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1. Introduccion

La manufactura de productos farmacéuticos del siglo XXI tiene como base para la calidad
de estos productos, una politica basada en tres aspectos: a) avances en la ciencia de
manejo de riesgos, b) avances en las ciencias de la calidad y ¢) avances en la ciencia de la
tecnologia de la produccién. La FDA ha concluido que los modernos sistemas de calidad
juntos con los procesos de manufactura bien controlados y un profundo conocimiento de
los productos puede conducir a un producto con mayor seguridad y eficacia. Mediante
métodos sistematicos para identificar aquellas situaciones que deban ser clasificadas como
de riesgo y que por lo tanto formaran parte de aspectos que deberan ser evaluados y sujetos
limites y estandares definidos antes, durante y al final de la elaboracién del producto.
(Reham et al., 2015).

Es pertinente mencionar que para los compuestos farmacéuticos se demanda un alto nivel
de pureza. También se comprende que no es viable que se pretenda una pureza absoluta,
de tal forma que debe establecerse un intervalo entre lo que es aceptable y posible y lo que
se debe considerar fuera de especificaciones. Para establecer estos limites se debe hacer
un detallado analisis tomando en cuenta aspectos de toxicidad, interferencias y efectos de
inestabilidad. La presencia de impurezas esta asociada a la ruta de sintesis del principio
activo y al proceso de degradacion al que es susceptible. En cualquier caso, la presencia
de impurezas debe estar dentro de los limites de tolerancia aceptables y considerados
seguros, para los cual deben ser evaluadas de acuerdo con las pruebas compéndiales y
aplicar los limites recomendados. Las pruebas de impurezas en las farmacopeas se
clasifican en pruebas cuantitativas que son analisis que determinan la cantidad de la
impureza presente en la muestra y las pruebas limite de impurezas que son pruebas semi-
cuantitativas, que aplican un estandar de concentracion conocido como limite superior y
que siempre y cuando la impureza no sobrepase el nivel de ese limite la prueba se
considera aceptable, generalmente son pruebas colorimétricas o de precipitacion y
determinacion organoléptica (visual) (Reham et al., 2015).

En el ambito de la quimica analitica, la validacion de métodos es un proceso critico para
garantizar que un método analitico sea adecuado y confiable para su propdsito especifico.
En la industria farmacéutica, la determinacion precisa del color en productos terminados es
de vital importancia. Este pardmetro no solo influye en la percepcion del producto por parte
del paciente, sino que también puede ser indicativo de su calidad, seguridad y eficacia
(Kumar et al., 2019).

En Baxter México se fabrican productos de dialisis peritoneal, que son soluciones médicas
utilizadas en tratamientos renales, donde la exactitud y consistencia en su composicion son
esenciales. El color de estas soluciones puede ser afectado por diversos factores durante
su produccion, tales como la pureza de las materias primas, el proceso de fabricacion y las
condiciones de almacenamiento. Un cambio en el color puede indicar contaminacion,
degradacion o alteraciones en la formulacién, lo que puede comprometer la seguridad del
paciente (Liu et al., 2018).

En este proyecto, se llevara a cabo la validacién del método analitico para la determinacion
de color en producto terminado para dialisis peritoneal realizando la determinacion
cualitattiva colorimétrica de 5-hidroximetilfurfural como producto de degradacion. Esto
implica evaluar parametros criticos del método como la especificidad, limite de deteccién y
robustez. La validacion tiene como objetivo confirmar que el método es adecuado para



proporcionar resultados reproducibles y fiables, cumpliendo con los estrictos estandares
regulatorios y las expectativas de calidad en el sector farmacéutico.

2. Marco teérico

La validacion de métodos analiticos es un proceso que asegura que un método sea
adecuado y confiable para su propésito especifico. Este proceso implica la evaluacion
sistematica de varios parametros de desempeifo del método, tales como la exactitud,
precision, especificidad, linealidad, limite de deteccion (LOD) y limite de cuantificacion
(LOQ). Segun las directrices del International Council for Harmonisation of Technical
Requirements for Pharmaceuticals for Human Use (ICH), la validacion es esencial para
cumplir con los estandares regulatorios y garantizar la calidad del producto final (Rozet et
al., 2016).

El color es un atributo critico en muchos productos terminados, incluidos los farmacéuticos,
alimenticios y cosméticos. En productos farmacéuticos, como las soluciones de didlisis
peritoneal, el color puede indicar la pureza y estabilidad del producto, asi como la ausencia
de contaminantes. Un cambio en el color puede sugerir degradacion o contaminacién
(Kumar et al., 2019).

El color es una caracteristica organoléptica, lo que significa que el valor se basa en la
respuesta humana a los estimulos. Puede definirse como la percepcién de un observador
o la respuesta subjetiva a un estimulo de energia radiante en el espectro visible que se
extiende en el rango de longitud de onda de 400 a 700 nm. El color percibido es funcién de
tres variables: propiedades espectrales del objeto, distribucion de potencia espectral de la
fuente de iluminacioén y percepcion visual del observador.

