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I N TR G D UC € 1 0N

En la actualidad poco énfasis se ha hecho oara evaluar la
orecisién v la exactitud de los métodos analiticos emnleados en el
Laboratorio clinico. de hecho pocos Labhoratorios clinicos validan
sus técnicas analiticas oara la ctuantificacién rutinaria de
metabolitos. debido a oue no existe obligatoriedad en el &rea
clinica para validar sus métodos.

La validacion de un método analitico consiste en determinar la
exactitud y establecer la Drecisiodn de la técnica empleada para
cuantificar un metabolito.

De acuerdo con la Ley General de Salud. en el articulo 139 de la
seccion primera del capftulo IX del Reglamento de la Ley General
de Salud en Materia de Prestacién de Servicios de Atencion Médica,
se define a un Laboratorio clinico como un establecimiento licado
a aloin servicio de atencién médica aue tenga como fin coadyuvar
en el estudio, resolucién v tratamiento de los oroblemas clinicos.

Entre otras funciones puede investigar los valores de referencia
de 'la poblacién , lo gue cobra importancia porgue en algunas
determinaciones, los rangos no corresponden necesariamente a los
informados en la literatura internacional.

El Laboratorio clinice colabora con el personal médico opara el
diagnéstico vy tratamiento de los oroblemas de salud de los
pacientes. Dificilmente puede haber un asoecto mas importante del
taboratorio que la edjecucion e interoretacion de los datos
obtenidos. De hecho, 21 requerimiento de una determinada prueba de
Laboratorio genera una gran cantidad de maniobras, cuvo obietivo
es la obtencidn de un informe analitico.

El diagndstico por el Laboratorio es actualmente el socorte de la
medicina moderna aue fundamenta, confirma o corrige el diagnéstico
clinico presuntivo, el pronéstico y el seguimiento de la evolucion
de las patologias detectadas. E1 Laboratorio clinico tiene,
ademas, un pepel sicnificativo en la medicina preventiva, en lo
que toca a la comprobacitn de la incidencia, prevalencia vy
morbilidad de enfermedades transmisibles y/o degenerativas.



Cada procedimiento dirigido a generar un resul tado esta
constituido por una serie de pasos o fases. La comprension
adecuada de cada fase permite al profesional del Laboratorio
alcanzar condiciones préoximas al nivel ¢ptimo y en consecuencia,
mejorar la exactitud y precisién de cada determinacién. La
recoleccién, manipulacion y procesamiento de la muestra antes de
realizar el sndlizis son fundamentales. La validez de los datos
obtenidos en la muestra depende en gran medida de la calidad de la
técnics de Laboratorio, en la que intluyen la adecuada
manipulacioén del equipo, el empleo de reactivos lo suficientemente
puros y 2l control ambiental.

Existen enfermedades. donde el wvalor exacto vy preciso de un

determinado metabolito, permite establecer un diagnostico
adecuado o determinar la gravedad del caso. por ello el
Laboratorio clinico requiere, ademas de equipo y opersonal

capacitado, tecnicas analiticas confiables para la cuantificacién
de metabolitos.

En México la calidad de la ejecucidn analitica emnezd a preocupar
a partir de 1950, quando se detectaron discrepancias y falta de
reproducibilidad en los andlisis clinicos practicados & un
paciente en diferentes horarios de un mismo laboratorio del Sector
Salud y en laboratorins privados. For ello surcid la Asociacién
Nacional de RQuimicos de Laboratorio del 1 M S S A.C. que més
tarde babria de integrar una parte de la recién formada Asociacién
Mexicana de Biocguimica Clinica (A M B C ). La Asociracion Nacional
de Quimicos del Laboratoriodel 1 M S S . A.C. v la AMECGC.
decidieron que la estrategia para asegurar una confiabilidad
diagnostica en los resultados del Laboratorio clinico era la
capacitacion, entrenamiento, mejor prepatracion basica ¥
realizacion de un adecuado Control de Calidad durante la ejecucién
analitica.



Afos después la A M B C , ingresd como miembro de 1la Federacion
Internacional de Quimica Clinica ( I.F.C.C.,1969 ). feleccionando
la Asociacitn el sistema secuido por la Gran Bretada implantado
desde Wolfson Reseairch Laboratories por su director, el profesor
Thomas F. Whitehead que es el lider de la escuela inglesa de
control de calidad. Este fue invitado a México para que diera un
diagnéstico de la situacion. Al final del afo 1984 el Dr.
Whitehead formuld un documento para presentar al Consejo Directo
de la Federacion Interncional de Quimica Clinica con el objeto de
proponer un Proyecto México de Quimica Clinica con tres afos de
duracion y seis programas simultadneos para mejorar la ejecucién
analitica en los Laboratorios clinicos, teniendo como meta llegar
al nivel de excelencia. E1 punto primero y prioritario en tiempo,
del Froyecto, fue el Curso BEasico de Entrenamiento para Tutores en
Quimica Clinica ( tedrico - préctico ) habiéndose impartido el
curso exclusivamente a directores de Laboratorio par? asegurar que
los conceptos impartidos se transmitieran a través de otros cursos
similares " en cascada " a otros profesionales que a su ve:
tuvieran autoridad en sus respectivos centros de trabajo. Se buscéd
el efecto multiplicador para que el entrenamiento basico
descendiera a traves de la linea de personal del laboratorio hasta
los ejecutantes directos de 1los analisis, por lo que los
particulares aceptaron el compromiso de impartir al menos una vez
&l afo el curso " en cascada ".

Desde hace varios afps se ha sefalado la importancia de los
programas de control de calidad en el Laboratorio «linico, que
siendo similares & los efectuadcs en las industrias, tienen
diferente aplicacion e interpretacion; va que en los estudios de
control de calidad efectuados en los Laboratorios clinicos, debe
tenerse siempre en cuenta la variabilidad fisiolégica de los
individuos vy los factores mualtiples desconocidos que pueden
interferir en una determinacién, y la imposibilidad de obtener un
modelo adaptable a todas las condiciones.

Aunque existen diversas formas de llevar un control interno de
calidad para la ejecucién analitica de los metabolitos de rutina
en un Laboratorio clinico, en ningin esquema de control se
determina o establece la importancia de validar los meétodos de
andlisis seguidos por el Laboratorio.



Cuando se realiza alguna variaciéon en la técnica de medicion, es
necesario determinar nuevamente 1la linealidad del metodo de
medicién, la exactitud del método de medicién , la linealidad del
sistema de medicion, la exactitud del sistema de medicion asi como
determinar la repetibilidad y reprodacibilidad.

La GQuimica clipica ocupa en la actualidad un papel importante en
el equipo de salud: requiere ademas de la aplicacion de los
principios de la Quimica y la medicina, contribuciones de otras
disciplinas como matemsaticas, fisica, farmacologia y toxicologia.

La Quimica clinica se ha desarrollado ligada a la Farmacia, a la
quimica y a la medicina, por lo que =us origenes se pierden en el
pasado.

Una de las funciones principales de la Quimica clinica se basa en
conecer la naturaleza quimica de los fluidos biologicos de
rersonas sanas y poder diagnosticar alguna enfermedad de acuerdo a
la variacion y desviacion de su composicion.



Propiedades fisicas y guimicas.

GLUCDSA:

Glucosa, dextrosa
Férmula molecular:

C¢ Yy D¢

Feso molecular: 180.16 Dal-
tons

Clase quimica: hidrato de
carbono

«-D-Glucosa

GQuimicamente la g¢glucosa es una aldosa en la cual la forma
aldehica esta en equilibrio con la forma enodiélica ( aue aparece
més arriba ). Esta Gltima estructura es 1la favorecida a pH
fisiolégico. El equilibrio aldehido/enodicl permite gue la glucpsa
pueda ser reducida y oxidada con facilidad.

Los métodos mas antiguos establecidos para la determinacién de
glucosa sérica se basan en la capacidad de la glucosa de reducir
directamente los. " iones cupricos ( Cu++) a iones cuprosos
monovalentes ( Cu +), En presencia de calor, los iones cuprosos
reducidos forman Oxido cuproso ( Cu O ), que pueden detectarse
mediante diversos metodos.

UREA:

Urea ( BUN,carbamina ). 0

Peso molecular: 60.06 daltons. 8

Clase quimica: metabolito de NHg — -— NHz

aminoédcidos.

La wea es el principal producto final del metabolismo
proteinico. S forma en 21 higado, se vierte a la sangre v es
eliminada por el rifén.

Constituye aprouszimadamente el 45% del nitrdgeno no protéico
total del suero o plasma.



La cantidad producida estd acelerada por la dieta con elevado
contenido protéico o bien por un aumento del catabolismo protéico
enddgeno, debido a una desnutricién grave o a un dafo histico.

La capacidad normal del riAon para excretar urea es notsble, y
en presencia de una funcion renal normal , solo las dietas
extremadamente ricas en proteinas pueden originar un aumento de
la uremia superior a los niveles de referencia.

L.a urea ha sido tradicionalmente cuantificada por analisis
quimico directo o indirectamente por conversidn previa a amoniaco
y posterior anilisis. La mavoria de los métodos historicos
implican la medicién del nitrégeno del amoniaco (NH )} 1luego de
tratar las muestras mediante temperaturas elevadas ( autoclave a
125*C ) o por accion de la encima ureasa:

NH
2
2 H0 +0=07 — y (NHy 2003
\‘NHz 0 ureasa

ACIDO URICO.

Formula molecular: Cg Hq Nq Oz ] H
Feso molecular: 168.11 Dal- N
tons. HN
Clase quimica: purina. ()
0= N N
H H

El a&acido Jurico es el producto final del metabolisme de 1las
purinas en el hombre, y ee una de las sustancias nitrogenadas no
proteicas. Farte del circulante es endogeno y parte es exoueno.
Principalmente se excreta por orina.

El 4&cido arico v otros reductores del suero, en solucion
alcalina reducen los iones de Cul+ a Cu+ formando con el é&cido
batocuproindisulfénico un complejo color pardo rojizo. El wvalor
verdadero se obtiene por la diferencia con un blanco de suero en
el que se degrada especificamente el acido Grico con uricasa a
alantoina y peroxido de hidrogeno, siendo el primero un compuesto
no reductor. E1 peroxido de hidréogeno se descompone con la
catalasa para gue no interfiera con la reaccion al reducir también
el Cuz+.



2. FUNDAMENTACION DEL TEMA. ( GENERALIDADES )

La Ley BGeneral de Salud en el apartado quinto, articulo 1127,
capitulo I, Titule Vigeésimoprimero, del Reglamento de 1la Ley
General de Salud en materia de Control Sanitario de Actividades,
Establecimientos, Froductos y Servicios, menciona que para la
Industria Farmacéutica,los establecimientos deberan contar en su
caso, con las instalaciones, equipo necesario y manual de
procedimientos para efectuar los controles analiticos de materias
primas, productos en proceso, preparados farmacéuticos, productos
terminados y material de acondicionamiento, debiendease conservar
constancia de todas las operaciones gue se efectten con la
comprobacion del resultado y la validacién de cualquier técnica
emnpleada.

En el Laboratorio clinico existe pouco énfasis en la evaluacién
de la precisién vy la exactitud de los métodos analfticos. de
hecho, los taboratorios clinicos no validan sus técnicas
analfticas para la cuantificaciodn rutinaria de 1los metabolitos.
debido & que 1o eniste oblicatoriedad en el area clinica para
validar los métodos.

Aunque hay para la industria farmacéutica, no existe hasta ahora
una legislacion en materia de validacién analftica en &l &rea de
la bioquimica clinica, por ello es poco comun que los laboratorios
clinicos validen sus técnicas.

]
Algunas veces es muy pequeda la cantidad de la muestra para
analizar un metabolito, como cuando se analiza liouido
cefalorraguiden o algtin analito de un recién nacido. © cuando el
reactivo o el patron es demasiado caro y dificil de conseguir o
cuando ya se va a acabar. For ello no es posible & veces usar los
métodos convencibnales de analisis registrados o anotados en el
instructivo del reactivo comercial.

Por ello en eéstos, e innovan mé&todos de analisis para
cuantificar un metabolito, generalmente el guimico del laboratorio
asume que el reducir a la mitad las cantidades de un metodo, este
sigue compottéandose igual., es decir, mantiene linealidad.
precision, esactitud, reproducibilidad, limite de cuantificacion.
etc.

Un caso claro es que no necesariamente el auardar la
propercionalidad de las cantidades asegwra un cumplimiento en las
propiedades de cuantificacion del método. Ejemplo: .si se agregan

0.2 ml de &cido sulfurico + 0.2 ml de agua, no ocurre nada pero si
se aumenta de manera proporcional las cantidades, 20 m)l de &cido +
20 ml de agua, ocurre algo distinto.



Para cuantificar un metabolito existen, de manera general, por
lo menos dos métodos con fundamentos diferentes ( glucosa o~
toluidina y glucosa oxidasa ), para cada método existen en
elmercado varias marcas con reactivos diferentes vy métodos
distintos. Los aparatos de un Laboratorio clinico no
necesariamente requieren para su lectura de la cantidad de muestra
requerida en 1la técnica, muchas veces requiere menos y el
dispendio de reactivos resulta oneroso, por ello en muchas
ocasiones el Laboratorio clinico "ajusta” las teécnicas de andlisis
a sus necesidades técnicas, de servicio y demanda.

