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1. FEUNDAMENTO DE LA PRUEBA

La osmolalidad es un medio préactico de dar una medida global de la contribucion
de los diversos solutos presentes en una solucion, a la presion osmotica de la
solucion. La osmolalidad de una solucion dada estd indicada por la siguiente
ecuacion (aproximacion):

E,=v-m-O® Em osmolalidad de la solucion

% Numero total de iones presentes o formados por
solvélisis de una molécula de soluto

m molalidad de la solucién

) Coeficiente osmotico molal

La osmolalidad se determina mediante la medicion de la depresion del punto de
congelacion de la solucion. La relacion entre la depresion del punto de congelacion
y la osmolalidad es el siguiente:

AT
6Zm_lses

La unidad de osmolalidad es osmole por kilogramo, pero normalmente el
miliosmol por kilogramo (mOsmol/kg) es utilizado.

x1000mosmol / kg

2. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Corresponding Analytical SOPs of Octapharma subsidiaries in the particular languages
Corresponding equipment SOPs of Octapharma subsidiaries in the particular languages
Corresponding quality control sheets or database reports of the particular Octapharma subsidiaries
Corresponding method validation documents prepared by any QC department

Corresponding method transfer and comparison documents prepared by QC Vienna

015POL001 - Corporate Change Control Policy

European Pharmacopoeia, monograph 2.2.35, Osmolality

United States Pharmacopeia, monograph (785), Osmolality and Osmolarity

N~ wDd PR

3. EQUIPOS Y REACTIVOS

Equipos, reactivos y otros materiales que resaltan con negrita, cursiva y subrayado, son
estrictamente obligatorios para cada lugar. Otras marcas de equipos, reactivos y materiales
ya demostraron y probaron ser validos. Solamente son sugerencias para su uso y pueden
ser sustituidos por un producto de otra marca o proveedor, en caso de que tenga la misma
calidad y funcionalidad, cuando el método no se vea afectado por el cambio. En cualquier
caso, los cambios deben ser manejados de acuerdo con el 015POL00O0.
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3.1 Equipos
» Osmdmetro crioscopio con impresora

* Tazas de medicion
* Pipetas calibradas
« Puntas de pipeta desechables

3.2 Reactivos

* Soluciones de calibracion con osmolalidad que abarcan la osmolalidad de la solucion
de la muestra

 Muestra de control con osmolalidad dentro de la banda de calibracién

 Agua para inyectables, WFI

4. PROCEDIMIENTO DE LA PRUEBA

La calibracion de los Instrumentos y medicién de la muestra tiene que ser realizada con el
respectivo SOP del instrumento o con el manual de instrucciones.

4.1 Preparacion de la muestra
Las muestras se miden sin diluir.

4.2 Calibracién

En eso caso, el cero del aparato se determina por la medicion de la agua para inyectables
(WFI) y verificados por la medicion de WFI como muestra. A continuacion, se realiza la
calibracion del instrumento mediante una o mas soluciones de calibracion adecuadas en el
rango de hasta 2000 mOsmol/kg. La calibracion se comprueba mediante la medicién del
calibrador o de una muestra de control adecuada. Si la desviacion de la calibracion
verificada es mayor que los limites de calibracion predefinidos, entonces la calibracion
tiene de ser repetida.

4.3 Medicion de los controles y muestras

Una vez al dia antes de la medicion de las muestras y después de cada calibracion,una
muestra de control tiene que ser medida por lo menos 2 veces. El valor medio ha de ser
ingresado en un grafico de control de la calidad. Todas las muestras deben ser medidas por
lo menos 2 veces.

Se introducen 20 pl, 50 pl o 200 pl de volumen de la muestra, (en dependencia de las
recomendaciones del manual de instrucciones del osmometro utilizado), en la célula de
medicion y se inicia el sistema de enfriamiento.

4.4 Evaluacion

El instrumento calcula de forma automatica la osmolalidad de las soluciones de medida, y
las imprime. Se calculan los valores medios de las mediciones de muestras de control y de
las muestras. Los resultados se dan como mosmol/kg.
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4.5 Criterios de Aceptacion de un resultado vélido
» La osmolalidad medida de la muestra de control, tiene que estar dentro de los
limites especificados. Si el resultado de la muestra de control no cumple, debe ser
realizada una re-calibracion del instrumento.
» La osmolalidad de la solucion de prueba tiene que estar dentro del rango de
calibracion.

5. DOCUMENTACION:

La siguiente informacion se indica en los datos en bruto, hojas adicionales de evaluacion o
el LIMS respectivo. La trazabilidad de los resultados tienen que estar garantizada.

Numeros de lote y caducidad de los controles y calibradores
Numeros de lotes y nimeros de frascos de muestras

Fecha del andlisis

Nombre del analista y de la persona que revisa

Valores medios del control y de las medidas de las muestras

VVVVYVYY

6. NOTAS ESPECIALES
» Medidas de las muestras tienen que ser realizadas en las mismas condiciones que
las medidas de calibraciones (mismo volumen, etc.)
» Deben ser evitadas las burbujas de aire en las tazas de medicion!
»  Las muestras son materiales potencialmente infecciosos. Por lo tanto, cuando se
manosean muestras, la manipulacién debe ser con guantes.
7 ABREVIATURAS
EP e Farmacopea Europea
USP..oiiieeee, Farmacopea de los Estados Unidos
QC. i, Control de Calidad
SOP. v Procedimiento Operativo Estandar
VAL. (oo, Validacion
POL oo Politica
LIMS. .o, Sistema de Informacion del Laboratorio
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Este Procedimiento Operativo Estdndar (SOP), define el encuadramiento general necesario
para el tema mencionado. Puede ser traducido a los respectivos idiomas utilizados en las
diferentes instalaciones de Octapharma y se complementa con informacién adicional de
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la informacion indicada en el interior del SOP-principal. Las diferentes instalaciones de
Octapharma seran responsables por la validez de las traducciones e informaciones SOP-
principal. Las diferentes instalaciones de Octapharma seran responsables por la validez de
las traducciones e informaciones adicionales.
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1 PRINCIPIO DE LA PRUEBA

La Inmunoelectroforesis es una técnica cualitativa que combina la electroforesis en gel
seguida por inmunodifusion e inmunoprecipitacion (de las proteinas sometidas a
electroforesis) con un antisuero poliespecifico en geles de agarosa alcalinos tamponados.
La visualizacion de las bandas de proteinas se realiza mediante la tincion con negro de
amido. Las bandas de proteinas se comparan con las bandas obtenidas con suero humano
como una preparacion de referencia.

REFERENCIAS, BIBLIOGRAFICAS

Corresponding Analytical SOPs of Octapharma subsidiaries in the particular languages
Corresponding equipment SOPs of Octapharma subsidiaries in the particular languages
Corresponding quality control sheets or database reports of the particular Octapharma subsidiaries
Corresponding method validation documents prepared by QC Vienna

Corresponding method transfer and comparison documents prepared by QC Vienna

015POL000 - Corporate Change Control Policy

European Pharmacopoeia, monograph 07/2005:0255, Human albumin solution

European Pharmacopoeia, monograph 01/2005:0918, Human normal immunoglobulin for
intravenous administration

9. European Pharmacopoeia, monograph 01/2005:20701, Immunochemical methods

10. USP 28 / NF 23, monograph (726) Electrophoresis

N

© NN

3 EQUIPOSY MATERIALES

Equipos, reactivos y otros materiales que resaltan con negrita, cursiva y subrayado, son
estrictamente obligatorios para cada lugar. Otras marcas de equipos, reactivos y materiales
que demostraron y probaron ser validos. Solamente son sugerencias para su uso y pueden
ser sustituidos por un producto de otra marca o proveedor, en caso de que tenga la misma
calidad y funcionalidad, cuando el método no se vea afectado por el cambio. En cualquier
caso, los cambios tienen que ser manejados de acuerdo con el 015POL000.

3.1 Equipos

o Cémara de Electroforesis, e.j. TSM 182 (BOSKAMP)

o Fuente de alimentacion de la electroforesis, e.j. EPS 3500 (FARMACIA)
o Caja de plastico con tapa

o Recipientes de vidrio

o Pipetas, calibradas

o Pinzas

. Vortex

130SOP025-01 Immunoelectrophoresis ES LC040712.doc 22.06.2006/GS
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3.2

3.3

Reactivos

Kit de prueba para Inmunoelectroforesis, e.j. Hydragel IEP (SEBIA)
consta de:
e Gel de agarosa para inmunoelectroforesis
e Tampon TRIS-barbital, para la concentracion
e Solucion colorante concentrada de Amidoblack
Suero anti-humano integral, prog. en conejo (e.j. SIGMA)
Suero humano normal de control (e.j. DADE BEHRING)
Cloruro de sodio p.a. (e.j. MERCK)
Acido acético glacial p.a. (e.j. MERCK)
Agua para uso en laboratorio, WFL

Soluciones

Solucién Tampdn TRIS-barbital:

La solucion tampdn concentrado se diluye con WLF de acuerdo con las
instrucciones del Kit de pruebas.

Periodo de validez de 6 meses de +15°C a +25°C

Solucién de tincién amidoblack:

La concentracion es diluida con WFL de acuerdo con las instrucciones del Kit de
pruebas.

Periodo de validez de 6 meses de +15°C a +25°C

Solucion decolorante:

50 ml de acido acético glacial se diluyen hasta 1000 ml con WFL.

Periodo de validez de 6 meses de +15°C a +25°C

Solucion salina isotdnica

9,00 + 0,05 g de cloruro sddico se disuelven en 1000 ml de WFL.

Periodo de validez de 3 meses de +2°C a +8°C, y de 1 mes de +15°C a +25°C

130SOP025-01 Immunoelectrophoresis ES LC040712.doc 22.06.2006/GS
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4 PROCEDIMIENTO DE LA PRUEBA

4.1 Preparacion de la muestra

Las muestras se diluyeron con solucion salina isotonica a una concentracion final de
proteina de 1%.

4.2  Separacion e inmunoprecipitacion

Los geles de agarosa se preparan como se indica en el folleto del estuche y se aplican la
muestra de control (suero humano normal) y las muestras y se inicia la separacion.

4.2.1 Condiciones de separacion

Las condiciones de separacion tienen que ser fijadas de acuerdo con las instrucciones del
fabricante del equipo de electroforesis.

Después de la separacion de los geles se transfieren a una camara hiumeda, el anti-suero
humano se aplica como se indica en el folleto del estuche y la inmuno-difusion se lleva a
cabo durante al menos 18 horas. Después, los geles se lavan con solucién salina isoténica
durante 2 a 24 horas y con WFL durante al menos 1 hora y se secan.

4.3 Coloracion y decoloracion

Los geles se tifieron con solucion negro de amido durante unos 2 minutos, son
descolorados en 2 o 3 bafios de descoloramiento hasta que el fondo pierde el color
(alrededor de 2 min. en cada bafio) y se secan.

5 EVALUACION

La evaluacion se realizara por inspeccion visual de los inmunoprecipitados y la
comparacion con el suero de control. El principal componente de la muestra tiene que ser
idéntico a la de la respectiva banda de la proteina de la preparacién de control. La muestra
puede mostrar la presencia de pequefias cantidades de otras proteinas plasmaticas.

5.1 Criterios de aceptacion para un resultado de prueba valido

> El suero de control debe mostrar el patron de bandas regular del suero humano
normal.

130SOP025-01 Immunoelectrophoresis ES LC040712.doc 22.06.2006/GS
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6 DOCUMENTACION

La siguiente informacion debe ser guardada junto con los datos iniciales, hojas adicionales
de evaluacion o el respectivo LIMS: Se debe asegurar la trazabilidad consistente de los
resultados:

> NUmero de lote y la caducidad de los controles y reactivos
> Numero de lote y nimeros de los viales de las muestras

> Fecha del analisis

> Nombre del analista y del que lo realiza

7 NOTAS ESPACIALES

Cuando se manipulan immunofilms y reactivos que contienen azida sédica tienen
que ser usados los guantes.

> Las muestras son material potencialmente infeccioso. Por lo tanto, la
manipulacion de las muestras tiene que realizarse con guantes.

A\

7.1  Volumenes Minimos de muestra y de reactivos

Se requiere un volumen de muestra de aproximadamente 100 pL.

8 ABREVIATURAS

EP; Pharm. Eur.. Farmacopea Europea

USP...cooiiieee Farmacopea de los Estados Unidos

(@] O S Control de la Calidad

SOP...cvverre, Procedimiento de operacion estandar
VAL ..o Validacion

(1O ] I Politica

LIMS.......cco.. Sistema de Informacion de Laboratorio
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1 EFUNDAMENTO DE LA PRUEBA

El pH es un ndmero que representa convencionalmente la concentracion de iones de
hidrégeno de una solucién acuosa. Por razones practicas, su definicion es experimental. El
pH de una solucion para el analisis esta relacionado con el de una solucion de referencia
(pHs) por la siguiente ecuacion:

E—E,
k

pH = pH, - E Potencial de la célula con la solucién de la muestra [V]

E; Potencial de la célula con la solucién de referencia [V]

k Cambio en el potencial por unidad de cambio en el pH
[V] (dependiente de la temperatura, a partir de la ecuacién
de Nernst)

La determinacion potenciométrica del pH, se realiza midiendo la diferencia del potencial
entre dos electrodos sumergidos, en la solucion a analizar. Uno de estos electrodos es un
electrodo de vidrio sensible a los iones de hidrogeno y la otra es un electrodo de referencia
que contiene la solucion de referencia.

2 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1. Corresponding Analytical SOPs of Octapharma subsidiaries in the particular languages

2. Corresponding equipment SOPs of Octapharma subsidiaries in the particular languages

3. Corresponding SOPs of EBEWE Pharma

4, Corresponding quality control sheets or database reports of the particular Octapharma
subsidiaries

5. Corresponding method validation documents prepared by QC Vienna

6. Corresponding method transfer and comparison documents prepared by QC Vienna

7. 015POL000 - Corporate Change Control Policy

8. European Pharmacopoeia, monograph 2.2.3, Potentiometric Determination of pH

9. USP / NF, monograph (791), pH
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3 EQUIPOS Y REACTIVOS

Equipos, reactivos y otros materiales resaltados en negrita, cursiva y subrayado, son
estrictamente obligatorios para cada lugar. Otras marcas de equipos, reactivos y materiales
que demostraron y probaron ser validos. Estas son solamente sugerencias para su uso y
pueden ser sustituidos por un producto de otra marca o proveedor, en caso de que tenga la
misma calidad y funcionalidad, cuando el método no se vea afectado por el cambio. En
cualquier caso, los cambios tienen que ser manejados de acuerdo con el 015POL000.

3.1 Equipos

o Medidor de pH, por ejemplo, pHM 240/lon meter (RADIOMETER)

o Electrodos de pH de vidrio combinados (por ejemplo, pHC 3081-8,
RADIOMETER)

o Vasos polivalentes de 54 ml, desechables, de poliestireno

o Tubos de ensayo desechables de poliestireno

o Pipetas calibradas

3.2 Reactivos

o Soluciones tampon estandares certificadas internacionalmente, por ejemplo, de
acuerdo con IUPAC (RADIOMETER); valores del pH, por ejemplo:
1.679/4.005/6.865/7.413/10.012

o Solucién tampon estandar trazable a SRM de NIST y PTB,

por ejemplo, el valor del pH: 11.00 (MERCK)

Solucién electrolitica 3 M de KCI AgCl saturada (por ejemplo, WTW)

Cloruro de potasio p.a. (por ejemplo, MERCK)

Cloruro de sodio p.a. (por ejemplo, MERCK)

Agua para uso en laboratorio, WFL (OCTAPHARMA)

4 SOLUCIONES

4.1  Solucion salina isotdonica

Se disuelven 9.00+£0.05 g de cloruro de sodio en 1000 ml de WEFL.
Periodo de validez: 3 meses entre +2°C y +8°C; 1 mes entre +15°C y +25°C.

4.2  Solucién de cloruro de potasio 3M

Se disuelven 111.840.1 g de cloruro de potasio en 500 ml de WEFL.
Periodo de validez: 3 meses entre +15°C y +25°C.
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5 PROCEDIMIENTO DE LA PRUEBA

5.1 Calibracioén

Dependiendo del instrumento utilizado, el medidor de pH debe calibrarse en intervalos
regulares (al menos una vez al dia, preferiblemente cada 4 horas). Después de cada
calibracion se mide el pH intermedio con un tampdén de control, para comprobar la
calibracién. En el siguiente cuadro se muestra un ejemplo de tampones de calibracion y
tampones de control con diferentes rangos de pH. Los métodos 2 y 3, que se enumeran a
continuacion estan de acuerdo con la USP y la Farmacopea Europea.

Método Rango (pH) Tar(r;)zé)n 1 Tar(r;)[l)_|('))n 2 C':I'gm%o'lrzpd:) Terpz[;(ra]rga;ura
1 1.68 — 6.87 6.865 1.679 4.005 23°-25°C
4.00-7.41 7.413 4.005 6.865 23°-25°C
7.41-11.00 11.00 7.413 10.012 23°-25°C

5.2 Preparacion de las muestras

Las muestras de Octagam, Albumina FC, NewGam 10%, Gammanorm y Rhesonativ se
diluyen con solucidn salina isotdnica a una concentracion de proteina del 1%. Todas las
otras muestras se miden sin diluir.

5.3  Medicidén de los controles y las muestras

Al comienzo de cada serie de mediciones, el valor del pH se mide con un tampdn de
control adecuado (ver seccion 4.2) y el resultado se incluye en un gréfico de control de
calidad. Si el resultado se encuentra dentro de los limites especificados, se pueden medir
las muestras.

Los métodos tienen que ser seleccionados de acuerdo a los valores del pH esperado.
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6 EVALUACION

Los valores del pH de los controles y las muestras se calculan de forma automatica por el
instrumento y se imprimen. Los resultados de las mediciones de control de los tampones

deben incluirse en los respectivos cuadros de control de calidad.

6.1 Criterios de aceptacion para un resultado de prueba valido

> La ultima calibracion de los métodos utilizados deben realizarse como maximo 4

horas antes de las mediciones.

> Los valores del pH de los tampones de control, no deben diferir en mas de 0.05
unidades de valor del pH que corresponde a las soluciones. Los valores
encontrados para los tampones de control tienen que ser incluidos en los gréaficos
de control de calidad.

> Las temperaturas de las muestras deben estar dentro del rango de temperatura

permitido.

7 DOCUMENTACION

La siguiente informacion se indica en los datos en bruto, en las hojas de evaluacion
adicionales o en los LIMS respectivos. Se debe garantizar una trazabilidad consistente de

los resultados.

> Numeros de los lotes, nimeros de los viales, vencimiento del tampdn de control y

los calibradores

Fecha del anélisis

VVVYY
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NOTAS ESPECIALES

8
> Muestras/ lotes de EE.UU. debe ser analizados con un método que se ajuste a la
USP!

> Si el cumplimiento de la USP no es necesario, el rango de temperatura permitido
para la medicidn se puede extender de +20 a +25°C.

> iNo utilice los envases originales de las soluciones tampén para las mediciones!

>

>

>

Las alicuotas de los tampones utilizados como controles o calibradores tienen que
cambiarse todos los dias.

El electrodo de vidrio del pH se almacena en 3M de KClI, si no esta en uso.

Las muestras son materiales potencialmente infecciosos. Por lo tanto, deben
manipularse con guantes.

8.1 Muestra minimay volumenes de los reactivos

El volumen minimo de la muestra para la medicion del pH es de aproximadamente 1 ml.

