar inyectado seis veces a 400 ug/ mL. La exactitud y la precision fueron

calculadas en funciéon de la recuperacion del acido caprilico de las matrices
enriquecidas comparadas a la segunda curva estandar corrida en paralelo y en
base su desviacidon estandar relativa. El limite de deteccion (LOD) y de
cuantificacion (LOQ), basado en la desviacion estandar de la respuesta y la
pendiente de la curva citada por la ICH. Se observé que una de las dos curvas
de calibracion estandar llega a detectar hasta 40 ug/ mL. En la muestra se
compararon las concentraciones de las matrices enriquecidas con acido caprilico
y sus respectivas areas promedio. En la regresion lineal se obtuvo un coeficiente
de correlacion de r = 0.9993, un coeficiente de determinaciéon de 0.9987. La
exactitud se calculé por el metodo de recuperacion, obteniendo valores entre el
88.78 y el 94.33%. En la precisién se evalud la repetibilidad, el cual resulté ser
menor al 3% expresado como la desviacion estandar relativa. Con la curva

matriz promedio: el limite de deteccidn (LOD). 2883 pug/ mL y el limite
cuantificacion (LOQ): 87.36 g/ mL. En Conclusién: La validacion demostré que

el método en estudio es preciso, exacto, lineal y altamente sensible.
Palabras clave: validacion, método analitico, HPLC, acido caprilico, antisueros.



I. INTRODUCCION

La validacion de un método analitico es el proceso por el cual se establece por
medio de un estudio y programa documentado que ese método posee todos los
requisitos para el uso propuesto. La validacion es parte integral de las Buenas
Practicas de Manufactura (BPM) y del desarrollo de un método de analisis
puesto que sin fiabilidad de los resultados analiticos es imposible asegurar que
un producto cumple con las espécificaciones exigidas, ademas, contribuye a
garantizar la calidad y asegura las propiedades de calidad de un producto
determinado (Capcha y Lianos 2007). |

El Centro Nacional de Productos Bioldgicos (CNPB) es un drgano de linea del
Instituto Nacional de Salud (INS) que se encarga de producir e investigar
biolégicos de uso humano y animal e insumos para investigacion biomédica,
también desarrolla nuevas tecnologias para satisfacer la demanda del pais en
prevencion, diagnostico y tratamiento de enfermedades de incidencia en salud
publica humana y veterinaria. Realiza la produccién de antisueros contra la
picadura de serpientes, para lo cual utilizan el acido caprilico para precipitar las
proteinas, el mismo que es removido por didlisis para obtener un producto final
libre de impurezas y trazas, para el control de calidad existe una técnica de
cuantificacién de acido caprilico por cromatografia de gases donde la mayoria de

sus antigenos son compuestos no volaties y que conlleva a tratamientos



adicionales de la muestra y por cohsiguiente un mayor tiempo de analisis del
producto, por lo mismo que se plantea una técnica de analisis alternativa por el
meétodo de la Cromatografia Liquida de Alta Performance (HPLC), que es un
metodo de analisis versatil y de rutina adecuada para la cuantificacion del acido
caprilico (CNPB, 2003). |
Con el presente trabajo se proporciona al Instituto Nacional de Salud (INS), una
técnica de analisis capaz de cuantificar al acido caprilico en antisueros como
producto terminado de manera satisfactoria, con el cual se podrd ayudar a

estandarizar el proceso de didlisis en el proceso de produccion.
OBJETIVO GENERAL:

1. Desarrollar y validar el método analitico para la determinacion de acido

caprilico en antisueros por Cromatografia Liquida de Alta Resolucién (HPLC).
OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1. Desarrollar el método analitico para la determinacién de acido caprilico en
antisueros.

2. Determinar la linealidad, precision, exactitud y la especificidad del método
para la cuantificacion de &cido caprilico en antisueros.

3. Determinar la sensibilidad (el limite de deteccion y cuantificacion del método)

para fa cuantificacién de acido caprilico en antisueros.



Il. MARCO TEORICO
2.1. ANTECEDENTES.
Del Castillo, B. (1998). Describe que en los Ultimos afios, el Instituto Clodomiro
Picado de Costa Rica ha implementado de manera exitosa la cuantificacion de
acido caprilico por Cromatografia Liquida de Alta Resolucién (HPLC), que les
permite monitorear mejor su proceso de produccién y por tanto obtener un
producto de mejor calidad, dicho método ha sido impler=entado por otros paises
como Esparia, Brasil y Uruguay.
Herrera, M. (2009) publicé: Desarrollo y validacién de una fase reversa por el
método de HPLC para la determinacion de acido caprilico en formulaciones de
inmunoglobulinas terapéuticas y su aplicacién a la produccién de antisueros.
Instituto Clodomiro Picado. San José-Costa Rica, los valores obtenidos fueron
idoneos y hoy sirve parte de una téchica de rutina para mejorar su control de
produccién.
Athavale, M. (2009). publicé una metodologia enzimatica colorimétrica
denominada: Validacion de una éimple, rapida y costo efectivo de método para la
estimacion de acido caprilico y caprilato de sodio en productos biolégicos usando
NEFA-C kit, que les permite monitorear el acido caprilico residual en sus

productos biolégicos.



Morais, V. (2009). En Uruguay se trabaja rﬁucho en el campo de investigacion de
sueros contra la picadura de serpientes, recientemente se aiterna el uso de la
cromatografia liquida de alta performance (HPLC) en lugar de la cromatografiav
de gases (CG), denominando al trabajo piloto: Determinacion de acido caprilico
en suero antiofidico, tomando como referencia el trabajo realizado en Costa
Rica, usando la ultrafiltracion por membrana de corte de 10 kDa, con la finalidad
de retener las proteinas de mayor peso molecular al corte, obteniendo una
soluciéon mas pura, para luego cuantificar el acido caprilico por el método de
HPLC, ratificando con ello que existen ventajas en cuanto a tiempo y costos se
refiere.

2.2. DESARROLLO DE METODO

Es la realizacién de un método para comparar equipos y técnicas, con el fin de
decidir con qué equipo, con qué tamano de muestra o con que técnica podria
optimizarse la recuperacion y el ~tror al determinar un componente particular en
la muestra (Juran, Gryna y Bingham, 1996).

2.3. VALIDACION

Definimos validacion como un programa documentado que asegura que un
proceso determinado proporciona de forma homogenea y reproducible un
producto que cumple con las especificaciones previamente establecidas. Es la
comprobacion formal y sistematica de que un proceso de fabricacion y analisis
de un producto, al mantener los métodos de produccidn y control establecidos,
satisface los requisitos de calidad (Ramirez y Acosta 2007).

2.3.1. VALIDACION DE UN METODO

Es el proceso que establece, mediante estudios en laboratorio, que Ias
caracteristicas de desempefio del procedimiento cumplen los requisitos para las

aplicaciones analiticas previstas (USP 34, 2011).



Debido a la naturaleza de la muestra, los métodos bioanaliticos son mas
complejos y mas dificiles de validar que los métodoé utilizados para el control de
calidad de productos farmacéuticos y sustancias de drogas. Esto se debe a los
métodos ’bioanaliticos incluyen matrices mas complejas, una gran variedad de
posibles interferencias de metabolitos, y los volimenes de muestra suelen ser
bajas. Ademas, los datos bioanaliticos tienen que ser precisos y fiables, ya que
se utilizan para aplicaciones criticas, incluyendo el célculo de los parametros
farmacocinéticos, que son fundamentales para la revision de la actuacion de un
farmaco o una formulacién. Por lo tanto, los métodos bioanaliticos
necesariamente deben ser completamente validados (Ludwig, 2010).

2.3.2. OBJETIVOS DE UNA VALIDACION DE METODO ANALITICO:

El objetivo de la validaciéon de un método analitico es dejar evidencia, mediante
documentacién, del cumplimiento de las condiciones de exactitud, precision y
confiabili~“ad, asi como de la intégridad y recuperabilidad de los resultados de los
ensayos efectuados. De este modo queda demostrado que se puede confiar en
un método para producir el resultado esperado dentro de limites definidos
(Medina y Berrocal, 2008).

2.3.3. TIPOS DE VALIDACION

< Validacién Prospectiva:

Se realiza cuando se trata del disefio 0 de la adecuacién de un método de
analisis para un producto o proceso determinado (Medina y Berrocal 2008).

% Validacion Retrospectiva: |

Se realiza cuando un método analitico que se ha venido utiizando durante
mucho tiempo, no dispone de la evidencia experimental y documentada sobre su

validez (Medina y Berrocal 2008).



< Revalidacién
Los métodos de andlisis exigen la revalidacion si:

e Los parametros del método tiene que ser cambiado para mantener el .
rendimiento original y el cambio este fuera de la tolerancia permitida por la
USP.

e Los nuevos compuestos analizados no estan dentro del alcance original del
método.

e Cambios de la muestra matriz

Cualquier modificacién debera documentarse mediante un procedimiento de

control de cambios y el método debe ser revalidado. Como parte del

procedimiento, la razon para el cambio debe ser definida y €l cambio debe ser
autorizado para Ia'aplicacién y documentado. Las pruebas de rendimiento debe
estar justificada y documentada, y el cambio lanzado formalmente (Ludwig,

2010).

2.3.4. ;PORQUE VALIDAR?

Nos interesa mantener un método que sea estable, capaz y robusto. Un método

validado nos da la seguridad de ello, dado que estas caracteristicas son

esenciales para mantener altos niveles de calidad en ios resultados del analisis.

Entonces, ¢ Por qué validar?:

e Validando aseguramos que se cumpla con los reqguerimientos
preestablecidos, confirmando su precisién y exactitud.

e También validando aseguramos que las modificaciones de las condiciones
normales de ensayo y medio ambiente operacional no afecten

negativamente el resultado final.



o Porque validando tenemos un control de los puntos criticos del ensayo y
poder asi prevenir y evitar resul‘tados erroneos que afecten la calidad de
analisis (Medina y Berrocal 2008).

2.3.5. PROTOCOLO DE VALIDACION

Un protocolo es un conjunto de registros que permiten documentar el proceso de

validacion, en el se describen los detalles de un estudio integral planificado para

investigar el funcionamiento uniforme de un nuevo sistema/equipo, un nuevo
procedimiento o la aceptabilidad de un nuevo proceso antes de ejecutarlo. Los
protocolos incluyen antecedentes importantes, explican el fundamento logico y el
objetivo del estudio, ofrecen una descripcién completa de los procedimientos que
habran de seguirse, fija los pardmetros que habran de medirse, describen como
se analizan los resultados y facilita los criterios de aceptacion determinados con
anterioridad para extraer las conclusiones. Los estudios de validacion, los
estudios de estabilidad y los estudios clinicos son ejemplos de protocolos
escritos para la industria farmacéutica. Los protocolos de validaciéon son
importantes para asegurar que se recaben pruebas documentadas a fin de
demostrar que un equipo, un sistema, un proceso o un metodo analitico se
desempenan uniformemente en conformidad con €l nivel especificado

(DIGEMID, 1999).

2.3.6. PARAMETROS DE VALIDACION DE METODOS ANALITICOS

Las caracteristicas de desempefno de un método analitico seguin la norma USP

34, se expresan en funcion de los parametros -analiticos.

2.3.6.1. LINEALIDAD

ICH define la linealidad de un procedimiento analitico como su capacidad (dentro

de un rango determinado) para obtener resultados de las pruebas que son

directamente proporcionales a la concentracion (cantidad) de analito en la

muestra.



Linealidad se puede demostrar directamente en la sustancia de ensayo (por
dilucién de una solucion madre de patron) o por separado un peso mezclas
sintéticas de los componentes del ensayo del producto. La respuesta debe ser
directamente proporcional a las concentraciones de los analitos o proporcional
por medio de un caiculo matematico bien definido. Una ecuacion de regresion
lineal aplicada a los resultados debe tener un intercepto no significativamente
diferente de cero. Si un intercepto distintokde cero significativo se obtiene, se
debera demostrar que esto no tiene ningun efecto sobre la exactitud del método
(Ludwig, 2010).

Esta relacion matematica se expresa de la siguiente manera:

Y=bx+a

Donde:

X : La concentracién del analito

Y : Valor de loa respuesta en area del pico cromatografico

b : Valor de la pendiente de la recta

a : Valor del intercepto de la recta .con eleeyY

2.3.6.2. PRECISION

Es el grado de concordancia entre los resultados de las pruebas individuales
cuando se aplica el procedimiento repetidamente a muitiples muestreos de una
muestra homogénea. ‘La precision de un método analitico habitualmente se
expresa como la desviacién estandar o la desviacién estandar relativa
(Coeficiente de variacién) de una serie de mediciones. La precision puede ser
una medida del grado de reproducibilidad o de repetibilidad del procedimiento
analitico en condiciones normales de operacion. En este contexto, la
reproducibilidad se refiere al uso del procedimiento analitico en diferentesl

laboratorios, como por ejemplo en un estudio en colaboracién. La precisién



intermedia (también conocida como tolerancia o fortaleza) expresa la variacion

dentro de un laboratorio, por ejemplo e diferentes dias, con diferentes analistas o

con equipo diferente dentro del mismo laboratorio. La repetibilidad se refiere a la

utilizaciéon del procedimiento analitico en un laboratorio durante un periodo de

~tiempo corto realizado por el mismo analista con el mismo equipo (USP 34).

