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Determinacion de residuos de deoxicolato de sodio en formulaciones
vacunales por cromatografia electrocinética micelar
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El deoxicolato de sodio (DCNa) es el surfactante por excelencia empleado en la industria biofarmacéutica parala
solubilizacién de vesiculas de membrana externa. Es bien conocida la importancia que reviste el control de este
metabolito en materiales biolégicos, debido a su alta toxicidad para el organismo humano. Para demostrar la
presencia de bajas concentraciones de este metabolito en formulaciones vacunales es necesario el empleo de
una metodologia altamente selectiva, sensible, especifica y reproducible. En el presente reporte se utilizé la
cromatografia electrocinética micelar (MEKC) en un analizador capilar de iones (Water corp. Milford MA), con una
deteccion a 185 nm, con lampara de mercurio. Se empled un capilar de silica fundida (Waters Corp. Milford MA);
se evalud la pureza de dos lotes de deoxicolato de sodio y se analizaron 15 muestras de vesiculas purificadas,
ingrediente farmacéutico activo de formulaciones vacunales. Los datos fueron registrados y procesados con el
software Millennium™ (Waters Corp. Milford MA). Se determiné que los lotes de deoxicolato de sodio contenian
1,19% vy 0,44% de acido célico contaminante y que el 93% de las muestras de vesiculas purificadas tenian de 0 a
2,44 ug DCNa/100 ug de proteina. Los resultados obtenidos por MEKC fueron comparados con una modificacion
de una prueba cinética empleada para determinar acidos biliares en sangre (Merckotest). El sistema MEKC
mostré mejores resultados con respecto al Merkotest.
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Introduccion pequefas cantidades, es necesario el empleo de una
metodologia altamente selectiva, sensible, especifica y

El uso de detergentes en la industria biotecnoldgica esta reproducible.

ampliamente difundido como practica comin de muchos
trabajos de laboratorios, es utilizado en protocolos
estandares para purificacion de biomoléculas y como agentes
solubilizantes en procesos biotecnoldgicos. La accién de un
detergente en etapas de extraccion y solubilizaciéon de
vesiculas de membrana externa (VME) resulta un proceso
complejo de dificil optimizacién y muy dependiente de un
proceso de pruebay error (1).

La electroforesis capilar (EC) es una herramienta de
separacién de biomoléculas relativamente novedosa, que
en los ultimos anos ha tenido gran importancia en el campo
de la industria biofarmacéutica; presenta la versatilidad de
poder separar aminoacidos, acidos organicos, iones
inorganicos, carbohidratos, esteroides, tioles, contaminantes
alimenticios, material genético y algunos farmacos
importantes en el estudio de diferentes ramas en el area de
la salud (diagnosticos molecular y de laboratorio clinico) (4-
5). Usualmente el andlisis de los diferentes analitos puede
realizarse en unos minutos; se requiere de pequenas
cantidades de muestra, en el rango de nanolitros, con una
alta reproducibilidad y con un error estandar relativo de tiempo
de migraciéon menor a 0,5% (6).

En la produccidn de la vacuna antimeningocécica serogrupo
B se incluyen estas etapas en la obtenciéon de VME de
Neisseria meningitidis. El deoxicolato de sodio es el
surfactante empleado en dichos procesos. El uso del mismo
esta sujeto al cumplimiento de especificaciones y es bien
conocida la importancia que reviste el control de este
metabolito en materiales biolégicos, debido a su alta toxicidad
para el organismo humano. Se ha reportado su actividad
carcinogénica y la posible aparicion de enfermedades
hepatobiliares (2-3).

La EC constituye un método de separacion basado en la
migracion diferencial de moléculas sujetas a un campo
eléctrico (de 100 a 500 V/cm) a través de un capilar de menos
de 75 um de diametro. El interior del capilar se encuentra
formado por los grupos silanol (Si-OH), los cuales al ser
desprotonados (Si-O), elevan considerablemente el potencial

Para demostrar pequenas variaciones significativas de este
metabolito en formulaciones vacunales, aiin cuando estos
no puedan ser cuantificables por encontrarse en muy
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de hidrégeno (pH) y favorecen la presencia de analitos
especificos (7).