La acromicidad o falta de color es un extremo de cualquier escala de colores para la
transmisién de luz. Implica la ausencia total de color; por tanto, el espectro visible de la
muestra carece de absorbancias.

El método de determinacion de color se basa en la comparacion visual del color de la
muestra en solucion, contra patrones de referencia en un intervalo colorido especifico, bajo
condiciones establecidas. El color que presenta la muestra estara dentro del intervalo
Café(B)-Amarillo(Y)-Rojo(R). La percepcion del color y de las coincidencias de color
depende de las condiciones de vision y de iluminacién. Las determinaciones deben
realizarse utilizando una iluminacion difusa y uniforme en condiciones que reduzcan las
sombras y minimicen la reflectancia no espectral. Los liquidos deben compararse en
recipientes de comparacion de colores que sean transparentes a la luz de iluminaciéon (USP
NF-2023).

2.1. Clasificacion de métodos analiticos

Los métodos analiticos se clasifican en varias categorias segun FEUM 13.0, cada una con
diferentes requisitos de validacién basados en su aplicacién y complejidad. A continuacion
se describen estas categorias y los parametros de desempefio a evaluar para cada una:
Categoria |

Métodos analiticos para la cuantificacion de los principales excipientes y/o ingredientes
activos y conservantes en productos terminados.

Categoria Il

Métodos analiticos para la determinacion de impurezas o compuestos de degradacion en
productos terminados. Estos métodos incluyen ensayos cuantitativos y pruebas limite.



Categoria lll

Métodos analiticos para la determinacion de caracteristicas de rendimiento, por ejemplo,
pruebas de esterilidad, disolucion y liberacién de farmacos para productos farmacéuticos.
En la Tabla 1 se presentan los criterios de validacion que la ICH y USP recomiendan de
acuerdo con la aplicacion del método analitico.

Tabla 1. Criterios de validacion de acuerdo con aplicacion del método analitico.

Caracteristicas de _ Prueba de impurezas Contenido
lidacia Contenido
vellieeleioln Cuantitativa | Prueba limite | (potencia/disolucion)
Exactitud Si Si No No
Precision- , ,
Repetibilidad ST Si No No
Precision-
Precision Si Si* No No
Intermedia
Especificidad Si Si Si Si
Limite de No No Si No
detecciodn
Limite de No Si No No
cuantificacion
Linealidad Si Si No No
Rango Si Si No No
Robustez Si Si Si No

*Puede ser requerido dependiendo la naturaleza de la prueba.

El método de determinacion de color es clasificado como categoria Il de acuerdo con la
aplicacion analitica, segun la FEUM 13.0. Los métodos involucrados en esta categoria son
para la determinacion de impurezas en sustancias de medicamento a granel o compuestos
de degradacion en productos farmacéuticos terminados. Estos métodos incluyen ensayos
cuantitativos y pruebas limite. Siendo la determinaciéon de color una prueba limite.
Considerando lo anterior, las pruebas de desempefio que seran retadas son: especificidad
del método, limite de deteccién y robustez.

2.2. Pruebas limite frente a determinaciones cuantitativas

En general, las pruebas limite son pruebas cuantitativas o semicuantitativas que se
proponen especialmente para identificar y controlar invariablemente pequefas cantidades
de impurezas que se supone que estan presentes en una sustancia farmacéutica.

Obviamente, la cantidad de cualquier impureza presente en una sustancia oficial suele ser
pequena vy, por lo tanto, la respuesta normal de reaccion visible a cualquier prueba de esa
impureza también es bastante pequena. Por lo tanto, es necesario e importante disefar la



prueba individual de tal manera que se eviten posibles errores en manos de varios analistas.
Esto puede lograrse teniendo en cuenta los tres factores cardinales siguientes, a saber:
Especificidad de las pruebas: Una prueba empleada como prueba limite debe implicar
algun tipo de reaccién selectiva con la traza de impureza. Se ha observado que una prueba
menos especifica que limita un nimero de impurezas tiene una ventaja positiva sobre las
pruebas altamente especificas.

Ejemplo : La contaminacion de Pb2+ y otras impurezas de metales pesados en el alumbre
es precipitada por tioacetamida como sus respectivos sulfuros a pH 3,5.

Sensibilidad: El grado de sensibilidad estipulado en una prueba limite varia ampliamente
segun el estandar establecido por una farmacopea. La sensibilidad se rige por una serie de
factores variables que tienen un objetivo comun de obtener resultados reproducibles.
Analisis gravimétrico: La precipitacion esta guiada por la concentracion del soluto y del
reactivo precipitante, el tiempo de reaccién, la temperatura de reaccién y la naturaleza y
cantidad de otras sustancia(s) presente(s) en la solucién.

Ensayos de color: La produccién de coloraciones visibles y distintas puede lograrse
mediante la determinacién de las cantidades necesarias de reactivos, el periodo de tiempo
y, sobre todo, la estabilidad del color producido. (Ashutosh ka, 2005).