9 ABREVIATURAS

EP oo, Farmacopea Europea

USP...oooiiiien. Farmacopea de los Estados Unidos
QC.ovieiiiieei Control de Calidad

SOP...covcveree, Procedimiento Operativo Estandar

VAL ...c.coernen. Validacion

POL....oooovriiianns Politica

LIMS.....c.ccevne. Sistema de Informacion de Laboratorio
Vo Volt

SRM....ccoovninn Material de referencia estandar
PTB...cccoeevenee Physikalisch — Technische Bundesanstalt
NIST ..cooovirenn, Instituto Nacional de Estandares y Tecnologia
IUPAC............... Union Internacional de Quimica Pura y Aplicada
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Supresion del dispositivo ELEX y determinacién de Ca por
AES en este SOP

RAZON DE EMISION:

Departamentos de Control de Calidad del grupo

AREA DE APLICACION:
Octapharma

AUTOR: C. Haderer, 14.10.2013 (\Validacion del Método)

(Jefe Internacional de la

REVISION: Validacion de los Métodos de)

(Control Corporativo de la

APROBACION: Calidad)

(Garantia Corporativo de la
"""""""""""""""""""""" Calidad)

Este Procedimiento Operativo Estdndar (SOP) define el encuadramiento general
necesario para el tema mencionado. Puede ser traducido a los respectivos idiomas,
utilizados en las diferentes instalaciones de Octapharma y se complementa con la
informacién adicional de acuerdo con las necesidades locales, siempre y cuando no
existan discrepancias o conflictos con la informacion indicada en el interior del SOP-
principal. Las diferentes instalaciones de Octapharma seran responsables por la
validez de las traducciones e informaciones adicionales.
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HISTORIAL DE REVISIONES

Version Fecha Motivo de la emision
Criterios adicionales de adecuacion del
sistema debido a una solicitud de la FDA.
130S0P029/03 14.10.2013 Supresion  del  dispositivo ELEX
determinacién de Ca**
Actualizacion después de realizar los
estudios adicionales de validacion. Control
adicional de la calibracion y del método de
varianza.
30.01.2009 Cambio en la nomenclatura de las soluciones
de calibracion.
Revision general; validez ampliada para el
producto NewGam
Revisién general.
130SOP029/01 09.07.2008 | 'mclusion de los productos: |
Gammanorm™, Rhesonativ™ y
Human-cl rhFVI1I
Definicion de un estandar a nivel corporativo
130SOP029/00 30.09.2005 | Adaptacion del disefio al actual SOP
principal
130DTM029/02 13.06.2002 | Inclusién de OCTAGAM®
000DTM029/01 31.07.1999 | Inclusion de los concentrados de FVIIy FIX
1" emision
000DTM029/00 15.12.1998 Valido para la Albimina humana
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1 EUNDAMENTO DE LA PRUEBA

La emision atébmica es un proceso que ocurre cuando la radiacion electromagnética es
emitida por los atomos o iones excitados. En la espectrometria de emision atomica la
muestra es sometida a temperaturas lo suficientemente altas como para causar la
disociacion, no sélo en atomos, sino también para hacer que se realicen grandes cantidades
de excitacion colisidnale e ionizacion de los &tomos de la muestra. Una vez que los &tomos
e iones se encuentren en estados de excitacion, ellos pueden caer a estados mas bajos a
través de transiciones de energia térmica o radiactiva y emitir radiacion electromagnética.
Cada atomo tiene asociado un discreto conjunto de niveles de energia, por tanto, los
atomos excitados emiten un conjunto de lineas de emision caracteristicas. La intensidad de
esta radiacion emitida es directamente proporcional al nimero de atomos en el proceso de
transicion, por lo tanto, es posible realizar la determinacion cuantitativa de los elementos,
en comparacion con las soluciones de referencia con concentraciones conocidas del
elemento en cuestion. Para la determinacion de sodio y potasio, se utilizan las lineas de
emisién a 589 nm (Na), 767 nmy 776 (K). Para compensar las fluctuaciones en la sefial de
medicién causadas por cambios aleatorios en la temperatura de la llama, varias
interferencias quimicas en las tasas de aspiracion, se afiade un estandar interno como el
cesio o el litio en una cantidad constante, a las muestras y patrones.

La calibracion del espectrometro de emision atomica se realiza mediante calibracidn
directa.

2 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1. Corresponding analytical SOPs of Octapharma subsidiaries in the particular
languages

2. Corresponding equipment SOPs of Octapharma subsidiaries in the particular
languages

3. Corresponding quality control sheets or database reports of the particular
Octapharma subsidiaries

4. Corresponding method validation documents prepared by any QC

5. Corresponding method transfer and comparison documents prepared by QC
Vienna

6. 015POL000 - Corporate Change Control Policy

7. European Pharmacopoeia, monograph 2.2.22, Atomic Emission Spectrometry

(Method I, Direct Calibration)
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3 EQUIPOS Y REACTIVOS

Equipos, reactivos y otros materiales resaltados en negrita, cursiva y subrayado, son
estrictamente obligatorios para cada lugar. Otras marcas de equipos, reactivos y materiales
que demostraron y probaron ser validos. Estas son solamente sugerencias para su uso y
pueden ser sustituidos por un producto de otra marca o proveedor, en caso de que tenga la
misma calidad y funcionalidad y el método no se vea afectado por el cambio. En cualquier
caso, los cambios tienen que ser manejados de acuerdo con el 015POL000.

3.1 Equipos

e Espectrometro de emision atomica con llama de acetileno/aire comprimido (por
ejemplo, Eppendorf EFOX 5053) o con llama de propano/comprimido IL 943 o
Sherwood 420)

e Viales de muestras

e Matraces aforados

e Diluidor

e Pipetas y puntas apropiadas para las diluciones de las muestras

e Tubos de ensayos de poliestireno desechables

3.2 Reactivos

e Diluyente de litio o cesio/estandar interno-solucién madre

e Estandar de calibracidn adecuado disponible en el mercado en funcién del instrumento
utilizado

e Cloruro de sodio p.a.

e Cloruro de potasio p.a.

e Acetileno o propano, purificado

e Aire comprimido

e Agua para uso en laboratorio, WFL

130SOP029-03 Na-K_Es.doc
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4 SOLUCIONES

4.1 Estandar interno gue contiene Litio 0 Cesio (Solucion de trabajo)

Preparado de acuerdo con las instrucciones de los respectivos equipos o adquirido del
fabricante del instrumento.

4.2  Estandares de calibracion

Se utilizan para la calibracién los estandares adquiridos que contienen la cantidad prescrita
de sodio y potasio.

Ejemplos de estandares de calibracion:

o Estandares de multiples elementos para el Fotdmetro de Llama; no. 156100
(Sherwood)

. Estandar de Calibracion 140/5; no. 0009751750 (IL)

. Solucién stock estandar de suero; no. 0030 310.004 (Eppendorf)

Para obtener una informacion detallada, consulte los respectivos manuales e informes de
validacion. El estandar interno se utiliza como solucion en blanco.

4.3 Muestra de Control

Debe ser analizada una muestra de control adecuada en cada ocasion para verificar el
funcionamiento del instrumento.

130SOP029-03 Na-K_Es.doc
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5 PROCEDIMIENTO DE LA PRUEBA

5.1 Preparacion de la muestra

Todas las soluciones y materiales tienen que estar a temperatura ambiente antes de usarlos.
Si es necesario, las muestras son pre-diluidas con WFL a concentraciones de Nay K en el
rango valido del instrumento respectivo. La dilucién final con el estandar interno se realiza
de forma manual o con el instrumento, segun el fotometro de llama respectivo.

Las muestras y los controles se miden por triplicado.

5.2  Medicién
Todas las soluciones se introducen en la llama hasta que se observa una lectura constante.

5.2.1 Calibracion

La calibracion se realiza de acuerdo con las instrucciones del instrumento respectivo.

Durante una serie de mediciones, la calibracion tiene que ser repetida después de 20
minutos.

5.2.2 Verificacion de la calibracion

Después de cada calibracion, se verifica la curva de calibracién mediante la medicion de
las muestras de control.

Para comprobar la ausencia de desviaciones, el calibrador tiene que ser medido, también, al
final de cada secuencia.

5.2.3 Analisis de las muestras

Las muestras y los controles se diluyen con estandar internos de Li o Cs, ya sea
manualmente o mediante el uso de un dispositivo de dilucién automatica. Se miden al
menos tres diluciones por separado.
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6 EVALUACION

El resultado de cada medicion es impreso en el instrumento y el valor medio se calcula
considerando 3 determinaciones.

6.1 Criterios de aceptacion de un resultado de prueba valido

Los resultados de las muestras de control respectivas tienen que estar dentro del
rango especificado, para el sodio + 3% del contenido fijado.

> El resultado de calibrador medido al final de cada secuencia tiene que estar dentro
de = 2 mmol de Na* /L del contenido de sodio fijado.
> La variacion en el conjunto de tres determinaciones de cada muestra no debe

exceder la variacion del método establecido para cada producto.

7 DOCUMENTACION

La siguiente informacion se indica junto con los datos en bruto, las hojas de evaluacion
adicionales o con los LIMS respectivos. Se debe garantizar una trazabilidad consistente de
los resultados.

Portada con un resumen que contiene los resultados de toda la secuencia
Un ndmero de secuencia

Fecha del analisis

Nombre del analista

Numeros de los lotes y caducidad de los reactivos y controles
Identificacion de la muestra

Los resultados promedio de las muestras y los controles

VVVYVYVY

8 NOTASESPECIALES

Si las concentraciones medidas en las diluciones de la muestra se encuentran fuera del
rango de medicidn, tiene que prepararse una pre-dilucién adecuada con WFL.
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Este Procedimiento Operativo Estandar (SOP) define el encuadramiento general necesario
para el tema mencionado. Puede ser traducido a los respectivos idiomas, utilizados en las
diferentes instalaciones de Octapharma y se complementa con la informacién adicional de
acuerdo a las necesidades locales, siempre y cuando no existan discrepancias o conflictos
con la informacién indicada en el interior del SOP-principal. Las diferentes instalaciones de
Octapharma serdn responsables por la validez de las traducciones e informaciones

adicionales.
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1 EUNDAMENTO DE LA PRUEBA

Medicion de la absorbancia de una solucion, diluida hasta un contenido proteico de 1%, en
una longitud de onda de 403 nm usando agua R o solucion de cloruro de sodio al 0.9%
como liquido de compensacion.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Corresponding Analytical SOPs of Octapharma subsidiaries in the particular languages
Corresponding equipment SOPs of Octapharma subsidiaries in the particular languages
Corresponding quality control sheets or database reports of the particular Octapharma
subsidiaries

Corresponding method validation documents prepared by QC Vienna

Corresponding method transfer and comparison documents prepared by QC Vienna
015POLO000 - Corporate Change Control Policy

European Pharmacopoeia, monograph 07/2005:0255, Human Albumin Solution
European Pharmacopoeia, monograph 01/2005:20225, Absorption
spectrophotometry, ultraviolet and visible

USP 28 / NF 23, monograph “Albumin Human”
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3 EQUIPAMIENTOS Y REACTIVOS

Equipamientos, reactivos y otros materiales se resaltan con negrita, cursiva y
subrayado, siendo estrictamente obligatorio para cada lugar. Otras marcas de equipos,
reactivos y materiales demostraron y probaron ser validos. Solamente fueron sugeridos para el
uso y pudieron ser sustituidos por un producto de otra marca o proveedor, en caso de presentar
la misma calidad y funcionalidad y el método no se afect6 por el cambio. En cualquier caso,
los cambios deben ser manejados de acuerdo con el 015POL000.

Equipamientos

Espectrofotometro de doble haz

Pipetas calibradas

Tubos de ensayo de poliestireno desechables

Cubetas de poliestireno desechables, de medio micro, 1 cm
Vortice

3.1 Reactivos

o Cloruro de Sodio p.a. (por ejemplo MERCK)
o Agua para uso en laboratorio, WFL
o Solucion de controle albumina in-house, control de las muestras para la

determinacion del grupo Heme

4 SOLUCIONES

4.1 Solucion salina isoténica

9.00 £ 0.05 g de cloruro de sodio se disolvieron en 1000 ml de agua para inyeccion (WFL).
Periodo de validez: 3 meses de +2°C a +8°C; 1 mes de +20°C a +25°C.
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5 PROCEDIMIENTO DE LA PRUEBA

5.1 Preparacion de la muestra

Las muestras y la muestra de control se diluyeron con solucion salina isotonica a una
concentracion final de proteina del 1%. Todas las muestras y la muestra de control fueron
diluidas 2 veces.

5.2  Mediciones de control y muestras

Al comienzo de una serie de pruebas, ha de medirse una muestra de control en doble
determinacion.
Las absorbancias de la muestras de control y las muestras con una longitud de onda de 403
nm fueron determinadas usando agua R o cloruro de sodio 0.9% como liquido de
compensacion.

6 EVALUACION

Las absorbancias de control y las muestras fueron imprimidas y se calcularon los valores
medios de las dobles determinaciones. El valor medio de la medicion de la muestra de
control se introdujo en un gréafico de control de calidad. La absorbancia maxima permitida
para las muestras es de 0.15, de acuerdo a la Ph. Eur. y de 0.25 segun la USP.

6.1 Criterio de Aceptacion para una prueba valida

> La absorbancia media de la muestra de control debe estar dentro de los limites
especificados.

7 DOCUMENTACION

La siguiente informacion se indica en los datos primarios, hojas adicionales de evaluacion
o0 el LIMS respectivo. La trazabilidad de los resultados debe garantizar:

Numero de lotes y caducidad de controles y reactivos.
NUmero de lotes y nimero de viales de muestras.
Fecha de analisis.

Nombre del analista y del revisor.

Valores medios de control y mediciones de la muestra.

VVVYY
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8 NOTASESPECIALES

> Las muestras son materiales potencialmente infecciosos. Por lo tanto, cuando se
manipulan las muestras deben utilizarse guantes.

8.1 Muestra minima y volimenes de reactivos

Un volumen de muestra de al menos 500uL fue requerido para la doble determinacion,
utilizando semi-micro cubetas.

9 ABREVIATURAS

EP; Ph. Eur. ....... Farmacopea Europea

USP....covive Farmacopea de los Estados Unidos
QC.iiiiiiei Control de Calidad

SOP...coviiiiin Procedimiento Operativo Estandar
VAL ...oooovirenn Validacion

(1@ ] IR Politica

LIMS.........c....... Sistema de Informacion de Laboratorio
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RAZON DE EMISION: -Procedimiento obligatorio de preparacion de muestras de la
Fraccion V

Departamentos de Control de Calidad del grupo

AREA DE APLICACION:
Octapharma
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APROBACION: Calidad)
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Este Procedimiento Operativo Estdndar (SOP) define el encuadramiento general
necesario para el tema mencionado. Puede ser traducido a los respectivos idiomas,
utilizados en las diferentes instalaciones de Octapharma y se complementa con la
informacidn adicional de acuerdo a las necesidades locales, siempre y cuando no
existan discrepancias o conflictos con la informacion indicada en el interior del SOP-
principal. Las diferentes instalaciones de Octapharma seran responsables por la
validez de las traducciones e informaciones adicionales.
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1 EUNDAMENTO DE LA PRUEBA

La distribucion del tamafio molecular fue determinada por medio de la cromatografia
liquida, de acuerdo con el principio de la cromatografia por exclusiéon por tamafio. La
separacion de las muestras se correspondia con el tamafio molecular de sus componentes.
Los polimeros y agregados se eluyen antes de los oligdmeros, monémeros y productos
catabdlicos o fragmentos. La deteccion por UV se realiz6 a 280 nm.

2 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1. Corresponding analytical SOPs of Octapharma subsidiaries in the particular languages

2. Corresponding equipment SOPs of Octapharma subsidiaries in the particular languages

3 Corresponding quality control sheets or database reports of the particular Octapharma
subsidiaries

4, Corresponding method validation reports to referring samples prepared by Octapharma
Vienna

5. Corresponding method transfer and comparison documents prepared by QC Vienna

6. European Pharmacopoeia, monograph 0255: Human albimina soluciéns

7. European Pharmacopoeia, general chapters, methods of analysis 2.2.29: Liquid
Chromatography

8. European Pharmacopoeia, general chapters, methods of analysis 2.2.46: Chromatographic
separacidn techniques

9. United Stated Pharmacopoeia, general chapters, <621> Chromatography

10. United Stated Pharmacopoeia, Official Monographs, Albumina Human

11. 015POL000 - Corporate Change Control Policy
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3 EQUIPAMIENTOS Y REACTIVOS

3.1

Equipamientos, reactivos y otros materiales se resaltan con negrita, cursiva y
subrayado, siendo estrictamente obligatorio para cada lugar. Otras marcas de equipos,
reactivos y materiales demostraron y probaron ser validos. Solamente fueron
sugeridos para el uso y pudieron ser sustituidos por un producto de otra marca o
proveedor, en caso de presentar la misma calidad y funcionalidad y el método no se
afecto por el cambio. En cualquier caso, los cambios deben ser manejados de acuerdo
con el 015POL000.

Equipamientos

Sistema-HPLC constituido por
Bomba, detector-UV, automuestrador, PC con software de evaluacién

Tamario de las columnas de cromatografia de exclusion (TOSOH BIOSCIENCE)
Gel TSK G3000 SWyx;, 7.8 mm de ID x 30 cm, tamafio de la particula: 5
um, mas pre-columna

Pipetas de pistdn y puntas

Dispensador con combitips

Viales Autosampler con tapas

Unidades de filtros desechables, tamafio del poro: 0.2 um

Mezclador del vibracion

Agitador

Tubos de ensayos desechables

Material de vidrio, por ejemplo, matraces aforados

Balanza analitica

Precision del balance

La unidad de filtracién de membrana consta de:
Filtro de membrana, discos de filtros de acetato de celulosa (tamafio del
poro: < 0.45 um) y bomba de vacio

Agitador magnético

Agujas de inyeccion estériles

Jeringas desechables, de 2 mL
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3.2 Reactivos
El gel de filtracion estdndar (BIO-RAD) contiene:

Tiroglobulina, MW 670 000 5.0 mg
Globulina-Bovinay, MW 158 000 5.0 mg
Ovoalbimina, de pollo MW 44 000 5.0 mg
Mioglobulina Equina, MW 17 000 2.5mg
Vitamina By, MW 1350 0.5mg
o Marcador del peso molecular, MW > 670 000, por ejemplo, Azul de Dextrano

usado para la determinacion del volumen de vacio

Hidrogeno fosfato di-sodio dihidratado, Na,HPO4.2H,0, p.A.

Di-hidrogeno fosfato de sodio monohidratado, NaH,PO4.H,0, p.A.

Cloruro de Sodio, NaCl p.A.

Azida de sodio, NaN3; como preservante

Agua para uso en laboratorio, WFL

Muestra de control adecuada, por ejemplo, Albdmina Humana (OCTAPHARMA)

4 SOLUCIONES

4.1 Eluyente

4.87 g NagHPO4.2H,0, 1.74 g NaH,PO4+H;O y 11.69 g de NaCl se disolvieron en
1000 mL de WFL. 50 mg de NaNj; fueron afiadidos para la preservacion. ElI tampén de
elucion fue filtrado a través de un poro de tamafio < 0.45 um y fue desgasificado antes de
Su uso.

Estabilidad: 1 mes de +2°C a +8°C si el NaN3 se afiade como preservante.

4.2  Solucién de cloruro de Sodio, 0.9% (solucién salina al 0.9 %)

9.0 g de cloruro de sodio se disolvieron en 1000 mL de WFL.

4.3  Filtracion en gel estandar

Varios viales de gel de Filtracion estandar fueron disueltos cada uno en 1000 pL de WFI,
se agruparon y diluyeron 1 + 1 con solucion salina al 0.9 %. La solucién fue filtrada a
través de un filtro de 0.2 pum, repartidos en viales del automuestrador (100 uL) y se
congelaron a -20 °C.

4.4  Solucion parael volumen de vacio, por ejemplo, solucion de azul de
dextrano

20 mg de azul de dextrano fueron disueltos en 100 mL de solucion salina al 0.9 % a 37 °C
durante 10 min, se homogeneiz6 y filtro a través de un filtro de 0.2 pm, dando una
concentracion de 0.2 mg/mL
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5 PROCEDIMIENTO DE LA PRUEBA

5.1 Preparacion de muestras de albumina humana y de muestras de control

Las muestras se diluyeron con solucion salina al 0.9 %, de acuerdo a su contenido de
proteina hasta una concentracion adecuada, por ejemplo, 1 % de proteina. Las soluciones
de las muestras diluidas se filtraron a través de un filtro desechable de 0.2 um en los viales
del automuestrador.

5.2  Preparacion de muestras de la Fraccion V

Las muestras congeladas y reconstituidas de la Fraccion V, fueron descongeladas (+15 °C
a +25 °C), hasta que la solucion alcanzé la temperatura ambiente.

La descongelacion a 37 °C debe ser evitada!

Las muestras descongeladas tienen que diluirse posteriormente con 0.9 % de solucion
salina con una concentracion de proteina adecuada, por ejemplo, 1% de proteina, en 1 hora.
Las soluciones de las muestras diluidas se pudieron filtrar a través de un filtro desechable
de 0.2 um, en viales del automuestrador.

Las muestras diluidas deben ser analizadas dentro de las 24 horas después de la dilucion.

5.3 Preparacion de la HPLC y columna de separacion

Al comienzo de cada serie de ensayos, durante un periodo de tiempo de 15 minutos, el
flujo del sistema HPLC aumento lentamente a una velocidad de flujo de 0.5 mL/min y la
columna se equilibré durante 30 minutos.

5.4  Preuba de adecuabilidad del Sistema

La prueba de adecuabilidad del sistema se efectud usando gel de filtracion estdndar antes
de cada secuencia.

Una prueba adicional del sistema de idoneidad debe ser realizada cuando la columna o el
lote del eluyente ha sido cambiado.

Las condiciones cromatograficas de separacion estan de acuerdo con el punto 5.6.

5.5 Rendimiento del ensayo

Las muestras diluidas y la solucién para la determinacion de volumen de vacio pueden ser
filtrados a través de un de filtro de 0.2 um, en viales del automuestrador.

Con cada secuencia de la muestra, se realizd una sola inyeccion de la solucién para la
determinacion del volumen de vacio. Después de la determinacién del volumen de vacio,
la muestra tiene que ser analizada como “muestra en blanco” para comprobar la
eliminacion total del azul dextrano.

Todas las muestras y los controles fueron analizados en una sola determinacion.
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5.6 Parametros Cromatograficos

Velocidad de flujo: 0.5 mL/min, isocratico

Columna: TSK gel G3000SWx_, 7.8 mm de ID x 30 cm, ademas la pre-columna
Contenido de Proteina/inyeccion: 200 pg/iny. Correspondiente a EP (rango de 50 pg a 600
M)

Deteccion: UV 280 nm

Tiempo de Ejecucion: 35 min

6 EVALUACION

6.1 Criterio de aceptaciéon para una prueba valida

6.1.1 Sistema de adecuabilidad de la prueba

o Platos tedricos de picos de gammaglobulina en gel de filtracion estandar:
> 1100 de acuerdo con la validacién: > 1000
o Control de la muestra: % de polimeros y agregados se encontraban dentro de

los limites definidos.