Muchos de estos ajustes se realizan disminuyendo de manera
proporcional las cantidades de reactivos, ‘suero  y patron
estipulados en la técnica, Yy se asume que el método se comportara
de manera semejante.

Ante cualquier variacién a lo estipulado en la téchica original,
requiere de una validacion analitica para asegurar la exactitud y
precision de nuestro método analitico. De nada sirve tener los
mejores programas de control de calidad si nuestros métodas
analiticos no arrojan resultados repetibles y reproducibles.

Los resul tados obtenidos por cualquier analista poseen
evidentemente un cierto grado de inseguridad o imprecision debido
a Qque todas las variables estan sujetas a error. Es por ello que
para  tener una buena exactitud hay que utilizar material de
referencia que sea certificado por organizaciones especializadas
que garanticen que no so6lo es una sustancia pura, sino una
sustancia a la que se le ha determinado su concentracién por un
método especifico ( Método de referencia ). Conocidos éstos como
patrones primarios aque poseen un valor teorico especifico que
difiere al calcularse por cualquier otro método.

Los patrones primarios por lo general se emplean para que a
partir de ellos se calibren otros materiales eimilares pero que
de ninguna manera poseen el mismo grado de pureza. Fara ello puede
emplearse cualouier método gque se desee, valorando simulténeamente
tanto el patron primario ( patrén de referencia ) como el que
se desea calibrar.

For comparacion del valor obtenido por el método de estudio, con
el teorico, se& asigna un valor caracteristico al material que se
desea emplear como referencia. A éste se le denominard patron
secundario.



Fara el taboratorio clinico se ofrece una gran variedad de
materiales como sustancias de “ comparacion®” ( controles de
concentracion conocida ), de los cuales se ofrecen niveles de
concentracién diferentes que generalmente se preparan de manera
especial, dependiendo del fabricante que los produzca, por lo
tanto, aun cuando pudieran contener una minima concentracion
te6rica del compuesto a analizar ( analito ) su valor dependera
del método y condiciones empleadas ( concentraciones distintas de
los reactivos, modificaciones en el volumen de la muestra o del
reactivo, cambios en la longitud de onda recomendada, tiempos de
incubacioén, etc. ). Esto indica que los métodos con el mismo
nombre y fundamento se consideran distintos si existe una
variacién en ellos.

VALORES DE REFERENCIA.

En  una representacion grafica ( curva normal ) mientras mas
cercanos al valor medio sean los resultados que se obtengan &n una
serie de determinaciones, se dirid que son mas precisos o que se
aproximan mads al valor promedio.

La desviacion estandar constituye por lo tanto una medida de la
dispersion de los valores o grado de precision obtenido por un
analicsta, ( Conttol de calidad ). Sin embargo no necesariamente
sus resultados son exactos. Mientras que la precision en el
sistema de trabajo puede controlarse de manera relativamente
facil, ésto es m&s dificil para la exactitud, va que depende del
material de referencia y de métodos especificos de gque se disponga
para determinar el valor de los mismos,

Los valores normales que se obtengan, en una poblacidn
" Clinicamente sana " dependeré&n también del método y condiciones
empleadas. For lo que las modificaciones pueden repercutir en
astos valores,

Los sueros control o sueros de referencia son muy diferentes en
cuanto a su  composicion, niveles de componentes ( analitos,
enzimas, estabilizadores, activadores, etc. )} y de ninguna manera
corresponde a un patron primario o patroén de referencia por lo
que no pueden emplearse para establecer curvas de calibracién. .

For esta razon se recomienda que el material que deba manejarse
como referencia ( patron secundario ) se " calibre " para el
método y condiciones en que se va a usar.

11



NUEVO SISTEMA DE UNIDADES SI - VALDRES DE REFERENCIA EN SUERO
Merckotest y Merck—1-Test

ANALITOS UNIDADES ANTIGUAS UNIDADES 81
Glucosa (o-toluidina)| 60 - {10 mg/100ml TF.33~6.10 mmol/d]
Urea (DAM), (Bertelot)| 20 - 40 mg/dl 3.3 -6.7 mmol/dl
Acido Urico H 2.5-7.0 mg/100ml 149 - 416 umol/1

1M 1.5-6.0 mg/10G0ml 89 - I57 umol/l

METODOS DE REFERENCIA FARA GLUCOSA

El1 método de la o-toluidina es de sactitud y precision
aceptables, presenta las desventajas de la naturaleza nociva de
sus reactivos y de la reaccion inespecifica con la urea y otras
heitosas, en especial manosa y galactosa. 0Ofrece solo ventaja
economica sobre los metodos encimaticos. :

Los métodos de glucosa oxidasa, que utilizan fenilaminofenazona
como indicador final, demostraron la siguiente menor parcialidad
totail, Los ensayos de olucosa oxidasa-indice de oxigeno
demostraron una parcialidad mayor, al igual gque el de 1la o-
toluidina. Los métodos de ferricianuro y neccuproina presentan una
parcialidad inaceptablemente elevada.

Loz mejores métodos disponibles para la medicitén automatizada de
rutina de glucosa en liquides orgénicas resultan ser los
enzimidticos, utilizados en la forma de analisis cineticos.Los
métodos de andlisis cinéticos probablemente se utilicen cada ve:z
‘con mayar frecuencia para la determinacion de alucosa.

METODOS DE REFERENCIA FARA UREA

Los mé&todos para cuantificar urea por Nesslerizacion Yy
reacciones de Berthelot son rara vez utilizados hoy en dia.Ambas
reacciones se ban llevado a cabo como procedimientos de punto
final, lo cual los hace susceptibles a una conversion incompleta
de urea a amoniaco.



La reaccién de Nesslerizacién ha demostrado presentar mayores
dificultades. La primera es la sensibilidad & la presencia de
niveles de acetona que pueden estar presentes en pacientes con
cetoacidosis diabética. La formacion de turbidez a medida que
precede la reaccion es también un problema importante que plantea
el ensayo.

La reaccion de la diacetilmonoxima ha sido facilmente adaptada
para andlisis automatizado, habiéndose informado buena precision
con un CV 2.5 a 6.5 % en el limite superior de concentraciones
normales de urea.

Las técnicas acopladas ureasa/GLDH y el método de conductividad
son los mas empleados en los instrumentos automatizados. Son tal
vez los de mayor grado de especificidad respecto de cualgquier otro
ensayo de urea.

El metodo preferido, es desde luego el de conductividad o la
técnica de ureasa/GLDH realizados cinéticamente, ya que presentan
la mayor especificidad, velocidad de andlisis y precisién de todos
los utilizados en la actualidad.

METODOS DE REFERENCIA FARA ACIDO URICO

A través de los afios, se han sugerido varios métodos para la
determinacidn de acido Grico en el suerc y orina.

En 1953 Natelson propuso adoptar el método de Folin modificado
por  Rrown como estandar para determinacién de acido Grico. Este
método incorpora una oxnidacién alcalina aplicada directamente a un
filtrado de suero desproteinizado con &cido tungstico. E1 agente
oxidante empleado es el &cido fosfotungstice en presencia de
cianure de sodio con pH "estabilizado” por la urea. 8Sin embargo,
este método adolece de falta de especificidad.

En 1944 se sugiriod una modificacién del método de Folin y Denis
en donde las s=olucicnes de carbonato de sodio Y Acido
fosfotingstico se afaden directamente al suero desproteinizado can
a&cido tungstico, como método estandar.



En 1979 se propuso una técnica de HPLC como método seleccionado
para 4cido drico. Las ventajas de este procedimiento que utiliza
deteccidn electroquimica luego de cromatograffa de intercambio
iénico incluyen su mayor sensibilidad y especificidad.

En el afo 1979 los Centers for Disease Control presentarcn un
proyecto para un método de referencia para acido drico en suero a
la American Association for Clinical Chemistry (AACC). Este método
incluye 1la precipitacion proteéica mediante &cido tricloroacético
para eliminar niveles basales de suero, seguido de un meétodo
manual, de equilibrio, en el ultravioleta y con uricasa.

El método preferido para la medicién de rutina del 4cido Grico
es una teécnica enzimdtica acoplada automatizada disponible en
forma de equipos comerciales.

2.1 Validacién
‘2.1.1. Definicion.

La validacién de métodos analiticos, es el proceso que determina
la aceptabilidad de un método para dar datos analiticos datiles,
los cuales son confiables, reproducibles y no dan falsos positivos
o negativos

La manera clasica para la validacioén de un método
analitico es analizar muestras de referencia, primarias Y
secundarias que con similares a muestras problema., comparando los
resultados para dar valores certificados.

2.1.2. Eractitud.

La exactitud de un método analitico es la concordancia entre un
valor obtenido experimentalmente v &l valor de referencia. Se
expresa como el porciento de recobro obtenido del analisis de
muestras a los que se les ha adicionado cantidades conocidas de la
sustancia.
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2.1.3. Precisién.

La precisién de un método analitico, es el grado de
concordancia de resultados analiticos individuales cuando el
procedimiento se aplica repetidamente a diferentes muestras a una
muestra homogénea. Textualmente se expresa en términos de
desviacién estandar y coeficiente de variacion.

2.1.4. Linealidad.

Habilidad para asegurar que los resultados analiticos, 1los
cuales pueden ser obtenidos directamente o por medio de una
transformacion matematica bien definida, son proporcionales a la
concentracion de la sustancia dentro de un rango determinado.

2.1.3. Rango.

Intervalo entre los niveles superior o i{nferior de 1la
sustancia, en el cual se ha demostrado que el método descrito es
preciso, exacto y lineal.

2.1.6, Especificidad.

Es la medida del gradeo de interferencia, en el anailisis de
muestras complejas. Es la habilidad de un método analitico para
obtener una respuesta debida Gnicamente a la sustancia de interes
Y N0 a otros componentes de la muestra.

2.1.7. Limite de deteccién.

Es la minima concentracion de una sustancia en una muestra
la cual puede ser detectada, pero no necesariamente cuantificada,
bajo las condiciones de operacion establecidas.



2.1.8. Estabilidad de la muestra.

Es la propiedad de una muestra preparada para su
cuantificacién, de conservar su integridad fisicoquimica y 1la
concentracién de la sustancia de interés, despueés de almacenarse
durante un tiempo determinado bajo condiciones especificas.

2.2 Espectrofotometria ultravioleta - visible. La absorcion vy
emisién de energia radiante que realizan las moléculas y los
dtomos, constituyen el fundamento de muchos procedimientos en
gquimica analitica.

La posicitn de una shsorcidn o emisidn se expresa mediante tres

unidades diferentes: longuitud de onda, frecuencia y energia. La

unidad de la longitud de onda, s ®s el cm, subdividido en

milimicras ( mu = 10 cm ), nanémetros ( nm = 10 gm ), Amgstrom
o -8 -6

{ A = 10 cm ) y micrometros ( um = 10 m ). La unidad de

frecuencia es el ciclo por segundo ( Hz ) y las unidades de

energia son el electrovoltio ( &V, Kev, meV ), la caloria {( cal,
-1

Kcal ), el numero de ondas ( cm ) y el ergio.

Z.2.1 Absorcion y emision de radiacién electromagnética. Cuando un
&atomo o molécula absorbe en=2rgia pasa a un estado de mayor energia
o estado excitado. A cada estado excitado puede asignarsele “un
nivel de energfa definido y todos los posibles estados son
caracteristicos de cada 4tomo o molecula. En la figura No.2 se
muestra un diagrama simplificado de niveles energéticos para un
&tomo o molécula.

E E

n

e

-

(4] Absorcion Emision

1

a [=]
E

Figura No. 2 Diagrama de niveles de energia: E nivel energético
*

bajos E nivel energético alto.
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Las dos lineas horizontales representan dos niveles energéticos.
B8i al sistema se le proporciona energia en forma de luz o calor,
*

o
un electrdén pasara del estado de E al de E . Esta absorcién hace
que la molécula o atomo se encuentre en estado excitado. Una vez
en el estado excitado, las especies eliminan el exceso de energia
mediante varios procesos; en primer lugar, la particula energética
puede chocar con moléculas de disolvente o con otras moléculas y
transferir la energfa a su entorno; en segundo, las especies se
desactivan emitiendo un fotén ( emisién ) equivalente a la

* (=]
diferencia energética entre los dos niveles Ey E . En ambos
casos, la molécula o atomo regresa a su estado electronico
fundamental.

2.2.2 Ley de Beer. La espectrofotometria analitica cuantitativa se
basa en dos leyes fundamentales. Estas se refieren al cambio de
energia radiante de un ha:z de luz monocromatica al variar el
camino optico de la muestra, (b), y la concentracion de la muestra,
(c).