2.3.6.3. EXACTITUD

Es la proximidad entre los resultados de la prueba obtenidos mediante ese

procedimiento y el valor verdadero. La exactitud de un procedimiento debe

establecerse en todo su intervalo (USP 34).

La exactitud puede a menudo expresarse como un porcentaje de recuperacion,

por medio de la valoracién de cantidades conocidas agregadas de analitos.

Representa el grado en que un meétodo analitico es exacto para los fines

propuestos. Este test evalua la especificidad del método en la p'resencia de los

excipientes bajo las condiciones de trabajo observadas para el andlisis de un

producto. Para el analisis de un producto farmacéutico la exactitud es evaluada

por el andlisis de una mezcla con cantidades conocidas de componentes

(Castro, 1999).

Entre los procedimientos para determinar la exactitud de un método de analisis

cabe citar:

e Comparar el método propuesto con ofro cuya exactitud haya sido ya
establecida.

e Comprobar este parametro, utilizando como muestra un patrén de calidad
certificada.

e Aplicar el método analitico a una muestra o mezcla de excipientes a las que

se afnaden cantidades conocidas de un analito.



Mediante este ultimo método se agregan cantidades conocidas de analito o
mezcla de excipientes, tanto por encima como por debajo del nivel normal
previsto. A partir de los resultados obtenidos luego de aplicar el método
propuesto, se calcula la exactitud como el porcentaje de analito recuperado por

medio de la valoracion mediante la siguiente formula:

Xh

a

%R= x100

Donde:

%R: Porcentaje de recuperacion

Xh: Area obtenida por el estandar

Xa: Area obtenida por la matriz

2.3.6.4. ESPECIFICIDAD

ICH define la especificidad como "la capacidad de evaluar inequivocamente el
analito en presencia de componentes que puede esperarse qué se pesente.
Normalmente esto puede incluir impurezas, productos de degradacion, ia matriz,
etc. (Ludwig, 2010).

2.3.6.5. SENSIBILIDAD

Conformado por los limites de deteccion y limites de cuantificacion.

2.3.6.5.1. LIMITE DE DETECCION

Es una de las caracteristicas de las pruebas limite. Es la cantidad minima de
analito en una muestra que puede detectarse, aunque no necesariamente
cuantificarse, en las condiciones experimentales indicadas. Las pruebas de limite
simplemente comprueban que la cantidad de analito se encuentra por encima o
por debajo de un nivel determinado. El limite de deteccién se expresa
habitualmente en forma de concentracién de analito (por ejemplo, porcentaje,

partes por billén) en la muestra (USP 34).
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Este parametro hace referencia a la minima concentracién del compuesto en
estudio que es posible detectar con certeza, es decir que se puede diferenciar la
respuesta dado por un blanco, el cual contiene todos los componentes de la
muestra menos el compuesto de estudio (ICH, 1996).

El limite de deteccion se calcula mediante la formula:

_3.3xD.S
b

LD

Donde:

3.3 : Factor

D.S : Desviacion estandar

b :Pendiente

2.3.6.5.2. LIMITE DE CUANTIFICACION

El limite de cuantificacion es una de las caracteristicas de las valoraciones
cuantitativas de compuestos qué se encuentre.. en baja concentracion en la
matriz de una muestra, tales: impurezas en farmacos a granel y productos de
degradacién en productos farmacéuticos terminados. Es la minima
concentracion del analito que puede determinarse con precision y exactitud
aceptables en las condiciones experimentales indicadas. El limite de
cuantificacion se expresa habitualmente en forma de concentracion de analito
(por ejemplo, porcentaje, partes por billon) en la muestra (USP 34).

El limite de cuantificacion segun ICH se calcula mediante la formula:

10D .8

LQ =

Donde:
10 : Factor
D.S : Desviacion estandar

b : Pendente

11



2.3.7. CRITERIOS DE VALIDACION EN FUNCION DEL TIPO DE METODO
ANALITICO

Las categorias de los métodos de prueba se indican a continuacion:

a) Categoria I, métodos analiticos para la cuantificacién de los componentes
principales de farmacos a granel o ingredientes activos (incluyendo
conservantes) en productos farmacéuticos terminados.

b) Categoriayll; métodos analiticos para la determinacion de impurezas en
farmacos a granel o productos de degradacion en productos farmacéuticos
terminados. Estos métodos incluyen analisis cuantitativos y pruebas de limite.

¢) Categoria lll; métodos analiticos para la determinacion de las caracteristicas
de desempeno (por ejemplo, disolucion, liberacion del farmaco).

d) Categoria IV, pruebas de identificacion

Para cada categoria de analisis, se requiere diferente informacién analitica. En el
cuadro N° 2 se indican =5 elementos de datos que normalmente se requieren
para cada una de las categofias de analisis.

CUADRO N° 01. Datos requeridos para la validacion de los analisis

PARAMETRO . ] ]
DE DESEMPENO | CATEGORI CATEGORIA |l CATEGORI | CATEGORI
ANALITICO Al CUANTIFICACIO | ENSAYO Alll AV
N LIMITE
Exactitud St St * * . NO
Precision sl sl NO sl NO
Especificidad Si Si S| * Si
Limite de v
deteccion NO NO St * NO
Limite de
cuantificacion NO St NO * NO
Linealidad S| Sl NO * NO
Rango Si si * * NO

(*) Pueden requerirse, segun la naturaleza de la prueba

FUENTE;USP34 NF29, Farmacopea de los Estados Unidos de América.2011.
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2.4. CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA PERFORMANCE (HPLC)

La Cromatografia Liquida de Alta Performance, es una técnica de separacion
constituida por una fase estacionaria sélida y una fase movil liquida. Las
separaciones se logran por particion, adsorcion o procesos de intercambio
ionico, segun el tipo de fase estacionaria empleada. Los compuestos a analizar
se disuelven en un liquido organico y la mayoria de las separaciones tienen
lugar a temperatura ambiente. Por lo tanto, la mayoria de las drogas, sean
compuestos no volatiles o térmicamente inestables, pueden analizarse mediante
esta técnica sin riesgo de descomposicion. El tiempo de elusién de un
compuesto puede ser descrito por su factor de capacidad, ya que depende de la
naturaleza quimica del compuesto analizado, la composicion y la velocidad de
flujp de la fase moévil y la composicion y el area superficial de la fase
estacionaria. La longitud de la columna es un parametro determinante de la
re.oiuciin. Solo los compuestos que tienen diferentes factores de capacidad
pueden ser separados por HPLC (Medina y Berrocal 2008).

2.4.1. CARACTERISTICAS DEL EQUIPO HPLC

Un cromatdgrafo liquido consta de un reservorio que contiene la fase moévil, una
~ bomba para formar la fase movil a través del sistema de presion, un inyector
para introducir la muestra en la fase maévil, una columna cromatografica, un
detector y un dispositivo de recoleccién de datos como una computadora,
integrador, o un registrador. Los sistemas de bombeo de HPLC bombean
cantidades exactas de fase movil desde Ioé reservorios de solventes a la
columna mediante una tuberia y uniones adeduadas ‘para soportar altas
presiones. Las bombas empleadas para el analisis cuantitativo deben construirse
con materiales inertes a los componentes corrosivos de la fase movil y ser

capaces de entregar la fase mévil en una velocidad constante, con fluctuaciones
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minimas, durante periodos prolongados de tiempo. Después de ser disueltos en
la fase movil u otra solucion apropiada, los compuestos a cromatografiar se
inyectan en la fase movil, mediante muestreadores automaticos (Skoog, 1997).
Para la mayoria de los analisis farmacéuticos, la separacion se logra por la
particion de los compuestos en la solucién de prueba entre la fase moévil y la
estacionaria. La cromatografia en sistemas que constan de fases estacionarias
polares y fase moviles no polares se denomina “Cromatografia de fase normal”,
mientras por el contrario, cuando se emplean fases moviles polares y fases
estacionarias no polares se denomina “Cromatografia de fase reversa”
(Quatrocchi, Andrizzi y Laba, 1998).

2.4.2. CROMATOGRAFIA EN FASE REVERSA

Las fases estacionarias de fase reversa en cromatografia liquida consiste en un
ligando no polar unido en la superficie de particulas de silica microporosa, se
estima que el 70% o mas de las separaciones analiticas en cromatografia liquida
son llevadas a cabo en el modo de cromatografia de fase reversa. Las fases
reversas mas comunes son: octadecil, octilfeniletil y cianopropil. Debida al amplio
campo de las aplicaciones, facil uso, y la naturaleza de las fases octadeci y
octal, uno de estos es usualmente la primera elecciéon para probar una nueva
separacién. Las fases moviles en la cromatografia de fase reversa estan
constituidas por mezclas de solventes polares generalmente agua y un
modificador organico (Metanol, acetonitrilo, tetrahidrofurano), con o sin el
agregado de aditivos (sales organicas o reactivos de apareamiento i6nico), el
dioxano y el tetrahidrofurano se. mezclan tanto con el agua como con solventes
no polares (Cloroformo, hexano) y pueden considerarse tanto solventes de fase
normal o como de fase reversa, el acetonitriio tiene por sus propiedades

guimicas una selectividad muy diferente a la del metanol que es modificador
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organico mas utilizado en fase reversa, en mezclas con agua o buffer y por su
mayor poder disolvente de sales y reactivos de apareamiento idnico se prefiere
frente al acetonitrilo . La retencion en la separacion por fase reversa esta basada
en la polaridad del soluto. Las moléculas mas polares eluyen primero y las
menos polares eluyen después, esto es debido a que las moléculas polares
interaccionan con mas fuerza con la fase movil polar. El principal mecanismo de
la retencidn es hidrofobico o solvofdbico, esto significa que la repulsién de
moléculas de la muestra del agua que contiene la fase movil, controla la
retencion, no asi la atraccion entre el soluto y la fase estacionaria. (Morante y
Del Hierro, 2007).

2.4.3. METODOLOGIA DEL DESARROLLO CROMATOGRAFICO

< Sistema de Cromatografia Liquida

Este sistema cromatografico nos da a conocer el uso de cada componente del
equipo de cromatografia liquida que nos permite la separacion de distintas
sustancias (Medina y Berrocal 2008).

% Fase Movil

Las caracteristicas que debe bresentar toda fase mévil para ser util en
cromatografia liquida son las siguientes:

o Disolver la muestra.

¢ No degradar o disolver la fase estacionaria.

e Tener baja viscosidad.

o Ser compatible con el tipo de detector utilizado.

e Tener una polaridad adecuada para permitir una retencién conveniente de la

muestra en la columna (Medina y Berrocal 2008).
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< Precauciones

Es esencial que la muestra sea soluble en la fase movil para que pueda ser
| transportada a través de la columna. Cuando se introducen muestras en
disolucién, puede ocurrir precipitacion de la muestra dentro de la camara de
inyeccion o en la columna, si el disolvente de la muestra y de la fase movil son
muy diferentes en polaridad, caqsando pérdida de resolucién en la separacion y
por lo tanto ambos se deben de seleccionar con cuidado (Medina y Berrocal
2008).

2.4.4. ELECCION DE LA COLUMNA

< Diametro interior

Se empieza con un diametro interior de 4mm, el cual es optimo para la eficacia
separadora. La eleccion del diametro de la columna dependera de la
concentracion de un componente en el efluente y del volumen de fase movil que
debe consumirse en un analisis, todo lo cual se puede relacionar con la
velocidad de la fase movil. Se puede reducir el diametro de la columna a 1-2 mm
si se trata de volumenes de muestra muy pequefia si se quiere gastar menores
disolventes o si se requievre una gran sensibilidad de deteccion (Medina y
Berrocal 2008).

< Longitud

Se empieza con columnas de 125 mm. Se prolonga con un multiplo en caso de
requerirse un numero de platos mas elevados para la resolucion de los
componentes. Se emplearan columnas aun mas cortas para problemas de
separacion muy répidos pero sencillos, reduciéndose el tiempo de analisis
(Medina y Berrocal 2008).

< Tamaiio de particula de la fase estacionaria

Se empieza con particulas de 7 mm de tamafio medio (permeabilidad 6ptima;

eficacia separadora extremadamente elevada). Se aumenta el tamafio de la
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particula si la presion del aparatd no es suficiente para columnas muy largas. Se

reduce cuando se requiere una mayor eficacia separadora por longitud de la

columna, separaciones mas rapidas (columnas mas cortas) o volimenes de

elusién pequenos (cantidad de muestra reducida) (Medina y Berrocal 2008).

2.4.5. ELECCION DEL DETECTOR

Los detectores deben de reunir ciertas caracteristicas tales como:

e Tener un amplio rango de respuesta.

o Poseer una respuesta lineal.

e No contribuir al ensanchamiento de la banda extracolumnar.

e Responder atodos los solutos.

e Tener sensibilidad apropiada.

¢ No afectarse por los cambios de temperatura.

e Poseer una buena relacién sefial/ruido.

e No destruir la muestra.

e Los detectores pueden ser. detector UV, detector de fluorescencia,
detectores electroquimicos, detectores de indice de refraccion y arreglo de
diodos (Medina y Berrocal 2008).