En el caso de que el resultado de los platos tedricos se encuentren entre 1000 y 1100 y las
muestras de control estén dentro de sus limites, la secuencia es valida, pero antes de la
secuencia siguiente la columna tiene que ser cambiada.

6.2 Muestras

La evaluacion de los cromatogramas se realizo de acuerdo con el método de normalizacién
(100 % - método). La cantidad relativa (en %) de cada componente se calculd dividiendo el
area correspondiente al pico, mediante la suma de las areas picos de todos los componentes
(polimeros y agregados, oligdbmeros, dimeros, monémeros y fragmentos) sometidos a
prueba. La integracion del N-Acetil-DL-triptofano fue suspendida.

area total del pico = areapoiimeros y agregados+ ar€aoligomeros + ar€adimeros + Ar€amonomeros +
areafragmentos

cantidad real. [%]  @area correspondiente al pico

- - « 100
= area pico total

El pico correspondiente a los polimeros y los agregados estd situado en la parte del
cromatograma que representa el volumen de vacio (véase pico 1 en cromatogramas). El
area pico de los polimeros y los agregados no deben ser mayores que el 10% del area total
del cromatograma (correspondiente aproximadamente al 5% de los polimeros vy
agregados).
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6.3 Ejemplos de Cromatogramas

6.3.1 Muestra del producto final de la Albumina Humana
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6.3.2 Muestra de Albimina Humana (subrayado)
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7 DOCUMENTACION

La siguiente informacion estd preferentemente indicada dentro de los datos primarios,
hojas adicionales de evaluacion o de la respectiva LIMS. De acuerdo con la trazabilidad de
los resultados debe ser garantizada, considerando:

» Cromatogramas de los estdndares y las muestras con los resultados calculados
» Hoja de portada con un resumen de los resultados del ensayo completo
» Impresion de la prueba de idoneidad del sistema

8 NOTASESPECIALES

8.1 Limite de Cuantificacion

Polimeros y agregados: 0.3%

8.2 Volumen de la Muestra

Volumen minimo de muestra para la prueba: 0.5 mL

9 ABREVIATURAS

ACC..vvereerierireinens de acuerdo con

AU ... unidad de absorbancia

CBER................. Centro de Evaluacion e Investigacion Bioldgica
CFR...cceiiie, Codigo de Regulaciones Federales

EP o, Farmacopea Europea

HPLC.......ce.. cromatografia liquida de alto rendimiento
IDuoveeeeece, diametro interior

LIMS................. Sistema de Gestion de Informacion de Laboratorio
MW ..o peso molecular

POL....cooovvernen politica

QC..coveiieeei control de calidad

=] PR relativo

RSD ..o desviacion relativa estandar

SOP...cveerieen, procedimiento operativo estandar

AVZ\ validacion
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en muestras de ALBUMINA HUMANA por

Departamento Corporativo de Control de Cromatografia de Gas
Calidad
130SOP047/02 sustituye: 130SOP047/01 Valido desde: C

- CC 10/022 — Cambio en el régimen de prueba para el

RAZON de EMISION: acido Caprilico — Albumina

AREA de APLICACION: Departamentos de Control Calidad del grupo Octapharma

(Analisis Bioquimico del

AUTOR: S. Ernback, 23. Mar. 2010 Control de Calidad)

AN - (Jefe Internacional del Método
REVISION: s de Validacion)
APROBACION: (Control Corporativo de

Calidad)

(Aseguramiento Corporativo
"""""""""""""""""""""" de Calidad)

Este Procedimiento Operativo Estandar (SOP) define el encuadramiento general necesario
para el tema mencionado. Puede ser traducido a los respectivos idiomas, utilizados en las
diferentes instalaciones de Octapharma y se complementa con la informacién adicional de
acuerdo a las necesidades locales, siempre y cuando no existan discrepancias o conflictos
con la informacién indicada en el interior del SOP-principal. Las diferentes instalaciones de
Octapharma serdn responsables por la validez de las traducciones e informaciones
adicionales.
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HISTORIAL DE REVISION

Version Fecha Razo6n de emision
CC 10/022 — Cambio en el régimen de
130S0OP047/02 23. Mar. 2010 |prueba para el acido Caprilico -
Alblimina
e Adicion de la 2% columna y sus
130SOP047/01 23. En. 2009 parametros-GC
e Revision
130SOP047/00 08. Nov. 2005 | _ Definicion de un estandar a nivel
corporativo; revision y actualizacion
000DTM047/03 21 En. 2003 Nuevo sistema de prgfeba de idoneidad,
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000DTMO047/02 18. En. 2000 AdICIOI’l,d_e solucién de prptelna
plasmatica al 5% en el titulo
Actualizacion tras el método validacion;
000DTMO047/01 22. Sep. 1998 cambio en la composicion de los
estandares
000DTMO047/00 R&D 12. Ag. 1997 1" edicién

130SOP047-02 Caprylic Acid_es_LC.doc




SOP-PRINCIPAL PARA DETERMINACIONES ANALITICAS

ocl'q phgrmo Determinacion del Acido Caprilico (Acido Octanoico)

en muestras de HUMANA ALBUMINA por

Departamento Corporativo de Control de Cromatografia de Gas
Calidad

130SOP047/02 Pégina 3 de 13

TABLA DE CONTENIDOS

1 FUNDAMENTO DE LA PRUEBA ........... ERROR! BOOKMARK NOT DEFINED.
2 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ......cooiiotteeeeeeeeeeeeeeeee e, 4
3 EQUIPAMIENTOS Y REACTIVOS........ ERROR! BOOKMARK NOT DEFINED.
3.1  EqUIipamientos.........ccoveveiiieiieie e Error! Bookmark not defined.
3.2 REACHVOS....cveiiiiiii it Error! Bookmark not defined.
4  SOLUCIONES.........ccooiiieie e ERROR! BOOKMARK NOT DEFINED.
4.1 Referencia Interna (IR) ......ccccoevvevviieiiciecee, Error! Bookmark not defined.
4.2  Solucidn stock de &cido caprilico...........cccovevvenene Error! Bookmark not defined.

4.3 Solucion de cloruro de sodio al 0.9 % (solucidn salina al 0.9 %)Error! Bookmark not defined.
4.4 Solucion de hidroxido de sodio al 10 % (NaOH al 10 %)Error! Bookmark not defined.

4.5 Solucién inoculada con écido caprilico (estandar) que contiene albumina al
B0 1ot Error! Bookmark not defined.

5 PROCEDIMIENTO DE LA PRUEBA ....ERROR! BOOKMARK NOT DEFINED.
5.1 Preparacion del estandar, muestras y controles ..... Error! Bookmark not defined.

5.2 Pardmetros cromatograficos...........cccoevevveiveseennnnn, Error! Bookmark not defined.
5.2.1 INNOWaAX ....cccovveiiiiciieciece e Error! Bookmark not defined.
5.2.2 QuadrexX 007 ......ccccevvervnieieeneeee e Error! Bookmark not defined.
5.3 Sistema de idoneidad del método cromatogréafico.Error! Bookmark not defined.
6 EVALUACION......cooeveeeeeeeceeeeee e ERROR! BOOKMARK NOT DEFINED.
6.1 Criterio de Aceptacion para una prueba valida...... Error! Bookmark not defined.
6.1.1 Sistema de idoneidad de la prueba........... Error! Bookmark not defined.
6.2 Factor de respuesta del estdndar mixto................... Error! Bookmark not defined.
6.3 Célculo de la muestra........ccccceververeieseseseeeeenns Error! Bookmark not defined.
6.4 Evaluacion de la muestra........cccocvcevevenienieeiinnnenn, Error! Bookmark not defined.
6.5 Ejemplos de Cromatogramas............ccceevevvevernnnnn. Error! Bookmark not defined.

6.5.1 Muestra del productoo final de la Albimina Humanaa-INNOWaxError! Bookmark no
6.5.2 Muestra del productoo final de la Albumina Humanaa-Quadrex 007Error! Bookmark r

7 DOCUMENTACION.....cooovveeeerceeeeen, ERROR! BOOKMARK NOT DEFINED.

8 NOTASESPECIALES.......coooveieeiveen ERROR! BOOKMARK NOT DEFINED.
8.1  CONVEISIONES......ccctveeitiee ettt Error! Bookmark not defined.
8.2 Limite de CuantificaCion............ccccevvvevvvveirveiveennen, Error! Bookmark not defined.
8.3 Volumen de la MUEStra.........cccecevvevieeireeiie e, Error! Bookmark not defined.

9 ABREVIATURAS. ..., ERROR! BOOKMARK NOT DEFINED.

130SOP047-02 Caprylic Acid_es_LC.doc



SOP-PRINCIPAL PARA DETERMINACIONES ANALITICAS

ocl'q phgrmo Determinacion del Acido Caprilico (Acido Octanoico)

en muestras de HUMANA ALBUMINA por

Departamento Corporativo de Control de Cromatografia de Gas
Calidad

130SOP047/02 Pégina 4 de 13

1 _FUNDAMENTO DE LA PRUEBA

Las muestras conteniendo é&cido caprilico (&cido octanoico) son mezcladas con &cido
heptanoico como referencia interna, que interacciona de forma analoga con la matriz muestra
gue contiene proteina. Después de la esterificacion con metanol en un entorno fuertemente
clorhidrico, ambos ésteres metilicos son extraidos en n-heptano y son determinados por
medio de la cromatografia de gas capilar (detector de ionizacion de llama). Con la ayuda de
un gradiente de temperatura adecuada y el flujo de gas, las sustancias son separadas mediante
la interaccidn con la fase estacionaria del capilar. La cantidad de acido caprilico fue calculado
con el método de referencia interna.

2 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1. Corresponding analytical SOPs of Octapharma subsidiaries in the particular
languages

2. Corresponding equipment SOPs of Octapharma subsidiaries in the particular
languages

3. Corresponding quality control sheets or database reports of the particular

Octapharma subsidiaries
4. Corresponding method validation documents prepared by any QC
5. Corresponding method transfer and comparison documents prepared by QC Vienna
6 European Pharmacopoeia, monograph 0255: Humana albdmina solutions
7 European Pharmacopoeia, general chapters, methods of analysis 2.2.28: Gas

chromatography

8. European Pharmacopoeia, general chapters, methods of analysis 2.2.46:
Chromatographic separation techniques

9. United Stated Pharmacopoeia, general chapters, <621> Chromatography

10. United Stated Pharmacopoeia, Official Monographs, Albumina Humana

11. 015POL000 - Corporate Change Control Policy
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3 EQUIPAMIENTOS Y REACTIVOS

Equipamientos, reactivos y otros materiales se resaltan con negrita, cursiva y subrayado,
siendo estrictamente obligatorio para cada lugar. Otras marcas de equipos, reactivos y materiales
demostraron y probaron ser validos. Solamente fueron sugeridos para el uso y pudieron ser
sustituidos por un productoo de otra marca o proveedor, en caso de presentar la misma calidad y
funcionalidad y el método no se afectd por el cambio. En cualquier caso, los cambios deben ser
manejados de acuerdo con el 015POL000.

3.1 Eqguipamientos

o Sistema de Cromatografia de Gas que consiste en:
Cromatdgrafo de gas,auto-muestrador y software de evaluacion
o Columna Capilar, fase estacionaria: polietileno glicol

Por ej. INNOWax (AGILENT), 30 m x 0.25 mm de ID x 0.25 pm df o
Quadrax 007-FFAP (ICT), 50 m x 0.32 mm de ID x 1.0 um df o su
equivalente
o Pipetas de pistdn carrera y sugerencias
Dispensador con combitips
Viales autosampler con tapas
Mezclador de vibracion
Agitador
Tubos de ensayos desechables
Matraces aforados, Grado A
Tubos de centrifuga de vidrio
Balanza analitica
Balanza de precision
Agitador magnético
Barfio de agua de laboratorio
o Centrifuga de laboratorio
o Pipetas Pasteur
o Temporizador

3.2 Reactivos

» Estandares
e Acido caprilico (4cido octanoico), p.a., pureza > 99 %

» Referencias Internas
e Acido heptanoico, p.a., pureza > 95 %

» Muestras de Control
e Muestras de control, por ej. Albumina Humana al 20 % (OCTAPHARMA)
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» Productos quimicos y tampén
e Metanol, pureza > 99 %
e Agua para uso en laboratorio, WFL
e Muestra en blanco de Albumina, por ejemplo, la albimina con una concentracion de
aproximadamente el 20% sin &cido caprilico
50 % de solucion de hidréxido de sodio
Acido clorhidrico, 32 % de HCI
n-Heptano, p.a.
Etanol al 96 %

4 SOLUCIONES

4.1 Referencia Interna (RI)

200 mg de acido heptanoico se afiadieron a 4 mL de HCI al 32 % y se completd hasta los 20
mL con el 10 % de NaOH.

4.2  Solucion stock de acido caprilico

200 mg de &cido caprilico se afiadieron a 2 mL de HCI al 32 % y se complet6 hasta los 10
mL con el 10 % de NaOH.

4.3  Solucién de cloruro de sodio al 0.9 % (solucién salina al 0.9 %)

9 g de cloruro de sodio se disolvieron en 1000 mL de WFL.

4.4  Soluciéon de hidréxido de sodio al 10 % (NaOH al 10 %)

50 % de solucion de hidréxido de sodio se diluyeron 1 + 4 con WFL, dando una
concentracion del 10 %.

4.5  Solucion inoculada de acido caprilico (estandar) que contiene albimina al
5%

250 pL de solucion stock de acido caprilico es mezclada en un matraz volumétrico de10 mL
con solucion salina al 0.9 %, 2.5 mL de una muestra en blanco de albumina (contenido de
proteina circa de 20 %) fueron afiadidos y completados hasta los 10 mL con solucién salina al
0.9 %. Esta solucién dio una concentracion de 0.50 mg/mL de &cido caprilico y 5 % de
proteina.
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5 PROCEDIMIENTO DE LA PRUEBA

Las muestras y la muestra de control se diluyeron (si era necesario) en una concentracion de
proteina de aproximadamente el 5%, con solucion salina al 0,9%.

5.1 Preparacion del estandar, muestras y controles

Cada muestra y su control pueden ser preparados ya sea en duplicado, 0 como una sola
muestra, sélo la solucion pico del &cido caprilico se puede preparar 6 veces.
e Mezclar en un tubo de centrifuga de vidrio:
1000 L  de metanol
200 uL  de muestra, solucion pico de acido caprilico (estandar), o control
20 pL referencia interna (dando una concentracion de 0.2 mg/mL)
500 uL  de &cido clorhidrico
Agitar
Incubar a una temperatura de +60 °C = 5 °C durante 30 min = 5 min
Los tubos se enfrian (bafio de agua fria)
Afadir 500 pL de WFL
Afadir 1000 pL de n-heptano
e Mezclar por lo menos durante 2 min
e Centrifugar a 3000 rpm £ 500 rpmy +20 °C £ 2 °C
e Llenar los viales auto-muestrador con sobrenadante

5.2 Parametros cromatoqraficos

5.21 INNOWax

Volumen de inyeccion: 5uL

Temperatura del inyector: 250 °C

Presion de entrada A: 100 kPa

flujo de division: 70 mL/min

Flujo de columna: 1.5 mL/min constante

Detector de temperatura: 300 °C
Temperatura inicial del horno: 80 °C

Temperatura del programa: 5 °C/min a 130 °C por 0 min
45 °C/min a 240 °C por 2 min
Tiempo de ejecucion: 15.44 min
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5.2.2 Quadrex 007

Volumen de inyeccion: 0.5 pL
Temperatura del inyector: 220 °C
Presion de entrada A: 120 kPa

flujo de division: 80 mL/min

Flujo de columna: 1.5 mL/min constante

Detector de temperatura: 240 °C

Temperatura inicial horno: 130 °C mantener durante 10 min
Temperatura del programa: 45 °C/min a 240 °C durante 2 min
Tiempo de ejecucion: 15.44 min

5.3 Sistema de adecuabilidad del método cromatografico

La desviacion de la linea de base y la limpieza del capilar fueron controladas mediante
inyeccion de n-heptano. La solucion de albumina inoculada fue inyectada 6 veces para la
calibracion que se extendio sobre la secuencia de la muestra (3 inyecciones al inicio, 1
inyeccion intermedia y 2 al final), para controlar los platos teoricos, los tiempos de retencion
y las &reas picos correspondientes.

6 EVALUACION

6.1 Criterio de Aceptacion para una prueba valida

6.1.1 Sistema de idoneidad de la prueba

RSD del area pico para el &cido heptanoico <5 %

Simetria del pico entre 0.8 y 1.5

Platos teoricos > 2000

Linea de base de separacion del acido heptanoico y el &cido caprilico
Control de la muestra dentro del rango especificado

6.2 Factor de respuesta del estandar mixto

La evaluacion de los cromatogramas sigue el método de referencia interna mediante la
comparacion de las areas picos del acido heptanoico (RI) y el acido caprilico. La
concentracion de cido caprilico se determind por referencia interna al &cido heptanoico. Para
ello, la solucién pico de albumina fue inyectada 6 veces y fue calculado el valor medio del
factor de respuesta.

area pico acido heptanoico g concentracion acido caprilico estndar
. L " i L : =factor respuesta (RF)
area pico acido caprilico essngar ~ CONCentracion acido heptanoico g
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6.3 Calculo de la muestra

acido caprilico_ area pICO acido caprilico muestra

[mg/mL]

- : oRF e IR [mg/mL prep.muestra] e dilucion
area pICco acido heptanoico myestra

6.4 Evaluacion de la muestra

Las muestras fueron calculadas con el método estandar interno utilizando todas las inyecciones
estandares.
Los resultados se encuentran junto con los resultados del cromatograma.

6.5 Ejemplos de Cromatogramas

6.5.1 Muestra del producto final de la Albumina Humana - INNOWax

250 CAP9001 #11
pA
| 1 - Acido Heptanoico - 4.309
200
150+
] 2 - Acido Caprilico - 5.826
100+
50
-10 T T ‘ T T ‘ T T ‘ T T . T T T . T T ‘ T T ‘ T rT]\In
0.0 2.0 4.0 6.0 8.0 10.0 12.0 140 154
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6.5.2 Muestra del producto final de la Albumina Humana - Quadrex 007

o
6.4

6.2

Response [mV]

= HEPTAN
= oCTAN

_ Time [min]
HEPTANO acido heptanoico
OCTANO acido caprilico

7 DOCUMENTACION

La siguiente informacion estd preferentemente indicada dentro de los datos primarios, hojas
adicionales de evaluacion o de la respectiva LIMS. De acuerdo a la trazabilidad de los
resultados debe ser garantizada, considerando:

» Cromatogramas de los estandares y las muestras con los resultados calculados
» Hoja de portada con un resumen de los resultados del ensayo completo
» Impresion de la prueba de idoneidad del sistema
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8 NOTASESPECIALES

8.1 Conversiones

Caprilato de Sodio [mg/mL] = acido caprilico [mg/mL] e 1.15

Acido caprilico [mmol/L] acido caprilico [mg/mL] e 1000 [mL]

- MW 4cido caprilico [mg/mmol]

Acido caprilico [mmol/g acido caprilico [mg/mL] . 100

albiminal = w0 caprilico LM@/mmol] albumina [9/100 mL]

Acido caprilico [mmol/g acido caprilico [mg/mL] . 100

Proteinal = MW 440 capriico [MG/MmMol] proteina [9/100 mL]

Descripcion:
MW peso molecular de acido caprilico 144.22 mg/mmol
1000 factor de conversion para el cambio de mL a L

100 factor de conversion para considerar el porcentaje de albumina por

electroforesis-CAF
albimina %-resultado de electroforesis-CAF
proteina contenido nominal en proteina [%]

8.2 Limite de Cuantificacion

0,2 mg de Acido Caprilico / ml de albimina al 5%. Para todas las otras concentraciones de

proteinas, la dilucién tiene que ser evaluada.

