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Nota: el apéndice IV. Estimacion de la
incertidumbre de métodos analiticos
farmacopeicos, se actualiza por lo que el apéndice
completo se elimina.

APENDICE IV. ESTIMACION DE LA
INCERTIDUMBRE DE METODOS
ANALITICOS FARMACOPEICOS.
Informative: Normativo

1. INTRODUCCION

Los laboratorios de pruebas deben emitir un
estimado de la incertidumbre, como parte del
informe de resultados, cuando esto sea requerido
por los usuarios, cuando el resultado del-analisis
va a ser utilizado para verificar su cumplimiento
con un requisito de calidad, para el cumplimiento
de los requisitos de la norma ISO/IEC 17025
respecto a la estimacion de la incertidumbre de la
medicion asociada con las pruebas analiticas que
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producen resultados cuantitativos o continuos.
También se debe informar la incertidumbre en el
caso de resultados discretos (limites microbianos)
y resultados categoéricos (identidad, esterilidad,
color de la solucién, metales pesados) para lo cual
se recomienda consultar literatura especializada.
En este capitulo se proporcionan lineamientos de
caracter informativo, para auxiliar a los
laboratorios de control de calidad de los
fabricantes de insumos para la salud, para estimar
la incertidumbre de los resultados obtenidos al
aplicar un método analitico farmacopeico, como se
menciona en el apéndice Principios generales de
buenas précticas de laboratorio de la FEUM. Es
importante mencionar que no existe obligatoriedad
para los laboratorios de control que aplican
cualquier método farmacopeico (valoracion,
potencia, disolucion, titulacion, cuantificacion de
sustancias relacionadas, contenido, etc.), de
informar la incertidumbre asociada a dichas
determinaciones, pero técnicamente es
recomendable, para asegurar la obtencion de
resultados confiables.

La estimacion y célculos se llevan a cabo
desarrollando un ejemplo comun, como lo es el
contenido de un analito en una muestra, lo que
representa una situacion especifica, pero es
importante mencionar que para cada
determinacion analitica se utiliza sumodelo, asi
como materiales especificos de éste (buretas,
probetas, matraces volumétricos,
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espectrofotometros, cromatégrafos, etc); lo que
conlleva a que cada laboratorio de control debe
estimar la incertidumbre, con aquella informacién
especifica veraz que tenga al momento de su
estimacion y que pueda justificar. Es
recomendable que durante el calculo de la
incertidumbre participe personal con experiencia
en la metodologia analitica, en estadistica y
metrologia y se utilice hoja de calculo. Para
profundizar en este tema existe bibliografia
especializada como la guia Quantifying
Uncertainty in Analytical Measurement de
Eurachem/CITAC.

2. METODO ANALITICO E INCERTIDUMBRE
Un método analitico se puede definir como un
proceso de medicion de un mensurando (analito),
en el cual la entrada es una muestra sujeta a un
proceso analitico y la salida el valor atribuido al
mensurando, el cual es obtenido, generalmente,
por la aplicacion de una férmula matematica que
da lugar al valor del mensurando, asociado al
requisito de calidad establecido en el propio
método. La aplicacion del proceso de medicion
(método analitico) proporciona finalmente el valor
atribuido al mensurando y el valor de su
incertidumbre de medicion como se presenta a
continuacion.

y+U, &

Donde:
Y = Valor del mensurando (analito en la muestra)
obtenido al aplicar la formula (expresidn
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matematica del mensurando o modelo
matematico).
uy = Valor estimado de la incertidumbre.

La incertidumbre, en la practica, es la suma de
todas las fuentes de incertidumbre, errores
sistematicos y aleatorios, al aplicar el método
analitico en una muestra dada. Los errores
sistematicos derivan de las extracciones no
cuantitativas, separaciones ineficientes,
instrumentos no calibrados, material volumétrico
no calibrado, longitud de onda inapropiada,
condiciones ambientales, entre otras. Los errores
aleatorios son inherentes al proceso de medicion
en si, como son las mediciones de masa, volumen
y los errores derivados de los equipos utilizados
durante la ejecucion de las pruebas/ensayos, entre
otras. Por lo tanto, es necesario que se apliquen
las buenas practicas de laboratorio para disminuir
o eliminar la posibilidad de que, al aplicar un
método, en las condiciones de uso, se presente
error sistematico.

3.0 ESTIMACION DE LA INCERTIDUMBRE

3.1 ESTIMACION DE LA INCERTIDUMBRE A
PARTIR DE UN MODELO MATEMATICO
(ENFOQUE DE ABAJO HACIA ARRIBA)

Para estimar la incertidumbre por medio de este
enfoque es necesario describir el modelo
matematico aplicado para calcular el valor del
mensurando o analito en una muestra, en funcion
de las operaciones relacionadas a los procesos de
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medicion. De tal manera, el modelo puede ser
representado, en general, como una funcion:

Y=f(ab,c,...) (1)

Donde a, b, c,..., son términos que representan
magnitudes de entrada (fuentes de incertidumbre
primarias) relacionadas con el mensurando, como
por ejemplo la lectura (en absorbancia) de una
solucién de la muestra (a), la lectura (en
absorbancia) de una solucion de referencia (b), la
concentracién de una solucién de referencia (c),
la cual a su vez es dependiente del aforo de la
disolucion de la sustancia de referencia (c1), del
volumen de aforo de la solucion de referencia (cz),
y de la pureza de la sustancia de referencia (cs),
por lo que la incertidumbre se representa de la
siguiente forma:

ui=ul+uj+ui+- (2

La férmula (2) representa la combinacién lineal de
estos componentes de incertidumbre
(Ua, Ub, Ug, )

Por ejemplo, el contenido de analito en una
muestra (Y) se calcula considerando el siguiente
modelo matemético:

Y=2xC (3)

Donde:

Y = Contenido del analito en la muestra (mg/mL).

Lm = Lectura de la solucién de la muestra, en
absorbancia (A)

I = Lectura de la solucién de referencia, en
absorbancia (A)
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C = Concentracion de la solucion de la sustancia
de referencia (mg/mL)

Para determinar la concentracion de la solucién de
la sustancia de referencia C se aplica la siguiente

formula:

c="rxX (4)
4 100

Donde:

mr = Masa de la sustancia de referencia (mg)

V = Volumen de aforo de la disolucion de la
sustancia de referencia (mL)

P = Pureza de la sustancia de referencia (%)

100 = Factor de conversion del porcentaje de la
pureza.

C = Concentracion de la solucién de la sustancia
de referencia (mg/mL)

En general, para iniciar la estimacion de la
incertidumbre se requiere establecer la expresion
matematica, es decir, la formula o formulas
utilizadas para el célculo del valor del mensurando
(analito). En este caso el modelo matematico

basado en las formulas (3) y (4) es el siguiente:

y=mx D 2 (5)
L v 100

3.1.1 COMPONENTES DE INCERTIDUMBRE EN
EL MODELO MATEMATICO Y SU
REPRESENTACION GRAFICA

En el modelo matematico de la formula (5) se
observan:

- Componentes primarios, y

- Componentes secundarios.
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El diagrama causa-efecto (figura 1) es un
elemento auxiliar para representar graficamente el
modelo matematico.

3.1.1.1 Componentes primarios.

El modelo matematico muestra las magnitudes de
entrada que permiten establecer los componentes
primarios de incertidumbre.

y=tmx D 2 (6)
1, v 100

Las magnitudes de entrada son: d

La lectura de la solucién muestra (/)

La lectura de la solucién de referencia (/)

La masa de la solucion de la sustancia de
referencia (mr)

El volumen de aforo de la disolucién de la
sustancia de referencia (V)

La pureza de la sustancia de referencia (P)

100 como factor de conversién en porcentaje

Nota: El factor de conversion, que es una
magnitud de entrada, no esta asociado al proceso
de medicion, por lo que no contribuye a la
incertidumbre.

En la Figura 1 (diagrama causa-efecto) se
representan las magnitudes de entrada o
componentes primarios de incertidumbre, asi
como la incertidumbre asociada con cada uno de
ellos, como son:

Ua = incertidumbre asociada a la lectura de la
solucién muestra.

us = incertidumbre asociada a la lectura de la
solucion de referencia.
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Uc = incertidumbre asociada a la masa de
referencia.

uq = incertidumbre asociada al volumen de aforo
de la disolucién de la sustancia de referencia.

Ue = incertidumbre asociada a la pureza de la
sustancia de referencia.

3.1.1.2 Componentes secundarios.

En el ejemplo cada componente primario se
relaciona con fuentes de incertidumbre derivadas
del equipo y del instrumental utilizado, asi como
de otros factores inherentes al propio método
analitico, los cuales constituyen los componentes
secundarios, tales como:

El espectrofotometro: es una fuente de
incertidumbre de la lectura de la solucién de
referencia y de la solucién de la muestra

(véase la figura 2).

I, m, P
yotm e P
L v 100

[m ] .

NN N
77 ]
A

Figura 1. Representacion de la férmula (6), utilizando un
diagrama causa-efecto a un nivel de componentes primarios
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Figura 2. Representacion parcial del modelo fisico de la
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La balanza: Es una fuente de incertidumbre de la
masa de la sustancia de referencia.

El matraz volumétrico de 100 mL: Es una fuente
de incertidumbre del volumen de aforo de la
disolucion de la sustancia de referencia.

La pureza de la sustancia de referencia es
también es una fuente de incertidumbre.

3.2. ESTIMACION DE LA INCERTIDUMBRE EN
BASE AL MODELO MATEMATICO

3.2.1 Estimacion en funcién de los
componentes primarios.

Para informar la estimacion de la incertidumbre
como desviacion estandar (Sy) es necesario
combinar la incertidumbre en funcion de los
componentes primarios como desviacién estandar
(Si), de cada fuente, para posteriormente
combinarla de manera relativa (Sii), considerado
la ley de propagacion de los errores'y generar la
incertidumbre estandar relativa mediante las
férmulas (7) u (8).
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ECECE

Sy =+/S2+SZ+S2+S2+S2+... (8

La primera expresion, férmula (7), se relaciona con
modelos matematicos que consideran
multiplicaciones o cocientes de los componentes
de éstos o en el caso que las unidades de los
componentes sean diferentes, lo que ocurre en la
mayoria de los métodos analiticos de ensayos,
valoraciones o contenido.

La segunda expresion esta relacionada con
modelos matematicos que consideran aditividad
de los componentes o cuando las unidades de
medicion de los componentes sean iguales, lo que
ocurre con poca frecuencia en los métodos
analiticos de ensayos, valoraciones o contenido.
Esta expresion es muy utilizada en el caso de
combinar las incertidumbres de estos
componentes.

3.2.2 Estimacién en funcién de los

componentes secundarios.

Cada uno de los componentes primarios en
nuestro ejemplo se relaciona con una 0 mas
fuentes causantes de incertidumbre (componentes
secundarios), como se menciona en 3.1.2.

Una vez identificadas las fuentes de variacion (de
incertidumbre) de cada componente primario, es
necesario determinar los componentes
secundarios de cada uno de ellos que también
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causan variacion, para posteriormente estimar la
incertidumbre. Esto corresponde a un segundo
nivel de incertidumbre o causas secundarias de
incertidumbre, lo que matematicamente puede ser
representado como:

a = f(alra2la31a4-' a5"')
b - f(bl' bz, b3, b4, b5...)

¢ = f(c1,Cy,C3,C4,Cs...)
d= f(d]_, dz, d3, d4, d5)

e=f(e,eye36€46s...) (9)

Donde a1, a2, a3, a,...; b1, ba,...,e1, €2,...; son
componentes metroldgicos secundarios,
relacionados a cada componente primario.

Por ejemplo, la lectura de la muestra (In) tiene
como fuente de incertidumbre al espectrofotdmetro
(a), el cual presenta propiedades metrolégicas
como exactitud (a1), resolucion (az), linealidad (as),
repetibilidad (as), reproducibilidad (as) entre otras
(véase figura 2).

Su incertidumbre 12 es representada por la
siguiente férmula:

ug =ug +us, +ui, +ug, Fus + o

(10)

La férmula (10) representa una combinacion lineal
de estos elementos de incertidumbre.

En la figura 2 se representan solamente los
componentes secundarios de incertidumbre
correspondientes al espectrofotdmetro en donde
se realizan las lecturas (absorbancia) de la
solucién de referencia y de la solucién de la
muestra. Lo anterior debe ser llevado a cabo para

CONSULTA A USUARIOS DE LA FEUM 2022-4

Pagina 11 de 219 APENDICE IV. ESTIMACION DE LA
INCERTIDUMBRE DE METODOS ANALITICOS FARMACOPEICOS.



‘.FEI_Im

4 SALUD ’ COFEPRIS 'Comisw’én Permanente de la
% _ ._ 6" SECRETARIA DE SALUD ” COMIZION FEDERAL PARA LA ‘ l(;‘e \gs EsfcrgosﬂjnigosuMg(icEncg

"2022, Afio de Ricardo Flores Magoén, Precursor de la Revolucion Mexicana™

Debe decir Justificacion*

cada componente primario de incertidumbre y para
cada fuente de incertidumbre o componente
secundario. Un componente primario puede tener
2 0 mas fuentes de incertidumbre y por lo tanto
también serd necesario combinarlas.

3.2.3 Estimacion de la incertidumbre (us)
correspondiente a la lectura de la solucion de la
muestra.

3.2.3.1 Estimacion de la incertidumbre

asociada a la exactitud (a1).

Para este caso, considerar un espectrofotometro
marca X digital, con la siguiente informacion
técnica.

Procedimiento:

El dato de la tolerancia de la exactitud es de
0.006 A (£T); ya que el instrumento es digital, su
desviacion o incertidumbre estandar (S, ) se
calcula aplicando la férmula de la distribucion
rectangular; sustituyendo valores se tiene:

§ = S, = 222 =0,00346 A

Esta estimacion corresponde al célculo de una
incertidumbre tipo B.

3.2.3.2 Estimacion de la incertidumbre

asociada a la resolucién o legibilidad (a2).

El dato de la legibilidad (L) es de 0.001-A. Ya que
el instrumento es digital, su desviacién o
incertidumbre estandar (S,,) se calcula tomando
en cuenta la férmula de la distribucién rectangular.
Procedimiento:
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Calcular la desviacién estandar aplicando la
formula (11)

__|£0.5%L|

S = N (11)

Al sustituir y reducir:

§ = £05x00011 4 ngo29 A
V3

Por lo tanto S,,= 0.00029 A.

Esta estimacion corresponde a un calculo de
incertidumbre tipo B.

3.2.3.3 Estimacion de la incertidumbre
asociada a la repetibilidad (as).

La incertidumbre asociada a este componente
secundario (S,,) se estima utilizando los datos de

la precision del sistema de medicidn, contenidos

Los datos se presentan en la siguiente tabla:

en el informe de la validacién del método analitico.

Concentracion de la Absorbancia de la
solucion de referencia solucion
del analito (A)
(Hg/mL)
0.990
0.991
0.988
10.01 0993
0.994
0.988

Procedimiento:

La incertidumbre asociada a la repetibilidad se
expresa como desviacion estandar (S) de los
datos anteriores y se calcula con la formula (12).
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_ ’nZyz—(Z y)?
S = nx(n-1) (12)

Calcular las siguientes sumatorias para n =6.

2.y = 0.990 + 0.991+...40.988 =5.94400

Y y% =0.990% +
0.9912+...40.9882% =5.88855

Sustituir los valores obtenidos en la formula (12),
efectuar los calculos y reducir.

G \/6><5.88855—(5-94400)2 = 0.00250 A

6x(6—1)

Por lo tanto:

Sq, =0.00250 A

Esta estimacion corresponde a incertidumbre tipo
A

Dicho estimador también podria obtenerse de la
tolerancia de la repetibilidad fotométrica

(£T = £ 0.003), proporcionada por el fabricante del
instrumento, bajo un caso conservador (2 unidades
de absorbancia). Ya que el instrumento es digital,
su desviacion estandar o incertidumbre estandar
(Sq,), se calcula aplicando la formula de la
distribucidn rectangular. Al sustituir los valores y
calcular:

_ 1£0.003]

Sa; = N =0.00176 A
Esta estimacidn corresponde a incertidumbre
tipo B.

En este caso se tienen dos estimadores de la
incertidumbre de la repetibilidad. Si se desea
utilizar el caso conservador, esta corresponde a
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incertidumbre tipo A, que coincide con el caso mas
cercano al comportamiento rutinario.
3.2.3.4 Estimacion de la incertidumbre
asociada a la linealidad (a).
La incertidumbre asociada a la linealidad (S, ) se
estima a partir del informe de validacion del
método analitico; los datos se presentan en la
siguiente tabla:
Concentracion de | Absorbancia de la
la solucion de solucién de
referencia del referencia
analito vy, A)
(X, pg/mL)
5.680 0.672
5.680 0.671
5.680 0.676
7.115 0.844
7.115 0.839
7.115 0.846
8.550 1.015
Concentracion Absorbancia de la
de la solucion de solucion de
referencia del analito referencia
(X, pg/mL) (v, A)
8.550 1.016
8.550 1.013
9.790 1.166
9.790 1.164
9.790 1.163
11.030 1.315
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La incertidumbre se expresa como la desviacion
estandar de regresion (Syx), la cual se calcula
aplicando la férmula (13):

Ly?-myxy-by
Sy/x=J — (1)

n-—2

Procedimiento:

Calcular la pendiente m, aplicando la férmula (14)

_NYXY-XXXY
_ n¥x?-(3x)? (14)

Calcular la ordenada al origen, b, aplicando la
formula (15)

p=EXmEE (15)

Calcular las siguientes sumatorias para n =15

Yy =0.672+0.671+...4+1.312 =15.02200

Y x =5.680 + 5.680+...+11.030 =126.49500

Y y?=0.672% + 0.671%+...+1.3122 =15.81311

Y x? = 5.680% + 5.680%+... +11.030% =1120.47938

2. xy =5.680 % 0.672 4+ 5.680 x
0.671+...+11.030 x 1.312 =133.10954

Sustituir los valores obtenidos en las férmulas
(14), (15) y (13) respectivamente y efectuar los
calculos correspondientes:

Calculo de la pendiente “m” (formula 14).

15%133.10954—-126.49500%X15.02200
= 200 —0.11962 A / pg/ml.
15x1120.47938—(126.49500)

Célculo de la ordenada al origen b (férmula 15)

15.02200—0.11962X126.49500
b = e =-0.00726 A

Calculo de la desviacion estandar de regresion Sy
(formula 13)

CONSULTA A USUARIOS DE LA FEUM 2022-4
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Sy/x =
15.81311-0.11962%133.10954—(—0.00726)%x15.02200
15-2
=0.00230 A

Por lo tanto, la incertidumbre asociada a la
linealidad (S, ), expresada como desviacion
estandar de regresion es igual a 0.00230 A. Esta
estimacion corresponde a incertidumbre tipo A.

Dicho estimador también podria obtenerse de la
calificacion del instrumento. En caso de contar con
esta fuente de incertidumbre, se seleccionara la
del caso conservador (la de mayor magnitud) o la
que represente el caso mas cercano al uso
rutinario del método, que en este ejemplo
corresponde a la informacion pertinente
presentada en el informe de la validacion del
método.

3.2.3.5 Estimacion de la incertidumbre
asociada a la reproducibilidad (as)

Cuando no se cuenta con la informacién necesaria
para estimar la incertidumbre asociada a este
componente (S, ), se define como no estimable;
pues es un estimador dificil o laborioso de obtener,
ya que representa la variacion entre los resultados
de una misma solucion de la muestra en diferentes
corridas analiticas por un mismo o diferente
analista o por un mismo analista en diferentes dias
0 por un mismo analista en diferentes equipos o
en diferentes laboratorios. En general esta
informacién podria obtenerse de los estudios de la
validacion del método analitico y de los diferentes

CONSULTA A USUARIOS DE LA FEUM 2022-4
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estudios de reproducibilidad que se llevarian a
cabo.

3.2.3.6 Combinacién de la incertidumbre de los
componentes secundarios para estimar la
incertidumbre wa

Procedimiento:

Para combinar la incertidumbre de los
componentes secundarios, relacionada a la lectura
de la solucion de la muestra, se utiliza la férmula
(16) derivada de la formula (8) y los valores
calculados en los numerales 3.2.3.1 a 3.2.3.5.
Debido a que estas magnitudes tienen las mismas
unidades (A):

S, = \/sgl + 52 +S2, + 52, + 2. (16)

Se recomienda que cuando se tengan diferentes
magnitudes de un mismo estimador, se utilice el
caso conservador (mayor magnitud), como ocurre
en la repetibilidad (S, ). Al sustituir y calcular,

considerando que S, no es estimable, se obtiene:

Sq =
1/0.003462 + 0.000292 + 0.002502 + 0.002302 =0.00486 A

En general, cuando no se tenga un estimador de
la incertidumbre, no debera de considerarse en la
férmula. Esta magnitud representa en el diagrama
causa efecto el estimador de ua (véase figura 2),
que es la incertidumbre asignada a la lectura de la
solucién de la muestra.

CONSULTA A USUARIOS DE LA FEUM 2022-4
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3.2.4 Estimacion de la incertidumbre
correspondiente a la lectura de la solucion de
referencia (us).

Para este caso, la incertidumbre que corresponde

a la lectura de la solucion de referencia tiene como

fuente de incertidumbre el mismo
espectrofotometro digital marca X, utilizado en la
lectura de la solucion de la muestra. En la figura 3
se representa de manera parcial el modelo fisico
de la formula (6), considerando Unicamente la
fuente de incertidumbre correspondiente a up.

Ya que el mismo instrumento es utilizado para la
lectura tanto de la solucion muestra como de la
solucion de referencia, los componentes de
incertidumbre estandar para la exactitud (S,,), la
resolucion (S, ) y la linealidad (S, ) seran los
mismos que los obtenidos para la solucion de la
muestra, pero sera necesario estimar la
incertidumbre estandar de la repetibilidad (S,.) y
de la reproducibilidad (S, ), como se indica a
continuacion.

3.2.4.1 Estimacion de la incertidumbre asociada
a la repetibilidad (S, ) de la lectura de la
solucién de referencia.

Para el caso de la repetibilidad, el método
establece que la lectura de la solucion de
referencia se lleva a cabo por triplicado
(incertidumbre tipo A). Los resultados se
presentan en la siguiente fabla:
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LECTURA DE Absorbancia de la
SOLUCION DE solucion
REFERENCIA (A)
1 1.191
2 1.197
3 1.181
i, m, P 2 e
Y=1, v *100 m= Msad

referencil

(b}
7 oo Uy
[

RESD[ I:F(.IDM . IL IL

ESPECTROFOTOMETRO

REPRODUCIBI IDAD
REPEHBILID&D
EXACTITUD B

Figura 3. Representacion parcial del modelo fisico de la
formula (6), considerando las fuentes de incertidumbre
correspondientes a us.

La incertidumbre es estimada como la desviacion
estandar (S) de estos resultados aplicando la
formula (12).

Procedimiento:

Al obtener las siguientes sumatorias paran = 3
se tiene:

Yy =1191 +1.197 + 1.181 =3.56900

Y y? =1.191% + 1.197% + 1.181% =4.24605
Y al sustituir los valores:

g— \/3><4.24605—(3-56900)2 = 0.00808 A
3x(3-1)
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Por lo tanto:

Sy, =0.00808 A

3.2.4.2 Estimacion de la reproducibilidad (S, ) de
la lectura de la solucion de referencia.

La incertidumbre asociada a este componente
(Sp,) es un estimador dificil y laborioso de

obtener, ya que representa la variacion entre los
resultados de una misma solucién de referencia en
diferentes corridas analiticas, por un mismo o
diferente analista, o de dos 0 mas soluciones de
referencia a la misma concentracion en diferentes
corridas por un mismo o diferente analista.

En el siguiente estudio se describe la forma de
estimar la reproducibilidad en condiciones de
laboratorio:

Procedimiento:

Se determind la absorbancia de seis alicuotas de
una misma solucion de referencia recientemente
preparada y seis alicuotas de la misma solucion
conservada en refrigeracion durante siete dias.
Anteriormente se establecid que la solucion de
referencia es estable en refrigeracion durante siete
dias. En este caso:

NUmero de tratamientos { = 2

Numero de réplicas r=6

Los resultados obtenidos se presentan en la
siguiente tabla:

ABSORBANCIA DE LA SOLUCION DE REFERENCIA
DE CONCENTRACION 8.48 pg/mL
. RECIENTEMEN 7 DIAS EN
ALICUOTA | 12 pREPARADA REFRIGERACION
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Para estimar la reproducibilidad, los resultados
obtenidos deben ser analizados mediante un
analisis de varianza aplicando un modelo con un
criterio de clasificacion y disefio aleatorio. El
modelo es:

yij =u+a;+gq (17)

Donde:

yij = lectura de absorbancia de la solucion de
referencia de la j-ésima alicuota de la i-ésima
condicion de reproducibilidad (entre dias de
almacenaje).

u = media general de la lectura de absorbancia de
la solucién de referencia.

i = estimador de la reproducibilidad (representa
el efecto de la fuente de variacion periodo de
almacenaje). También se le denomina efecto del
I-esimo tratamiento.

&j(i) = error, repetibilidad o fuente de variacién intra-
tratamiento. Representa el error al tomar la lectura
de la solucién de referencia y también es un
estimador de la repetibilidad.

Para obtener los estimadores de la repetibilidad y
la reproducibilidad de la solucion de referencia se
debe realizar el analisis de la varianza, aplicando
las formulas que se describen en la Tabla T:
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ANALISIS DE VARIANZA

TABLA 1.

FORMULAS PARA EL ANALISIS DE VARIANZA

GRADOS DE ¥ . o5
LEERTAD SUMA DE CUADRADOS

JMEDLL DE
CUADRADOS
e =56

gl
5C,

gh=t—1 5 :
gl=rxlr—1 se =Y 5 _Ii; e =2

Calculos preliminares:

V.= X2 XYij = Y11t Yzt Y16 Y21 t
Yoot...+V26 =

0.991+0.990+ ... + 0.987+1.006+1.010+...+0.998
=11.95500

0.990+...40.987 =5.93900

1.010+...4+0.998 =6.01600

Y y;% =5.93900% + 6.01600% =71.46398

Y Vi =yt Yttty Yt +
y222+... +y262 =11.91088

Establecer el nimero de tratamientos (t) y el
numero de réplicas (r). Para este estudio:

t=2

r=6

Calcular los grados de libertad:

gl=t—-1=2-1=1

glo=tx(r—-1)=2x(6-1) =10

Calcular las sumas de cuadrados:

SC, = 71.466398 _ 11.‘;&156002 200004941

SC, = 11.91088 — == =0.0002162

Calcular las medias de cuadrados:
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_ SCy __ 0.0004941

Me, =2t =0.0004941
t
mc, =% = 20T _( 0000216

Determinar el valor de Feal

_ MC, _ 0.0004941 _
Fear = MC, _ 0.0000216 =22.857

Obtener el valor de Fran

El valor de la Fab se obtiene de la tabla 1 del
capitulo de Estadistica para ensayos bioldgicos.
Frap = Fy 10 =4.965

Los resultados obtenidos se presentan en la
tabla 2

FUENTE DE VARTACION

REPRODUCIBILIDAD O
TRATAMIENTO

REPETIBILIDAD O
ERROR 10 0.0002162 0.0000216

TABLA4 2. ANALISIS DE VARIANZA PARA EL ESTUDIO DE PRECISION
GRADOSDE SUMA DE MEDIA DE
LIBERTAD CUADRADOS CUADRADOS

1 0.0004941 0.0004541 22.857 4.965

Fal Fap

Interpretacion de la tabla de anélisis de

varianza

Ya que F.o; > F.qp (22.86 > 4.965), Se presenta efecto
del tratamiento (siete dias en refrigeracion) sobre
las lecturas de absorbancia de la solucién de
referencia, por lo que el estimador de la
reproducibilidad es mayor que cero (S, > 0).

En caso de que F,,, < F.q;, S€ habria concluido que
no se presenta efecto del tratamiento y que la
magnitud de la reproducibilidad, como error
estandar, seria cero (S, = 0) y que la definiriamos
como no estimable.

Estimacion de la incertidumbre estandar de
reproducibilidad S, .
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Ya que se presenta efecto de tratamiento, es
necesario estimar su incertidumbre estandar de
reproducibilidad S;,_con la siguiente formula:

Sp, = [ (18)

Al sustituir valores se obtiene:

Sbs _ 0.000494—1;0.0000216 2000887 A

Respecto a la repetibilidad (sr) a partir de esta
informacion:

s, = MC, =+/0.0000216 =0.00465 A

Que también es otro estimador de S,

Esta estimacion de la incertidumbre es tipo A.