La ICH menciona que para la validacion de métodos para impurezas:

2.21 Las impurezas estan disponibles

Para el ensayo, esto debe implicar la demostracion de la discriminacién del analito en
presencia de impurezas y/o excipientes. En la practica, esto se puede hacer afiadiendo a
sustancias puras (sustancia farmacéutica o producto farmacéutico) niveles adecuados de
impurezas y/o excipientes y demostrando que el resultado del ensayo no se ve afectado
por la presencia de estos materiales (en comparacién con el resultado del ensayo obtenido
en muestras sin picos).

En el caso de la prueba de impurezas, la discriminaciéon puede establecerse afiadiendo a
una sustancia farmacéutica o a un producto farmacéutico niveles adecuados de impurezas
y demostrando la separacion de estas impurezas individualmente y/o de otros componentes
de la matriz de la muestra.

2.2.2 Las impurezas no estan disponibles

Si no se dispone de normas para productos de impurezas o degradacion, la especificidad
puede demostrarse comparando los resultados de las pruebas de muestras que contienen
impurezas o productos de degradacion con un segundo procedimiento bien caracterizado,
por ejemplo: método de farmacopea u otro procedimiento analitico validado (procedimiento
independiente). Segun corresponda, esto debe incluir muestras almacenadas en
condiciones de estrés relevantes: luz, calor, humedad, hidrdlisis acido/base y oxidacion.

2.3 Producto de degradacion

Los productos terminados utilizados en el tratamiento de problemas renales, contienen
glucosa en su formulacién. La glucosa (Figura 1) al ser sometida a tratamiento térmico como
es el proceso de esterilizacion genera 5-Hidroximetilfurfural (5-HMF) (Figura 2) como
producto de degradacion, este es un aldehido y furano de la descomposicion térmica de los
glucidos, lo cual puede provocar una variacion en la coloracién del producto (Martinez, N.



2017). Para este proyecto sera evaluado un piloto adicionado con 5-HMF con la finalidad
de descartar interferencias debido a la cantidad de componentes.

CH,OH
0 O

OH O
OH OH H \ OH
OH

Figura 1. Estructura quimica de la glucosa. Figura 2. Estructura quimica de 5-HMF

3. Objetivos

3.1. Objetivo general

Participar en el area de validacion de métodos analiticos a través del servicio social
mediante actividades propias de la profesién como lo son protocolos de validacion para
ampliar los conocimientos y habilidades analiticas aplicadas para asegurar la calidad del
producto de uso médico, con el fin de participar en la misién de salvar y sostener vidas.

3.2. Objetivos especificos

e Introducir al QFB a actividades propias de la profesién con el fin de tener dominio
en regulacion normativa, redaccién y llenado documental segun las pautas internas
de la empresa.

e Escribir un protocolo de “Validacién del método analitico para la determinacion de
color en producto terminado” con todos los apartados requeridos tomando como
base protocolos anteriores y PNO’s internos.

e Aperturar el protocolo de validacion después de haber sido revisado, corregido y
firmado por el asesor en validaciones de métodos analiticos.

e Ejecutar el protocolo mediante la metodologia interna indicada para determinacion
de color una vez hecha y aprobada la revisidon de reactivos, equipos e insumos.

e Realizar el reporte con los resultados obtenidos experimentalmente, averiguando si
el método cumple con los criterios de aceptacién de cada parametro de desemperio
para ser validado.

e Revisary corregir los errores observados por el asesor para dar cierre al proyecto



4. Abreviaturas

Abreviatura Significado
5-HMF 5-hidroximetilfurfural
cbp Cantidad basta para
FEUM Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos
g Gramo
mg Miligramo
mL Mililitro
N/A No Aplica
PNO Procedimiento Normalizado de Operacion
ppm Partes por millon
PT Producto Terminado

Farmacopea de los Estados Unidos

usP (por sus siglas en inglés United States Pharmacopeia)
NF _ Formu_laric? Nacic_)nal
(por sus siglas en inglés National Formulary)

MGA Método General de Analisis

v Volumen

g/L Gramos por litro
mg/L Miligramos por litro

M Molar

N Normal

m/iv Masa/volumen

plv Peso/volumen

viv Volumen/volumen

°C Grados Celsius

mm Milimetros

SV Solucion volumétrica

5. Equipos y materiales

Equipos
e Balanza analitica (calibrada)
e Micropipeta volumen apropiado (calibrada)
e Campana de extraccion
e Parrilla eléctrica

Materiales
¢ Matraz volumétrico clase A (volumen apropiado)
e Matraz yodométrico y/o matraz Erlenmeyer con tapon de vidrio esmerilado (volumen
apropiado)
e Pipetas volumétricas clase A (volumen apropiado)



e Probetas de tamafio adecuado

e Bureta clase A tamafo apropiado

o Vasos de precipitado de tamarfio apropiado

e Tubos de 12 mm de diametro externo

e Tubos Nessler

e Agitadores magnéticos

e Espatula

Reactivos

e Cloruro de cobalto hexahidratado grado reactivo *  Cloruro férico hexahidratado grado reactivo

e Acido clorhidrico grado reactivo * Tiosulfato de sodio grado reactivo

s .y . e Almiddn grado reactivo

e Peroxido de hidrogeno grado reactivo g : :
e , . e Yoduro mercurico rojo grado reactivo

