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Las biotecnologias modernas, no solo se han ocupado
del diserio de ingeniosos procesos productivos para la
obtenclon de metabolitos de interes, 0 de la novedosa
rnanipulacion qenetica de microorganismos como la
Escherichia coli; si no que ha establecido una serie de
normas para el control de la calidad de los productos
biotecnoloqicos. Algunas de estas normas estan
encaminadas a garantizar la reproducibilidad y
especificidad de las tecnicas analiticas empleadas en el
control de calidad, a traves de la validacion.

Desde la decada del 70, el terrnino validacion y su
significado conceptual han jugado un importante papel
en la produccion y aseguramiento de la calidad de los
productos biotecnoloqicos. En este sentido, la accion de
validar involucra de rnanera progresiva una serie de
procedimientos, cuyas complejidades son muy
diferentes; entre los que encontramos la validacion de
las tecnicas analiticas, de procesos de procuccion
asepticos y no asepticos, de procedimientos para el
tratamiento de las aguas y mas recientemente la
validacion de los sistemas computarizados.

Validar consiste en establecer una evidencia
documentada que permita asegurar la consistencia de
un procedimiento, a partir del cual se pueda obtener un
producto que satisfaga de manera consistente las
especificaciones de calidad predeterminadas por el
productor (Desain, 1992). Validar las tecnicas analiticas
permite conocer si las mismas son apropiadas para el
anal isis del sustrato a identificar y/o cuantificar, adernas
de brindar informacion ace rca de la precision yexactitud
inherente al rnetodo en estudio.

VALiDACION DE METODOS ANALITICOS

La validacion de los rnetodos analiticos empleados en el
control de calidad es un requisito indispensable dentro
de las Buenas Practices de Laboratorio (BPL), cuyo
cumplimiento es un factor decisivo para garantizar la

calidad de los productos 0 procesos controlados por estos
rnetodos (Rosales, 1992).

Para proceder a la validacion de una tecnlca analitica
debe conocerse si esta es confiable y aplicable, con el
objetivo de lograr la tdentiticacion y/o cuantificacion del
anal ito, debiendo ser ubicada en una de las cuatro
categorias siguientes (Thomas, 1991).

A-Metodos cuantitativos para la determinacion del
compuesto activo como materia prima 0 en formulaciones
tarrnaceuticas.
B-Metodos cuantitativos para la determinacion de
impurezas.
C-Metodos de identificacion.
D-Metodos para determinar ellimite de impurezas.

Una vez ubicada la tecnica en una de estas categorias
podremos conocer cuales son los parametres que deben
ser medidos para realizar la validacion de la misma (Tabla
1).Validar implica, una serie de facto res que se anteponen
a la ejecucion de la tecnica y que discutiremos a
continuacion.

Entrenamiento del personal
Los analistas encargados de la ejecucion de la tecnica
deben tener vast os conocimientos sobre las Buenas
Practicas de Laboratorio (BPL), la bioseguridad y el
manejo del equipamiento, adernas, haber aprobado
cursos de superacion en cornputacion, estadistica y
cualquier otra materia afin con el trabajo que
desernpenan. EI analista es el factor fundamental para
poder validar. una tecnica, siendo indispensable que este
comprenda la necesidad, importancia y etica de su
trabajo, principal mente cuando se trata de validar tecnicas
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destinadas al control de productos tarmaceuticos
(Rosales et ai, 1994).

Tabla 1: Parametres a medir sequn la categorfa que
ocupe el metoda anaHtico

A B C D
Esoecificidad x x x x
Linealidad x x - -
Exactitud x x 0 -
Reoetibilidad

-
x x - -

Limite de deteccion - x - x
Limite de cuantificacion - x - 0
Precision x x x x

xe564A
0= opcional

Mantenimiento y Calibraci6n del equipamiento.
EI estado del equipamiento es importante para el
desernpefio de una tecnica por 10 cual se requiere de un
programa de mantenimiento y calibracion que se ejecute
por un personal calificado y con la periodicidad necesaria
sequn la frecuencia de explotacion de cada equipo. En
algunos casos es necesario realizar la validacion completa
del funcionamiento del equipo pero en cualquiera de ellos
el ajuste, limpieza y/o calibraclon sera registrado
cronoloqicarnente, debiendo encontrarse disponible esta
informacion a efectos de auditorfas, inspecciones y
rastreos de resultados (Mesley, 1991).

