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RESUMEN

La Albumina Humana al 20% es una solucién acuosa estéril obtenida por fraccionamiento del plasma sanguineo con
etanol. Esta solucién es osmoéticamente equivalente a aproximadamente 400 mL de plasma normal y no contiene
preservativos. Este producto esta indicado a pacientes que cursan con hipoalbuminemia (<2,5g/dL) como resultado
de quemaduras, hemorragias severas, sepsis, cualquier condicion de choque o colapso, pacientes hemodializados
con hipotensiéon que tienen sobrecarga de liquidos y no pueden tolerar soluciones salinas, sindrome nefrético, hipo-
albuminemia por lesion hepatica severa, pancreatitis necrotizante. El proceso productivo de la Albimina Humana al
20% incluye dos pasos de pasteurizacion a 60 °C por 4 y 10 horas, respectivamente. En el primer paso es necesario
anadir dos estabilizantes térmicos, N-acetil- DL-tript6fano y caprilato de sodio, para evitar la desnaturalizacién de la
proteina. En el presente trabajo se reporta la validacion del método analitico utilizado para la determinacién de N-
acetil-DL-tript6fano en muestras de albiimina humana en producto terminado y en proceso por HPLC. Para garantizar
la confiabilidad de los resultados analiticos se calificé el equipo de HPLC utilizado, evaluandose su calibracién, exac-
titud de la longitud de onda y linealidad del detector asi como la exactitud del flujo, y las pruebas de gradiente de la
bomba del sistema, confirmandose que el mismo operé consistentemente de acuerdo a sus especificaciones de dise-
no. Los parametros encontrados en el estudio de la validacién fueron: especificidad: no se encontraron interferen-
cias por parte de la matriz de la muestra; adecuacién del sistema: se obtuvo un promedio en numero de platos teori-
cos de 8684 con un factor de asimetria promedio de 1,91; linealidad: ecuacién de regresién lineal igual a
8x10%X+6190,6 (r?=0,9986). En cuanto a la precision, los valores de repetibilidad encontrados para el analista 1 fue-
ron de 0,32% y para el analista 2 de 0,17%, con un promedio de precision intermedia de 0,25 en términos de des-
viacion estandar relativa. Para el parametro exactitud, el promedio de los valores de porcentajes de recuperacion fue
de 99,87 con una desviacion estandar relativa de 0,95%. El parametro robustez fue evaluado utilizando el diseno fac-
torial de Plackett-Burman para los factores pH, flujo y concentracién de sales de la fase mévil y con estos resultados
se considero validado el método analitico estudiado.
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ABSTRACT

Human Albumin 20% is a sterile aqueous solution obtained by fractionation of blood plasma with ethanol. This solu-
tion is osmotically equivalent to approximately 400 mL of normal plasma and contains no preservatives. This product
is indicated for patients with hypoalbuminemia (<2.5 g/dL) as a result of burns, severe bleeding, sepsis, shock or any
condition of collapse, hypotension in hemodialysis patients with fluid overload whom cannot tolerate salt solutions,
nephrotic syndrome, hypoalbuminemia by severe liver injury, necrotizing pancreatitis. The production process of 20%
human albumin involves two-step pasteurization at 60 °C for 4 and 10 hours, respectively. In the first step, it is neces-
sary to add two thermal stabilizers, N-acetyl-DL-tryptophan and sodium caprilate to avoid protein denaturation. In this
paper we report the validation of the analytical method for the determination of N-acetyl-DL-tryptophan in final sam-
ples of human albumin and in processed product by HPLC. To ensure reliability of analytical results we qualified the
HPLC system used assessing calibration, wavelength accuracy and detector linearity as well as flow rate accuracy and
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gradient pump performance which was found it operated consistently according to its design specifications. The para-
meters found on validation study were: specificity: no interference from the sample matrix; system suitability: a theo-
retical plate’s number of 8684 with an asymmetry factor of 1.91; linearity: linear regression equation equal to
8x10%X+6190.6 (r? = 0.9986). With regard to precision, repeatability values found for analyst 1 was 0.32% and for
analyst 2 was 0.17% with an average value of 0.25 for intermediate precision in terms of relative standard deviation.
Accuracy: recovery of 99.87% with a relative standard deviation of 0.95%. Robustness parameter was evaluated using
the Plackett-Burman factorial design for mobile phase pH, flow rate and salt concentration and with those results it
was considered validated the analytical HPLC method studied.

Key words: N-acetyl-DL-tryptophan, human albumin, HPLC.