* Hidréxido de sodio grado reactivo e Carbonato de sodio grado reactivo

e Yoduro de potasio grado reactivo e Acido sulfurico grado reactivo

e Yodo grado reactivo e 5-hidroximetilfurfural grado reactivo

¢ Dicromato de potasio (estandar primario) e Bicarbonato de sodio grado reactivo

Equipo de proteccién personal

e Guantes de neopreno y/o hule natural
Mascarilla para vapores (si aplica)
Bata

Lentes

Botas de seguridad

6. Metodologia

6.1 Preparacion de soluciones

Registrar la preparacién de las soluciones usadas en este protocolo. Cantidades
proporcionales pueden ser preparadas, siempre y cuando se considere la concentracion
final de cada solucion.

La pureza de las materias primas debe ser considerada durante la preparacion de las
soluciones. Los pesos estan considerados con una pureza del 100% para todos los
componentes.

S| Almidén

Mezclar 1.0 g de almiddn soluble con 10 mg de yoduro mercurico rojo y suficiente agua fria
para hacer una pasta fina, agregar 200 mL de agua en ebullicién y dejar hervir durante
1 min con agitacién constante, dejar enfriar. Usar uUnicamente la solucion clara.
Efectuar la prueba de sensibilidad en la solucion antes de su uso.
Sensibilidad. A una mezcla de 1.0 mL de la solucién de almiddn soluble y 20 mL de agua,
afiadir 50 mg de yoduro de potasio y 0.05 mL de SV de yodo 0.005 M. La soluciéon cambia
de incolora a azul.



SV de yodo 0.005 M
Disolver aproximadamente 1.4 g de yodo en una solucion de 3.6 g de yoduro de potasio en
100 mL de agua, agregar 3 gotas de acido clorhidrico y diluir con agua a 1000 mL.

Peréxido de hidrégeno T.S.
Prepare una solucion que contenga una concentracion de 2.5 a 3.5 g de peréxido de
hidrogeno en 100 mL de agua.

Acido clorhidrico 2.5% (v/v)
Cuidadosamente adicione 25 mL de acido clorhidrico a 900 mL de agua destilada en un
matraz volumétrico de 1000 mL y posteriormente afore.

Acido sulftrico 1.0 M

En un matraz volumétrico de 1 000 mL conteniendo 500 mL de agua, agregar
cuidadosamente y con agitacion, 60 mL de acido sulfurico, enfriar a 25 °C y llevar a volumen
con agua.

Solucién de hidréxido de sodio al 30%

Disuelva 30 g de hidroxido de sodio en suficiente agua destilada manteniendo el matraz en
un bano de agua fria (esta es una reaccion exotérmica) cuando ya esté frio afore a 100 mL
con agua destilada.

Acido clorhidrico 1% m/v

Cuidadosamente mida lo equivalente a 10 g* de acido clorhidrico y transfiera en un matraz
de 1000 mL el cual debe contener agua destilada, llevar a volumen.

*Calcule la cantidad equivalente en volumen utilizando la siguiente férmula y la pureza del
acido:

P=;

SV de tiosulfato de sodio 0.1 M

En un matraz volumétrico de 1 000 mL, disolver 26 g de tiosulfato de sodio y 200 mg de
carbonato de sodio en 800 mL de agua recientemente hervida vy fria.

Llevar a volumen con el mismo disolvente.Valorar la solucion como se indica a continuacion:
pesar 70 mg de dicromato de potasio (previamente pulverizado y secado a 120 °C durante
4 h), disolver en 100 mL de agua en un matraz yodométrico de 500 mL. Agitar hasta
disolucion, quitar el tapdn y rapidamente agregar 3.0 g de yoduro de potasio, 0.666 g de
bicarbonato de sodio y 1.6 mL de acido clorhidrico. Insertar el tapdn en el matraz, mezclar
y dejar reposar en la oscuridad durante 10 min exactamente. Enjuagar el tapon y las
paredes internas del matraz con agua. Titular el yodo liberado con la solucién de tiosulfato
de sodio hasta vire a color verde amarillento. Agregar 3.0 mL de Sl de almidén y continuar
la titulacién hasta la disminucion del color azul marino. Titular un blanco de reactivos y hacer
las correcciones necesarias. Calcular la normalidad, considerando que cada mililitro de SV
de tiosulfato de sodio 0.1 N 0 0.1 M es equivalente a 4.903 mg de dicromato de potasio.

Solucion de cloruro férrico (amarillo primario). Pesar 46 g de cloruro férrico
hexahidratado (FeCls; - 6H20), pasar a un matraz volumétrico de 1 000 mL, disolver y llevar
al aforo con solucién de acido clorhidrico al 2.5 % (v/v). La solucién debera ser protegida
de la luz y valorada antes de su uso.