3.2.4.3 Combinacién de la incertidumbre de los
componentes secundarios correspondientes a la
lectura de la solucion de referencia ().

Para combinar la incertidumbre de los
componentes secundarios relacionada a la lectura
de la solucion de referencia se utiliza la formula (8)
y los valores obtenidos en los numerales 3.2.3.1,
3.2.3.2,3.2.3.3,3.24.1y3.2.4.2; y debido a que
estas magnitudes tienen las mismas unidades (A):

\/sgl + S,fz + 553 + 5,34 + sgs (19)

En este caso sabemos que tenemos dos
estimadores para la repetibilidad (S,,), uno
obtenido en el estudio descrito en 3.2.4.1

(Sp, =0.00808 A) y otro en 3.2.4.2(S,,, =0.00465
A), por lo que es necesaria su ponderacion para
obtener el mejor estimador de esta fuente de
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incertidumbre, el cual se obtiene con la siguiente
férmula, que al sustituir y reducir:

(n—1)%0.008082%+5C,
Sb - ==

3 =

(n-1)+gle
J(3—1)x0.008082+o.0002162 —0.00538 A
(3-1)+10
Al sustituir y reducir en la formula (19):

Sb:

1/0.003462 + 0.000292 + 0.005382 + 0.002302 + 0.008872
0.01118 A

Esta magnitud representa en el diagrama causa
efecto al estimador de up (véase figura 3), que es
la incertidumbre asignada a la lectura de la
solucion de referencia.

3.2.5 Estimacion de la incertidumbre
correspondiente a la masa de la sustancia de
referencia (Uc).

Para este caso la incertidumbre que corresponde
a la masa de la sustancia de referencia tiene como
fuente de incertidumbre a una balanza analitica
marca “Y” modelo “Z”, digital. En la figura 4 se
representa de manera parcial el modelo fisico de
la férmula 6, considerando Unicamente las fuentes
de incertidumbre correspondientes a la ue.

La estimacion de la desviacion o incertidumbre
estandar de cada propiedad metroldgica de la
balanza digital se describe a continuacion:

3.2.5.1 Estimacion de la incertidumbre S,
asociada a la exactitud.

La tolerancia (xT) reportada para la balanza es de

+ 0.000012 g, a un nivel de masa de 50 mg (masa
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por pesar de la sustancia de referencia). Ya que el
instrumento es digital, su incertidumbre estandar
(S¢, ), se calcula considerando una distribucion
rectangular. Sustituyendo el valor y reduciendo:

Se, = 222 =0,00000693 g

Esta estimacion corresponde a un célculo de
incertidumbre tipo B.

o m, P ¥ = Conteni

v= 7, v %100 I,, = Lectura d
L = Lectura

m, = Masa de|
V = Volumen|

] 1 [mex REsowmou P P = Purezad|
m ) m, 100 = Factor
L\NELIDAD

B abcdes=
Us EXACTITUD ue Ue

(]
REPETIB\UDAD
REPRODUC\BlLlDAU

=

Figura 4. Representacion parcial del modelo fisico de la
férmula (6), considerando las fuentes de incertidumbre
correspondientes a Uc.

3.2.5.2 Estimacion de la incertidumbre S,
asociada a la resolucion o legibilidad.

La resolucién (L) (legibilidad) es de 0.0001 g. Ya
que el instrumento es digital, su incertidumbre
estandar (S.,) se calcula empleando la formula

(11). Al sustituir y reducir:

_ |£0.0001x0.5]
S, = — 5 =0.000029 ¢
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Esta estimacién corresponde a un célculo de
incertidumbre tipo B.

3.2.5.3 Estimacion de la incertidumbre
S, asociada a la repetibilidad

La incertidumbre estandar asociada a la
repetibilidad (S,) se obtiene de la informacion
proporcionada por el fabricante como desviacion
estandar.

S.. =S =0.00015g

3.2.5.4 Estimacion de la incertidumbre S,
asociada a la linealidad.

La incertidumbre estandar asociada a la linealidad
se estima con los datos proporcionados en el
certificado de calibracion vigente. Los resultados
de la linealidad se indican en la siguiente tabla:

Masa patron (x) |Masa medida por la balanza (y)
en gramos en gramos
0.0100 0.0100
0.1000 0.1000
0.5000 0.4999
1.0000 1.0000

Nota: es importante seleccionar al menos tres
niveles de masa, que incluyan la masa pesada de
la sustancia de referencia.

La incertidumbre es estimada por la desviacion
estandar de regresion (Syx), la cual se calcula con
las formulas 13, 14 y 15.

Procedimiento:

Calcular las siguientes sumatorias paran =4

2.y =0.0100 + 0.1000+...+1.0000 =1.60990
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2.x =0.0100 + 0.1000+...+1.0000 =1.61000

¥ y? =0.0100% 4+ 0.10002+...+1.0000? =1.26000

¥ x* = 0.0100% + 0.1000%+...+1.0000% = 1.26010

Y. xy =0.0100 x 0.0100 + 0.1000 x
0.1000+...+1.0000 x 1.0000 =1.26005

Calcular la pendiente “m” con la formula (14).

Sustituyendo valores, la pendiente m es:

4x1.26005—1.61000X1.60990
= =0.99998 g/ g
4%1.26010—(1.61000)>2

Calcular la ordenada al origen “b” de acuerdo a la
formula (15).

b= 1.60990—-0.99998%x1.61000 =-0.00002 g

4
Calcular la desviacion estandar de regresion de
acuerdo con la férmula (13):

Sy/x =
\/1.26000—0.99998><1.26‘:)_025—(—0.00002)><1.60990 =000006 g
Por lo tanto:

S, =0.00006 g

Esta estimacion se basa en incertidumbre tipo A.

3.2.5.5 Estimacion de la incertidumbre S
asociada a la reproducibilidad.

La incertidumbre estandar asociada a este
componente es un estimador dificil de obtener, ya
que representa la variacion entre los resultados de
una misma masa por un mismo o diferentes dias
y/o analistas. Un estudio R&R (reproducibilidad y
repetibilidad del instrumento) podria proporcionar
la informacion. En este caso no se cuenta con la
informacién de esta fuente de incertidumbre, por lo
que se puede considerar como no estimable y no
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considerarlo en el calculo de la incertidumbre
combinada.

3.2.5.6 Combinacion de la incertidumbre de los
componentes secundarios relacionados con la
masa de la sustancia de referencia ().

Para combinar la incertidumbre de los
componentes secundarios relacionados a la masa
de la sustancia de referencia, se utiliza la formula
(20) derivada de la férmula (8), debido a que estas
magnitudes tienen las mismas unidades (g):

S, = \/sgl + 52 +S2 +S2 452 (20)

Al sustituir los valores se obtiene:

S, =
0.000006932 + 0.0000292 + 0.000152 + 0.000062 =
0.00016 g

Por lo tanto, este es el estimador asociado a ue.

3.2.6 Estimacion de la incertidumbre
correspondiente al volumen del aforo de la
disolucion de la sustancia de referencia (ua).

Para este caso, la incertidumbre que corresponde
al volumen de aforo de la disolucién de la
sustancia de referencia tiene como fuente de
incertidumbre a un matraz volumétrico de 250 mL
marca “Y”. En la figura 5 se representa de manera
parcial el modelo fisico de la formula (6),
considerando unicamente las fuentes de
incertidumbre correspondientes a Ud.
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m, 100 = Facto
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Vs REPEIIE\L\DAD Ua 100
()
L [v]

Figura 5. Representacion parcial del modelo fisico de la
férmula (6), considerando las fuentes de incertidumbre
correspondientes a ud.

A continuacién, se describe el calculo de la
incertidumbre estandar de cada propiedad
metrologica del matraz volumétrico de 250 mL. Es
importante mencionar que este material
volumetrico como tal no tiene asociadas ni
resolucion, ni linealidad como fuentes de
incertidumbre.

3.2.6.1 Estimacion de la incertidumbre (S, )

asociada a la exactitud.

El limite de error o tolerancia maxima como
requisito de exactitud, establecido por la FEUM
13.0 Tomo |, pagina 13,es T =+ 0.12mL. Ya
que el matraz volumétrico presenta una respuesta
de todo 0 nada, es decir se miden 0 no se mide los
250 mL, su distribucion estadistica es rectangular,
por lo que su incertidumbre estandar (S, ) es

MATRAZ
vo UME P co
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|+0.12]
Sa, = N =0.06928 mL
Esta estimacion es una incertidumbre tipo B.
3.2.6.2 Estimacion de la incertidumbre (S, )

asociada a la repetibilidad.

Para estimar la repetibilidad se llevé a cabo un
estudio de laboratorio, utilizando un mismo matraz
volumétrico de 250 mL, efectuando diez
mediciones de volumen mediante un método
gravimetrico. Los resultados obtenidos se
presentan en la siguiente tabla:

MEDICION VOLUMEN (mL)
249.991
250.019
250.011
250.004
249.990
250.007
250.011
249.990
250.022
249.996

Su incertidumbre es estimada por la desviacion
estandar (S) de estas mediciones, la cual se
calcula con la férmula (12).

Procedimiento:

Calcular las siguientes sumatorias para n.=10:
Yy =249.991 +

250.019+...+249.996 =2500.04100

Y y? =249.991% +
250.019%+...+249.996% =625020.50145

Sle|o|Nlo|o|s|wird|—
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Calcular de la desviacion estandar, sustituyendo
valores:

=0.01193 mL

5= 10x625020.50145—(2500.04100)2
- 10x(10—-1)

Por lo tanto:

Sq, =0.01193 mL

Esta estimacion es una incertidumbre tipo A.

3.2.6.3 Estimacion de la incertidumbre (S, )
asociada a la reproducibilidad.

La incertidumbre estandar asociada a la
reproducibilidad es un estimador dificil y laborioso
de obtener, ya que puede ser estimado a partir de
mediciones utilizando diferentes matraces en
diferentes dias (variacion inter-matraz),
mediciones de diferentes matraces en diferentes
dias (variacion inter-dia-matraz) y mediciones de
diferentes matraces en diferentes dias por
distintos analistas (variacion-inter-analista-dia-
matraz). Se recomienda, si es posible, al menos
efectuar el estudio de variacion inter-matraz, pero
si no es posible realizarlo, como ya se ha
mencionado, la magnitud de esta incertidumbre
estandar no se considerara al combinar las
incertidumbres estandar.

Se llevo a cabo en el laboratorio un estudio de
laboratorio de reproducibilidad inter-matraz,
utilizando 3 matraces de la misma marca y
volumen de aforo de diez mediciones del volumen,
mediante un método gravimétrico; se obtuvieron
los siguientes resultados:
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MEDICIONES DE VOLUMEN (mL) DE TRES
MATRACES VOLUMETRICOS DE 250 mL

MEDICION | MATRAZ | MATRAZ | MATRAZ
1 2 3

250.017 | 249.991 | 250.044
250.006 | 250.019 | 250.016
249.986 | 250.011 | 250.059
249.992 | 250.004 | 250.016
250.006 | 249.990 | 249.996
250.015 | 250.007 | 250.030
249.986 | 250.011 | 250.047
249.985 | 249.990 | 250.036
250.003 | 250.022 | 249.995
10 250.000 | 249.996 | 250.027

O ([0 N | [0 | | (N |—
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Para estimar la reproducibilidad, estos resultados
deben ser sometidos a un analisis de varianza,
aplicando un modelo con un criterio de
clasificacion y disefio aleatorio. EI modelo es:

Yij =kt ai + & (21)

Dénde:

yij =Valor de la j-ésima medicion del volumen en
el i-ésimo matraz volumétrico.

1= media general de la medicion del volumen.

o = estimador de la reproducibilidad entre
matraces (efecto de la fuente de variacion
matraces); también se le denomina efecto del
i-esimo tratamiento.

&(i) = error, repetibilidad o fuente de variacion intra-
matraz (intra-tratamiento).

En este modelo o representa la reproducibilidad
de la medicién del volumen entre matraces y & la
repetibilidad de la medicién en cada matraz.
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ANALISIS DE VARIANZA

Procedimiento:

Las férmulas para llevar a cabo este anélisis
estadistico se muestran en la Tabla 1.

Calculos preliminares:

V.=2XXYij = Y11+ Yzt tYi10 t Y21 t
Yoot...tY210 + Y31 + Yzo+... +¥310 =

250.017+250.006+ ... + 250.000 + 249.991 + 250.019
+...+249.996 + 250.044 + 250.016 + ... + 250.027 =
7500.30300

y, = 250.017 + 250.006 + ... + 250.000
=2499.996

v, = 249.991 + 250.019 + -+ 249.996 =
2500.041

ys = 250.044 + 250.016 + .. + 250.027 =
2500.266

Y y;%2 =2499.996° + 2500.0412 +
2500.2662 =18751515.072453

Yyt =yt F Yyt Y0t F Yt +
Va2 ot +Ya10t + ¥312 +

YanP... +yaro? =250.01724250.006% ... +
250.0002 + 249.9912 + 250.0192 +...+249.9962 +
250.0442 + 250.0162 + ... + 250.0272 =
1875151.5138290

Establecer el numero de tratamientos (t) y el
numero de réplicas (r), para este estudio:

t=3

r=10

Calcular los grados de libertad:

gli=t—-1=3-1=2

gle=tx(r—-1)=3x(10-1)=27

Calcular la suma de cuadrados:
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SCt _ 18751515.07245 _ 7500.3(1)§002 =00041850

10 3X

SC, = 1875151.51383 — 2072 (0065837

Calcular la media de cuadrados:
_ SCr _ 0.00418

MC, =Tt = =0.0020925
t
Me, =0 = 70 _( 0002438

Determinar el valor de Feal

_ MC, _ 00020925 _
Fear = MC, ~ 0.0002438 =8.581

Obtener el valor de Fran

El valor de la Ftas se obtiene de la tabla 1 del
capitulo de Estadistica para ensayos biologicos.
Fiqp = Fp07 =3.394

Los resultados obtenidos se presentan en la
tabla 3.

FUENTE DE VARIACION

REPRODUCIBILIDAD O
TRATAMIENTO

REPETIBILIDAD O 5 -
ERROR 27 0.0065837 0.0002438 |

T4BLA4 3 ANALISIS DE VARIANZA PARA FL ESTUDIO DE PRECISION
GRADOSDE SUMA DE MEDIA DE
LIBERTAD CUADRADOS CUADRADOS

0.0041850 0.0020925 8581 3354

Fo Fay

Interpretacion de la tabla de analisis de
varianza.

Yaque F,.,; > F,,, (8.58 > 3.354), se presenta
efecto del tratamiento, por lo que el estimado de la
reproducibilidad entre matraces es mayor que cero
(Sq,>0).

Por el contrario, Si F.,; < F.q5, S€ hubiera concluido
que la magnitud de la reproducibilidad entre
matraces seria cero (S, = 0).

Estimacion de la reproducibilidad S,

Para obtener el valor del estimado de la
reproducibilidad, se utiliza la siguiente formula:
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Sq, = /M (22)

Al sustituir se obtiene:

Sd3 _ 0.002091—00.00024 =001360 mL

Respecto a la repetibilidad (sr), a partir de esta
informacién:

s, = MC, = v/0.0002438 =0.01562 mL

Que también es otro estimador de S, .

Esta estimacion de la incertidumbre es tipo A.

3.2.6.4 Estimacién de la incertidumbre
correspondiente a la temperatura de aforo,
de la medicion de volumen del material
volumeétrico.

Los materiales volumétricos generalmente no son
utilizados a las condiciones de temperatura a la
que se calibraron (20 °C); debido a esto y al efecto
de la dilatacién del disolvente por efecto de la
temperatura, se presenta un error en la medicion
del volumen, a causa de la expansién o
contraccion del volumen del disolvente. Por ello,
este efecto debera considerarse como fuente de
incertidumbre del tipo error sistematico. Para
efectuar el calculo correspondiente se deben tener
registros de temperatura ambiente del laboratorio
donde se ejecuta el método analitico de por lo
menos un afo, y establecer la temperatura
maxima (Tmax) y minima (Tmin) en el periodo de
registro. Se calcula la diferencia absoluta de
dichas temperaturas con respecto a la temperatura
de calibracion (|Tmax - 20] y |Tmin - 20]) y s€
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selecciona la diferencia absoluta mayor (AT), la
cual representa una diferencia conservadora. Otra
opcién para el calculo de AT es obtener registros
del intervalo de temperatura de operacion del
sistema de aire acondicionado instalado en el
laboratorio.

Calcular la incertidumbre estandar con la siguiente
formula:

VXaxAT
S =

(23)

V3
Donde:

V = volumen de aforo del material volumétrico
(mL).

a = coeficiente de expansion volumétrica del
solvente utilizado para el aforo (°C-1).

AT = diferencia absoluta mayor respecto a 20 °C
(en °C).

En este caso se trata de un error sistematico
relacionado al material volumétrico, que como tal
es una constante y se utiliza la distribucién
rectangular para estimar la incertidumbre de dicho
error.

Para este caso:

El método utiliza para el aforo de la solucion de
referencia un matraz volumétrico de 250 mL, por lo
que V=250

El método indica que para el aforo se utilice agua,
cuyo coeficiente de expansion es 0.00021 °C-1; por
lo que «r=0.00021.
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En los registros anuales de temperatura del
laboratorio el valor maximo fue de 24 °C y el
minimo de 18 °C; por lo tanto AT = 4.

Al sustituir valores en la formula (23) se obtiene:

250x%0.00021 x4
Sd4 = T =0.12124 mL

Esta estimacion es una incertidumbre tipo B.

3.2.6.5 Combinacion de la incertidumbre de los
componentes secundarios correspondientes al
volumen de aforo de la masa de la sustancia de
referencia (Ug).

La combinacion de la incertidumbre de los
componentes secundarios relacionada al volumen
de aforo de la solucion de referencia, se basa en
la formula (8), debido a que estas magnitudes
tienen las mismas unidades (mL):

S, = \/sgl +S2 +S3 45T (29)

En este caso sabemos que tenemos dos
estimadores para la repetibilidad (S, ), la obtenida
en el estudio descrito en 3.2.6.2 (S, =0.01193
mL)yyen3.26.3(Sq, =0.01562 mL), por lo que
es necesario su ponderacion para obtener el mejor
estimado de esta fuente de incertidumbre, el cual
se obtiene con la siguiente férmula, que al sustituir
y reducir:

g, = (n—1)x0.011932+SC,
dz (n-1+gle N

\/(10—1)X0.011932+0.0065837 —0.01478 mL
(10-1)+27
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Al sustituir valores se obtiene:

Sq =0.069282 + 0.01478% + 0.013602 + 0.121242 =
0.14108 mL

La anterior magnitud es el estimador asociado a ug

3.2.7 Estimacion de la incertidumbre
correspondiente a la pureza de la sustancia de
referencia (Ue).

En general, las sustancias de referencia en su
certificado deben informan la incertidumbre del
valor de la pureza certificada, la cual es expresada
como incertidumbre expandida:

£ kx U (25)

Donde:

k = Factor de cobertura con una confianza del
95% vy g. |. correspondientes al procedimiento de
estimacion (en el caso de que este no sea
reportado se asume un valor de 2).

Ue = Incertidumbre estandar de la pureza.

Procedimiento:

De un certificado se obtiene la siguiente
informacion:

Valor de la pureza certificada (%): 99.98

Incertidumbre expandida (%): + 0.02

En el documento no se informa el valor del factor
de cobertura por lo que se asume k = 2.

A partir de la férmula (25) se calcula la
incertidumbre:

Se=0.02/2=10.01%

por lo tanto, este es el estimador de Ue.

3.2.8 Estimacion de la incertidumbre
correspondiente a la combinacion de la
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incertidumbre de los componentes primarios

(uy).

Para estimar la incertidumbre del mensurando (uy)
es necesario combinar la incertidumbre estandar
relativa utilizando la férmula (7), ya que las
incertidumbres de estos componentes no tienen
las mismas unidades; por lo tanto, es necesario
utilizar las magnitudes de los componentes
primarios al aplicar el método analitico a la
muestra.

El analista reporta las siguientes magnitudes de
los componentes primarios de acuerdo a la
férmula (6), asi como su respectiva incertidumbre
y la incertidumbre estandar relativa de estos
componentes, en la siguiente tabla (Tabla 4).

Al sustituir en la formula (7), se obtiene el calculo
de la incertidumbre estandar del modelo
matematico:

S ) )

= \/0.0()7882 +0.017972 + 0.00510% 4 0.000562 + 0.000107

2

=0.02032
TABLA 4. MAGNITUD DE LOS COMPONENTES PRIMARIOS, SU INCERIDUMRE
ESTANDAR E INCERTIDUMBRE ESTANDAR RELATIVA DEL MODELO
MATEMATICO
1 m. P
Y= f X VT X oo
Incertidumbre
Magnitud de los estandar de los Incertidumbre estandar relativa de los
componentes primarios componentes componentes primarios
primarios
l,=006174=a S =0.00486 4 Sgla =0.00486 4 /0.617 4 = 0.00788
1, =0.6224=b Sp=0.01118 4 Sylb=0.011184/0.622.4 =0.01798
m,=00314g=c S.=0.00016 g Sg/e =0.00016 g /0.0314 g=0.00523
V=250mL=d Sg= 0.14081 mL Sg'd = 0.14081 mL /250 mL = 0.00056
P=99.98%=¢ S =0.01% S./e = 0.0126/99.98 % = 0.00010
. s .
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Para obtener la incertidumbre es necesario
calcular el contenido de analito en la muestra con
la ecuacion (6)

06174 _ 00314g _ 99.98 _
0.622 A 250 mL 100
0.00012457 % = 124.57 pg/mL

Por lo que la incertidumbre a reportar es:

S

S, =-2xY =0.02032 x 124.57 =
y

2.5316 pg/ml.

3.2.9 Informe de la incertidumbre (uy)
expandida del resultado analitico

Para reportar la incertidumbre expandida de un
mensurando de manera general se utiliza la
siguiente férmula:

y+t2xS5, (26)

Donde la magnitud de 2 es un factor cobertura
asociado a un nivel de confianza del 95%.

Al sustituir y reducir en la formula (26), se informa

del resultado obtenido, asi como su incertidumbre:

124,57 + 2 (2.5316) pg/ml =
124,57 + 5.0632 ug/ml

El cual puede ser reportado como un intervalo:
119.50 a 129.63 ug/mL, interpretandolo-.como el
valor donde se puede ubicar el verdadero valor de
la valoracidn con una confianza del 95 %.

3.3 ESTIMACION DE LA INCERTIDUMBRE POR
DERIVADAS PARCIALES.
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La estimacion de la incertidumbre por este método
utiliza la ley de propagacién de los errores,
descrita por la siguiente formula:

1

uy =3 lerutx)f =

i=]

(27)

Donde:

uy = Valor estimado de la incertidumbre

¢i = la derivada parcial de “y” (en nuestro caso:
contenido de analito en la muestra), respecto a
cada magnitud de entrada (en nuestro caso: Im, Ir,
mr, Vy P)

u(xi) = Incertidumbre estandar de los componentes
primarios 0 magnitudes de entrada (en nuestro
€aso: Sa, Sb, Se, Sd'y Se).

El procedimiento de la estimacion y desarrollo
consta de los siguientes pasos:

3.1 DERIVACION PARCIAL.

3.1.1 Calculo de la derivada parcial de “y” con
respecto a Im:

l P
oy w1 w2 g

Ay Al L v 100

Al sustituir la magnitud de los componentes
primarios (magnitudes de entrada) segun la
tabla 4

m mr P
oy _ a(lr Xy ><100) 1 % 0.0314
Al Al 0.622 250
99.98

——=0.000201889
100

3.1.2 Calculo de la derivada parcial de “y” con
respecto a Ir:
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m  my, P
9y _ a(lrxvxwo)_
al, al, I v 100

(29)

Al sustituir la magnitud de los componentes
primarios (magnitudes de entrada) segun la

tabla 4:
o P

a_y_a(zr v XToo) _

0.617 0.0314
= X
al, al, 0.6222 250
99.98
100
=-0.000200266

“y N

3.1.3 Calculo de la derivada parcial de “y” con
respecto a my

l P
oy _ G w) _ m x L x 2 30)

am, am, L v " 100

Al sustituir la magnitud de los componentes
primarios (magnitudes de entrada) segun la
tabla 4:

l m P
ay a(%XTTXm) _ 0617 1 9998
am, am, T 0.622 250 100
=(0.003967052

[TN]

3.1.4 Calculo de la derivada parcial de “y” con
respecto a /4

1 P
oy MG xiw) | m x Zrox L (31)
v v B L, V2 100

Al sustituir la magnitud de los componentes
primarios (magnitudes de entrada) segun la
fabla 4
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oy (lz_tl %X%) 0617 0.0314
v v T 0622 2502
99.98 _

100 _

-0.000000498

3.1.5 Calculo de la derivada parcial de “y” con
respecto a P.

0_3/_6(11_?)(% %)zlﬁxﬁxi (32)

ap aP L v 100

Al sustituir la magnitud de los componentes
primarios (magnitudes de entrada) segun la

tabla 4:
m  mr P

ay _ a(lr X % 105) _ 0617 00314 1
ap ap 0622 250 100

=0.000001246

3.1.6 Calculo de la derivada parcial de “y” con
respecto a 100.

lp &~ m, P
dy _a(txvxm)_o
0100 9100 —

Nota: la derivada de una funcién respecto de una
constante da como magnitud cero.

3.1.7 Estimacion de la incertidumbre estandar de
los componentes primarios 0 magnitudes de
entrada.

En la tabla 4 se reporta la incertidumbre estandar
de los componentes primarios 0 magnitudes de
entrada Sa (lectura de la solucién muestra), Sp
(lectura de la solucion de referencia), Sc(masa de
la sustancia de referencia), Sq(volumen de aforo
de la solucién de referencia) y Se (pureza de la
sustancia de referencia). Se muestra la estimacion
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de la incertidumbre estandar aplicando la ley de
propagacion de los errores.
Para facilitar el calculo se construye la siguiente

tabla:

Magnitudes . , . .

de entrada Valor x; Uni dades Derivada Parcid | Incertidumbre estandar
) (c) u(xi)
Im 0.617 A 0.000201889 0.00486
1 0.622 A -0.000200266 0.01118
m, 0.0314 g 0.003967052 0.00016
v 250.0 mL -0.000000498 0.14081
p 99.98 % 0.000001246 0.01000

Al sustituir en la formula (27), se obtiene:

Uy = 4/(0.000201889 x 0.00486)2 4+ (—0.000200266 x 0.01118)2 + - -

+ (0.000001246 x 0.01000)? = 0.000002532 g/mL

Que es equivalente a 2.5316 pg/mL (ver numeral
3.2.8).

3.1.8 Informe de la incertidumbre.

Para reportar la incertidumbre expandida de un
mensurando de manera general se utiliza la
siguiente férmula:

y+t2xu, (33

Donde la magnitud de 2 es un factor cobertura
asociado a un nivel de confianza del 95%.

Al sustituir y reducir en la formula (33), se informa
del resultado obtenido, asi como su incertidumbre:
124.57 £ 2 (2.5316) ug/mL = 124.57 +

5.0632 pg/mL

El cual puede ser reportado como unintervalo:
119.50 a 129.63 pg/mL, interpretandolo como el
valor donde se puede ubicar el verdadero valor de
la valoracién con una confianza del 95%.
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Como se puede constatar, el resultado de la
incertidumbre es el mismo antes reportado (ver
numeral 3.2.9).

Se recomienda llevar a cabo la construccion de la
gréfica de la magnitud de la incertidumbre de cada
fuente de variacién y la del mensurando en pg/mL,
mediante el siguiente procedimiento:

Calcular la desviacién estandar de cada magnitud
de entrada en unidades de g/mL, con la siguiente
formula y reportarla en ug/mL.

S = les xulx)]* (34)

Para el caso de la lectura de la muestra:

S.,, = 4/[0.000201889 x 0.00486]% =
0.000000982 g/mL = 0.9820 ug/mL

Para la lectura de la solucion de referencia:

S, = /[-0.000200266 x 0.01118]2 =0.0000022394 g/mL =
2.2394 pg/mL

Para la masa de la sustancia de referencia:

S, = \/[0.003967052 % 0.00016]% = 0.0000006516 g/mL =
0.6516 pg/mL

Para el volumen de aforo:

S, = /[-0.000000498 x 0.14081]2 =
0.0000000703 g/mL = 0.0703 ug/mL

Para la pureza de la sustancia de referencia:

Sp =4/[-0.000001246 x 0.01000]2 =
0.0000000125 g/mL = 0.0125 pg/mL

Determinar la desviacién estandar del mensurando
o analito (Sy), que es equivalente a la
incertidumbre del método (uy), en pg/mL.