< Detector de indice de refraccién

Estos detectores miden la diferencia de indice de refraccidn, entre el disolvente

gue en su camino hacia la columna pasa a través de una mitad de la cubeta y el

efluente de la columna que pasa por la ofra mitad. Los dos compartimentos
estan separados por una placa de vidrio montada a un angulo de modo que si
las dos disoluciones difieren en el indice de refraccién se produce una

desviacion de un haz de luz incidente. El desplazémiento del haz con respecto a

la superficie fotosensible del detector provoca una variacion de la sefal de
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salida, la cual, una vez amplificada y registrada, proporciona el cromatograma
(Williams, 2007).

Los detectores de indice de refraccion tienen la ventaja de que responden a casi
todos los solutos. Es decir, son detectores universales analogos a los detectores
de llama en cromatografia de gases. Ademas, son fiables y no dependen del
caudal. Sin embargo, son muy sensibles a los cambios de temperatura, y se han
de mantener a una temperatura constante en unas pocas milésimas de grado
centigrado ypor lo general no se pueden utilizar en la elusién con gradiente
(Williams, 2007).

2.4.6. APTITUD DEL SISTEMA SST (SYSTEM SUITABILITY TEST)

Las pruebas de aptitud del sistema, son una parte integral de los métodos
cromatograficos liquidos, se emplean para comprobar que la resolucién y la
reproducibilidad del sistema Cromatografico son aptas para realizar el analisis.
La forma mas simple de evaluar la aptitud del sistema del HPLC es comparar el
cromatograma de una muestra problema con el cromatograma de un estandar.
Esto permite una comparacién de la forma del pico, ancho del pico y resolucién
de la linea base. (Medina y Berrocal, 2008).

2.5. ACIDO CAPRILICO

Es un acido graso saturado de ocho carbonos que se le conoce con el nombre
quimico de acido octanoico. Se encuentra naturaimente en la leche de los seres
humanos, en los bovinos, aceite de coco y aceite de paima. La FDA ha aprobado
la inclusiéon del acido caprilico en la lista GRAS (generaimente reconocido como

seguro) (Church, 2011).
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Formula Molecular: CgHO-

O

A~

FiguraN°1: férmula estructural del acido caprilico

Fuente: Efectos secundarios del 4cido caprilico.(Church, 2011)

Apariencia: liquido transparente con ligera tonalidad amarilla

Peso molecular: 144.21 g/mol

Densidad: 0.91 g/cm®

Solubilidad: soluble en metanol y acetonitrilo

Acidez (pKa): 4.89

En 1969, Steimbuch y Audran, desarrollaron un nuevo sistema de purificacion de
anticuerpos a escala de laboratorio basado en la precipitacion por &cido
caprilico. Este acido organico de ocho carbonos precipita la mayor parte de las
proteinas plasmaticas con excepciéon de las inmunoglobulinas (anticuerpos), lo
cual genera en el sobrenadante un producto de alta pureza. La sencillez del
procedimiento y un menor numero de reacciones adversas demostradas en
ensayos clinicos como producto terminado son las principales ventajas de este
proceso. (Morais, 2007).

En Argentina, el Instituto de hemoderivados “Presidente 1llia” que depende de la
Universidad de Cérdova, trabaja en la investigacion y desarrollo de
inmunoglobulinas contra antigenos de diversas enfermedades, una de ellas fue
la investigacion para la purificacion de una inmunoglobulina especifica contra el
antigeno de superficie de la Hepatitis B (IgGHB), publicacién denominada
“Obtencién de una Inmunoglobulina especifica anti-AgHBs a partir de la
precipitacion de proteinas plasmaticas con &cido caprilico: Transferencia a

escala Industrial”. El método descriptivo se caracteriza por su simplicidad y bajo
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costo, lo que les ofrece algunas ventajas comparativas con respecto a otros
empleados en la actualidad (Oviedo y Zarsur 1996).

2.6. ANTISUEROS

Son preparaciones obtenidas de sueros animales (generalmente caballos
inoculados con veneno de serpientes), que contienen anticuerpos especificos al
tipo de veneno contra la cual fue preparado y capaz de neutralizar sus efectos
nocivos. La meta que persigue la terapia, después de ocurrido el accidente, es
impedir o detener la absorcion del veneno, neutralizarkel veneno penetrado y
curar las afecciones anexas por medios terapéuticos comunes y especificos
(Miguetl, 2008).

Los equinos son la especie animal mas utiizada para la produccion de los
sueros antiofidicos, por su facilidad de manejo y los grandes vollimenes de
sangria que se pueden obtener. Cada animal se somete a un esquema de
inmunizacion que -~ura aproximadamente 3-4 meses; durante este tiempo se
inyectan dosis subletales y crecientes del veneno. La ruta de inmunizacion que
se utliza es la via subcutanea y se emplean diferentes adyuvantes como
potenciadores de la respuesta inmune. Al final del esquema de inmunizacion se
realizan sangrias de prueba a cada animal con el fin de determinar el titulo de
anticuerpos neutralizantes. Si el titulo es satisfactorio ‘se realizan sangrias de
produccién en recipientes estériles y empleando un anticoagulante a base de
citrato. La sangre es transportada rapida y asépticamente a la planta de
Produccion, donde da inicio el proceso de purificacion de las globulinas equinas
(Rojas, Jiménez y Gutiérrez 1993).

En lo que respecta a los sistemas de purificacion y proceso, en la actualidad
coexisten varios tipos, desde los mas modernos basados en la purificacion de
anticuerpos mediante columnas de intercambio ionico o afinidad, pasando por la

purificacion mediante precipitacién con acido caprilico, hasta los mas antiguos
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basados en la purificacion mediante precipitacion con sulfato de amonio (Morais,
2007).

Los esfuerzos para mejorar la calidad de los productos apuntan a modificar los
procesos de purificacion con el fin de obtener productos mas puros, mas seguros
y que presenten reacciones adversas mas leves tanto cuantitativa como
cualitativamente. A pesar de una disminucién considerable de las reacciones
adversas, de los nuevos sueros en comparacion con los usados en el siglo
pasado, éstas no han sido eliminadas por completo por lo que todos los sueros
heterélogos pueden generar reacciones adversas en mayor o en menor grado
dependiendo de fa calidad del producto. Clinicamente se ha demostrado que los
productos basados en la purificacion de los anticuerpos mediante precipitacion
con acido caprilico o mediante columnas de afinidad o intercambio idnico
presentan un menor numero de reacciones adversas (Morais, 2007).

El acido caprilico (acido octanoico) es tan eficaz como el sulfato de amonio y
puede ser utilizado para precipitar la mayor parte de las proteinas del suero.
Utilizando el &cido caprilico se puede ayudar a evitar la formacién de agregados
de proteinas. A diferencia de sulfato de amonio, el acido caprilico no concentra a
las inmunoglobulinas ya que estos se quedan en la solucion. Esta técnica no se-
recomienda para los sobrenadantes de cultivo celular, debido a los bajos
rendimientos y la dilucion de la muestra (Amersham, 2002).

Los antisueros elaborados en el Instituto Nacional de Salud (INS) son diversos,
asf como el suero antiloxoscélico monovalente que es una solucion de
inmuhoglobulinas especificas obtenidas a partir del plasma de equinos
hiperinmunizados con veneno de arafias del género Laxosceles, el suero
anticrotalico monovalente, a partir del suero de équinos hiperinmunizados con
veneno de serpientes del género Crotalus, el suero antilachésico monovalente, a

partir del suero de equinos hiperinmunizados con veneno de la serpiente del
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género Lachesis y el suero antibotrépico polivalente contra la picadura de
venenos de serpientes del genero bothrops (CNPB, 2003).

Los sueros heterdlogos, entre los que se encuentra el suero antiofidico, han sido
usados exitosamente durante gran parte del siglo XX. Muchos de los sueros
antitoxinas han sido sustituidos en la actualidad por otros tratamientos, pero en
el caso del accidente ofidico, el suero antiofidico, continia siendo el Unico
tratamiento eficaz. A pesar de su eficacia, el uso de anticuerpos heterélogos,
principalmente obtenidos de caballos u ovejas, conlleva la posibilidad de
reacciones adversas debido a la activacién del sistema inmunoldgico. En un
futuro, el suero antiofidico probablemente sera reemplazado por anticuerpos
humanizados o compuestos neutralizantes especificos. Mientras tanto, los
desarrollos apuntan a obtener un producto mas puro, de mejor calidad y a un
costo adecuado (Morais, 2007).

2.6.1. TIPOS DE ANTISUEROS

El Antisuero puede clasificarse en monovalente (cuando son eficaces contra de
una determinada especie de veneno) o polivalente (cuando son efectivos contra
una amplia gama de especies, 0 varias especies diferentes al mismo' tiempo). El
primero, antisuero de serpientes, fue desarrollada por Albert Calmette, un
cientifico francés del Instituto Pasteur. Vital Brazil, un cientifico brasilefio
desarrollé en 1901 el primer antisuero monovalente y polivalente para América
Central y del Sur con los géneros Crotalus, Bothrops y Elapidae, asi como para
determinadas especies venenosas de arafias, escorpiones y ranas. Todos ellos
fueron desarrollados en una institucién brasilefia, el Instituto Butantan, con sede
~ en Sao Paulo, Brasil (CNPB, 2003).

2.6.2. SUERO ANTIBOTROPICO POLIVALENTE

El Centro Nacional de Productos Biolégicos del Instituto Nacional de Salud, en

Lima, produce desde 1966 un antiveneno botrépico en estado liquido, por
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hiperinmunizacion de caballos, el cual es usado para el tratamiento de picaduras
de serpientes del género Bothrops, especificamente contra los venenos de B,
atrox, B. pictus, B barnetti, B. brazili y B. hyoprora y cuya eficacia ha sido
comprobada en diferentes evaluaciones preclinicas realizadas en otros
laboratorios. Sin embargo, este preparado es proclive a reducirAsu eficacia
cuando no se dispone de una cadena de frio, ya que las inmunoglobulinas
equinas, a pesar de su estabilidad térmica, pueden sufrir los efectos prolongados
a temperaturas mayores a 30 °C (Garcia, Bonilla y Pesah 2008).

2.6.2.1. COMPOSICION: |

Cada frasco ampolla por 10 mL contiene:

-iInmunoglobulinas de origen equino, que neutralizan no menos de 25 mg de
veneno de Bothrops atrox.

-Excipientes c.s.p. (CNPB, 2005).

2.6.2.2. INDICACIONES

Para el tratamiento de envenenamientos causados por la mordedura de
serpientes del género Bothrops (B. atrox o “Jergon de Selva’, “cascabel’; B.
brazili o "Jergdn Shushupe”; B. pictus o ” Jergon de costa’,’vibora”; B. barneti o
“Sancarranca’,” macanche” y B. hyoprora o” Jergona”) (CNPB, 2005).

2.6.2.3. CONSERVACION

-El suero liquido debe conservarse en refrigeracion a temperatura entre 2° a 8°C.
El suero no se debe de congelar ni exponer al sol (CNPB, 2005).

2.6.3. PROCESO DE PRECIPITACION DE PROTEINAS CON ACIDO
- CAPRILICO

El uso de acido caprilico (acido octanoico) como agente de precipitacién de las
proteinas del plasma de los animales se ha descrito en la literatura Existen
varios procedimientos para la purificacién de antisueros de 1gG total, con un

buen perfil fisicoquimico y pureza, con la precipitacion de acido caprilico de
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proteinas mas no la inmunoglobulina se han desarrollado y ahora se utilizan para
la produccion de antivenenos (WHO, 2010).

Un procéso en particular en la que se anade acido caprilico lentamente al
plasma sin diluir, con agitacion constante, hasta alcanzar una concentracién de
5% (v/v)y 55 de pH. La mezcla se agita a 22-25 °C durante un minimo de 1
hora. Las proteinas precipitadas se eliminan por filtracién o centrifugacién y se
desecha. El filtrado o el sobrenadante que contiene las inmunoglobulinas se
somete a la filtracién de flujo tangencial para eliminar el 4cido caprilico residual y
las proteinas de baja masa molecular, dependiendo de la corte molecular de las
membranas de ultrafiltracién, y concentrar las proteinas. La solucién de
inmunoglobulina es entonces formulado mediante la adicién de solucion de
cloruro sédico (NaCl), un agente antimicrobiano y cualquier otro excipiente (s)
necesario, tales como estabilizadores. El pH se ajusta entonces a un valor neutro
y, finalmente, sometido a la filtracion estéril través de un filtro de 0.22 micras de
tamano de poro, y se distribuye en envases definitivos (frascos o ampoillas). Las
variaciones de este procedimiento han sido introducidas por los distintos
fabricantes, e incluyen la dilucién de plasma, los cambios en la concentracién de
acido caprilico, el pH y la temperatura, entre otros (WHO, 2010).