Valoracion. Pasar 10 mL de esta solucién a un matraz yodométrico de 250 mL, adicionar
15 mL de agua, 4.0 g de yoduro de potasio y 5.0 mL de acido clorhidrico. Tapar el matraz,
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proteger de la luz y dejar reposar la mezcla durante 15 min. Diluir con 100 mL de agua y
titular el yodo liberado con SV de tiosulfato de sodio 0.1 M, adicionar 0.5 mL de Sl almidén
cerca del punto final de la titulacién. Efectuar una determinacion en blanco para cualquier
correccion necesaria. Calcular considerando que cada mililitro de solucién de tiosulfato de
sodio 0.1 M equivale a 27.03 mg de cloruro férrico hexahidratado.Ajustar el volumen final
con solucién de acido clorhidrico al 2.5 % (v/v), para que cada mililitro contenga 45 mg de
cloruro férrico hexahidratado.

Solucién de cloruro de cobalto (rojo primario). Pesar 60 g de cloruro de cobalto
hexahidratado (CoCl, - 6H20), pasar a un matraz volumétrico de 1 000 mL, disolver y llevar
al aforo con solucion de &cido clorhidrico al 2.5 % (v/v).

Valoracion. Pasar 5.0 mL de esta solucién a un matraz yodométrico de 250 mL, adicionar
5.0 mL de SR peréxido de hidrogeno y 10 mL de solucion de hidréxido de sodio al 30 %
(m/v) (realizar los pasos anteriores bajo campana de extraccion y con extrema precaucion).
Se mantiene a ebullicion suave durante 10 min, enfriar, adicionar 2.0 g de yoduro de potasio
y 60 mL de solucién de acido sulfurico 1.0 M. Tapar el matraz y agitar ligeramente para que
se disuelva el precipitado. Titular el yodo liberado con SV de tiosulfato de sodio 0.1 M,
adicionar 0.5 mL de Sl almidén, cerca del punto final de la titulaciéon. Continuar la valoracién
hasta el vire a color rosa. Calcular considerando que cada mililitro de solucién de tiosulfato
de sodio 0.1 M equivale a 23.79 mg de cloruro de cobalto hexahidratado.
Ajustar el volumen final con solucién de acido clorhidrico al 2.5 % (v/v) para que cada
mililitro contenga 59.5 mg de cloruro de cobalto hexahidratado.

Solucién Estandar Y (amarillo)

En un recipiente adicione 24 mL de solucién de cloruro férrico (amarillo primario), 6 mL de
solucion de cloruro de cobalto (rojo primario) y 70 mL de solucién de &cido clorhidrico 1%
m/v. Mezcle y utilice esta preparacion en fresco.

Solucién de referencia Y5
En un recipiente adicione 12.5 mL de la solucién estandar Y y 87.5 mL de acido clorhidrico
1% m/v. Mezcle y utilice en fresco.

6.2. Desarrollo de la prueba de color

Recomendaciones de acuerdo con USP:

El angulo del observador puede ser normal (vertical) o de 90 grados (horizontal) si el angulo
de iluminacién se controla para evitar la reflexion especular y proporciona una iluminacion
difusa en relacion con el angulo del observador. EI campo circundante debe ser blanco,
negro o gris neutro.

1. Utilice tubos idénticos de vidrio incoloro, transparente y neutro de 12 mm de diametro
externo.

2. Coloque 2.0 mL del liquido a examinar (solucion muestra) y 2.0 mL de agua o liquido de
referencia en tubos independientes.

3. Realice la comparacién entre ambos tubos, debe existir un pequefio espacio perceptible
entre la muestra y el liquido de comparacion.
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6.3. Parametros de desempeio analitico

> Especificidad del método
La especificidad es la capacidad de un método analitico para obtener una respuesta debida
unicamente al analito de interés y no a otros componentes de la muestra, que pueden estar
presentes (especificidad) o que se pudieran presentar por efectos ambientales y/o de
interaccion con los mismos componentes (selectividad) tales como: impurezas, productos
de degradacion o componentes de la misma muestra. Para determinar la especificidad, se
debe demostrar que la respuesta analitica se debe unicamente al analito de interés.

Preparacion de soluciones:

Cada solucién debera ser preparada por triplicado de forma independiente.

Solucion piloto

Solucion piloto + 5-HMF

Solucion piloto Adicionada

Control negativo

Transfiera 2 mL de la solucién estandar intermedio 5-HMF a un matraz volumétrico de 100
mL y lleve a volumen

con agua destilada.

Condiciones de estudio:

» Se adicionara 5-Hidroximetilfurfural a una concentracién de 2 ppm como producto de
degradacion.

* Se utilizara la solucion de referencia Y5.

* El estudio involucra 5 soluciones diferentes (realizar por triplicado):
-Blanco: agua destilada.

-Control negativo: agua destilada + 5-HMF

-Control positivo: Y5

-Piloto

-Piloto + 5-HMF

-Piloto adicionado

Desarrollo de la prueba:

1. Realice la prueba de acuerdo con lo establecido.
2. Registre los resultados en el

3. Anexar evidencia fotografica.

Criterio de aceptacion:

Banco < Control ¢ Pioto o SOOX_ Pioto Control

negativo adicionado positivo

» Limite de deteccion
El limite de deteccion (LD) es la cantidad minima de analito en una muestra que puede ser
detectada, pero no necesariamente cuantificada, bajo las condiciones de aplicacién del
método. Asi las pruebas limite solamente indican que la cantidad del analito es superior o
inferior a la concentracion establecida. El limite de deteccion se expresa generalmente
como la concentracion indicada en el método analitico.
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Preparacién de soluciones:
Cada solucién debera ser preparada por triplicado de forma independiente.