Introduccion

La albuimina es la proteina mas abundante en el
plasma humano, constituyendo cerca del 50% de las
proteinas presentes en individuos sanos. Es una mo-
lécula compuesta por 585 aminoacidos con 17 puen-
tes disulfuro, y un peso molecular de 67.000 Dalton,
el cual es un peso relativamente bajo en compara-
cion con el de otras proteinas plasmaticas. Segun la
Farmacopea Europea, la solucién de albumina huma-
na es una solucién acuosa de proteina obtenida a
partir de plasma. Se presenta como una solucién
concentrada con de un 15% a un 25% de proteina to-
tal o como una solucién isoténica con de un 3,5% a
un 5% de proteina total; la farmacopea establece que
los preparados comerciales de albumina deben con-
tener un 95% de albumina del total de proteinas. En
la formulacién, se anaden estabilizantes térmicos,
como el caprilato soddico y el N-acetiltriptéfano para
proteger a la proteina y evitar que la misma se desna-
turalice durante el choque térmico. No se anaden
conservantes antimicrobianos en la preparacion de
la albumina. Asimismo, la solucién de albumina hu-
mana debe contener como maximo 160 miliequiva-
lentes de sodio por mililitro. Para la obtencién de la
albumina humana se utiliza el método de Cohn-
Oncley o fraccionamiento alcoholico del plasma. Este
método permite la separacion selectiva de la fraccién
V, con un alto contenido de albumina (Cohn y col.,
1944). El proceso productivo de la albumina humana
al 20% incluye dos pasos para la eliminacion e inacti-
vacion viral, para lo cual el producto se somete a un
primer proceso de pasteurizaciéon, calentando a 60
°C por un periodo de 4 horas, denominado choque
térmico y luego un segundo proceso de pasteuriza-
cion a 60 °C durante 10 horas, lo que permite la inac-
tivacion de virus (VIH, virus de la hepatitis y parvovi-
rus B19), bacterias y parasitos (Quimbiotec, 2005).

El producto albumina humana al 20% es una
soluciéon acuosa estéril de albumina cuya composi-
cion contempla es 1,6 mmoL de caprilato de sodio,
1,6 mmoL de N-acetil-DL-tript6fano y una cantidad de
sodio maxima de 16,0 mmoL. Este producto esta
indicado para pacientes que cursan con hipoalbumi-
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nemia (<2,5g/dL) como resultado de quemaduras,
hemorragias severas, sepsis, cualquier condicion de
choque o colapso, pacientes hemodializados con hi-
potension que tienen sobrecarga de liquidos que no
pueden tolerar soluciones salinas, sindrome nefroti-
co, hipoalbuminemia por lesién hepatica severa o
pancreatitis necrotizante (Quimbiotec, 2005).

La validacién de un método analitico es el proce-
so por medio del cual se establece por estudios de la-
boratorio que las caracteristicas del mismo cumplen
con los requisitos que propone la aplicacion. El uso
de un procedimiento validado con instrumentos cali-
ficados ofrece la confianza de que el procedimiento
dgenerara datos de prueba de calidad aceptable (USP
36, 2013). La calificacion de equipos carece de pro-
cedimientos especificos y se han reportado diversos
enfoques (Chan, 2004; USP 36, 2013) que lo conside-
ran de gran importancia para generar datos confiables
y reproducibles. Los parametros de validacién gene-
ralmente requeridos para un método analitico son
exactitud, precision, especificidad, linealidad, inter-
valo y adecuacién del sistema (USP 36, 2013; ICH
Q2B, 1996 y Q2R1, 2005) y robustez (AEFI, 2001).

Jones en 1993 estudio la caracterizacion de pro-
teinas de interés farmacéutico, asi como la selecciéon
y optimizacion de los métodos utilizados en la carac-
terizacion de la sustancia medicamentosa y en el
control de calidad del producto final. Asi, Luo y col.
(2011) analizaron los métodos analiticos que se utili-
zan para caracterizar los atributos importantes de las
proteinas biofarmacéuticas, seguido por la determi-
nacion de impurezas, relacionadas con el producto y
el proceso. Fangy col. (201 1) caracterizaron los pro-
ductos de degradacion del N-acetil triptoéfano en solu-
ciones concentradas de albumina de suero humano
y desarrollaron un método automatizado de cromato-
grafia liquida de alta resolucién con espectrometria
de masas para su cuantificacion. Asi mismo, se han
publicado varios métodos analiticos para la determi-
nacion del estabilizante entre ellos cromatografia
liquida de alta resolucién y electroforesis capilar con
deteccion ultravioleta (Inoue, Tokuyama y Takai,
1983; Yu y Finlayson, 1984; Wong y col., 1984; Nelis
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y col., 1985; Reuge, 1986; Jaworska y col., 2009;
Utrera y Estevez, 2012). En el presente trabajo se re-
porta la validacién del método analitico utilizado para
la determinacion de N-acetil-DL-tript6fano en mues-
tras de albumina humana al 20% mediante el uso de
la HPLC para garantizar la confiabilidad de los resulta-
dos analiticos. Asi mismo, reportamos los resultados
de la calificacion del equipo de HPLC utilizado en
dicha validacion.