El fraccionamiento de acido caprilico permite la produccion de antivenenos de
pureza relativamente alta y con un contenido de proteina total de bajas, ya que
las inmunoglobulinas no se precipitan. El rendimiento puede alcanzar hasta 60-
75% de la actividad en el plasma de partida, dependiendo de los detalles del
procedimiento y / o utiliza evl’equipo. Los perfiles de eficacia y seguridad del
fraccionamiento de las inmunoglobulinas con acido caprilico en antisueros ha

sido demostrada en ensayos clinicos (WHO, 2010).
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FIGURA N° 02: ESQUEMA DEL PROCESO DE PURIFICACION DEL ANTISUERO

Fuente: OMS. GUIAS GENERALES PARA LA PRODUCCION 2010)
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2.7. METODO DE PRECIPITACION DE PROTEINAS EN MATRICES
BIOLOGICAS

La investigacion sobre la precipitacion de proteinas es bastante extensa. Muchos
investigadores han utilizado la precipitacion de proteinas en su analisis de
drogas en el suero y el plasma, de modo que la cantidad total de farmaco se
puede extraer. A menudo, la precipitacion utilizada y'Ios volumenes éptimoé de
precipitacién de matriz bioldgica difieren entre los investigadores, incluso para el
analisis de los mismos medicamentos o similares. Comparécién de los
precipitantes de proteinas en diversas especies animales, que normalmente se
utilizan en los estudios toxicolégicos de drogas y la eliminaciéon temprana, y la
variacion en los difefentes Iotes de plasma no ha sido demostrada (Polson,
Incledoﬁ y Raguvaran 2002).

CUADRO N° 02. Comparacion de la capacidad de precipitacion de

diferentes solventes en el plasma humano.

Comparacion de eficiencia de la precipitacion de las proteinas desencadenantes en los diferentes lotes
de plasma humano

Desencadenantes (2:1 ratio) % Eficiencia de precipitacién de proteinas * Media %RSD
Numeros de lotes (n=5) (n=5)
1° 1 2 3 4
Acidos TCA 91.0 914 91.9 91.2 . 908 91.3 0.41
m- acido fosférico 90.2 893 79.8 87.7 81.5 851 494
iones metdlicos  sulfato de zinc ‘ 99.0 ‘ 98.5 985 99.0 991 98.8 027 -
Organicos CAN | 921 193.1 93.9 93.5 934 93.2 0.65
EtOH 881 881 | 89.1 884 89.2 88.6 054
MeOH 89.7 86.9 88.2 89.2 89.3 88.7 1.14
Sales gulfato de amonio 842 8438 85.8 86.1 874 856 117

* v, Eficiencia de precipitacion de proteinas= ([Proteinas plasmaticas totales ~ proteinas que permanecen en el sobrenadante)/ Proteinas plasméticas Totales) x 100.
® Mucho misma matriz, analizaron por separado.

FUENTE; OPTIMIZACION DE PRECIPITACION DE PROTEINAS. POLSON, INCLEDON, RAGUVARAN 2002.
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lll. MATERIALES Y METODOS
3.1. LUGAR DE EJECUCION
El presente trabajo se realiz e‘n los Iaboratorids de Fisicoquimica del Centro
Nacional de Centro de Calidad (CNCC) del Instituto Nacional de Salud, ubicado
en la ciudad de Lima, Distritol de Chorrillos, durante los meses de Enero a Abril
del 2011.
3.2. POBLACION
~Acido caprilico en antisueros (suero antibotrépico polivalente frascos de 10 mL),
fabricados en el laboratorio de Inmunosueros del Centro Nacional de Productos
Biolégicos del Instituto Nacional de Salud.
3.3. MUESTRA
30 antisueros antibotropicos polivalentes de tres lotes diferentes. lote1,
10400180: 9 viales, lote2, 10500220: 9 viales y el lote 3, 10600320: 12 viales,
fabricados en el laboratorio de Inmunosueros del Centro Nacional de Productos
Bioldgicos - INS.
3.4, RECOLECCION DE LA MUESTRA
La muestra se recolecto en area de Control de ‘Calidad Interno del Centro
Nacional de Productos Biologicos (CNPB) del Instituto Nacional de Salud (INS),

de los meses de enero a abril del 2010.
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3.5. MUESTREO

El muestreo se realizé en forma no probabilistica. Es decir, todos los elementos
que forman la muestra tienen la misma probabilidad de ser escogidos, ademas
de tener un tamafio y homogéneo.

3.6. DESARROLLO DEL METODO ANALITICO

Para determinar el solvente mas apropiado se tuvieron en cuenta las
solubilidades del acido caprilico. El acido caprilico es ligeramente soluble en
metanol y fuertemente soluble en acetonitrilo. Debido a que el acido caprilico es
de naturaleza mas polar, se seleccion6 una fase movil compuesta por solventes
polar y medianamente polar, como agua y acetonitrilo, Tomando como referencia
la investigacion realizada en el Instituto Clodomiro Picado de Costa Rica y otros
articulos relacionados.

Para la eleccién de la columna cromatografica se escogié columna eclipse XDB-
C8, cuyo relleno se encuentra compuesto de octadecilsilano unido quimicamente
a silice porosa de 5,0 ym de didametro, de naturaleza no polar. De esta manera
los componentes quedaran armonizados y los tiempos de retencién seran cortos.
Con estas premisas se ensayd en el sistema inyectahdo soluciones de
estandares de acido caprilico y muestras problema, obteniéndose picos de
absorbancia. Se inyectd en el sistema muestras de antisueros enriguecidas a
concentraciones similares, observandose los cromatogramas, picos de
absorbancia, tiempos de retencion y areas similares a los estandares.

Asimismo, se compar6 con cromatogramas de fases moviles, no detectandose
respuesta alguna en los mismos tiempos de retencion.

El detector elegido es indice de refraccion, por ser este el detector que responde
mejor a los compuestos organicos, y basados en su propiedad de producir

cambios en la fase movil, son muy sensibles a las radiaciones de la temperatura,
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por lo mismo que se acondiciona el equipo esperando que se equilibre en las
condiciones de trabajo. |

3.6.1. FASE DE ACONDICIONAMIENTO DE LOS ANTISUEROS

Recoger las muestras del Centro Nacional de Productos Biologicos (CNPB) en
un recipiente acondicionado con sachets de hielo de 2 — 8°C para conservar la
cadena de frio en las muestras.

Se llevé las mﬁestras a la camara fria del Centro Nacional de Control de calidad
(CNCC), se rotuld como Muestra Biologica y se almacend en la camara a
temperatura de 2° a 8°C.

Para procesar las muestras, se sac6 de la camara fria la cantidad de muestras
necesarias y se registré en una libreta de registro la cantidad de muestras que se
retiraba y la que se dejaba en la camara.

3.6.2. CONDICIONES CROMATOGRAFICAS

Columna . Eclipse XDB-C8 5 um (150 mm x 4.6 mm 1.D., Agilent

Tecnologies).

Fase mévil : acetonitrilo y agua (80/20, v/v).
Temperatura : detector y horno a 40°C.
Flujo : 0,5 mL/min.

Volumen de inyeccién: 20 ul

3.6.3. PREPARACION DE LA FASE MOVIL

En un frasco colocar 4000 mL de acetonitrilo, y agregar 1000 mL de agua
purificada, mezclar, filtrar y desgasificar al vacio con membrana de nylon de 0.2
Lm.

3.6.4. APTITUD DEL SISTEMA

Se prepard solucién estandar de 400 pg/ mL de concentracién, inyectar por

sextuplicado: Con lo cual comprobamos el funcionamiento del sistema: bombeo,
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inyector, horno, columna vy detector,‘ mediante la determinacidon de los
parametros cromatograficos.

Se introdujo 2,0 mL (2000 pL) Sol. Estandar a una fiola de 10 mL (se enrésé
con fase movil, se agito).

3.6.5. PREPARACION DE LA SOLUCION STOCK ESTANDAR:

Se prepar6 una solucion stock del estandar de acido caprilico: 2000 ug/ mL. Se
transferi6 aprox. 200 mg del estandar, pesados con exactitud, en una fiola de
color &mbar de 100 mL y diluir con fase mévil, conservar a una temperatura de
20° a 25°C.

3.6.6. PRIMERA CURVA DE CALIBRACION:

A partir de la solucién stock estandar, se prepard la curva de calibracion

estandar a las siguientes concentraciones: 40 pg/ mL, 50 pg/ mlL, 60 ug/ mL,

80 pg/mL, 100 pg/mL, 120 ug/mlL, 150 upg/ml, 200 pg/mL, 250
g/ mL, 300 pg/ mL, 350 pg/ mL, 400 ug/ mL, 450 pg/ mL, 500 upg/ mL,

550 pg/ mL y 600 ug/ mL.

Por ejemplo: Para 400 pg/ mL

Se introdujo 2,0 mL (2000 uL) Sol. Stock estandar a una fiéia 'de 10 mL (se

enraso6 con fase moévil, se agitd y se filtrd).

3.6.7. PREPARACION DE LAS MUESTRAS

Se acondicionaron los tres lotes, hasta que estén atemperados, seguidamente a
ello se prepar6 las muestras de cada lote, por triplicado.

Por ejemplo:

Lote1:

* Se introdujo 2.0 mL de muestra a una fiola de 10 mL (se enras6 con fase movil,

se agitd, esperamos a que decante para que precipiten las proteinas de la
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muestra para evitar enmascaramiento producida por estas, y luego se filtré el
sobrenadante).

* Se introdujo 5.0 mL de muestra a una fiola de 10 mL (se enrasé con fase movil,
se agitd, esperamos a que decante para que precipiten las proteinas de Ia
muestra para evitar enmascaramiento producida por estas, y luego se filtrd el
sobrenadante).

3.6.8. SEGUNDA CURVA DE CALIBRACION:

A partif de la solucion stock estandar, se preparé la segunda curva de calibracion
estandar a las siguientes concentraciones: 100 pg/mL, 150 ug/ mL, 200
pg/ mL, 250 pg/ mL, 300 pg/mL, 350 pg/ mL, 400 ug/ mL, 450 ug/ mL,
500 pg/ mlL, 550 pg/ ml y 600 ug/ mL.

Por ejemplo: Para 400 pg/ mL

Se introdujo 2,0 mL (2000 pL) Sol. Stock estandar a una fiola de 10 mL
(enrase con fase mévil, se agité y filtré coh una membrana de nylon de 0,22 um

a viales ambar).
3.6.9. PREPARACION DE MATRIZ ENRIQUECIDA (CURVA MATRIZ)
Se prepard por ftriplicado soluciones matriz enriquecidas con volumenes

apropiados de solucidn stock estandar para obtener las siguientes
concentraciones: 100 ug/ ml, 150 pg/ mL, 200 pug/ mL, 250 ug/ mL, 300
g/ mL, 350 ug/ mL, 400 ug/ L, 450 g/ mL, 500 ug/ mL, 550 yg/mL y
600 pg/ mL. Se agregd 3,0 mL de antisuero (matriz), se agité y dejé en.reposo

hasta que se precipite la mayor cantidad posible de proteinas y obtener el
sobrenadante transparente, se filtr6 cada sobrenadante con la ayuda de una

aguja y jeringa, a través de filtros PVDF de 0,22 um a los viales ambar.

Con estas tres curvas matrices se calculara linealidad, exactitud y precision.
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Ejemplo de curva matriz:

‘30m Lan imep
Para 400 g/ mL f . ,

2,0mL (2000 uLy—*> fiola de 10 mL (enrasar con fase

movil), agitar y dejar en reposo. l

Precipitado + sobrenadante

l

Filtrar el sobrenadante a viales para su analisis en el HPLC

* FIGURA N° 03: PREPARACION DE LA CURVA MATRIZ PARA LA DETERMINACION DE ACIDO

CAPRILICO.

3.6.10. PREPARACION DEL BLANCO

El blanco es la fase mévil, para ello filtrar a través de filtros PVDF de 0,22 um a

los viales del equipo HPLC.

3.7. DISENO METODOLOGICO POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA
RESOLUCION (HPLC)

3.7.1. DESARROLLO DE LOS PARAMETROS DE VALIDACION

3.7.2. APTITUD DEL SISTEMA

Se analizaron las desviaciones de lés parametros en el estandar elegido,
- aplicando la hoja de calculo del programa Excel.

3.7.3. CUANTIFICACION DE ACIDO CAPRILICO

Se analizaron con la primera curva de calibracién estandar para poder detectar
en ese rango al posible presencia del acido caprilico, se preparan soluciones
problema con 2 y 5§ mL péra los tres lotes del antisuero, se comparan los

cromatogramas de los antisueros con los estandares y la fase mévil.
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3.7.4. LINEALIDAD

Se evalué la linealidad del método en las tres curvas independientes de las
matrices enriquecidas en funcién de las éareas de cada concentracion vy
comparandolas a las areas de la curva del estandar. La linealidad de las curvas
se determiné usando el analisis de regresion multiple, el coeficiente de
determinacion y la significancia son evaluados por el t-student. Con los cuales
también se calculd: el intercepto, la pendiente y el coeficiente de correlacion.
3.7.5. EXACTITUD Y PRECISION

La precisién del método analitico se estudié, sobre el sistema: evaluando la

repetibilidad de las seis inyecciones de la solucién estandar (400 pg/ mL); y

sobre el método: evaluando la dispersidn de cada una de las concentraciones de
la matriz enriquecida con respecto al promedio de las tres curvas matrices,
correspondiendo la evaluacién a Atodo el procedimiento, desde la preparacion de
ia muestra hasta la medicién del acido caprilico, por parte del instrumento.