Condiciones de estudio:

* Realizar por triplicado

* Piloto

* La solucién Y5 (25%, 50%,100%)

Desarrollo de la prueba:

1. Realice la prueba de acuerdo con lo establecido
2. Registre los resultados

3. Anexar evidencia fotografica.

Criterio de aceptacion:
El limite de deteccidon debe ser menor o igual al 50% de la concentracién de la solucién de
referencia Y5 (100%).

> Robustez
La robustez es la capacidad del método analitico de mantener su desempeno al presentarse
variaciones pequenas pero deliberadas, en las caracteristicas normales de operacién de
este. De acuerdo con lo establecido en las farmacopeas USP y EP vigentes para la
metodologia de color se deben usar tubos idénticos de vidrio incoloro transparente y neutro
de 12 mm de diametro externo.

Condiciones del estudio:

* Realizar por triplicado

* Al ser una prueba cualitativa, en la cual se realiza una comparacion visual, se utilizara la
solucion de referencia Y5 como 100%.

* Se retara utilizando 2 tubos diferentes como se indica a continuacion:

v/ Condicion normal: Tubos de vidrio incoloro, transparente y neutro de 12 mm de
diametro externo.

v Condicién diferente: Tubos de comparacién Nessler.

Desarrollo de la prueba:

1. Realice la prueba de acuerdo con lo establecido (realizar de forma independiente con los
tubos de la

condicién normal y posteriormente con los tubos de comparacion Nessler).

2. Registre los resultados.

3. Anexar evidencia fotografica.

Criterio de aceptacion:

La respuesta observada en los tubos de la condicion normal debe ser igual a la respuesta
en los tubos de la condicion diferente.
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7. Resultados

7.1. Parametros de desempeiio analitico
» Especificidad

La especificidad es la capacidad de un método analitico para obtener una respuesta debida
Unicamente al analito de interés y no a otros componentes de la muestra, que pueden estar
presentes (especificidad) o que se pudieran presentar por efectos ambientales y/o de
interaccion con los mismos componentes (selectividad) tales como: impurezas, productos
de degradacion o componentes de la misma muestra. Para determinar la especificidad, se
debe demostrar que la respuesta analitica se debe unicamente al analito de interés.

La prueba de especificidad fue realizada para soluciones:
e Piloto
¢ Piloto + 5-HMF
e Piloto Adicionado

La especificidad fue evaluada con las siguientes condiciones de estudio:
e Se utilizé como blanco agua destilada
e Se utilizé como control negativo agua destilada mas 5-HMF
e Se utilizé como control positivo la solucién de referencia Y5
e Se realizé por triplicado

» Limite de deteccion

El limite de deteccion (LD) es la cantidad minima de analito en una muestra que puede ser
detectada, pero no necesariamente cuantificada, bajo las condiciones de aplicacion del
metodo. Asi las pruebas limite solamente indican que la cantidad del analito es superior o
inferior a la concentracion establecida. El limite de deteccion se expresa generalmente
como la concentracion indicada en el método analitico.
El limite de deteccion fue evaluado con las siguientes condiciones de estudio:

e Se realizo por triplicado

e Piloto

e La solucién de referencia Y5 fue considerada como 100%.

Debido a que la prueba es cualitativa mediante la comparacion de color contra soluciones
de referencia, el limite de deteccion se determind comparando diferentes concentraciones
de la solucién de referencia. Considerando la soluciéon Y5 como concentracion al 100%, se
seleccionaron concentraciones al 50% y 25% para determinar la concentracion minima en
la que el analito puede detectarse de manera confiable.

> Robustez
La robustez es la capacidad del método analitico de mantener su desempefio al presentarse

variaciones pequenas pero deliberadas, en las caracteristicas normales de operacion de
este.

14



La robustez fue evaluada con las siguientes condiciones de estudio:
e Se realizo por triplicado
e Al ser una prueba cualitativa se realizé una comparacion visual, se utilizé la
solucion de referencia Y5 como 100%.
e Se utilizaron 2 tubos diferentes:
v" Condicién normal: Tubos de vidrio incoloro, transparente y neutro de
12 mm de diametro externo.
v' Condicién diferente: Tubos de comparacion Nessler.