8.3 Volumen de la Muestra

Volumen minimo de la muestra para la prueba: 1 mL
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9 ABREVIATURAS

T oS de acuerdo

AU ..o unida de absorbancia

CAF ..o, Pelicula de Acetato Celulosa para la electroforesis
CBER................. Centro de Evaluacion e Investigacion Bioldgica
CFR..coiiiiiinn Cadigo de Regulaciones Federales

0| IR espesor de la pelicula

EP e, Farmacopea Europea

(€] O cromatografia de gas

IDoiiiieeee, didmetro interior

IR, referencia interna

LIMS.......ccoe. Sistema de Gestion de Informacion de Laboratorio
MW....ooveireee peso molecular

POL....coovvennn. politica

(@] O S control de calidad

(0] U revoluciones por minuto

RSD ...cocovviiinns desviacion relativa estandar

SOP...coviiiin procedimiento operativo estandar
VAL....cooovrinnn. validacion
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ocl'd phormo Determinacion del Activador de Precalicreina por

Ensayo del Sustrato Cromogénico segun la

Corporate Quality Control Department Farmacopea Europea
130SOP091/04 reemplaza: 130SOP091/03 | Valido desde: C
RAZON DE EMISION: Cambios segiin CC10/073

e Reemplazo del Activador de Precalicreina de
Referencia FDA/CBER por una muestra de control

adecuada
e Eliminacion del pt. 8.1 célculo para la liberacién de
FDA
AREA DE APLICACION: Departamentos de Control de la Calidad del grupo
Octapharma
AUTOR: D. Krause, 2010 — Jul - 15 (Método de Validacion)
REVISION: e (Jefe Internacional de los
métodos de validacidn)
APROBACION: e, (Control Corporativo de

la Calidad)

(Aseguramiento de la
Calidad Corporativa)

Este Procedimiento Operativo Estandar (SOP), define el encuadramiento general
necesario para el tema mencionado. Puede ser traducido a los respectivos idiomas
utilizados en las diferentes instalaciones de Octapharma y se complementa con
informacion adicional de acuerdo a las necesidades locales, siempre y cuando no
existan discrepancias o conflictos con la informacion indicada en el interior del SOP-
principal. Las diferentes instalaciones de Octapharma seran responsables por la
validez de las traducciones e informaciones adicionales.
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HISTORIAL DE REVISION
Version Fecha Razon de emision
e Cambios segun CC10/073:
— Reemplazo del Activador de
Precalicreina de Referencia
130SOP091/04 2010-Jul-15 FDA/CBER por una muestra de
control adecuada
— Eliminacién del pt. 8.1 calculo
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1 PRINCIPIO DE LA PRUEBA

El activador de la Precalicreina (PKA), activa la Precalicreina a calicreina, la que es capaz
de separar la p-nitroanilina (pNA) del sustrato H-D-Pro-Phe-Arg-pNA.

La liberacion relativamente lenta de pNA amarilla a una temperatura constante muestra
una correlacion lineal a la concentracion de calicreina disponible.

La determinacion es realizada a una temperatura constante de +37°C (+ 1°C) en una placa
de micro titulacion.

Las muestras o estandares mezclados con la Precalicreina o tampén B (para valores
blanco) son incubadas por 10 minutos, luego el substrato H-D-Pro-Phe-Arg-pNA es
agregado y la cinética de los valores blancos de la muestra y estandar son registrados a 405
nm. Los datos entre el minuto 2 y 10 son usados para la evaluacion.

La cuantificacion es realizada con un estandar de referencia y expresada en unidades
internacionales por mililitros (Ul/mL).

., PKA .
Precalicreina— > Calicreina

H-D-Pro-Phe-Arg-pNA—21CeIN 1 b Pro-Phe-Arg-OH + pNA

2 REFERENCIAS, LITERATURA

1. Correspondientes SOPs analiticos de subsidiarias de Octapharma en los idiomas
particulares

2. Correspondientes SOPs de equipos de subsidiarias de Octapharma en los idiomas
particulares

3. Correspondientes hojas de control de calidad o reportes de bases de datos de las
subsidiarias particulares de Octapharma

4. Correspondientes documentos de validacion de métodos preparados por QC
(Control de Calidad) Viena

5. Correspondientes documentos de transferencia y comparacion de métodos
preparados por QC Viena

6. 015POL000 — Politica Corporativa de Control de Cambios

7. Farmacopea Europea, capitulos generales, métodos de analisis 2.6.15 Activador
de Precalicreina

8. Farmacopea Europea, monografia 0255, Solucién de Albdmina Humana

9. Farmacopea Europea, monografia 0918, Inmunoglobulina Normal Humana para
Administracion Intravenosa

10. Certificado de Estandar Internacional
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3 EQUIPOS Y REACTIVOS

Equipos, reactivos y otros materiales que resaltan con negrita, cursiva y subrayado, son
estrictamente obligatorios para cada lugar. Otras marcas de equipos, reactivos y materiales
que demostraron y probaron ser validos. Solamente son sugerencias para su uso y pueden
ser sustituidos por un producto de otra marca o proveedor, en caso de que tenga la misma
calidad y funcionalidad, cuando el método no se vea afectado por el cambio. En cualquier
caso, los cambios tienen que ser manejados de acuerdo con el 015POL000.

3.1 Equipos

Lector de placa de micro titulacion, adecuado para la medicion cinética, con el
software de control y evaluacion

Jeringas desechables

Placas de micro titulacion

Pipetas calibradas con puntas desechables
Crio-frascos 1.6 mL

Tubos de prueba desechables
Dispensador con combitips

Recipiente para reactivo

Mezclador por vibracion

Cronometro

Barfio de agua

Pipetas multi-canales

3.2 Reactivos

Activador de Precalicreina en albumina BRP (EUR. COMMISSION), lote
efectivo o estdndar internacional para el activador de precalicreina (NIBSC), lote
efectivo

Pool PK sequn EP 2.6.15 (por ¢j. COACHROM)

Substrato cromogénico, H-D-Pro-Phe-Arg-pNA,

Por ej., S-2302 (CHROMOGENIX) op NAPEP 1902 (BIOPEP)
Tris(hidroximetil)-aminometano, TRIS, p.A.

Cloruro de sodio (NacCl), p.A.

Azida de sodio (NaNs3), extra pura, como preservante

Acido hidroclérico (HCI), 2 mol/L o més alto, p.A.

Agua para uso de laboratorio (Water for laboratory use —~WFL)

Agua para inyeccién (Water for injection — WFI)

Muestra de control adecuada, por ej. Muestra del producto final con contenido de
PKA
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4 SOLUCIONES

4.1 Activador de Precalicreina en albiumina BRP o estandar
internacional para el activador de pre-calicreina

El contenido del frasco debe ser llevado a temperatura ambiente. El frasco es golpeado
suavemente para recolectar el material al fondo. El frasco es abierto y el contenido total del
estandar es disuelto agregando 1.0 mL de WFI. El estandar es reconstituido por 30
minutos.

El estandar disuelto es diluido con el tampdn B hasta una concentracion de 22 Ul/mL y
transferido a un tubo de poliestireno. La solucidn stock entonces esté lista para el uso.

A partir de esta solucion de stock, se prepara una serie equidistante de dilucion segln
sigue, por ej:

Factor Dil. Solucién PKA, 22 Ul/mL tampén B | Actividad PKA
[1:] [uL] [uL] [Ul/mL]
S6 1 400 - 22
S5 1.22 328 72 18
S4 1.57 255 145 14
S3 2.20 182 218 10
S2 3.67 109 291 6
S1 11 20 200 2

Alicuotas (por ej., 25 pL cada una) son hechas de las diluciones estandar y son
almacenadas congeladas a < -15°C.

Si es necesario, se puede reconstituir mas de 1 frasco, pero los frascos tienen que ser
sometidos a un pool antes de diluir los estandares de calibracion.

Estabilidad: 6 meses a <-15°C
4.2 Tampon B (tampon de dilucion)

Para el tampon, las siguientes substancias son ponderadas:
50mMTRIS — 6.06 g/L
150mMNaCl — 877 g/L
0.01% NaN; — 0.1  g/L (se puede agregar para preservacion)

y disueltas con 900 mL WFL. El pH es ajustado a 8.0 con HCI y adicionado con WFL
hasta un volumen final de 1000 mL. Entonces, la solucion es filtrada usando un filtro de
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membrana de 0.45 pum y vaciada en botellas de vidrio estériles y mas pequefias (por ej.,
frascos de 100 mL).

Estabilidad: sin abrir: 6 meses entre +2°C y +8°C, si es filtrada
abierta: 1 mes entre +2°C y +8°C

4.2 Substrato
El sustrato congelado en seco es reconstituido con 6.8 mL WFI.
Estabilidad: reconstituido: 1 mes entre +2°C y +8°C si no esta contaminado con

microorganismos (La solucién se pone amarillenta)
4.3 Solucion tampon - substrato

Para uso diario, 1 volumen de substrato es mezclado con 4 volumenes de B.

4.4 Pool - Plasma-Precalicreina (Pool PK)
La preparacion del pool de plasma-precalicreina es realizado segun la EP.

Tras descongelar o disolver (ver folleto para volumenes de disolucién), el pool esta listo
para ser usado.
La cantidad de pool restante puede ser recongelada y descongelada una vez mas.
Estabilidad: liofilizado: hasta fecha de vencimiento entre +2°C y +8°C

congelado: 2 afiosa <-15 °C

5 PROCEDIMIENTO DE LA PRUEBA

5.1 Preparacion de la muestra

Todas las diluciones son preparadas usando el Tampon B.

Las soluciones de albumina humana son rutinariamente testeadas sin diluir, cada
preparacion es testeada dos veces. Los productos finales de la inmunoglobulina son
rutinariamente diluidos para obtener una solucion al 3% de inmunoglobulina y testeados
dos veces. De ser necesario, se pueden preparar mas diluciones de todas las muestras.

5.2 Preparacion de la curva de calibracion

Las diluciones estandar (4.1) son usadas ya sean preparadas en fresco o descongeladas.
Son pipeteadas a los pozos de una placa de micro titulacion segun los capitulos 5.3 y 5.4.
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5.3 Sugerencias para la configuracion de las placas de micro

titulacion
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A|NCpo | S1 S2 S3 sS4 S5 S6 | CTR, | CTR,
B| NC |BLS1|BLS2 | BLS3 | BLS4 | BLS5 | BLS6 |BLCTR;|BLCTR;
c| P, P, : :
D| BLP, | BLP,
E
F
G
H
NC, NCpool blanco reactivo
S1aS6 diluciones estandar,
P1aPy muestras,
CTRy control,
BLXxxx blancos de muestra, estandar y control

Las posiciones B2 a B7 son usadas para soluciones blanco-estandar.
Los pozos restantes son usados para la determinacion de las muestras y para los blancos-
muestra, que son realizadas en determinaciones dobles.
Para mayor facilidad de manipulacién, las muestras y los blancos son pipeteados en

hileras.

5.4 Secuencia de Pipetas

Para cada estandar, muestra y control, un blanco (BLxxx) es pipeteado usando tampo6n B
en lugar de pool PK. Blancos de reactivo (NC, NCpo) también son preparados donde el
tampon B es usado como muestra.

Nombre Muestra Pool PK | Tampdn B | Incubacion SUZETHD (25
precalentado
NCpool 10 uL Tampo6n B | 100 pL - 100 pL
NC 10 uL Tampo6n B - 100 pL _ 100 pL
Estandar / 10 pL muestra / 10 min a +37
muestra / control | estandar / control | 09 K& C 100 pL
10 pL muestra /
BLxxx estandar / control ” 100 pL 100 pL

Iniciar medicién segun pt. 5.5
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5.5 Parametros de medicion

Longitud de la onda de medicion: 405 nm
Longitud de la onda de referencia: 690 nm
Temperatura de medicion: +37°C

La medicion es iniciada después de la adicion del substrato inmediatamente o tras 2
minutos dependiendo del software de control usado. Los datos crudos son registrados una
vez por minuto entre el minuto 2 y 10. En base a esta informacion, la diferencia de
absorbencia por minuto (AA405/min = AV) es calculada.

6 EVALUACION

El BLxxx y los blancos de reactivo (NCpoo, NC) son realizados en cada ocasion de prueba.
Los blancos de reactivo son restados de los correspondientes valores de prueba:

» LaAV de NC es restada de AV de BLxxx

» La AV de NCpo €s restada de AV de estandares, muestras y control.
Los valores AV corregidos segun el blanco son usados para el calculo.

6.1 Solucion de envase final de la inmunoglobulina humana

El resultado corresponde a una solucion al 3% de la inmunoglobulina.

La muestra BL de algunas preparaciones de inmunoglobulina es principalmente mas alta
que el resultado de la muestra debido a una actividad no-especifica de amidasa conocida
para soluciones de inmunoglobulinas. Asi, los valores de la muestra BL no son restados de
los resultados de la muestra.

6.2 Albiumina humana
El valor de la muestra BL no es restado del valor de la muestra pero es indicado en la
caratula del analisis.

6.3 Criterios de Aceptaciéon para un resultado de prueba vdlido

» El coeficiente de correlacion de la funcidn de calibracion debe ser > 0.990.
» El resultado de la muestra de control tiene que estar dentro del rango definido por
la correspondiente base de datos u hoja de control de calidad.

En caso de que un rango de control se exceda o en caso de que un coeficiente de
correlacion sea invalido, toda la secuencia tiene que ser repetida.
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7 DOCUMENTACION

La siguiente informacion de preferencia estd contenida dentro de los datos crudos, hojas
adicionales de evaluacion o los respectivos LIMS. Se debe asegurar la trazabilidad
consistente de los resultados.

Configuracion de la placa de micro titulacion y descripcion.

AV de estandares, controles, muestras y blancos, asi como también los valores
corregidos

Gréfico de la funcion de calibracion

Coeficientes y coeficiente de correlacion de la funcién de calibracién

Factores de dilucion de las muestras

Actividad PKA de muestras y controles con consideracion de cualquier factor de
dilucién

RSD[%] de los resultados de la determinacion doble

Resultado medio de cada determinacién doble

Caréatula con un resumen de los resultados de toda la placa de micro titulacion

8 NOTAS ESPECIALES

YVVV VVVV VY

8.1 Limite de cuantificacion (LOQ)

Albumina humana 2.0 Ul/mL

OCTAGAM®, NEWGAM 2.0 UI/mL (en base a una solucién 1gG3 %)
8.2 Digitos Significativos

Los resultados pueden ser reportados con un digito significativo tras el punto decimal, por
ej. 2,8 Ul/mL, pero deben cumplir con las correspondientes especificaciones de producto.

9 ABREVIATURAS

AV diferencia de absorcidn por minuto entre minutos 2 y 10 (AA405/min)

EP oo European Pharmacopoeia (Farmacopea Europea)

LIMS.......cco.. Laboratory Information Management System (Sistema de Gestion de
MTP Placa de micro titulacion

NIBSC ............... National Institute for Biological Standards and Control (Instituto
Nacional para Estandares y controles Bioldgicos)

QC..rriiee, Quality Control (Control de Calidad)

PKA ..o Activador de precalicreina

PK-pool.............. Pool de Precalicreina

PNA ... p-Nitroanilina

POL.....covvvrne. Politica

RSD ...cocovvivinns Desviacion Estandar Relativa
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SOP...cveevre, Standard Operating Procedure (Procedimiento Operativo Estandar)
VAL....cooovrrnnn. Validacion
WFI...oooviiene, Agua para Inyeccion
WFL....cccoviieene Agua para uso de laboratorio
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Actualizacion de acuerdo con CC 13803 (relativo a
Gammanorm y Rhesonativ).

RAZON DE EMISION: Sustitucion de los criterios de aceptacion especificos con
referencia a los requisitos establecidos en la especificacion
del producto final.

Departamentos de Control de Calidad del grupo

AREA DE APLICACION:
Octapharma

AUTOR: M. Edblad; 16.11.2012 (\Validacion del Método)

(Jefe Internacional de la

REVISION: Validacion de los Métodos)

(Control Corporativo de la

APROBACION: e Calidad)

(Garantia Corporativa de la
........................................... Calidad)

Este Procedimiento Operativo Estandar (SOP) define el encuadramiento general
necesario para el tema mencionado. Puede ser traducido a los respectivos idiomas,
utilizados en las diferentes instalaciones de Octapharma y se complementa con la
informacién adicional de acuerdo con las necesidades locales, siempre y cuando no
existan discrepancias o conflictos con la informacion indicada en el interior del SOP-
principal. Las diferentes instalaciones de Octapharma seran responsables por la
validez de las traducciones e informaciones adicionales.
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1 EUNDAMENTO DE LA PRUEBA

Control Visual: En las soluciones parenterales las particulas visibles se evalGan de acuerdo
con la Farmacopea Europea.

Estabilidad a corto plazo: La estabilidad del color de la Albumina humana se controla por
la incubacion a 57°C y la inspeccion visual de acuerdo con CFR21.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Corresponding Analytical SOPs of Octapharma subsidiaries in the particular languages
Corresponding equipment SOPs of Octapharma subsidiaries in the particular languages
Corresponding quality control sheets or database reports of the particular Octapharma
subsidiaries

Corresponding method validation documents prepared by QC Vienna

Corresponding method transfer and comparison documents prepared by QC Vienna
015POL000 - Corporate Change Control Policy

European Pharmacopoeia, monograph 2.9.20, Particulate contamination: visible particles
CFR 21part 640, Additional standards for human blood and blood products,

Subpart H, §640.82 (f) Albumin (Human), Heat stability

Corresponding Final Product Specification (FPS) for the respective product and country
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3 EQUIPOS Y REACTIVOS

Equipos, reactivos y otros materiales resaltados en negrita, cursiva y subrayado, son
estrictamente obligatorios para cada lugar. Otras marcas de equipos, reactivos y materiales
que demostraron y probaron ser validos. Son solamente sugerencias para su uso y pueden
ser sustituidos por un producto de otra marca o proveedor, en caso de que tenga la misma
calidad y funcionalidad, cuando el método no se vea afectado por el cambio. En cualquier
caso, los cambios tienen que ser manejados de acuerdo con el 015POL000.

3.1 Equipos

. Equipos para particulas visibles seguin la Farmacopea Europea, monografia
2.9.20

° Incubadora

4 PROCEDIMIENTO DE LA PRUEBA

4.1 Preparacion de la muestra

Para el control visual y la estabilidad a corto plazo, la preparacién de la muestra no es
necesaria.

4.2  Procedimiento

4.2.1 Control visual de las preparaciones liquidas

Se debe analizar un vial al inicio, a mediados y al final del llenado de cada lote.

Cualquier etiqueta adherente se retira de los envases de la muestra y la parte externa se
lava y se seca. Los envases se giran suavemente o se invierten sin introducir burbujas de
aire y se observan durante 5 segundos aproximadamente frente a un panel blanco. Luego
se repite el procedimiento frente al panel negro.

4.2.2 Estabilidad a corto plazo de la Albimina

Una botella del envase final se incuba durante 50 horas a 57°C.
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5 EVALUACION

5.1 Control visual de los liguidos

Se realiza una inspeccion visual relativa a la apariencia del producto, segun los requisitos
establecidos en las especificaciones del producto final.

Se registra cualquier particula visible.

5.1.1 Criterio de aceptacion

Los requisitos establecidos en la especificacion del producto final deben cumplirse.

5.2 Estabilidad a corto plazo de la Albumina

Las muestras de albumina calentadas se comparan visualmente con las muestras del mismo
lote que no han pasado por esta fase de calentamiento.

5.2.1 Criterio de aceptacion
No deben producirse cambios visibles en las muestras.

6 DOCUMENTACION

La siguiente informacion se indica en los datos en bruto, en las hojas de evaluacion
adicionales o en los LIMS respectivos. Se debe garantizar una trazabilidad consistente de
los resultados:

Numeros de los lotes y de viales de las muestras
Fecha del analisis

Tiempos exactos del inicio y fin de la incubacién
Nombre del analista y del revisor

YV VYV

7 NOTASESPECIALES

7.1  Volumenes minimos de las muestras

Se necesitan tres muestras de los envases finales de cada producto para realizar el control
visual.

Para la estabilidad a corto plazo, se necesita un envase final de Albdamina.
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8 ABREVIATURAS

EP Farmacopea Europea

Ph. Eur.............. Farmacopea Europea
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SOP...cveieree, Procedimiento Operativo Estandar
VAL.....coovvrnn. Validacion

POL.....ooovvenen. Politica

LIMS.....cccevne. Sistema de Informacion de Laboratorio

130SOP115-04_Es.docx 2012 Nov 16 / EDMA



SOP-PRINCIPAL PARA DETERMINACIONES ANALITICAS

ocl'q phormo Determinacion de N-Acetil-DL-triptofano en la

solucidn de albamina humana y solucién de proteinas
Corporate Quality Control Department plasmaticas humanas por SEC-HPLC

130SOP146/01 reemplaza: 130SOP146/00 | Valido desde: C

RAZON DE EMISION:  actualizacion después de la revalidacion
cambio de las soluciones de calibracion y del rango
cambio de la prueba de idoneidad del sistema y sus criterios
de aceptacion
adicion de un cromatograma de ejemplo
supresion de 2* columna (TSK gel G300SW)

Departamentos de Control de Calidad del Grupo

AREA DE APLICACION:
Octapharma

AUTOR: D. Krause, 04.Jul.2008 (Método de Validacion)

(Jefe Internacional de los

REVISION: e métodos de validacién)

(Control Corporativo de la

APROBACION: e Calidad)

(Aseguramiento de la
Calidad Corporativa)

Este Procedimiento Operativo Estandar (SOP), define el encuadramiento general
necesario para el tema mencionado. Puede ser traducido a los respectivos idiomas
utilizados en las diferentes instalaciones de Octapharma y se complementa con
informacion adicional de acuerdo a las necesidades locales, siempre y cuando no
existan discrepancias o conflictos con la informacion indicada en el interior del SOP-
principal. Las diferentes instalaciones de Octapharma serdn responsables por la
validez de las traducciones e informaciones adicionales.