Materiales y métodos
Equiros

Se ejecutaron las pruebas de calificacion de ope-
racion del equipo HPLC Akta, modelo P-10, fabricado
por Amersham Biosciences (New Jersey, USA), ubica-
do en el laboratorio de fisico-quimico de la Planta
Productora de Derivados Sanguineos. Para la vali-
dacién de la metodologia se utilizaron ademas un
pHmetro marca Oridén 720-A; balanza analitica, mar-
ca Mettler AE240 (Ohio, USA), balanza semi-analitica,
marca Mettler PJ3000 (Ohio, USA); micro pipetas auto-
maticas, marca Gilson (Wisconsin, USA); plancha de
agitacion, marca Velp Cientifica (Tecno-Center,
Maracay, Venezuela); bomba de vacio marca Millipore
(Cienvar, Caracas Venezuela). Todos los equipos uti-
lizados tenian certificados de calibracién vigentes.

REACTIVOS

Para la calificacion del equipo de HPLC se utilizo:
Titrisol acido sulftrico 0,1M y dicromato de potasio
100,1% ambos marca Merck (Darmstadt, Alemania).
Para la validacion del método analitico se utilizo:
fosfato de sodio monobasico monohidratado, grado
reactivo 99 - 102%; fosfato de sodio dibasico anhi-
dro, grado reactivo >99%; bicarbonato de sodio, gra-
do reactivo >99,5%; cloruro de sodio, grado reactivo
>99,5%, todos marca Merck (Darmstadt, Alemania);
azida de sodio, marca Fisher Scientific (Pittsburgh,
USA), grado reactivo >99%. Todos los reactivos fue-
ron utilizados en fechas previas a su expiracion.

CALIFICACION DEL EQuipo bE HPLC

Los parametros criticos y los criterios de acepta-
cién de operacion para el HPLC Akta P10 se realiza-
ron segun lo referido por Vita, 2003 y Chan, 2004.

DETECTOR

AUTO-DIAGNOSTICO Y CALIBRACION AUTOMATICA
DE RUTINA DEL DETECTOR

Se verifico el correcto encendido y funcionamien-
to del detector UV. Criterio de aceptacion: encendido
del instrumento y el diagnéstico es aprobado.
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EXACTITUD DE LONGITUD DE ONDA

Se verificoé que el detector a la longitud de onda
maxima del analito, que obtiene la maxima respues-
ta: se realiz6 colocando en la celda del detector una
solucion estandar de calibracion de dicromato de
potasio (0,15 mM en acido sulfurico 0,1 M). Se esta-
blecié una longitud de onda inicial 250 nm y luego
procedio6 a incrementarla en 1 nm hasta 261 nm, to-
mando el valor de absorbancia en cada una de las
longitudes de onda establecidas por un periodo de
10 segundos. Se utiliz6 como blanco el acido sulftri-
co 0,1 M (para realizar el auto-cero antes de cada me-
dicién). Criterio de Aceptacion: La mayor respuesta
debe sera 257 nm = 1.

LINEALIDAD

Se verifico la linealidad de la respuesta del detec-
tor UV utilizando soluciones estandares secundarios
de dicromato de potasio de las siguientes concen-
traciones 0,05 mM; 0,10 mM; 0,15 mMy 0,20 mM en
acido sulfurico 0,1 M; se seleccioné un longitud de
onda de 257 nm, utilizando una jeringa de 10mL se
paso el blanco de acido sulftrico 0,1 M para realizar
el auto-cero. Se colocaron los estandares asegurando
la homogeneidad de la solucion en la celda, una vez
estabilizado se registr6 el valor. Fue realizado por tri-
plicado para cada solucién. Criterio de Aceptacion:
coeficiente de determinacion r?> 0,990; Coeficiente
de variacion de las soluciones < 5% (en base a la sen-
sibilidad: absorbancia/concentracion).

BoMmBA
AUTO — DIAGNOSTICO Y VERIFICACION DE RUTINA

Se verifico el correcto encendido y funcionamien-
to de la bomba P-900. Se encendio el instrumento y
se esperO que el diagnoéstico de rutina finalizara.
Criterio de Aceptacion: el instrumento enciende y el
diagnostico es aprobado.