Como en toda electroforesis, los cationes fluyen hacia el
terminal negativo, mientras que los aniones fluyen hacia el
positivo, pero lainduccién del alto potencial eléctrico permite
que la separacion sea mas sensible entre las diferentes
moléculas (resolucién) y el tiempo de analisis sea mas corto.

Estas caracteristicas hacen de la EC un método eficiente y
econémico, con capacidad de separar cientos de
componentes de forma simultanea. Cumple con muchos de
los requerimientos para el control de la calidad de
componentes mayoritarios y minoritarios organicos e
inorganicos, asi como trazas en matrices simples y complejas,
empleando minimas cantidades de muestras y reactivos,
razones suficientes para ser la herramienta de eleccién en el
control de la calidad de productos farmaceduticos (8-10).

Por esta técnica es posible no solo la deteccion directa de
analitos a bajas longitudes de onda, sino la deteccion UV
indirecta de muchos de ellos con poca o ninguna absorcién
con resultados exactos y confiables (11-14).

La determinaciéon de deoxicolato de sodio (DCNa)
comunmente se realiza por técnicas cromatograficas, pero
por las caracteristicas estructurales de este metabolito y su
baja absorcion en el UV, en ocasiones limita su deteccion,
mas auln cuando se esta cuantificando residuos. Entre otros
métodos utilizados estan los enzimaticos, pero estos son
normalmente para analisis serolégicos y son poco confiables
para la evaluacién de residuos en productos vacunales (15,
16).

La electrocromatografia capilar es un hibrido entre laHPLC y
la CE, donde se reunen algunas de las mejores caracteristicas
de cadatécnica por separado, por lo que tiene ventajas sobre
ellas. De esta manera la misma puede usarse para la
separacioén de especies no cargadas. Proporciona una
elevada eficacia en las separaciones de microvolimenes de
disolucion de muestra, sin necesidad de aplicar un bombeo
de alta presion. Entre las variantes de esta técnica se
encuentra: la cromatografia capilar electrocinética micelar
(MECK).

Esta técnica requiere la utilizacién de un tensoactivo en un
nivel de concentracion en el cual se formen micelas, que
estas son capaces de alojar compuestos no polares en su
interior. La interaccion de las micelas y los solutos es la que
produce la separacién (11-14).

El presente trabajo tiene como objetivo la determinacion de
residuos de deoxicolato de sodio por cromatografia
electrocinética micelar como modo de la electroforesis capilar
con deteccién UV directa en el control de formulaciones
vacunales.
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Materiales y Métodos

Materiales y reactivos

Sal de sodio del acido desoxicélico, procedente de Merck,
Alemania. Dodecilsulfato de sodio (SDS) (Sigma, EEUU),
tetraborato de sodio, fosfato de sodio monohidratado,
metanol y acetonotrilo fueron grado HPLC suministrado por
(J.T Baker, EEUU). El agua ultrapura se obtuvo con un
equipamiento EASYpure™ RF (Barnstead, EEUU). El resto
de los reactivos y disoluciones empleadas fueron de grado
analitico. Las soluciones y las muestras fueron filtradas
utilizando membranas de nylon de 0,45 um de porosidad
(Micron Separations Inc, EEUU) y desgasificadas antes de
Su uso.

Equipamiento

MEKC se realizé en un analizador capilar de iones (Water
corp. Milford MA). Los datos fueron colectados y procesados
con el software Millennium™ (Waters Corp. Milford MA). Se
empled un capilar de silica fundida no recubierto de 60 cm de
largo y 75 um de diametro interno. (Waters Corp. Milford MA,
EEUU).

Sistema-CE

El procedimiento analitico por MECK se realiz6 empleando
un sistema electrolitico formado por tetraborato de sodio
(10 mmol/L), fosfato de sodio monohidratado (10 mmol/L pH
9,0) con SDS (50 mmol/L) y acetonitrilo al 10%. Se realizé
una inyeccién hidrostatica (10 cm de altura) por 18 seg;
operamos a un voltaje de 25 kV, 25+ 0,1 °C de temperaturay
la deteccion se hizo a 185 nm con lampara de mercurio.