7.2. Resultados y Analisis de datos
Tabla 2. Resultados de la prueba Especificidad
Criterio de aceptacion RESI £
Prueba Resultado obtenido Cumple Observaciones
(Resultado esperado) Si/No
Blanco Blanco
< <
Control Negativo Control Negativo
s < <
Especificidad Piloto Piloto
para la prueba < <
de Piloto + 5-HMF Piloto + 5-HMF S NIA
determinacién < <
de color Piloto Adicionado Piloto Adicionado
< <
Control Positivo Control Positivo
Tabla 3. Resultados de la prueba de Limite de Deteccion
Criterio de aceptacion . Cumple .
Prueba (Resultado esperado) Resultado obtenido Si/No Observaciones
Limite de
deteccion para | El limite de deteccion debe ser menor | El limite de deteccion es menor al 50% de la
la prueba de o igual al 50% de la concentracion de | concentracién de la solucién de referencia Y5 Si N/A
determinacion | la solucién de referencia Y5 (100%). | (100%).
de color
Tabla 4. Resultados de la prueba de Robustez
Criterio de aceptacion . Cumple .
Prueba (Resultado esperado) Resultado obtenido Si/No Observaciones
Robustez para | La respuesta o.b §§rvada en los La respuesta observada en los tubos de la condicion
la prueba de tubos de la condicién normal debe ;
R ) normal no es igual a la respuesta en los tubos de la No N/A
determinacion | ser igual a la respuesta en los condicion diferente
de color tubos de la condicion diferente. )
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7.3. Evidencia fotografica de la prueba de Especificidad
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7.4. Evidencia fotografica de la prueba de Limite de deteccidén

Concentracion

Resultado

100%
Solucién referencia Y5. Solucién referencia Y5  Solucion referencia Y5.
Réplica 1 Réplica 2 Réplica 3
&
: S
50%
Solucién referencia Y5. Solucién referencia Y5.  Solucion referencia Y5.
Réplica 1 Réplica 2 Réplica 3
25%

Solucién referencia Y5.
Réplica 1

Solucién referencia Y5. Solucién referencia Y5.
Réplica 2 Réplica 1
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7.5.

Evidencia fotografica de la prueba de robustez

Replica 1

23



(SA) (SA)
ojolid ojo]id OAI}ISOd [043U0D OAI}ISOd |043U0D
o S~ e 1

#

.




Replica 2
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Replica 3
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Plano Vertical

Réplica 3
Condicion Normal Condicion Diferente Condicion Normal Condicion Diferente
Control Positivo Control Positivo Piloto Piloto
(Y5) (Y5)
Control Positivo Control Positivo Piloto Piloto
(YS) (Y5)
8. Objetivos y metas alcanzadas

El objetivo general fu participar en el area de validacién de métodos analiticos a través del
servicio social mediante actividades propias de la profesién como lo son protocolos de
validacién para ampliar los conocimientos y habilidades analiticas aplicadas para asegurar

la calid

ad del producto de uso médico, con el fin de participar en la misiéon de salvar y

sostener vidas.

Los obj

etivos especificos que se plantearon son:

Introducir al QFB a actividades propias de la profesiéon con el fin de tener dominio
en regulacion normativa, redaccién y llenado documental segun las pautas internas
de la empresa.

Escribir un protocolo de “Validacion del método analitico para la determinacion de
color en producto terminado” con todos los apartados requeridos tomando como
base protocolos anteriores y PNO’s internos.

Aperturar el protocolo de validacién después de haber sido revisado, corregido y
firmado por el asesor en validaciones de métodos analiticos.

Ejecutar el protocolo mediante la metodologia interna indicada para determinacion
de color una vez hecha y aprobada la revision de reactivos, equipos e insumos.
Realizar el reporte con los resultados obtenidos experimentalmente, averiguando si
el método cumple con los criterios de aceptacion de cada parametro de desempefio
para ser validado.

Revisar y corregir los errores observados por el asesor para dar cierre al proyecto.

Durante el servicio social en el area de validaciéon de métodos analiticos, se lograron los
objetivos planteados, fortaleciendo conocimientos y habilidades analiticas necesarias para
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asegurar la calidad de productos médicos y contribuir a salvar vidas.Se introdujo al QFB a
actividades profesionales esenciales, desarrollando competencias en regulacion normativa,
redaccién y llenado documental. Se elabord y ejecutd el protocolo “Validacion del método
analitico para la determinacion de color en producto terminado”, basado en protocolos
anteriores y PNO’s internos, asegurando su conformidad normativa y precisién.

La ejecucion del protocolo y el analisis de resultados confirmaron la validez del método
analitico. La revision y correccion de errores observados permitieron el cierre exitoso del
proyecto, consolidando los conocimientos adquiridos y subrayando la importancia del rigor
en la validacion de métodos analiticos para garantizar productos de alta calidad en la
industria farmacéutica.

9. Conclusiones

Se realizdé y documenté la Validacién del Método Analitico para determinacion de color en
Producto Terminado, alineando la metodologia con lo establecido en FEUM 13.0 vigente,
demostrando su aplicabilidad en las soluciones bajo las condiciones de analisis del
Laboratorio. Por lo tanto, se considera que la metodologia analitica se encuentra validada, ya
gue cumple satisfactoriamente con los criterios de aceptacion declarados para cada parametro
de desempefio.
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11.Resumen

La validacién de métodos analiticos asegura la adecuacién y confiabilidad de un método
para su proposito especifico, evaluando parametros como exactitud, precisiéon y limite de
deteccion. Este proceso es crucial para cumplir con las normativas regulatorias y garantizar
la calidad de productos farmacéuticos, alimenticios y cosméticos (Kumar et al., 2019).