EXACTITUD DEL FLUJO

Se verifico que el flujo de la bomba se encontrara
dentro de los limites de acuerdo a su uso: se utiliza-
ron tres (3) balones volumétricos de vidrio clase A de
25,0 mL. Se coloc6 en cero el cronometro, después
de asignar el flujo correspondiente para evaluar la
bomba (0,5 mL/min; 1 mL/min y 5 mL/min), se colo-
c6 el balon en la salida de la bomba y se accion6 el
cronémetro, cuando el liquido llego al nivel de aforo
del balon se detuvo el cronémetro y el flujo. El proce-
dimiento se repiti6é para los tres flujos seleccionados.
Criterio de Aceptacion: flujo 0,5 mL/min (0,469 a
0,531); 1,0 mL/min (0,968 a 1,032) y 5,0 mL/min
(4,94 a 5,06).
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ALARMA DE PRESION MAXIMA

Se verificoé que la bomba accionara la alarma al
momento de que la presion supero el limite asigna-
do. Se configuro el limite de presion de la bomba en
1000 psi, se colocd un tapodn en la salida de la bomba
y se incremento el flujo de la bomba en 0,1mL/min
hasta que la presion alcanzé la presion limite estable-
cida. Criterio de Aceptacion: se acciona la alarma y
se detiene el flujo en la bomba al superar el limite de
presion de forma automatica.

GRADIENTE DE BOMBA

Se verifico que la mezcla de gradientes realizada
por la bomba binaria estuviera dentro del intervalo:
se conecto el detector UV a la salida de la bomba, se
lleno el reservorio A con acido sulfurico 0,1 My el re-
servorio B con una soluciéon de dicromato de potasio
0,15 mM en acido sulftrico 0,1 M. Se guardé el méto-
do en el «Method Editor» del software del equipo, con
la longitud de onda del detector en 257 nm, y el gra-
diente a 2mL/min de la siguiente manera: tiempo-
(%A: %B): inicial-100:0; 2 min-0:100; 4 min-100:0; 6
min-90:10; 8-10 min-100:0 y sin flujo hasta 12 min-
100:0. Después de realizada la corrida del método
de gradiente, se realizaron los calculos en base a la
altura del pico cromatografico. Criterio de acepta-
cion: entre 9,5%y 10,5%.

VALIDACION DE LA METODOLOGIA

Los parametros criticos estudiados en la valida-
cion del método analitico para la determinacion de N-
acetil-DL-triptofano en muestras de albumina huma-
na al 20% y los criterios de aceptacién fueron:
Especificidad (% de discrepancia) < 2%; Adecuacion
del sistema (desviacion estandar relativa, DER) < 2%;
N (nimero de platos teéricos) >5000; T (factor de asi-
metria) 0,8 a 2; Linealidad (rango) 80 al 160% - r?
(coeficiente de determinacion)> 0.99; Exactitud (re-
cuperacion, %R) = 90 al 110; Precisién DER < 2% y
Robustez DER = 2%; R (recuperacion, %R) = 98 a
102; Influencia del Factor (IF) < | 3|%. Los parame-
tros fueron establecidos de acuerdo a las recomenda-
ciones de la USP 36, ICH 2005 y AEFI, 2001.

MUESTRAS

Se utilizaron muestras de albiimina humana al
20% conteniendo 50 mL de volumen total y 10 g en
contenido de proteina. Cada solucién de albumina
contenia: 20 g de albumina humana, 1,6 mmoL de
caprilato de sodio; 1,6 mmoL de n-acetil-DL-triptofa-
no y un contenido maximo de sodio de 16 mmoL. To-
das las muestras fueron utilizadas en fechas previas a
Su expiracion.
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SUSTANCIAS DE REFERENCIA

Las sustancias de referencias utilizadas en la vali-
daciéon del método analitico fueron; N-acetil-DL-tript6-
fano marca Alfa Aesar (Massachusetts, USA), potencia
99,49%; N-acetil-DL-tript6fano, estandar primario,
100%. Todas las sustancias de referencia fueron uti-
lizadas en fechas previas a su expiracion.

MATRIZ

Solucion de albumina humana al 20% antes de
ajustar los estabilizantes del proceso productivo.

FASE MOVIL

Se pes6 3,887 g de fosfato de sodio dibasico
anhidro, 11,688 g de cloruro de sodio y 50 mg de azi-
da de sodio, para la preparacion de la solucion A, se
trasvasaron a un balén aforado de 1000 mL, luego se
agrego agua para inyectables para disolver los soélidos
y finalmente se llevé a volumen con agua para inyec-
tables. Se pes6 1,741 g de fosfato de sodio monoba-
sico monohidratado, 11,688 g de cloruro de sodio y
50 mg de azida de sodio, para la preparacion de la
solucién B, se trasvasaron a un balén aforado de
1000 mL, luego se agregd agua para inyectables para
disolver los sélidos y finalmente se llevd a volumen
con agua para inyectables. Se anadi6 la solucion B
sobre la solucién A hasta obtener un pH de 7,00 para
la preparacion de la fase moévil; se mezcld por agita-
cién magnética y finalmente se filtré a través de una
membrana de 0,45 pm.