Protocolo de Metodos Analfticos (PMA).
Este documento debe ser escrito por el analista, explicando
la tecnica a profundidad, 10 que implica normas de
seguridad, principios, equipamiento que emplea,
preparacion de soluciones, ejecucion de la tecnica,
referencias biblioqraficas y aprobacion, EI PMA debe estar
actualizado, exento de ambigOedades y emplear un
lenguaje claro. Una vez confeccionado y aprobado el PMA,
quedara terminantemente prohibida la violacion y/o
alteracion del mismo sin previa estudio y/o consulta con
las instancias correspondientes.

Patrones de referencia.
La utilizacion de patrones de referencia es de vital
importancia, sin estos el anal isis no serfa confiable; por
ello se hace necesario tener un procedimiento para la
valoracion y certificacion de patrones de referencia
primarios y secundarios, basado en la cornparacion contra
patrones certificados adquiridos de organizaciones e
instituciones internacionales acreditadas al efecto. Es
importante tarnbien la conservacion de los certificados que
avalan la estabilidad y caracterfsticas del patron de
referencia internacional (Buik et ai, 1990).

Criterio de aceptaci6n de la muestra problema.
Es conocido que el volumen de muestra, la dilucion, los
componentes de las soluciones tampones, el pH, la
temperatura, la osmolaridad y la turbidez, pueden afectar
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el resultado de una tecnica analftica (Carr, 1990). Las
caracterfsticas de la muestra deben estar reflejadas en el
protocolo de validacion, en conjunto con las posibilidades
y limitaciones del metodo en 10 que a interferencias se
refiere. Conocer la estabilidad de la muestra de ensayo
permite establecer las condiciones de almacenamiento de
la misma y el tiempo maximo que pueden permanecer en
estas condiciones, antes de ser sometidas al estudio.

Control de las materias primas.
La eficiencia del ensayo, depende de lacalidad y del control
de los reactivos que intervienen en la reallzacion de la
tecnica: por 10que es necesario conocer y controlar a traves
de los nurneros de parte, las especificaciones de calidad
de cada materia prima, para detectar las inconsistencias
de los proveedores y hacer las sustituciones pertinentes
en el momenta adecuado (Rosales et aI1994).

Estabilidad de las soluciones.
Las condiciones de almacenamiento que garantizan la
estabilidad de las soluciones deben ser estudiadas en el
tiempo de usc, de forma tal que se puedan obtener los
datos de caducidad. Estas soluciones deben ser
preparadas utilizando materias primas de proveedores
reconocidos y que tengan su certificado de garanHa.

Dentro de los reactivos del laboratorio las aguas son el
elemento mas importante pues estan formando parte en
casi todas las soluciones, debiendo controlarse la
presencia de agentes inhibitorios, la carga microbiana, la
conductividad y el pH. Todas estas soluciones deben estar
correctamente identificadas con el nombre de la solucion
pH, concentracion, fecha de preparacion, fecha de
vencimiento, nurnero de lote, condiciones de
almacenamiento y nombre del analista que las prepare,

Protocolo de validaci6n.
No es mas que el plan experimental disefiado para que al
ser ejecutado se convierta en evidencia de que el sistema
ha sido validado. Dicho plan debe incluir una definicion del
sistema a validar e identificar cada pararnetro a estudiar,
la forma de medirlos, la forma de monitorearlos, asf como
los criterios de aceptacion. EI protocolo de validacion es
especifico para cada metoda y/o elemento a determinar 0

identificar, debiendo estar fechado y firmado por las
personas responsables de la validacion y de su aprobacion
(Rampazzo, 1990).