El capilar se acondicioné con KOH 0,5 mol/L durante 5 miny
con KOH 0,1 mol/L ese mismo tiempo; posteriormente se
lavé con agua ultrapura durante 8 min. Entre corridas el capilar
fue acondicionado durante 3 min con la disolucién electrolitica
de corrida. Al finalizar el dia el capilar fue lavado con KOH 0,1
mol/L durante 5 min y 10 min con agua ultrapura.

Control de pureza del deoxicolato de sodio

Se evaluaron dos lotes de sal de sodio del acido desoxicoélico
(DCNa) (Merck, Alemania), uno de presentacion granel y otro
envasado frente a un estandar de acido deoxicélico (DCA)
(Sigma, EEUU) y acido célico (CA) (Sigma, EEUU).

Disolucion stock y estandar

Las disoluciones de DCAy CA (Sigma) fueron preparadas en
metanol a una concentraciéon de 1 mg/mL. La disolucion
estandar se obtuvo de alicuotas diluidas a partir de la
disoluciéon madre en la disolucién amortiguadora de fosfato
de sodio 10 mmol/L — borato de sodio 10 mmol/L a una
concentracién final de 200 ug/mL, respectivamente. La
disoluciéon madre de DCNa se prepard a una concentracion
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de 25 mg/mL en metanol. El estandar fue preparado en
solucién amortiguadora fosfato de sodio 10 mmol/L - borato
de sodio 10 mmol/L con una concentracién final de 5 mg/mL
pH 7,4

Preparacion de las muestras

El principio activo de las formulaciones vacunales (15 lotes
de vesicula de membrana externa purificada) que contenian
los residuos de DCNa, y conservadas en diferentes aditivos
(etanol o sacarosa), fueron filtradas por centrifugacién 800 g
durante 10 min con membranas de nylon de 0,45 um,
desgasificadas e inyectadas directamente en el sistema.

Por otra parte, estas mismas muestras (8 lotes) fueron
concentradas. Se realiz6 una extraccién en fase sélida en
columnas RP18 (Merck, Alemania). La columna fue activada
con 4 mL de metanol-HPLC y 4 mL de agua ultrapura. Se
sembraron en minicolumnas de forma independiente 15 mL
de cada lote, se lavé con 4 mL de aguay se llevé a sequedad
con aire. La elucién se realizé con 4 mL de metanol-HPLC.
Posteriormente, se evaporé en Rotoevaporador Re 47
(Yamato Scientific, Japon). Las muestras secas se
resuspendieron en solucién amortiguadora de fosfato de
sodio: 1 mmol/L- borato de sodio 1 mmol/L pH 9,0 MeOH al
20%; después de concentradas fueron analizadas bajo las
mismas condiciones que las muestras puras.

Se evaluaron tres réplicas de cada uno de los lotes en estudio
y se determind el valor medio de concentracion para cada
muestra, la desviacion estandar y se calculé el coeficiente de
variacion:

CV= (DE/Media) x100
Donde:

DE: Desviacién estandar de las réplicas de la muestra
Media: Concentracion media de las réplicas

Resultados y Discusion

En la industria biofarmacéutica muchas tecnologias
incorporan el uso de detergentes en las etapas de extraccion
y solubilizacién de las VME (1). La tecnologia de obtencion
del complejo de la VME de Neissseria meningitidis serogrupo
B lleva implicito el uso de DCNa a una concentracién de 13,5
mmol/L en el evento de extraccion, y es mantenida durante
todo el proceso de semipurificacion para garantizar una
adecuada solubilizacién de dichas VME (1).

Después de eliminar una gran cantidad de contaminantes
mayoritarios, las VME totales se resuspendieron en solucién
amortiguadora dietanolamina—deoxicolato 13,5 mmol/L (DEA-
DCNa). Esta solucion amortiguadora desempefa un papel
muy importante en los procesos de delipidacion y separacion
de lipopolisacaridos, entidad molecular no deseada en el
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producto final por su poder endotéxico. Este lipopolisacarido
es finalmente separado por técnicas cromatograficas.