SOLUCION DE BICARBONATO DE SODIO AL 10%

Se peso6 10 g de bicarbonato de sodio, se transva-
saron a un vaso de precipitado de 150 mL, seguida-
mente se agregaron 50 mL de agua caliente, se agitd
hasta disolucion completa, se dejo enfriar, luego se
transvaso6 a un balon aforado de 100 mL y finalmente
se llevé a volumen con agua para inyectables.

CROMATOGRAFIA

Las condiciones cromatograficas fueron las si-
guientes: fase moévil 100% isocratica, flujo 0,80
mL/min, Columna cromatografica de exclusiéon mole-
cular TSK-gel G3000SW marca Tosoh Bioscience
(Ohio, USA), detector UV a 280 nm.

ESPECIFICIDAD

Se pes6 102 mg de N-acetil-DL-triptofano, para la
preparacion del estandar secundario, luego se trans-
vaso cuantitativamente a un balén aforado de 25 mL,
se disolvié con solucién de bicarbonato de sodio al
10% p/v, se mezclo hasta disolver y se completo a volu-
men (solucion madre). Se tom6 una alicuota 500 pL
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y se transvaso a un balén aforado de 100 mLYy llevo a
volumen con fase movil (100% concentracion de tra-
bajo +0,0828 mM). Se procedi6 a inyectar las si-
guientes muestras, a fin de verificar que no se presen-
tara ningun tipo de respuesta (interferencia) en el
tiempo de retencion del pico de interés (N-acetil-DL-
triptofano): 3 inyecciones de Fase movil; 3 inyeccio-
nes de Matriz (dilucién 0,05 mL en 10 mL); 5 inyeccio-
nes de analito (estandar secundario) y 5 inyecciones
de matriz mas analito (dilucién 0,50 mL de solucion
madre del estandar secundario y 0,50 mL de la matriz
en 100 mL con fase movil). Se procedi6 a calcular el
porcentaje de discrepancia existente entre las res-
puestas del analito y la matriz mas analito para deter-
minar la presencia o ausencia de posibles interferen-
cias, mediante la siguiente ecuacion: % discrepancia=
Di-Ds/Ds x 100 donde: Di = respuesta media con inter-
ferencia y Ds = respuesta media sin interferencia. La
respuesta se tomé calculando las areas del analito en
ambos casos.

ADECUACION DEL SISTEMA

Se realiz6 inyectando el estandar al 100%, en las
condiciones de trabajo, cinco repeticiones y se calcu-
laron los siguientes parametros: desviacion estandar
relativa de las repeticiones, niimero de platos teori-
cos (N) y el factor de asimetria (T).

LINEALIDAD

Se tomo una alicuota de 500 pL de la soluciéon
madre y se transvaso a un balén aforado de 100 mL y
llevé a volumen con fase movil (100% concentracion
de trabajo + 0,0828 mM). Adicionalmente se prepara-
ron soluciones al 80%, 120%, 140% y 160% de la
concentraciéon de trabajo tomando alicuotas de la so-
lucion madre para el analisis de linealidad. Se realiz6
una curva de calibracién con 5 estandares, a 80%,
100%, 120%, 140% y 160%, por duplicado, de la
concentraciéon de trabajo (+0,0828 mM) y se evalu6 el
punto de corte, la pendiente y el coeficiente de corre-
lacion lineal.

PRECISION

Se realiz6 analizando el estandar al 100% de con-
centracion de trabajo para seis (6) repeticiones, se
calculé la desviacién estandar relativa de las seis re-
peticiones por analista (repetibilidad instrumental) y
entre los analistas (precision intermedia). Adicional-
mente, el analista 1 inyecto en el sistema seis estan-
dares al 100% por duplicado de manera de verificar
la repetibilidad del método.

EXACTITUD

Se peso 6,1600 g de N-acetil-DL-triptofano, luego
fue transvasado cuantitativamente a un balén afora-
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do de 25 mL, se disolvidé con solucién de bicarbona-
to de sodio al 10% p/v, se mezclé hasta disolver y se
completé a volumen (solucién madre). Se tomé una
alicuota 330 pL de la solucién madre y se transvaso
a un balon aforado de 10 mL y se llevé a volumen
con solucion matriz sin estabilizantes para obtener la
muestra al 80%. Adicionalmente, se tomé una alicuo-
ta de 1 mL de la solucién madre y se transvasé a un
balén aforado de 25 mL y llevo a volumen con matriz
sin estabilizantes para obtener la muestra al 100%.
Finalmente se tomd una alicuota 500 pL de la solu-
cion madre y se transvaso a un balén aforado de 10 mL
y llevé a volumen con matriz sin estabilizantes para
obtener la muestra al 120% de la concentracion de
trabajo. Se inyectd6 muestras a tres concentraciones
diferentes por triplicado (80%, 100% y 120%); utili-
zando la inyeccién del estandar de 100% por quintu-
plicado para los calculos; se calcul6 el porcentaje de
recuperacion (R) en base a la concentracién tedrica
o real por cada uno de los analistas involucrados.
Siendo R= concentracién obtenida / concentracion
real x 100.