La primera ley, atribuida a Bouger, dice que. a una longitud de
onda en la que pueda ocurrir absorcién, al aumentar el espesor de

la muestra absorbente disminuira la cantidad de luz transmitida a
través de ella. o

La energfa incidente de radiacién monocromatica se denomina Fo y
la transmitida F., La absorcion esta definida como:

A= - log (P / Fo)
La segunda ley establece gque a una longitud de onda en 1la que
pueda  ocurrir  absorcion, al aumentar la concentracién de la
solucién absorbente disminuirs la energia luminosa, transmitida en
una forma logaritmica similar a la ley anteriormente mencionada.
In ¢ P/ FPo) =« k'c

k' estd relacionada con la intensidad de absorcion.

Combinando las dos leyes , se obtiene la ecuacioén de la ley de
Eeer :

A=k b c

Donde k es la absortividad de la muestra, b es el camino éptico y
€ es la concentracion,
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Las desviaciones de la ley de Beer son de dos tipos, positivas v
negativas. Los factores que pueden causarla son; condiciones
ambientales, errores instrumentales y desviaciones quimicas.

2,2.,3 Instrumental. Todo espectrafotometro de UV y visible esta
formado de los siguientes componentes:

Fuente de Monocromador Area de

radiacion —————=~p ——p muestra ———)
Detector ——————~9P Ampliticador ————-fP Registrador

1.- Fuente de radiacion. Dos fuentes de radiacion son necesarias
para cubrir el rango UV - visible, una lampara de tungsteno es una
buena fuente de radiacion para la region visible, en la regién UV
la tuente de energia mas usual es una lampara de descarga de
deuterio o hidrégeno.

2.~ Monocromador. Este dispositivo se utiliza para convertir 1la
radiacién policromatica en una forma monocromatica adecuada.

El1 mecanismo de dispersién controla el caridcter monocromidtico de
la radiacién que incide sobre la muestra. Los mecanismos de
dispersién m&s comunes son los prismes y las redes, <se pueden
emplear al efectuar un espectro de barrido.

S+~ Area de muestra. Las celdas que contienen la muestra han de
ser transparentes a la radiacion, por lo que se emplean celdas de
vidrio en la region visible y celdas de silice en el ultravioleta.

4,~ Detector, En los espectrofotémetros de INW-VIS se emplean
dispositivos electrdonicos gque s2 conocen como fototubos y
fototubomultiplicadores, para detectar la intensidad de radiacion
transmitida por la muestra.

S.- Medidor o registrador. La sedral del detector se alimenta con
un circuito potenciométrico, que se gradua para obtener un dato o
lectura de trancmitancia o absorbancia. Los espectrofotometros
registrados trazan un registro de la absorbancia sobre papel; con
estos instrumentos se registra automaticamente el espectro de
absorbancia completo, y el propio instrumento explora el intervalo
de longitud de onda y dibuja la curva absorbancia - longitud de
onda.
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La Ley de Lambert y Beer, establece que la concentracién de una
sustancia es directamente proporcional a la cantidad de energfa
radiante absorbida o inversamente proporcional al logaritmo de la
energia radiante transmitida.Si la concentracién de una solucion
es constante y la longitud del camino que la luz debe atravesar en
la solucién se duplica, el efecto es el mismo que duplicando 1la
concentracidn, ya que habra ahora dos veces més moléculas
absorbentes presentes en el camino de la radiacion. FPor ende la
absorbancia es también directamente proporcional a la longitud del
camino de la energla radiante a través de la celda. Encontrando
que una de las desviaciones de la Ley de Eeer ocurre cuando se
miden concentraciones muy elevadas.
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3. PLANTEAMIENTO DEL FPROBLEMA

La GBlucosa, Urea y el Acido Urico son analitos aque se
cuantifican en suero por espectrofotometria ultravioleta de
acuerdo al método de Ortotoluidina, Diacetilmonoiima y 21 metodo
e Caraway Modificado,respectivamente establecidos por Bioxon
mismos que seran utilizados como meétodos de referencia
primarios los cuales son determinaciones que no tienen
variaciones, por esta razdn se validaren estos métodos.
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4. OBJETIVODS

Establecer para cada método analitico que se desea validar
apoydndose en un método de referencia primario para cada
métabalito:

1.~ Linealidad del sistema de medicion.
2.- Precisién del sistema de medicion.

Te= Exactitud al 100 %.

4.- Linealidad del.método de medicién.

S.= Precision.

6.~ Estabilidad de la muestra.

8.~ Limite de deteccién.
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S. HIPOTESTIS

Un metodo analitico estad validado si cumple con las
caracteristicas de precision, exactitud, linealidad y
especificidad, semejantes al que tiene el método de referencia
primario para cada meétabolito & validar, por lo que los métodos
para la cuantificacién de Blucosa, Urea y Acido Urico en suero
se consideran que estan validados si cumplen con las
caracteristicas mencionadas.



b. MATERTIAL Y METODOS
Materials

Pipetas Pasteur.

Pipetas serologicas de ¢.1 ml.

Pipatas graduadas de 1 ml.

FPipetas graduadas de S ml.

Tubos de ensaye de 13 % 100 ( Pyrex ).
Tubos de ensaye de 1B x 150 ( Pyrex ).
Tubos de Foling.

Aspirador automatico para medir 2.5 ml.
Aspirador automatico para medir 5 ml.
Gradilla,

Tripie.

Tela de asbesto.

Mechero Fisher.

Vaso de precipitados de 1000 ml. ( Pyrex ).

Equipa:

Centrifuga Solbat No. 2983 wv-115.
Espectrofotémetro U,V.. .
Cronémetro Hanhart.

Refrigerador,
Bafio de agua Riossa.

Reactivoss

Determinacion de Glucosa
(reactivo ccmercial marca Biouon.)
No. 1.~ Fatrén (100 mg/100 ml,): Estable a temperatura ambiente.
No. 2.-Reactivo de color: Estable a temperatura ambiente por 2

anos.

ATENCION: El reactivo debe ser manejado con mucho cuidado pues
contiene A&cido acético en concenttracion elevada ( corrosivo )}, se
recomienda almacenarlo y manejarlo con pipetas automaticas.




Determinacion de Urea

(reactivo comercial marca Eioxon.)
No. 1.- Diacetilmonoxima: Solucién concentrada.
No. 2,- Tiosemicarbazida: Solucion concentrada.
NA. Z.~ Reactivo acido: Solucién concentrada.

No. 4.- Patrén 80 mg/100 ml.

Todos estos reactivos son estables a la temperatura ambiente por 2
afos.

Preparacion de los reactivos de usao:

Reactivo de color: Transferir 40 ml. del reactivo No. 1

¢ diacetilmonoxima ) y 20 ml. del reactivo No. 2

{ tiosemicarbazida ) a un matraz volumétrico de SO0 ml, completar
con agua destilada hasta la marca. Homogeneizar bien y almacenar
en frasco ambar a temperatura ambiente. Estable por 1 afo.

Reactiveo A&cido: Transferir 125 ml del reactivo No. 3 ( Reactivo
4cido ) a un matraz volumétrico de 500 ml. y completar hasta la
marca con agua destilada. Homogeneizar bien y conservar en frasco
de color ambar a temperatura ambiente. Estable por 1 afo.
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Determinacién dea Acido Urico
(reactivo comercial marca Bioxon.)

No. 1.- Reactivo desproteinizante: Acido tungstico estabilizado.
Estable a temperatura ambiente

No. 2.- Carbonato de sodio: Estable a temperatura ambiente.

No., 3.~ Reactivo de color: Estable 3 afos a temperatura ambiente e
indefinidamente en refrigeracién.

No. 4.~ FPatron ( 100 mg/100 ml ): Estable 2 afos a témperatura
ambiente e indefinidamente en refrigeracion.
METODO 8:

Metodo directo de glucosa sin desproteinizacién (Orto-toluidina),

a) Técnica Macro: ,

«

-

1.~ Tomar 3 tubos de ensayo y marcarlos: M (Muestra), P (Patrén)

B (Elanco). Enseguida afadir:

BLANCOD MUESTRA FATRON
Agua destilada 0.0%5 ml - -
Flasma - 0.05 ml -
Fatron (No. 1) - - 0.05 ml
Reactivo de color (No.2) 5.0 ml S5.0 ml $.0 ml

2.~ Mezclar bien y colocar en bafo de agua hirviendo durante S
minutos ( Ver recomendaciones importantes, No. 4 ¥y 5 ). Enfriar en
baro de agua fria durante 3 minutos. Determinar las absorbancias
del patron y de la muestra a 630 nm o con filtro rojo, ajustando a
cero con el blanco. La coloracion es estable por 45 minutos.
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CALCULOS:

Abgorbancia de la muestra

Blucosa ( mg/100 ml ) = X 100
Absorbancia del patron

La reaccitn colorimétrica obedece a 1la ley de Beer (

ver

comportamients de la reaccién ), por lo que puede usarse el método

dal factor para calcular los resultados.

100

Factor de calibracion =
Absorbancia del patroén

Concentraciéon de 1la muestra ( mg/100 m)l ) = Absorbancia de
muestra x Factor.

VALORES LIMITES DE REFERENCIA ( Normales )3 4
plasma: 70 a 110 mg/100 ml

sangre total: 60 a 100 mg/100 ml

liquido cefalorraquidep: 2/3 de glicemia

orina: 0.5 a 1.5 mg/ 24 hrs.

RECOMENDACIDNES IMFORTANTES:

la

1.~ Fara obtener resul tados precisos Yy exactos, seguir

rigurosamente el método propuesto.

2.~ Al pipetear la muestra y la solucién patron en el metodo
directo, usar micropipetas de 50 microlitros ( Técnica macro ).

3.- La Balactosa y la Manosa reaccionan con la Ortotoluidina

en

la misma proporcion que la Glucosa, aungue su presencia en la

sangre y orina rara vez ocurre.

4.~ La limpieza cuidadosa del material de vidrio es de importancia

fundamental en la obtencioén de resultados exactos.



S.- Los tubos de ensayo deben ser colocados en @l bafo de agua
a ebullicién. El nivel del agua en el bafo debe ser superior
al nivel de los reactivos dentro de los tubos de ensayo.

-&6.- Para constatar la exactitud y precisiéon de los resultados, se
sugiere comprobar diariamente el comportamiento de la técnica,
utilizando para ello el patron de glucosa ( Ne. 1 ) y suere
control. El error maximo permitido para el patrén no sera
mayor del 10 %, Con este procedimiento se pueden detectar .
alteraciones en la respuesta del colorimetro.

Método directo de Urea. ( Diacetilmonoxima )

Se usa para plasma o0 suera.

1.~ Marcar 3 tubos de ensayo: B ( Blanco )}, M ( Muestra ) y P
( Patrén ) y proceder camo sigue:

" BLANCO MUESTRA FATRON
Reactivo de color 2.5 ml 2.5 ml 2.5 ml
Suero o plasma - 0,02 ml -
Agua destilada D.02 ml - -
Fatiron - - 0.02 ml
Reactivo acido 2.3 ml 2.5 ml 2.5 ml

2.~ Mezclar bien y colocar en bafo de agua en ebullicién durante
10 minutos. Transferir a un bafo de agua fria durante 3
minutos.

2.~ Determinar las absorbancias de la muestra y del patron a 520
nmy, 0 con filtro verde, ajustando a cero con €l blanco. La
coloracion es estable por &0 minutos.



CALCULOS:

Absorbancia de la muestra
{ mg/100 ml ) x B0
Absorbancia del patrén

Como 1la reaccién colorida sigue la Ley de Lambert y Beer, puede
ser usandg el factor para calcular los resultados:

80

Factor ( F ) =
Absorbancia del patrén

( mg/100 ml ) = Ahsorbancia de la muestra u F

VALORES LIMITES DE REFERENCIA ( Normales ):

Sangre, suero o plasma: 15 a 40 mg/100 ml
2.5 a 6.6 mmol/lt

Orina: 25 a 43 g/24 horas.
RECOMENDACIONES IMPORTANTES:

1.- Fara la obtencion de resultados pfecisos y exactos eas
importante seguir estrictamente el método propuesto.

2.- Colocar leos tubos en el bafo de agua a ebullicion. E1 nivel
de agua en el baAo hirviente debe ser superior al nivel
alcanzado por los reactivos en los tubos de ensayo.

3= Para detectar alguna alteracion en la respuesta del
espectrofotometro o del colorimetro, es conveniente comprobar
periddicamente la calibracion del aparato.
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4,- Es indispensable que los utensilios de vidrio empleados para
esta técnica, estéen perfectamente limpios y secos. Utilizar
pipeta automidtica o la pipeta de hemoglobina de Shali para
pipetear 0.02 ml1 de la muestra.

5.~ La aparicién de un precipitado en los reactivos No. 1 y No. 2,
asi como en el reactivo de color, no interfiere con la calidad
de 1los mismos. Todas las recomendaciones del fabricante con
raelacion & la conservacion y su almacenamiento, deben
seguirse sin axcepcion.

Método de Acido Urico para suero. ( Caraway Modificado )

1.- Para desproteinizar la muestra,en tubo de centrifuga colocar:

Agua destilada 8.0 ml
Reactivo desproteinizante ( No. 1) 1,0 ml
Muestra 1.0 ml

2.~ Agitar fuertemente y centrifugar durante 5 minutos a 2500 -~
3000 r.p.m.