Sin embargo, se ha visto que el evento de extracciéon de VME
es quien aporta mayor empirismo en los resultados finales.
Las condiciones para la extraccion de dichas VME han sido
optimizadas; se han incluido todos los posibles parametros
desde las concentraciones 6ptimas: temperatura, tiempo de
extraccién, velocidad de agitaciéon. No obstante, un
importante criterio en la seleccidn del detergente es el nivel
de pureza que se requiere para un procedimiento especifico
(1). Los detergentes empleados en la produccién de la vacuna
son de grado “microbiolégico” y no se tienen antecedentes
analiticos de su evaluacién en el pais.

Para la realizacién de este estudio se controlé la pureza de
dos lotes de DCNa (Merck) con diferentes presentaciones:
granel y envasado (1 kg), frente a los estandares de DCA'y
CA de Sigma. Se muestran los electroferogramas de las
corridas realizadas a los estandares de DCA y CA (Sigma) y
los correspondientes a los lotes de DCNa granel y envasado,
respectivamente (Fig. 1).

En el electroferograma (Fig. 1) los perfiles Ay B muestran los
tiempos de migracién (tm) de cada uno de los estandares
Sigma utilizados: para el CA fue de 8,017 min y para el DCA
de 9,527 min.

En el caso de los lotes de DCNa fabricados en diferentes
presentaciones (envasado C y granel D) mostraron un
comportamiento diferente con relacién al del estandar de
deoxicolato (DCA) de Sigma. Puede apreciarse en los
electroferogramas para cada uno de estos lotes, un pico
aproximadamente a los 9,4 min que corresponde al tiempo
de migracion del deoxicolato, y otro pico a los 8 min, en el
que eluye del capilar el acido colico. Se determiné que ambos
lotes evaluados presentaron acido colico contaminante.

El lote de DCNa granel contiene 1,19% de acido célico
contaminante, mientras que el DCNa envasado contiene solo
0,14%. Es bueno destacar que si bien esto no constituye un
aspecto significativo en el proceso de extraccion-
solubilizacién del complejo de VME, su utilizacién como
estandar de trabajo en curvas de calibracion si puede ser
cuestionable en los ensayos de cuantificacion de residuos
de deoxicolato en sistemas de alta sensibilidad, ya que para
estos fines el estandar debe ser una sustancia con alto grado
de pureza.

Determinacion de residuos de deoxicolato de
sodio en muestras de VME purificadas

Se evaluaron un total de 15 lotes de VME purificadas,
conservadas en sacarosa y en etanol. La cuantificacion de
los residuos de deoxicolato de sodio se realizo utilizando
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Figura 1. Electroferograma para la comprobacién de la pureza de los DCNa empleados durante el proceso de solubilizacién-

extraccion de VME.

A- CA Sigma B- DCA Sigma C- DCNa envasado D- DCNa granel.

una curva de calibracion de concentracion en funcién del
area normalizada de 6 puntos (12,5-400 ug/mL). De la
regresion lineal resulté un r = 0,9967. Los resultados del
analisis de cuantificaciéon se muestran en la Tabla 1.

Los valores residuales de deoxicolato de sodio son muy bajos,
cercanos al limite de cuantificacién (30 ug/mL), que son los
establecidos en la validacién de esta metodologia (Tabla 1).
Por ello se decidié emplear la extraccién en fase sélida (SPE)
como método de concentracion de muestras que permitiera
corroborar los resultados obtenidos.

Se observa un perfil de un electroferograma tipico de una
muestra conservada en sacarosay otra en agua. Los perfiles
muestran que el método es capaz de detectar residuos de
DCNa (Fig. 2).

Al evaluar la repetibilidad del método, obtuvimos CV <5% en
todos los casos, lo que demuestra que este posee una buena
precisién, teniendo en cuenta que es un procedimiento
cromatografico de deteccién de impurezas, para los que se
ha referido que CV menores e iguales a 10% pueden ser
aceptados (17).

Tabla 1. Resultados de la cuantificacion de residuos de DCNa
en muestras de VME purificadas.

Concentracion de

Concentracién de

Lotes DCNa DCNa 1§g§;s$t.
(umol/mL) (ug/mL)
E018BS 48,79 20,37 162
EG19BS 4354 1757 57
02088 5375 5185 316
E021BS 588 5448 544
02488 547 103 1655
02588 403 168 0.66
E005-258B8 533 % 0,945
00635888 767 594 533
E007-228BS 33,9 14,1 0,910
EG18BA 456 181 0.4
EG19BA 385 163 0.47
E020BA 438 1825 0515
E021BA 48,56 56,08 1,06
EG24BA 60,1 55 0,83
E025BA 50.3 50,62 0,456
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Figura 2. Electroferograma de una muestra de VME en diferentes aditivos.