ROBUSTEZ

A continuacion se muestran los factores y el dise-
no factorial completo de ocho experimentos (2°3) utili-
zados para evaluar la influencia de tres factores de
Plackett-Burman.

Factores
Factor Variacién
=) (+)
A pH de la Fase Movil 6,8 7,2
Flujo 0,7mL/min 0,9mL/min
Concentracion
de Sales -5% de sales | +5% de sales

Diseio Factorial

Factores Interacciones
A B C AB AC BC ABC

1 - - - + + + -
2 + - - - - + +
3 - + - - + - +
4 + + - + - - -
5 - - + + - - +
6 + - + - + - -
7 - + + - - + -

+ + + + + + +

Ejemplo: El experimento 1, se realizé tomando el valor menor (-) los facto-
res A, By C; obteniendo el resultado correspondiente. Se calcul6 el valor
de factor de respuesta (R) para cada experimento. R= Concentracién obte-
nida/ Concentraciéon Real x 100. Influencia del Factor individual (IF):
Ejemplo A = 1/4 (-R1+R2-R3+R4-R5+R6-R7+R8). Influencia de Interaccion
entre Factores (IF): Ejemplo: AB = 1/4 (+R1-R2-R3+R4+R5-R6-R7+R8).
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Resultados y discusion
CALIFICACION DE EQuiro DE HPLC
EXACTITUD DE LONGITUD DE ONDA

La Tabla I muestra los valores de absorbancia
obtenidos a las diferentes longitudes de onda estu-
diadas en el detector objeto del estudio.

Tabla I
Resultados de exactitud de longitud de onda
Longitud de onda Valor de absorbancia

(nm) (UA)

250 0,6168
251 0,6188
252 0,6220
253 0,6249
254 0,6277
255 0,6295
256 0,6298
257 0,6296
258 0,6284
259 0,6256
260 0,6233
261 0,6198

La longitud de onda de mayor respuesta fue 256
nm. La respuesta de exactitud de longitud de onda
del detector cumplié con el criterio de aceptacion.

LINEALIDAD

La Tabla Il muestra los valores de absorbancia y
sensibilidades obtenidas para las diferentes solucio-
nes de dicromato de potasio en acido sulfurico 0,1 M.
Asi mismo, la Figura 1 muestra la linea de regresion
obtenida.

Tabla Il
Resultados de la linealidad
Conc*| Conc. Abs Promedio Sensibilidad
mM | Real Abs/Conc.Real
mM 1 2 3 1 2 3
0,05 [0,04997 [0,2062|0,2063| 0,2062 | 0,2062 |4,1265|4,1285 | 4,1265

0,1 |0,09990|0,4176|0,4177|0,4175| 0,4176 |4,1802|4,1812 |4,1792

0,15 |0,14990|0,6252|0,6253| 0,6254 | 0,6253 |4,1708 | 4,1714 |4,1721

0,2 10,19990|0,8383|0,8384|0,8384 | 0,8384 |4,1936 |4,1941 | 4,1941

Promedio sensibilidad 4,1682

Coeficiente de variacion 0,63%

*Concentraciones de dicromato de potasio con las siguientes concentraciones
0,05 mM; 0,10 mM; 0,15 mM y 0,20 mM en &cido sulftirico 0,1 M.
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Figura 1. Linealidad del detector

El coeficiente de determinaciéon (r2) fue de 0,99998:; el coefi-
ciente de variacion de la sensibilidad (Absorbancia/concen-
tracion real) fue de 0,63%. La respuesta del detector fue line-
al y cumplié con el criterio de aceptacion.

EXACTITUD DEL FLUJO

La Tabla IIl muestra los resultados de la exactitud
de flujo de la bomba objeto de la calificacion. El flujo
de la bomba cumpli6 con el criterio de aceptacion.