130SOP146-01 N-AC-DL-TRP sp new LC040712.doc



SOP-PRINCIPAL PARA DETERMINACIONES ANALITICAS

oclapharma

Corporate Quality Control Department

Determinacion de N-Acetil-DL-tript6fano en la solucion
de albimina humana y solucién de proteinas
plasmaticas humanas por SEC-HPLC

130SOP146/01

Pagina 2 de 13

HISTORIAL DE REVISION

Version Fecha Razdén de Emision
000DTM146/00 26.01.1999 1™ edicién
ningun cambio en el método analitico
., . o
000DTM146/01 18.01.2000 de la solucion protelc'a’ al 5% de plasma
humano; Correccion de errores
tipograficos
130SOP146/00 08.11.2005 Definicion de un egtandar a nivel
corporativo;
actualizacion después de la
revalidacion
cambio de las soluciones de
calibracion
cambio de la prueba de
130SOP146/01 03.07.2008 idoneidad del sistema y sus

criterios de aceptacion

adicion de un cromatograma de
ejemplo

supresion de 2 columna (TSK
gel G300SW)

130SOP146-01 N-AC-DL-TRP sp new LC040712.doc

04.Jul.2008/Kr



SOP-PRINCIPAL PARA DETERMINACIONES ANALITICAS

ocl'q phormo Determinacion de N-Acetil-DL-tript6fano en la solucion

de albimina humana y solucién de proteinas

Corporate Quality Control Department plasmaticas humanas por SEC-HPLC
130SOP146/01 Pagina 3 de 13

TABLA DE CONTENIDOS

1 PRINCIPIO DE LA PRUEBA.................... ERROR! BOOKMARK NOT DEFINED.

2 REFERENCIAS, LITERATURA.............. ERROR! BOOKMARK NOT DEFINED.

3 EQUIPOS Y REACTIVOS ..o ERROR! BOOKMARK NOT DEFINED.
3.1 EQUIPOS cneieiiteite ettt ettt sttt e b e nteebeeenaeenne 5
3.2 REACHVOS ...eevievieeieieieieeie ettt Error! Bookmark not defined.

4 SOLUCIONES ...ttt bbbttt bbbt ne e 6
A1 EIUYENTE .ottt ettt ettt ettt e eesnbe b 6
4.2 Solucién de cloruro de sodio, 0.9% (solucion salina 0.9%) .......cocceeveieviiniennn. 6
4.3  Gel de filtracion estandar............ccoceeveerenreerennnne. Error! Bookmark not defined.
4.4  Solucién de hidroxido de sodio, 10% (NaOH 10%).....ccoevieneeniinieniieieniesieeene 7
4.5 Solucién Stock del N-Acetil-DL-triptofano, 0.1 g/mLError! Bookmark not defined.
4.6 Solucién de calibracion S1a S3........ccccoevvinnnee Error! Bookmark not defined.

5 PROCEDIMIENTO DE LA PRUEBA .....ERROR! BOOKMARK NOT DEFINED.
5.1 Preparacion de las soluciones de calibracion S1 a S3Error! Bookmark not defined.
5.2 Preparacion de las muestras...........ceceevveveeriennenens Error! Bookmark not defined.
5.3 Preparacion de HPLC y la columna de separacionError! Bookmark not defined.
5.4 Prueba del Sistema de Idoneidad.......................... Error! Bookmark not defined.
5.5 Desempeno del ensayo..........ccceeveeveereecreeveenennn. Error! Bookmark not defined.
5.6 Parametros cromatograficos...........ccevvevvrrriennnen. Error! Bookmark not defined.

6 EVALUACION. ..ottt 10
6.1 Criterios de aceptacion para un resultado de prueba valido .Error! Bookmark not defined.

6.1.1 Prueba del Sistema de Idoneidad ............. Error! Bookmark not defined.
0.2 MUECSEIAS ...veevieeieiieieieeie ettt eeees Error! Bookmark not defined.
6.3 Ejemplo de cromatogramas............cccceeeveeveenneene.. Error! Bookmark not defined.
6.3.1 Producto final de la muestra de albumina humanaError! Bookmark not defined.

DOCUMENTACION ...coveiiseceeeeetes e ee ettt ses s st nenaas 12

8 NOTASESPECIALES .........coooiviiiinn, ERROR! BOOKMARK NOT DEFINED.
8.1 COMVEISIONES ...veeeuvrieeiiieeiieeeiteesteeeateeesnteeessseeansseeesseesssseesnsseessseesssseesnsseesnsseesns 12
8.2 Volumen de la muestra .........c.ccoeeeeereneenenennn Error! Bookmark not defined.

9 ABREVIATURAS ..ottt sttt nbe st nenbeeneene e 13

130SOP146-01 N-AC-DL-TRP sp new LC040712.doc 04.Jul.2008/Kr



SOP-PRINCIPAL PARA DETERMINACIONES ANALITICAS

ocl'q phormo Determinacion de N-Acetil-DL-tript6fano en la solucion

Corporate Quality Control Department plasmé-ticas humanas por SEC-HPLC

de albimina humana y solucién de proteinas

130SOP146/01 Pagina 4 de 13

1 PRINCIPIO DE LA PRUEBA

El N-Acetil-DL-triptéfano se determina por medio de la cromatografia liquida de acuerdo
con el principio de la cromatografia de exclusion por tamafio, utilizando un método
estandar externo. La deteccion por UV se realizé a 280nm.

2
1.

10.
11.

REFERENCIAS, LITERATURA

Corresponding analytical SOPs of Octapharma subsidiaries in the particular
languages

Corresponding equipment SOPs of Octapharma subsidiaries in the particular
languages

Corresponding quality control sheets or database reports of the particular
Octapharma subsidiaries

Corresponding method validation documents prepared by QC Vienna
Corresponding method transfer and comparison documents prepared by QC
Vienna

European Pharmacopoeia, monograph 0255: Human albumin solutions

European Pharmacopoeia, general chapters, methods of analysis 2.2.29: Liquid
Chromatography

European Pharmacopoeia, general chapters, methods of analysis 2.2.46:
Chromatographic separation techniques

United Stated Pharmacopoeia, general chapters, <621> Chromatography

United Stated Pharmacopoeia, Official Monographs, Albumin Human
015POLO000 - Corporate Change Control Policy
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3 EQUIPOSY MATERIALES

Equipos, reactivos y otros materiales que resaltan con negrita, cursiva y subrayado, son
estrictamente obligatorios para cada lugar. Otras marcas de equipos, reactivos y materiales
que demostraron y probaron ser validos. Solamente son sugerencias para su uso y pueden
ser sustituidos por un producto de otra marca o proveedor, en caso de que tenga la misma
calidad y funcionalidad, cuando el método no se vea afectado por el cambio. En cualquier
caso, los cambios tienen que ser manejados de acuerdo con el 015POL000.

3.1 Equipos
° El sistema HPLC consta de:

La bomba, detector de UV, muestreador automatico, ordenador con
software de evaluacion
. Tamafio de las columnas de exclusion de la cromatografia (TOSOH
BIOSCIENCE)
TSKagel G3000 SWy; , 7.8 mm ID x 30 ¢cm, tamafio de las particulas de Sum,
mas las pre-columna
Pipetas de piston y puntas
Dispensador con Combitips
Frascos automuestreadores con tapas
Unidades de filtro desechable, tamafo de poro 0,2 pm, por ejemplo Millex-GV
Mezclador de la vibracion
Agitador
Tubos de ensayo desechables
Material de vidrio, p. €j matraces aforados
Balanza analitica
Balance de precision
Unidad de la membrana de filtracion consiste en:
Filtro de menbrana, discos de filtro de acetato de (tamafo de poro: < 0,45
um) y bomba de vacio
o Magnetic stirrer
o Agujas de inyeccion, estériles
o Jeringas desechables, 2 ml
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3.2 Reactivos

. Filtracion con gel estandar (BIO-RAD) que contiene:
Tiroglobulina, MW 670 000 5.0 mg
- -globulina bovina, MW 158 000 5.0 mg
ovoalbumina de pollo, MW 44 000 5.0 mg
equina mioglobina, MW 17 000 2.5mg
vitamina By,, MW 1350 0.5 mg

° Hidrogeno fosfato disodico dihidrato, Na,HPO4.2H,0, p.A

. di-Sodio hydrogeno fostato monohidratado, NaH2PO4.H20, p.A.

. Cloruro de sodio, NaCl p.A.

. Azida so6dica, NaN3; como conservante

o Agua para uso en laboratorio, WFL

o N-Acetil-DL-triptéfano, pureza > 98%

o Albumin blank sample, e.g. Albumin with a concentration of about 20% without

N-Acetyl-DL-Tryptophan
Control de la muestra, p. ej albimina humana 20% (OCTAPHARMA)
° Solucion de hidroxido de sodio, 50%

4 SOLUCIONES

4.1 Eluyente

4,87 g Na,HPO4.2H,0, 1,74 g NaH,P0O4.H,O y 11.69g de NaCl se disuelven en 1000ml
WFL. 50mg NaN; se pueden afiadir para su conservacion. El tampon de elucion se filtro a
través de un poro de 0,2pum de tamafio y se desgasifica antes de su uso.

Estabilidad: 1 mes a +2°C y +8°C si se afiade NaN3 como conservante.

4.2  Solucién de cloruro de sodio, 0.9%, (solucién salina 0.9%)

9,0 g de cloruro sodico se disuelven en 1000 ml WFL.

4.3  Gel de filtracion estandar

Varios de los frascos de gel de filtracion estandar se disolvieron cada uno en 1000 uL WFI,
se agruparon y se diluyeron 1 + 1 con solucién salina al 0,9%. La solucion se filtr6 a través
de una unidad de <0,45 filtros, en porciones en el frasco de automuestreador (100 uL) y se
congelaron a -20°C.
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4.4  Soluciéon de Hidroxido de sodio, 10% (NaOH 10%o)

La solucion de hidroxido sodico 50% se diluyo 1 + 4 con WFL, dando una concentracion
de 10%.

4.5  Solucion Stock del N-Acetil-DL-triptofano, 0.1 g/mL

1,000 g = 1 mg de N-Acetil-DL-triptofano se afiaden a 1 mL de NaOH 10% y se llena con
WFL a un volumen final de 10 ml.

Si la disolucién es incompleta, puede ser afiadido de 1 a 2 gotas de NaOH al 10% o
adicionalmente la solucion se homogeneiza en un bafio de ultrasonidos durante
aproximadamente 5 minutos.

Estabilidad: 3 meses si se conserva a +2°C y +8°C.

4.6  Solucion de calibracion S1 a S3

A partir de la Solucién Stock (0,1 g/ml) y una muestra de albumina en blanco (el contenido
de proteina es aproximadamente 20%) las soluciones de calibracion se preparan de la
siguiente forma:

Concentracion de Muestra blanca de Solucion-Stock
Nombre | N-Acetil-DL-Triptéfano Albumina U (L]
[mg/mL] [uL] H
S1 1 1980 20
S2 3 1940 60
S3 5 1900 100

Si se utiliza otra concentracion de proteina, tienen que cambiar las consecuencias de las
diluciones.

Estabilidad: 3 meses si se conserva a +2°C y +8°C.
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5 PROCEDIMIENTO DE LA PRUEBA

5.1 Preparacion de las soluciones de calibracion S1 a S3

Soluciones de calibracion (véase 4,6) se diluyo hasta un contenido de proteina de aprox.
1% con NaCl 0,9%, dando las concentraciones siguientes:

Nombre Soluci('?n de cali'braci(')n N-Acet‘il-DL-T'riptéfano
N-Acetil-DL-Triptofano (dilucién considerada)
S1 1 mg/mL 0.05 mg/mL
82 3 mg/mL 0.15 mg/mL
83 5 mg/mL 0.25 mg/mL
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5.2 Preparacion de las muestras

Las muestras se diluyeron con solucion salina al 0,9% en un contenido de proteina de
aprox. 1%. Las soluciones de muestra diluida se pueden filtrar a través de una unidad de
filtracion de 0,2um disponibles en frascos automuestreadores automaticos.

5.3 Preparacion del HPLC vy de la columna de separacion

Al comienzo de cada serie de ensayos, durante un periodo de 15 minutos, el flujo del
sistema de HPLC aumenta lentamente a una velocidad del flujo de 0,5mL/min y la
columna se equilibra durante 30 minutos.

5.4  Prueba del Sistema de Idoneidad

La prueba de idoniedad del sistema se lleva a cabo utilizando el estandar de filtracion en el
gel antes de cada secuencia. Las condiciones de separacion cromatograficas estan en
conformidad con el item 5.6.

5.5 Desempeio del ensayo

Cada serie de una calibracion se lleva a cabo usando las soluciones de calibracion S1 a S3
(5.1) donde S1 y S2 son inyectados una vez y S3 es analizado 6 veces para evaluar la
precision de la inyeccion (parte de la SST) y se realiza al menos 1 inyeccion de la muestra
de control. Una muestra de cada lote es analizada mediante una sola inyeccion.

5.6  Parametros cromatoqraficos

Caudal: 0,5 mL/min, isocratico

Columna: TSK gel G3000SWXL, 7,8 mm de didmetro interior x 30 cm, mas pre-columna
Volumen de inyeccion: 20 uLL

Deteccion: UV 280 nm

Tiempo de ejecucion: 35 min
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6 EVALUACION

6.1 Criterios de aceptacion para un resultado de prueba valido

6.1.1 Prueba del Sistema de Idoneidad

Los valores de la norma de filtracion en gel para la gammaglobulina se introducen en la
prueba del sistema de idoneidad.
»  Gel-Filtracion estandar:
Platos tedricos del pico de gamma globulina en la norma del Gel-Filtracion
estandar en:

> 1100 acc. validacion: > 1000

En caso de que el resultado de los platos tedricos se encuentra entre 1000 y 1100 y
las muestras de control se encuentran dentro de sus limites, la secuencia es valida,
pero antes de la secuencia siguiente de la columna tiene que ser cambiado.

Curva de calibracion: correlacion tiene que ser igual al menos > 0.995
RSD% del area del pico resultante de la determinacion de S3 por 6-veces: < 5%
Asimetria de N-acetil-DL-triptéfano pico entre 0,8 y 1,5
El resultado de la muestra de control tiene que estar dentro de los limites
especificados.

VVVY

6.2 Muestras

Realizar la evaluacion de acuerdo con el método estandar externo mediante la calibracion
con las soluciones arriba mencionadas estandar (1,0 a 5,0 mg / ml) y calcular la funcién de
regresion lineal.

La concentracion de N-Acetil-DL-triptofano para el area del pico correspondiente de la
muestra desconocida (considerando factores de dilucion) se calcula a partir de la funcion
de regresion.

Una regresion lineal se calcula utilizando las areas de los picos y las correspondientes N-
acetil-DL-triptofano, las concentraciones de los patrones inyectados. Esto se hace
automaticamente por el software de evaluacion. La impresion de la evaluacion de la linea
de regresion se almacena junto con las primas de los datos de cada secuencia de analisis.
Los criterios de aceptacion se define en la seccion 6.1.1.
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6.3 Ejemplo de cromatograma

6.3.1 Muestra de Producto final de Albumina Humana
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7 DOCUMENTACION

La siguiente informacion debe ser guardada junto con los datos iniciales, hojas adicionales
de evaluacion o el respectivo LIMS: Se debe asegurar la trazabilidad consistente de los
resultados.

> Impresion de la curva de calibracion
> Cromatogramas de los estandares y las muestras con los resultados calculados
> cubierta de hoja con un resumen de los resultados del ensayo completo

8 NOTAS ESPECIALES

8.1 Conversiones

N-Acetil-DL-Triptofano [mg/mL]
N-Acetil-DL-Triptofano [mmol/L] = e 1000 [mL]
MW N.Acetil-DL-Triptofano [Mg/Mmol]

N-Acetil-DL-Triptéfano [mg/mL] 100
N-Acetil-DL-Triptéfano [mmol/g Albumin] = . Albumina
MW N-Acetil-DL-Triptofano [mg/ mmOl] [g /IOOmL]
N-Acetil-DL-Triptofano [mg/mL] 1000
N-Acetil-DL-Triptéfano [mmol/g protein] = °
MW N_acetil-DL-Triptsfano [Mg/mmol] proteina [g/L]
Explanation:
MW peso molecular del N-Acetil-DL-Triptéfano 246.3 mg/mmol
1000 Factor de conversion para el cambio demL a L
100 Factor de conversion para considerar el porcentaje de albimina a partir de

la composicion de proteinas
Albimina %-resultado de la composicion de proteina (electroforesis)
proteina  contenido de proteinas nominal
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8.2  Volumen de la muestra

Volumen minimo de la muestra para la prueba: 1 mL

9 ABREVIATURAS

AU i Unidad de Absorbancia

CAF ...ccove Pelicula de acetato de celulosa para la electroforesis
CBER................ Centro de Evaluacion e Investigacion Biologica
CFR.....cccvee Codigo de regulaciones federales

EP oo Farmacopea Europea

HPLC................. Cromatografia liquida de alto rendimiento

| 1D Didmetro interior

LIMS.....cccevens Informacion de laboratorio del sistema de gestion
MW . Peso molecular

POL.......ccvenne. Politica

QC..i Control de Calidad

RSD ..o Desviacion estandar relativa

SOP....covvvvienn Procedimiento operativo estandar

SST e Sistema de idoneidad de prueba
VAL...ccooi. Validacion
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130SOP149/10 Sustituye a: 130SOP149/09 | Valido desde: C

RAZON DE EMISION:  Reanudacion de los limites de repetibilidad
Aplicacion de diferentes diluciones a OCTAGAM IP1
Inclusion de las muestras QAT en-proceso de NewGam
Sustitucion de los controles internos por los controles
corporativos
Inclusion de las muestras a granel S4a después de la
validacion
Definicion de estabilidad de las muestras de envases finales
del fibrin6geno reconstituidas

Departamentos de Control de Calidad del grupo

AREA DE APLICACION:
Octapharma

(QC de la Validacion del

AUTOR: J. Miillner, 04.03.2014 .
método)

(Jefe Internacional de la

REVISION: e, Validacion de los Métodos)

(Control Corporativo de la

APROBACION: e Calidad)

(Garantia Corporativa de la
........................................... Calidad)

Este Procedimiento Operativo Estdndar (SOP) define el encuadramiento general necesario
para el tema mencionado. Puede ser traducido a los respectivos idiomas, utilizados en las
diferentes instalaciones de Octapharma y se complementa con la informacion adicional de
acuerdo con las necesidades locales, siempre y cuando no existan discrepancias o conflictos
con la informacion indicada en el interior del SOP-principal. Las diferentes instalaciones de
Octapharma seran responsables por la validez de las traducciones e informaciones
adicionales.
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HISTORIAL DE REVISIONES

Version Fecha Motivo de la emission

Reanudacion de los limites de repetibilidad de
las muestras en proceso y del envase final
Aplicacion de diferentes diluciones a la muestra
IP1 de OCTAGAM, dependiendo del contenido

total de proteinas después del cambio de los
limites de 30-90 g/1, de acuerdo con CC10/174

Inclusion de las muestras QAT en proceso de
NewGam, para la validacion del proceso de
130SOP149/10 04.03.2014 fabricacion

Sustitucion de los controles internos por los
controles corporativos

Inclusion de las muestras a granel S4a después
de la validacion

Definicion de la estabilidad de la muestra

reconstitgida de los Envases finales de
FIBRINOGENO

Enmiendas editoriales

Definicion de la muestra en proceso 1 de
130SOP149/09 28.02.2013 Octagam con 30 - 60 g de proteina /L, debe ser
probada sin diluir

Inclusion de la determinacion de proteinas
totales en envases finales de FIBRINOGENO
junto con los factores de correccion

130SOP149/08 29.11.2012 correspondientes de Kjeldahl.

Adicién de una formula de evaluacion detallada
para las muestras con espacios en blanco de las

muestras (generalmente solo se ha mencionado

en la version 06)

Ampliacion del &mbito de aplicacion de las
130SOP149/07 11.04.2012 muestras en proceso y del envase final a
NewGam después de la validacion

Actualizacion de la tabla 5.2.1 de la correlacion
130SOP149/06 20.11.2009 entre las muestras en proceso de Cohn y el
fraccionamiento de Kistler Nitschmann
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HISTORIAL DE REVISIONES

Version Fecha Motivo de la emisién

CC 09/103 - Determinacion de la proteina
total en la muestra FFP mediante el método
de Biuret - determinacién sencilla y/o
130SOP149/05 09.09.2009 determinacion doble.

000VAL149 IP 26x/00 Supl. — Cambio de la
determinacion triple a doble para la Muestra 4
de OCTAPLEX IP

El factor de correccion de Kjeldahl ha sido
actualizado para Rhesonativ y Gammanorm
de acuerdo con el control de cambios 2008-
205 (OAB), después de una re-validacion.

Aclaracion en el rendimiento en el analisis de
Octaplas.

1300P149/04 07.01.2009

Inclusion de la designacion de muestras en
proceso para el fraccionamiento basico segun
el proceso de Kistler Nitschmann.

Sustitucion de la tabla de diferencias
maximas aceptables, dada en la seccion 6.1,
130SOP149/03 01.09.2008 por la referencia de la cita correspondiente.

Inclusion de las muestras en proceso y del
envase final de OCTAPLEX segun CC
07/066 (OPG) y de las muestras en proceso y
del envase final de OCTAPLAS y UNIPLAS
segun CC 07/067 (OPG), después de la
validacion.