El color, un atributo critico, puede indicar pureza y estabilidad en productos farmacéuticos.
La percepcion del color depende de las propiedades del objeto, la fuente de iluminacién y
la vision del observador. La determinacion del color se basa en la comparacion visual con
patrones de referencia bajo condiciones especificas (USP NF-2023).

Los métodos analiticos se clasifican en varias categorias segun su aplicacién. El método
de determinacion de color se clasifica como categoria Il, destinado a la identificacion de
impurezas y compuestos de degradacién. Se evaluan parametros de desempefo como
especificidad, limite de deteccién y robustez (FEUM).

Las pruebas limite identifican y controlan pequefias cantidades de impurezas. Para la
validacion de métodos de impurezas, se debe demostrar la discriminacion del analito en
presencia de impurezas. En ausencia de estandares, se comparan resultados con otros
meétodos bien caracterizados.

11.1. Objetivos

11.1.1. Objetivo general

Participar en el area de validacion de métodos analiticos a través del servicio social
mediante actividades propias de la profesién como lo son protocolos de validacion para
ampliar los conocimientos y habilidades analiticas aplicadas para asegurar la calidad del
producto de uso médico, con el fin de participar en la misién de salvar y sostener vidas.

11.1.2. Objetivos especificos

e Introducir al QFB a actividades propias de la profesién con el fin de tener dominio
en regulacion normativa, redaccién y llenado documental segun las pautas internas
de la empresa.

e Escribir un protocolo de “Validacion del método analitico para la determinacién de
color en producto terminado” con todos los apartados requeridos tomando como
base protocolos anteriores y PNO’s internos.

e Aperturar el protocolo de validacion después de haber sido revisado, corregido y
firmado por el asesor en validaciones de métodos analiticos.

e Ejecutar el protocolo mediante la metodologia interna indicada para determinacion
de color una vez hecha y aprobada la revision de reactivos, equipos e insumos.

e Realizar el reporte con los resultados obtenidos experimentalmente, averiguando si
el método cumple con los criterios de aceptacion de cada parametro de desempefio
para ser validado.

e Revisary corregir los errores observados por el asesor para dar cierre al proyecto
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11.2. Metodologia
Se realizé la determinacion de color con las siguientes indicaciones:

El angulo del observador puede ser normal (vertical) o de 90 grados (horizontal) si el angulo
de iluminacién se controla para evitar la reflexion especular y proporciona una iluminacion
difusa en relacién con el angulo del observador. El campo circundante debe ser blanco,
negro o gris neutro.

1. Utilice tubos idénticos de vidrio incoloro, transparente y neutro de 12 mm de diametro
externo.

2. Coloque 2.0 mL del liquido a examinar (solucion muestra) y 2.0 mL de agua o liquido de
referencia en tubos

independientes.

3. Realice la comparaciéon entre ambos tubos, debe existir un pequeio espacio perceptible
entre la muestra y el

liquido de comparacion.

Se evaluaron los siguientes parametros de desempeno analitico:

e Especificidad
e Limite de deteccion
e Robustez

11.3. Resultados

Tabla 5. Resultados de la prueba Especificidad

o iy Resultado
Prueba Gl o EEr At Resultado obtenido Cumple Observaciones
(Resultado esperado) Si/No
Blanco Blanco
< <
Control Negativo Control Negativo
s < <
Especificidad Piloto Piloto
para la prueba < <
de Piloto + 5-HMF Piloto + 5-HMF S NA
determinacién < <
de color Piloto Adicionado Piloto Adicionado
< <
Control Positivo Control Positivo
Tabla 6. Resultados de la prueba de Limite de Deteccién
Prueba criplschaEmaEy Resultado obtenido lemple Observaciones
(Resultado esperado) Si/No
Limite de
deteccion para | El limite de deteccion debe ser menor | El limite de deteccion es menor al 50% de la
la prueba de oigual al 50% de la concentracion de | concentracion de la solucién de referencia Y5 Si N/A
determinacion | la solucién de referencia Y5 (100%). | (100%).
de color
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Tabla 7. Resultados de la prueba de Robustez

Prueba

Criterio de aceptacion . Cumple
(Resultado esperado) ReEliEE D CACT® Si/No

Observaciones

Robustez para | La respuesta observada en los
la prueba de tubos de la condicién normal debe
determinacion | ser igual a la respuesta en los

de color

La respuesta observada en los tubos de la condicion
normal no es igual a la respuesta en los tubos de la No

tubos de la condicién diferente. condicion diferente.

N/A

11.4. Conclusiones

Se realiz6 y documenté la Validacion del Método Analitico para la determinacién de Color en
Producto Terminado, alineando la metodologia con lo establecido en FEUM 13.0 vigente,
demostrando su aplicabilidad en las soluciones bajo las condiciones de analisis del
Laboratorio. Por lo tanto, se considera que la metodologia analitica se encuentra validada, ya
que cumple satisfactoriamente con los criterios de aceptacion declarados para cada parametro
de desempefio.
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