Tabla I
Resultados de la exactitud del flujo de 1a bomba

Flujo Presion Tiempo Calculo Criterio

mL/min | observada en del flujo de aceptacion
minutos (mL/min) mL/min

0,5 53 psi 49,1 0,509 0,469-0,531

1 94 psi 24,77 1,009 0,968 - 1,032

5 302 psi 4,97 5,030 4,940 - 5,960

GRADIENTE DE LA BOMBA

Se encontr6 una desviacion en el funcionamiento
del detector. El mismo no saturé6 completamente. Por
lo tanto, el flujo de 2 mL/min fue insuficiente para
saturar el detector en el tiempo establecido. Como
accién correctiva se aumento6 el flujo de 2 mL/min a
4 mL/min para garantizar la saturacion del detector
UV y al flujo propuesto se obtuvo una buena satura-
cion del detector en el tiempo de corrida. La Figura 2
muestra el cromatograma obtenido en la prueba de
gradiente de la bomba estudiada. La Tabla IV mues-
tra los resultados de la prueba de gradiente. Se con-
cluy6 que el gradiente de la bomba cumplié con el
criterio de aceptacion.

VALIDACION
ESPECIFICIDAD

La Figura 3 muestra los cromatogramas de la fase
movil utilizada, matriz de la muestra, analito y matriz
mas analito.
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Resultados de la especificidad

Prueba | Muestra Relacion de Areas de las inyecciones Promedio | DER
1 2 3 4 5 (%)

3 Analito | 655162 (655558 661970 | 663787 | 664787 | 660253 | 0,69

4 Matriz + | 659852 |657601 | 659088 | 662861 | 665697 | 661020 | 0,49
Analito

m 2
w
o0
o
o0
o
195
o )
30 w 130 .

oo []
fradiantalod: 10_UVE_ZETneB0L, PEAKS

Mo Frak name B Arma Mg g

mim AU mAT
1 1oos 3= aasa. TETE szo. o=
0w m 10 w8 B8k AT o

Figura 2. Cromatograma del gradiente de la bomba.

Tabla IV
Resultados prueba de gradiente
Vélvula Altura de pico Porcentaje | Criterio de
de Altura | aceptacion
100%B | A:B (90:10) (%) (%)
A:B 628029 62854 10,01 9,5-10,5

No se presentaron interferencias de otras sustan-
cias en el tiempo de retencion del N-acetil-DL-triptofa-
no (16,5 min). El porcentaje de discrepancia encon-
trado fue de 0,12% (Tabla V).

ADECUACION DEL SISTEMA

La Tabla VI muestra los resultados de la adecua-
cién del sistema en términos de nimero de platos
tedricos y factor de asimetria asi como los valores
de tiempo de retencion y areas para las réplicas es-
tudiadas.
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Figura 3. Cromatogramas de fase mévil utilizada, matriz de la muestra, analito y matriz mas analito.
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Tabla VI
Resultados de adecuacién del sistema
N° de Area Tiempo Platos tedricos Factor
Réplica de retencion (N) de asimetria

1 655162 16,50 8742 1,89

2 655558 16,46 8700,6 1,92

3 661970 16,46 8749,8 1,94

4 663787 16,48 8598,3 1,91

5 664787 16,49 8628,3 1,9

X 660253 16,48 8684 1,91
DE 4581,367 0,018 67,853 0,019

DER (%) 0,69 0,110 0,78 1,01

La desviacion estandar relativa de las areas de las
cinco inyecciones fue de 0,69%, el promedio de los
platos teéricos (N) fue de 8684 y el promedio del fac-
tor de asimetria dio como resultado un valor de 1,91.
Se concluy6 que el sistema cromatografico fue ade-
cuado para la determinacion de N-acetil-DL-triptéfano
por HPLC.

LINEALIDAD

La Figura 4 muestra los resultados de los valores
del estudio de la linealidad del método analitico. Se
obtuvo una linea de regresién igual a y= 8E+06x
+6190,6 con un valor de r?= 0,9986. Se concluyo
que el método analitico fue lineal en el rango de tra-
bajo evaluado.

1100000 -

1000000 - v = 8E+06x + 6190,6

11=0,9986

900000 +

800000 A

Area

700000 4

600000 -

500000 A

400000 T T T T \
0,0500 0,0700 0,0900 0,1100 0,1300 0,1500

Concentracion (mM)

Figura 4. Curva de linealidad del método analitico.

PRECISION

La Tabla VII muestra los resultados del estudio de
precision en términos de repetibilidad instrumental y
la Tabla VIII muestra los resultados de la repetibilidad
del método instrumental. La desviacion estandar re-
lativa obtenida en la repetibilidad instrumental para
el analista 1 fue de 0,32%. La desviacion estandar re-
lativa obtenida en la repetibilidad del método fue de
0,59%. Se concluy6 entonces que el método analiti-
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co fue preciso. La desviacion estandar relativa de los
analistas 1y 2 fue de 0,32% y 0,17% respectivamen-
te. La precisiéon intermedia estuvo conforme con la
intenciéon con la que fue disenado el método analiti-
co. El analista 1 obtuvo valores de desviacion estan-
dar relativa (DER) de 0,59% como repetibilidad del
método para las diferentes soluciones de estandares.