Inclusion de las muestras del envase final y
en proceso de GAMMANORM/
130SOP149/02 Julio de 2008 RHESONATIV y de las muestras del envase
final de ATENATIV segun CC 2006-297 en
OAB.
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HISTORIAL DE REVISIONES

Version Fecha Motivo de la emision

Introduccioén del diluyente para ser usado en
blancos de reactivos de las muestras en
proceso 1 y 2 de OCTAGAM y omisién de la
correccion del calculo de los resultados de
medicion tras un estudio de validacion

130SOP149/01 20.04.2007 compl'ementarlo segun CC 06/98.
Inclusion de las muestras de pool de plasma,

muestras en proceso 1 a 4 de COHN,
muestras 5, 6, A, B, E y G de las muestras en
proceso de la Albimina 4%, 5%, 20% y 25%
y del envase final después de la validacion
segun CC 06/99.

Definicion de un estandar a nivel corporativo
para la armonizacion de la determinacion de
130SOP149/00 29.08.2006 las proteinas totales en las muestras en
proceso y del envase final de OCTAGAM
por el método BIURET tras la validacion.
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1

FUNDAMENTO DE LA PRUEBA

Las proteinas forman un complejo coloreado con iones cupricos en un medio alcalino. Los
iones de cobre en el reactivo de Biuret se enlazan a las uniones peptidicas de proteinas
formando complejos con un color purpura, que se pueden medir en la region a 546 nm
usando un espectrofotometro. La intensidad del color es directamente proporcional a la
concentracion de proteinas y se determina fotométricamente.

2

e A e

10.
11.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Corresponding Analytical SOPs of Octapharma subsidiaries in the particular languages

Corresponding equipment SOPs of Octapharma subsidiaries in the particular languages

Corresponding quality control sheets or database reports of the particular Octapharma subsidiaries
Corresponding method validation documents prepared by any QC department

Corresponding method transfer and comparison documents prepared by QC Vienna

015POLO001 - Corporate Change Control Policy

006POL006 Corporate Guidance Procedure Definition and Handling of Quality Control Charts

T.E. Weichselbaum. “An accurate and rapid method for the determination of proteins in small
amounts of blood serum and plasma”, Am.J.Clin.Phatol. 16,Tech. Sect. 10, 40-49 (1946)

A.G. Gornall, C.J. Bardawill, M.M. David. “Determination of serum proteins by means of the Biuret
reaction”, J.Biol. Chem.177, 751-766 (1949)

European Pharmacopoeia, Total protein 2.5.33

S. Kromidas: Handbuch der Validierung in der Analytik, Wiley VCH (2000)
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3

EQUIPOS Y REACTIVOS

Equipos, reactivos y otros materiales resaltados en negrita, cursiva y subrayado, son
estrictamente obligatorios para cada lugar. Otras marcas de equipos, reactivos y materiales
que demostraron y probaron ser validos. Son solamente sugerencias para su uso y pueden
ser sustituidos por un producto de otra marca o proveedor, en caso de que tenga la misma
calidad y funcionalidad, cuando el método no se vea afectado por el cambio. En cualquier
caso, los cambios tienen que ser manejados de acuerdo con el 015POL000.

3.1

e o o o o o 00
N

Equipos

Espectrofotometro UV-VIS (con haz simple o doble)

PC con software de control y evaluacion

Pipetas y puntas adecuadas para las diluciones de las muestras

Pipeta adecuada, por ejemplo, Dispensador manual con CombiTips para dispensar
el reactivo

Tubos de pruebas de poliestireno desechables

Cubetas de poliestireno desechables

Mezclador de vibracion

Crondmetro

Reactivos

Sulfato de pentahidrato de cobre (II) para andlisis (por ejemplo, MERCK)
Granulos de hidroxido de sodio, para analisis (por ejemplo, MERCK)
Tetrahidrato de tartrato de sodio de potasio para analisis (por ejemplo, MERCK)
Yoduro de potasio para analisis (por ejemplo, MERCK)

OCTAGAM Estandar corporativo RS122

ALBUMINA Estandar corporativo RS118

OCTAGAM Control corporativo RS529

ALBUMINA Control corporativo.RS560

Cloruro de sodio para andlisis (por ejemplo, MERCK)

Monohidrato de Maltosa (por ejemplo, SIGMA, grado I,)

Agua para uso en Laboratorio, WFL (OCTAPHARMA)
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4 SOLUCIONES

4.1 Reactivo de Biuret

Se disuelven 5.1 g de tetrahidrato de tartrato de sodio de potasio, 5.0 g de yoduro de
potasio, 3.0 g de pentahidrato de sulfato de cobre (II) y 8.0 g de hidréxido de sodio en 800
ml de WFL vy se llena hasta los 1000 ml. No se afiade ningin producto quimico hasta que
el agregado anterior se haya disuelto completamente; esperar unos 20 minutos entre
adiciones. Periodo de validez: 1 mes entre +15°C y +25°C.

4.2 Reactivo de la muestra en blanco

Se disuelven 5.1 g de tetrahidrato de tartrato de sodio de potasio, 5.0 g de yoduro de
potasio y 8.0 g hidroxido de sodio en 800 ml de WFL y se llena hasta los 1000 ml. No se
aflade ningin producto quimico hasta que el anterior agregado se haya disuelto
completamente, esperar unos 20 minutos entre adiciones. Periodo de validez: 1 mes entre
+15°Cy +25°C.

4.3 Solucidn salina isoténica

Se disuelven 9.0 g de cloruro de sodio en WFL dando 1000 ml. Periodo de validez:
Definido en el SOP local respectivo.

4.4  Diluyente — Solucion Salina Isotonica con 10% (w/v) de Maltosa

Se disuelven 11.0 g de monohidrato de maltosa en 100 ml de solucién salina isotdnica.
Periodo de validez: 1 mes entre +2°C y +8°C.

45  OCTAGAM Estandar corporativo RS122

OCTAGAM 5% FC, listo para el uso. Periodo de validez: un mes entre +2°C y +8°C,
después de haber sido utilizado.

46  ALBUMINA Estandar corporativo RS118

Albtimina 5% FC, lista para el uso. Periodo de validez: un mes entre +2°C y +8°C, después
de haber sido utilizado.

4.7  OCTAGAM Control corporativo RS529

OCTAGAM 5%, listo para el uso. Periodo de validez: un mes entre +2°C y +8 °C, después
de abrirse.

48  ALBUMINA Control corporativo RS560

Albimina 25% FC, lista para el uso. Periodo de validez: un mes entre +2°C y +8°C,
despu¢s de abrirse.
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5 PROCEDIMIENTO DE LA PRUEBA

Todas las soluciones/materiales tienen que ser llevados a temperatura ambiente antes de su
uso.
51  Calibracion

Cada prueba esta calibrada frente al actual estdndar corporativo aplicando un punto de
calibracion, utilizando, ya sea RS122 de las muestras en proceso o del envase final para
OCTAGAM vy NewGam, o RS118 para el resto de las muestras (vea las tablas de la
seccion 5.2).

5.2 Preparacién de las muestras

Las muestras y los controles tienen que ser diluidos en el rango de medicién adecuado y
validado, si es necesario.

Los estandares tienen que estar preparados por triplicado, las muestras por duplicado, a
excepcion de las mezclas de plasma (FFP), que se pueden medir por duplicado o como una
muestra Unica. Las diluciones de las muestras, los agentes diluyentes que se utilizardn, asi
como las muestras y blancos de reactivos necesarios a preparar, se resumen en las
siguientes tablas.

Las muestras que contienen maltosa deben ser diluidas con un diluyente; las muestras que
no contienen maltosa deben ser diluidas con suero isotonico puro.
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5.2.1 Pool de Plasma -, Fraccionamiento Bésico - y Muestras En-Proceso de la

Albumina
e Contenido
Etapas de ?fég;:: Dilucién  Para diluir Bl(;l:]:: dree Iﬁig@vo
Produccién Kistler Recomendada | con prep
Cohn Nitschmann Totales con
(gD
Estandar Corporativo RS118 =~ 50 Sin diluir! -
Pool FFP/Pool >50 -
- S1 >50 -
Fraccionamientol —p IP1 > 44 Sin diluir! -
Bésico
IP 3 1P 4 >20 -
IP 4 IP6 >8 -
IP 5 S2 ~ 80 x2
Pasta Vg Reactivo de Biuret
IP 6 S3 ~ 80 x2 y
IP A S 4 > 198 x5 Solucién Salina
., Isotonica
20% A granel S 4a >200 X6 Solucion
Salina
IPB S6 =200 x 4 Isoténica
IP A S4 >250 x6
25% A granel S 4a >250 x6
IPB S6 =250 x5
5% A granel IPE S9 ~50 -
Sin diluir!
4% A granel IPG S11 ~40 -
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5.2.2 Muestras de los Envases Finales de la Albumina

Contenido
Aprox. de Silein | By Ao
Muestra Proteinas Reactivo debe
Recomendada con
Totales prepararse con
(g/L)
Estandar Corporativo ~50
RS118 - o
Albtmina 4% FC 38-42 Sin diluir! - RC?;“Y? de
aret
Albumina 5% FC 47 - 53 y
. ) Solucis Solucion Salina
Albtmina 20% FC 190 - 210 x4 galiicrizn Isotonica
Albumina 25% FC 235 -265 x5 Isotonica
5.2.3 Muestras en proceso de OCTAGAM
Contenido
Muestra/ AprO)E. ie Diluciéon Para diluir Blapco de
Muestra Proteinas Reactivo debe
Producto Recomendada con
Totales prepararse con
(g/L)
Estandar Corporativo _ L
RS122 ~ 50 Sin diluir! -
61-90 x1.5 .y
IP1 Solucion
5%y 10% A 30-60 Sin diluir! Salina Reactivo de
granel P2 65 - 75 <15 Isotonica Bll\lﬁl‘Ct
IP4 55-65 Sin diluir! - Diluyente
5% A granel 1P 7 45-55 Sin diluir! -
0
10% A 1P 7 90 - 120 x2 Diluyente
granel

5.2.4 Muestras de los envases finales de OCTAGAM

Contenido
Ao, (9 Sietn | Bty - r0d
Muestra Proteinas Reactivo debe
Recomendada con
Totales prepararse con
: (g/L)
Esténdar Corporativo ~ 50 Sin diluir! ; Reactivo de
RS122 Biuret
OCTAGAM 5% FC 45 -55 Sin diluir! - y
OCTAGAM 10% FC 90 - 110 x2 Diluyente |  Diluyente
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5.2.5 Muestras en-proceso y de los envases finales de GAMMANORM

Contenido
Apr0>f. de Dilucién  Para diluir Factor de Blal.lCO de
Muestra Proteinas Recomendada N Correccion | Reactivo debe
Totales ceome o de Kjeldahl| prepararse con
(g/'L)
Estandar Corporativo RS118 =~ 50 Sin diluir! - - Reactivo de
UF conc., IP ~ 190 x 4.2 . 0.878 Biuret
Solucion y
Solucioén a granel, IP ~ 190 x4.2 Salina 0.878 Solucién Salina
I t’ 1 y .
Solucién de GAMMANORM, FC 165 x3.3 SOTOMICA T 0,878 Isoténica
5.2.6 Muestras en-proceso y de los envases finales de RHESONATIV
Contenido
Aprox. de o .. .| Factor de Blanco de
, Dilucion  [Para diluir ., .
Muestra Proteinas Recomendada con Correccion | Reactivo debe
Totales de Kjeldahl| prepararse con
(g/L)
Estandar Corporativo RS118 ~ 50 Sin diluir! - -
UF conc. (Inmunoglobulina normal
y Anti-D), IP = 190 x 4.2 0.878 Reactivo de
Solucién a granel. Solucis Biuret
(Inmunoglobulina normal y Anti- ~ 190 x4.2 QuCon | 878 vy
D), IP Salina Solucion Salina
Solucion de RHESONATIV, FC 165 x3.3 0.878
RHESONATIV, liofilizado, FC 100 x 2 0.878
5.2.7 Muestras de los envases finales de ATENATIV
Couiend o Factor de Blanco de
Aprox. de Dilucion ., .
Muestra , Correccion de| Reactivo debe
Proteinas | Recomendada Kieldahl eDararse con
Totales (g/L) : prep
Estandar Corporativo RS118 50 Sin diluir Reactivo de Biuret
ATENATIV 500 UL, FC ~ 18 Sin diluir! 0.956 y
Solucioén Salina
ATENATIV 1000 UL FC ~18 Sin diluir! 0.956 Isotonica
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5.2.8 Muestras en-proceso y de los envases finales de OCTAPLEX

Contenido
Aprox. de o Blanco de
, Dilucién .
Muestra Proteinas Reactivo debe
Recomendada
Totales prepararse con
(L)
Estandar Corporativo RS118 ~ 50
OCTAPLEX IP1 ~ 60 Reactivo de
OCTAPLEX IP2 ~25 Biuret
Sin diluir! y
OCTAPLEX P4 <8 Solucién Salina
OCTAPLEX IP5 ~ 40 Isoténica
OCTAPLEX FC 13 -41

5.2.9 Muestras en-proceso y de los envases finales de OCTAPLAS/UNIPLAS

Contenido IO
Aprox. de Blanco de Blanco de Reactivo
P . Dilucion . de la muestra en
Muestra Proteinas Reactivo debe
Recomendada blanco debe
Totales prepararse con orepararse con
(g/L) -
Estandar Corporativo RS118 ~ 50 Sin diluir! Rtétltllu\z de Reactivo de la
OCTAPLAS/UNIPLAS IP1 50-75 . m“SCS}m cen bSl"“ll,CO y
Sin diluir! . olucién Salina
OCTAPLAS/UNIPLAS FC 45-70 SOll‘gf)‘t‘gﬁiizhna [sotonica
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5.2.10 Muestras en-proceso de NewGam

Blanco de
Contenido de Reactivo debe
, o, Factor de -
proteinas Dilucion g e prepararse con
Muestra Para diluir con | Correccidon .
totales Recomendada de Kieldahl Reactivo de
(g/L) ! Biuret
M
Estandar C e .
e~ ! - -
Corporativo RS122 50 Sin diluir! Diluyente
IP1 (QAT) 15 - 40 Sin diluir! - 0.84 Solucion Salina
Isotonica
IP4 (QAT) 50-200 | Sin diluir! - 0.84 Solucion Salina
Isotonica
IP6 (QAT) 50-15.0 Sin diluir! - 0.84 Solucion Salina
[sotonica
P9 50-100 |  Sin diluir! ; 084 | Solucion Salina
Isotonica
P11 65 - 85 1:15 | Solucion Salina i
Isotonica .
Solucion Salina Diluyente
IP 11a 65 -85 1:1.5 . -
Isotonica
Solucidn Salina .
2 55 - 83 1. : - ente
[P12a (QAT) 85 1:1.5 Isotonica Diluyente
i Solucidn Salina .
55-8 : : - ente
IP13 (QAT) 55-80 1:1.5 Isoténica Diluyente
IP17 (QAT) 25.0-45.0 Sin diluir! - - Diluyente
IP 18b 25 -45 Sin diluir! - - Diluyente
IP 20 90-110 1:2 Solucién Salina : Diluyente
Isotonica
P 21/24 90 - 110 1:2 Solucién Salina - Diluyente
Isotonica
5.2.11 Muestras de los envases finales de NewGam
Muestra p Para diluir con | Correccion | Reactivo debe
totales Recomendada .
de Kjeldahl | prepararse con
(g/L)
Esténdar Corporativo ~ 50 Sin diluir! - - Reactivo de
RS122 .
Biuret
Solucién y
NewGam FC 90-110 1:2 Salina - Diluyente
Isoténica
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5.2.12 Muestras de los envases finales de FIBRINOGENO

Contenido
Aprox. de Dilucién Factor de Blanco de
Muestra Proteinas Correccion de Reactivo debe
Recomendada .
Totales Kjeldahl prepararse con
(g/L) _
Estandar Corporativo RS118 ~ 50 Sin diluir! - Reactivo de
Biuret
. C e y
FIBRINOGENO FC 14-325 Sin diluir! 0.818 Solucién Salina
Isotonica

Los envases finales de FIBRINOGENO reconstituidos se pueden almacenar durante un
méximo de 24 horas a temperatura ambiente, hasta 72 horas entre +2°C y +8 °C y hasta 28
dias a <-20 °C.

5.3 Ensayo

Se pipetearon 5.0 ml de reactivo de Biuret, 200 pl del estandar o de dilucion de la muestra
en tubos de poliestireno desechables y bien mezclados.

Un blanco de reactivo con 5.0 ml de reactivo de Biuret y 200 ul de solucion salina
isotonica o diluyente, dependiendo de la muestra a medir, tiene que ser preparado de
acuerdo con la tabla indicada anteriormente.

En el caso de las muestras en proceso y del envase final de OCTAPLAS y UNIPLAS se
tienen que preparar por separado una muestra en blanco junto con otra mezcla de 200 pl de
muestra y 5.0 ml del blanco de reactivo de la muestra, que tiene que ser determinada frente
a un blanco preparado por la mezcla de 200 pl de solucién salina isoténica y 5.0 ml del
blanco de reactivo de la muestra.

Se determinan las mezclas del ensayo y las muestras en blanco incubadas a temperatura
ambiente durante 30 + 10 minutos y la densidad Optica a 546nm contra el reactivo
correspondiente o la muestra en blanco.

El tiempo entre la preparacion y las mediciones debe ser el mismo para las muestras y los
estandares.
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6 EVALUACION

Las concentraciones de proteinas se calculan por el software de evaluacién considerando
las densidades Opticas medidas y la concentracion de proteinas del estdndar en-casa,
aplicando una calibracion de un punto de acuerdo a la formula siguiente.

6.1 Muestras sin muestras en blanco

oD
CMuestra [g / L] =

Muestra C

o x DF xKF [g/L]

Estandar
Estandar

C Muestra : Concentracion de proteina total de la muestra [g/1] OD muestrs: Densidad dptica de la mezcla de la reaccién de la

muestra
C Estandar: Concentracion de proteina total del estandar [g/1] OD Eggandar - Densidad 6ptica de la mezcla de la reaccion estandar
DF ........ Factor de dilucion KF ... Factor de correccion de Kjeldahl (si es necesario)
6.2  Muestras con muestras en blanco
(ODyyectra —OD )
_ Muestra Muestrablanco
CMuestra[g/ L]_ OD XCEsténdarXDF xKF [g/ L]
Estandar

C Muestra ©  Proteina total de la muestra [g/L] OD wuestra: Densidad optica de la mezcla de la reaccion de la muestra
C Estandar : Proteina total del estandar [g/L] OD Egt4ndar :Densidad 6ptica de la mezcla de la reaccion del estandar
Fo.... Factor de dilucion OD Muestra en Blanco: Densidad optica de la muestra en blanco

KF ... Factor de correccion de Kjeldahl (si es
necesario)

Si es necesario, debe informarse el valor medio de las concentraciones corregido de la
muestra en blanco.

En el caso de las muestras en proceso y de los envases finales de
GAMMANORM/RHESONATIV vy los envases finales de ATENATIV, las muestras en
proceso | - 9 de NewGam y los envases finales de FIBRINOGENO, se multiplican por las
concentraciones de proteinas del factor de correccion de Kjeldahl respectivo (ver las tablas
5.2.5,5.2.6,52.7,52.10y5.2.12).
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6.3 Criterios de aceptacion para un resultado de prueba valido

> El contenido total de proteina presente en la muestra de control tiene que estar
dentro de los limites especificados, que se define de acuerdo con 006POL006.
> La diferencia méxima aceptable de los valores individuales no debe exceder el

“Limite de Repetibilidad” o “Wiederholgrenze” segiin la ref. 11, pagina 65, es
decir, 2.8 veces la desviacion estandar tomada de los resultados de la precision de
los estudios de validacion.

La diferencia méaxima aceptable de los valores individuales de GAMMANORM/
RHESONATIV y ATENATIV no debe exceder + 2% del valor medio.

6.3.1 Diferencia maxima aceptable de los valores individuales

Diferencia maxima
aceptable de los valores
Producto Muestra individuales,
»Wiederholgrenze* r*
[9/1]
- Pool de Plasma 1.0
IP1 2.0
P2 2.0
P4 1.0
OCTAGAM
[P6, IP7 y FC 5% 1.0
[P6, IP7 y FC 10% 2.0
Pasta II 2.0
IP1 (QAT) 0.3
IP4 (QAT) 0.4
IP6 (QAT) 0.4
1P9 0.2
IP11/IP11a 1.0
IP12a (QAT) 2.0
NewGam IP13 (QAT) 20
IP17 (QAT) 0.3
IP18b 0.3
P20 2.0
P21 2.0
[P24 (QAT) 2.0
FC 2.0
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COHN IPI 1.0
COHN IP4 ¢ IP6 0.5
S2yS3 2.0
ALBUMINA (82%(24;;5;6) 5.0
FC (20% y 25%) 5.0
S9 y FC 5% 1.0
FC 4% 1.0
OCTAPLAS IP1yFC 1.0
IP 1/IP 4 y FC 1.5
OCTAPLEX
IP 2/IP 5 1.0
FIBRINOGEN IPy FC 0.3

* derivado del "Limite de repetibilidad" o "Wiederholgrenze" seglin ref. 11.