Sy =Uy= 2.5316 ug/mL

Al elaborar un diagrama de barras:
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S (ug/mlL)

0.0000 0.5000 1.0000 1.5000 2.0000 2.5000 3.0000

Figura 7. Contribuciones en la incertidumbre
considerando las magnitudes de entrada para el
calculo del mensurando, en pg/mL.

De acuerdo con la figura 7, el componente
primario de la incertidumbre de la lectura de la
solucion de referencia es el que tiene mayor
impacto, mientras que el de la de la pureza tiene el
menor impacto en la incertidumbre del
mensurando.

4.0 EJEMPLOS DE ESTIMACION DE
INCERTIDUMBRE CON EL ENFOQUE DE
ABAJO HACIA ARRIBA

4.1 ESTIMAQIC)N DE LA INCERTIDUMBRE EN LA
VALORACION DE TIOSULFATO DE SODIO

En un matraz volumétrico de 1 L, disolver 26 g de
tiosulfato de sodio y 200 mg de carbonato de sodio
en 800 mL de agua recientemente hervida y fria.
Llevar a volumen con el mismo disolvente.

Valorar la solucién como se indica a continuacion:

Pesar 70 mg de dicromato de potasio
(previamente pulverizado y secado a 120 °C, por 4
h), disolver en 100 mL de agua en un matraz
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yodometrico de 500 mL. Agitar hasta la disolucion,
quitar el tapdn y rapidamente agregar 3 g de
yoduro de potasio, 0.666 g de bicarbonato de
sodio y 1.6 mL de acido clorhidrico. Insertar el
tapon en el matraz, mezclar y dejar reposar por

10 minutos exactamente en la oscuridad. Enjuagar
el tapon y las paredes internas del matraz con
agua. Titular el yodo liberado con la solucién de
tiosulfato de sodio con una bureta de 50 mL, hasta
un vire de color verde amarillento. Agregar 3.0 mL
de Sl de almidon y continuar la titulacién hasta la
disminucion del color azul marino. Titular un
blanco de reactivos y hacer las correcciones
necesarias.

Para calcular la molaridad del tiosulfato se aplica
el siguiente modelo matematico:

0.05 x P,

Y= 24515 x (V,, — V) (36)
En donde:
y = Molaridad de la solucion de tiosulfato de sodio
(mollL).
0.05 = Molaridad tedrica del tiosulfato de sodio
(mollL).

Pd = Peso del dicromato de potasio utilizado en la
titulacion de la muestra, en miligramos.

2.4515 = Equivalente del peso del dicromato de
potasio en miligramos por cada mililitro de
tiosulfato de sodio consumido.

Vm = Volumen del tiosulfato de sodio consumido
en la titulacion de la muestra, en mililitros.
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Vb = Volumen del tiosulfato de sodio consumido
en la titulacion del blanco, en mililitros.

En la figura # 8 se representa el diagrama causa-
efecto indicando las magnitudes de entrada del
modelo matematico y los componentes de
incertidumbre para cada determinacion. La
incertidumbre se expresa de manera general
como:

Y + uy (37)

Donde:
Y = Valor del mensurando (analito en la muestra)
obtenido al aplicar la formula (expresion
matematica del mensurando o modelo
matematico).

= Valor estimado de la incertidumbre.
En el cual su incertidumbre se calcula como:

- 2 2 +u? t
”y_\/”u.ns+uPd+u2-“515+u[vm_v") (38)

Donde:

2 2 2 2
uO 05’ uPdl u2 4515, y u(V _Vb) son |OS
componentes primarios de la incertidumbre.

o (W)

f:fs 'S;U ufacr'm"ilfég";&i?mZfs‘ﬁ'imfﬁﬂu-am
- 24515 = Eu uale::':aclmpe]wcamcnmaloaenmamlmg)
up, Wt s
titulacién de ka muestra (i
v, = Voluman de tiosulfato dnsmncnmmﬂoen a
titulacién de I blanco (mL).
U,
/ / __00s x P
Uy 050 Uy as1s=0 YT 24515 x v,-v)
[005] [24515 |
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Figura 8. Modelo fisico.

Valoracion. En la siguiente tabla se reportan los
resultados de la titulacion el tiosulfato de sodio por
triplicado: muestra uno, muestra dos y muestra
tres, incluyendo el valor del mensurando (y).

Tabla 6. Magnitudes de entrada para cada
titulacion

Muestra Pa(mg) Vm(mL) Ve(mL) y (M)

1 70.2 274 0.2 0.0526

2 70.1 274 0.1 0.0524

3 70.2 274 0.1 0.0524

4.1.1 Determinacién de los componentes
primarios de incertidumbre en el modelo
matematico

Los componentes primarios son:

Uy o5 variacion debida a la molaridad tedrica del
tiosulfato de sodio (mol/L).

up,, - variacion debida al peso del dicromato de
potasio (mg).

U, 4515 Variacion debida al equivalente del peso
del dicromato de potasio por cada mililitro de
tiosulfato de sodio consumido (mg/mL).

U(y,,— v,,)- Variacion debida al volumen real del

tiosulfato utilizado en la titulacion de la muestra
(mL).

4 1.2 Estimacion de la incertidumbre de los
componentes secundarios del modelo
matematico de la muestra 1
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4.1.2.1 Variacion debida a la molaridad teorica del
tiosulfato de sodio (mol/L).

La molaridad teorica del tiosulfato de sodio es una
magnitud numérica constante, por definicion su
incertidumbre es cero, es decir:

Up 05=0

4.1.2.2 Variacion debida al peso del dicromato de
potasio.

El resultado de la magnitud de entrada
correspondiente al peso del dicromato de potasio
de la muestra 1 (70.2 mg o Pa).

Muestra Pd(mg)
1 70.2

La variacion del peso la establece en funcion del
instrumento utilizado para pesar el dicromato de
potasio que es una balanza analitica. En la

figura 9 se muestran las propiedades metrolégicas
de la balanza analitica en el modelo fisico.

u P,

FFFFFFF ON
BALANZA %) REPETBILIOAD 005 x P,
\ v Y= S asis oy
24515 x (V -V,
EXACTITUD / \ ( " I,)
P -
uuslz;t;mn o
o

REPRODUCIBILIDAD
fa)

u,

[+]
Figura 9. Componentes secundarios de la incertidumbre de
la balanza analitica.

Se consideran las siguientes propiedades
metroldgicas:
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@1 = Exactitud

@ 3= Resolucion o legibilidad
@ 3= inealidad

@ 4= Repetibilidad

@5= Reproducibilidad

4.1.2.2.1 Estimacion de la incertidumbre estandar
asociada a la exactitud (S, ).

Fuente de informacion: Certificado de calibracion.
Informacion: Tolerancia = 0.3 mg.

Para estimar la incertidumbre asociada a la
exactitud se considera una distribucién
rectangular, ya que, la balanza es digital.

Se calcula aplicando la férmula 11, en este caso:

Sa = Bl =0.173205 mg
1 /3

4.1.2.2.2 Estimacion de la incertidumbre estandar
asociada a la legibilidad (S,,)

Informacion: Certificado de calibracion, donde la
resolucion se reporta = 0.1 mg (R).

Para estimar la incertidumbre asociada a la
legibilidad, se utiliza la distribucion rectangular, ya
que la balanza es digital.

Se calcula aplicando las formulas 11y 13, en este
caso:

_05x%R

S
02 ﬁ

=0.028868 mg

4.1.2.2.3 Estimacion de la incertidumbre estandar
asociada a la linealidad (S, ).

Informacion: La desviacion estandar de regresion
(Sy,x), la cual es directamente un estimador de
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la incertidumbre estandar.
La siguiente tabla se obtuvo del certificado de
calibracion de la balanza de la prueba de

linealidad:
Peso de referencia Peso reportado por
(x, mg) la balanza
(y, mg)
1000 1000
10 000 10 000.1
99 999.9 100 000

La desviacion estandar de regresion se puede
calcular utilizando la funcién ERROR.TIPICO.XY
de la version vigente de Excel. Al utilizar esta
funcion:

Sa, = Sy, =0-067113 mg

4.1.2.2.4 Estimacion de la incertidumbre estandar
asociada a la repetibilidad (S,, ).

Informacién: Certificado de calibracion.

El certificado de calibracion, reporta una tolerancia
de £ 0.15 mg del peso mas cercano al peso
llevado a cabo (70.2 mg). Para estimar la
incertidumbre estandar, se utiliza la distribucion
rectangular, ya que la balanza es digital.

Se calcula aplicando la férmula 11, en este caso:
2T _ 5 086603 mg

504— ﬁ
4.1.2.2.5 Estimacion de la incertidumbre estandar
asociada a la reproducibilidad (S, ).

Respecto a la incertidumbre asociada a la
reproducibilidad no se cuenta con informacion al
respecto; por lo tanto (Sas) = 0.
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4.1.2.2.6 Combinacién de la incertidumbre de los
componentes secundarios para estimar la
incertidumbre estandar del peso del dicromato de
potasio(Up,,).

La incertidumbre estandar asociada al peso del
dicromato de potasio se calcula con la siguiente
formula:

_c _ |2 2 2 2 2
Up =S, = /5 +5° +5 +5° +5
Py Py \/ a  Tay Tay Tay Tag

=4/0.1732052+ 0.0288682 + 0.0671132+ 0.0866032 + 02

=0.206972 mg

4.1.2.2.7 Célculo de la incertidumbre estandar
relativa debida al peso del dicromato de potasio

(7))

Dado que el peso del dicromato de potasio en la
titulacion de la muestra uno es de 70.2 mg (véase

tabla 6):
Yr, _Sry 0208972
d _ d _ Y. mg _
B T Ay ~0-002948

4.1.2.3 Variacion debida al equivalente del peso
del dicromato de potasio (mg) por cada mL de
tiosulfato de sodio consumido.

El equivalente del peso de dicromato de potasio
(mg) por cada mL de tiosulfato de sodio
consumido, es una magnitud numérica constante
que, por definicion, su incertidumbre es cero, es
decir:

Uy 415=0

4.1.2 4 Variacion debida al volumen de tiosulfato
de sodio utilizado en la titulacion (U, _y)).
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En la variacion del volumen se consideran las
siguientes fuentes de incertidumbre:

a) Laincertidumbre del volumen, debida a la
bureta utilizada en la titulacion de la muestra y del
blanco.

b) La incertidumbre del peso del tiosulfato de
sodio, debida a la balanza.

c) Laincertidumbre del aforo del material
volumeétrico utilizado en la preparacion del
tiosulfato de sodio.

El resultado de la magnitud de entrada
correspondiente al volumen de tiosulfato de sodio
utilizado en la titulacion de la muestra 1, es:

(Vm — Vb):

Muestra Vm- Vb(mL)
1 2714-02=272

La variacion la establece la bureta de 50 mL
utilizada en la titulacion, la balanza analitica
utilizada en el peso del tiosulfato de sodio (26 g) y
el matraz volumétrico de 1 L empleado en el aforo
de tiosulfato de sodio.

En la figura 10, se muestran las propiedades
metroldgicas de la bureta de 50 mL, la balanza
analitica y el matraz volumétrico de 1 L en el
modelo fisico.
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Figura 10. Componentes secundarios de la
incertidumbre de la bureta de 50 mL, balanza
analitica y matras volumétrico de 1 L.

4.1.2.4.1 Estimacion de la incertidumbre de los
componentes secundarios asociados a la bureta
de 50 mL utilizada en la titulacion.

Para el caso de este instrumento se consideran
las siguientes propiedades metroldgicas:

b1 = Exactitud

b2 = Resolucion o legibilidad

bs = Repetibilidad

b4 = Linealidad

bs = Reproducibilidad

bs = Temperatura

La bureta utilizada en esta titulacién es de marca
Brand.

4.1.2.4.1.1 Estimacion de la incertidumbre
estandar asociada a la exactitud (Sp, ).

Fuente de informacion: Fabricante
Informacion: Tolerancia = 0.05 mL
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Para estimar la incertidumbre asociada a la
exactitud se considera una distribucidn triangular,
ya que el instrumento es graduado.

Se calcula aplicando la férmula 12, en este caso:

Sy = Bl =0.020412 mL
1 JE

4.1.2.4.1.2 Estimacion de la incertidumbre
estandar asociada a la legibilidad (Sj, ).

Fuente de informacién: Fabricante

Resolucion = 0.1 mL (R).

Para estimar la incertidumbre asociada a la
legibilidad, se utiliza la distribucion triangular, ya
que la bureta es graduada.

Se calcula aplicando las formulas 12 'y 13, en este
caso:

_05xR

S
DI JE

=0.020412 mL

4.1.2.4.1.3 Estimacion de la incertidumbre
estandar asociada a la repetibilidad (S, ).
Informacién: Laboratorio de control de calidad.

En el laboratorio se llevo a cabo un estudio de
repetibilidad, en el cual un mismo analista en la
misma bureta carg6 por triplicado 25 mL; volumen
cercano al esperado en la titulacion de la muestra,
obteniendo los siguientes volumenes:

24.732216, 24.691799 y 24.305482 mL

La desviacion estandar o incertidumbre estandar
se puede calcular utilizando la funcion DESVST de
la version vigente de Excel. Al utilizar esta funcién:

Sp, =8 =0.235576 mL
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En el laboratorio se llevo a cabo un estudio de
repetibilidad, en el cual un mismo analista en la
misma bureta carg6 por triplicado 5 mL; menor
volumen del estudio para ser utilizado para el caso
de la muestra blanco, obteniendo los siguientes
volumenes:

4.856543, 4.889638 y 5.039271 mL

De forma semejante al caso anterior:

Sp, =5 =0.097361 mL

Que representa la incertidumbre estandar de la
repetibilidad asignable a la muestra blanco.

4.1.2.4.1.4 Estimacion de la incertidumbre
estandar asociada a la linealidad (S, ).
Informacion: La desviacién estandar de regresion

(Sy /x), la cual es directamente un estimador de
la incertidumbre estandar.

La siguiente tabla se obtuvo del certificado de
calibracion de la bureta de la prueba de linealidad:

Volumen cargado - dido (y, mL)

(x, mL)
5 5.0378
10 10.0806
15 15.1253
20 20.1172
25 25.1004
30 30.0472
35 35.1109
40 40.0431
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45 45.0767

50 50.1605
La desviacion estandar de regresion se puede
calcular utilizando la funcion ERROR.TIPICO.XY

de la version vigente de Excel. Al utilizar esta
funcién:

Sp, = Sy/x = 0.041009 mL

4.1.2.4.1.5 Estimacion de la incertidumbre
estandar asociada a la reproducibilidad (S, ).
Respecto a la incertidumbre asociada a la
reproducibilidad (S5, ) no se cuenta con
informacién al respecto, por lo que su valor se
reporta como cero (S, ) = 0.

4.1.2.4.1.6 Estimacion de la incertidumbre
estandar asociada al efecto de la temperatura a la
cual se lleva a cabo la titulacion (S5, ).

La bureta no se utilizd a la temperatura a la cual
se calibrd (20 °C); debido a esto y al efecto de la
dilatacion del disolvente por efecto de la
temperatura, se presenta un error en la medicion
del volumen, debido a la expansion o contraccion
del volumen del disolvente; por lo que este efecto
deberé considerarse como fuente de incertidumbre
como un error sistematico. Para efectuar este
calculo se considera las condiciones de
temperatura ambiente del laboratorio de control de
calidad, bajo un caso conservador. De los
registros anuales de temperatura del laboratorio el
caso conservador respecto a 20 °C, se presento
una temperatura de 23 °C.
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Calcular la incertidumbre estandar con la siguiente
formula para el caso de una distribucién triangular
(material graduado):

s, = Vxox AT

6 V6 (39)

Donde:

V = Volumen consumido en la titulacion (mL).

a = Coeficiente de expansion volumétrica del
disolvente utilizado en la titulacion (°C-), que es
agua grado analitico (0.00021).

AT = Diferencia absoluta de la temperatura anual
de laboratorio respecto de 20 °C bajo situacién
conservadora (°C).

Para el caso del volumen consumido en la
titulacion de la muestra uno (véase tabla 6):

5, — 27-Ax0.00021x123 =200 _ ;00007
6 v{g

Para el caso del volumen consumido en la
titulacion del blanco de la muestra uno (véase
tabla 6):

s — 0.2 x0.00021 x[23 —20]
bﬁ_ \/g

=0.000051 mL

4.1.2.4.1.7 Combinacion de la incertidumbre de los
componentes secundarios para estimar la
incertidumbre estandar del volumen de titulacion
de la muestra uno.

La incertidumbre estandar asociada al volumen de
titulacién de la muestra uno, se calcula con la
siguiente formula:

—[e2 162,62, 62,62, g2
.'5‘,,""—.&/.'51+.'52+53+.'_~34+.'55+.'56

=,/0.0204122 + 0.0204122 + 0.2355762 + 0.0410092 + 02 + 0.007047>
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=0.240958 mL

4.1.2.4.1.8 Combinacion de la incertidumbre de los
componentes secundarios para estimar la
incertidumbre estandar del volumen de titulacion
del blanco de la muestra uno.

La incertidumbre estandar asociada al volumen de
titulacidn del blanco de la muestra uno, se calcula
con la siguiente formula:

Sy, =\/5§1 + Sf)z + 553 + .'5!2)4 + 555 + 556

—/0.0204122+0.0204122+0.0973612 + 0.0410092 + 02 + 00005 12

=0.109518 mL

4.1.2.4.1.9 Combinacion de la incertidumbre
estandar de los volumenes de titulacién del blanco
y de la muestra uno.

La incertidumbre estandar combinada se calcula
con la siguiente férmula:

Uu=5u=\/5ﬁm+ SV, =1/0.2409582 +0.1095 18>

=0.264679 mL

4.1.2.4.1.10 Calculo de la incertidumbre estandar

relativa debida a la diferencia de volimenes de la
o Uy
titulacién de la muestra uno y su blanco (—)
Vim—Vp
Dado que la diferencia de volumenes es 27.2 mL

(véase tabla 6):
v, Sy 0.264679 mL

v, Vv, Vv, -V, 272mL 2009731
4.1.2.4.2 Variacion debida al peso del tiosulfato de
sodio.

El método establece pesar 26 g 0 26 000 mg de
tiosulfato de sodio.
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Muestra Pt (mg)
1 26 000

La variacion del peso la establece en funcion del
instrumento utilizado para pesar el tiosulfato de
sodio, que es una balanza analitica. Debido a que
se utiliza la misma balanza para pesar el
dicromato de potasio y el tiosulfato de sodio,

las propiedades metroldgicas de la balanza
analitica en el modelo fisico son las mismas
(Véase figura 9).

Las cuales son:

¢1 = Exactitud

c2 = Resolucion o legibilidad
¢3 = Linealidad

c4 = Repetibilidad

¢s = Reproducibilidad

4.1.2.4.2.1 Estimacion de la incertidumbre
estandar asociada a la exactitud (S, ).
Corresponde a la misma magnitud reportada en el
numeral 4.1.2.2.1

5‘1 =0.173205 mg

4.1.2.4.2.2 Estimacion de la incertidumbre
estandar asociada a la legibilidad (S, ).
Corresponde a la misma magnitud reportada en el
numeral 4.1.2.2

.5[2 = 0.028868 mg

4.1.2.4.2.3 Estimacion de la incertidumbre
estandar asociada a la linealidad (S, ).
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Corresponde a la misma magnitud reportada en el
numeral 4.1.2.2.3

5[3 =0.067113 mg

4.1.2.4.2.4 Estimacion de la incertidumbre
estandar asociada a la repetibilidad (S, ).
Informacion: Certificado de calibracién.

El certificado de calibracion, reporta una tolerancia
de £ 0.1 mg del peso mas cercano al peso llevado
a cabo (26 000 mg). Para estimar la incertidumbre
estandar se utiliza la distribucion rectangular ya
que la balanza es digital.

Se calcula aplicando la formula 11, en este caso:

s =T _0.057735
= — . mg
Ve

Cyq 3

4.1.2.4.2.5 Estimacion de la incertidumbre
estandar asociada a la reproducibilidad (S, ).
Respecto a la incertidumbre asociada a la
reproducibilidad no se cuenta con informacion al
respecto; por lo tanto (S¢.) = 0.

4.1.2.4.2.6 Combinacién de la incertidumbre de los
componentes secundarios para estimar la
incertidumbre estandar del peso del tiosulfato de
sodio (Up,).

La incertidumbre estandar asociada al peso del
tiosulfato de sodio se calcula con la siguiente
formula:

— — 2 2 2 2 2
up =5, = (5 +5 + 5 +5 + 8§
L Py \/ o 3 3 [ 5

=/0.1732052 + 0.0288682 + 0.0671132 + 0.0577352 + 02

= 0.196649 mg
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4.1.2.4.2.7 Calculo de la incertidumbre estandar
relativa debida al peso del tiosulfato de sodio

)

Dado que el peso del tiosulfato de sodio es de
26 000 mg:

Y, _ S», _ 0.196649 mg

P, P, 26 000 mg

= 0.000008

4.1.2.4.3 Variacion debida al aforo del peso de
tiosulfato de sodio.

El método establece llevar a 1 L los 26 000 mg de
tiosulfato de sodio, utilizando un matraz
volumétrico de 1 L.

Las propiedades metroldgicas del matraz
volumétrico de 1 L en el modelo fisico son (Véase
la figura 10):

Las cuales son:

d1 = Exactitud

d2 = Repetibilidad

ds = Reproducibilidad
ds= Temperatura

El matraz volumétrico de 1 L utilizado para aforar
el peso del tiosulfato de sodio es de marca Brand.

4.1.2.4.3.1 Estimacion de la incertidumbre
estandar asociada a la exactitud (S, ).
Fuente de informacién: Fabricante
Informacion: Tolerancia = 0.4 mL

Para estimar la incertidumbre asociada a la
exactitud se considera una distribucion
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rectangular, ya que es un material volumétrico.
Se calcula aplicando la férmula 11, en este caso:

5‘71 = Bl =0.230940 mL

4.1.2.4.3.2 Estimacion de la incertidumbre
estandar asociada a la repetibilidad (Sdz).

No se tiene la informacidn respectiva, por lo tanto:

Sd2=0

4.1.2.4.3.3 Estimacion de la incertidumbre
estandar asociada a la reproducibilidad (Sg, ).

Respecto a la incertidumbre asociada a la
reproducibilidad no se cuenta con informacion al
respecto, por lo que su valor se reporta como cero

(Sq4, = 0).

4.1.2.4.3.4 Estimacion de la incertidumbre
estandar asociada al efecto de la temperatura a la

cual se lleva el aforo del tiosulfato de sodio (Sg, ).

El matraz no se utilizd a la temperatura a la cual
se calibro (20 °C); debido al efecto de la dilatacion
del disolvente por efecto de la temperatura, se
presenta un error en la medicion del volumen,
debido a su expansion o contraccion; por lo que
este efecto debera considerarse como fuente de
incertidumbre como un error sistematico. Para
efectuar este calculo se considera las condiciones
de temperatura ambiente del laboratorio de control
de calidad, bajo un caso conservador. De los
registros anuales de temperatura del laboratorio el
caso conservador respecto a 20 °C, se presento
una temperatura de 23 °C.
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Calcular la incertidumbre estandar con la formula
25, para el caso de una distribucion rectangular
(material volumétrico), en este caso:

s = Vxox|AT|
ﬂ4 ﬁ

Donde:

V = Volumen de aforo (mL).

a = Coeficiente de expansion volumétrica del
disolvente utilizado en la titulacion (°C-), que es
agua grado analitico (0.00021).

AT = Diferencia absoluta de la temperatura anual
de laboratorio respecto de 20 °C bajo situacion
conservadora (°C).

Para este caso:

S, = 1 000 x 0.00021 x [23 —20] - 0.363731 mL

: /3

4.1.2.4.3.5 Combinacion de la incertidumbre de
los componentes secundarios para estimar la
incertidumbre estandar del matraz volumétrico
de 1L.

La incertidumbre estandar asociada al material
volumeétrico, se calcula con la siguiente formula:

_ [e2 2 2 2
SMV_\/‘S#1+5112+5113+5114

=4/0.2309402+ 02+ 02+ 0.3637312

=0.430852 mL

4.1.2.4.3.6 Calculo de la incertidumbre estandar
relativa debida al matraz volumétrico de 1 L

()
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Dado que el matraz volumétrico para aforar el
peso del tiosulfato de sodio es de 1 L.

Upy  Smy _ 0.430852 mL

MV MV 1ooomL 0000431

4.1.2.4.4 Estimacion de la incertidumbre estandar
combinada de los componentes primarios
asociados a la incertidumbre del volumen de
tiosulfato de sodio utilizado en la titulacion

G5)

Para realizar este calculo es necesario combinar
las incertidumbres estandar relativas de:

a) Laincertidumbre del volumen, debida a la
bureta utilizada en la titulacion de la muestra y del

S.
bIanco( L
m—_ Vb

,véase numeral 4.1.2.4.2)

b) La incertidumbre del peso del tiosulfato de
sodio, debida a la balanza

(h véase numeral 4.1.2.2).
P

c) Laincertidumbre del aforo del material
volumeétrico utilizado en la preparacion del
tiosulfato de sodio

(SM—V véase numeral 4.1.2.4.3).
MV

Considerando la ley de propagacion de los
errores:

) | Sv 2+ i 2+ES_W]2
V-V, ) YlVa—-V, P, MV

—4/0.0097312+ 0.0000082 + 0.00043 12

=0.009740
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4 1.3 Calculo de la incertidumbre estandar relativa
combinada del modelo matematico.

En funcion de la férmula 38 la incertidumbre
estandar relativa de la molaridad de la solucion de
tiosulfato de sodio es:

2 (u, \2 2 (u 2
u u P u v, -v,)
¥ =J( 0.05] J{ a] +( 2.4515] J{ m b]
y 0.05 P, 2.4515 vV, -V,

A partir de los calculos realizados:

U ,
ﬁ = 0, véase numeral 4.1.2.1

% = 0.002948, véase numeral 4.1.2.2.7
d

Uz.4515

= 0, véase numeral 4.1.2.3
2.4515

Yvm-v) :
——,.~ = 0.009740, véase numeral 4.1.2.4.4
m—Vb

Al calcular;

[7}
7" =/02+0.0029482+02+0.0097402 =0.010177

Dado que y = 0.0526 M para la muestra 1
(véase la tabla 6); la incertidumbre estandar del
mensurando en funcién de:

ﬁ=i:1 010177=—2—
y ; 0.0526

Su valor es:

u,=0.0526x0.010177= +0.000536 M

Al reportarla de manera expandida, considerando
un factor de cobertura de k = 2:

2u, = +0.001071 M

Por lo tanto, el resultado de la titulacién de la
muestra uno, incluyendo la incertidumbre es:

0.0526+0.001071 M
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Es decir, el verdadero valor de la titulacion de la
solucion de tiosulfato a partir de la muestra uno,
con una confianza del 95 %, se incluye en el
siguiente intervalo:
0.0516 Ma0.0537 M
4.1.5 Calculo de la incertidumbre estandar relativa
combinada de las tres titulaciones.
Al aplicar el mismo procedimiento para las dos
muestras restantes con la informacion propia de
cada titulacion; en la tabla 7 se reporta la
incertidumbre estandar (U,,) , de cada
determinacion, incluyendo la media aritmética
(¥), y la desviacion estandar (S,,).

Tabla 7. Incertidumbre estandar de la molaridad de
la titulacion de la solucién de tiosulfato de sodio (M).

Muestra Molaridad (M) Uy, * (M)

1 0.0526 0.000536
2 0.0524 0.000531
3 0.0524 0.000532
v 0.052485
sy 0.000138

Para calcular la incertidumbre estandar relativa
combinada de las tres titulaciones se aplican los
siguientes pasos:

a) Establecer la incertidumbre representativa de
una muestra o intramuestra (U;) la cual se
obtiene por la siguiente formula:
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m (40)
Dénde:

UyM = Incertidumbre estandar de cada muestra.
i

m = NuUmero de muestras.
Al calcular:
u _\/ 0.000536%+0.0005312+0.0005322
=
3

=0.000533 M

b) Establecer la incertidumbre entre muestras
(U,) la cual se obtiene al calcular la desviacion
estandar de los resultados de molaridad de las
tres muestras:

La desviacion estandar se puede calcular
utilizando la funcién DESVST de la versidn vigente
de Excel. Al utilizar esta funcion:
u,=5=0.000138 M

c) Combinar las incertidumbres estandar
intramuestra (U;) y entre muestras (U,) que
representa la incertidumbre estandar de las
titulaciones (U, ).

u,= .J u? +u?