Tabla VII
Resultados de la precision y repetibilidad
instrumental
Analista Areas Promedio | DER
1 2 3 4 5 6

1 657159662016 (659760659431 | 657903 | 656046 | 658719,2 | 0,32

2 638746| 640095 |641225|641712 | 641277 | 640441 | 640582,7 | 0,17

Precision intermedia Promedio | 0,25

Tabla VII

Resultados de la precision y repetibilidad
del método instrumental

Estandar | Conc. Areas Promedio | DER (%) |Area/Conc.
No (mM) 1 2
1 0,0858 687362 689508 688435 0,22 8024046
2 0,0819 651261 652615 651938 0,15 7958355
3 0,0818 661117 654230 657674 0,74 8044236
4 0,0812 647209 644948 646079 0,25 7957455
5 0,0889 702237 705325 703781 0,31 7919538
6 0,0850 679241 681105 680173 0,19 8003107
Promedio | 7984456
DER (%) 0,59
EXACTITUD

Las Tablas IX y X muestran los resultados de los
estudios de exactitud realizados por los analistas 1 y
2 respectivamente. Los factores de respuesta (porcen-
taje de recuperacién) de las diferentes concentracio-
nes de muestras del analista 1 se encontraron dentro
del criterio de aceptacion. Los resultados de los facto-
res de respuesta (porcentaje de recuperacion) obteni-
dos por los dos analistas fueron 99,55% y 100,18%
respectivamente. El promedio del factor de respuesta
de los 2 analistas fue de 99,87% y DER 0,95%. Se
concluy6 que el método analitico presenté una exac-
titud dentro de los parametros establecidos.

ROBUSTEZ

La Tabla XI muestra los resultados del estudio de
robustez después de incorporar cambios deliberados
a los parametros seleccionados. Se obtuvo valores
de influencia (IF) menores al 1%. Se concluy6 que el
método analitico permanecio6 sin alteraciones des-
pués de incorporar estos cambios.
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Tabla IX
Resultados de la exactitud para el analista 1
Analista | Muestra Conc. Areas Concentraciéon obtenida R
(mM) 1 2 1 2 3 Promedio
80% 0,0813 636935 627682 644689 0,08089 0,07971 0,08187 0,080825 99,42
100% 0,0986 757349 773594 762862 0,09618 0,09824 0,09688 0,097102 98,48
1 120% 0,1232 984809 973990 973778 0,12507 0,12369 0,12367 0,124142 100,76
Promedio 99,55
DER (%) 1,15
Tabla X
Resultados de exactitud para el analista 2
Analista | Muestra Conc. Areas Concentracion obtenida R
(mM) 1 2 1 2 3 Promedio
80% 0,0813 637281 636762 637122 0,08098 | 0,08091 0,08096 | 0,080952 99,57
100% 0,0986 785971 796322 770735 0,09987 0,10119 0,09794 | 0,099668 101,08
2 120% 0,1232 976805 973737 954964 0,12412 0,12373 0,12135 | 0,123069 99,89
Promedio 100,18
DER (%) 0,79
Tabla XI Chan C. 2004%. Analytical Method Validation and Instru-
Influencia de los factores en la robustez ment P‘erformance Verification. Hoboken, NJ, USA:
John Wiley & Sons, Incorporated: 153-179.
Factor Influencia (%) (<| 3| %) Resultado Cohn EJ, Oncley JL, Strong LE, Hughes WL Jr, Armstrong
A 0.11 CONFORME SH Jr. 1944. Chemical, clinical, and immunological stu-
dies on the products of human plasma fractionation. I.
B 0.17 CONFORME The characterization of the protein fractions of human
© 0,55 CONFORME plasma J Clin Invest 23(4): 417-432.
AB 0,34 CONFORME Fang L, Parti R, Hu P. ?01 1. Charact‘erlzatlon of N-acetiltryp-
tophan degradation products in concentrated human
AC 0,25 CONFORME serum albumin solutions and development of an auto-
BC 0,08 CONFORME mated high performance liqL}id chro‘majcography-mass
spectrometry method for their quantitation. J Chroma-
ABC 0,06 CONFORME togr A 1218 (41): 7316-7324.

Nuestros resultados demuestran que el equipo de
cromatografia liquida de alta resolucién utilizado
para la determinacion de N-acetil-DL-triptéfano, esta-
bilizante térmico del producto inyectable albumina
humana al 20%, mostré el cumplimiento de las espe-
cificaciones de diseno sobre el rango de operacion.
Se considero6 el equipo calificado operacionalmente.
Asi mismo, se demostré que la metodologia analitica
estudiada para la determinacion de N-acetil-DL-tripto-
fano por HPLC fue adecuada para determinar su con-
centracion en las muestras evaluadas de albumina
humana al 20%. Por ello se consider6 validado el
método analitico.
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