REALIZACION DE LA VALIDACION
Una vez que el personal calificado al efecto realiza la
tecnica siguiendo las indicaciones de las PMA, todos los
datos primarios deben ser colectados y evaluados
mediante la utilizacion de los rnetodos estadfsticos
apropiados. Estos resultados pueden diferir de los
esperados, si esto ocurriese se hace necesario ariadir un
anexo al protocolo de valioacion, explicando los cambios
introducidos con respecto al protocolo de validacion original
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y las razones que 10 justifican (Poutou. et al 1993;
Candelario et ai, 1994).

Informes tecnicos.
La manera de reportar los resultados de una vatidacion es
a traves de la conteccion de informes tecnicos, los cuales
deben incluir:

- Referencias de la calibracion y calificacion de los
instrumentos utilizados, asi como los resultados de la
veriticacion de los parametres de idoneidad antes de iniciar
el estudio de validacion,
- Referencia al Procedimiento Patron de Operacion del
rnetodo objeto de la validacion.
- Referencias de los patrones de referencia empleados.
- Resultados de las mediciones de cada pararnetro.
- Discusion de los resultados y conclusiones.

Certificado de validaclon y archivo
Un certificado de validacion 0 documento formal de
aprobacion firmado por las personas responsables debe
ser emitido por la direccion de aseguramiento de la calidad
de la empresa 0 laboratorio y los documentos referentes a
la validacion se archivaran adecuadamente durante todo
el tiempo de vida del producto.

Monitoreo de la tecnlca analftica.
En el procedimiento de validacion y/o procedimiento de
ensayo, debe indicarse la forma de monitorear cada
pararnetro medido, esto puede incluir el anal isis de blancos,
controles negativos, control de reactivos y/o calibracion
de instrumentos de rnedicion; con el objetivo de asegurar
que el ensayo no se desvie de los criterios con que fue
fijado en el procedimiento patron de operacion y en el
procedimiento de validacion de la tecnica.
Esto permite evaluar la variabilidad de los analistas en las

actividades de verificacion del metodo (Rosales I. et al
1994).
REVALIDACION.
La revalldacion de un rnetodo analitico debe hacerse ante
cambios en el equipamiento, de reactivos, analistas, etc.
En el curso de operaciones normales pueden producirse
modificaciones menores que generen resultados
deseables, por ejemplo una ligera moditicacion en el pH.
Este tipo de modificaciones ligeras deben ser sometidas
a una validacion, si el cambio es pequerio se puede aceptar
la cornparacion entre los resultados obtenidos en una
corrida normal y los resultados obtenidos en otra que
incluya la rnodificacion. Por otra parte si las modificaciones
son mayores deben validarse todos los parametres
aplicables al ensayo (Candelario et ai, 1994).

Para que una rnoditicacion mayor 0 menor se adopte, debe
formar parte del Procedimiento Patron de Operacion, 10
cual pudiera ser incluido en un anexo, 0 si se considera
necesario, en una nueva edicion del PMA, debiendose
documentar todo el estudio que perrnitio arribar a esas
conclusiones (Buik et a11990; Rampazzo, 1990).

PARTICULARIDAD DE LA VALIDACION.
Los rnetodos oficiales descritos en Farmacopeas, guias
dictadas por organizaciones como la Association of Official
Analytical Chemistry y reportes tecnicos de la Orqanizacion
Mundial de la Salud, entre otros, no requieren una
validacion obligatoria, solo se recomienda evaluar la
precision bajo condiciones normales de operacion,

Trabajar con tecnicas correctamente validadas debe ser
el estandarte principal de cualquier instancia encargada
del control y aseguramiento de la calidad de productos
biotecnoloqicos (Rosales et al 1994).
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