Al calcular:

u, —,/0.0005332+0.0001382 =0.000551 M
d) Obtener la incertidumbre asociada a la media
aritmética de las tres determinaciones (U, ) y su
incertidumbre expandida.
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Esta incertidumbre se calcula con la siguiente
formula:

[#]
[J_z—}II

T Um

Al calcular:

uy;=0.000318

Utilizando un factor de cobertura de k=2, la
incertidumbre expandida de las tres muestras es:

2 X uy;=0.000636

Por lo que el valor de la titulacién de la solucion de
tiosulfato de sodio es:

y+2xu;=0.052485+ 0.000636 M

Es decir, el verdadero valor de la titulacién de las
tres muestras de la solucion de tiosulfato de sodio
con una confianza del 95 %, se incluye en el
siguiente intervalo:

0.0518Ma0.0531 M

4.2. METODO DE LIMITES MICROBIANOS POR
VACIADO EN PLACA

421 DESCRIPCION DEL PROCEDIMIENTO
ANALITICO.

a) Con una pipeta de émbolo de 10 mL (con punta
estéril), transferir 10 mL de una muestra liquida o
un extracto acuoso a un frasco de dilucion que
contenga 90 mL (medidos con una probeta de 100
mL, previo a su esterilizacién) de solucion
amortiguadora de fosfato (pH 7.2). Agitar el frasco
vigorosamente (alrededor de 25 veces o hasta
homogenizar). Rotular como “10-"".
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b) Verificar con un potenciémetro el valor del pH
de una alicuota de la dilucidn, en un frasco
destinado para ese fin.

c) Transferir con una pipeta de émbolo (con punta
estéril) 10 mL de la dilucion 10-" a un frasco de
dilucién con 90 mL (medidos con una probeta de
100 mL, previo a su esterilizacion) de solucién
amortiguadora de fosfato (pH 7.2). Agitar y rotular
como “102”,

d) Con una pipeta de émbolo (con punta estéril)
transferir porciones individuales de 1 mL de la
dilucién 10-2 a cada una de 2 cajas de Petri
estériles.

e) Verter en cada una de las cajas 15 mL de agar
soya tripticaseina, fundido y enfriado a 45 °C,
mezclando cuidadosamente las muestras con el
agar. Dejar solidificar e incubar en posicion
invertida a 32.5 + 2.5 °C por 3 a 5 dias.

f) Realizar el conteo de las unidades formadoras
de colonias (UFC) en cada placa.

Es importante mencionar que las UFC esperadas
en la placa no deben exceder las 250 para los
organismos mesofilos aerobios.

La figura 4-1 describe de manera grafica el
procedimiento.
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microbianos, métodos de recuento, método de vaciado en
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placa”. _
4.2.2 MODELO MATEMATICO.
p
D UFC,
y=Fx- ; (1)
2V
Donde:

y = Unidades formadoras de colonias por mL de
muestra.

F = Factor de dilucion.

p = Numero de placas.

i = lésima placa.

UFCi = UFC en la i-ésima placa.

p
Y UFC, = Suma de las UFC de todas las

placas.

vi = Volumen transferido a la i-ésima placa.
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p
Zvi = Suma del volumen transferido a todas las

placas.

En este modelo y representa al mensurando, y los

términos del modelo se denominan magnitudes de

entrada.

Las magnitudes de entrada son las siguientes:

90+10 o 90+10 _10x10=100

10 10

El primer término del célculo de F se refiere a la

dilucion inicial de la muestra (10 mL en 90 mL de

medio), y el segundo a la subsecuente dilucién de

la muestra diluida (10 mL de la muestra diluida

mas 90 mL de medio), por lo que se habla de

diluciones seriadas con un factor de dilucion

constante.

UFC1=75UFCenlacaja 1.

UFC2=89 UFC en la caja 2.

vs =1 mL (se transfiri6 1 mL de la dilucion final de

la muestra a la caja 1).

v2=1mL (se transfiri6 1 mL de la dilucion final de

la muestra a la caja 2).

Al sustituir por sus magnitudes de entrada

respectivas y calcular:

_ 90+1O>< 90+10 5 75+89 _8200UFC /mL

10 10 1+1

4.2.3 COMPONENTES DE INCERTIDUMBRE EN

EL MODELO MATEMATICO Y SU

REPRESENTACION.

4.2.3.1 Componentes primarios.
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El modelo matematico desarrollado muestra las
magnitudes de entrada que permiten establecer
los componentes primarios de incertidumbre.

y= VetV Via Vg UFC, +UFC, )

V., Vg v, +V,
Donde:
Vsa = Volumen medido de solucidén amortiguadora
de fosfato pH 7.2.

Vm = Volumen medido de muestra.

Vma= Volumen medido de muestra diluida.

v = Volumen medido de transferencia de la
muestra diluida (1 2).

UFC = Cuenta de las UFC en la placa (1y 2).

En la figura 4-2 se muestra el diagrama causa—
efecto, los componentes primarios de
incertidumbre, asi como la incertidumbre asociada
con cada uno de ellos como son:

Uy_ = Incertidumbre asociada con el volumen

medido de solucién amortiguadora de fosfato
pH7.2.

Uy = Incertidumbre asociada con el volumen
medido de la muestra.

Uy = Incertidumbre asociada con el volumen
medido de la muestra diluida.

u, = Incertidumbre asociada con el volumen

medido de la muestra diluida que se transfirio a
cada caja.

Uyre = Incertidumbre asociada con las UFC
contadas en cada placa.
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Figura 4-2. Representacion de la férmula 2 utilizando un
diagrama causa—-efecto a un nivel de componentes
primarios.

4.2.3.2. Componentes secundarios.

En este ejemplo cada componente primario se
relaciona con fuentes de incertidumbre derivadas
de los materiales utilizados para llevar a cabo las
mediciones, asi como de aquellos factores
inherentes al método, tales como:

Probeta graduada de 100 mL para medir el
volumen de solucién amortiguadora de fosfato
pH7.2

Pipeta de émbolo de 10 mL con puntas estériles
para medir el volumen de la muestra.

Pipeta de émbolo de 10 mL con puntas estériles
para medir el volumen de la muestra diluida.

Pipeta de émbolo de 1 mL con puntas estériles
para medir el volumen de la dilucién final por
transferir a la caja de Petri.

Conteo de las UFC en la placa.

4.2.3.3. Estimacion de la incertidumbre de los
componentes secundarios y su combinacion.
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Cada uno de los componentes primarios en
nuestro ejemplo se relaciona con una 0 mas
fuentes causantes de incertidumbre (los
componentes secundarios). Una vez identificadas
las fuentes de incertidumbre de cada componente
primario, €s necesario determinar los
componentes secundarios de cada uno de ellos
que también causan variacion y posteriormente
estimar su incertidumbre. Esto corresponde a un
segundo nivel, o causas secundarias de
incertidumbre, lo que matematicamente puede ser
representado como:

La incertidumbre asociada con el volumen medido
de solucion amortiguadora de fosfato pH 7.2:

uvsa =f (Vsa1 ’Vsa2 !Vsa3 ’)

La incertidumbre asociada con el volumen medido
de la muestra:

uVm = f (Vm1 ’sz 'Vm3 ’)

La incertidumbre asociada con el volumen medido
de la muestra diluida:

uVmd = f (de1 ’de2 ’de3 ’)

La incertidumbre asociada con el volumen medido

de la muestra diluida que se transfiere a cada caja:

u,=fv,v,v,.)

La incertidumbre asociada con la medicion de las
UFC en la placa:

Uyee = f(UFC ,UFC ,UFC ,...)

Asi como para uno de los componentes primarios,
dénde
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Voo Ve, Va1V Vo V1o UFCLUFC ..

son componentes metrologicos asociados con el
componente primario respectivo.

V,

sa, !

Para medir el volumen de la soluciéon
amortiguadora de fosfato pH 7.2 (Vsa) se utiliza
una probeta graduada de 100 mL, la cual tiene
asociadas propiedades metrologicas como
exactitud (V, ), resolucion o legibilidad (V,, ),

repetibilidad (V, ), linealidad (V,, ),
reproducibilidad (V,, ) y temperatura ambiental
(V. ), entre otras (véase figura 4- 3).

sag

VsatVm o, VsatVmd , UFGHUFC,
Vin Vg Vi+Vz

y=

Figura 4-3. Representacion parcial del modelo fisico de la
férmula 2 considerando las fuentes de incertidumbre

correspondientes a U, .
sa

Para medir el volumen de la muestra (Vm, 10 mL),
se utiliza una pipeta de émbolo de 10 mL con
punta estéril, la cual tiene asociadas propiedades
metrologicas como exactitud (V,, ), resolucion

(legibilidad) (V,, ), repetibilidad (V,, ),

CONSULTA A USUARIOS DE LA FEUM 2022-4

Pagina 79 de 219 APENDICE IV. ESTIMACION DE LA
INCERTIDUMBRE DE METODOS ANALITICOS FARMACOPEICOS.



@
>

COFEPRIS

Comisiéon Permanente de la

‘.FEI_Im

Qv

FARMACDOPEHA

de los Estados Unidos Mexicanos

"2022, Afio de Ricardo Flores Magoén, Precursor de la Revolucion Mexicana™

Debe decir Justificacion*

linealidad (V,, ), reproducibilidad (V,, )y
temperatura ambiental (V,, ), entre otras (véase
figura 4-4).

Figura 4 - 4. Representacion parcial del modelo fisico de la
formula 2 considerando las fuentes de incertidumbre

correspondientes a Uy, .
m

Para medir el volumen de la muestra diluida (Vmd)
se utiliza una pipeta de émbolo de 10 mL, la cual
tiene asociadas propiedades metroldgicas como
exactitud (V,,, ), resolucion (legibilidad) (V. ),
repetibilidad (V,,, ), linealidad (V4 ),
reproducibilidad (V,,, ) y temperatura ambiental
(Ving, )» €ntre otras (véase figura 4-5).

Y= VsatVin x Vm:"vw.l % f”"f'r*'f{”'_-
Vim Vma VitV

m v
\ s
REPRODUCIBILIDAD ;
REPETIBILIDAD (Vi) o / b
(Vo) >
XACTITUD i

Wy Vo) . Uy, Uypc
. :
Va b Vina UFC

EEEEEEEEEE

) ’ LINEALIDAD
PIPETA DE EMBOLO |RESOLUCION ("]
DE 10mL Vo) .
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Figura 4-5. Representacion parcial del modelo fisico de la
férmula 2 considerando las fuentes de incertidumbre

correspondientes a U, .
mi

Para medir el volumen a transferir a cada caja de
la muestra diluida (v,1 mL) se utiliza una pipeta de
émbolo de 1 mL con punta estéril, la cual tiene
asociadas propiedades metrologicas como
exactitud (v1), resolucion (legibilidad) (v2),
repetibilidad (vs), linealidad (v4), reproducibilidad
(vs) y temperatura ambiental (ve), entre otras
(véase figura 4-6).

Un microbio6logo (analista u observador) cuenta las
UFC en cada placa, valor que tiene asociadas
propiedades metroldgicas como exactitud (UFC1),
legibilidad o resolucion (UFC2), conteo (UFCs),
linealidad (UFC4), repetibilidad (UFCs) y
reproducibilidad entre placas (UFCe) y
reproducibilidad entre analistas (microbidlogos)
(UFCy), entre otras (véase figura 4-7).

Vsa+Vim % Vsa+Vmd x UFCy +UFCy

Y=

Wa TEMI
Ui, \ W)

PIPETA DE
DE 1 mi
7 v
m A
EWT'V\JD : -
Vl'Vt"E"UUN‘ REPROI D \BIL DAD
u,
/ / / b

UH

F/gura 4-6. Representamon parcial del modelo fisico de la
formula 2 considerando las fuentes de incertidumbre
correspondientes a uv.
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y = VstV . VsatVina Ui“lj,+U.}'{,‘.
Vin Vind Vi+V,

\ \ .
/" / REPRODUCEILIDAD EXTRE m
REPETIBILIDAD ( fC| '/ -

conzo (07 "

rrrrr - r Uyre
d EX u uu h a2

UFC
REPRODUCIBILIDAD

r NEAUD’D EM'IREF ACAS

MICROBIGLOGO LEGILIBILIDAD (UF
44444

Figura 4-7. Representamon parcial del modelo fisico de la
férmula 2 considerando las fuentes de incertidumbre
correspondientes a Uurc

4.2.3.3.1 Incertidumbre asociada al volumen
medido de solucidén amortiguadora de fosfato
pH7.2 (u, ).

El proceso de medicion se lleva a cabo con una
probeta graduada de 100 mL.

4.2.3.3.1.1 Estimacion de la incertidumbre
asociada con los componentes secundarios.

Se cuenta con la siguiente informacion técnica:

Exactitud: Tolerancia asociada a la exactitud:
£05mL(£T).

Legibilidad: 1 mL (L).

Linealidad: No se cuenta con esta informacion.

Repetibilidad: No se cuenta con esta informacion.

Reproducibilidad: No se cuenta con esta
informacién.

Temperatura: La temperatura ambiental del

laboratorio tiene un £T de 3 °C respecto de 20 °C,

utilizando como disolvente agua para la
preparacion de la solucién amortiguadora de pH.
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a) Estimacion de la incertidumbre asociada con la
exactitud (S\,sal ).

La incertidumbre estandar de la exactitud se
calcula utilizando su tolerancia, utilizando la
distribucion triangular, al ser un material graduado.
Al sustituir y calcular:

s _ET_*05 _02041mL

a6 NG
b) Estimacion de la incertidumbre asociada a la
resolucion o legibilidad (S\,saz ).

La incertidumbre estandar de la legibilidad se
calcula considerando la distribucion triangular con
la siguiente formula. Al sustituir y calcular:

S, = 0.5xL _0.5x1_ 40041 mL

= /6 /6
c) Estimacién de las incertidumbres asociadas con
la repetibilidad (S,_), la linealidad (S,_, )y la

a3 a4

reproducibilidad (SVS% ).

Al no contar con informacion sobre la repetibilidad,
la linealidad y la reproducibilidad, no se pueden
agregar valores provenientes de estos parametros
para fines de estimacion de la incertidumbre
combinada.

d) Estimacion de la incertidumbre asociada al
efecto de la temperatura ( Sv... ):

Respecto a esta fuente de incertidumbre, se sabe que
la probeta se calibra a una temperatura de 20°C.
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Debido a ello, y al efecto de la dilatacion o
contraccion del disolvente causadas por la

temperatura, se puede presentar un error en la
medicidn del volumen, por lo que este efecto debe
considerarse como un error sistematico. Para
efectuar el calculo se deben tener registros de
temperatura ambiental en el laboratorio de
microbiologia donde es ejecutado el método, de
por lo menos un afio, para determinar tanto el
valor maximo de temperatura (Tmax), como su valor
minimo (Tmin) €n °C. Se calculan las diferencias
absolutas respecto de 20 °C (| Tmax-20|, | Tmin-20]) y
se selecciona la de mayor magnitud (AT). La
incertidumbre estandar se calcula con la

formula (3):

_VxaxAT

S e .(3)

Donde:

V = volumen medido (90 mL en este caso).

a = Coeficiente de expansion volumétrica del
solvente utilizado (0.00021 °C-1).

AT = Diferencia absoluta maxima de las
temperaturas anuales minima y méxima en el
laboratorio de microbiologia, respecto de 20 °C
(para este caso 3 °C)

Al sustituir y calcular:

~90x0.00021x3

SVsae G = 0.0231 mL

4.2.3.3.2 Combinacion de la incertidumbre de
los componentes secundarios para estimar la
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incertidumbre del volumen medido de solucién
amortiguadora de fosfato pH 7.2

Para combinar la incertidumbre de estos
componentes se utiliza la formula (4):

2 2 2 2 2 2
U, = \/ssal +8g, +84, +5q, +54, 154, ...(4)

NOTA: Los valores de S&,.,, S&, Y S2q. sON
desconocidos 0 aun no estimados.

Que al sustituir y calcular resulta en:

Uy, = Jo.20412 +0.20412 +0.0231% = 0.2896 mL

Este valor representa en el diagrama causa-efecto
al estimador de la incertidumbre relacionado al
volumen medido de solucion amortiguadora de
fosfato pH 7.2

4.2.3.4 Incertidumbre asociada al volumen
medido de la muestra (u, ).

El proceso de medicion se lleva a cabo con una
pipeta de émbolo de 10 mL.

4.2.3.4.1 Estimacion de la incertidumbre
asociada a los componentes secundarios.

Se cuenta con la siguiente informacion técnica:

Tipo: Digital.

Exactitud: Tolerancia asociada a la exactitud
+40 uL (£ 7).

Legibilidad: 10 pL.

Linealidad: No se cuenta con esta informacién.

Repetibilidad: 9 uL, reportada como desviacion
estandar.

Reproducibilidad: No se cuenta con esta
informacién.
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Temperatura: La temperatura ambiental del
laboratorio tiene un AT de 3 °C respecto de 20 °C
y la muestra esta en una base acuosa.

Estimacion de la incertidumbre asociada a la
exactitud (S,_):

La incertidumbre estandar de la exactitud se
calcula utilizando su tolerancia con la distribucion
rectangular, por ser un material digital. Al sustituir
y calcular:

s, Tl 149 23004 pl =0.0231 ml
S

Estimacion de la incertidumbre asociada a la
legibilidad o resolucion (S, ).

_05xL _05x10

= = =2.8868 pL = 0.0029 mL
R R "

Estimacion de la incertidumbre asociada a la
repetibilidad (5va ).

La incertidumbre estandar de la repetibilidad esta
reportada como desviacion estandar, por lo tanto:

Sy,, = 9 uL =0.0090 mL

Estimacion de las incertidumbres asociadas a la
linealidad (S, )y alareproducibilidad (Sy_ ).

Al no contar con informacién sobre |a linealidad y
la reproducibilidad, no se pueden agregar valores
provenientes de estos parametros para fines de
estimacion de la incertidumbre combinada.
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Estimacion de la incertidumbre asociada a la
temperatura (S, ).

Respecto de la temperatura, se sabe que la pipeta
se calibra a una temperatura de 20 °C, con la
informacién antes mencionada en el inciso (d) del
numeral anterior y empleando la formula (5):
5, = VX“fAT (5)

6 3
Donde:
V = Volumen transferido con una pipeta de émbolo
(para este caso de 10 mL).
a = Coeficiente de expansion volumétrica del

solvente utilizado, que en este caso corresponde
al del agua (0.00021 °C-1).

AT=3°C.
Al sustituir y calcular se tiene:
10x0.00021 x 3
S, = = (0.0036 mL
Ving \/§

4.2.3.4.2 Combinacion de la incertidumbre de los
componentes secundarios para estimar la
incertidumbre del volumen de la muestra (10 mL)
medido con la pipeta de émbolo de 10 mL.

Para combinar la incertidumbre de estos

componentes se utiliza la formula (6):
2

by =[5 s+ v +s +8 - {0)
NOTA: Los valores de Si7 .y S __son

desconocidos 0 aun no estimados.
Que al sustituir y calcular resulta en:
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uVm =
\/0.02312 + 0.0029% + 0.0090% + 0.0036% =
0.0252 mL

Este valor representa en el diagrama causa-efecto
al estimador de la incertidumbre relacionado al
volumen medido de la muestra.

4.2.3.5 Incertidumbre asociada al volumen
medido de la muestra diluida (u, ).

El proceso de medicién se lleva a cabo con una
pipeta de émbolo de 10 mL.

4.2.3.5.1 Estimacion de la incertidumbre
asociada a los componentes secundarios.
Se cuenta con la siguiente informacion técnica:
Tipo: Digital.

Exactitud: Tolerancia asociada a la exactitud
+40 L (£ 7).

Legibilidad: 10 L.

Linealidad: No se cuenta con esta informacion.
Repetibilidad: 9 uL, reportada como desviacion
estandar.

Reproducibilidad: No se cuenta con esta
informacion.

Temperatura: La temperatura ambiental del
laboratorio tiene un AT de 3 °C respecto de 20 °C
y la muestra esté en una base acuosa.
Estimacion de la incertidumbre asociada con la
exactitud (s, ):

La incertidumbre estandar de la exactitud, esta en
funcién de su tolerancia, la cual se calcula
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utilizando la distribucion rectangular, por ser un

material digital. Al sustituir y calcular:

CET] 49 23.0940 L = 0.0231 mL
s, ==l
mdy. \/§ \/§

Estimacion de la incertidumbre asociada a la
legibilidad o resolucion (S,, ).

_05xL _05x10 _, 68 11 =0.0020 mL

S =

Estimacion de la incertidumbre asociada a la
repetibilidad (S,, ).

La incertidumbre estandar de la repetibilidad esta
reportada como desviacién estandar, por lo tanto:

Suy,, =9 ML= 00090 mL

Estimacion de las incertidumbres asociadas a la
linealidad (S, )y alareproducibilidad (Sdes ).

d4

Al no contar con la informacién de la linealidad y la
reproducibilidad, no se pueden agregar valores
provenientes de estos parametros para fines de
estimacion de la incertidumbre combinada.

Estimacion de la incertidumbre asociada a la
temperatura (S, ).

Respecto de la temperatura, se sabe que la pipeta
se calibra a una temperatura de 20 °C, con la
informacion antes mencionada en el inciso (d) del
numeral 4.2.3.5.1 y empleando la formula (7):

' _VxaxAT (7)

mdg - \/§
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Donde;:

V = Volumen transferido con una pipeta de émbolo
(para este caso de 10 mL).

a = Coeficiente de expansion volumétrica del
solvente utilizado, que en este caso corresponde
al del agua (0.00021 °C-1).

AT =3 °C.
Al sustituir y calcular se tiene:
10x0.00021x3
S, =—F—"—"—"""-10.0036 mL
V’"dG \/§

4.2.3.5.2 Combinacion de la incertidumbre de los
componentes secundarios para estimar la
incertidumbre del volumen de la muestra diluida
(10 mL) medido con la pipeta de émbolo de 10 mL.

Para combinar la incertidumbre de estos
componentes se utiliza la formula (8):

_ [ 2 2 2 2 2 ..(8
U, =56, +55, 450, 450, 4t +sh, ()

NOTA: Los valores de S2vma4 y S2vimds Son
desconocidos o aun no estimados.

Que al sustituir y calcular resulta en:

uvmd =

\/0.02312 + 0.0029% + 0.0090% + 0.0036% =

0.0252 mL

Este valor representa en el diagrama causa-efecto
al estimador de la incertidumbre relacionado al
volumen medido de la muestra diluida.

4.2.3.6 Incertidumbre asociada al volumen de la
muestra diluida que se transfirio a cada caja de
Petri (u,).
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El proceso de medicion se lleva a cabo con una
pipeta de émbolo de 1 mL.

4.2.3.6.1 Estimacion de la incertidumbre asociada
a los componentes secundarios.

Se cuenta con la siguiente informacion técnica:

Tipo: Digital.

Exactitud: Tolerancia asociada a la exactitud
+6 L (£T).

Legibilidad: 1 L.

Linealidad: No se cuenta con esta informacion.

Repetibilidad: 1 uL, reportada como desviacion
estandar.

Reproducibilidad: No se cuenta con esta
informacién.

Temperatura: La temperatura ambiental del
laboratorio tiene un AT de 3 °C respecto de 20 °C
y la muestra esta en una base acuosa.

Estimacion de la incertidumbre asociada a la
exactitud (S, ):

La incertidumbre estandar de la exactitud, utiliza
su tolerancia, la cual se calcula utilizando la
distribucion rectangular, por ser un material digital.
Al sustituir y calcular:

s _FETI_ 8| _3.4641 L = 0.0035 mk
R

Estimacion de la incertidumbre asociada a la
legibilidad o resolucion (S, ).

S 0oxL_05x1_ 2887 L = 0.0003 mL

R CRC

CONSULTA A USUARIOS DE LA FEUM 2022-4

Pagina 91 de 219 APENDICE IV. ESTIMACION DE LA
INCERTIDUMBRE DE METODOS ANALITICOS FARMACOPEICOS.



‘.FEI_Im

4 @ SALUD Q COFEPRIS Comisién Permanente de la
"F ARMACOPER

>

de los Estados Unidos Mexicanos

"2022, Afio de Ricardo Flores Magoén, Precursor de la Revolucion Mexicana™

Debe decir Justificacion*

Estimacion de la incertidumbre asociada a la
repetibilidad (S, ).

La incertidumbre estandar de la repetibilidad esta
reportada como desviacion estandar, por lo tanto:

S,, =1pL=0.0010 mL

Estimacion de las incertidumbres asociadas a la
linealidad (S,, ) y a la reproducibilidad (S, ).

Al no contar con la informacion de la linealidad y la
reproducibilidad, no se pueden agregar valores
provenientes de estos parametros para fines de
estimacién de la incertidumbre combinada.

Estimacion de la incertidumbre asociada a la
temperatura (S, ).

Respecto de la temperatura, se sabe que la pipeta
se calibra a una temperatura de 20 °C, con la
informacidén mencionada en el inciso (d) del
numeral 4.2.3.5 y con la férmula (9):

S _VxaxAT .

e

Donde:

V = Volumen transferido con una pipeta de émbolo
(para este caso de 1 mL).

a = Coeficiente de expansion volumétrica del
solvente utilizado, que en este caso corresponde
al del agua (0.00021 °C-1).

AT =3°C.
Al sustituir y calcular se tiene:
1x0.00021x 3
S, =———F————=0.0004 mL
§ V3
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4.2.3.6.2 Combinacion de la incertidumbre de los
componentes secundarios para estimar la
incertidumbre del volumen transferido a cada
placa de la muestra diluida (1 mL), medido con la
pipeta de émbolo de 1 mL.

Para combinar la incertidumbre de estos
componentes se utiliza la formula (10):

2 2 2 2 2 2
u, =\/s\,1 +s, +s, +8, +5; +s; +...(10)

NOTA: Los valores de Sz, y S;. son desconocidos
0 aun no estimados.

Que al sustituir y calcular resulta en:

uvmd =

\/0.00352 +0.0003% + 0.0010% + 0.0004% =

0.0036 mL

Este valor representa en el diagrama causa-efecto
al estimador de la incertidumbre relacionado al
volumen medido de la muestra diluida adicionado
a la caja de Petri.

4.2.3.7 Incertidumbre asociada a la medicion de
las UFC en las placas (Uygc)-

Se han identificado las siguientes fuentes de
incertidumbre, (ver Figura 7):

Exactitud: Se estim6 a partir de un estudio
publicado de recuperacion relativa de UFC a partir
de varias muestras inoculadas.

Legibilidad: Se acepta que sea 1 UFC, es decir
esta es la resolucidn del método.

El conteo de las UFC se ajusta a una distribucion
de Poisson.
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Linealidad: Se estimé a partir de un estudio
publicado de recuperacion relativa de UFC a partir
de varias de muestras inoculadas.

Repetibilidad de la lectura de los conteos: Se
estimo a partir de un estudio publicado de
repetibilidad de cuentas de UFC por un
microbidlogo.

Reproducibilidad de la lectura de los conteos: Se
estimé a partir de un estudio publicado de
reproducibilidad de UFC entre microbi6logos.

Es importante mencionar que estas fuentes de
incertidumbre presentan diferentes unidades de
medicion, por lo que se debe proceder a la
estimacion de su incertidumbre estandar relativa.
Estimacion de la incertidumbre estandar relativa
asociada al error sistematico de la exactitud

(S,

y
En la tabla 1 se presentan los resultados de un
estudio de recobros para este método
microbiolégico de conteo en placa. Se cuenta con

la siguiente informacién técnica:
TABLA 1. UFC INOCULADAS Y UFC RECUPERADAS.