A- conservada en sacarosa al 3%.
B- conservada en agua.

Tabla 2. Resultados de la cuantificacion de residuos de DCNa en muestras de VME purificadas preparadas por SPE.

Concentracion de  Concentracién de

Lotes DCNa DCNa fgﬁ‘;‘;’;’;’
(umol/mL) (yafm L) .
E019BS 150 62,5 1,79
E019BA 46,5 19 0,22
E020BS 132 55,3 3,14
E020BA 61,52 25,47 0,287
E021BS 81,81 33,87 1,35
E021BA 88,93 36,82 1,8
E024BS 562,5 234 9,27
E024BA 93,7 39 0,51

Tabla 3. Resultados de la cuantificacion de DCNa por MECK y Merckotest.

Lotes Merkotest MECK
(pg DOCNa/25ug prot) (ug DOCNa/25ug prot)
E018BS 0,21 0,41
E019BS 0,29 0,32
E020BS 0,18 0,78
E021BS 0,12 0,61
E024BS 2,26 2,56
E025BS 0,43 0,24
EO18BA 0,045 0,11
EO19BA 0,07 0,12
E020BA 0,045 0,13
E021BA 0,043 0,27
E024BA 0,04 0,12
E025BS 0,30 0,24
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Después de preparadas las muestras por SPE y evaluadas
por MEKC se obtuvieron resultados similares (Tabla 2), lo
que sugiere que a pesar de estar trabajando en un rango
bajo de concentraciones el sistema electroforético empleado
es capaz de detectar trazas de deoxicolato de sodio hasta
niveles muy bajos.

Los resultados de la cuantificacion de los residuos de DCNa
por MECK fueron comparados con una prueba cinética
empleada para determinar acidos biliares en sangre
(Merckotest 14352). Ambos métodos permiten la
cuantificacion de estos residuos para este tipo de muestra
(Tabla 3).

En el caso de la prueba cinética para su implementacion fue
necesario realizar algunos ajustes debido a la complejidad
de la muestra, ya que la prueba estaba disenada para acidos
biliares en sangre y no es especifica para DCNa. Los valores
obtenidos por el Merckotest fueron mucho mas bajos en el
limite de cuantificacion del método.

Este trabajo demuestra que el método MEKC resultd ser
capaz de cuantificar pequenas concentraciones de DCNa en
muestras complejas (VME de membrana externa) de manera
rapida y con bajo consumo de reactivos. Es un método facil
de realizar y es robusto, lo cual es adecuado para su
implementacion en los laboratorios.
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Determination of Sodium deoxycolate residues in vaccinal formulation by micellar
electrokinetic chromatography

Abstract

The sodium deoxycholate (DCNa) source is the surfactant used in the biopharmaceutical industry for the
solubilization of outer membrane vesicles. It is well known the importance of control of this metabolite in biological
materials due to its high toxicity for humans. To demonstrate significant small variations of this metabolite in
vaccine formulations it is necessary to use a methodology highly selective, sensitive, specific and reproducible. In
this report we used the micellar electrokinetic chromatography (MEKC) in a Capillary lon Analyzer (Water corp.
Milford MA) detection at 185 nm mercury lamp. It employed a fused silica capillary uncoated (Waters Corp. Milford
MA). We assessed the purity of 2 lots of sodium deoxycholate and analyzed 15 samples of purified vesicles active
pharmaceutical ingredient vaccine formulations. Data were recorded and processed with software Millennium™
(Waters Corp. Milford MA). It was found that lots of sodium deoxycholate containing 1.19 and 0.44% cholic acid
and contaminate that 93% of the purified vesicles samples were from 0 to 2.44 mg protein DCNa/100 ug. MECK’s
results were compared with a kinetic test used to determine bile acids in blood (Merckotest). MECK system
showed better results regarding the Merkotest.

Keywords: Sodium deoxycholate, MEKC, outer membrane vesicles.
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