La exactitud del método se evalué en funcién de la recuperacion del acido
caprilico. Para tal efecto, se trabajé con once concentraciones enriquecidas
diferentes. Las concentraciones analizadas fueron de la segunda curva de

calibracion y las tres matrices corridas independientemente: de 100 ug/ mL a

600 pg/mL.

3.7.6. LIMITE DE DETECCION (LD) Y LIMITE DE CUANTIFICACION (LQ)
Estos pardmetros se determinaron basadds en la desviaciéon estandar de la
respuesta de la pendiente (recomendada por la ICH), comparando las dos
curvas de calibracién pbr separado (curva estandar y curva matriz enriquecida
promedio), ambas de la fecha 2011-05-27, aplicando la desviacién estandar del
andlisis de regresion en la primera curva, y la mayor desviacion estandar de la

segunda curva, para una mejor observacion de la robustez.
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3.7.7. ESPECIFICIDAD

Se determind con matriz, matriz enriquecida, estandar y fase mévil, comparar los
cromatogramas y sus tiempos de retencion.

3.8.  ANALISIS ESTADISTICO

3.8.1. LINEALIDAD

Calculo de la recta de regresion lineal, por el método de minimos cuadrados:
Ecuacién de la Recta:

s

x : Concentracion del acido caprilico

Donde;:

y : Valor de la respuesta en area de pico cromatografico

b : Valor de la pendiente de la recta

a : Valor del intercepto de la recta con el eje “y

e Foérmulas para hallar la pendiente “b”

R I N

> (x-x) zxz_(znx)

e Foérmula para hallar el intercepto “a”

Sy-bYs
a=y-bx =<5 <=
n

o Foérmula para hallar el coeficiente de correlacion r”

e )
\/[nzxg -z x,)z][llz vi-(2n )ZJ J
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a. Test de hipdtesis para demostrar regresion en funcion del coeficiente
de correlacion “r:

HO: p =0: No hay correlacién entre x e y

H1: p # 0: Si hay correlacion entre x e y

Criterio de aceptacion: r debe ser significativamente diferente de Cero. Si el
valor “t experimental” obtenido es mayor que el “t” de la tabla o critico para (n —
2) grados de libertad y un nivel de confianza del 95% (significancia, a = 0.05),
entonces si hay correlacion entre x e y. |

Foérmula para hallar “t": te,

b. Significacion estadistica de la pendiente “b*:

Test de Hipbtesis para la pendiente “b”™

Ho: B = 0: No es significativamente igual a cero

H1. B # 0: Si es significativamente diferente a cero

Criterio de aceptacion: “b” debe ser significativamente diferente de cero. Si t
experimental > t tania Para a = 0.05 y (n — 2) grados de libertad, entonces” b" es

significativamente diferente de cero y se rechaza la hipotesis nula (HO).

. /b/
Férmula para hallar “t”: te, lxp = 5

Foérmulas para hallar la varianza de la pendiente: Sb? y Desviacién estandar

de la pendiente Sb

) |

b2 - Szx:y _ S2x>y
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Sb=A/Sb*

Formulas para hallar la varianza del error experimental total: Sy

(g, T -aZy-8Tm _Z0-) (1-r))

L s n-2 B n—2

c. Significacion estadistica de la varianza del Intercepto “a”:
Test de Hipé6tesis para el Intercepto "a™:
Ho : a=0: Es igual a cero

Ha : a #0: No es significativamente diferente de cero

Criterio de Aceptacién: “a” no debe ser significativamente diferente de cero

Formulas para hallar la varianza del Intercepto: Sa?

Sxy(5x) Sy (S +)
S G- ) T (T ) )

Sa? =

Férmulas para hallar la varianza del error experimental total: S *x,y

-

?
ISR 0 5 0 Ve (e

L n-2 _ n-2

Foérmula para hallar la desviacion estandar del Intercepto: Sa

S, =4/S,°
100

S.rel(%)= 2a190
a
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Férmula para hallar los limites de confianza del Intercepto:

[ atty .S, }

Donde “t” es el valor de la distribucién de Student para (n - 2) grados de libertad

a la probabilidad de a = 0.05.

Formulas para hallar el valor de “t” experimental: t.,,

C Jal
Ltexp "‘—E—

a

Criterio de aceptacion:

Sitexp >ttabla; para o= 0.05y (n—2) grados de libertad, entonces” a” no es
significativamente diferente de cero y se rechaza la hipdtesis nula (HO).

3.8.2. EXACTITUD

Se determina por el método de recuperacién, mediante la siguiente férmula:

Donde:

%R: Porcentaje de recuperacién
Xb: Area obtenida bor la matriz

Xa: Area obtenido por el estandar
3.8.3. PRECISION

Se expresa matematicamente como la desviacidén estandar (S) o como la

desviacién estandar relativa (RSD)
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IV. RESULTADOS
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CUADRO N° 03: Solventes utilizados en el desarrollo de la técnica para
determinar el acido caprilico en antisueros por Cromatografia Liquida de Alta
Performance (HPLC). CNCC-INS. Lima, Abril 2011.

SOLVENTES SOLUBILIDADES RESULTADO

Agua No Soluble No conforme

Metanol Ligeramente Soluble No conforme

Acetonitrilo Soluble No conforme

Acetonitrilo/Agua (50:50) Soluble No conforme

Acetonitrifo/Agua(20:80) Soluble No conforme
Acetonitrilo/Agua(80:20) Fuertemente soluble Conforme

39



N

CUADRO N° 04: Detectores usados en el desarrollo de la técnica para

determinar el &cido caprilico en antisueros por Cromatografia Liquida de Alta

Performance (HPLC). CNCC-INS. Lima, Abril 2011.

DETECTORES ESPECIFICACION OBSERVACION

RESULTADO
Pico del 4cido
Ultravioleta (UV) caprilico coleado No conforme
Pico del 4cido caprilico
Detector con arreglo de
Pico del 4cido
diodos(DAD) caprilico partido No conforme
simétrico
Detector con indice de
refaccién (RI) Conforme

Pico simétrico
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CUADRO N° 05: Columnas cromatograficas usadas a diferentes temperaturas

en el desarrollo de la determinacidon de acido caprilico en antisueros por
Cromatografia Liquida de Alta Performance (HPLC). CNCC-INS. Lima, Abril

20M.
[
Temperaturas Columnas Cromatogréficas Resultados
Purospher Star RP8 5 m  (150mmxX4.6mm) Merck No conforme
Purospher Star RP18 5 i/m  (150mmX4.6mm) Merck No conforme
Purospher Star RP18 5 um  (125mmX4.6mm) Merck No conforme
o
25°C Phenomenex C18 5um (125 mmX4.0) No conforme
Eclipse XDB-C18 5 um  (150mmX4.6mm 1.D.Agilent Technologies No conforme
Eclipse XDB-C8 5 um  (150mmX4.6mm (D, Agilent Technologies No conforme
Purospher Star RP8 5 #m  (150mmX4.6mm) Merck No conforme
Purospher Star RP18 5 m  (150mmX4.6mm) Merck No conforme
Purospher Star RP18 5 um  (125mmxX4.6mm) Merck No conforme
0
e Phenomenex C18 5 um (125 mmX4.0) No conforme
Eclipse XDB-C18 5 um  (150mmX4.6mm 1D Agilent Technologies | No conforme
Eclipse XDB-C8 5 im (150mmX4.6mm 1D Agilent Technologies No conforme
Purospher Star RP8 5 m  (150mmX4.6mm) Merck No conforme
Purospher Star RP18 5 um  (150mmX4.6mm) Merck No conforme
Purospher Star RP18 5 um  (126mmX4.6mm) Merck No conforme
0
40c Phenomenex C18 5 #m (125 mmX4.0) No conforme
Eclipse XDB-C18 5 #4m  (150mmX4.6mm [D. Agilent Technologies No conforme
Eclipse XDB-C8 § 1m (150mmX4.6mm 1.D. Agilent Technologies Conforme
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CUADRO N° 06 Resultados de los parametros de validacion por Cromatografia

Liquida de Alta Performance (HPLC) para la determinacién cuantitativa de acido
caprilico en antisueros. CNCC-INS. Abril, 2011.

PARAMETROS ESPECIFICACIONES RESULTADOS
APTITUD DEL SISTEMA
Precisién dei sistema: Areas: 1,40 %
desviacion relafiva esténdar Maximo2% Tiempo de retencion: 0,12%
LINEALIDAD
Ecuacion de la recta y=bx +a y = 1893,362x + (- 134916,984)
Coeficiente de correlacién () Minimo 0,995 0,9993
Coeficiente de
determinacion(r2) Minimo 0,995 0,9989

Test estadistico para r

p=0,05y n-2 grados de

libertad t regresion > ttabla 83,384 > 2,262
PRECISION" ~
Desviacion Estandar Relativa
(D.SR.) < 3% (por ser traza) 3%

Tiempo de retencion

Tiempo de retencion Reproducible reproducible: 5,13
EXACTITUD
Porcentaje de recuperacion 80 - 100% 91,26%
Desviacion Estandar Relativa
(D.SR) < 3% (por ser traza) <3%
ESPECIFICIDAD
Matriz No interferencia
Conforme
Fase movil No interferencia Conforme
No interferencia
Antisuero Conforme
SENSIBILIDAD
Referencial Minimo Detectable 40 pg/mL
LOD (Limite de deteccion) Minimo Detectable 28.83ug/ mL
LOQ (Limite de cuantificacién) | Minimo Detectable 87.35ug/mL
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V. DISCUSION

La Cromatografia Liquida de Alta Performance (HPLC), en la actualidad
representa una herramienta de enorme importancia, no solo para la cuantificacion
de principios activos en las diversas formas farmacéuticas, sino también para el
descarte de posibles trazas y compuestos relacionados presentes en cada uno de
los farmacos, sobre todo en antisueros y formulaciones destinadas a ser vacunas
de los propios seres humanos.

En el afo 2002, Polson, Incledon y Raguvaran en su trabajo denominado
“‘Optimizacién de proteinas”, presentan algunos solventes con capacidad de
precipitacion y solubilidad en antisueros, que nos sirvié de base para poder buscar
los mejores solventes para el antisuero. Se inicid la prueba de solubilidad con el
agua, observandose la no existencia de dicha propiedad pof parte del antisuero,
teniendo como resultado la no conformidad del mencionado solvente.
Seguidamente se probd la solubilidad del antisuero con metanol, observandose
una ligera solubilidad, en contrasté a lo que nos indica Polson, Incledon vy
Raguvaran, en el cuadro N° 2 de la pagina 24, en donde indican una eficacia de
precipitacion y solﬁbilidad en promedio por parte del metanol de 88.7% resultando
como no conforme. Se probd la solubilidad con acetonitrilo, observandose que
esta presenta una muy buena solubilidad, este solvente organico no figura en la

relacion de solventes con capacidad de precipitacion y solubilidad de Polson,
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Incledon y Raguvaran. Probada la solubilidad del antisuero con acetonitrilo se
inyecté en el sistema teniVendo una baja resolucion por parte del solvente en la
columna, pues no se logra separar adecuadamente del placebo y la fase mévil. Se
busco uné proporcién adecuada con ofro solvente para poder lograr una mejor
elucién en la columna a la hora de ser inyectado en el sistema, tal como se indica
en el cuadro N° 3 de la pagina 37, se probd la proporcién acetonitrilo y agua en la
proporcion (20:80) respectivamente, resultandonos en una particion de pico,
resultando no conforme. Finalmente se prob6 con nuestra misma fase mévil que
posee la proporcion de acetonitrilo: agua (80:20) respectivamente, resultando este
como el mas adecuado, resultando como conforme a la hora de ver el
cromatograma formado luego de su inyeécién en el sistema.