MUESTRA UFC UFC
INOCULA | INOCULAD
DA AS RECUPERADAS
1 30,000 20,000
2 17,000 12,000
3 36,000 49,000
4 150 90
5 2,400 1,300
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6 43,000 32,000

7 100 98

8 42,000 31,000

9 19,000 12,000

10 100 120

11 580,000 410,000

12 2,500 2,000

13 1,100 930

14 18,000 12,000

15 2,000 1,900

16 1,700 2,100

17 2,100 1,700

18 150 100

19 2,000 1,600

20 150 110

Es posible sostener que al transformar las UFC en
sus logaritmos naturales se obtiene una
distribucion de los valores proxima a la normal. En
la Tabla 2 se reportan los resultados de las UFC
transformadas, y con base a ellas se reporta el
porcentaje (%) de recobro (y) de cada muestra.
Para determinar si el método es exacto o es
necesario calcular la magnitud del error
sistematico, se calcula el intervalo de confianza al
95 % (LIC, LSC) para el verdadero valor de la
media poblacional, usando la Formula (11):

LIC,LSC = Yy +t5475,4 <> (1)

Jn

Dénde:
y = Media aritmética del porcentaje de recobro
(en este caso 97.0388 %).
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too7s01 = Valor de la distribucion t de Student

(95 % de confianza), y “n-1” grados de libertad
(2.093, véase Tabla 1 del capitulo de estadistica
para ensayos bioldgicos).

S = Desviacién estandar del % de recobro
(para este caso 3.6081 %).

n = Numero de muestras inoculadas
(en este caso 20).

TABLA 2. PORCENTAJE DE RECOBRO (y) DE
LAS VARIABLES

TRANSFORMADAS A SU LOGARITMO
NATURAL.

In UFC In UFC %
m'\l/lggSL%\A INOCULA- | RECUPERA- | RECOBRO
DAS DAS v)
1 10.3090 |  9.9035 96.0669
2 9.7410 9.3927 96.4243
3 104913 | 107996 | 102.9386
4 5.0106 4.4998 89.8052
5 7.7832 74701 92.1227
6 106690 | 10.3735 97.2306
7 4.6052 4.5850 99.5613
8 106454 | 10.3417 97.1473
9 9.8522 9.3927 95.3357
10 4.6052 4.7875 103.9591
11 132708 | 12.9239 97.3862
12 7.8240 7.6009 97.1480
13 7.0031 6.8352 97.6028
14 9.7981 9.3927 95.8618
15 7.6009 7.5496 99.3252
16 74384 7.6497 102.8408
17 7.6497 7.4384 97.2377
18 5.0106 4.6052 91.9079
19 7.6009 7.3778 97.0642
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20 5.0106 4.7005 93.8101
Al sustituir y calcular:
LIC, LSC => 97.0388+ 2.093x %031 -

95.35 %, 98.73 %

Ya que el intervalo de confianza no incluye el 100
%, el método es inexacto por lo que presenta error
sistematico (es), cuyo valor estimado en el caso
conservador o peor de los casos, es -4.65 %
(95.35 - 100). La incertidumbre estandar relativa

: : . . SUFc1
asociada a la inexactitud del método (T) se
estima a partir de una distribucion rectangular con

la formula (12).

eS
Sure, 100
= 'E 12
y 3 12
Al sustituir y calcular:
—4.65
S
ure 1 100 T_ 0268
y J3

Incertidumbre estandar relativa asociada a la
resolucion (legibilidad) de los conteos de las UFC

S
en las placas (=<2,
y

La legibilidad (L), al realizar el conteo, es de 1
UFC y dado que los conteos, por su naturaleza, no
se relacionan con una escala continua, sino con
una escala discreta, el calculo de su incertidumbre
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estandar ( Sygc,) se obtiene de una distribucion
rectangular, con la formula (13).

L
Sure, = (13

Al sustituir y calcular:

Surc, =% _ 05754 UFC

Para poder expresar esta incertidumbre de
manera relativa, se debe dividir la incertidumbre
estandar entre la media aritmética de los

resultados de la determinacion del vaciado en
S
placa (—£%2) Para este caso especifico (75 UFC
y

en la caja Petri 1y 89 UFC en la caja Petri 2 véase
el numeral 2 de este ejemplo). El resultado
obtenido es:

Surc, 05754
y (75189 0.0070

2

Estimacion de la incertidumbre asociada a los
conteos, estimada como incertidumbre estandar

S
relativa (—2=2 ).
y

Esta estimacion esta relacionada con el conteo
que lleva a cabo el microbiélogo (observador), el
cual por su naturaleza de unidades viables
presentes en un volumen muestreado se ajusta a
una distribucion de Poisson. La incertidumbre
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estandar relativa del conteo se calcula con la
férmula (14), para el caso de 2 0 més placas:

Donde:

p = Numero de placas.

i = i-ésima de placa.

UFCi = UFC de la i-ésima placa.

i=1

p
ZUFCi = Suma de las UFC de todas las placas.

Al sustituir y calcular:

S
vre _ |1 _ 00781
y 75+89

Estimacion de la incertidumbre como
incertidumbre estandar relativa, asociada a la

linealidad (M ).
y

En la tabla 1 se presentan los resultados del
estudio de recobros para este método
microbioldgico de conteo en placa, llevado a cabo
por un mismo microbidlogo en una sola corrida.

En la tabla 2 se reportan los resultados
normalizados de UFC (al haber sido
transformados a su logaritmo natural) para cada
muestra inoculada.

Para evaluar la linealidad es necesario calcular:

b1 = pendiente.

bo = ordenada al origen.
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r2 = coeficiente de determinacion.

Syx = desviacidn estandar de regresion.

y = media aritmética del logaritmo natural de las
UFC recuperadas.

CVyi = coeficiente de variacion de regresion.

S,, = desviacion estandar de la pendiente.

IC(1) = intervalo de confianza para el verdadero
valor de la pendiente.

x = media aritmética del logaritmo natural de las
UFC inoculadas.

Sy, = desviacion estandar de la ordenada al

origen.

IC(fs) = intervalo de confianza para el verdadero
valor de la ordenada al origen.

Con las siguientes formulas:

L -0 g
' nx (3 x*) - x)?
b, = 2 "0 g

n
2 (x Q) -0 < y)? ..(17)
xx) -0 xmx Xy - y)?)

o :JZyZ—blx(ny)—box(Zw,_(18)

n-2

y=2Y )

n

S Ix
=—2%x100...(20)
y

CV

y/x
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X =

IC(B,) =Dy £tog750 2 % Spo ---(25)
too7sn_o = Referirse ala Tabla 1 del capitulo de

Estadistica para Ensayos Bioldgicos.
Para los resultados de la Tabla 2.
n =20
Jx =161.919143
Jy =157.319765
2x2 =1425.528771
)2 =1349.636414
Jxy =1386.479105

x =8.095957
y =7.865988
t0.975,18 = 2101
Al sustituir en las férmulas respectivas y al
calcular:
~ 20x157.319765 —161.919143 x157.319765
' 20x1425.528771 — (161.919143)?
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0.984482

b — 157.319765 —0.984482 x161.919143 _

0 20
-0.101911

. (20 x1386.479105 —161.919143 x 157.319765 )° B
"= (20><l425.52877l—161.9191432)><(20><1349.636414 —157.3197652) -
0.990009
s = \/1349.636414 —0.984482 x1386.479105 — (—0.109911) x157.319765 _

v 20-2
0.249508

y= 157.319765 _ 7865988

20
~0.249508

yix = —— — x100=317%
7.865988

S,, =0.249508 x J

1
(161.919143)°

1425.528771 -

0.023303
IC(3,) = 0.984482 + 2.101x 0.023303 =

0.935222, 1.033143

X = 161-92?143: 161.919143

2
S,, =0.249508 x le + (161.919143) =

1425 52771 — (161.919143)°

0.196740
IC(f,) =—-0.101911 + 2.101x 0.196740 =
-0.515262, 0.311440

En la figura 8 se muestra el diagrama de
dispersion, la linea de mejor ajuste, incluyendo el
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modelo, el coeficiente de determinacion y el
coeficiente de variacion de la regresion.

En funcion de los resultados obtenidos, se puede
establecer que el método es lineal, ya que:

El IC(%) incluye el valor de cero.

El IC(p1) incluye el valor de uno.

La calidad de ajuste al modelo lineal es apropiada,
ya que: r2>(0.98.

La variacion de la respuesta es apropiada, ya que:
CVy/x <5%.

Lo anterior permite establecer que el método
carece de error sistematico en el intervalo de
linealidad evaluado, por lo que la unica fuente de
error es el aleatorio, por lo que la incertidumbre
estandar relativa de la linealidad del método se
obtiene con la formula (26).

SUFC4 — Sy/x (26)
y y
Dénde:

y = Media aritmética del logaritmo natural de las

UFC recuperadas, que para este caso equivale a
7.865988.
Al sustituir y calcular:

Surc, _ 0.249508
y 7.865988

= 0.0317
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LINEALIDAD DEL METODO
14.0000

12.0000 |y =0.984182x-0.101911
r? = 0.990009 o
CVy/x=3.17% -

8.0000

6.0000

10.0000

e

LN UFC RECUPERADS
L]

4.0000
2.0000

0.0000
0.0000 2.0000 4.0000 6.0000 8.0000 10.0000 12.0000 14.0000

LN UFC INOCULADAS

Figura 4-8. Gréfico de linealidad del método de cuenta en
placa para las variables transformadas a su logaritmo natural
de UFC inoculadas (x) y UFC recuperadas (y).

Es importante sefialar que la incertidumbre relativa
estimada solo es valida para el intervalo en UFC
en el que se demostro que el método carece de
error sistematico (es decir, en que el método es
lineal).

Estimacion de la incertidumbre estandar relativa

asociada a la repetibilidad ( Sures ):
y

En la tabla 3 se presentan los resultados del
estudio de repetibilidad, donde un microbidlogo
llevé a cabo la lectura por duplicado de 10 placas.
El orden de las placas en la primera y segunda
lectura fueron establecidas de manera aleatoria.

Es posible asumir que los logaritmos naturales de
las UFC se ajustan a una distribucion normal. En
la tabla 4 se reportan los resultados de la variable
transformada para cada placa — (lectura).
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Considerando las caracteristicas del presente
estudio, se establece:

Un microbiélogo u observador.

‘n” placas, para este caso n=10.

Unicamente 2 conteos por placa, reportados por el
mismo microbidlogo.

La desviacion estandar de la repetibilidad (Srr) se
obtiene con la formula (27).

S 24 ..(27)

RT :\ 2xn

Dénde:

d, = diferencia de la transformacion logaritmo

natural de las UFC de ambas lecturas de la
I-ésima placa.

n = NUmero de placas.

TABLA 3. CONTEOS DE UFC EN UN ESTUDIO

DE REPETIBILIDAD

ORDEN DE

LECTURA PLACA | LECTURA | CONTEO (UFC)
1 7 1 85
2 5 1 112
3 6 1 349
4 9 1 16
5 4 1 399
6 3 1 57
7 2 1 40
8 8 1 129
9 10 1 27
10 1 1 343
11 8 2 122
12 9 2 17
13 1 2 337
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14 6 2 325
15 2 2 39
16 7 2 84
17 5 2 130
18 10 2 27
19 4 2 397
20 3 2 62
TABLA 4. LOGARITMO NATURAL DE LOS
CONTEOS DE UFC EN
UN ESTUDIO DE REPETIBILIDAD
LOGARITMO NATURAL DE LAS
PLACA LECTURAS DE UFC
1 2
1 58377 58201
2 3.6889 3.6636
3 4.0431 4.1271
4 5.9890 5.9839
5 4.7185 4.8675
6 5.8551 5.7838
7 4.4427 4.4308
8 4.8598 4.8040
9 2.7726 2.8332
10 3.2958 3.2958

En la tabla 5 se reportan las diferencias para todas
las placas.

Al sustituir y calcular con la férmula (27):

s - \/0.01762 +0.0253% +...+ 0
" 2x10

= 0.0460

La incertidumbre estandar relativa de la
repetibilidad se calcula con la formula (28).

TABLA 5. DIFERENCIAS DE LOS 2 CONTEOS
DE UFC TRANSFORMADOS A SU LOGARITMO
NATURAL, DE LAS 10 PLACAS

CONSULTA A USUARIOS DE LA FEUM 2022-4

P4gina 106 de 219 APENDICE IV. ESTIMACION DE LA
INCERTIDUMBRE DE METODOS ANALITICOS FARMACOPEICOS.



‘.FEI_Im

4 @ SALUD Q COFEPRIS Comisién Permanente de la
"F ARMACOPER

>

de los Estados Unidos Mexicanos

"2022, Afio de Ricardo Flores Magoén, Precursor de la Revolucion Mexicana™
Debe decir Justificacion*

PLACA d

Olo|N || |lw | —
o
—
S
©
o

_\
o
ol
o2l
o
o
o

Dénde:

y =media aritmética del logaritmo natural de
todas las lecturas de UFC de las 10 placas
(columnas 1y 2 de la Tabla 4), para este caso
4.5557.

Al sustituir y calcular:

Surc, _ 0.0460 _ 401
y

Es importante sefialar que la incertidumbre relativa
estimada solo es valida para el intervalo en UFC
cubierto por el estudio (17 a 397 UFC).

Estimacion de la incertidumbre estandar relativa
asociada a la reproducibilidad entre placas para un

S
microbidlogo (X2 ):
y

Esta incertidumbre se calcula con la formula (29).
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SUFC6 _ SUFc5 «

y y

Donde:

Sure, = Incertidumbre estandar de la repetibilidad.
y

UFCi = unidades formadoras de colonias en la
i-ésima placa, (75 enlaplaca1y89 UFCenla
placa 2; ver numeral 2 de este capitulo).

Al sustituir y calcular:

75° +89°
(75 +89)?

Estimacion de la incertidumbre estandar relativa
asociada a la reproducibilidad entre microbidlogos

=0.0072

S
“;Cﬁ =0.0101x

(o )

y
En la Tabla 6 se presentan los resultados de un
estudio de reproducibilidad entre -microbidlogos,
en el cual se procedieron a asignar 10 muestras a
2 microbidlogos para llevar a cabo la prueba de
limites microbianos, por el método de vaciado en
placa (UFC).
TABLA 6. CONTEO DE UFC EN UN ESTUDIO DE
REPRODUCIBILIDAD ENTRE MICROBIOLOGOS

MUESTRA MICROBIOLOGO
A B
1 110 136
2 56 72
3 310 275
4 110,000 250,000
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5 710 656
6 35 35
7 156 140
8 503 565
9 1,200 1,700
10 220 195

Es posible asumir que los logaritmos naturales de
las UFC se ajustan a una distribucién normal. En
la Tabla 7 se reportan los resultados de la variable
transformada para cada resultado del conteo.

Considerando el estudio, se puede establecer:

2 microbidlogos u observadores.

[{§9% )

n" muestras, donde para este caso n=10.

2 lecturas por muestra.

La desviacion estandar de la reproducibilidad (Src)
se obtiene con la formula (30).

Sec :,/ﬁ ..(30)
2xn

Donde;

d. = Diferencia de la transformacion logaritmo

natural de las cuentas de UFC obtenidas en la
I-esima muestra, obtenidas por ambos
microbidlogos.

En la tabla 8 se reportan las diferencias para todas
las muestras.

TABLA 7. LOGARITMO NATURAL DEL CONTEO
DE UFC EN UN ESTUDIO DE ,
REPRODUCIBILIDAD ENTREMICROBIOLOGOS

MUESTRA MICROBIOLOGO
A B
1 4.7005 4.9127
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2 4.0254 4.2767
3 5.7366 56168
4 11.6082 12.4292
5 6.5653 6.4862
6 3.5553 3.5553
7 5,0499 4.9416
8 6.2206 6.3190
9 7.0901 7.4384
10 5.3936 52730
TABLA 8. DIFERENCIAS DE LOS 2 CONTEOS
DE UFC POR MICROBIOLOGO,

TRANSFORMADAS A SU LOGARITMO
NATURAL, PARA LAS 10 MUESTRAS

MUESTRA d.

-0.2122
-0.2513
0.1198
-0.8210
0.0791
0.0000
0.1082
-0.0984
-0.3483
10 0.1206

Al sustituir y calcular con la férmula (30):

(-0.2122)2+4(-0.2513)2...4+0.12062
Src =
2X10

O|ND || [(WIN|—

©

=0.2191

La incertidumbre estandar relativa de la
reproducibilidad entre microbidlogos se calcula
con férmula (31):
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Sure, _See 1)
y y

Dénde:

y =media aritmética del logaritmo natural de las

UFC contadas en las 10 muestras por los dos
microbidlogos (6.0597).

Al sustituir y calcular con la férmula (31):

SuFrc, _ 0.2191 —0.0362
y 6.0597 )

Es importante sefialar que la incertidumbre relativa
estimada solo es valida para el intervalo de UFC
cubierto por el estudio.

Para combinar la incertidumbre estandar relativa
de estos componentes, utilizando la ley de
propagacion de los errores, se utiliza la formula
(32) (ver formula 7, del numeral 5.2.1).

Suipc _ {SUFC, T Jr{Sch2 T +{SUFQ T T {SUFQ T +{SUFQ T +|:SUFCE T 4 {SUF(} T
y y y y y y y y

..(32)

Suec _ 0.0268% +0.0070% + 0.0782% +0.0317% + 0.0102% +0.0072* +0.03622
y

= 0.0966

4.2.4. ESTIMACION DE LA INCERTIDUMBRE DE LOS
COMPONENTES DEL MODELO MATEMATICO.

4.2.4.1 Incertidumbre estandar relativa del factor de dilucion

F representa el factor de dilucion del modelo
matematico (1), siempre y cuando Vm=Vmd.

Dénde:
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foYatVn (33

Vm
Por lo que el modelo (1), dado que el factor de
dilucion es constante (f), puede ser reescrito

como:
p
Y UFC,
2 i

y="f"x"-
2V

La incertidumbre estandar relativa debida al factor
de dilucion se obtiene con la férmula (35).

2
u
s s u\ia +Vs§ x{\}lm }
R SR g "1 (35)

V,+V, (V, +Vg)?

En nuestro caso:

Vm = volumen de la muestra (10 mL).

Vsa = volumen de la solucién amortiguadora de
fosfato pH 7.2 (90 mL).

Uy = incertidumbre estandar del volumen de la

.(34)

solucidén amortiguadora de fosfato pH 7.2
(uy,_ =0.2896 mL; ver numeral 3.3.1.2).

uy_=incertidumbre estandar del volumen de la
muestra (u, =0.0252 mL; ver numeral 3.3.2.2).

Al sustituir y calcular con la férmula (35):
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2
0.2896° +90° x {0'0252}
=0.0037

f (10+90)?
La incertidumbre estandar del factor de dilucion al

cuadrado (S?F ) se calcula con la férmula (36):

£ =Jkx—...(36
g = ko3

Donde:

k = nimero de diluciones, que para este caso
especifico es 2 (k=2).

Al sustituir y calcular:

S?F — /2 x0.0037 = 0.0052

4.2.4.2 Incertidumbre estandar relativa asociada
con la medicion de las UFC en las placas

S
( > UFC, )

3 UFC,

p
En el modelo matemético aparece ZUFCi =

Suma de las UFC de todas las placas, que en
términos de incertidumbre estandar relativa se

SZUFCi

Y UFC,

realizado en el numeral 3.3.5, que en términos de
incertidumbre estandar representa a:

debe expresar como , y este calculo ya fue

CONSULTA A USUARIOS DE LA FEUM 2022-4 Pagina 113 de 219 APENDICE IV. ESTIMACION DE LA
INCERTIDUMBRE DE METODOS ANALITICOS FARMACOPEICOS.



e AA—=um
4 ¥ COFEPRIS Comisién Permanente de la

FARMACDOPEHA

” de los Estados Unidos Mexicanos
"2022, Afio de Ricardo Flores Magoén, Precursor de la Revolucion Mexicana™
Debe decir Justificacion*
S
—UFE =0.0966
UFC
4.2.4.3 Incertidumbre estandar relativa del volumen de las

S5, ).
2V
P

En el modelo matematico aparece Zvi = Suma

]
del volumen transferido a cada placa, que en
términos de incertidumbre estandar relativa se

S5,

debe expresar como Z , y el calculo del numerador
Vi

muestras diluidas transferidas a las placas (

ya fue realizado en el numeral 4.2.3.6, donde:
Szv, =u, =0.0036 mL

Para obtener la incertidumbre estandar relativa

( sz' ) se debe utilizar la férmula (37).
Vi

Szvi — \/E x uvmd

ZVi a Zvi

Dénde:

> Vi = suma de los volumenes transferidos de las

muestras diluidas a las dos placas (2 mL).
Al sustituir y calcular:

s
S _S, 2 x(;.0036 ~0.0026

dSviv
4.2 5 ESTIMACION DE LA INCERTIDUMBRE DE LAS UFC
EN LA MUESTRA
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La incertidumbre del resultado (UFC/mL) de la
muestra se obtiene al calcular su incertidumbre
S

estandar relativa (7y

), su incertidumbre
. S : :
expandida (2 x TV) y su incertidumbre absoluta

S
(yx2x—2).
y

La incertidumbre estandar relativa se calcula con
la férmula (38), basada en la formula (7) del
numeral 5 del capitulo de incertidumbre.

s =J[SFFT+LSJUFF§T{SVVT .(38)

Sy

y
Al sustituir y calcular:
S

TV = /0.0052 +0.0966% +0.00267 =0.0968

Al calcular la incertidumbre expandida, utilizando
un factor de cobertura k = 2:

25>V _ 01936
y

Al calcular de manera absoluta,
siy = 8200 UFC/mL

S
yx2x7y=8200><0.1936= 1587.34 =
1587 UFC/mL

Por lo tanto, el resultado se debe expresar como:

8.200 + 1.587 = 6,613 2 9,787 UFCImL
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Es decir, con una confianza del 95 % el verdadero
valor de la cuenta de microorganismos en la
muestra no es inferior a 6,613 ni superior a 9,787
UFCImL.

5.0 EJEMPLOS DE ESTIMACION DE
INCERTIDUMBRE CON EL ENFOQUE DE
ARRIBA HACIA ABAJO

5.1 DETERMINACION DE CONTENIDO DE
CLORHIDRATO DE AMBROXOL, TABLETAS DE
30 mg POR ESPECTROFOTOMETRIA VISIBLE Y
ULTRAVIOLETA)

5.1.1 Introduccion

Este ejemplo ilustra la forma en que los datos
obtenidos de la verificacion del método se pueden
utilizar para estimar la incertidumbre de medicion.
El objetivo es determinar el contenido de
clorhidrato de ambroxol en tabletas.

5.1.2 Método analitico

La monografia para tabletas de Clorhidrato de
ambroxol, del capitulo de Preparados
farmacéuticos, establece en la prueba de
Valoracion el uso del MGA 0361,
Espectrofotometria visible y ultravioleta, para una
especificacion de no menos del 95.0 % y no mas
del 105.0 % de la cantidad indicada en el marbete.
5.1.3 Modelo matematico

Para calcular el contenido de clorhidrato de
ambroxol en tabletas considerar el siguiente
modelo matematico:
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y = _m W C"
ArEf 41)

Donde:

y = Contenido de clorhidrato de ambroxol en la
muestra (ug/mL).

m= Absorbancia de la disolucién de la muestra
(unidades de absorbancia).
Arer= Absorbancia de la disolucion de la sustancia
de referencia (unidades de absorbancia).

C = Concentracion de la disolucién de la
sustancia de referencia del clorhidrato de
ambroxol (Ug/mL).

Para determinar la concentracion de la disolucion
de referencia del clorhidrato de ambroxol, aplicar
la siguiente formula:

m, P Va
C=—x——x—
Vi 100 V5 (42)

Dénde:

C = Concentracion de la disolucién de la sustancia
de referencia (ug/mL).

mr= Masa de la sustancia de referencia (mg).

V1 = Volumen de aforo de la masa de la sustancia
de referencia (mL).

V2 = Volumen de alicuota de la disolucion de la
sustancia de referencia (mL).

V3= Volumen de aforo final de la disolucién de la
sustancia de referencia (mL).

P = Pureza de la sustancia de referencia (%).

100 = Factor de conversion del porcentaje de la
pureza.
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5.1.4 Identificacion y analisis de los
componentes de incertidumbre

La estimacién de la incertidumbre esta basada en
los diferentes componentes de la disolucion de
referencia. La incertidumbre de las lecturas de
absorbancia de la muestra y disolucion de
referencia estan consideradas en las desviaciones
estandar de los parametros de recuperacion,
repetibilidad y precision intermedia obtenidas en la
verificacion del método.

5.1.5 Estimacion de la incertidumbre
correspondiente a la masa de la sustancia de
referencia (ua)

La incertidumbre reportada en el informe de
calibracién de la balanza es de 0.00002 g a un
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nivel de masa de 35 mg (masa a pesar de la
sustancia de referencia) con un valor de factor de
cobertura k = 2. Estimar la incertidumbre aplicando
la formula 27, en este caso:

Sq= % =0.00001¢g

5.1.6 Estimacion de la incertidumbre
correspondiente a la pureza de la sustancia de
referencia (un)

De un certificado de andlisis se obtiene la
siguiente informacion:

Valor de la pureza certificada (%): 99.97
Incertidumbre expandida (%): + 0.03

En el documento no se informa el valor del factor
de cobertura por lo que k= 2

A partir de la férmula 26 estimar la incertidumbre:

sq=%=u.o15 %

5.1.7 Estimacion de la incertidumbre
correspondiente al volumen de aforo de la
masa de la sustancia de referencia (uc)

5.1.7.1 Estimacion de la incertidumbre

(S¢, )asociada a la exactitud

Exactitud: la tolerancia maxima como requisito
establecido por la FEUM en el capitulo de
Generalidades para un matraz volumétrico de

100 mL es T= £ 0.08 mL. Estimar la incertidumbre
estandar aplicando la férmula 11:

S, = [=0.08] =0.032659 mL

O

5.1.7.2 Estimacion de la incertidumbre (sc2)
correspondiente a la temperatura de aforo, de
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la medicion de volumen del material
volumétrico

En los registros anuales de temperatura del
laboratorio el valor maximo fue de 22 °C y el
minimo de 18 °C; por lo tanto, AT = 4.

Considerando que el coeficiente de expansion de
volumen de agua es 0.00021 °C-1, estimar la
incertidumbre estandar aplicado la férmula 25:

.- 100 %0.00021%4 _ "m0

/3

5.1.7.3 Combinacion de la incertidumbre (S.)
de los componentes secundarios
correspondientes al volumen de aforo de la
sustancia de referencia

Sustituir los valores en la férmula 26:

S,=+(0.032659)2 +(0.048497)> = 0.058469 mL

5.1.8 Estimacion de la incertidumbre
correspondiente al volumen de alicuota de la
disolucion de la sustancia de referencia (U,;)

5.1.8.1 Estimacion de la incertidumbre (S, )

asociada a la exactitud

Exactitud: |a tolerancia maxima como requisito
establecido por la FEUM en el capitulo de
Generalidades para una pipeta automatica de 10
mL es T= £ 0.02 mL. Estimar la incertidumbre
estandar aplicando la férmula 11:

_1£0.021 _ 5 08165 mL

5.1.8.2 Estimacion de la incertidumbre (S, )
correspondiente a la temperatura de aforo, de
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la medicion de volumen del material
volumétrico

En los registros anuales de temperatura del
laboratorio el valor maximo fue de 22 °C y el
minimo de 18 °C; por lo tanto, AT = 4.

Considerando que el coeficiente de expansion de
volumen de agua es 0.00021 °C-1, estimar la
incertidumbre estandar aplicando la férmula 25:

_ 10x0.00021%4 _ "~ "

5‘"2 ﬁ

5.1.8.3 Combinacion de la incertidumbre (S,;)
de los componentes secundarios
correspondientes al volumen de alicuota de la
sustancia de referencia

Sustituir los valores en la formula 26:

S,=1/(0.008165)2 +(0.004849)2 = 0.009496 mL

5.1.9 Estimacion de la incertidumbre
correspondiente al volumen de aforo final de la
disolucion de la sustancia de referencia (U,)

5.1.9.1 Estimacion de la incertidumbre (S, )
asociada a la exactitud

Exactitud: |a tolerancia maxima como requisito
establecido por la FEUM en el capitulo de
Generalidades para un matraz volumétrico de 50
mL es T = 0.05 mL. Estimar la incertidumbre
estandar aplicando la férmula 11:

_ 120051 _ 5 20412 mL
J6

€y

5.1.9.2 Estimacion de la incertidumbre (S, )
correspondiente a la temperatura de aforo, de
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la medicion de volumen del material
volumétrico

En los registros anuales de temperatura del
laboratorio el valor maximo fue de 22 °C y el
minimo de 18 °C; por lo tanto AT, = 4.