J.~ Identificar y marcar 3 tubos de ensayo y proceder como sigue:

ELANCO MLIESTRA PATRON
Sobrenadante ( FPaso 1 ) - 5.0 ml -
Agua destilada 5.0 ml - 5.0 ml
Patren ( No. 4 ) - - 0.05 ml
Carbonato de sodioc ( No. 2 ) 1.0 ml 1.0 ml 1.0 ml

4.~ Mezclar bien y esperar 10 minutos. Luego agregar:

" Reactivo de color ( No, T ) 1.0 ml 1.0 ml 1.0 ml H




.~ Agitar bien y dejar en reposo por 20 minutos. Determinar las
absorbancias a 700 nm o con filtro rojo, ajustando a cero con
el blanco. El color es estable durante 30 minutos.

CALCULOS:
Absorbancia de la muestra
Acido Urico ( mg/100 ml ) = x 10
Absorbancia del patron

Como el sistema colorimétrico sigque estrictamente la Ley de Beer,
también puede usarse el metodo del factor para el célculo de los
resul tados:

10

Factor de calibracion =
Absorbancia del patron

Concentracion de la muestra ( mg/100 ml ) = Absorbancia de la
mueestra » Factor.

VALORES LIMITES DE REFERENCIA ( Normales ):
Suero: Hombres de 2.5 a 7.0 mg/100 ml

Mujeres de 1.5 a 6.0 mg/100 ml

RECOMENDACIONES IMFORTANTES:

1.- Para obtener resultados exactos vy confiables, seguir
rigurosamente las indicaciones de el método propuesto.

2.- BRIDXON prepara meticulosamente todos sus reactiveos, de tal
manera que los resultados ohbtenidos por el usuario sean
reproducibles.

T.~- Es conveniente comprobar peritdicamente la calibraciéon del
aparato para asi poder detectar alguna alteracién o
irregularidad en la respuesta del fotocolorimetro o del
espectrofotémetro. El maximo de error permitido no debe senr
superior al 10 % con respecto al valor preestablecido.



4,- Para obhtener resul tados corractos deberin cumplirse
exactamente las recomendaciones sabre almacenaje y
conservacion de los reactivos. - '

S.— El material de vidrio utilizado debe estar bien limpio y seco.
Determinacién de Linealidad del Sistema de Mediciotn:

Un analista debe preparar por lo menos tres diluciones, por
duplicado, de manera independiente, a partir de una misma solucion
patrén de la sustancia de interés, y medir su propiedad bajo las
mismas condiciones de medicién. La linealidad debe incluir por lo
menos el intervalo de la especificacién del método de prueba, en
el cual se utilice el método analitico. *

1) Tabular los resultados con base al siguiente formato:

Concentracion de la dilucion

de la solucion patron (x) Fropiedad medida
%1 . yil, y12 ..., yin
®2 ¥y21, Y22 ...y y2n
ut ytl, yt2 ..., ytn

t = numern de diluciones
n = namero de replicaciones ( propiedad medida ) de cada dilucién
de la solucion patron.

Para proceder a los siguientes calculos, es necesario que el
namero de replicaciones por dilucidén, sean las mismas.



2) (CAlculos preliminares para coeficiente de correlacion y
cpeficiente de determinacion:

Ix = n ¢ x1 + %2 + .00 + x% )

Ly = y11 + y12 + ... + yin + y21 + y22 4+ ... + y2n + ... + yt1 +
vea + yt2 + ... *+ ytn

2 2 2 2
Zx s n (%l + x2 4+ ... + xt)

2 2 2 2 2 2 2 2
Ly = yll + y12 + ... + yin + y21 + y22 + ... + y2n ees + ytl
bl -2

2 2
+ yt2 + ...+ yEn

Luy = w1 (yll + y12 + yin ) +x2 ( ¥v21 + y22 + ... + y2n ) + ... +
%t ( ytl + yt2 + ... + ytn )

3) Calculos finales para coeficiente de correlacién y coeficiente
de determinacién:

%
2
[ nt (Exy) -(Ix) (Ey)l
r o=
2 2 2 2
L nt (Ex > - (Ix) 31 [ nt (Zy ) - (Ly) p]
2

L nt (Exy) - (Ex} (Ly) 1
2
r =

2 2 2 2
L nt (ZEx ) - (Ex) 1 [ nt (Zy ) - (EZy) )
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4) Calculos para cada punto de la linsalidad del sistema el
siguiente factor:

propiedad medida (y)

Fe
conc. de la dilucién de la solucian patron (x)
yi1 yti
Fil = Ftl =
%1 ut
yiz . yt2
F12 = Ft2 =
x1 xt
yin ytn )
Fin 2 ————— Ftn = N
%1 nt

4.2 Calcular la s=uma de factores, la suma de cuadrados de factores
y la media del tfactor:

LF = F11 + F12 + Fin + ... + Ft1 + Ft2 + Ftn

2 2 2 2 2 2 2
LF = F11 + F12Z + Fin + ... + Ft1 + Ft2 + Ftn

donde: N = numero de puntos de la linealidad del sistema.



5) Calculas finales para el coeficiente de variacién:

%

2 2
N (EF ) — ( EF )

N (N=- 1)

DE
CV 8 e % 100

m

Determinacion de Precision del Sistema de Medicién:

Un analista debe preparar de manera independiente
menos & diluciones, equivalentes al 10074 de lo indicado
meétodo apalitico; a partir de la misma solucién patron
sustancia de interes, y medir su propiedad bajo las
condiciones de medicibn.

1) Tabular los resultados.

YLy ¥2 43 ¥3 4e.eay ¥N

2) Calculos preliminares.

Ly = yl + y2 + y3 + ... + yN

2 2 2 2 2
Ex =yl + y2 + y3 + ... + yn
- Ly
y =
N
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L]
2 2

DE N (fy ) = (Jy )
=

N(N-=-1)

3) Calculos finales.

Coeficiente de variacion :

DE

cV = x 100 '

<

DEterminac!On de Exactitud al 100% :

Un analista, debe preparar de manera independiente, por lo
menos & placebos adicionados al 100% de 1la cantidad de la
sustancia de interés indicada en la férmula unitaria, y recuperar
la sustancia de interés, mediante el método de medicidn, bajo las
mismas condiciones de analisis.

1) Tabular los resultados del parciento recuperado ( R ), con base
al siguiente formato:

Rl , R2 , R3 ,...., RN

2) CAlculos preliminares:
LR =R1 + R+ REZ + ... + RN

2 2 2 2 2

ER =Rl 4, R2'+ RS ,.e..., RN



2

2 2
N(ER) - ¢ ER )
DE =

N{N-1)

3) Calculos Finales:
Coeficiente de variacién

CV =(DE /R ) 100

Determinacion de Linealidad del meéetodo de medicidn :

Un analista debe de preparar de manera -independiente, por lo
menos por duplicado, como minimo 3 cantidades adicionadas de 1la
sustancia de interés, y recuperar la sustancia de interés
utflizando el método de medicién, bajo las miemas condiciones de
andlisis.

A, Cantidad Adicionada - Cantidad Recuperada

1) Tabular los resultados con base al siquiente faormato:

Cantidad Adicionada (x) Cantidad Recuperada (y)
11, 212, eee 4 ®IN yit, yl2, ess v Yin
n2t, %22, ave 5y %20 y21, y22, ces oy ¥23D
ntl, nt2, ses 4 REN yt1l, yt2, ooy ytn
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¢t = numero de cantidades adicionadas

n = numero de replicaciones ( cantidades recuperadas ) por cada
cantidad adicionada.

Fara procedaer a los siguientes cdlculos, es necesario que e}
nimero de cantidades recuperadas ( replicaciones ) de cada
cantidad adicionada, sean equivalentes.

2) Calculos Preliminares:

Ix = %11 + %12 + ... + xin + %21 + %22 + ... + x2n + ... +

xtl + xt2 + ... 4+ xtn

Ly = y11 + y12 + ... + yln + y21 + y22 ¢ ... + y2n + ... +
ytl + yt2 +« .., + ytn

2 2 2 o 2 2 2 2 R 2
L x o= x11 + %12 + (. + xin + 21 + 222 + ... + X200 + ... + xtl +

2 2

Xt2 + ...+ xtn
2 2 2 2 2 2 2 2
Ly = y11 + yl12 + ... 4+ yln + y21 + y22 + .0 + Y20 4 0. + ytt +

2 2
yt2 + ... + ytn

Exy = x11 yil + 312 yi12 + ... + xin yin + %21 y21 + x22 y22 + ...
+ 2N y2n + o0 4+ xtl ytl o+ xt2 yt2 4+ ... + xtn ytn



3) Calculos finalas:

nt ( Exy ) - (Ex ) ( Ly )

2
nt ¢ Ex ) - ( Ex )

y =m ¢ Lx )
nt

2
[ nt ((Exy > - ( Ex ) ( Ly ) ]

2 2 2 2
[ nt ( Ex ) - ( Zx ) ] [ nt ( Ly ) = ( Ly ) ]

B. Paorciento Recuperado.

Calcular el porciento recuperado ( R ) para cada cantidad
recuperada, con la siguiente ecuacién:

K= (y/x) 100

1) Tabular los resultados:

R1, R2y, RI, ... , RN

2) CAlculos preliminares:
IR = R1, R2, R3, ... , Rn

2 2 2 2 2
LR = Rl, R2, R3, ... 4 Rn
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2 2
- N (ZR ) -~ ( ER )
R=(¢(EZR ) /N DE =

N (CN-=-1)

J) Calculos finales:
Coeficiente de variacidn:

CY = ( DE / R) 100

Determinacién de Precision :

Por lo menos dos analistas, en paor lo menos dos
determinaciones independientes, deben analizar independientemente,
una muestra homogénea del producta, conteniendo la sustancia de
interés a un valor cercano del 100Z de lo indicado en la férmula
unitaria, empleando el método de medicién.

El siguiente procedimiento Gnicamente es aplicable cuando se
utilicen dos dias , dos analistas y tres determinaciones.

Cuando se wutilicen un numero distinto de dias y/o analistas y/o
recobros por analista y dia, se sugiere que se consulte a " un
estadistico.

1. Tabular los resultados con base en el siguiente formato:

ANALISTA
1 2
y111 yit1
1 y112 y212
y113 y213
DiA -
y121 y221
2 y122 y222
yi23 y223




2. Calculos preliminares:

Y aee 3 yill + y112 + yl112 + y121 + y122 + y123 + y211 + y212 +
y213 + y221 + y222 + y223
2 2 2 2 2 2 2 2 2
Iy ovs = ylll + y112 + y113 + y121 + y122 + y123 + y211 + y212

2 2 2
+ y213 4 y221 + y222 + y223

2

Y=Y eer /N

2 2
E N(Ly )=ty ...)
=

N (N-1)

N = namero total de determinaciones
Y. Calculos Finales:

Coeficiente de variacion:

CV = (DE/ y) 100

Determinacion de Estabilidad de la Muestra @

Un analista debe analizar por lo menos por triplicado una
muestra homogénea, debe almacenar las muestras sometidas al método
de medicién a distintas condiciones de almacenaje durante un
tiempo preestablecido, y reanalizar las muestras, utilizando una
solucién patron recientemente preparada para cada tiempo de
reanalisis, de acuerdo a lo establecido en el método de medicion.
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1. Tabular los resultados con base al siguiente formato y calcular
los resultados indicados:

CONDICION / TIEMFO

INICIAL 1 2 m
Y1 Ya Y7 Yn-2
Y2 YS Y8 Yn-1
Y2 Yé Yo Yn

2. Calculos preliminares para el intervalo de confiahzas

MEDIA Yo Yi Y2 M
2 2 2 2
VARIANZA €0 81 g2 8m

Varianza Ponderada:

2 2
2 280 + 251
Spl =
2 (c+ 1)
2 2
2 250 + 282
Sp2 =
2 (e + 1)
2 2
2 280 + 25m
Spm =
2 (e + 1)
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I. Calculos finales para el intervalo de confianza @
Fara cada condicién s tiempo 3 .

IC = ( Yi =~ YO ) +/~ t* «

Donde ¢

t# = wvalor de la t de Dunnett con c comparaciones y 2 ( c + 1 )}
grados de libertad y una probabilidad acumulada de 0.79S5.