Realizada ya las pruebas del estandar de 4cido caprilico en el sistema con los
solventes elegidos, nos tocaba ubicar el mejor detector. En el afo 2009, Herfrera,
Gutiérrez y Leon en su articulo para la determinacion de acido caprilico en
antivenenos en formulaciones de inmunoglobulinas térapéuticas de Costa Rica,
usan el HPLC con detector UV, sin embargo para nuestro trabajo de investigacion,
el detector UV, no nos evidenciaba una buena relacién sefal/ruido y contribuié a
un ensanchamiento del cromatograma, es asi que se probd con el detector de
arreglo de diodos, teniendo el mismo resultado con una ligera particion de pico. En
el 2007 el argentino Williams escribié en su manual de Cromatografia Liquida de
Alta Performance (HPLC), que los detectores de indice de refraccion responden
mejor a todos os solventes organicos, es asi que se procedid inyectar una
solucién estandar de &cido caprilico en el sistema, previo acondicionamiento del
sistema, con una purga de cinco minutos aproximadamente del canal de la fase
mévil, primeramente con agua y seguidamente una purga de otros cinco minutos
con la misma fase movil, hasta que que el detector muestre 0,0 uRl en la pantalla

del detector, un lavado de jeringa por cinco minutos y un acondicionamiento de la
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columna por quince minutos, la respuesta fue buena, quedando como conforme
para nuestro trabajo de investigacion, tal como se muestra en el cuadro N° 04 de
la pagina 38. Los equipos HPLC Lachrom Elite poseen un solvente de metanol al
5% para lavar sus jeringas, sin embargo, este detector nos realizaba picos
negativos para la fase movil, el cual dificultaba la buena cuantificacién de nuestro
activo, debido a que ambos picos cromatograficos poseen tiempos de retencion
muy cercanos, para ello se procedio a usar el solvente de mayor proporcion en‘la
fase movil, que también sirve para tratar las muestras en su preparacion, que en
este caso fue el acetonitrilo, este solvente fue usado para lavar la jeringa del
equipo por un minimo de c¢inco minutos. |

Para la eleccion de la columna, se probd primero con cartuchos de columnas,
debido al alto costo de las columnas y su cuidado de solventes que pueden
significarles corrosivos, se trabajé de acuerdo al cuadro N° 05 de la pagina 39,

inicialmente con los cartuchos Purospher Star RP 8 5um (150 mm X 4.6mm)
Merck, Purospher Star RP18 5 um (150 mm X 4.6mm) Merck, Purospher Star RP
18 5 um (125 mm X 4.6mm) Merck, a temperatura ambiente, a 30° C y a 40° C,

observandose poca resolucion por parte de la columna, teniéndose un pico
coleado. Seguidamente se probd una columna Phenomenex C18 5 um (125 mm
X 4..0), en el cual se observa que el tiempo de retencion del estandar del acido
caprilico se acerca mucho al tiempo de retencion de la .fase mévil, pegandose
ambos picos, se trabéjé también con temperaturas, a 25° C, 30° C y a 40° C,
teniehdo un resultado negativo para obtener una buena separacién de picos, y
consecuentemente una buena cuantificacién del activo. Finalmente se logrd
conseguir dos columnas agilent, el primero, una columna Eclipse XDB-C18

5 um (150mmX4.6mm) 1.D. Agilent Technologies, a las tres temperaturas, 25°C,

30° C y 40° C, no detectando a los dos picos que significan la fase mévil y el
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estandar de acido caprilico, sino como un solo pico. La segunda columna Agilent,

una columna Eclipse XDB-C8 5 um (150mmX4.6mm) 1.D.,Agilent Technologies,

inicialmente a 25°'C, obteniéndose un pico casi separado bdel pico de la fase mévil.
A 30° C, se obtuvo una mejor separacion del pico del estandar en referencia al
pico de la fase movil. Se hizo una prueba ma’s con el horno a 40° C, obteniendose
la mejor separacion del pico de nuestro estandar, quedando esta como conforme.
El uruguayo Victor Morais trabaja actualmente en la busqueda de un método por
Cromatografia Liquida de Alta Performance (HPLC) que alterne al que en ese pais
}ya se usa, la Cromatografia de Gases, que significa un mayor costo en muestras
~de sueros contra las picaduras de serpientes y en equipo, por ser el HPLC un
metodo mas versatil a la Cromatografia de Gases. |
En el cuadro N° 07 de la pagina 55, anexo 01, el estudio de precisién del sistema,
se realiz6 haciendo seis inyecciones del estandar de acido caprilico a una

concentraciéon de 400 ug/ mL, en el cual se observa un promedio ue éreas de

577274, teniendo una tendencia a bajar el tamano de las areas desde 586243 a
563418, indicandonos una posible degradaciéon del acido caprilico en el sistema
cromatografico, aun asi se obtiene una desviacién estandar relativa (RSD) de 1.4
%, siendo su valor maximo permisible de 2%, recomendada por la ICH, asi como
de los tiempos de retencion con un valor de RSD igual a 0.12%, gque nos asegura
de obtener buenos resultados fiables en el analisis del método. Herrera, Gutiérrez
y Ledn en su articulo para la determinacién de acido caprilico en antivenenos en
formulaciones de inmunoglobulinas terapéuticas de Costa Rica, usaron para su
trabajo de investigacién reactivos y accesorids de mayor presupuesto al nuestro,
contando con &cido caprilico al 99% importado de los Estados Unidos del
laboratorio Sigma, usaron también para ello un sistema de purificacién, de la

empresa Millipore que ahora pertenece a la empresa Merck.
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Al realizar nuestra primera prueba en el suero antiboptropico polivalente

(antisuero) con la fase movil, a diferentes concentraciones, desde 41.46 pg/ mL
hasta 62193 pg/ mL, una vez inyectados en el sistema, se observa una

respuesta negativa, no encontrando en el sistema algln pico éromatogréfico que
nos evidencie alguna presencia de trazas en el antisuero, tal como se indica el el
cuadro N° 8, pagina 56 del anéxo 02 , un indicativo de que los antisueros en la
etapa de diafiltracion o dialisis, en el proceso de broduccién se realiza de manera
satisfactoria, éomo también que quizas se este realizando esta etapa en demasia,
el cuél podria corregirse y conllevar a una reduccion de tiempo y costos en el
proceso de fabricacion de estos antisueros necesarios para la amazonia peruana.
Por ello, es que se procedio a realizar un método por el cual, se enriquece al
antisuero o matriz bioldégica con una solucion stock estandar de acido caprilico a
diferentes concentraciones, se prepararon tres curvas matrices enriquecidas con
solucion stock estandar, de las cuales pudimos calcular los parametros de la
validacion. Con el presente trabajo, se estara proporcionando al Instituto Nacional
de Salud (INS) un documento que avale la no presencia de trazas en los tres lotes
de sueros antibotropicos polivalentes analizados.

En cuanto a las muestras, para poder separar las proteinas del acido caprilico en
los antisueros, y no usar €l métodovrealizado por Herrera, Gutiérrez y Ledn en
Costa Rica, por no contar con los materiales de ellos, se realizdé una precipitacién
con nuestra fase movil, conformado por acetonitrilo y agua en una proporcion de
80:20 respectivamente, se dejo a decantacion por unos minutos para evitar
enm.ascaramiento, a diferencia del metodo de Costa Rica que realizan una
ultrafiltracion con unidades de filtracién Centriprep® Millipore por 15 minutos y a

3000 RPM y de alto costo, teniendo en cuenta que estas unidades de filtracion

47



~ son descartables, pues poseen uné membrana interna de 10KDa, que es
saturable y consecuentemente inservible.

La concentracién de acido caprilico encontrado en los tres lotes del antisuero
estan por debajo del limite de deteccién (28.85 ug/ mL). Recientemente se han
publicado 2 articulos relacionados a métodos de cuantificacién de acido caprilico
en productos bioldgicos, uno de ellos por el método de HPLC de fase reversa,
publicado en Costa Riéa, y reportan la concentracion de acido caprilico que se
encuentra por debajo de 13,46 ug/ mL. Ei segundo, es por un método enzimatico
colorimétrico, utilizando un kit de NEFA-C de la India y determinan la
concentracion de acido caprilico y caprilato de sodio en productos bioldgicos por
debajo de 7,21 ug/ mL y 8,31 ug/ mL respectivamente. A»comparacién con el
primer método que también utiliza el HPLC, la ventaja del método desarrollado es .
qgue no utilizamos la ultrafiitraciéon con unidades de fiitro para centrifuga de 10 kDa
nominal de peso molecular, para la obtencion del antisuero libre de proteinas
(sobrenadante), debido a su alto costo de estos fitros, se aplico el método de
precipitacién de protéinas con solventes (fase movil), el cual es de facil aplicacion,
accesible y de bajo costo. En cuanto al segundo método, los materiales y el kit de
Nefa-C se encuentran sélo en la India, y los investigadores tanto de Uruguay
como de argentina prefieren esperar confrontar aquel método con el de la
Cromatografia Liquida de Alta Performace (HPLC).

Se énalizaron Ias siguientes concentraciones: 100 ug/ mL, 150 pg/ mL, 200
ug/ mL, é50 pg/ mL, 300 pg/ mL, 350 ug/ mL, 400 pg/ mL, 450 pg/ mL,
500 ug/ mL 550 pg/ mlL y 600 pg/ mL. En el rango entre 100 ug/ mL y 600
ug/ mL, las cuales se evaluaron estadisticamente, obteniéndose un coeficiente

de correlacion (r) de 0.9993, siendo el valor minimo permitido de 0.995 | y un
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coeficiente de determinacion (%) de 0.9989, siendo el Qalor minimo permitido de
0.995 ; con estos resultados se demuestra que existe una relacion lineal entre la
variable independiente, es decir la concentracion “x” y la variable de pendiente de
la respuesta o areas “y"; para determinar la linealidad del método sé realizé
pruebas estadisticas como prueba del coeficiente de relacion (r), prueba del
modelo de regresion lineal simple y prueba de significancia de la pendiénte (b) y
del intercepto (a). Para la significancia estadistica del coeficiente de correlacion (r)
se aplicd la prueba “t" de Student donde el valor texpénmema. = 83.384 >ty = 2.262,
con un nivel de confianza déI'95% (significancia, a = 0.05), para n - 2 grados de
libertad, corroborando la existencia de la relacién lineal entre ambas variables. Asi
mismo se evalué si los datos obtenidos se ajustan a un modelo de regresién lineal
simple (MRLS), a través de la prdeba estadistica ANOVA de Regresion. De la
evaluacién estadistica de la pendiente “b”, se obtiene texperimenta = 83.384 > tiapin =
2.262, obteniendo un valor significativamente diferente de cero, tal cual lo exige el
criterio de aceptacion, mientras que con éI ihtercepto ‘a“ se obtiene teperimental =
14.93 > tan = 2.262, en este Ultimo, si bien se rechaza la hipotesis nula para la
significancia del intercepto, esto es debido probablemente a efectos de la
metodologia para evaluar concentraciones bajas de acido caprilico. Tofnando
como referencia la tabla de “t” de Student del cuadro N° 18 de la pagina 74.

Las areas obtenidas en la segunda curva de calibracién estandar nos representan
el 100% de cada una de las concentraciones de acido caprilico, y al evaluar los
valores de area de cada una de las tres curvas matriz se obtienen porcentajes de
recuperacion promedio entre 88.78% y 93.52%, cumpliendo los criterios de
aceptacion de 80 a 100% recomendada por la ICH, demostrandose el grado de
concordancia entre los resultados de la curva matriz con los valores referenciales
de la curva de estandar para cuantificaciones de componentes residuales o

trazas, no existiendo por lo tanto errores sistematicos.
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El éstudio de precision del métodd mostré una buena reproducibilidad de los
res'ultados, obteniéndose una desviacion estandar relativa (RSD) menor a 3%,
teniendo en cuenta que la USP categoriza a las validaciones de trazas en la
categoria ll, donde el limite de precision puede no requerirse y si fuese el caso de
requerirlo, facimente entraria en el rango qué la ICH recomienda, en la que
indican que la precision debe ser menor al 2% y en_algunos casos menor al 3%.
La repetibilidad del tiempo de retencion del acido caprilico nos sirve de apoyo para
confirmar la precision del método al obtener un desviacién estandar relativa (RSD)
de0.12%.

En los resultados de la burva matriz enriquecida con acido caprilico se
determinaron los limites de deteccion y cuantificacién, obteniéndose 28,83

pg/ mL y 87,36 pug/ mL respectivamente, para estos célculos no se considero Ia

desviacion estandar de la regresion lineal, se optd por tomar la mayor desviacion

estandar calculada. Estos resultados se corroboraron al trabajar con los
~ estandares a concentraciones de 40 ug/ mL a 600 pug/ mL.

El método analitico demostré ser .especifico, por que los componentes de la matriz
ni la fase movil interfieren en la determ’inacién del acido caprilico ya que no se
detecta ninguna respuesta significativa en el cromatograma, obteniéndose una
lectura de 0%. Los tiempos de retencion son aproximadamente iguales tanto del
estandar (en promedio 4.93) como para la matriz enriquecida con acido caprilico
(en promedio 4.95 minutos).Todos los resultados obtenidos en la validaciéon del
método analitico, permite asegurar que dicho método analitico es confiable. De
esta manera se prob6 experimentalmente la utilidad del procedimiento es‘tablecido

para la validacion de métodos analiticos.
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1.

VL. CONCLUSIONES
Se desarrolld y validé el método analitico para la determinacion de acido
caprilico en antiskueros, por Cromatdgrafia Liquida de Alta Performance
(HPLC)
El método desarrollado por Cromatografia Liquida de Alta Performance
(HPLC) en fase reversa, producen resultados que son directamente

proporcionales a la concentracion del acido caprilico dentro del intervalo de
100 pg/ mL a 600 pug/ mlL.

El método es lineal en el intervalo de las concentraciones de 100 ug/ mL a
600 ug/ mlL de la muestra; es preciso, porque se obtienen resultados
repetitivos (desviacion estandar relativo (RSD < 3%) y ademas repréducibles
en su tiempo de retencion (RSD: 0.12%); es exacto, ya que permite la
recuperacion de casi la totalidad de la solucion stock-estandar afnadido al
antisuero o matriz biologica (recuperacién media: 91.26%), es especifico, por
que permite el analisis del acido caprilico en antisueros (matrices bioldgicas)
sin la interferencia de la matriz ni de los solventes de la fése movil

El método es sensible, ya que permite detectar y cuantificar concentraciones
minimas del estandar en la muestra, presenta limites de deteccidon vy

cuantificacién idoneos para el método.
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Vil. RECOMENDACIONES

. En la preparacién de la muestra se recomiénda trabajar con fiolas ambar,
debido a que en la evaluacion de aptitud del sistema se observa ligera
degradacion de la muestra, y si fuese necesario cubrirlas con aluminio para
reducir el RSD al mi‘nimo.