Considerando que el coeficiente de expansion de
volumen de agua es 0.00021 °C-1, estimar la
incertidumbre estandar aplicando la férmula 25:

50x0.00021 x4
592— 73 =0.024248 mL

5.1.9.3 Combinacion de la incertidumbre (S,)
de los componentes secundarios
correspondientes al volumen de aforo de la
alicuota de la sustancia de referencia

Sustituir los valores en la formula 26:

Se=w/(0.020412)2+(0.024248 2=0.031696 mL

5.1.10 Estimacion de la incertidumbre
correspondiente a la recuperacion (Uy)

En la verificacion del método, para estimar la
recuperacion se analizaron por triplicado muestras
con 80, 100 y 120 % de clorhidrato de ambroxol.
Se efectud el calculo de la desviacion estandar de
los valores individuales de recuperacion.

Se obtuvo una desviacion estandar (Srec) de
0.30 % y una media de 99.96 %. Estimar la
incertidumbre estandar como sigue:

5= 030% ;o

J9

5.1.11 Estimacion de la incertidumbre
correspondiente a la variabilidad total (ug)
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En la verificacion del método, para estimar la
variabilidad total (repetibilidad y precision
intermedia) se analiz6 por triplicado una muestra
real por 2 analistas diferentes en 2 dias diferentes.
Se obtuvo el porcentaje de recuperacion individual
y con estos datos se efectu6 el calculo de las
desviaciones estandar de la repetibilidad (s) y
precision intermedia (spi)) mediante un analisis de
varianza de un factor (ANOVA).

Se obtuvo una media de 96.24 %, una desviacion
estandar de la repetibilidad (sr) de 0.71 % y una
desviacion estandar de la precision intermedia
(spi) de 0.99 % en el analisis de 12 muestras.
Estimar la incertidumbre estandar como sigue:

2
5g=\/ (0'7;12%) +(0.99%)% =1.010993%

5.1.12 Estimacion de la incertidumbre (uy)
correspondiente a la combinacion de la
incertidumbre de los componentes primarios

Incertidumbre Incertidumbre
Estandar Relativa

m=003500g=a  s.=0.00001g Sa/a=0.000285
P=99.97%=b $6=0.015%  Sy/b=0.000150
Vi=100mL=c  sc=0.058469 mL S/c = 0.000584
V2=10mL=d  s4=0.009496 mL S/d = 0.000949
Va=50mL=e  s.=0.031696 mL Sele =0.000633
Rec = 99.96 % = f s$=01% / Sif=0.001000
stot=9624%=g  se=1.010993 % Sg/g = 0.010504

Sustituir estos valores en la férmula 7 para obtener
la incertidumbre estandar:

Magnitud
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ul.=v"'3_0.0002&5 +(0.0001507+(0.000584] +(0.000945” + 0.0006.18) +(0.001000/*+(0.010504” = 0.010833

5.2 EJEMPLO DE CALCULO DE LA
INCERTIDUMBRE PARAUNA ]
DETERMINACION POR ABSORCION ATOMICA

5.2.1 Introduccion

El presente es un ejemplo de célculo de
incertidumbre, pero no es limitativo de la
evaluacién que puedan considerarse en cada
laboratorio.

5.2.2 Método analitico

La monografia de talco en la undécima edicion
indica la determinacién de aluminio por el MGA
0331, Espectroscopia atémica, con un valor de no
mas 2 %.

La solucién de prueba se prepara al pesar 500 mg
de la muestra y luego esta muestra es digerida
con diferentes acidos (estos no se consideran para
el calculo de la incertidumbre) y llevada a un
volumen de 50 mL, después se diluye una alicuota
de 5 mL a 100 mL. Se realiza la determinacion de
la absorbancia y aplica la siguiente formula:

5.2.3 Modelo matematico
Considerar el siguiente modelo matematico para el
calculo del contenido de aluminio.

C
5 m 43)

Donde:

y = Contenido de aluminio.

Cy = Concentracion interpolada de aluminio en la
curva [1.1].

5 = Alicuota 1[1.2].
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100 = Aforo 2 [1.3].
m = Peso de la muestra [1.4].
50 = Aforo 1 [1.5].

Se analizan por duplicado dos porciones de la
muestra obteniendo los siguientes resultados:

Muestra 1
Peso(g)  0.5001
Aforo 1 (mL) 50
Alicuota 1 (mL) 5
Aforo 2 (mL) 100

Figura 11. Magnitudes de entrada de la incertidumbre.
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Muestra  Absorbancia Absorban.cl Contenido
a promedio (ppm)

0.0004
1 0.0007 0.0006 634.570
0.0006

5.2.4 Identificacion y analisis de los
componentes de incertidumbre

La estimacion de la incertidumbre esta basada en
los diferentes componentes del método analitico.
Considerando el modelo matematico (43), para
determinar el contenido de aluminio en talco, se
sefialan los siguientes componentes.

En la figura 11 se representan las magnitudes de
entrada o componentes primarios de incertidumbre
asi como la incertidumbre asociada a cada una de
ellas, como son:

S1.1.0 = Incertidumbre asociada a la lectura curva
de calibracion.

S1.1.1= Estimacién de la incertidumbre asociada a
exactitud.

S1.12= Estimacién de la incertidumbre asociada a
la resolucion o legibilidad.

S1.13= Estimacién de la incertidumbre asociada a
la repetibilidad

S1.2 = Incertidumbre asociada al volumen de la
muestra diluida.

S1.3 = Incertidumbre asociada al volumen de aforo.
S1.4 = Incertidumbre asociada a la masa de la
muestra.

CONSULTA A USUARIOS DE LA FEUM 2022-4

P4gina 126 de 219 APENDICE IV. ESTIMACION DE LA
INCERTIDUMBRE DE METODOS ANALITICOS FARMACOPEICOS.



B A—=um
4 SALUD Q COFEPRIS ‘ Comisién Permanente de la
QP I " FARMACUOPERA

"2022, Afio de Ricardo Flores Magoén, Precursor de la Revolucion Mexicana™

Debe decir Justificacion*

S15 = Incertidumbre asociada al volumen de aforo
de la masa de la muestra.

5.2.5 Estimacion de la incertidumbre en base al
modelo matematico

5.2.5.1 Estimacion de la incertidumbre
asociada a la lectura de la muestra

5.2.5.1.1 Estimacion de la incertidumbre asociada
a linealidad (u1.1.0).

La incertidumbre asociada a la linealidad, se
estima con base en la linealidad del sistema
obtenida de la curva de calibracion:

pg Al/mL Absorbancia (Ci - Cp)2
5.000 0.0038 56.25
5.000 0.0017 56.25
5.000 0.0025 56.25
10.000 0.0045 6.25
10.000 0.0061 6.25
10.000 0.0055 6.25
15.000 0.0073 6.25
15.000 0.0063 6.25
15.000 0.0086 6.25
20.000 0.0099 56.25
20.000 0.0102 56.25
20.000 0.0095 56.25
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0.012

0.01
R? = 0_99174/
0.008 /
0.008 /
0.004 /

0.002
0 T T T T 1

0.000 5000 10.000 15000 20.000 25.000

Figura 12. Curva de calibracién.

La incertidumbre se expresa por la desviacion

estandar de regresion (Syx), la cual se calcula

aplicando la formula (14):

La cual se integra con los célculos de las

ecuaciones (15) y (16).

Calcular las siguientes sumatorias para n = 12

2y =0.0038 +0.0017 +...+ 0.0095 = 0.0759

2x =5.00+5.00 +...+20.00 = 150.00

2y2 =0.00382 + 0.00172 +...+ 0.00952 =

0.00057053

2x2=15.002+5.002 +...+ 20.002 = 2250

2xy =0.0038 x 5.00 + 0.0017 x 5.00 +...+ 0.0095

x 20.00 = 1.126

Sustituir los valores obtenidos en la formulas 15,

16 y 14 respectivamente y efectuar los calculos

correspondientes:
= (12x1.126)-(150.00x0.0759)

12 x2250—(150.00)2

m =0.000472667
b= 0.0759-(0.000472667 x 150)

12
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b =10.000416667

s 7\/ 0.00057053 — (0.000472667 x 1.126) — (0.000416667 x 0.0759)
Y Ix T

Swy=0.00081743

5.2.5.1.2 Estimacion de la incertidumbre asociada
a exactitud (u1.1.1).

Para este caso, considerar un espectrofotometro
digital con la siguiente informacion técnica:

El dato de la tolerancia es de + 0.006 A (x T), para
el caso conservador (2 unidades de absorbancia).
Ya que el instrumento es digital, su desviacién
estandar o incertidumbre estandar (us.1.1), se
calcula aplicando la formula 11, sustituyendo
valores se tiene:

[+0.006]
Sy11=————— =0.00346 A

J3

5.2.5.1.3 Estimacién de la incertidumbre asociada
ala resolucion o legibilidad (u1.12).

Calcular la desviacion estandar aplicando la
formula 11, para este caso, si la legibilidad
reportada por el equipo es de 0.001 A, sustituir en
la formula 13.

|+T|=]+0.5 x0.001]

~ [+0.5x0.001]
S1.127 1.732

=0.00029 A

Por lo tanto:

u1.12=0.00029 A

5.2.5.1.4 Estimacion de la incertidumbre asociada
a la repetibilidad (S1.1.3).

Calcular la incertidumbre de este componente
secundario utilizando la formula 17.
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Considerando los resultados obtenidos al repetir
por triplicado el anélisis de una misma muestra se
obtienen los siguientes datos:

Muestra y (abs) C
0.00410 7.792665726
1 0.00540 10.54301834
0.00490 9.485190409
Promedio = 9.273624824
Calcular las siguientes sumatorias para n =3

2y =0.00410 + 0.00540 + 0.00490 = 0.0144
2y?2=0.004102 + 0.005402 + 0.004902 = 0.0001

Sustituir los valores obtenidos en la formula 17 y
efectuar los calculos

_ 2
5=\/3>¢:D.DDDI (0.0144)> _

3(3—-1)

Por lo tanto:

u1.1.3 = 0.00392938 A

5.2.5.1.5 Combinacion de la incertidumbre de los
componentes secundarios (S1.1) correspondientes
a la lectura de la muestra.

Para combinar la incertidumbre de los
componentes secundarios relacionados a la
lectura de la solucion de trabajo, se utiliza la
formula 8 y los valores calculados; debido a que
estas magnitudes tienen las mismas unidades:

S, =+0.000817432+0.000292+ 0.C

= 0.004024 A
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5.2.5.2 Estimacion de la Incertidumbre
asociada al volumen de la muestra diluida
(alicuota 1) S1.2

Considerar que el valor de la alicuota es de 5 mL,
y que estos se miden una pipeta volumétrica.

5.2.5.2.1 Estimacién de la incertidumbre S1.2.1
asociada a la exactitud.

El error maximo tolerable se toma de tablas para
un matraz volumétrico de 5 mL es de +/- 0.015
mL, considerando que la distribucién de esta
medicion es rectangular, la incertidumbre estandar
se calcula como:

|+ T]|
S=-—— =0.00866025

3

5.2.5.2.2 Estimacion de la incertidumbre u12.2
asociada a la repetitividad.

Tomar el dato del certificado de calibracion o del
informe de verificacion como el valor de la
desviacion estandar, que para este caso es de:

Incertidumbre
estandar

Repetibilidad 0.003 mL 0.003

Parametro  Magnitud Unidad

5.2.5.2.3 Estimacion de la incertidumbre (S1.23)
correspondiente a la temperatura de aforo, de la
medicion de volumen del material volumétrico.
En los registros anuales de temperatura del
laboratorio el valor maximo fue de 22 °C y el
minimo de 18 °C; por lo tanto, AT = 4.
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Considerando que el coeficiente de expansion de
volumen de agua es 0.00021 °C-1, estimar la
incertidumbre estandar aplicado la férmula 25:

S, 4= 2 000021%4 _ 4 10242487 mL

J3

5.2.5.2.4 Combinacion de la incertidumbre de los
componentes secundarios correspondientes al
volumen de aforo.

La combinacion de la incertidumbre de los
componentes secundarios relacionada al volumen
de aforo de la masa de la sustancia de referencia,
se basa en la formula 8, debido a que estas
magnitudes tienen las mismas unidades (mL):

Al sustituir valores se obtiene:

Sy o= 4/ 0.008660252 +0.0032 +0.002424872

=0.00948 mL

5.2.5.3 u1.3 = Estimacion de la Incertidumbre
asociada al volumen de aforo (aforo 2) S1.3
Considerando el mismo razonamiento del punto
9.5.2 pero teniendo en cuenta que la dilucion se
hace en un matraz volumétrico de 100 mL.

Parametro Magnitud  Unidad Incertidumbrg

estandar
Exactitud
(Error méximo 0.1 mL 0.040824829
tolerable)
Repetibilidad 0.0118 mL 0.0118
Temperatura 0'121724355 mL 0.121243557
S13=10.12848
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5.2.5.4 Estimacion de la Incertidumbre
asociada al volumen de aforo, (aforo 1) S1.5
Considerando el mismo razonamiento del punto
5.5.2 pero teniendo en cuenta que la dilacion se
hace en un matraz volumétrico de 50 mL.

Parametro Magnitud  Unidad Incertidumbre

estandar
ror maxmo 006 mL 0.024494897
Repetibilidad 0.0129 mL 0.0129
Temperatura 0.060621778 mL 0.060621778
S15= 0.06664

5.2.5.5 Estimacion de la incertidumbre de la
pesada de la muestra S1.4

La incertidumbre reportada en el informe de
calibracion de la balanza es de 0.000194734 g a
un nivel de masa de 0.5 g, por lo que S14=
0.000194734 g.

5.2.5.6 Estimacion de la incertidumbre (uy)
correspondiente a la combinacion de la
incertidumbre de los componentes primarios
Considerando las incertidumbres combinadas
estimadas para cada uno de los componentes
primarios:

Incertidumbre Incertidumbre
Magnitud de los . estandar
estandar de los .
componentes relativa de los
N componentes
primarios N componentes
primarios S
primarios
U14= 0.0048 A 0.004023973 A 0.83832771
U1.2= 5mL 0.00948 mL 0.001896
U1.3= 100 mL 0.12848 mL 0.0012848
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U14= 0.59 0.000194734 g 0.00038947
U15= 50 mL 0.06664 mL 0.0013328

Al sustituir en la férmula 7, se obtiene el calculo de
la incertidumbre estandar del modelo matematico:

sl GI GGG

=/0.83832+0.00182+0.001282 + 0.000382 + 0.00133282

=0.8383

Para obtener la incertidumbre es necesario
calcular el contenido de analito en la muestra y la
incertidumbre expandida se multiplica por un factor
de 2:

Uexp = 0.248705851

Para expresar el resultado se multiplica el valor
reportado para muestra para obtener el valor del
intervalo de incertidumbre:

18543.5409392028 + 4611.89 pglg

Para expresar el resultado en porcentaje se divide
1 854 g entre los 1 000 000 pg (= 1 g) de talco y
obtenemos:

1.85+0.46 %

Es decir entre 1.39 y 2.32 %, por lo tanto se
deberé realizar un analisis de riesgo sobre el
rechazo del lote de talco; aunque el valor puntual
de la determinacion se encuentra por debajo de la
especificacion, la incertidumbre encontrada
representa que el valor podria estar fuera de la
especificacion.

El laboratorio deberia entonces evaluar si esta
materia prima podria afectar la calidad del
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producto terminado, considerando su contribucion
en la fabricacion, o el laboratorio podria trabajar en
la reduccién de la incertidumbre en la
determinacion.

Aforo 2 ]
Muestra
Aforo 1 ]

Alicuota 1[I

Curva |
] | | ] ] ]

0 002 004 006 0.08 01 0.12 0.14
Figura 13. Grafica de la contribucién de las magnitudes de
entrada para la estimacion de la incertidumbre del
mensurando.

5.3 USO DE RESULTADOS DE LA VALIDACION
DE METODOS ANALITICOS PARA LA
ESTIMACION DE SU INCERTIDUMBRE

INTRODUCCION

La incertidumbre de un método analitico se puede
estimar utilizando los resultados provenientes del
informe de su validacién en el laboratorio.

Si se tienen en cuenta todas las fuentes de
incertidumbre relevantes de las caracteristicas de
desemperio del estudio de validacion, la
incertidumbre del método puede estimarse a partir
de la contribucién de la incertidumbre asociados a
los estimadores estadisticos del error sistematico
(sesgo) y al error aleatorio (precision).
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En este apartado se describe un proceso de la
estimacion de la incertidumbre de un método
analitico a partir de los resultados de su validacion
y que como todo proceso de estimacion debemos
comprender que es un estimado y se pueden tener
otros procedimientos diferentes al aqui descrito
para realizar esta estimacion.

La determinacion de las fuentes de error
sistematico y aleatorio deben considerar que en la
validacién de un método analitico se estudian
caracteristicas de desempefio en funcion de la
aplicacion de este y que cada caracteristica debe
de relacionarse ya sea con su error sistematico y/o
con su error aleatorio.

MODELO DE VALIDACION

El modelo matematico que describe la relacion de
cualquier resultado analitico se describe por la
formula uno.

y=pu+es+e,..»1

y = valor de la respuesta analitica cuantitativa.

L = valor representativo de la respuesta analitica.

es = error sistematico del método analitico.

ea = error aleatorio del método analitico.

En este modelo el valor de la respuesta analitica
(y) nos representa el mensurando, o respuesta
analitica cuantitativa al aplicar a una muestra un
método analitico para su cuantificacion. En este
capitulo se usaré el caso de una valoracion que
sera expresada en unidades de porcentaje, ya
que, en la mayoria de los casos, el interés general
se centra en este tipo de metodologias analiticas.
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M representa en términos estadisticos el
verdadero valor del mensurando y que para fines
de incertidumbre se considera una constante, es
decir carece de esta y que en términos practicos
es el valor que se obtiene al aplicar la
determinacidn de su valoracion expresada en
porcentaje.

Las fuentes de incertidumbre del error sistemético
estan relacionadas al sesgo o inexactitud del
método analitico, las cuales estan descritas en la
tabla | del aparatado 3, del apéndice lll. Validacion
de métodos analiticos recomendaciones para su
presentacion ante la FEUM de la 132.0, entre las
cuales se encuentra, exactitud, linealidad del
sistema y del método, entre otras mas.

Por otro lado, las fuentes de incertidumbre del
error aleatorio estan ligadas a la precision del
método las cuales estan descritas en la referencia
bibliografica mencionada anteriormente, entre las
cuales se encuentra, verificacion del sistema,
precision, linealidad e intervalo del método,
exactitud, entre otras.

COMPONENTES E INCERTIDUMBRE DEL
MODELO DE VALIDACION.

La representacion matematica de la incertidumbre
dado el modelo matematico (u es una constante)
se representa por la férmula dos:

uy, = Juds + u,....(2)

Donde

Ues = incertidumbre del error sistematico.

Uea = incertidumbre del error aleatorio.
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Por lo que deben de identificarse las fuentes de
incertidumbre tanto del error sistematico como del
error aleatorio para la estimacion de la
incertidumbre.

IDENTIFICACION DE LAS FUENTES DE
INCERTIDUMBRE.

La identificacion de las fuentes de incertidumbre
se muestra en la figura uno en funcion de sus
componentes primarios y secundarios.

Los componentes primarios son el error
sistematico (ues) y el aleatorio (uea), mientras los
secundarios son la exactitud del método (uem),
precision del sistema (ups) y precision del método
(upm), que en términos de férmulas lo podemos
plantear como:

Upq = /Us + Ufm.....(4)

Los componentes secundarios son la repetibilidad
del sistema (urts) y reproducibilidad del sistema
(urcs) relacionada a la precision del sistema (ups);
ademas de la repetibilidad del método (urm) y
reproducibilidad del método (urem) relacionada a la
precision del método (upm), que en términos de
férmulas lo podemos plantear como:
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Figura 1. Identificacion de las fuentes de incertidumbre en
funcién de su error sistematico y error aleatorio
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Upm = v Usem + UZem-..(B)

En conclusion, para estimar la incertidumbre a
partir de los resultados de la validacion de un
método analitico, es necesario determinar la
incertidumbre relacionada a la exactitud del
método (uem), a la repetibilidad del sistema (urs), a
la reproducibilidad del sistema (urcs), a la
repetibilidad del método (urm) y a la
reproducibilidad del método (Urem).

5.3.4 CASO DE ESTUDIO

Se cuenta con la informacion de la validacion de
un método analitico que para fines de validacion
se clasifica en la categoria uno, cuyo proposito es
cuantificar el analito en la muestra y que emplea
un sistema de medicién basado en CLAR. Las
caracteristicas de desempefio requeridas por la
FEUM 13 se listan en la tabla 1, ademas de la
estabilidad analitica de la muestra; por el sistema
de medicion empleado.
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5.3.4.1 CARACTERiSTICAS DE DESEMPENO Y
SU RELACION CON EL ERROR SISTEMATICO
Y EL ERROR ALEATORIO

En la tabla 2 se establece la relacion que se da
entre las caracteristicas de desempefio y los
errores asociados a estas, las que seran
justificadas cuando se estimen las incertidumbres
en cada parametro de desempefio.

1. VERIFICACION DEL SISTEMA

2. PRECISION DEL SISTEMA

3. LINEALIDAD DEL SISTEMA

4. ESPECIFICIDAD

5. EXACTITUD DE METODO

6. LINEALIDAD DE METODO

7. PRECISION DE METODO

8. TOLERANCIA

9. ROBUSTEZ

10. ESTABILIDAD ANALITICA DE LA MUESTRA

Tabla 1. Caracteristicas de desempefio a estudiar en la
validacion de un método analitico categoria | FEUM 13.0

< ERROR
CARACTERISTICA DE DESEMPENO [ SFr e =
1. VERIFICACION DEL SISTEMA NA x/
2. PRECISION DEL SISTEMA NA x/
3. LINEALIDAD DEL SISTEMA NA x/
4. ESPECIFICIDAD \ NA
5. EXACTITUD DE METODO N \/
6. LINEALIDAD DE METODO \ \/
7. PRECISION DE METODO NA \/
8. LIMITE DE CUANTIFICACION NA NA
9. TOLERANCIA NA \/
10. ROBUSTEZ \ \
11. ESTABILIDAD ANALITICA DE LA J v
MUESTRA

Tabla 2. Caracteristicas de desempefio y errores en un
método analitico

5.3.4.2 ESTIMACION DE LA INCERTIDUMBRE
COMBINADA DEL ERROR SISTEMATICO.

CONSULTA A USUARIOS DE LA FEUM 2022-4 Pagina 140 de 219 APENDICE IV. ESTIMACION DE LA
INCERTIDUMBRE DE METODOS ANALITICOS FARMACOPEICOS.




‘.FEI_Im

4 .. SALUD ’ COFEPRIS Comisién Permanente de la
"F ARMACDOPER

>

de los Estados Unidos Mexicanos

"2022, Afio de Ricardo Flores Magoén, Precursor de la Revolucion Mexicana™

Debe decir Justificacion*

La fuente de incertidumbre identificada que
permiten estimar la incertidumbre debido al error
sistematico, es la exactitud de método (uem) véase
figura 2'y férmula (3); a partir de la cual se justifica
que:

LINEALIDAD ROBUSTEZ

\mmo \ \
EXACTITUD

/ / DEL METODO
EXACTITUD DEL / ESTABILIDAD /

METODO AL 100% ANALITICA DE
LAMUESTRA

ESPECIFICIDAD

Figura 2. Caracteristicas de desempefio como fuentes de
incertidumbre relacionadas a la exactitud del método (uem).

Donde:

e, = error sistematico estimado a partir de la
especificidad.

€em1009 = €rror sistematico estimado a partir de
la exactitud del método al 100%.

ey = error sistematico estimado a partir de la
linealidad del método.

€eqam = €rror sistematico estimado a partir de la
estabilidad analitica de la muestra.

e? = error sistematico estimado a partir de la
robustez.

El error sistematico en todos los casos se debe
reportar en porcentaje respecto del contenido del
analito en la muestra.

Nota: Recomendaciones respecto a los decimales
a reportar: Cuando el resultado esté asociado a un
requisito, reportar los calculos intermedios al
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menos a dos decimales mas del requisito. Por
ejemplo, si una base de datos esta reportada con
“n” decimales, los calculos intermedios deben ser
reportados a “n+2” decimales. Para el caso de la
FEUM 13 conde la especificacion se reporta a un
decimal, se recomienda que los céalculos
intermedios sean reportados al menos a tres
decimales.

5.3.4.2.1 ERROR SISTEMATICO ESTIMADO A
PARTIR DE LA CARACTERISTICA DE
DESEMPENO ESPECIFICIDAD.

5.3.4.2.1.1 JUSTIFICACION

La especificidad establece si la matriz analitica es
fuente de error sistematico; es decir si los
componentes de esta interfieren en la
determinacion del analito, la cual puede ser
positiva 0 aumento de la respuesta analitica (error
sistematico positivo) o negativa o disminucién de
la respuesta analitica (error sistematico negativo).
5.3.4.2.1.2 EVALUACION DE LA
CARATERISTICA DE DESEMPENO

De manera general el procedimiento establece
que se debe analizar la matriz analitica segun el
método analitico.

Si el método no genera una exploracion analitica
(volumetria, gravimetria, polarografia, entre otros)
se reporta la interferencia en porcentaje respecto
al analito correspondiente al 100%.

Si el método genera una exploracion analitica
(CLAR, espectroscopia, entre otros), con una
simple evaluacion visual se determina si el método

CONSULTA A USUARIOS DE LA FEUM 2022-4 Pagina 142 de 219 APENDICE IV. ESTIMACION DE LA
INCERTIDUMBRE DE METODOS ANALITICOS FARMACOPEICOS.




{8 SALUD | (&, COFEPRIS

>

‘ Comisiéon Permanente de la
‘ FARMACOPER
de los Estados Unidos Mexicanos

"2022, Afio de Ricardo Flores Magoén, Precursor de la Revolucion Mexicana™

Debe decir Justificacion*

es especifico. Aqui se recomienda que la
interferencia se reporte también en porcentaje
respecto al analito correspondiente al 100%.

Es necesario que para realizar una estimacion del
error sistematico se recomienda que por lo menos
se lleve a cabo la determinacion por triplicado en
la misma corrida analitica.

5.3.4.2.1.3 RESULTADOS Y ANALISIS.

En la tabla 3, se reporta el porcentaje de recobro
de un triplicado de una matriz analitica de un
método por CLAR.

MATRIZ | PORCENTAJE
ANALITICA | DE RECOBRO

1 -0.05
2 -1.20
3 -0.80

Tabla 3: Resultado de porcentaje de recobro de un
triplicado de la matriz de analitica por un método CLAR

Para establecer si la caracteristica de desempefio
es fuente de error sistematico, es necesario

obtener el intervalo de confianza bilateral al 95 %
para el verdadero valor del porcentaje de recobro

(”ee) utilizando las siguientes formulas:

LIC(ue,) =y — too7sn—1 X \/% ----- (8)

Donde:
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LIC (ue,) = limite inferior de confianza al 95%

para la media poblacional del error sistematico
debido a la especificidad.

LSC(ue,) = limite superior de confianza al 95%

para la media poblacional del error sistematico
debido a la especificidad.

y = media aritmética del porcentaje de recobro.

s = desviacidn estandar del porcentaje de recobro.

n = numero de réplicas del porcentaje de recobro.

to.975n—1 = Valor de la distribucion “t" de Student
asociada a una probabilidad acumulada de 0.975
(confianza bilateral al 95 %) y “n-1” grados de
libertad (gl), valor obtenido de la tabla 1, de la
seccion de Tablas Estadisticas del capitulo de
Estadistica para Ensayos Biol6gicos (b, gl) 0 por
la funcion estadistica correspondiente de Excel.

Considerando los valores de la tabla 3:

7 =-0.6833 %

s =0.5838 %

n=3

to.975n-1 = 4.303

Al sustituir y reducir en las formulas (8) y (9)
respectivamente:

LIC (i) = -2.1336 %

LSC(u,,) = 0.7669 %

534214 ESTIMACION DEL ERROR
SISTEMATICO.

Ya que en el intervalo de confianza para el
intervalo de confianza bilateral al 95% para el
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verdadero valor del porcentaje de recobro se
incluye el valor de cero, se puede asumir que

He, = 0y por lo tanto:

e, =0%....(10)

Es importante mencionar que cuando no se tenga
informacién al respecto, no es necesario reportar
la fuente de incertidumbre.

5.3.4.3 ERROR SISTEMATICO ESTIMADO A
PARTIR DE LA CARACTERISTICA DE
DESEMPENO EXACTITUD DEL METODO

AL 100 %.