4. Calculos preliminares para el coeficiente de variacion @

Fara cada condician / tiempo / muestra calcular el factor ( 1)
con la siguiente formula:s

{ andlisis muestra / condicién / tiempo ) i
1= x 100
¢ andlisis inicial i)

Y4 Ye

11 = e % 100 16 = % 100
Yi Y3
A& Yn-2

12 = ® 100 17 = w100
Y2 Y1
Yo Yn-1

I3 = K 100 18 = ®10O0
YZ Y2
Y7 Yn

14 = % 100 19 = ® 100
Y1 Y3
va

IS = ® 100
y2
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Fara cada condicién / tiempo calcular la media del factor
con la siguiente férmula:

T LI ( condicion / tiempo )

I =
N
donde :
N = namero de muestras por cada condicién / tiempo
11 + I2 + I3
11 = .
3 .
14+ IS + 16
12 =
3
17 + I8 + 19

I3°= =
. . =

La media del factor ( I ) para cada condicién / tiempo
cumplir con los siguientes criterios :

METODO VALOR DE 1
Cromatograficos P8 -~ 102 %
Titrimétricos 98 - 102 %

Quimicos y espectrofotometricos 927 -~ 103 4

Microbioloégicos 95 - 105 %

(

1

debara



Determinacion de Limite de Deteccidn :

Un analista debe preparar por lo menos tres diluciones, por

duplicado, de mansra independiente; a partir de una misma solucion
‘patrén de la sustancia de interés, procurando obtenar respuestas
bajas del sistema de medicidn; y por lo menos cince blancos. Medir
su propiedad bajo las mismas condiciones de medicion.

1) Tabular los resultados con base al siguiente formato:

2)

CONCENTRACION FROFIEDAD MEDIDA
¢ X)) (G )

I

BLANCOS

UDUN-

Calcular la suma de de la concentracién ( Ex ) , la suma de
2
cuadrados de la concentracon ( Ix ) , la suma de la propiedad

medida ( Ey ) , la suma de cuadrados de la propiedad medida

( Ly ), la suma del producto de la concentracioéon por la
propiedad medida ( Ixy ) , determinar el nimero de
concentraciones ¢« t ) , el numero de replicacion=s ponr

concentracién ( r ) , el nimero de pares ordenados (n = rt ),
la suma de la propiedad medida de 1os blancos ( Zy ‘), la suma
2

de cuadrados de la propiedad medida de los blancos ( Ly’') y sl

=5).

numero de los blancos ( n’' =5
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2 2
Exm= Ly=
Lxy = t =
o= ne pt =
2
Ly = Ry' =
P
) Calcular el valor de la pendiente (m) de la relacén

concentracién propiedad medida.

n L xy - L n Ey

2
n L x - (Ex )

4) Calcular la desviacion estandar de los blancos ( Sb )y con la
siguiente ecuacién.

Sb =

S5) Calcular el limite de detececién ( LD ), con la siguiente
ecuacion:

LD =
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R E 8 U L T A D O S

TABLA 1. RESULTADOS ' DE LINEALIDAD DEL SISTEMA DE MEDICION

FARA DETECC

ION DE GLUCODSA

% Adicionado

mg Adicionadaos

Absorbancias obtenidas

Al A2 Az
20 . 1996 .05 <06 .09
40 . 39841 .1 .1 .1
&0 79365 19 .19 .19
120 1.18577 .27 .28 .28

Pendiente = .2267166

Limite superior del intervalo de
Limite inferior del
tcal = 78,1419

intervalo de

Ordenada al origen = 0091712

Limite superior del
Limite inferior del

Desviacion estandasr de regresion =

interval

Coeficiente de variacién = 2

intervalo de

confianza= , 2327697
confianza= .219863%5
o de confianza = .0139943
confianza = 0091712

L. OD3I7996
451374

TABLA 2. ANALISIS DE LA VARIANZA
Fuente de Grados de Suma de Media de Fcal
variacion libertad cuadrados cuadrados
Regresion 1 . 0881557 .881557 &106. 161
Error de 10 L0001444 . Q000144
Regresion
Falta de 2 . 000011 . 00000SS 3310796
ajuste
Error puro 8 LOO01333 L OO00167

COEFICIENTE DE DETERMINACION R2= 0.9983452
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TABLA 3. RESULTADOS DE LINEALIDAD DEL SISTEMA DE MEDICION

PARA DETECCION DE UREA

% Adicionado mg Adicionados Absorbancias obtenidas
Al A2 A3
S0 - 15968 .20 .19 .20
100 « 31936 .35 .33 « 36
200 . 63872 .60 « 80 .60
300 « 95808 .85 .83 - .83

Pendiente = 12,5367

Limite superior del intervalo de
Limite inferior del intervalo de
tecal = 25.09

Ordenada al origen = 0.1201
Limite superiaor del intervalo de
Limite inferior del intervalo de
tcal = 6.91

confianza= 13,5609
confianzas= 11 5125

confianza = 158743
confianza = ,0814

TABLA 4. ANALISIS DE LA VARIANZA

Fuente de Grados de Suma de Media de Fcal
variacion | libertad cuadrados cuadrados

Regresion 1 6955 6985 743
Error de 10 -3 - -4
Regresion ?.4%30 Fx10 4,7x%10

COEFICIENTE DE DETERMINACION FRi= 0.9877
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TAELA 5. RESULTANDOS DE LINEALIDAD DEL SISTEMA DE MEDICION

PARA DETECCION DE ACIDO URICO

% Adiciocnado mg Adicionados Absorbancias obtenidas
Al A2 A3
20 . . 1996 .08 .08 .08
40 . 39841 .18 17 .16
80 79365 33 .33 .33
120 1.18577 .49 .49 .50

Pendiente = 8,033

Limite superior del intervalo de confianza= 8.2353
Limite inferior del intervalo de confianza= 7.8325
tcal = 77.8124

-4
Ordenada al origen = &X10 -3
Limite superior del intervalo de confianza = 8.2X10
-3
Limite interior del intervalo de confianza = -7Xi0
tecal = 0.1656
TABLA 6. ANALISIS DE LA VARIANZA .
Fuente de Grados de Suma de Media de Fcal
variacion libertad cuadrados cuadrados
Regresion 1 . 2856 . 2856 7898.7
Error de 10 -4 -5 . -6
Regraesidén 4x10 4x10 1.45X10

COEFICIENTE DE DETERMINACION R2= 0.9987
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TABLA 7. RESULTADOS DE PRECISION DEL SISTEMA DE MEDICION

FARA LA DETERMINACION DE GLUCDSA, UREA Y ACIDO URICO

Cantidad Absorbancias Obtenidas

adicionada Al A2 A3 A4 AS A6 A7 AB AP A1L0
Glucosa L22 .23 .22 .22 .22 .23 .22 .21 .22 .22
Urea .35 .34 .35 35 .34 .35 .33 .39 .35 .35

Acido Urico .43 .40

+ 39 .42 .40

.40 .43 .42 .42 .42

TABLA B. ESTADISTICA DESCRIFTIVA DE LA PROFPIEDAD MEDIDA

Media Desviacion Coeficiente Error

Aritmetica estandar de variacioén estandar
Glucosa .221 . 00568 2.56843 00179
Urea . 344 Q0044 0064633 1.917124
Acido Urico <413 L000181 . 013453 3.25756
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TABLA 9. RESULTADOS DE EXACTITUD AL 100

%

DEL METODOD PARA

LA DETERMINACION DE GLUCOSA Y UREA

7 Adicionado

Y% Recuperado

Glucosa Urea

100 100,00 104,7619
100 100,00 95. 23809
100 94,12 112.8205
100 105,88 87.17%4
100 6. 00 98.1132
100 104,00 101.88567
100 26.97 &7.05882
100 103.03 102.9411
100 ?7.56

100 102.44

TABLA 10. ESTADISTICA DESCRIFTIVA DE LA FPROPIEDAD MEDIDA
Varianza Desviacion Coeficiente LsSiIC Liic
estandar de variacion
Blucosa 14.60747 3I.B21973 Z.821973 102.7341 97,2658
Urea 49.81294 7.058z28 0.070578 114.1156 85,8843




TAELA 11. RESULTADOS DE EXACTITUD AL 100 % DEL METODO FARA

LA DETERMINACION DE ACIDO URICO

% Adicionado % Recuperado
atipo URICO

[} o}
20 | 102.3809
40 102.3809
60 102. 3809 .
a0 . 99.404776 .
100 100. 000

TABLA 12. ESTADISTICA DESCRIPTIVA DE LA FROPIEDAD MEDIDA

Varianza Desviacion Coeficiente LsIC LIIC
estandar de variacion
Acido 1.757369 0.017346 104.7188 97.90022

Urico
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TABLA 13. REPRODUCIBILIDAD DEL METODO FARA LA DETERMINACION

DE GLUCOSA

Analista Analista
1 2
.20 .19 217 .17
.19 .18 16 .16
Dia 1 .19 .19 L16 .17
.19 .19 .16 .17
L2019 : .17 .15
.18 .18 .19 .18
.19 .19 <17 .17
Dia 2 .19 .18 .16 .16
.19 .19 .18 .14
.18 .1% .18 .16

Evaluacion de la precision:

-4
Y11 = 1061.11 DE= 9.917 X 10
Y12 = 1032.33 -z
Y21 = 911.11 C.V.= 5.6428 X 10

Y22 = 950.00

TAELA 14. ANALISIS DE LA VARIANZA

Fuente de Grados de Suma de Media de Fcal Ftablas
Variacion libertad cuadrados cuadrados

Analista 1 1362.4725 1362.4725 23.81 0.03622
Dia 2 114.44154 57.220772 3.2390 0.04955

Error 36 435.97552 17.665986




TABLA 135, REPRODUCIRILIDAD DEL METODO PARA LA DETERMINACION

DE UREA
Analista Analista

1 2

.13 1S

.13 .12
Dia 1 e 13 .13

.14 11

£ 13 .12

12 .12

.13 .2
Dia 2 .13 .12

.12 .11

.12 .12

Evaluacion de la precision:

Ey2i = 30784 Yil = .46 DE = 1.2448
LE2ij = .20804 Y12 = ,62
Y.ijk = 30752 Y21 = .61 CoVe = 0.154364
ELEijk = 3086 Y22 = .59

TABLA 16. ANALISIS DE LA VARIANZA

Fuente de Grados de Suma de Media de Fcal Ftablas
Variacién libertad cuadrados cuadrados
Analista 1 . Q0032 - 00032 3.2 38.51
Dia 2 L Q002 - 0001 2.8571 4.69
Error 16 00056 « 00C03T
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TABLA 17. REPRDDUCIBILIDAD DEL METODO FARA LA DETERMINACION

DE ACIDO URICO

Analista Analista
1 2
.2 .2
.2 .2
Dia 1 .19 .2
2 .19
2 .19
.19 .2
.2 .2
Dia 2 .2 .19
.2 .19
.19 .2
Evaluacion de la precision:
-5
Ly2i = .772235 Yil = 0.99 DE = Z.3%47 X 10
LE2ij = 77226 Yi2 = 0.98 .
Y.ijk = 772245 Y21 = 0,98 C.V.= 0.00012186
LLEi jk = 7727 Y22 = 0.98
TAERLA 18. ANALISIS DE LA VARIANZA
Fuente de OGrados de Suma de Media de Fca:r Ftablas
Variacion libertad cuadrados cuadrados
Analista 1 < OUOO05 « Q00005 1 38.51
Dia 2 00001 000005 . 181818 4,69
Error 16 00044 - 000027




TABLA 19

Estabilidad

. RESULTADOS
de

la muestra

( Glucosa ,

DE ESTABILIDAD

realizada
temperatura ambiente ( sin refrigeracioén ).

Urea y Acido U

DE LA MUESTRA

11 refrigeracion,
Durante 120 hrs.

rico )

Yy

Media Aritmetica t de|Dunnett calculada
Tiempo
Glucosa Urea Ac.Urico Glucosa Urea ‘Acido Urico
Cero 100 100 100 - ——— eee———
Refrigeracion 102.28 107.63 100 1.396 1.816 1.701412E+38
5 dias
Sin
Retrigeracion 73.072 94.727 78 ~16.427 -1.254 ~1.701412E+38
S dias

t de Dunnett de tablas con a = 0,05= %
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TABLA 20, RESULTADOS DE LIMITE DE DETECCION PARA

LA DETERMINACION DE GLUCOBA

% Adicionado ma Adicionados Absorbancias Obtenidas Abserbancias

Al A2 AZX Blancos
20 20 .05 05 .05 . 000
000
40 40 .09 .08 .09 VO3
002
80 60 «12 .12 .13 [ elnle}
<000
80 80 .17 .16 <16

Promedio aritmetico de los blancos = .QUBIZ3
Desviacion estandar de los blancos = Q013292
Pendiente = .0017417

Limite superior del intervalo de confianza=s .Q018552
Limite inferior del intetvalo de confianza= .00146281
teal = 34.1751544

Desviacion estandar de regresitn = 0039476
Coeficiente de variacion = 4.2107444
Coeficiente de determinacion = .9915106
Limite de deteccion = 4.5789249 mg %

-1




TABLA 21. RESULTADOS DE LIMITE DE DETECCION PARA

LA DETERMINACION DE UREA

7% Adicionado mg Adicionados Absorbancias Obtenidas Absorbancias
Al A2 AZ Blancos

S0 S50 0.22 0.19 0.17 » 000
000

100 100 0.35 0.34 0.35 <003
002

150 150 0.49 ©.47 ©.45 « 000
<000

200 200 0.62 0.58 0.63

Lx = 0.3 Ly = 4,86

Lx2= 0.009 Ly22,2352
Iny = 0.1421

Ly’ = 0.005

Iy‘2= 0,000013 .