. Es necesario implementar para el Centro Nacional de Productos Bioldgicos
(CNPB) metodologias como la cromatografia liquida de alta performance
(HPLC) para reducir el tiempo y costo de andlisis para poder determinar acido
caprilico en antisueros.

. Existen muchos métodos de analisis de productos biolégicos que no estan
contemplados en las farmacopeas y otras obras oficiales, motivo por el cual
debemos tomar en cuenta que estas metodologias requieren ser validadas,
para ser aplicados en las labores de andlisis.

. Bl Instituto Nacional de Salud deberia transferir los productos terminados del
Centro Nacional de Productos Bioldgicos (CNPB) al Centro Nacional de Control
de Calidad (CNCC), ya que posee los equipos, material y personal capacitado
para realizar las validaciones analiticas de los productos que se producen en la
institucion, para posteriormente realizarle su control de calidad y obtener

mejores productos y de mayor calidad.
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5 Se recomienda la aplicacibn del método analitico por HPLC para la
cuantificacién de acido caprilico y la evaluacién de la no presencia de trazas en

el suero antibotrépico polivalente.
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ANEXO 01

Cuadro N° 07: Aptitud del sistema, areas obtenidas de la primera curva
estandar, inyectando estandar de acido caprilico a 400 ug/ mL. CNCC-INS.
Lima, Abril 2011.

N° Inyecciones Areas Tiempo de retencién
1 586243 5,02
2 582641 5,01
3 581103 5,00
4 575353 5,02
5 574888 5,00
6 563418 4,99
' PROMEDIO 57727433 5,01
RSD 1,40 0,24
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ANEXO 02

CUADRO N° 08: Comparacion de las areas obtenidas del estandar de acido

caprilico frente a las areas de las matrices biologicas sin enriquecimiento de

solucién stock estandar de acido caprilico a diferentes concentraciones. CNCC-

INS. Lima, Abril 2011.

Concentracion Area Area Muestra (2 en 10 mL) Area Muestra (5 en 10 mL)
Estandar Promedio
{ug/mL) Estandar Lote 1 Lote 2 Lote 3 Lote 1 Lote 2 Lote 3
41.46 17458.33 --- — - -— - -
51.83 30188.00 — - — . - -
62.19 51333.00 —
82.92 81650.67 -— e — - — —
103.66 83680.33 - — - - — —
124.39 107374.00 - -—- — - —- —
155.48 163022.33 - - - — —
207.31 255353.33 - - - — - -
259.14 340794.67 - - --- - - -
310.97 399926.33 - . - - — —
362.79 505909.00 -— — -— — - -
414.62 583329.00 —
466.45 691351.67 — - — - - —
518.28 787101.67 - - — - — —
570.10 875138.33 - - - - —— —
621.93 976239.67 - - - - — —
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ANEXO 03

CUADRO N° 09: Areas del estandar de acido caprilico comparados con las tres

curvas

de las matrices enriquecidas con solucién stock estandar de acido

caprilico y sus respectivas areas promedio. CNCC-INS. Lima, Abril 2011.

Concentracion Areas Areas Areas Matriz | Areas Matriz
(ug/mL) Estandares Matriz 1 i ]

103.66 82551.33 79191.33 7464133 7603567
155.48 183682.33 164761.33 16688167 156756267
207.31 28158167 255809.33 247416.00 250431.00
259.14 393345.00 343963.33 361606.67 343138.33
310.97 48083133 449486.00 453435.00 44603733
362.79 602386.00 543719.67 546758.67 549984.00
414.62 681918.67 635359.33 651213.33 643290.00
466.45 82044833 733946.33 751449.00 756910.00
518.28 921168.00 840480.00 84430067 865602.67
570.10 1037744.33 909736.67 936810.33 933005.67
62193 1149783.67 1048641.67 1079673.33 1074083.33
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ANEXO 04

CUADRO N° 10: Areas obtenidas por las tres curvas matrices enriquecidas con

solucion stock estandar de 4cido caprilico a diferentes concentraciones y sus

respectivas areas promedio. CNCC-INS . Lima, Abril 2011.

Areas
promedio
Concentracién | Areas Matriz | Areas Matriz | Areas Matriz | matrices |, Il y

(ug/mL) [ I i ]
103,6550 79191,33 7464133 76035,67 76622,78
155,4825 164761,33 166881,67 167562,67 163068,56
207,3100 255809,33 247416,00 250431,00 251218,78
2591375 343963,33 361606,67 343138,33 349569,44
310,9650 449486,00 453435,00 446037,33 44965278
362,7925 543719,67 546758,67 549984,00 546820,78
414,6200 635359,33 651213,33 643290,00 64328756
466,4475 73394633 751449,00 756910,00 7474351
518,2750 840480,00 84430067 86560267 850127.78
570,1025 909736,67 936810,33 933005,67 926517,56
621,9300 104864167 | 107967333 | 1074083,33 1067466,11
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ANEXO 05

CUADRO N° 11: Datos de las tres curvas matrices enriquecidas con solucion

stock estandar de acido caprilico, sus respectivas recuperaciones porcentuales y

sus desviaciones estandar relativas. CNCC-INS. Lima, Abril 2011.

Concentracion

%recuperado | %recuperado | %recuperado| Promedio%
(pg/ml) MT-1 MT-1l MT-1I Recuperado | D.S.R.
103.66 9593 90.42 92.11 92.82 3.0
155.48 89.70 90.85 8578 88.78 3.0
207.31 90.85 87.87 8894 89.22 1.7
259.14 87.45 91.93 87.24 88.87 3.0
310.97 93.48 94.30 9276 93.52 0.8
36279 90.26 90.77 91.30 90.78 0.6
41462 93.17 95.50 9434 9433 12
466.45 89.46 9159 9226 91.10 16
518.28 9124 9166 93.97 9229 1.6
570.10 87.66 90.27 89.91 89.28 1.6
621.93 91.20 93.90 9342 92.84 1.5
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ANEXO 06

CUADRO Ne° 12: Porcentaje promedio recuperado, tiempo de retencién
promedio y desviacidon estandar relativa (RSD), para poder determinar la
exactitud y la precision de las tres curvas matrices enriquecidas con solucién

stock estandar de acido caprilico. CNCC-INS. Lima, Abril 2011.

5 Tiempo de
Concentracion Promedio% retencion -
(1g/mL) Recuperado (minutos) D.S.R.%
103.66 0282 514 30
155.48 88.78 5.14 3.0
207.31 89.22 513 17
259.14 88.87 5.13 3.0
310.97 93.52 513 0.8
362.79 90.78 5.13 06
41462 94.33 513 1.2
466.45 91.10 513 1.6
518.28 92.29 513 1.6
570.10 89.28 512 1.6
621.93 92.84 5.12 1.5
Promedio : 91.26 ' '
Promedio : 5.13
% D.SR.
DSR :012 maximo: 3.0




ANEXO 07

GRAFICO N° 01: Dispersién del porcentaje promedio de las tres curvas matrices

enriguecidas con solucion stock estandar de acido caprilico en relacién a su

promedio, obtenido en cada nivel de concentracion. CNCC-INS. Lima, Abril

2011,
Concentracion VS Area
1200000
y = 1893.362x- 134916.984
1000000 R2-6999 /
/
800000
<
& 600000
<t
400000
200000
0 T T | L 1 1 1
0 100 200 300 400 500 600 700
C( pg/mi
+ % PROMEDIO o %Recuperado MT- % Recuperadc MT-l
;% Recuperado MT-l —~—Lineal({% PROMEDIO)
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ANEXO 08

CUADRO N° 13: Valores estadisticos calculados para el test de linealidad a

partir de las areas promedio de las tres curvas matrices enriquecidas con

solucion stock estandar de acido caprilico a diferentes concentraciones. CNCC-

INS. Lima, Abril 2011.

T | ke || v | e
103.66 766227778 107443580 5871050074 | 0.001352796
155.48 163068.5556 241748078 | 26591353811 | 0.000953479
207.31 251218.7778 42977.4361 63110874308 | 0.000825217
25914 349569.4444 67152.2439 1.22199E+11 | 0.000741305
310.97 449652.7778 96699.2312 2.02188E+11 | 0.000691567
362.79 546820.7778 | 131618.3981 | 2.98013E+11 | 0.000663458
414,62 6432875556 | 171909.7444 | 4.13819E+11 | 0.000644533
46645 747435 1M 2175732703 | 558659E+11 | 0.000624064
518.28 850127.7778 | 2686089756 | 7.22717E+11 | 0.000609644
570.10 926517.5556 | 325016.8605 | 8.58435E+11 | 0.000615318
62193 1067466.1111 | 386796.9248 | 113948E+12 | 0.000582623
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ANEXO 09

GRAFICO N° 02: Relacién lineal entre las concentraciones y el promedio de las

tres curvas matrices enriquecidas con solucién stock estandar de acido caprilico.

CNCC-INS. Lima, Abril 2011.

Concentracion VS Areas

1200000
y = 1893.362x- 134916.984 ,
1000000 /7

o PP
R™= u.wa///
800000

600000 /

Areas

400000 / /
200000

“

O L) t 1 I i i
0 100 200 300 400 500 600

Concentracion ( ug/mlL)

¢ STM-PROMEDIO — Lineal (STM-PROMEDIO)

700

Pendiente (b): 1893.362

Intercepto (a): -134916.984

Coeficiente de correlacién (r): 0.9993
Coeficiente de determinacion (r): 0.9987

Ecuacion obtenida: y = 1893,362x + (-134916,984)
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ANEXO 10

CUADRO Ne° 14: Concentraciones de las matrices enriquecidas con solucion
stock estandar de acido caprilico, sus respectivas areas promedio y desviaciones
estandar para determinar e! limite de deteccién (LOD) y el limite de

cuantificacién (LOQ). CNCC-INS. Lima, Abril 2011.

Concentracién
(ug/mlL) Areas D.S.
103.66 7662278 233113
155.48 163068.56 488468
207.31 251218.78 425176
259.14 349569.44 10432.70
310.97 44965278 370165
362.79 546820.78 3132.63
41462 643287.56 7927.00
46645 74743511 11996.50
518.28 850127.78 13537.12
570.10 926517.56 14656.66
621.93 1067466.11 1654.31
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ANEXO 11

GRAFICO N° 03: Relacion lineal entre la concentracidn de las matrices
enriquecidas con solucién stock estandar de acido caprilico y sus respectivas
areas promedio para hallar la pendiente “b” y consecuentemente los limites de

deteccion y de cuantificacion. CNCC-INS. Lima, Abril 2011.

Concentracién VS Area

1200000 y= 1893.362x-134916.984

1000000 +— = 0.999///
800000 o -
600000 =

/
400000 _
7

Area

200000

0 T T T T T T 2l
0 100 200 300 400 500 600 700

Concenfracion ( ug/ml)

+ PROMEDIO MATRICES o MATRUI
MATRIZI > MATREZ i
—Lineal (PROMEDIO MATRICES)

Pendiente (b): 1893.4

Intercepto (a): -134917

Coeficiente de correlacion (r). 0.9993
Coeficiente de determinacién (r). 0.9987

LOD= 3.3XD.S/b =3.3X 16540.3/ 1893.362 = 28.83 Hg/mL

LOQ = 10XD.S/b = 3.3X 16540.3/ 1893.362 = 87.36 ug/mL
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ANEXO 12

CUADRO N° 15 Valores obtenidos de la regresion lineal de las matrices

enriquecidas con solucion stock estandar de acido caprilico y sus respectivas

areas promedio. CNCC-INS. Lima, Abril 2011.

Analisis de Grados de Promedio de los Desviacién
Varianza libertad cuadrados Estandar
Regresion 1 1,05921E + 12

Residuos e 1562340182,6 12342,61652
Total 10
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ANEXO 13

CUADRO N° 16 Tiempos de retencidon de las diferentes soluciones de trabajo,

para determinar la especificidad. Lima, Abril 2011.

Tiempo de Tiempo de retencion
Soluciones retencion relativo (TRR)
Fase Movil Fase movil : 3.58 -
Fase movil: 3.59 0.73
Estandar
Estandar :4.93 1
Fase moévil: 3.56 0.85

) Sustancia no
Matriz Enriquecida . _ 0.72
identificada : 4.24

Estandar :4.95 1

Fase movil : 3.53

Matriz diluida en Fase Movil Sustancia no

identificada :4.26

Muestra filtrada (antisuero) -
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ANEXO14

FIGURA N° 4: Cromatograma del estandar de acido caprilico a 40 ug/mL.