5.3.4.3.1 JUSTIFICACION

La exactitud del método al 100% permite
determinar si se presenta error sistematico cuando
el contenido del analito en la matriz analitica o
muestra adicionada es del 100% en relacion al
contenido del analito en la muestra analitica que
representa un valor absoluto (ej.: mg) en funcion
de la dosis nominal del analito, lo que
comunmente se le denomina porcentaje
adicionado, mencionado de otra manera determina
si la matriz o el método interfiere en la respuesta
analitica disminuyéndola o aumentandola. A este
tipo de error se le denomina error sistematico
constante, ya que es caracterizado a un nivel
constante del analito.

En general, cuando la respuesta analitica aumenta
(error sistematico positivo) se sospecha de un
interferente por parte de la matriz analitica y
cuando la respuesta analitica disminuye (error
sistematico negativo) se sospecha que dentro de
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la operatividad del método analitico se pierde
analito (ej.: retencion en una etapa de filtracion,
extraccion no cuantitativa entre otras).

53432 EVALpACION DE LA CARATERISTICA
DE DESEMPENO

De manera general el procedimiento establece
que se debe analizar la matriz 0 muestra analitica
adicionada al 100% del analito al menos por
sextuplicado, por pesadas independientes o
cuando no sea posible, en una etapa no critica
respecto a la exactitud, se adiciona el analito; de
preferencia en la misma corrida analitica.

5.3.4.3.3 RESULTADOS Y ANALISIS.

En la tabla 4, se reporta el porcentaje de recobro
de un sextuplicado de una matriz analitica
adicionada al 100 % utilizando un método por
CLAR.

Para establecer si la caracteristica de desempefio es
fuente de error sistematico, es necesario obtener el
intervalo de confianza bilateral al 95 % para el
verdadero valor del error sistematico del método a
partir del porcentaje de recobro (ueem100%)
utilizando las siguientes formulas:
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MATRIZ
ANALITICA | PORCENTAJE
ADICIONADA |DE RECOBRO
AL 100%
1 100.21
2 101.24
3 99.38
4 100.30
5 100.71
6 98.97

Tabla 4: Resultado de exactitud de método al 100% por un
método CLAR.

Para establecer si la caracteristica de desempefio
es fuente de error sistematico, es necesario
obtener el intervalo de confianza bilateral al 95%
para el verdadero valor del error sistematico del
método a partir del recobro ( utilizando

las siguientes formulas:

'ueemloo%)

Donde:

LIC (ue,,,, 040, = limite inferior de confianza al
95% para la media poblacional del error
sistematico debido a la exactitud del método al
100 %.

LSC (e ymy000,) = limite superior de confianza al
95% para la media poblacional del error
sistematico debido a la exactitud del método al
100 %.
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y = media aritmética del porcentaje de recobro.

s = desviacidn estandar del porcentaje de recobro.

n = numero de réplicas del porcentaje de recobro.

to.075n—1 = valor de la distribucion “t” de Student
asociada a una probabilidad acumulada de 0.975
(confianza bilateral al 95%) y “n-1" grados de
libertad (gl), valor obtenido de la tabla 1, de la
seccion de Tablas Estadisticas del capitulo de
Estadistica para Ensayos Bioldgicos (ttab, gl) 0 por
la funcion estadistica correspondiente de Excel.

Considerando los valores de la tabla 4:

7 = 100.1350 %

s =0.8381 %

n==6

to.975n—1 = 2.971

Al sustituir y reducir en las formulas (11) y (12)
respectivamente:

LIC (e, 0s) = -0.7445 %

LSC (e, 100,.) = 10145 %

5.3.4.3.4,ESTIMACION DEL ERROR
SISTEMATICO.

Ya que en el intervalo de confianza para el
intervalo de confianza bilateral al 95% para el
verdadero valor del error sistematico del método a
partir del recobro se incluye el valor de cero, se
puede asumir que e, .., = 0y porlo tanto, su
incertidumbre, dado que dicho error se distribuye
como una distribucién rectangular:
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M
_ Cemioow  — 0%

eem 100% \/§ """ (

Es importante mencionar que cuando no se tenga
informacién al respecto, no es necesario reportar
esta fuente de incertidumbre.

5.3.4.4 ERROR SISTEMATI(;O ESTIMADO A
PARTIR DE LA CARACTERISTICA DE
DESEMPENO LINEALIDAD DEL METODO.

5.3.4.1 JUSTIFICACION

La linealidad del método permite determinar si se
presenta error sistematico cuando el contenido del
analito en la matriz analitica 0 muestra adicionada
varia en un intervalo el cual se puede expresar en
concentracion relativa (porcentaje adicionado) o
concentracién absoluta (masa o0 masa / volumen
adicionado), mencionado de otra manera,
determina si la matriz o el método interfiere,
aumentando o disminuyendo la respuesta
analitica, en el intervalo de concentracion
evaluado.

A este tipo de error se le denomina error
sistematico proporcional y si un método carece de
este, la relacion matematica entre porcentaje
adicionado (x) y porcentaje recuperado (y) se da
mediante la siguiente férmula:

y=X....(14)

La cual es una relacion del tipo “y = mx + b”,
donde la pendiente tiene el valor de la unidad (m =
1) y la ordenada al origen tiene un valor de cero

"

(b=0) en un intervalo dado de “x”.
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La presencia de error sistematico puede ser por
las siguientes causas:

a) No linealidad, lo cual se investiga por el valor
del coeficiente de determinacion (r2); que en
términos empiricos si r2 = 0.98 la no linealidad no
esta presente o por la prueba estadistica de falta
de ajuste, que si no es significativa (Valor P >
0.05) la no linealidad no esté presente.

b) Silam # 1, lo cual se investiga al generar un
intervalo de confianza bilateral al 95% para el
verdadero valor de la pendiente, el cual, si incluye
el valor de la unidad, no se presenta error
sistematico; pero si es diferente de la unidad, se
presenta error sistematico proporcional
consistente.

c) Silab #0, lo cual se investiga al generar un
intervalo de confianza bilateral al 95% para el
verdadero valor de la ordenada al origen, el cual,
si incluye el valor de cero, no se presenta error
sistematico; pero si es diferente de cero, se
presenta error sistematico proporcional constante.

Por lo tanto, para que un método carezca de error
sistematico debido a la linealidad del método no se
debe presentar no linealidad, ni error sistematico
proporcional consistente, ni error sistematico
proporcional constante.

En general la no linealidad en un método puede
deberse a un sistema de medicion no lineal; el
error sistematico proporcional consistente se
puede presentar en el caso de extracciones liquido
— liquido no cuantitativas y el error sistematico
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proporcional constante a interferencia de la matriz
analitica.

En caso de que el método presente error
sistematico, este debe ser estimado a partir del
porcentaje de recobro.

534.2 EVALUACION DE LA CARATERISTICA
DE DESEMPENO

De manera general el procedimiento establece
que se debe analizar la matriz o0 muestra analitica
adicionada al menos a tres niveles porcentuales
del analito al menos por triplicado a cada nivel y su
intervalo depende de la aplicacidn analitica, de
preferencia por pesadas independientes o cuando
no sea posible, en una etapa no critica respecto a
la exactitud, se adiciona el analito; de preferencia
en la misma corrida analitica.

5.3.4.3 RESULTADOS Y ANALISIS.

En la tabla 5, se reporta la cantidad adicionada
(ng/mL) vs cantidad recuperada (ug/mL) de un
analito de 6 niveles (aproximados) por triplicado,
es decir un total de 18 matrices adicionadas de
analito, utilizando un método por CLAR.

Para establecer si la caracteristica de desempefio
es fuente de error sistematico, es necesario:

a) Obtener el valor de la pendiente (m), ordenada
al origen (b) y coeficiente de determinacion con las
siguientes formulas (r2):

_ aay-G0x(3y)
m = DR A .(15)
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[xExy-G0xENE (17)
[nx¥ x2 - x)?]x[nx¥ y2— (X y)?]
Calculando las sumatorias respectivas:
Yox =42.91 + 4391 +...+565.87 =5221.55
Y.y =43.28 + 44.67+...+575.69 =5281.76
Y x?=4291% +
43.91% +... +565.87% =2254200.4723
Y y? = 44.67% +
44.43%+..,4+575.69% =2306009.1358
Yxy = 4391 X 44.67 +
43.91 X 44.43+...+565.87 X
575.69 =2279880.9375
Dado que n = 18, al sustituir en las formulas
respectivas y al reducir:

r? =
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MATRIZ CONCENTRACION| CONCENTRACION
; ADICIONADA (x, | RECUPERADA (y,
ANALITICA
pg/mL) pg/mL)
1 42.91 43.28
2 43.91 44.67
3 43.91 44.43
4 83.83 85.01
5 83.83 85.33
6 84.83 85.72
7 160.68 163.96
8 160.68 162.84
9 160.68 164.50
10 399.20 400.02
11 399.20 406.16
12 401.20 397.72
13 480.04 489.80
14 481.04 481.10
15 501.00 508.12
16 559.88 567.95
17 565.87 575.69
18 568.86 575.46
Tabla 5: Resultado de linealidad de método en un intervalo
dado por un método CLAR
_ 18x22798809375-6221 55528176 _ 0111
_ 18x20542004723-522155% "
5281.76-1.01111x5221 55
b= m = 0.1227 pg/mL
r? =
[18 x 2279880.9375-5221.55 x 5281.76]>
[18 x 2254200.4723-5221.55%] x [18 x 2306009.1358-5281.767]"
=0.9998
b) Obtener el intervalo de confianza bilateral al
95% para el verdadero valor de la pendiente
(LIC(M), LSC(M), con las siguientes formulas:
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2 —
LICQM) = m — tyargumg x [EXTEIDEY o

n-2
/m.....(w)

2_ —
LSC(M) = m + tgg75n-2 X \/W %
1
% ..... (19)
Donde:

to.075n—2 = valor de la distribucion “t” de Student
asociada a una probabilidad acumulada de 0.975
(confianza bilateral al 95%) y “n-2” grados de
libertad (gl), valor obtenido de la tabla 1, de la
seccion de Tablas Estadisticas del capitulo de
Estadistica para Ensayos Bioldgicos (ttab, gl) 0 por
la funcion estadistica correspondiente de Excel.

Al sustituir en las formulas respectivas y al reducir:

LIC(M) = 1.0111 — 2.1199 x

\/2306009.1358—1.0111><2279880.9375-0.1227><5281 .76 X
18-2

L =1.0034

520155
18

2254200.4723—

LSC(M) = 1.0111 + 2.1199 x
\/2306009.1358—1.0111><2279880.9375-0.‘I227><5281.76 %

18-2

1

5221557
18

=1.0188
22542004723~

c) Obtener el intervalo de confianza bilateral al
95% para el verdadero valor de la ordenada al
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origen (LIC(B), LSC(B), con las siguientes
formulas:

LIC(B) = b = tog75n-2 X \/—Zyz—mexy—bXZy X

n-2
x 2
=+ 25@%2 ..... (20)
LSC(B) = b + togrsm_z X JW x
S 2
=+ ZX(:()ZX)Z ..... (21)

Al sustituir en las férmulas respectivas y al reducir:

LIC(B) = 0.1227 — 2.1199 x
\/2306009.1358—1.0111><227988O.9375-0A1227><5281.76 y

18-2
. (5221.55)2
Ly U)o 55933 ugiml
18 2254200.4723—%

LIC(B) = 0.1227 — 2.1199 x

\/2306009.1358—1.0111><2279880.9375-0.‘|227><5281 .76 x
18-2

. (5221.55)2
Sy —98387 pg/ml

18 92549004723 -2221%5

18

En funcién de los calculos realizados podemos
concluir:

El método no presenta no linealidad ya qué:
r2=0.9998 > 0.98.

El método presenta error sistematico proporcional
consistente ya qué:
LIC(M), LSC(M) = 1.0034, 1.0188 > 1.

El método no presenta error sistematico
proporcional constante ya qué:
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LIC(B), LSC(B) = -2.5933 <0, 2.8378 > 0.

En resumen, el método presenta error sistematico
debido a la linealidad del método; para estimarlo
es necesario desarrollar el siguiente
procedimiento:

a) Obtener las limites de confianza bilaterales al
95 % para el estimado de la media poblacional de
la concentracion recuperada para cada
concentracion adicionada (LIC(uy, /), LSC(ity, /)
con los valores de “x” de la tabla cinco, utilizando
las siguientes férmulas:

Y y?2-mxYy xy—-bxYy %
n—2

A
LIC(pfy)x) =Y — tog7sn—2 X \/

Y y2-mxYy xy-bxYyy %
n-2

A
LSC(uy/x) =¥ + toorsn—z X \/

Donde:

§=mxx+b

x = valor de la concentracion adicionada (véase
tabla 5).

En la tabla seis se reporta para diferentes valores
de la concentracion adicionada (x, pg/mL), los
limites de confianza (LIC(y, /), LSC(tty /),
ug/mL) para la media poblacional o el verdadero
valor de la concentracion recuperada, ademas de

su valor estimado por el modelo (f/).
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LIMITES BILATERALES DE .
) CONFIANZA AL 95% PARA EL CONCENTRACION
MATRiz | CONCENTRACION VERDADERO VALOR DE LA RECUPERADA
ANALITICA | ADICIONADA (x, | CONCENTRACION RECUPERADA | ESTIMADA POR EL
ng/mL) MODELO
LIC(yn) LSC(uyi) (¥, ng/mL)
ng/mL ng/mL
1 42.91 41.0560 45.9627 43.5094
2 43.91 42.0731 46.9679 44.5205
3 43.91 42,0731 46.9679 44.5205
4 83.83 82.6645 87.1033 84.8839
5 83.83 82.6645 87.1033 84.8839
6 84.83 83.6811 88.1090 85.8950
7 160.68 160.7419 164.4332 162.5876
8 160.68 160.7419 164.4332 162.5876
9 160.68 160.7419 164.4332 162.5876
10 399.20 401.9903 405.5238 403.7570
11 399.20 401.9903 405.5238 403.7570
12 401.20 404.0052 407.5533 405.7793
13 480.04 483.3630 487.6270 485.4950
14 481.04 484.3689 488.6434 486.5061
15 501.00 504.4428 508.9329 506.6878
16 559.88 563.6320 568.8118 566.2219
17 565.87 569.6516 574.9052 572.2784
18 568.86 572.6563 577.9469 575.3016

Tabla 7. porcentaje de recobro de los limites bilaterales de
confianza para el valor verdadero del porcentaje recuperado
(LIC(uy /x), LSC(ny,/x)) ¥ porcentaje recuperado estimado

por el modelo (3/\/), para los valores de concentracion
adicionada (x) por un método CLAR

c) Esta tabla facilita identificar los niveles de
concentracion adicionada asociados a el error
sistematico proporcional, los cuales van de la
matriz analitica siete (x = 160.68 pug/mL) a la
matriz analitica 18 ( x = 568.56 ug/mL), ya que en
dichos limites no se incluye el 100 % y estos son
superiores; por lo que se podria establecer en el
mejor caso recupera el 100.0385 % y el peor caso
recupera el 102.3358 % de lo que se adiciona en
el intervalo de 160.68 a 568.56 pg/mL; por lo que
se sustenta que u,, > 0.

5344 ESTIMACION DEL ERROR
SISTEMATICO.
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Para estimar el error sistematico proporcional de
manera puntual, se recomienda emplear la formula
(25) a partir de los niveles donde esté presente el
error sistematico (x de 160.68 a 568.56 pg/mL).

Al sustituir y reducir:

N 23\/ 101.1872 + 101.1872+...+101.1324
y=—=
18

n
=101.1493 %

Y dado que ese error se distribuye como una
distribucion rectangular:

_1.1498 =0.6635 %

€ 7500635 Yo (26)

Cuando un método cumple el criterio de no
linealidad, carece de error sistematico proporcional
constante y error sistematico proporcional
consistente e, =0 %.

Es importante mencionar que cuando no se tenga
informacién al respecto, no es necesario reportar
esta fuente de incertidumbre.

5.3.4.5 ERROR SISTEMATICO ESTIMADO A
PARTIR DE LA CARACTERISTICA DE
DESEMPENO ESTABILIDAD ANALITICA DE LA
MUESTRA.

5.3.4.5.1 JUSTIFICACION
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Este parametro de desempefio permite determinar
la presencia de error sistematico por el posible
cambio que genera la lectura respuesta analitica
del analito en la solucion muestra procesada, lo
que puede presentarse en métodos donde la
muestra procesada esté sujeta a un largo tiempo
de almacenaje y esta se compare contra la lectura
de la solucién de referencia no sometida a dicho
tiempo de almacenaje como ocurre en métodos
cromatograficos.

La estimacién del error sistematico se justifica
cuando se exceda el tiempo de almacenaje al cual
se tenga evidencia que hay presencia de error
sistematico; de otra forma si la lectura de la sefal
analitica no excede dicho tiempo la magnitud del
error debe considerarse como “cero”.

53452 EVALpACION DE LA CARATERISTICA
DE DESEMPENO

De manera general el procedimiento establece
que en el caso de métodos cromatogréficos al
menos se deben analizar un triplicado de una
muestra y ser analizadas como lo indica el
método; de las muestras procesadas en funcion
de los tiempos establecidos a evaluar (ej.: 6y 12
horas), de estas se transfieren a viales
independientes respectivos (3 para las 6 horas y 3
para las 12 horas) para ser almacenados en el
auto muestreador y proceder a su inyeccion a los
tiempos indicados. El calculo del contenido del
analito en porcentaje puede realizarse respecto a
la solucién de referencia procesada inicialmente o
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de soluciones de referencia preparadas a las 6 y
12 horas respectivamente.

5.3.4.5.3 RESULTADOS Y ANALISIS.

En la tabla 8, se reporta el porcentaje del analito
del triplicado de una muestra utilizando un método
por CLAR.

Para establecer si la caracteristica de desempefio
es fuente de error sistematico, es necesario
obtener el intervalo de confianza bilateral al 95%
para el verdadero valor de la diferencia entre la
media poblacional de la valoracién de cada tiempo
de almacenaje en el automuestreador respecto de
la valoracion a tiempo cero (LIC (- po), LSC (-
o)), basado en la distribucion t de Dunnett
mediante las siguientes férmulas:

TIEMPO DE .
ALMACENAJE EN EL| REPLICA g’étﬁﬁp\?ﬁg
AUTOMUESTADOR |MUESTRAL
0 1 98.04
0 2 98.26
0 3 97.60
6 1 96.77
6 2 97.67
6 3 98.72
12 1 96.98
12 2 97.81
12 3 97.48
Tabla 8: resultado de estabilidad de la solucion muestra por
un método CLAR
- - 2xMC
LIC(4 = t6) = ¥i = Yo 1o 0075110t X4 . n s (27)
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LSC(; — 1) = yi _90 +tD,0.975,t71,t><(n—1) X

Donde:

y; = media aritmética de la valoracion del analito

del i-ésimo tiempo de almacenaje en el
automuestreador.

Y, = media aritmética de la valoracion inicial del

analito (tiempo cero de almacenaje en el
automuestreador).

n = numero de réplicas muestrales de la
valoracion del analito.

t5 09751 1.0x(ngy = ValOr de la distribucion “t” de

Dunnett asociada a una probabilidad acumulada
de 0.975 (confianza bilateral al 95%), “t-1” grados
de libertad (t es el numero de tiempos incluyendo
el tiempo cero) y “t*(n-1)” grados de libertad del
error muestral (véase anexo 7).

MC. = Media de cuadrados del error muestral.

Este Ultimo término se calcula con la formula (29).

-2
MC, =

) tx(n—l)

Donde “” son los niveles del tiempo de muestreo

”n

(i=0, 6 y 12 horas para este caso) y | representan
la replicas muestrales (j=1,2,3 para este caso).

Al sustituir y reducir en la férmula (29):

ZZ yif =08.04° +98.26° +...+97.48% =
85916.3963

Y, =98.04 +98.26 +97.60 =293.90
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Y, =96.77+97.67 +98.72 = 293.16

Yy, =96.98+97.81+97.48 =292.27

2 2 2
85916.3963—293'90 +293.16° +292.27 0.4134
MC, = 3 =Y
¢ 3><(3—1)

El valor de la “t” de Dunnett obtenido del anexo 1,
para 0.975,t=3yn=3;

tD,o.975,2,6 =2.86

Para las 6 horas en funcion de las formulas (24)
y (25):

LIC e — ) = 2933.15 _ 2933.90 86 /2><O.34134 _

-1.7480 %
L5C( )= 23102990 g g [B0RTEE
1.2547%

Para este tiempo de almacenaje, dado que en este
intervalo se incluye el valor de cero, se debe
asumir estadisticamente que la valoracion es
estable en la solucién muestra hasta las 6 horas.

De manera similar para las 12 horas:

LIC (i — ) 29227 ~ 291.90 286 /2xoé4134 _

22,0447 %
LSC(MZ—yU)z%—M-%Z.SGX\/m:
3 3 3
0.9580 %

Por lo que también para este tiempo de
almacenaje, dado que en el intervalo se incluye el
valor de cero, podemos considerar
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estadisticamente que la valoracion es estable en
la solucién muestra hasta las 12 horas.

Ambas inferencias dan lugar a establecer que la
valoracion se mantiene estable en el
automuestreador por 12 horas.

5.3.4.5.4,ESTIMACION DEL ERROR
SISTEMATICO.

Ya que la sefial analitica es estable en el
automuestreador hasta las 12 horas y sien la
metodologia analitica de rutina se establece como
tiempo maximo de permanencia en
automuestrador este requisito, se puede concluir
que:

Dado que ese error se distribuye como una
distribucidn rectangular.

Es importante mencionar que cuando no se tenga
informacién al respecto, no es necesario reportar
esta fuente de incertidumbre, siempre y cuando
las soluciones de las muestras a analizar sean
inyectadas de inmediato. Si se presente
inestabilidad de las soluciones muestra en el
periodo evaluado y el laboratorio decide analizar
las soluciones muestra en dicho periodo, es
necesario estimar el error sistematico. Para su
estimacion se recomienda determinar el o los
periodos donde la valoracion es inestable y usar la
siguiente formula:
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Si la valoracion resulto ser inestable en un solo
periodo (p=1), el estimado del error sistematico es
la diferencia de la media aritmética de dicho
periodo respecto de la media aritmética del tiempo
de almacenaje cero o inicial. Si hay 2 0 mas
periodos, entonces el error es el promedio de las
diferencias de los “p” periodos.

Si por procedimiento el laboratorio establece que
solo sean analizadas soluciones muestra estables,
automaticamente el error sistematico debida a
esta fuente, es cero.

5.3.4.6 ERROR SISTEMATICO ESTIMADO A
PARTIR DE LA CARACTERISTICA DE
DESEMPENO ROBUSTEZ DEL METODO
ANALITICO

5.3.4.6.1 JUSTIFICACION

Este parametro de desempefio permite determinar
la presencia de error sistematico por los posibles
cambios de poca magnitud que se puedan generar
durante la corrida rutinaria en el método analitico,
en aquellos factores fijos que sea criticos en un
método analitico; por ejemplo:

a) En un método CLAR puede ser el cambio del
pH en la fase movil; suponiendo que el método es
valido a un pH de 4.5. Durante la preparacion de la
fase no se puede asegurar al emplear de manera
rutinaria el método, que el pH sea de 4.5; sino-un
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valor que depende de la variacion asignable al
potencidmetro usado para medir el pH, a la
balanza donde se pesan los reactivos que lo fijan,
al aforo de los materiales empleados en su
preparacion, entre otros.

b) En un método por espectrofotometria al visible,
puede ser la concentracidn del reactivo que da
lugar al croméforo, suponiendo que el método es
valido a una concentracion del reactivo de 2.5 %.
Durante la preparacion del reactivo, no se puede
asegurar al emplearlo de manera rutinaria en el
método, que la concentracidn sea de 2.5 %, sino
un valor que depende de la variacion asignable al
a la balanza donde se pesan el reactivo, al aforo
de los materiales empleados en su preparacion, a
la pureza del reactivo, entre otros.

¢) En un método ELISA para determinar la
potencia de una vacuna, puede ser la temperatura
de incubacion a bafio maria durante el proceso de
unién antigeno — anticuerpo, suponiendo que el
método es valido a una temperatura en 35 °C.
Durante dicho proceso no se puede asegurar que
de manera rutinaria dicha temperatura sea de 35
°C, sino un valor que depende de la variacion
asignable al elemento calefactor, a la distribucién
de la temperatura en el bafio maria, a la
temperatura ambiental, entre otros.

Estas variaciones que comunmente se les
denomina factores ruido, que pueden generar o
no, error sistematico en el método y por lo tanto es
necesario su estimacion.
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5.3.4.6.2 EVALUACION DE LA CARATERISTICA
DE DESEMPENO

De manera general el procedimiento establece
que cuando se investiga un factor a la vez, se
establezcan los niveles, inferior (-), superior (+),
ademas del nivel definido a nivel normal o rutinario
(0), que denominaremos niveles de robustez. Una
muestra homogénea debe ser analizado por
triplicado a cada nivel de robustez.

5.3.4.6.3 RESULTADOS Y ANALISIS.

En la tabla 9, se reporta el porcentaje del analito
del triplicado de una muestra a cada condicion de
robustez dado un factor de interés, utilizando un
método por CLAR.

Para establecer si la caracteristica de desempefio
es fuente de error sistematico, es necesario
obtener el intervalo de confianza bilateral al 95%
para el verdadero valor de la diferencia entre la
media poblacional de la valoracion a la condicion
(-) y (+) respecto a la condicion (0); (LIC (p- o),
LSC (u- po) y LIC (p+ po), LSC (p+ o)) basado
en la distribucion t de Dunnett, mediante las
siguientes formulas:
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NIVEL DE
ROBUSTEZ | REPLICA

DEL MUESTRAL

FACTOR

VALORACION
DEL ANALITO
(%)

94.62
99.19
98.47
100.18
99.82
99.38
99.04
98.25
99.91

+ |+ |+ [O|O|O]:
WIN[PIW[IN[P[WIN]|F-

Tabla 9: Resultado de robustez de un método CLAR

LSC(u, —t)=Y_—Y, 15 0975t 4x(n1) X

Donde:

y_ = media aritmética de la valoracién del analito
a nivel (-) de la condicion de robustez.

y, = media aritmética de la valoracion del analito
a nivel (+) de la condicién de robustez.

Y, = media aritmética de la valoracion del analito a
nivel (0) de la condicién de robustez.
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n = numero de réplicas muestrales de la
valoracion del analito.

t5 0975t 1.0x(n-gy = ValOr de la distribucion “t” de

Dunnett asociada a una probabilidad acumulada
de 0.975 (confianza bilateral al 95%), “t-1” grados
de libertad (t es el niumero de condiciones de
robustez) y “t*(n-1)" grados de libertad del error
muestral (véase anexo uno).

MCe = Media de cuadrados del error muestral.

La MCe se calcula con la formula (29); donde “”
son los niveles de las condiciones de robustez (i=-
0, +) y”J’ representan la replicas muestrales
(j=1,2,3 para este caso).

Al sustituir y reducir en la férmula (29):

D yi=94.62+99.19% +...+99.91° =
87808.3828

y, =94.62+99.19+98.47 = 292.28

Y, =100.18 +99.82 +99.38 = 299.38

y, =99.04 +98.25+99.91=297.20

2 2 2
87808.38287292'28 +299.38° +297.20 22959

MC, = 3
¢ 3x(3-1)

El valor de la “t” de Dunnett obtenido del anexo 1,
para 0.975,t=3yn=3;

tD,o.975,2,6 =2.86

Para la condicion de robustez (-) en funcién de las
formulas (32) y (33):

LIC( — 1) ZK?)-ZS_@_ZSGX 2><2§2959 _
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-5.9050 %
20228 299.38 2x2.2959
LSC(u_ — 1) = =5 +2.86 % / —
11716 %

Dado que en este intervalo se incluye el valor de
cero, se debe asumir estadisticamente que la
valoracién a la condicién de robustez (-) es
equivalente estadistico respecto de la condicion
(0); es decir la valoracion no cambia respecto de la
condicién normal rutinaria del factor investigado,
por lo que hay ausencia de error sistematico.

De manera similar para el nivel del factor (+):

LIC (. - )= 297320_29&;38_286 /2><252959=

-4.2650 %

297.20 299.38 2x2.2959
LSC(ut, — o) ===~ =5 +286x ==
2.8116 %

Ya que en este intervalo se incluye el valor de
cero, se debe asumir estadisticamente que la
valoracién a la condicidn de robustez (+) es
equivalente estadistico respecto de la condicidn
(0); por lo que hay ausencia de error sistematico.