n’ =6

VALOR DE LA PENDIENTE = 13,73333

DESVIACION ESTANDAR DE LOS BLANGCOS = 0.001329

LIMITE DE DETECCION = 0.000250
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TABLA 22. RESULTADOS DE LIMITE DE DETECCION PARA

LA DETERMINACION DE AC1DO URICO

1% Adifionadc mg Adicionados Absorbancias Obtenidas Absorbancias

Al AZ A3 Blancos

20 20 0,07 0, 08 0.08 L 002
: L 003
[+] 40 0.16 0.16 0.15 . 000
000
0 &0 0.21 0.23 0.23 . 002
. H00

0 80 0.32 0.31 .28

Ex 0.3 Ly = 2.28
Ex2= 0,009 Ly?= 0.5182
Ixy 0. 0682

Ly’ Rk 0.007

Ly 2@ 0,000017

n’ 3

VALGCR DE LA FENDIENTE = 7.466666
DESVIACION ESTANDAR DE LOS BLANCOS = O.001329

LIMITE DE DETECCION = 0.000534
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Linealidad del Sistema de Medicion
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Linealidad del Sistema de Medicion
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Linealidad del Método de Medicién
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Linealidad del Método de Medicion
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Linealidad del Método de Medicion
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DI 8 C WU S 1 0N

En la validacion cada procedimiento dirigido a generar un resultadc
( determinacién de la Glucosa por la técnica de O~ toluidina y Ures
por la teécnica de Diacetilmonoxima ) implicarén una serie de pasos
que nos permitieron alcanzar condiciones préximas al nivel dptimo ¥
en consecuencia mejorar su exactitud, precisién y linealidad de
cada determinacion 1o que no ocurrié en el caso para la
determinacién de Acido Urico por la técnica de Caraway modificads
encontrando los siguientes resultados:

Los resultados de linealidad del sietema de medicion muestran como
se puede observar en la grafica 1,2 y 3, una linealidad tanto para
la GBlucosa, Urea y Acido Urico. Existiendo relaci6n altamente
significativa entre mg Y-absorbancia, donde: r2=0.998332 para
Blucosa, 1= 00,9877 para Urea y ri= 0.9987 para Acido Urico.

En la determinacion de precision del sistema de medicion de los
métodos de Glucosa y Urea, tomando en cuenta la regla establecide
para la precisién que es un C.V. £ 3.0 %, se tiene que son
precisos, puesto que se obtuvieron C.V., menores al establecido.
Estos fueron: 2.5684 para Glucosa y 1.917 para Urea. Se observa que
el Acido Urico presentd un C.V. mayor de 3.0 %, lo que lo hace no
preciso. Esto pudo ser resultado de que el método se realizd con
cantidades menores a las establecidas por la técnica de anadlisis
segtn Bioxon, puesto que no se contaba con el reactivo suficiente
para la determinacion,

En cuanto a la estactitud al 100%, los tres métodos presentaron tanto
un  limite superior de intervalo de confianza mayor al 100%, y un
limite inferior de intervalo de confianza menor al 100%, por lo que
los tres meétodos abarca el 100%, haciendolos exactos.

La reproducibilidad del método se determind realizando un andlisis
de varianza con dos criterios de clasificacién entre analista y dia.
La tabla No. 13, 1§ y 17 muestran recobros obtenidos por dos
diferentes analistas en dos diferentes dias. La tabla No. 14 que
corresponde a la GBlucosa, muestra que se ve afectada la
reproducibilidad por el dia y por el analista puesto que 1la Fcal
para el dfa y para el analista fué mayor que la Ftablas lo que hace
no reproducible el método de Glucosa, y obteniendo un C.V. =
0.005642. En la tabla No. 16 y 18 que coresponde a Urea y Acidc
Urico muestran que no fué afectada la reproducibilidad por el dia,
ni  por el analista, ya que la Fcal es menor que la Ftablas para el
dia y el analista, lo que hace reproducibles los métodos.
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La estabilidad de la muestra se evaltio a diferentes condiciones
( temperatura ambiente y refrigeracién durante 120 hrs. ), como se
abserva en la tabla No. 19, la evaluacion se realizé comparandose
con un control, que es el valor de la "t" de Dunnett, donde se ve
que las muestras & diferentes condiciones de ftemperatura son
estables para la determinacicdn de Urea durante las 120 hrs., en
cambio para la determinacidn de Glucosa ésta solo se vio afectada al
dejarla a temperatura ambiente durante las 120 hrs. y sin sufrir
cambio alguno en refrigeracion. For dltimo el Acido Urico mostré
inestabilidad en ambos casos.

En el pardmetro de limite de detecciodn, la minima ceoncentraciéon de
cada metabolito fué detectada y cuantificada bajo las condiciones de
operacion establecidas.
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C.0N CL U S8 I 0O NE S

La validacion de los métodos analiticos para la determinacion
Glucosa y Urea establecidos por Bioxon muestran por estudios
Laboratoric que son precisos, exactos y lineales por lo que

de
de
la

capacidad del método satisface los requisitos y es confiable para le&

aplicacion
analitos.

8in

el Acido Urico,se cbsaervan que no son repetitibles ni
lo que es necesario realizar una revisidn de la viabilidad de
o de la precisiéon y exactitud del

por
los reactivos
emp leado.

A continuacién

se observan las diferencias entre

metodo

analitica deseada en este caso cuantificacion de dichos

embargo los resultados de la ejecucion analitica obtenidos para
repraducibles

analitico

cada metabolito,
donde se puede ver los parametros por lo que fueron validados o not

PARAMETROS A N A L I T 0 S
GLUCOSA UREA AC.URI1ICO
LINEALIDAD DEL R2= (,398365 R2= 0.9877) R2= 0.9987
SISTEMA DE MEDICION
PRECISION DEL DE = 0.0568 DE=(.00044| DE = 0.000181
SISTEMA DE MEDICION| CV =2.568 CV=0.00663) CV = 0.013453
EXACTITUD AL 100 % LSIC=102.7341 114.1156 104.7188
L1IC=97.2658 B8S. 8843 97.70022
PRECISION DEL Fcal difa= 3.239012.8571 0.181818
METODO DE MEDICION |[Ftab dia=0.04955[4.8571 4.49
Fcal anmal.=23.81 3.2 1
Ftab anal.=0.036| 38.851 38. 51
ESTABILIDAD DE t de Dunnett cal
LA MUESTRA en refrig=1.I96 1.816 1.701412E + 3B
t de Dunnett cal
sin refrigs-16.4| —-1.254 -1.701412E + 28
t de Dunnett de
tablas = 2.96 2.96 2.%96
LIMITE DE DETECCION 4.578924 0. 000290 0. 000324
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R E C OMENDATCTI ONE S

Fara demostrar gue las variaciones efectuadas en las teécnicas
de andlisis para la determinacion de metabolitos se ven afectadas
por las necesidades del Laboratorio clinico, es necesario llevar a
caba una validacién de estas técnicas con dichas variaciones, para

’ demostrar que tienen un buen control de calidad.

Un meétodo validado es necesario pero no suficiente para la
produccién de datos utiles, dado que se requiere de un grado de
habilidad por parte del analista y esta habilidad constituye un
factor critico en el proceso de medicién que debe ser evaluado. Es
comin que los datos obtenidos por diferentes Laboratorios sobre la
misma muestra, utilizando el mismo meétodo , puedan mostrar un alto
grado de variabilidad, que es detectado por técnicas estadisticas y
por tal razéon seria recomendable el andlisis interlaboratorial en el

proceso de validacidn.

Cabe sefalar que la validez dependerd de las condiciones
establecidas y del plan de muestreo. Las condiciones representan la
conceptualizacion del problema que se debe de resolver y el plan de
muestra que debe ser analizada y los datos que se reguieren.
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A N E X 0

SISTEMA DE ANALISIS ESTADISTICO PARA
VALIDACION DE METODOS ANALITICOS

PRODUCTDS FARMACEUTICOS SA DE CV, LABORATORIO DE CONTROL DE CALIDAD
EVALUACION DE LA LINEALIDAD DEL SISTEMA DE MEDICION
P e Y T S e R R T e Rt s 2 L

INFORMACION

NOMBRE DEL METODO = GLUCOSA ORTOTOLUIDINA ( EBIOXON)
NOMEBRE DEL ANALISTA = JUANA Y FELICITAS

NOMERE DE LA CANTIDAD ADICIONADA = mg %

NOMBRE DE LA FROFIEDAD MEDIDA = ARSORBANCIA
NIVELES DE mg % = 4

AN I I I I AT I TN N M NI NI N NI U3 BTN RN

LISTA DE DATOS
VALOR DE mg % = .1996
NUMERO DE REFLICACIONES = 3
ILIGTA DE VALORES DE AESORBANCIA

Y (1,1 )= .05
Y (1,2 )= .06
Y (1,3 )= .05
VALOR DE mg % = .398441
NUMERO DE REFLICAGCIONES = 3
LISTA DE VALORES DE AESOREANCIA
Y (2,1 )= .1
Y (2,2 )= .1
Y (2,3)= ,1
VALOR DE mg % = .7936%
NUMERO DE REFLICACIONES = 3
LISTA DE VALORES DE ABSOREANCIA
Y (3,1 )= .19
Y (3,2 )= .19
Y ( 3,3)= .19
VALOR DE mg % = 1.18577
NUMERO DE REFLICACIONES = =
LISTA DE VALORES DE AESOREANCIA
Y (4,1 1= .27
Y (4,2 )= .28
Y (4,3 )= .28

INFERENCIA DE FENDIENTE Y ORDENADA AL ORIGEN

FENDIENTE = .22631646

LIMITE SUPERIOR DE INTERVALO DE CONFIANZA = ,23276%97
LIMITE INFERIOR DE INTERVALO DE CONFIANZA = .219863%
t cal = 78,1419



ORDENADA AL ORIGEN = .0091712

LIMITE SUPERIOR DE INTERVALO DE CONFIANZA = .0139943
LIMITE INFERIOR DE INTERVALO DE CONFIANZA = ,0091712
t cal = 4,236768

DESVIACION ESTANDAR DE REGRESION = ,00379%96
COEFICIENTE DE VARIACION = 2.45374

[ R e e T s s R I S e e L E St e 2 e X e e e T s 2l
INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

LA ORDENADA DE LA RELACION LINEAL mg % - ABSOREBANCIA PASA POR EL
ORIGEN

AP B I I I I I BB I I T AEIE I I I IE DI IR I BB UE I AW I PN

TABLA DE ANALISIS DE VARIANZA

FUENTE DE VARIACION = REGRESION

SUMA DE CUADRADOS = .0881557

GRAPOS DE LIBERTAD = 1

MEDIA DE CUADRADOS = .0881557

F cal = 6106.161 P (F cal) = 1.5919BE-0&

FUENTE DE VARIACION = ERROR DE REGRESION

SUMA DE CUADRADOS = .0001444

GRADOS DE LIBERTAD = 10

MEDIA DE CUADRADDS = ,00Q00144

R e e e e e Tl e T 2 e s ey Ry e STy L

TABLA DE ANALISIS DE LA VARIANZA

FUENTE DE VARIACION = FALTA DE AJUSTE
SUMA DE CUADRADDS = .000011

GRADDS DE LIBERTAD
MED1IA DE CUARDRADOS 0000055

F cal = .2310796 F (F cal) = .73046086

-~
2
.

FUENTE DE VARIACION = ERROR FURO

SUMA DE CUADRADOS = .0Q01333

GRADDS DE LIEERTAD = 8

MEDIA DE CUADRADOS = .0000167

LR e R g s T Sy T T Ty Y e T
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INTERPRETACION DE LA TABELA DE ANALISIS DE LA VARIANZA

EXISTE RELACION ALTAMENTE SIGNIFICATIVA DE mg % Y ABSORBANCIA
EL. MODELO LINEAL REFRESENTA DE MANERA CORRECTA LA RELACION mg Z Y

ABSORBANCIA
B Ty ey e R R e T e T e e e e e

MODELD EMPIRICO
PR T e AT A R L TR S R R 2 Y A

LO091712 ORDENADA Al ORIGEN
DE ABSORBANCIA

2263166 LINEAL DE mg %
PR e e Z e e e e X L]
L R T e TR R Ry s e T e R T R s S e e 22y et

CAFACIDAD PREDICTIVA DEL MODELO EMPIRICO

CANTIDAD ADICIONADA FREDICCION
L I e T T e R e s T T R e 2 L)
. 1996 S.4T4402E-02
. 39841 079338
« 79365 .1887874
1.18%77 « 2773206

L2 I T T T T Y R R LT TR R Ry

LINEALIDAD DEL SISTEMA DE MEDICION DE UREA
R R R L e et

INFERENC1A DE FENDIENTE Y ORDENADA AL ORIGEN

FENDIENTE = 12,5319

LIMITE SUFERIOR DE INTERVALO DE CONFIANZIA = 13,5609
LIMITE INFERIDR DE INTERVALO DE CONFIANZA = 12.512%5
t cal = 25.09

ORDENADA AL ORIGEN = ,1201

LIMITE SUFERIOR DE INTERVALO DE CONFIANZA = ,158743
LIMITE INFERIOR DE INTERVALO DE CONFIANZA = .(814

t cal = 6.91

FE Y I I AT I I P I I F A I H I I I T I I I KIS WA
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INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS
LA ORDENADA AL ORIGEN TIENE UNA RELACION LINEAL Y NO PASA POR EL
ORIGEN
FEAE AT 06N 230003006 3690 0506 0606350035 30T 0000 3898 00 0006 0830 330 36 00 34 00000000 08 0636 30030 30 00 40 3 0 S 0

TABLA DE ANALIEIS DE VARIANZA

FUENTE DE G.L sC MC F
VARIACION
REGRESION 1 0.6955 0.6955 F cal 743

. . -3 -4 -
ERROR 10 9.4 X 10 9 X 10 4.7 X.10

P de F cal = 4,78 X 10

.