7 DOCUMENTACION

La siguiente informacion se indica en los datos en bruto, en las hojas de evaluacion
adicionales o en los LIMS respectivos. Se debe garantizar una trazabilidad consistente de
los resultados.

Fecha del analisis

Nombre del analista

Numeros de los lotes de reactivos, estandares y controles

Identificacion de la muestra

OD de estandares, controles y muestras

Factores de dilucion de las muestras

Contenido total de proteinas en las muestras, considerando las diluciones

Célculo de la concentracion de proteinas para la muestra de control

VVVVVVVY
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8 NOTASESPECIALES

8.1 Muestreo

Estandares, muestras y controles deben ser dosificados por pipeteo inverso, con
dispensador de mano o por pesaje, considerando el factor de densidad.

8.2  Temperatura de incubacion
Basicamente, las mezclas de la reaccion deben ser incubadas a temperatura ambiente.

La aplicacion de la temperatura de incubacion de 37°C es posible con la siguiente
restriccion, derivada de los respectivos estudios de validacion:
» Las muestras en proceso y del envase final de OCTAGAM deben ser incubadas
exclusivamente a temperatura ambiente, debido a la inestabilidad del complejo
formado en presencia de la maltosa a una temperatura mas alta.

» Las muestras de GAMMANORM/RHESONATIV y ATENATIV deben ser
incubadas a temperatura ambiente.
» Las muestras del pool de plasma, las muestras en proceso y del envase final de Cohn y
de Albuimina se pueden incubar a temperatura ambiente y también a 37°C.

» Las muestras en proceso y del envase final de OCTAPLEX deben ser incubadas a
temperatura ambiente. Las muestras en proceso 1, 2 y 4 también se pueden incubar a
37°C.

» Las muestras en proceso 1 y del envase final de OCTAPLAS y UNIPLAS deben ser
incubadas a temperatura ambiente. Las muestras en proceso 1 también se pueden
incubar a 37°C.

> Las muestras del envase final de FIBRINOGENO deben ser incubadas a temperatura
ambiente.

8.3 Tiempo de incubacién

Los tiempos de incubacion a temperatura ambiente deben ser de al menos 20 minutos y
pueden extenderse a 90 minutos, los tiempos maximos de incubacion a 37°C deben ser de
al menos 10 minutos y no deben exceder los 60 minutos.
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9 ABREVIATURAS

CCtrriiiiin Control de Cambios

E.P. Ph. Eur. ...... Farmacopea Europea

FC .o Envase final

IP.iii Muestras en-Proceso

LIMS......ccoevee. Sistema de Informacion de Laboratorio

POL.....cccovre. Politica

QAT ..o Atributo de calidad (pardmetros bioquimicos determinados dentro del

alcance de la validacion del proceso, ademas de las muestras extraidas
habitualmente en el proceso)

QC.iiieeies Control de Calidad
SOP...cccvvriiis Procedimiento Operativo Estandar
VAL ....cccoeins Validacion
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RAZOI\J DE LA Actualizacion del texto de los parrafos "Principio”,
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Departamentos de Control de Calidad del Grupo

AREA DE APLICACION:
Octapharma

AUTOR: A C, Fylling 07.09.2012 (Método de Validacion)

(Director del Método

REVISION: Internacional de Validacion)

(Control Corporativo de

APROBACION: Calidad)

(Aseguramiento de la Calidad
Corporativa)

Este Procedimiento Operativo Estdndar (SOP), define el encuadramiento general
necesario para la emisién mencionada. Puede ser traducido a los respectivos idiomas
utilizados en las diferentes instalaciones de Octapharma y se complementa con
informacion adicional de acuerdo a las necesidades locales, siempre y cuando no
existan discrepancias o conflictos con la informacion indicada en el interior del SOP-
principal. Las diferentes instalaciones de Octapharma seran responsables por la
validez de las traducciones e informaciones adicionales.
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1 PRINCIPIO DE LA PRUEBA

Las proteinas plasmaticas migran en una solucion electrolitica bajo la fuerza de un campo
eléctrico. El gel de agarosa es utilizado como medio de soporte en la electroforesis de
zona. Se utilizé el tampon TRIS Barbital con 9,2 de pH como solucion electrolitica. El
material de ensayo es aplicado cerca del catodo (-). En el tampdn alcalino, después de
aplicar el voltaje de corriente directa, las proteinas, de acuerdo al tamafio de su particula y
la carga eléctrica - migran a diferentes velocidades hacia el anodo (+). Después de ser
separados por electroforesis, las proteinas se fijan y tifien con Negro de Amido. La
cuantificacion se realiza por densitometria.

Este procedimiento se ha realizado en conformidad con los requisitos de la Farmacopea
Europea y la Farmacopea de los Estados Unidos (USP).

REFERENCIAS, LITERATURA

2
1. Corresponding Analytical SOPs of Octapharma subsidiaries in the particular languages
2
3

Corresponding equipment SOPs of Octapharma subsidiaries in the particular languages

Corresponding quality control sheets or database reports of the particular Octapharma
subsidiaries

015POL000 - Corporate Change Control Policy

European Pharmacopoeia, monograph 0918, Human normal immunoglobulin for intravenous
administration

European Pharmacopoeia, monograph 0338, Human normal immunoglobulin
United States Pharmacopoeia, monograph Immune Globulin

European Pharmacopoeia, monograph 0255, Human Albumin Solution
United States Pharmacopoeia, monograph Albumin Human

10. European Pharmacopoeia, monograph 1646, Human plasma (pooled and treated for virus
inactivation)

11. European Pharmacopoeia, monograph 2.2.31, Electrophoresis
12. United States Pharmacopeia monograph (726) Electrophoresis

o

© o N o

3 EQUIPOSY MATERIALES

Equipos, reactivos y otros materiales que resaltan con negrita, cursiva y subrayado, son
estrictamente obligatorios para cada lugar. Otras marcas de equipos, reactivos y materiales
se probaron y demostraron ser validos. Solo son sugerencias para su uso y pueden ser
sustituidos por un producto de otra marca o proveedor, en caso de que tenga la misma
calidad y funcionalidad cuando el método no se vea afectado por el cambio. En cualquier
caso, los cambios tienen que ser realizados de acuerdo con el 015POL000.
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3.1 Equipos

o Sistema HYDRASYS Semi-automatico de Electroforesis en Gel de Agarosa o
HYDRASYS 2 de SEBIA

Software de Evaluacion Dedicado (SEBIA)

Camara humeda (SEBIA)

Pipetas y puntas apropiadas para las diluciones de las muestras

Tubos de poliestireno desechables

Mezclador de vibracion

Cronometro

3.2 Reactivos

e Kitde Proteinas HYDRAGEL 15/30 (SEBIA) que consiste en:
- 10 Geles de Agarosa, listo para su uso, que contienen 0,8% de agarosa y
Tampon Veronal TRIS de pH 9,2+0,1
- Tiras de tampon, que contienen Tampdn Veronal TRIS de pH 9,2+0,1
- Solucidn de Tincion de Amido Negro
- Solucion de Tincion del Diluyente
- Aplicadores para uso unico
Solucion Decolorante (SEBIA)
Solucién de Lavado (SEBIA)
Cloruro de sodio p.a. (por ejemplo, MERCK)
Inmunoglobulina Humana para la Electroforesis BRP (STRASBOURG)
Albumina Humana para la Electroforesis BRP (STRASBOURG)
Plasma Humano Normal, por ejemplo, Control de Plasma N (Siemens Healthcare
Diagnostics)
e Suero Humano Normal, por ejemplo, N/T Control de Proteinas SL/M (Siemens
Healthcare Diagnostic)
e Agua para Uso en Laboratorio, WFL

3.3  Soluciones

e Solucion de Lavado
Se diluy6 1 vial (80 ml) con 5 litros de WFL.
Vida 0til de +15°C a +25°C: hasta la fecha de caducidad.

e Solucion de Tincién de Amido Negro
El vial del Concentrado de Amido Negro se enjuaga con el diluyente de la solucién
de tincion y se diluye con 300 ml de WFL. La solucidon colorante sélo se debe
utilizar durante 10 ciclos de tincion.
Vida Gtil de +15°C a +25°C: protegido de la luz hasta la fecha de caducidad.
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e Solucion Decolorante
Se llenan 5 ml de solucién Decolorante con 5 | de WFL.
Vida util de +15°C a +25°C: hasta la fecha de caducidad.
e Solucion Salina Isotonica
Se disuelven 9,0 g de cloruro de sodio en 1000 ml de WFL.
Vida 0til de +2°C a +8°C: 3 meses, y de +20°C a +25 °C durante 1 mes.
e Inmunoglobulina Humana para la Electroforesis BRP
El estandar liofilizado se disolvié en 1,0 ml de WFL y con una concentracion del
5 %. Luego el estandar se dividio en alicuotas y se almaceno a < -20°C. Vida util <
-20°C: 1 afio.
e Albimina Humana para la Electroforesis BRP
El estdndar esté listo para el uso y con una concentracion del 5%. El estandar se
dividio en alicuotas y se almacend < -20°C. Vida util < -20°C: 1 afio.
e Control de Plasma N
El estandar liofilizado se disolvid en 1,0 ml de WFL.
El estandar se dividié en alicuotas y se almacené < -20°C. Vida util <-20°C: 1 afio.
e N/T Control de Proteinas SL/M
El estandar esté listo para el uso. Vida til de +2°C a +8°C: 14 dias.

4 PROCEDIMIENTO DE LA PRUEBA

Los sistemas HYDRASYS o HYDRASYS 2°““N son instrumentos multiples-parametros y
semi-automaticos. Las etapas automatizadas incluyen el procesamiento de los geles de
agarosa HIDRAGEL en la siguiente secuencia: aplicacion de la muestra, migracion
electroforética, secado, coloracion, decoloracion, secado final y evaluacidn densitométrica.

Las etapas manuales incluyen la configuracion del instrumento para la operacion y el
manejo de muestras y geles, la carga de las muestras en los aplicadores de la muestra, la
colocacion de los aplicadores de la muestra en la camara de migracion, la transferencia de
los geles en la camara de tincion/decoloracién y después en el densitémetro.

4.1 Preparacion de la Muestra

Las muestras deben estar a temperatura ambiente antes de usarlas.
Si es necesario, las muestras deben ser diluidas con solucién salina isotonica a 50 mg/mL.

Los volimenes de las muestras establecidos en las instrucciones del fabricante se utilizan
mediante el uso de aplicadores de uso Unico.

Las muestras y los controles se aplicaron a los geles de agarosa mediante el uso de
aplicadores de uso Unico.

4.2 Puesta en Marcha y Funcionamiento del Sistema de Electroforesis

La puesta en marcha y el funcionamiento del sistema de electroforesis se realizaron de
acuerdo con las instrucciones del fabricante.
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4.3  Separacion

En cada gel de agarosa, se miden las muestras de control requeridas de "Inmunoglobulina
Humana para la Electroforesis BRP” o “Albumina Humana para la Electroforesis BRP” o
Plasma Humano Normal/Suero, respectivamente, para verificar el funcionamiento
adecuado del equipo.

4.4  Procesamiento de los Geles de Agarosa

Los geles son procesados de acuerdo con los SOP de los instrumentos respectivos,
incluyendo la aplicacion de las muestras, la migracion electroforetica, el secado, la
coloracidn, la decoloracién y el secado final.

5 EVALUACION

Las bandas de proteinas en los geles de agarosa secos son escaneados con un densitémetro.

Las proporciones relativas de las bandas de proteinas principales son evaluadas por el
software de acuerdo con las especificaciones del fabricante, segin se describe en los SOP
de los instrumentos respectivos.

5.1 Criterio de Aceptacion para un resultado de prueba valido

> Plasma Humano Normal debe dar seis bandas diferentes.

> Suero Humano Normal debe dar cinco bandas diferentes.

> La proporcion de la banda principal de proteinas de la Inmunoglobulina Humana
para la Electroforesis BRP tiene que estar dentro de los limites definidos®.

> La proporcién de la banda principal de proteinas de la Albumina Humana para la
Electroforesis BRP tiene que estar dentro de los limites indicados en el folleto.

Los limites iniciales de la Inmunoglobulina Humana para la electroforesis BRP 2 de
acuerdo al folleto est&n destinados a la electroforesis de zona con acetato de celulosa como
material de apoyo. Pero con el uso de geles de agarosa con un sistema automatizado, los
limites para la Inmunoglobulina Humana para la electroforesis BRP 2 se definieron
mediante = 2 SD de la media de los resultados de al menos seis ocasiones de analisis.

6 DOCUMENTACION

La siguiente informacidn esta preferentemente indicada dentro de los datos sin procesar,
hojas adicionales de evaluacion o el respectivo LIMS. De acuerdo a la trazabilidad de los
resultados se debe garantizar lo siguiente.

> Cubierta de hoja con un resumen de los resultados de la secuencia completa que
contiene:

El nimero de secuencia

Fecha del analisis

Nombre del analista

YV VY
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> Numeros de lote y la caducidad de los reactivos y controles
> Identificacion de la muestra
> Resultados del control y las mediciones de muestras

\‘

NOTAS ESPECIALES

Las muestras y los controles son materiales potencialmente infecciosos. Por lo
tanto, para la manipulacion de las muestras o controles se deben utilizar guantes.

> Los limites de las fracciones de proteinas de las muestras de control tienen que estar
validados y pueden diferir de los limites establecidos en las respectivas
farmacopeas europeas. Folleto de los Estandares de Referencia.

A\

8 ABREVIATURAS

=] 4R Preparacion de Referencia Biologica
LIMS....ccooiiiieeien, Sistema de Gestion de Informacion de Laboratorio
Ph.EUr. o Farmacopea Europea

POL..oooiiiiriiiiniieeeen Politica

SOP ..o Procedimiento Operativo Estandar

USP ..o Farmacopea de los Estados Unidos
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1 EUNDAMENTO DE LA PRUEBA

El aluminio se determind con Horno de Grafito por Espectroscopia de Absorcién Atomica,
utilizando alternativamente la longitud de onda especifica para el aluminio, 309,3nm y
396,2nm, aplicando el método | de calibracion directa, de acuerdo con la Farmacopea
Europea.

2 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1. Corresponding Analytical SOPs of Octapharma subsidiaries in the particular
languages

2. Corresponding equipment SOPs of Octapharma subsidiaries in the particular
languages

3. Corresponding quality control sheets or database reports of the particular
Octapharma subsidiaries

Corresponding method validation documents
Corresponding method transfer and comparison documents
015POL000 - Corporate Change Control Policy

Human Albumina Solucién, Europea Farmacopea

N o g &
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3 EQUIPAMIENTOS Y REACTIVOS

Equipamientos, reactivos y otros materiales se resaltan con negrita, cursiva y
subrayado, siendo estrictamente obligatorio para cada lugar. Otras marcas de equipos,
reactivos y materiales demostraron y probaron ser validos. Solamente fueron
sugeridos para el uso y pudieron ser sustituidos por un producto de otra marca o
proveedor, en caso de presentar la misma calidad y funcionalidad y el método no se
afectd por el cambio. En cualquier caso, los cambios deben ser manejados de acuerdo
con el 015POL000.

3.1 Eqguipamientos

e Espectrofotdmetro Atomico de absorcion (AAS), horno de grafito, equipado con
una fuente de aluminio especifica y suficiente fondo de correccién, para el analisis
de las trazas de aluminio.

El instrumento utiliza un elemento especifico de radiacion (lampara de catodo
hueco), utilizando la correccion de fondo Zeeman, es decir, la introduccion de un
campo magnético pulsado sobre el horno de grafito, la absorcién de fondo no
especificado para el elemento real podria determinarse y luego se resta.
Instrumentos adecuados: PERKIN ELMER AAnalyst 800 (AA800), VARIAN
SPECTRA A-800 Zeeman, o instrumentos equivalentes.

e Copas
e Pipetas
e Matraces aforados, de 10, 100 y 1000 ml

3.2 Reactivos

3.2.1 Estandar
Solucioén stock:

Aluminio (Al (NO3); en 0.5 M de HNO3), solucidn estandar de 1000 mg/L (1.8422-500)
obtenida de Merck.

Preparacion de una solucidn de trabajo estandar de aluminio (100 mag/L):

Transferir 10 ml de una solucion stock estandar de aluminio a un matraz aforado de 100
ml, afiadir 2 ml de HNO3 supra puro y diluir con agua para Laboratorio (WFL) hasta la
marca.
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La solucién se mantiene en un frasco de plastico lavado con acido nitrico a temperatura
ambiente durante un afo.

Preparacion de una solucidn estandar de aluminio (1 mg/L = 1 ppm):

Transferir100 pl de una solucion de trabajo estandar de aluminio a un matraz aforado de 10
ml, afiadir 200 pl de HNOs supra puro y diluirla con agua para Laboratorio (WFL), hasta la
marca.

La solucién fue preparada en cada caso para el analisis.

Preparacion de una solucién estandar a granel (30 ug/L = 30 ppb)

Transferir 30 pl de una solucion estandar de aluminio de 1mg/L al recipiente de muestra,
agregar 970 pl a la solucién de la muestra de dilucion.

3.2.2 Productos quimicos 'y buferes

Nitrato de magnésio (Mg(NOs3),), supra puro
Triton X-100 (Octoxinol 10).
65 % de Acido nitrico (HNO3), supra puro

Acido nitrico (HNO3), solucion de lavado, por ejemplo, pro- analisis de HNO; diluido al
10%.

WEL, por ejemplo, MilliQ, _agua con una resistencia no inferior a 15M.02.
95 % de etanol
Gas Argon, pureza: al menos del 99.996%

3.2.3 Soluciones
0.015 % de Triton X-100; disolver 0.15 g de Triton X-100 (b) en 1000 ml de agua MilliQ.

Solucién de la muestra de dilucion; 0.5 ml de HNO; se afiadieron a 100 ml de Triton al
0.015 % X-100.

Modificador de matriz, 2 % de Mg (NOg),; disolver 2 g de Mg (NOs), en 100 ml de agua
MilliQ.

Solucién de enjuague adecuada para vidrios/copas: Por ejemplo, acido nitrico diluido al
10%.

Solucién de enjuague: Apropiado para el instrumento AAS (por ejemplo, agua MilliQ, 4
ml de Triton X-100 al 0.015% y 4 ml de HNOj3 al 65 %, volumen final: 1 Litro).
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4 PROCEDIMIENTO DE LA PRUEBA

41 Calibracion

A partir de la solucién estandar a granel, el instrumento realiza la dilucion para que el
punto de calibracién sea de 3 a 6 en el rango lineal.

4.2  Preparacion de la Muestra y de la Muestra Monitora

Retirar la capsula de aluminio con precaucion: Enjuagar el tapdn con un 95% de etanol
para limpiar el polvo de la parte superior. Tenga cuidado al desechar la tapa de aluminio
del tapon.

La muestra y la muestra monitor se diluyeron directamente en el recipiente para muestras,
con la solucion de la dilucion de la muestra. Ademas, la muestra monitora se enriquecio
con 20l de una solucion estdndar de aluminio de 1 mg/l.

1. Preparacion de la Muestra
Ejemplo de dilucion
Productos Estimado Al conc. Volumen de la Volumen de Factor de
muestra dilucion dilucién
(Mg/L) (1) (1)
Octagam, Menos de 200 200 800 5
5%y 10%
Maés de 200 100 900 10
Albimina al 4%, Menos de 200 200 800 5
5%, 20% y 25 %
Maés de 200 100 900 10
2. Muestra Monitora
Productos Estimado Al Volumen de la Volumen de | Adicion de Factor de
conc. muestra dilucion volumen dilucién
(Hg/L) () (M) (HD
Octagam, Menos de 200 200 780 20 5
al 5%y 10%
Mas de 200 100 880 20 10
Albimina al 4%, Menos de 200 200 780 20 5
5%, 20% y 25 %
Mas de 200 100 880 20 10
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4.3 Inicio de una secuencia

4.3.1 Preparacion del Instrumento

Preparar el instrumento de acuerdo con los parametros del instrumento.
Copa Matriz: afadir modificador de Matriz, 100ul de Mg al 2% (NOs), y 900ul de WFL.
Copa de Dilucién: afadir solucion de dilucion de la muestra

43.1.1 Parametros del Instrumento

Un ejemplo de configuracion del instrumento en VARIAN SPECTRA A-800 Zeeman.

Parametros Configuracion
Modalidad Absorbancia
Instrumento

Modo de Calibracién Concentracion

Modo de Medicion  Area del Pico

Corriente Lampara  10.0 mA

Ancho de ranura R0O.5nm
Longitud de onda 396.2nm

Modo de muestreo Auto normal

Réplicas Muestras 3

Réplicas Estandar 3
Correccion de Fondo BC On
Funda de Gas Argén
Tasa de Reslope Aprox. 50

130SOP314-02 Aluminium _es_LC 040712.doc
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Parametros Configuracion
Inyeccion de calor Encendido
Temperatura de la 60 °C

Inyeccion de calor

Tasa Inyeccion de Calor 5

Unidades de ug/L (ppb)
concentracion
Volumen Total 20pl

Volumen de la Muestra 10yl

Conc. a granel

Modificador Modo 1 Inyeccion Co

Modificador Vol. 1 5ul

Estandar 1
Estandar 2

Estandar 3

30.00ug/L

9.0pug/L
15.0pg/L
45.0ug/L
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Ejemplo de programa de temperatura (en VARIAN SPECTRA A-800 Zeeman).