Concentraciéon minima detectable en el sistema. CNCC-INS. Lima, Abril

2011.
Page 1 of |
INSTITUTO NACIONAL DE SALUD
CENTRO NACIONAL DE CONTROL DE CALIDAD
LABORATORIO DE FISICOQUIMICA
Analist ¢ GMONICO/ RIANAMPA
Instrument Name: HPLC Elite 06 Ri (Offline)
Data File ¢ CACNCCVFISICOQUIMICA D ata TESIS-IR-201104 1 5\ST40-Repl .dat
Method : CACNCCVISICOQUIMICA \Method\ TESIS-201-04-15.met
Scquence : :\CNCC"\FJSICOQUIMICA\Sequence\TESlS-lR—20]l04]5.seq
Analysis : 15/04/201 Printed : 30/05/201
Sample 1D : ST40 Vial @2 ‘
Invection : 20l
m o “ N e e e s o et .
Retention Time

> 1.
z H

»

g
wy
0
0 2 4 6 8
Minutes
Rl Results
Name Retention Time - Area
ACIDO CAPRILICO 5.07 17391
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ANEXO 15

FIGURA N° 5: Cromatograma de la matriz no enriquecida con solucién stock

estandar de acido caprilico en fase mévil: 5 en 10mL. CNCC-INS. Lima, Abril

2011.
Page | of |
INSTITUTO NACIONAL DE SALUD
CENTRO NACIONAL DE CONTROL DE CALIDAD
LABORATORIO DE FISICOQUIMICA

Analist GMONICO/ RJANAMPA

Instrument Name: HPLC Elite 06 RI (Offline)

Data File CACNCCHFISICOQUIMIC A\Data\ TESIS-IR-201 J0415\LO T1-5-MP1-Rep 1 .dat

Method CACNCCHFISICOQUIMICA \Methodi TESIS-20 1 1-04-15.met

Sequence CACNCCHFISICOQUIMICA \Sequence \TESIS-IR-20110415.5eq

Analysis 15/04/2011 Printed : 30/05/201

Sample ID LOTI-5-MPI Vial 61

Inycetion 20 ul

20 - e e e
Retention Time

2 0w

]

*

0
0 2 ¢ 6 8
Minutes
Rl Results
Name Retention Time Area
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ANEXO 16
FIGURA N° 6: Cromatograma de la solucién estandar de acido caprilico a 400 ug/mL

CNCC-INS. Lima, Abril 2011.

Page 1 of |
INSTITUTO NACIONAL DE SALUD
CENTRO NACIONAL DE CONTROL DE CALIDAD
LABORATORIO DE FISICOQUIMICA

Analist : GMONICO/ RIANAMPA

Instrument Name:  HPLC Elite 06 Rl (Offtine)

Data File 1 CACNCCVFISICOQUIMICA\Data\ TESIS-201 -04-27-S\ST-400-Rep | .dat
Method 1 CACNCCVFISICOQUIMICAMethod\TESIS-2011-04-27-S.met

Sequence : CACNCCVFISICOQUIMICA\Sequence\TESIS-201 1-04-27-S.seq

Analysis © 277047200 Printed : 30/05/2011

Sample iD ;. ST-400 Vial  : 10

Inyection : 20uL

20 e e e PN . RN

Retention Time

10;'

uRIY

cd
s
.
o
0 2 4 [ 8
Minutes
RI Results
Name Retention Time Area
ACIDO CAPRILICO AN . 683574
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ANEXO17

FIGURA N° 7: Cromatograma de la matriz enriquecida con solucién stock

estandar de acido caprilico estandar de acido caprilico a 4000/, . CNCC-

INS. Lima, Abril 2011.
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Page 1 of |
INSTITUTO NACIONAL DE SALUD
CENTRO NACIONAL DE CONTROL DE CALIDAD
LABORATORIO DE FISICOQUIMICA
Analist : GMONICO/ RIANAMPA
Instrument Name:  HPLC Elite 06 R1 (Offline)
Data File : CACNCCVFISIC OQUIMICA\Data\TESlS-20ll-04~27\STM-400-Rep 1.dat
Method : CACNCCFISICOQUIMIC A\Method  TESIS-2011-04-27.met
Sequence 1 CACNCCHFISIC OQUIMICA'Sequence\TESIS-201-04-27.5eq
Analysis 1 2710412011 Printed : 30/05/201
Sample ID : STM-400 vial 158
Inyection : 20ubl
m e e - - - - oo e
Retention Time |
2 0
g
8 ,
.
J :
o |
[} 2 4 6 8
Minutes
RI Resuits
Name * Retention Time Arez
ACIDO CAPRILICO 5.13 633850



ANEXO 18
FIGURAN? 8: Cromatograma de la matriz pura (antisuero) filtrado en el sistema.

CNCC-INS. Lima, Abril 2011.

Page 1 of 1
INSTITUTO NACIONAL DE SALUD
CENTRO NACIONAL DE CONTROL DE CALIDAD )
LABORATORIO DE FISICOQUIMICA

Analist . GMONICO/ RJANAMPA

Instrument Name: HPLC Elite 06 RI (Offline)

Data File . CACNCCYFISICOQUIMICA\Data\TESIS-201 1-05-06\MP-I li.dat
Method ;. CACNCCVFISICOQUIMIC A\Method\TESIS-20i1-05-06.met
Sequence ¢ CACNCCVFISICOQUIMICA\Sequence\TESIS-2011-05-06.seq
Analysis : 0670572011 Printed : 30/05/2011

Sample ID : MP-1 Vial  : 195

inyection : 20ub

20+ e S . L s e

Retention Time

10

uRIY

[ 2 4 6 8
tunsns
RI Results
Name Retention Time . Area
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ANEXO19

FIGURA N° 9: Cromatograma de la fase movil filtrado en el sistema. CNCC-INS.

Lima, Abril 2011.

Analist : GMONICO/ RIANAMPA
Instrument Name: HPLC Elite 06 RI (Offline)
Data File 1 CACNCCYFISICOQUIMICA\Data\TESIS-2011-05-06\FM.dat
Method 1 C\CNCCVFISICOQUIMICA Method\ TESIS-201 1-05-06.met
Sequence ¢ CACNCCVFISICOQUIMICASequence\TESIS-201 1-05-06.seq
Analysis 1 06/05/2011 Printed : 30/05/201
Sample ID : M Vial 1 191
Inyection 1 20ub

20 - e

Retention Time

10;

uRIY

Rl Results
Name

INSTITUTO NACIONAL DE SALUD
CENTRO NACIONAL DE CONTROL DE CALIDAD
LABORATORIO DE FISICOQUIMICA

Mrustes

Retention Time

Arca
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ANEXO 20

CUADRO N° 18 Tabla estadistica de la distribucion “t” de Student

e

\ 0.10¢ 0.550 0.625 B Kl - 0005 o.e01
\d
1 8.314 12.706 £5.452 £3.657 .
2 £.920 4.303 8.205 . 5.925 14.069 31598
3 2353 . 3182 4.176 5.841 7.453 12.941
& £.132 2716 8.495 4,604 . B.598 T 45,810
5 015 |- 251 -] - 3183 | . 4032 . 4773 8.859
el 1s3 | ee7 eese | 8707 | 4317 5859 1.
7 1895 2365 £.B41 8.499 4.029 - 5.405
] 1.850 23056 2y 1Y 8355 2.832 . B.041
® 1.833 2.262 £.685 3.250 3.690 4.781
10 812 .228 2EIM | 369 .+ 3.581 4.587
1 196 | 2201 2,593 2.108 O 3.497 . 4.437
12 1782 2.17% 2.560 3.055 - 2.428 4.318
13 '8 7 1 IR 2.180 2533 | - 3.0%12 - 8.372 sz
14 1.761 - 2.145 £.510 . 28717 3.32¢6 | 4.940
15 1753 . | - 2.3 2.4%0 2047 3.286 £.073
18 1.746 2.120 2473 2821 .- 3252 S K 11
17 1.740. 2.110 2:458 _p.898 3,222 8965
18 1734 £.10 £.445 £.878 C 887 3.922
1% 1.729 2.093 £.433 2.551 3.17¢ 3.883
20 1.725 2.085 2.423 2845 3.i53 2850
gl 1.721 2.080 P18 © 2.8 R 3 +:2. 3850
2 1.717 2.674 £2.406 - £B5E LR 8,792
bl 1.714 2.069 £.358 2.807 3.10< 2767
24 1.1 £.064 2.391 2,787 3.000 3745
25 1.708 2.060 2.385 2,787 3.078 3725
% 1.706 2.056 £.379 2779 3,067 %}
x 1.703 2.052 23713 | 2mm 3.056 3.690
21 1.701 2.048 £.3638 2763 3.047 3.6%
2% 1.899 2,045 2.364 2.156 3.038 3.859
3 1.697 2.042 £.360 2.750 3.030 3.645
35 1.690 2.030 2.342 £2.724 2.006 3.5¢1
49 1.684 - 2.021 - 2.329 2.704 2.7 8.551
45 . - 1.880 2.014 - 2.319 2.690 £2.052 3520
80 1.676 2.008 2.310 . 2.678 2.937 . 8.495
55 1.673 2.004 2.304 2.65% C - 9.925 8476
60 14571 2.000 £.299 2.650 2.915 2.480
70 1687 1.994 2.290 2648 £2.8890 5.435
8o 1.685 1.089 2.284 £.838 £.887 8.415
0 1.662 1.986 2.91% £.831 £.878 8.402
100 1.661 1.582 221 | - 2825 £2.871 2390
420 1.858 1,980 2.270 .17 £.860 3373
Ley
o7 mal 1.845 1.850 £.244 . R.578 2.807 $.991
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ANEXO N° 21
FIGURAN® 04: Aimacenamiento del antisuero en la camara fria. CNCC-INS.

Lima, Abril 2011.

1. Ingreso ala Pre-Camara.
2. Camar fria (T°:2-8°C)
3. Almacenamiento de los antisueros en un cooler
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ANEXO N° 22
FIGURA N° 05: Accesorios para el pesaje del acido caprilico. CNCC-INS. Lima,

Abril 2011.

1. Balanza Analitica Electronica.

2. Micropipetas para la medicion de antisuero
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ANEXO N° 23

FIGURA N° 06: Filtracion de agua y fase mévil. CNCC-INS. Lima, Abril 2011.

I. Purificador de agua.

2. Filtracion al vacio de la fase movil
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ANEXO N° 24

FIGURAN?® 06. Preparacion las curvas estandar y matrices enriquecidas con

solucion stock estandar de acido caprilico. CNCC-INS. Lima, Abril 2011.

98]

Los tres lotes del antisuero a analizar.
Preparacion de un pool de cada lote.
Preparacion de la primera curva estandar.

Preparacion de la curva matriz
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ANEXO N° 25
FIGURA N° 06. Filtracion de los estandares, muestras y matrices enriquecidas

con solucién stock estandar de acido caprilico. CNCC-INS. Lima, Abril 2011.

1. Filtracion de los estandares y muestras para su lectura en el
HPLC.

2. Solventes de la fecha de analisis (los solventes se filtran todos

los dias).

HPLC, marca Lacrhom Elite, con detector de indice de

refraccion.

(8]
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ACTA DE SUSTENTACION DE TESIS R.D No.085-2012-FDB-D

Bachiller : ROMAO GONZALOJANAMPA CANCHARI

En la ciudad de Ayacucho, siendo las doce del medio del dia jueves tres de mayo del
dos mil doce, en el auditorio de la Facultad de Ciencia Biolégicas de la Universidad
Nacional de San Cristobal de Huamanga, reunidos los docentes bajo la Presidencia del
Doctor Tomads Castro Carranza en su condicion de Decano de la Facultad de Ciencias
Bioldgicas, y con la asistencia de los miembros : Mg Edwin Enciso Roca, Edgar
Cdrdenas Landeo y Maricela Lopez Sierralta, quién ademds actiio como secretaria
Docente y Asesora del trabajo de Investigacion Titulado : “Desarrollo y Validacion
del Método Andlitico por Cromatografia Liquido de alta Resolucion (HPLC) para la
determinacion cuantitativa del Acido Caprilico en Antisueros.Limna 2009, presentado
por el Bachiller en Farmacia y Biogquimica (Resolucion No.51-2010-UNSCH-CU.)
quién presento optar el Titulo Pro fesional de Quimico Farmacéutico.

El Decano autoriza el inicio del acto de sustentacion informando al sustentante el
tiempo de disertacion, luego de la exposicion en el tiempo correspondiente, el jurado
calificador procedio a realizar las observaciones y presentar que crean conveniente,
luego el decano solicité al sustentante y publico en general para que abandone el
auditorio y el jurado pueda deliberar y emitir la calificacon correspondiente .

JURADO CALIFICADOR EXPOSICION ~ PREGUNTAS RPTAS PROMEDIO
Mg. Edwin ENCISO ROCA 16 17 17
MgMaricela LOPEZ SIERRALTA 18 18 18
Mg Edgar CARDEN AS LANDEO 17 17 17

El sustentante obtuvo la nota promedio de diecisiete (1I7) de lo cudl dan fé los
miembros, estampando su firma al pie de la presente. Concluye el acto siendo las do y

quince de la tarde.
e fO

Dr. T()md{f Castro Cari anzda M Edwm Enciso Roca

Presidente Miembro
..... . %ﬁ A, ¢ CAN
Mg. Edéar Cardenas Landeo Mg. Maricela Lop Sierralta
Miembro Miembro - Asesor

Secretaria-Docente
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