B e L e e s S s L
INTERFRETACION DE LA TABLA DE ANALIS1S DE LA VARIANZA

NO HAY FALTA DE AJUSTE
EXISTE UNA RELACION SIGNIFICATIVA ENTRE EL PATRON Y ABSORCION
X e T I Ry ey ey e R e e e TR ST e 2l

COEFICIENTE DE DETERMINACION = 0.9877

L e s e e e T e e e I I s a2 sl
LINEALIDAD DEL SISTEMA DE MEDICION DE ACIDO URICO
R e e e R e e ey e A I S I IS s e s 2]
INFERENCIA DE FENDIENTE Y ORDENADA AL ORIGEN

FENDIENTE = 8,033
LIMITE SUFERIDR DE INTERVALO DE CONFIANZA = 8.2353
LIMITE INFERIOR DE INTERVALOD DE CONFIANZA = 7.8325
t cal = 77.8124 *
-4
ORDENADA AL ORIGEN = & X 10 -3
LIMITE SUFERIOR DE INTERVALO DE CONFIANZA = 8.2 X 10
-3

LIMITE INFERIOR DE INTERVALO DE CONFIANZA = ~7 X 10
t cal = 0,1656
B e e T R T Ty e Ty



INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

LA ORDENADA AL ORIGEN TIENE UNA RELACION LINEAL.Y PASA POR EL
ORIGEN

TABLA DE ANALISIS DE VARIANZA

FUENTE DE G.L sC MC F
VARIACION
REGRESION 1 0.2856 0.28586 7898.7
_4 -
ERROR 10 4 X 10 4 X 10
-6

P de F cal = 1,45 X 10

INTERFRETACION DE LA TAELA DE ANALISIS DE LA VARIANZA

NO HAY FALTA DE AJUSTE
EXISTE UNA RELACION SIGNIFICATIVA ENTRE EL PATRON Y ARSORCION

a2 Sl X LI e sl sy ) * * * %

COEFICIENTE DE DETERMINACION = 0.9987
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SISTEMA DE ANALISIS ESTADISTICO FARA
VALIDACION DE METODDS ANALITICOS
PRODUCTOS FARMACEUTICOS SA DE CV, LABORATORIO DE CONTROL DE CALIDAD
- EVALUACION DE LA PRESICION DEL SISTEMA DE MEDICION
P T Y et a a2 22y

INFORMACION

NOMBRE DEL METODO = G L UC O S A

NOMBRE DE LA PROFIEDAD MEDIDA = ABSOUREBANCIA
UNIDADES DE LA CANTIDAD ADICIONADA = mg %
NOMERE DEL ANALISTA = FELICITAS Y JUANA
NUMERQ DE DETERMINACIONES = 10

NI NI T BT I BN AE NI BT I MBI DB B BT A6 H DI BB I IO T3 I I N

FROPIEDAD MEDIDA

Y (1) = .22

Y (2)=.23

Y {(3) = ,22

Y t4) = 22

Y (5 ) = .22

Y (&) = ,23 .
Y (7 ) = .22
Y(8)=.21

Y (%) =.22

Y (10 ) = .22

R L L R e e e T N S eI s R e L e e 2
ESTADISTICA DESCRIFTIVA DE LA FROPIEDAD MEDIDA

MEDIA ARITMETICA = ,22%
DESVIACION ESTANDAR = . 00548
COEFICIENTE DE VARIACION = 2, 56843
ERROR ESTANDAR = 00179

LA A S T SR Lt R St IS SIS LIS TSRS LIS LIS L LSS BT E S 3

EXISTE PRESICION DE SISTEMA DE MEDICION
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SISTEMA DE ANALISIS ESTADISTICO PARA
VALIDACION DE METODOS ANALITICOS
PRODUCTOS FARMACEUTICOS SA DE CV, LABORATORIO DE CONTROL DE CALIDAD
EVALUACION DE LA FRECISION DEL SISTEMA DE MEDICION

INFORMACION

NOMBRE DEL METDDOD = U R E A

NOMERE DE LA FROFIEDAD MEDIDA = ARSOREANCIA
UNIDADES DE LA CANTIDAD ADICIONADA = mg %
NOMERE DEL ANALISTA = FELICITAS Y JUANA
NUMERO DE DETERMINACIONES = 10

FROFIEDAD MEDIDA

.35

.34

.35

.35

.34 .

.35 .
.33

.35

.35

0) = .35

~m e, —~—~—~
D UN~
U RERENUR

AL L L€
- gm

RS AR S a2 R L2 RIS I TS 2SS LTSI SRS S S ST LSS L

ESTARISTICA DESCRIFTIVA DE LA FROPIEDAD MEDIDA

MEDIA ARITMETICA = 0.346

VARIANIA = 0.000044

DESVIACION ESTANDAR = 00663
COEFICIENTE DE VARIACION = 1.917124

R I I I NI I I NI I I IR TR I I

EX1STE PRESICION DEL S1STEMA DE MEDICION
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SISTEMA DE ANALISIS ESTADISTICO PARA
VALIDACION DE METODOS ANALITICOS
PRODUCTOS FARMACEUTICOS SA DE €V, LABORATORIO DE CONTROL DE CALIDAD
EVALUACION DE LA PRECISION DEL SISTEMA DE MEDICION
FAU AN B U6 0016 AN 306 006000 06 30005069 S B 006 800 06 000600 30 60000006 06 303006000620 3600 3130 0 96

INFORMACION

NOMBRE DEL METODD = A C 1 DO URICDO
NOMBRE DE LA FROPIEDAD MEDIDA = ABSORBANCIA
UNIDADES DE LA CANTIDAD ADICIONADA = mg %
NOMBRE DEL ANALISTA = FELICITAS Y JUANA
NUMERO DE DETERMINACIONES = 10

T A T I AE D I AU AT I I I W B I D BN ST B OB 3T S 3 A 3 30 SO

PROPIEDAD MEDIDA

Y (1) =.43
Y(2)=.4

Y (3) = .39

Y (4) = .42

Y (5) = .4

Y (&)= .4

Y (7 ) = .43

Y (8) = .42 .
Y (9 ) = .42

Y (10 ) = .42

R R E L S R g e E R T R e e S E e e e T e 22 e I 2 e R e vy s 2
ESTADISTICA DESCRIPTIVA DE LA PROPIEDAD MEDIDA

MEDIA ARITMETICA = 0.413

VARIANZA = 0.000184

DEBVIACION ESTANDAR = .013453
COEFICIENTE DE VARIACION = 3.257536

I I NI AN I DI I I 2N e T I AU I P U I I I I U

NO EXISTE PRESICION DEL SISTEMA DE MEDICION

ESTA TESIS No DEBE
. SAUR DE 4 BIBLIGTECA



RESULTADOS DE EXACTITUD AL 100% DEL METODD FARA LA DETERMINACION DE

GLUCOSA .

POOL.  FATRON ABS CONC “CONC “4CONC

(ml) (ml) FOUL+PATRON YA POOL PATRON

POOL

0.0%5 0.00 0.18 100.00 100,00 Q.00

0.05 0. 00 €. 20 111.11 111.11 0,00

0.04 0. 01 0. 19 105. 56 B83.33 22,22

0.04 0.01 «20 111,11 88.89 22.22

0,03 0.02 ©.18 100,00 52.78 47,22

003 0,02 .19 105.56 §8.33 47.22
0,02 0.03 0.19 10S8.56 J6.11 6£9.44

0.02 0.03 0.21 116.67 47,22 &9.44

O.01 0,04 0.18 100, 00 8.33 1.67

0.01 0.04 0. 18 100, 00 8.33 91.67

0.00 0.05 Q.21 116,867 2.78 113.89

0.00 0.05 0. 20 111.11 -2.78 113.89
FATRON SOL.SAL. ABS CONC CONC PR % REC
1) {ml) FATRON FATRON FATRON

0,00 .05 Q.00 0.00

0,00 0.05 0,00 Q.00 0,00

.01 0.04 0.04 22.22 100. 00
0.01 0.04 Q.04 L22.22 22.22 100. 00
0.02 0.03 Q.08 44.44 ?4.12
0.02 0,03 . 50.00 47.22 105, 88
0.03 ©.02 b6. 67 6. 00
0.03 0.02 72.22 69,44 104, 00
0.04 0,01 88.89 ?6.97
.04 0,01 %4.44 91.67 103. 0%
Q.05 000 111.11 97.56
0.05 0.00 116.867 113.89 102, 44

TOTAL = 1000, 00

FROM = 100.00

VAR = 14, 60747

DES E8T = 3.821973

VY = 3.821973

LEC = 102.7341 ELL METODO ES EXACTO FORQUE ARARCA EL 100 %
LIC = 97.26587
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RESULTADOS DE EXACTITUD AL 1007 DEL METODD PARA LA DETERMINACION DE
UREA

POOL PATRON ABS CONC

(ml) {ml) FATRON

0.02 0.00 0.13 15.38461

0.02 0.00 0.1 15.38461

0.015 0.005 0.21 7.142857

0,015 0,005 0.27 6.521739

0.01 0.01 Q.27 2.703703

Q.01 Q.01 0.29 3.4482735

0,008 0.015 0.32 1.5625

Q.005 0.018 0.32 1.5625

0.00 0.02 0.237 GO0

0,00 0,02 0.35 0.00 :

PATRON S0L.SAL. ABS CONC CONC PR 7% REC
(ml) {ml) FATRON FATRON PATRON

€. 00 ©.02 Q.00 0.00

0.00 0,02 .0 0.00 0.00 0. 00

0.005 0.015 G.1 S 104.7619
0,005 0,015 C.11 4.545454 4,.772727 95.23809
0.01 0.01 0.17 5.8682352 112.8205
Q.01 0,01 Q.22 4.545454 $.213903 87.1794
0.015 0.00% 0.27 S.555555 98.11320
0.015 0. 0035 0.26 5.769230 S5.662393 101.8867
0. 02 0.00 0.39 $.714285 97.056882
©.02 Q.00 0.32 6.060606 5.887445 102.9411

TOTAL = B0O.OO

FROM = 100,00

VAR = 49.81294

DES EST =7.037B828

CV = 0.070578 EL METODO ES EXACTO FORQUE ABARCA EL 100 %
LSC = 114.1156

LIC = B85.8B434
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RESULTADOS DE EXACTITUD AL 100% DEL METODO PARA LA DETERMINACION DE

ACIDO URICO
7 PATRON AES CONC CONC CONC %4 REC
S+F £00L FATRON
o] 0.18 42,88
20 0.23 54.76 J4.28 20.48 102.3809
40 0. 28 b66.67 20.71 40.95 102.380%
&0 0.33 78.57 17.14 61,43 102.3809
80 0.37 88.10 8,371 79.52 29.40476
100 - 0.42 100,00 0.00 100.00 100,00
MEDIA = 101.3095

DESV.EST. = 1.737369
COEF.VAR. = 0.017346
LSIC = 104.7188
LIIC = 97.90022

ES EXACTO PORQUE ABARCA EL 100 %
LR g e R e e e e e e e L e s e e L g

R e t 22 *
SISTEMA DE ANALISIS ESTADISTICO PARA
VALIDACION DE METODOS ANALITICOS
EVALUACION DE LA-FRESICION DEL METODO ANALITICO
GLUCOSA

ANALISTA 1 ANALISTA 2
.20 .19 <17 .17
! .19 .1B -16 =16
DIA 1 .19 .19 Yi1 «16 <17 Y21
’ .19 .19 1061.11 .16 <17 ?11.11
20 .19 <17 -13
.18 .18 19 .18
.19 .19 -17 -17
19 .18 Yiz .16 .16 Y22
DIA 2 .19 .19 1023.33 .18 Y- 950.00
.18 .19 .18 .16
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TABLA DEL. ANALISIS DE LA VARIANIA

FUENTE DE VARIACION = ANALISTA
SUMA DE CUADRADOS = 13462,4725618
GRADOS DE LIEERTAD = 1

MEDIA DE CUADRADDS = 13462.47256418
F cal = 23,8108035

P (Fcal) = 0.036226%9

FUENTE DE VARIACION = DIA / ANALISTA
SUMA DE CUADRADOS = 114.4415445
GRADOS DE LIBERTAD = 2

MEDIA DE CUADRADOS = 57.2207723

F cal = 3J.23903463

P (Fcal) = 0,0495548

FUENTE DE VARIACION = ERROR
SUMA DE CUADRADOS = &35.9755292
GRADOS DE LIBERTAD = 3&

MEDIA DE CUADRADOS = 17.6459869

INTERFRETACION DE LA TABLA DE ANALISIS DE LA VARIANZA
EL ANALISTA FRESENTA EFECTO SOBERE LA VALORACION.