Paso Temp. (°C) Tiempo Flujo de Gas Tipo Gas Lectura

no. (seg.) (L/min)

1 90 45.0 3.0 Normal No
2 120 20.0 3.0 Normal No
3 130 10.0 3.0 Normal No
4 1300 5.0 3.0 Normal No
5 1300 1.8 3.0 Normal No
6 1300 2.0 0.0 Normal Si
7 2600 0.8 0.0 Normal Si
8 2600 2.0 0.0 Normal Si
9 2600 2.0 3.0 Normal No

4.3.2 Analisis de Secuencia

Antes de iniciar el analisis de secuencia de la Prueba en blanco (la solucién diluyente de la
muestra) y la solucion a granel estandar se diluyeron en 10 ppb, verificandose que no
presentaba contaminacion.

Ejemplo de listas de secuencias para los estandares y las muestras preparadas.
Blanco (solucion diluyente de la muestra = Copa de Dilucion)
Solucion de Calibracion 30 ppb (Copa Estandar)

Modificador de Matriz (Copa Matriz)

Estas 3 primeras tazas se situaron en el centro del dispositivo de la muestra.
Muestra 1
Solucion de la muestra Monitor 1 (Muestra 1 inoculado con 20 ppb).
Muestra 2
Solucioén de la muestra Monitor 2 (Muestra 2 inoculado con 20 ppb).
Continuar con 15 muestras.

En cada calibracion, la solucién de la muestra y la solucion del monitor, fueron inyectadas
3 veces.
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5 EVALUACION

El instrumento calcula directamente la cantidad de aluminio en la muestra a partir la curva
de calibracién. La cantidad encontrada debe ser corregida con el factor de dilucion.

5.1 Sistema de idoneidad

Calcular la recuperacion de la solucion del monitor por la siguiente formula:

% de Recuperacion = (Conc. de la solucion monitor -Conc. de la muestra ) x 100

Conc. de la solucién monitor nominal

5.2  Criterio de aceptacion para el resultado valido de una prueba

> El coeficiente de correlacion, r de la linealidad de la calibracién ha de ser > 0.990.

» Si la concentracion de la muestra diluida excede el nivel superior del rango lineal,
es decir, 45 pg/L, una dilucién mayor debe hacerse.

» La precision de la muestra por encima de 15 pg/L ha de ser < 10 % RSD. En caso
de contaminacion del ambiente, inyecciones indebidas, manejo inadecuado de la
muestra, etc, 1 de cada 3 valores de la inyeccion pueden ser rechazadas.

» Larecuperacion de la solucién monitor debe estar entre 80-120 %

6 DOCUMENTACION

La siguiente informacion estd preferentemente indicada dentro de los datos primarios,
hojas adicionales de evaluacion o de la respectiva LIMS. La capacidad seguimiento
coherente de los resultados tiene que estar garantizada.

Numeros de lotes y fecha de caducidad de los reactivos y de la preparacion
estandar.

Fecha de analisis.

Nombre del analista.

Hoja de portada con un resumen de los resultados de la secuencia completa.

La causa de un resultado rechazado debe ser documentado en los datos sin
procesar.

VVVV VY
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7 NOTASESPECIALES

Los reactivos, asi como las muestras, son materiales potencialmente infecciosos. Por lo
tanto, para la manipulacion de las muestras los guantes tienen que ser usados.

La determinacion debe realizarse en muestras recién preparadas.

7.1  Datos significativos

Los resultados se indicaron con dos cifras significativas.

Una muestra con una concentracion de aluminio por debajo de 15ug/L tuvo una respuesta
< 15pg/L.

Los resultados por encima de 100ug/L su respuesta, por ejemplo, si es 115 serd de
120ug/L, o si es 114 la respuesta sera de 110ug/L.

7.2  Volumenes minimos de la muestra

Es necesario un minimo de 1ml de muestra si la dilucién no es necesaria.

7.3  Caracteristicas del método

Alrededor de 20 muestras pueden ser analizadas en una secuencia. Si se necesita un nuevo
andlisis de las muestras debido a problemas con la calibracidon, esto podria realizarse al dia
siguiente en las mismas muestras que fueron diluidas.

LOQ es 3ug/L (ppb), (es decir, 15ug/L (ppb) para muestras diluidas x 5).
Rango lineal 3-45ug/L (ppb).

Precision (repetitividad) de las muestras dentro del ensayo, por encima del limite de
cuantificacion LOQ, 3ug/L (ppb): 10% RSD

Precision: 80-120 %
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8 ABREVIATURAS

AAS ... Espectrofotometria de absorcion atomica
EP v, Farmacopea Europea

LIMS.......coovne. Sistema de Informacidon de Laboratorio
POL...oooiiiiiciens Politica

[0]0] ¢ IR partes por billon = pg/L

PPM e partes por millon = mg/L

(@] O S Control de Calidad

RSD ...ccoveienns Desviacion estandar relativa

10 Procedimiento Operativo Estandar
VAL ...c.coernenn. Validacion
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1 TEST PRINCIPLE

This test method is specified by the EP and USP as being mandatory for products requiring
a test for sterility. However, a satisfactory result only indicates that no contaminating
microorganism has been found in the sample examined in the conditions of the test.

The testing for sterility is performed using the membrane filtration method, where the
product is transferred through a membrane. Media added enables microorganisms, which
have been captured by the membrane, to grow, resulting in a turbidity of the media.

2 REFERENCES, LITERATURE

1. Corresponding method SOPs of Octapharma subsidiaries in the particular
languages

2. Corresponding equipment SOPs of Octapharma subsidiaries in the particular
languages

Corresponding Analytical SOPs of EBEWE

Corresponding equipment SOPs of EBEWE

Corresponding method validation documents prepared by any QC
Corresponding method transfer and comparison documents prepared by any QC
015POLO000 - Corporate Change Control Policy

Deviation Management SOPs of Octapharma subsidiaries

USP — Chapter <71> Sterility Tests

0. EP — Chapter 2.6.1. Sterility

=0 0N L AW
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3 EQUIPMENT AND MATERIAL

Equipment, reagents and other material highlighted by underlined, bold and italic style is
strictly obligatory for each location. Other brands of equipment, reagents and material are
already tested and found to be suitable. They are only suggested for use and can be
replaced by a product of another brand or supplier in case same quality and same
functionality is achieved and the method is not affected by the change. In any case changes
have to be handled according 015POL000.

3.1 Egquipment

o Laminar Flow in sterility lab or isolator

. Incubation room / Incubator (+ 22,5 °C £ 2,5 °C)

. Incubation room / Incubator (+ 32,5 °C £ 2,5 °C)

. Peristaltic pump (peristaltic pump)

o Sterility Testing System (containers with membranes and hose system)

. Sterile instruments (scissors, tweezers, etc.)

o Fluid Pathway for Sterility Testing (only for testing of Octaplas®, Uniplas® and
Novoplas®)

3.2 Media

o Trypcase Soy Broth

. Thioglycollate Broth

o Water for injection (WFT) for reconstitution of lyophilised products

o Rinsing fluid (optional)

4 TEST PROCEDURE

The test for sterility must be performed under conditions avoiding cross contamination of
the product during testing. For this purposes cleaning procedures and disinfections of the
working area are performed prior to and after the test for sterility. However, the
microorganisms to be detected during testing must not be affected. The environmental
conditions are controlled prior, during and after testing.
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4.1  Samples

e Minimum sample number

number of containers per batch  minimum number of samples

<100 10% of the batch, at least 4 containers (whatever is more)
> 100 to 500 10 containers
> 3500 2% of the batch or 20 containers (10 containers for large-

volume parenterals) whichever is the less

e Sample volume

filling volume of each container minimum sample volume for each medium

<1ml total content of the container

1 ml to 40 ml half the content of the container, but not less than 1ml
>40 ml to < 100 ml 20 ml

> 100 ml 10% of the content of the container, but not less than 20 ml

4.2  Preparation

The samples to be tested and the required equipment are transferred into the sterility lab or
isolator.

The sterile instruments and the suitable Sterility Testing Systems are taken out of their
wrappings. The containers are placed on the designated openings on the peristaltic pump
and the tubings are fixed to the peristaltic pump. The openings of the vent filter of the
containers of the Sterility Testing System are closed with rubber stoppers to assure
filtration of the product through the 0.45 um membrane (diameter approx. 47 mm).

4.3 Filtration

Avoiding cross contamination, all samples of one batch are transferred into the working
area (LF or isolator). Lyophilized products are reconstituted before testing.

After removal of the flip-offs and the needle cover, the needle is pierced through the center
of the stopper into the sample container. Filtration is initiated by starting the peristaltic
pump.

After filtration of the required volume (see “sample volume”) the needle is withdrawn
from the sample avoiding cross contamination and the same procedure is repeated with the
next sample (see “minimum sample number”). After the last container has been subjected
to this procedure, the membrane if necessary is rinsed with the appropriate rinsing solution.
Afterwards the rubber caps are removed from the vent outlets and the filter outlets of the
Sterility Testing Systems are closed with the respective closure caps.
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44 Media

After the transfer of the product through the membranes the containers are filled with
media.

100 ml Thioglycollate Broth for detection of anaerobic bacteria

100 ml Trypcase Soy Broth for detection of aerobic bacteria, molds and spore generating
organisms.

Only media according to EP and USP are used.

During the filling of the first container with media the other container is closed with a
clamp. After both containers have been filled, the tubing is clamped, withdrawn from the
system and cut at a suitable distance from the container. The loose tube ends are connected
to vent filter outlets, thus creating a closed system and avoiding a secondary
contamination. At the end of a test series, containers without product are filled with media
only as a negative control.

For lyophilized products tested, the corresponding water for injection is used as a negative
control.

4.5 Incubation

The containers are labeled with the respective labels and are subsequently incubated at the
following temperatures:

Thioglycollate Broth: 30 °C to 35 °C

Trypcase Soy Broth: 20 °C to 25 °C.

The containers are checked on a regular base during their 14-days incubation period.

5 EVALUATION

After 14 days of incubation the test for sterility is completed with the final visual
inspection. If no evidence of microbial growth is found, the product to be examined
complies with the test for sterility. The entire batch from which the samples have been
taken is declared sterile.

If evidence of microbial growth is found, the product to be examined does not comply with
the test for sterility, unless it can be clearly demonstrated that the test was invalid for
causes unrelated to the product to be examined.

6 SPECIAL NOTES

6.1  Method Suitability Test
The method suitability test is performed

e  When the test for sterility has to be carried out on a new product.

e Whenever there is a change in the experimental conditions of the test.

The same micro-organisms as those described under "Growth Promotion of the Media" are
used. Incubate the containers containing medium for not more than 5 days.

131SOP120-03 Sterility.doc
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If clearly visible growth of micro-organisms is obtained after the incubation, the test can be
carried out without further modification.

6.2 Growth Promotion of the Media

Test each batch of medium and inoculate with a small number of microorganisms (not

more than 100 cfu).

The media are suitable if a clearly visible growth of micro-organisms occurs.

Table 1: Growth Promotion

microorganism fluid thioglycollate medium Soya-bean casein digest
medium
Clostridium sporogenes <100 cfu
ATCC 19404 or equivalent 30°Cto35°C
Pseudomonas aeruginosa <100 cfu
ATCC 9027 or equivalent 30 °C to 35 °C
Staphylococcus aureus <100 cfu
ATCC 6538 or equivalent 30°Cto35°C
Aspergillus brasiliensis <100 cfu

ATCC 16404 or equivalent

20°Cto 25 °C

Candida albicans
ATCC 10231 or equivalent

<100 cfu
20°Cto 25 °C

Bacillus subtilis
ATCC 6633 or equivalent

<100 cfu
20 °C to 25 °C

7 DOCUMENTATION

Following information is preferably stated within the raw data, additional evaluation sheets
or the respective LIMS. Consistent traceability of results has to be ensured.

Date of analysis
Name of the analyst
Sample identification

YV VYV

131SOP120-03 Sterility.doc
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8 ABBREVIATIONS

EP oo European Pharmacopoeia

USP...coviinn United States Pharmacopoeia
QC.iiie Quality Control

SOP....ccveevrens Standard Operating Procedure
POL......cccoveneen. Policy

LIMS....ccccoeieens Laboratory Information Management System
LF i, Laminar Air Flow
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Este Procedimiento Operativo Estdndar (SOP) define el encuadramiento general necesario
para el tema mencionado. Puede ser traducida a los idiomas respectivos, utilizados en las
diferentes instalaciones de Octapharma y se complementa con informacién adicional de
las necesidades locales, siempre y cuando no existan discrepancias o conflictos con la
informacion indicada en el interior del SOP-principal. Las diferentes instalaciones de
Octapharma serdn responsables por la validez de las traducciones e informaciones
adicionales.
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1 EUNDAMENTO DE LA PRUEBA

La Prueba de pir6genos estd designada para limitar a un nivel aceptable los riesgos de
reaccion febril en el paciente que recibe la inyeccion del producto en cuestiéon. La prueba
consiste en medir el aumento de la temperatura de los conejos después de la inyeccion
intravenosa de una solucion estéril de la sustancia de ensayo.

2 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

o European Pharmacopoeia, monograph 2.6.8

. Procedures and facilities complies with the requirements of commission directive
86/609EEC and the national legalisation defined in the animal protection law concerning
the protection of animals used for experimental or other scientific procedures

3 EQUIPAMIENTO Y MATERIALES

3.1 Equipamiento

e Jeringa desechable, estéril, libre de pirégenos y la aguja para inyeccién intravenosa.

e Balanza, calibrada.

e Temperatura - el dispositivo de deteccién (por ejemplo, dispositivo eléctrico con una
grabadora). Se ha calibrado para garantizar una precision al menos de 0,1°C. El dispositivo
tiene que insertarse en el recto del conejo de prueba, a una profundidad de unos 5 cm. La
insercion tiene que ser constante para cualquier conejo. Cuando se utiliza un dispositivo
eléctrico, esto puede ser dejado en una posicion durante toda la prueba.

e Habitat para manejo adecuado de los animales y para la prueba

3.2  Especificacion Animal

Utilice conejos sanos, adultos de ambos sexos con un peso no inferior a 1,5 kg (por ejemplo,
Conejo- Nueva Zelanda, Conejo -Rusia), alimentados con una dieta completa y equilibrada
que no contenga antibidticos, y no muestren pérdida de peso corporal durante la semana
anterior a la prueba. Un conejo no debe ser utilizado en una prueba de pirdgenos:
a) Si se le realizé una prueba de pirdégenos negativa en los ultimos 3 dias o
b) Sise le realizé en las ltimas 3 semanas una prueba de pirégenos donde la sustancia
objeto de examen no paso la prueba.

Los conejos tienen que estar en un area con una temperatura uniforme y libre de
perturbaciones que los puedan excitar. El estado de salud de los animales utilizados en esta
prueba sera verificada para asegurar que todos los animales se encuentran ain en buenas
condiciones.

4 PROCEDIMIENTO DE LA PRUEBA

La prueba se lleva a cabo en un espacio tranquilo, donde no haya riesgo de perturbaciones,
o0 de excitar a los animales, donde la temperatura ambiente esté a 3°C, que asemeje la de su
habitat. Suspender la alimentacién de los conejos durante la noche hasta que la prueba
termine de completarse. Suspender el agua durante la prueba. Los animales deben ponerse

137SOP030-01 Pyrogens PhEur ES.doc
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a prueba, al menos, 1 hora antes de iniciar el primer registro de temperatura y permanecer
alli durante toda la prueba.

4.1 Realizacion de la prueba preliminar

Después de la seleccién de los animales, 1 a 3 dias antes de probar el producto a
examinar, tratar a los animales que no se han utilizado durante las Gltimas 2 semanas
mediante la inyeccion intravenosa de 10 ml / kg de masa corporal de una solucién libre
de pirdgenos con 9 g/l de cloruro de sodio, calentada a cerca de 38,5 ° C. Registrar las
temperaturas de los animales, 90 minutos antes de la inyeccion y continuar durante 3
horas después de la inyeccion de la solucién. Los animales que muestran una variacion
de su temperatura corporal superior a 0,6 ° C no se utilizan en la prueba principal.

4.2 Realizacion de la prueba principal

Para realizar el ensayo principal se utiliza un grupo de tres conejos que se utilizan para
cada preparacion.

Al encontrarse caliente la preparacion liquida debe ser examinada hasta cerca de 38,5 °
C. El producto a ser examinado podra disolverse, o ser diluido con una solucion de
cloruro de sodio 9g/l libre de pirégenos, o de otro liquido prescrito en la monografia. A
menos que se especifique lo contrario en la monografia individual, se inyectan en la
vena marginal de la oreja de cada uno de los tres conejos por lo menos 0.5 ml de la
solucion de ensayo por kg de peso corporal (anexo 1), completando cada inyeccion en 4
minutos después del inicio de la administracion. No exceder los 10 ml por kg de peso
corporal.

Determinacion de la temperatura inicial y maxima.

La "temperatura inicial™ de cada conejo es la media de dos lecturas registradas para estos
conejos con un intervalo de 30 min en los 40 min antes de la inyeccién del producto a
examinar. La "temperatura maxima" de cada conejo es la temperatura mas alta registrada
para cada conejo en las 3 horas después de la inyeccion.

Registrar la temperatura de cada conejo a intervalos que no excedan los 30 minutos,
comenzando desde al menos 90 minutos antes de la inyeccion del producto y seguir 3
horas después de la inyeccion. La diferencia entre la temperatura maxima y la
temperatura inicial de cada conejo se toma como su respuesta. Cuando esta diferencia es
negativa, el resultado se considera como una respuesta cero.

Los conejos que muestran una variacion de la temperatura mayor a 0,2 ° C entre dos
lecturas sucesivas en la determinacion de la temperatura inicial, se retiran de la prueba.
En el grupo de prueba usar solo conejos que presenten una temperatura inicial que no
difieran entre si por més de 1°C. Todos los conejos que registren una temperatura inicial
superior a 39.8°C o inferior a 38,0°C se retiran de la prueba.

Todos los animales que participan en un ensayo con sustancias proteicas son sacrificados
al final del ensayo.

5 EVALUACION
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Después de haber llevado a cabo la primera prueba en un grupo de 3 conejos, repita si es
necesario en otros grupos de 3 conejos, hasta un total de cuatro grupos, dependiendo de
los resultados obtenidos. Si la respuesta sumada del primer grupo no excede la cifra que
figura en la segunda columna de la tabla, el producto pasa la prueba. Si la respuesta
sumada supera la cifra en la segunda columna de la tabla, que no exceda la cifra que
figura en la tercera columna de la tabla, repita la prueba como se indica mas arriba. Si la
respuesta sumada supera la cifra que figura en la tercera columna de la tabla, el producto
no pasa la prueba.

Conejos utilizados en una prueba de pirdgenos cuyo aumento medio de la temperatura es
superior a 1,2°C, son permanentemente excluidos.

Numero de conejos El producto sera aprobado El producto sera
si la respuesta sumada no  rechazado si la respuesta
excede sumada excede
3 1.15°C 2.65 °C
6 2.80°C 4.30 °C
9 4.45°C 5.95°C
12 6.60 °C 6.60 °C

6 DOCUMENTACION
Los datos siguientes son registrados:

J Medidas de peso corporal

o Dosis aplicadas

o Temperatura de control, temperatura maxima despues de la inyeccion de la
preparacion, suma de las temperaturas maximas individuales.

o Interpretacion de la prueba

o Fecha de la prueba preliminar

7 NOTASESPECIALES

o Las muestras son materiales potencialmente infecciosos. Entonces, cuando los
manipulamos, debe utilizarse guantes.

8 ABREVIATURAS

QC..ooveiieiee Control de calidad
QAo Aseguramiento de Calidad
SOP...coviiiin Procedimiento Operativo Estandar
VAL....coovvrnnn. Validacion

FCeo Recipiente Final

M, Mililitro

(o [P Kilogramo
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9 ANEXO
Anexo 1l ... Tabla de velocidad de aplicacion

137SOP030-01 Pyrogens PhEur ES.doc



	1 13SOP008-02 OSmolalidad ES final.pdf
	2 130SOP025-01 Immunoelectrophoresis ES LC040712.pdf
	3 130SOP028-03 pH_Es.pdf
	4 130SOP029-03 Na-K_Es.pdf
	5 130SOP033-01_Haem_es_LC 110612.pdf
	6 130SOP038-03 SEC Alb_es_LC110612.pdf
	7 130SOP047-02 Caprylic Acid_es_LC.pdf
	8 130SOP091-04 Precalicreina LC.pdf
	9 130SOP115-04_Es.pdf
	10 130SOP146-01 N-AC-DL-TRP sp new LC040712.pdf
	11 130SOP149-10 BIURET_Es.pdf
	12 130SOP176-04 Agarose Elphor final_Es.pdf
	13  130SOP314-02  Aluminium _es_LC 040712.pdf
	14  131SOP120-03 Sterility.pdf
	15  137SOP030-01 Pyrogens PhEur  ES.pdf