EXISTE EFECTO DE LOS DIAS FARA UN ANALISTA EN LA VALORACION

EVALUACION DE LA FRESICION

NOMBRE DEL METODO = GLUCOSA EN SUERO

COEFICIENTE DE VARIACION TOTAL = 0.005642
REPETIBILIDAD = 8.23805614

REFRODUCIBILIDAL INTER DIA / ANALISTA = 3.8981234
REPRODUCIEILIDAD INTERANALISTA = 15.8339118
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SISTEMA DE ANALISIS ESTADISTICD PARA
VALIDACION DE METODOS ANALITICOS
EVALUACION DE LA PRESICION DEL METODO ANALITICO
UREA
B T e T e e YR e e e s s

ANALISTA 1 ANALISTA 2
13 .13
13 L12
pIA 1 A3 Y11 0.6 13 v21 o0.61
.14 L1t
13 .12
12 L1z
13 1z
A3 Y12 0.6 .12 v22 0.59
DI1A 2 12 L1
.12 .12
SUMAS 1.28 1.2 TOTAL = 2.48
S Y.. AL CUADRADO /JK Yeoo /1IK
0.30784 0. 70752
S8 YIJ. AL CUADRADG TRIFLE SUMA
0.30804 0. 2086

COEFICIENTE DE VARIACION = 1.2448
TABLA DE ANALISIS DE LA VARIANZA

F.V. G. L. SuUMA DE MEDIA DE

CUADRADOS CUADRADQOS F CALC F TABLAS
ANAL ISTA 1 Q. Q0022 0. 00032 3.2 38.31
DlA 2 0. 0002 0, 0001 2.857142 4. 69
ERROR 16 0. 00056 0. 000035

EXISTE REFRODUCIEILIDAD Y REFETIERILIDAD
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SISTEMA DE ANALISIS ESTADISTICO PARA
VALIDACION DE METODOS ANALITICOS
EVALUACION DE LA PRESICION DEL METODD ANALITICO
ACIDO URI1ICO
L T e e e R S e R R e e e A e e L L S el e e

ANALISTA 1 ANALISTA 2
-2 .2
-2 o2
DIA 1 .19 Yilt 0.9%9 .2 Y21 0.98
-2 .19
.2 .19
.19 .2
.2 .2 ¥
.2 Y12 0.98 .19 Y22 0.98
DIA 2 .2 .19
.19 .2
SUMAS 1.97 1.96 TOTAL = 3.93
S Y.. AL CUADRADO /JK Yooo /IJK
0.77225 - . 0.772245
85 YIJ. AL CUADRADD TRIFLE SuUMA
0.77226 0.7727

COEFICIENTE DE VARIACION = 0.00012186
TABLA DE ANALISIS DE LA VARIANIA

F.V. G. L. SuUMA DE MEDIA DE

CUADRADOS CUADRADOS F CALC F TABLAS
ANALISTA 1 0, 000005 Q. 000005 1 38,51
D1A 2 0, 00001 0. 000005 0.181818 4.69
ERROR 16 0. 00044 0, 000027

EXISTE REFRODUCIBILIDAD Y REPETIBILIDAD

as



SISTEMA DE ANALISIS ESTADISTICO
VALIDACION DE METODOS ANALITICOS
SECAEC ( AREA DE QUIMICA ). CINVESTAV DEL IFN
EVALUACION DE LA ESTABILIDAD ANALITICA PARA MUESTRAS DEFENDIENTES
P T 2 2 e TR T TR T Py e e T R T L 2]

INFORMACION

NOMERE DEL METODO = 6 L UCOSA
NOMBRE DEL ANALISTA = FELICITAS Y JUANA
NUMERO DE CONDICIONES DE ALMACENAJE TIEMPO = 2

NUMERO DE VALODRACIONES ( REFLICACIONES ) = 5
L L T e e s Ty A2 T Y 2

LISTA DE MEDIAS ARITMNETICAS Y T DE DUNNETT CALCULADA

CONDICIONES DE ALMACENAJE MEDIA ARITMETICA T DE DUNNETT CAL.
TIEMFO CERO 100

REFRIGERACION 120 HRS. 102,288 1.396

SIN REFRIGERACION 120 HRS. 73.072 ~16.427

B I NI I I I NI I I I TN IR I I NI I I I I NI K

INTERFRETACION DE LA FRUEBA T DE DUNNETT

CONDICIDNES DE ALMACENAJE INTERFRETACION

REFRIGERACION 120 HRS. LA MUESTRA ES ESTAEBLE

SIN REFRIGERACION 120 HRS LA MUESTRA ES INESTAELE

] * W a2y R R R e e T eIy Y

SISTEMA DE ANALISIS ESTADISTICO
VAL IDACION DE METODOS ANALITICOS
SECAEC ( AREA DE QUIMICA ). CINVESTAV DEL IFN
EVALUACION DE LA ESTAERILIDAD ANALITICA FARA MUESTRAS DEFENDIENTES
LR R e s e e s T T S X R R e

INFORMACION

NOMBRE DEL METODO = UR E A
NOMBRE DEL ANALISTA = FELICITAS Y JUANA
NUMERD DE CONDICIONES DE ALMACENAJE TIEMFO = 2

NUMERO DE VALORACIONES ( REFLICACIONES ) = S
R T R P R 2T Y 2 T T T Rt A P g
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L1STA DE MEDIAS ARITMETICAS Y T DE DUNNETT CALCULADA

CONDICIONES DE ALMACENAJE MEDIA ARITMETICA T DE DUNNETT CAL.
TIEMPO CERO 100
REFRIGERACION 120 HRS. 107.636 1.816
SIN REFRIGERACION 120 HRS. 94,727 ~-1.234
o ~-23.779

AP SIS AT B AT DU B3I T 0 36N I IO B3I 36 A B 2000 N 3

INTERPRETACION DE LA PRUEBA T DE DUNNETT

CONDICIONES DE ALMACENAJE INTERFRETACION
REFRIGERACION 120 HRS. LA MUESTRA ES ESTABLE
SIN REFRIGERACION 120 HRS. LA MUESTRA ES ESTABLE

LA MUESTRA ES INESTABLE

I AE W I T I DI I I A I I I 6 I I eI N BT I AE DI DI A A I NI N

SISTEMA DE ANALISIS ESTADISTICO
VALIDACION DE METODOS ANALITICOS
SECAEC ( AREA DE QUIMICA ). CINVESTAV DEL 1PN
EVALUACION DE LA ESTAEBILIDAD ANALITICA FARA MUESTRAS DEPENDIENTES
L T T e e e e L T e ity 2

INFORMACION

NOMERE DEL METODD = A C 1DO URICO

NOMBRE DEL ANALISTA = FELICITAS Y JUANA

NUMERO DE CONDICIONES DE ALMACENAJE TIEMFO = 2

NUMERO DE VALORACIONES ( REFPLICACIONES ) = §

BT I I I SE I TN I I TEIE NI TN TN TE A6 26 I 060203 I

LISTA DE MEDIAS ARITMETICAS Y T DE DUNNETT CALCULADA

CONDICIONES DE ALMACENAJE MEDIA ARITMETICA T DE DUNNETT CAL.
TIEMFO CEROD 100

REFRIGERACION 120 HRS 100 1.701412E+38
SIN REFRIGERACION 120 HRS. 78 ~1.701412E+38

FETETEAE AN F I T TN I I WA I I I I BT I B AP T I N
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INTERFRETACION DE LA PRUEBA T DE DUNNETT

CONDICIONES DE ALMACENAJE INTERFRETACION
REFRIGERACION 120 HRS. LA MUESTRA ES INESTABLE
SIN REFRIGERACION 120 HRS, LA MUESTRA ES INESTABLE

EZE IS LIRS NSNS EEE RSN LSS S ST LIS RS AR S S e S eI ST le L]

SISTEMA DE ANALISIS ESTADISTICO PARA
VALIDACION DE METODOS ANALITICOS
DETERMINACION DEL LIMITE DE DETECCION

INFORMACION

NOMERE DEL SISTEMA =G LU C O S A

NOMBRE DEL ANALISTA = FELICITAS Y JUANA

UNIDADES DE LA CANTIDAD ADICIONADA = MG %

NOMERE DE LA FROFIEDAD MEDIDA = AESORBANCIA

NUMERO DE DETERMINACIONES DEL BLANCO =&

NUMERO DE NIVELES DE LA CANTIDAD ADICIONADA ( mg % ) = 4

% CONCENTRACION FROFIEDAD Y EBLANCOS
.0 0.0S5 QL0000
0,01 0,05 Q. Q00
0.01 0,05 Q.003

Q. 002
Q.02 0.0% 0. 000
0.02 0.08 0. 000
0. 02 0,09
Q.03 .12
.03 0012
ar0z 0.13
Q.04 [ 4
0,04 0,16
.04 0.16

L sl * 6396 A % % ¥ % LA 2 36 3 A H I A 3 XX
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DETERMINACION DEL LIMITE DE DETECCION

PROMEDIO ARITMETICO DE LOS BLANCOS = ©.0008333
DESVIACION ESTANDAR DE LOS BLANCOS = 0.0013292
PENDIENTE = 0.0017417

LIMITE SUPERIOR DEL INTERVALO DE CONFIANZA = 0.0018552
LIMITE INFERIOR DEL INTERVALO DE CONFIANZA = 0.00146281
T cal = 34,1751544

DESVIACION ESTANDAR DE REGRESION = 0.0039476
COEFICIENTE DE VARIACION = 4.2107446

COEFICIENTE DE DETERMINACION = 0.9915106

LLIMITE DE DETECCION = 4.578%9249 MG%

FEAE e I I BE I IEI N I TN I I I BB TE I AP I I A I

SISTEMA DE ANALISIS ESTADISTICO PARA
VALIDACION DE METODOS ANALITICOS
DETERMINACION DEL LIMITE DE DETECCION -
L e L A et 2Ll 22 e DTS 2

INFORMACION

NOMBRE DEL SISTEMA = U R E A

NOMBRE DEL ANALISTA = FELICITAS Y JUANA

UNIDADES DE LA CANTIDAD ADICIONADA = MG %

NOMERE DE LA FROPIEDAD MEDIDA = ARSOREANCIA

NUMERO DE DETERMINACIONES DEL ELANCO =&

NUMERO DE NIVELES DE LA CANTIDAD ADICIONADA ( mg % ) = 4
e R I R R e Ry e e R s L L

% CONCENTRACION FROPIEDAD Y ELANCOS
0,01 0.22 0. 000
0.01 0.19 0,000
0. 01 017 0,003

.002
0.02 ©.35 €000
0,02 0.24 0. 000
.02 0.55
0,03 0.49
Q.03 0.47
003 0.45
Q.04 Q.62
0.04 0.58
0.04 0.63

R i i b E R et R R e L S R R e I TS e R e IR SRt e T e E )
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Lx = 0.3 Ly = 4.86
Lx2= 0,009 Ly2= 2,2552
Lxy= 0.1421

Ly'= 0.005
Ey2'= 0.000013
n'=s 6

VALDR DE LA PENDIENTE = 13.73333
DESVIACION ESTANDAR DE LOS BLANCOS = 0,001329
LIMITE DE DETECCION = 0, 000290

SISTEMA DE ANALISIS ESTADISTICO FARA
VALIDACION DE METODOS ANALITICOS
DETERMINACION DEL LIMITE DE DETECCION

INFORMACION

NOMBRE DEL SISTEMA = A C 1 DO URICO

NOMBRE DEL ANALISTA = FELICITAS Y JUANA

UNIDADES DE LA CANTIDAD ADICIONADA = MG %

NOMBRE DE LA FROPIEDAD MEDIDA = ARSOREANCIA

NUMERO DE DETERMINACIONES DEL BLANCO =6

NUMERO DE NIVELES DE LA CANTIDAD ADICIONADA ( mg % ) = 4

L s L T  aa e e s TR 2 E L 2

% CONCENTRACION FROFPIEDAD ¥ BLANCOS
¢.01 0.07 0. 002
0.01 ©.o8 0.003
0.01 0,08 Q. 000

Q. 000
0.02 0.16 0.002
.02 0. 16 e QOO0
0.02 0.15
Q.03 0.21
Q.03 0,23
0/03 0,23
0.04 0.32
0,04 0.31
0.04 0.28

WA I U H AU WP I I I I I I I I NI I I I U6 I TN BT PFN
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Ex = 0.3 Iy = 2.28
Dxi= 0,009 Lyi= 0.5182
Ixy= 0.0682

Ey'= 0.007

Ly? ‘= 0.000017

n'=s &

VALOR DE LA FENDIENTE = 7.4646666

DESVIACION ESTANDAR DE LOS ELANCOS = (Q.001329
LIMITE DE DETECCION = 0.000534

1
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