Ambas inferencias dan lugar a establecer que la
valoracion no cambia en el intervalo investigado
de robustez para el factor en cuestion.

5.3.4.6.4,ESTIMACIC')N DEL ERROR
SISTEMATICO.

Ya que la valoracion es estable en el intervalo de
robustez del factor, se puede concluir que:
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Dado que ese error se distribuye como una
distribucion rectangular.

Es importante mencionar que cuando no se tenga
informacién al respecto, no es necesario reportar
esta fuente de incertidumbre, siempre y cuando
los factores criticos que puedan impactar en la
exactitud del método analitico sean controlados de
manera apropiada.

Si el método no fuera robusto en el intervalo
evaluado y el laboratorio decide analizar las
muestras no ejerciendo ningun seguimiento del
comportamiento del factor durante la corrida
analitica; es necesario estimar el error sistematico.
Para su estimacion se recomienda usar la
siguiente férmula:

v+ .-y
e = ods (37)

Si el factor no es robusto al nivel (-) y ().

e, = = (38)

J3

Si el factor no es robusto al nivel (-).

e, = o-yo) (39)

J3

Si el factor no es robusto al nivel (+).

Si por procedimiento el laboratorio establece que
se ejerza control en el método rutinario de tal

CONSULTA A USUARIOS DE LA FEUM 2022-4

Pagina 170 de 219 APENDICE IV. ESTIMACION DE LA
INCERTIDUMBRE DE METODOS ANALITICOS FARMACOPEICOS.



‘.FEI_Im

4 .. SALUD ’ COFEPRIS Comisién Permanente de la
"F ARMACDOPER

>

de los Estados Unidos Mexicanos

"2022, Afio de Ricardo Flores Magoén, Precursor de la Revolucion Mexicana™

Debe decir Justificacion*

manera que se asegure que el nivel del factor se
mantuvo en el nivel normal o rutinario,
automaticamente el error sistematico debida a
esta fuente, es cero.

5.3.4.7 ESTIMACION DE LA INCERTIDUMBRE
COMBINADA DEL ERROR SISTEMATICO

La estimacién de la incertidumbre de la exactitud
del método (uem) a partir de los parametros de
desempenio respectivos, se obtiene al emplear la
formula (7) y en funcion de los resultados en (10),
(13), (28), (32) y (38).

U,, =+/0? +02 +0.6635% + 0% + 02 =0.6635
%.....(40)

5.3.5 ESTIMACION DE LA INCERTIDUMBRE
DEL ERROR ALEATORIO.

Las fuentes de incertidumbre identificadas que
permiten estimar la incertidumbre debido al error
aleatorio es el de la precision del sistema (ups) y la
precision del método (upm); véase figura 1y
formula (4).

5.3.5.1 ESTIMAQION DE LA INCERTIDUMBRE
DE LA PRECISION DEL SISTEMA.

Para estimar esta incertidumbre es necesario
obtener aquella relacionada la repetibilidad del
sistema y la reproducibilidad del sistema.

5.3.5.1.1 INCERTIDUMBRE DE LA
REPETIBILIDAD DEL SISTEMA (uss).

CONSULTA A USUARIOS DE LA FEUM 2022-4

Pagina 171 de 219 APENDICE IV. ESTIMACION DE LA
INCERTIDUMBRE DE METODOS ANALITICOS FARMACOPEICOS.



SALUD | (e COFEPRIS

>

‘ Comisiéon Permanente de la
‘ FARMACOPER
de los Estados Unidos Mexicanos

"2022, Afio de Ricardo Flores Magoén, Precursor de la Revolucion Mexicana™

Debe decir Justificacion*

PRECISION DEL

SISTEMA \

ADECUABILIDAD /

DEL SISTEMA

. REPETIBILIDAD
DEL SISTEMA

Figura 3. Identificacion de las fuentes de incertidumbre de la
repetibilidad del sistema y caracteristicas de desempefio de
la validacién de métodos analiticos.

Las fuentes de incertidumbre identificadas que
permiten estimar la incertidumbre del error
aleatorio debido a la repetibilidad del sistema (urs)
se observan en la figura 3, que se representa en la
formula (5); a partir de la cual se justifica que:

Ups = (eas+e'°sj2 (41)
o =] =2

Donde:

eqs = error aleatorio estimado a partir de la
adecuabilidad del sistema.

eps = error aleatorio estimado a partir de precision
del sistema.

n = numero de caracteristicas de desempefio, que
en este caso son 2.

Es importante mencionar que ambas
caracteristicas de desempefio representan a la
repetibilidad del sistema, por lo tanto, el error se
debe promediar.
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El error aleatorio en todos los casos se debe
reportar en porcentaje respecto del contenido del
analito en la muestra.

5.3.5.1.1.1 ERROR ALEATORIO ESTIMADO A
PARTIR DE LA CARACTERISTICA DE
DESEMPENO ADECUABILIDAD DEL SISTEMA.
5.3.5.1.1.1.1 JUSTIFICACION

La precision del sistema puede ser estimada a
partir de la caracteristica de desempefio linealidad
del sistema ya que permite estimar su variacion en
funcion de diferentes niveles de concentracion del
analito mediante la desviacion estandar (Syx) de
regresion que debe ser expresada como
coeficiente de variacion de regresion (CVyx).
5.3.5.1.1.1.2 EVALUACION DE LA
CARATERISTICA DE DESEMPENO

De manera general el procedimiento establece
que a partir de una solucion del analito, se debe
preparar al menos cinco niveles de concentracion
por triplicado de éste, que incluya la concentracién
que representa a la solucion de referencia en el
método, si el método es a un solo punto (una sola
concentracién de la solucién de referencia).
Cuando el método considere el empleo de la una
curva de calibracién, Unicamente habra que
proceder a reproducir la curva de calibracion y en
cualquier caso reportar la respuesta analitica
segun el método.

5.3.5.1.1.1.3 RESULTADOS Y ANALISIS.
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En la tabla 10, se reporta la respuesta analitica de
seis inyecciones de una misma solucion de
referencia, por un método CLAR.

El coeficiente de variacion de la respuesta
analitica asignable a la adecuabilidad del sistema
(CVas) se calcula con la siguiente férmula:

_ nx(n—l) <100

nx\/nxzyz_(zy)z
CV,, zy .....

INYECCION | AREA DE PICO
1 1418405
1454569
1421338
1447098
1443674
1444280

o0 WN

Tabla 10: Resultado de adecuabilidad del sistema por un
método CLAR

Donde:

n = numero de inyecciones.

Considerando los valores de la tabla 10:

n==6

Yy = 1418405% + 14545697 + --- + 14442802
= 1.24120773883113 x 10*3

Yy = 1418405 + 1454569 + --- + 1444280
= 8629364

Al sustituir y reducir en la férmula (42):
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B \/ 6x1.24120773883113 x10** — 8629364 °

6x(6-1
CV, = x(6-1) x100 =
8629364

1.0267 %

5.3.5.1.1.1.4 ESTIMACION DEL ERROR
ALEATORIO.

El error aleatorio debido a la adecuabilidad del
sistema expresado en porcentaje, es equivalente a
su coeficiente de variacion:

e, =CV,, = 1.0267 % .....(43)

Es importante mencionar que cuando no se tenga
informacién al respecto, no es necesario reportar
la fuente de incertidumbre.

5.3.5.1.1.2 ERROR ALEATORIO ESTIMADO A
PARTIR DE LA CARACTERISTICA DE
DESEMPENO PRECISION DEL SISTEMA.

5.3.5.1.1.2.1 JUSTIFICACION

La precision del sistema permite determinar para
la metodologia analitica la repetibilidad de la
respuesta analitica de soluciones independientes
del analito a la concentracion de la solucion de
referencia preparadas por dilucién de una solucién
concentrada o cuando no sea posible, por
pesadas independientes, la cual debe ser
reportada como coeficiente de variacion (CVps)
para estimar con facilidad el error aleatorio.

535.11.2.2 EVALUACION DE LA
CARATERISTICA DE DESEMPENO

De manera general el procedimiento establece
que a partir de una “n” soluciones del analito a una
concentracion especificada obtenida a partir de
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una solucién concentrada del analito, se procede a
determinar la respuesta analitica de dichas
soluciones segun el método; que comunmente
representan a la solucion de referencia empleada
para obtener la valoracién, o pesos
independientes del analito (volumetria), donde es
importante asegurar que sea el mismo peso.

5.3.5.1.1.2.3 RESULTADOS Y ANALISIS.

En la fabla 11, se reporta la respuesta analitica de
seis soluciones a una concentracion especificada
por un método por CLAR.

El coeficiente de variacion de la respuesta
analitica asignable a la precision del sistema
(CVps) se calcula con la siguiente férmula (42):

SOLUCION
DE AREA DE PICO
REFERENCIA
1 1439544
2 1467729
3 1426353
4 1426969
5 1449459
6 1430516

Tabla 11: Resultado de precision del sistema por un método
CLAR

Donde:

n = numero de soluciones.

Considerando los valores de la tabla 11:

n==6
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Z y® =1439544° +1467729°% +...+1430516° =
1.2444546171884*1013

Z y =1439544 +1467729 +...+1430516 =
8640570

Al sustituir y reducir en la formula (42):

B \/6 x1.24445461 71844 x 10" — 8640570 °

CV, = 6x(6-1) x100 =
8640570

1.1216 %

5.3.5.1.1.2.4 ESTIMACION DEL ERROR
ALEATORIO.

El error aleatorio debido a la precision del sistema
expresado en porcentaje, es equivalente a su
coeficiente de variacion:

e, =CV,, = 1.1216 %.....(44)

Es importante mencionar que cuando no se tenga
informacién al respecto, no es necesario reportar
la fuente de incertidumbre.

5.3.5.1.1.3 ESTIMACION DE LA
INCERTIDUMBRE DE LA REPETIBILIDAD DEL
SISTEMA

Esta se estima a con la férmula (41), dados los
resultados de (43) y (44), que al sustituir y reducir:

1.0267 +1.1216
Uy = 2

5.3.5.1.2 ERROR ALEATORIO ESTIMADO A
PARTIR DE LA REPRODUCIBILIDAD DEL
SISTEMA.
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La fuente de incertidumbre identificada que
permite estimar la incertidumbre del error aleatorio
debido a la reproducibilidad del sistema (urts) se
observan en la figura 4 que se representa en la
férmula (5); a partir de la cual se justifica que:

LINEALIDAD
DEL SISTEMA

N

Figura 4. |dentificacién de la fuente de incertidumbre de la
reproducibilidad del sistema y su caracteristica de
desempefio de la validacion de métodos analiticos

Upes = yJ€Z.....(46)

Donde:

e;s = error aleatorio estimado a partir de la
linealidad del sistema.

El error aleatorio en todos los casos se debe
reportar en porcentaje respecto del contenido del
analito en la muestra.

5.3.5.1.2.1 ERROR ALEATORIO ESTIMADO A
PARTIR DE LA LINEALIDAD DEL SISTEMA.
5.3.5.1.2.1.1 JUSTIFICACION

La reproducibilidad del sistema puede ser
estimada a partir de la caracteristica de
desemperio linealidad del sistema ya que permite
estimar su variacion en funcion de diferentes
niveles de concentracion del analito mediante el
coeficiente de variacion de regresion debido a la
linealidad del sistema, que los representaremos
como (CVis).

REPRODUCIBILIDAD
DEL SISTEMA
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5.3.5.1.2.1.2 EVALUACION DE LA
CARATERISTICA DE DESEMPENO

De manera general el procedimiento establece
que a partir de una solucion del concentrada del
analito, se preparan al menos 5 niveles por
triplicado por dilucién, en cuyo intervalo se
presente la concentracion de la solucion de
referencia indicada en la metodologia (analisis a
un solo punto) o en caso que esta considere una
curva de calibracion (andlisis a “n” puntos); se
reproduce la curva tal y como lo indica el método.
En ambos casos se procede a determinar la
respuesta analitica como lo establece la
metodologia.

5.3.5.1.1.2.3 RESULTADOS Y ANALISIS.

En la fabla 12, se reporta la respuesta analitica de
un triplicado a seis niveles de concentracion del
analito.

El coeficiente de variacion de regresion de la
respuesta analitica asignable a la linealidad de
sistema (CVis) se calcula con la siguiente férmula:

nX\/Zyz—msz—bey
n-2 %100 *+++ (47)

s = zy

cv,

Donde:

n = numero de pares ordenados de la
concentracion del analito.

m = pendiente de la relacion “x” e “y”, que se

obtiene con la férmula (15).
b = ordenada al origen de la relacion “x” e y”, que
se obtiene con la férmula (16).
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Calculando las sumatorias respectivas:

CONCENTRACION | REPUESTA
DEL ANALITO (x, | ANALITICA
ng/mL) )
40.98 149325
40.98 151064
40.98 152441
81.96 302311
81.96 301594
81.96 302522
163.91 586795
163.91 588221
163.91 582707
409.78 1409593
409.78 1397173
409.78 1410155
491.73 1658209
491.73 1663545
491.73 1656090
573.69 1950525
573.69 1899769
573.69 1928361

Tabla 12: Resultado de linealidad del sistema por un método
CLAR

Y x = 40.98 + 40.98 +... +573.69 =5286.1500

Yy = 149325 4+ 151064 +...+1928361 =18090400
Y x% = 40.982 +

40.98% +... +573.69% =2322316.4440

Y y? = 1493252 + 151064%+... +1928361% =
26691608012674.0000
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> xy = 40.98 x 149325 +

40.98 X 151064 +...+573.69 x 1928361 =
7871897468.0770

Dado que n = 18, al sustituir en las formulas
respectivas y al reducir:

__ 18x7871897468.0770-5286.1500X18090400
m= 18x2322316.4400-5286.15002 B
3324.0397 respuesta analitica / ng/mL
b= 18090400-33241}80397X5286.1500 =288348635
respuesta analitica
Al sustituir y reducir en la férmula (49):

2669160801 2674.0000 —3324.0397 x 7871897468 .0770 — 28834.8635 x 5286.1500

18x I

V= ! 180934810_02 -
1.4662 % i

5.3.5.1.2.1.4 ESTIMACION DEL ERROR
ALEATORIO.

El error aleatorio debido a la linealidad del sistema
expresado en porcentaje, es equivalente a su
coeficiente de variacion:

e, =CV, = 14662 % ....(48)

Es importante mencionar que cuando no se tenga
informacién al respecto, no es necesario reportar
la fuente de incertidumbre.

5.3.5.1.2.1.5 ESTIMACION DE LA
INCERTIDUMBRE DE LA REPRODUCIBILIDAD
DEL SISTEMA

Esta se estima a con la formula (48), dando el
resultado de (49):

5.3.5.1.3 ESTIMACION DE LA INCERTIDUMBRE
COMBINADA DE LA PRECISION DEL SISTEMA
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La incertidumbre debida a la precision del sistema
se obtiene con la formula (5) y que al sustituir (45)
y (48) y al reducir:

5352 ESTIMAQION DE LA INCERTIDUMBRE
DE LA PRECISION DEL METODO

Para estimar esta incertidumbre es necesario
obtener aquella relacionada la repetibilidad del
método v la reproducibilidad del método.

5.3.5.2.1 INCERTIDUMBRE DE LA
REPETIBILIDAD DEL METODO (urim).

. PRECISION
DEL METODO AL
A EQUIPOS
100% INTERMEDIA

NN

LINEALIDAD ESTABILIDAD ROBUSTEZ

DEL METODO ANALITICA DE LA
MUESTRA

», REPETIBILIDAD
DEL METODO

Figura 5. Identificacién de las fuentes de incertidumbre de la
repetibilidad del método y caracteristicas de desempefio de
la validacion de métodos analiticos

Las fuentes de incertidumbre identificadas que
permiten estimar la incertidumbre del error
aleatorio debido a la repetibilidad del método (urm)
se observan en la figura 5, que se representa en la
formula (6); a partir de la cual se justifica que:

2

u _ \/( eemlOC%rtm + elmnm + epinm + eeamnm + etenm + ernm j ..... (51 )

mm
n

Donde:
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€em100%rtm = €rror aleatorio de la repetibilidad
de método estimado a partir de la exactitud del
método al 100%.

€rmrtm = error aleatorio de |a repetibilidad de
método estimado a partir de la linealidad del
método.

epirtm = error aleatorio de la repetibilidad de

método estimado a partir de la precision
intermedia del método.

€eamrtm = €rror aleatorio de la repetibilidad de
método estimado a partir de la estabilidad analitica
de la muestra.

erertm = €rror aleatorio de la repetibilidad de
método estimado a partir de la tolerancia a
equipos.

€tertm = €rror aleatorio de la repetibilidad de
método estimado a partir de la robustez del
método.

n = numero de caracteristicas de desempefio en la
determinacion de la repetibilidad.

El error aleatorio en todos los casos se debe
reportar en porcentaje respecto del contenido del
analito en la muestra.

5.3.5.2.1.1 ERROR ALEATORIO DE LA
REPETIBILIDAD ESTIMADO A PARTIR DE LA
CARACTERISTICA DE DESEMPERNO
EXACTITUD DEL METODO AL 100%.

5.3.5.2.1.1.1 JUSTIFICACION

La repetibilidad del método estimada a partir de la
caracteristica de desempefio, parte de la precision
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Debe decir Justificacion*

del método; es una de las fuentes de variacion que
representa a este error y que se estima a partir del
coeficiente de variacion de los resultados del
recobro al nivel que representa el cien por ciento
del analito en la muestra (CVyx=100%).

5.3.5.2.1.1.2 EVALUACION DE LA
CARATERISTICA DE DESEMPENO

De manera general el procedimiento establece
que a una matriz analitica se adiciona una
cantidad correspondiente al 100% de analito
segun la metodologia, por sextuplicado; se
proceden a analizar como éste lo indica y se
obtiene la cantidad recuperada el analito,
reportando como porcentaje. También puede ser
empleado el enfoque de la muestra adicionada o
adicionar el analito en una etapa del método que
no tenga impacto en su exactitud. Es requisito que
el analisis se haga en una sola corrida para que
sea representativo de la repetibilidad.
5.3.5.2.1.1.3 RESULTADOS Y ANALISIS.

En la fabla 13, se reporta el porcentaje de recobro
de seis matrices analiticas, por un método CLAR.
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MATRIZ
ANALITICA | PORCENTAJE
ADICIONADA |DE RECOBRO
AL 100%
1 100.21
2 101.24
3 99.38
4 100.30
5 100.71
6 98.97

Tabla 13: Resultado de exactitud del método al 100% por un
método CLAR.

El coeficiente de variacion de la respuesta
analitica asignable a la exactitud del metodo al
cien por ciento (CVyx=100%) Se calcula con la
formula (42):

Considerando los valores de la tabla 13:

n="6

Z y? =100.21° +101.24° +...+ 98.97° =

60165.6211
>y =100.21+101.24 +...+98.97 = 600.81

Al sustituir y reducir en la formula (42):
6x 60165.6211 — 600.81°

6><\/
6x(6-1 0,
CVy/x:lOO% = ( ) x100 = 0.8369 %
600.81

5.3.5.2.1.1.4 ESTIMACION DEL ERROR
ALEATORIO.
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Debe decir Justificacion*

El error aleatorio debido a la repetibilidad de la
exactitud del método al 100% expresado en
porcentaje, es equivalente a su coeficiente de
variacion:

€emtomorm = CVy/xe00 = 0-8369 % .....(52)

Es importante mencionar que cuando no se tenga
informacién al respecto, no es necesario reportar
la fuente de incertidumbre.

5.3.5.2.1.2 ERROR ALEATORIO DE LA
REPETIBILIDAD ESTIMADO A PARTIR DE LA
CARACTERISTICA DE DESEMPENO
LINEALIDAD DEL METODO.

5.3.5.2.1.2.1 JUSTIFICACION

La linealidad del método permite determinar para
la metodologia analitica, estimar su repetibilidad
bajo en concepto de error puro siempre y cuando,
los recobros hayan sido obtenidos en la misma
corrida analitica.

5.3.5.2.1.2.2 EVALUACION DE LA
CARATERISTICA DE DESEMPENO

De manera general el procedimiento establece
que se debe analizar la matriz o muestra analitica
adicionada al menos a tres niveles porcentuales
del analito al menos por triplicado a cada nivel y su
intervalo depende de la aplicacion analitica, de
preferencia por pesadas independientes o cuando
no sea posible, en una etapa no critica respecto a
la exactitud, se adiciona el analito; para fines de
repetibilidad debe ser en la misma corrida
analitica.

5.3.5.2.1.2.3 RESULTADOS Y ANALISIS.
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En la tabla 14, se reporta la cantidad adicionada
(ug/ml) vs cantidad recuperada (ug/mL) de un
analito de 6 niveles (aproximados) por triplicado,
es decir un total de 18 matrices adicionadas de
analito, utilizando un método por CLAR.
MATRIZ CONCENTRACION | CONCENTRACION
; ADICIONADA (x, | RECUPERADA (y,
ANALITICA
ng/mL) ug/mL)
1 42.91 43.28
2 43.91 44.67
3 43.91 44.43
4 83.83 85.01
5 83.83 85.33
6 84.83 85.72
7 160.68 163.96
8 160.68 162.84
9 160.68 164.50
10 399.20 400.02
11 399.20 406.16
12 401.20 397.72
13 480.04 489.80
14 481.04 481.10
15 501.00 508.12
16 559.88 567.95
17 565.87 575.69
18 568.86 575.46
Tabla 14: Resultado de linealidad de método en un intervalo
dado por un método CLAR
Para la estimacion del error puro, deben
identificarse los niveles de concentracion
adicionada de la misma magnitud y generar la
siguiente tabla.
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CONCENTRACION |CONCENTRACION

MATRIZ ADICIONADA (x, |RECUPERADA (y,
ANALITICA

pg/mL) pg/mL)
1 43.91 44.67
2 23.91 24.43
1 83.83 85.01
2 83.83 85.33
1 160.68 163.96
2 160.68 162.84
3 160.68 164.50
1 399.20 400.02
2 399.20 406.16

Tabla 15: Resultado de linealidad de método para estimar el
€rror puro.

Para cada nivel de concentracion adicionada que
se replica, calcular su varianza respectiva con la
siguiente formula:

2
52 = ye-Ey) (53)

n,x(n, —1)

La desviacion estandar del error puro (Sep) se
obtiene con la férmula (56):

Que al expresarlo como coeficiente de variacion
(CVep) queda como:

S,
CV,, = <2 x100.....(55)
DI

n

Donde:
Z y = suma de los valores de la concentracion

recuperada.
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n = numero de valores de la concentracion
recuperada.

Considerando la informacion de la tabla 15:
N4391 = 2
Ng3.33 = 2
N160.68 = 3
N399.20 = 2

> Yo = 44.67° +44.43° =3969.4338

> Viger = 44.67 +44.43=89.10

S Y2 =85.017 +85.337 = 14507.9090

> Yasas =85.01+85.33 =170.34

> Viuoes =163.967 +162.84” +164.50% =80459.9972
> Yisoss =163.96 +162.84 +164.50 =491.30
> Y2920 = 400.022 + 406.167 = 3249819460

D Vase20 = 400.02 + 406.16 =806.18
Al sustituir y reducir en la férmula (55) para cada
nivel respectivo de concentracidn adicionada:

2 2x3969.4338 —89102 _ 00288 ng/mLz

Si301=

2x(2-1)
, _2x14507.9090-17034° _ () 0512 ;,g2/mL?
83.33 2 x (2 _1) -
) 3x80459.9972 —491.30° _ () 7169 g2/mL2
Si6068 = 3 =7 H
x(3-1)
o _ 2x324981.9460 ~806.18° _ 188498 1ug2/mL2
39920 — 2)( (2 _1) -

Al sustituir y reducir en la formula (56):
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. - [(2-1)x0.0288 +(2—1)x0.0512 + (3—-1)x 0.7169 + (2 -1)x18.8498 _
@ (2-1)+(2-1)+(3-1)+(2-1)

2.0181 pg/ml

Ya que:

Z y =44.67+44.43+...+406.16 = 1556.92

n=9.

Y al sustituir y reducir en la formula (56):

20181 i

9

5.3.5.2.1.2.4 ESTIMACION DEL ERROR
ALEATORIO.

El error aleatorio debido a la repetibilidad de la
linealidad del método expresado en porcentaje, es
equivalente a su coeficiente de variacion:

€umin = CVsp = 11666 % .....(56)

Es importante mencionar que cuando no se tenga
informacion al respecto, no es necesario reportar
la fuente de incertidumbre.

5.3.5.2.1.3 ERROR ALEATORIO DE LA
REPETIBILIDAD ESTIMADO A PARTIR DE LA
CARACTERISTICA DE DESEMPENO
PRECISION INTERMEDIA.

5.3.5.2.1.3.1 JUSTIFICACION

La repetibilidad del método estimada a partir esta
caracteristica de desempefio, parte de la precision
del método; es una de las fuentes de variacion que
representa a este error y que se estima a partir del
coeficiente de variacion de la valoracién del analito
en la muestra intra analisis (CVy).
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5.3.5.2.1.3.2 EVALUACION DE LA
CARATERISTICA DE DESEMPENO.

De manera general el procedimiento establece
que una muestra cuyo contenido de analito en la
muestra sea homogénea, sea analizada por
triplicado al menos por dos analistas en al menos
dos diferentes dias o corridas analiticas
independientes y se reporte la valoracién segun lo
indique el método. El caso minimo es donde
colaboran dos analistas en dos dias diferentes o
dos corridas analiticas independientes, lo que
genera 12 resultados analiticos y cuatro
condiciones de repetibilidad, es decir bajo las
mismas condiciones de analisis. Si se tienen “a”
analistas y “d” dias o corridas analiticas, se
tendran “a*d*3” resultados y “a*d” condiciones de
repetibilidad o condiciones de analisis.

5.3.5.2.1.3.3 RESULTADOS Y ANALISIS.

En la tabla 13, se reporta la valoracion del analito
en porcentaje de un estudio de precision
intermedia con una configuracion minima (dos
analistas, dos dias, triplicado de analisis) lo que
genera cuatro condiciones de repetibilidad:
analista uno dia uno, analista uno dia dos, analista
dos dia uno y analista dos dia dos.
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REPLICA |VALORACION

ANALISTA | DIA ANALITICA v, %)

99.75
99.14
98.28
99.33
100.06
100.42
101.27
98.23
98.75
99.69
100.82
98.33

NINININININ|IFP IR |IFRFP P
NININ[FP PP INININ|FP (P
WIN[P[WIN|P|WIN [P [WIN |-

Tabla 16: Resultado de precision intermedia del método por
método CLAR

Para cada condicion de repetibilidad calcular su
varianza respectiva con la siguiente formula:

2 :3xzy§d_(zyad)2 (57)
6

soy=—= =0

La desviacion estandar de la repetibilidad de la
precision intermedia (Srppi) Se obtiene con la
formula (58):

Donde:
a = numero de analistas.
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d = nimero de dias.

Que al expresarlo como coeficiente de variacion
(CVippi) queda como:

S .
CV, . = PPl %100 .....(59)
pp zy
3xaxd
Donde:

Z y = suma de los valores de valoracion.

Considerando la informacion la tabla 16:

Para las diferentes condiciones de repetibilidad:

Analista uno, dia uno:

> y2 =99.757 +99.14% + 98.287 = 29437.7605

>y, =99.75+99.14 +98.28 =297.17

Analista uno, dia dos:

" y2 =99.33 +100.06% +100.42 =
29962.6289

Z Y;, =99.33+100.06 +100.42 =299.81

Analista dos, dia uno:

Z y2, =101.27% +98.23% +98.75% =29656.3083

3" y,, =101.27 +98.23 + 98.75 = 298.25

Analista dos, dia dos:

> yZ, =99.69 +100.82” +98.33° =29771.5574

Z Y,, =99.69 +100.82 + 98.33 =298.84

Al sustituir y reducir en la formula (60) para cada
condicion de repetibilidad:

CONSULTA A USUARIOS DE LA FEUM 2022-4

P4gina 193 de 219 APENDICE IV. ESTIMACION DE LA
INCERTIDUMBRE DE METODOS ANALITICOS FARMACOPEICOS.



'. F=um

g SALUD @ COFEPRIS Comisiéon Permanente de la
‘ FARMACUOPEAR
Yo' SRemETAmA BEEatuR “ CONTRA RIESGOS SANITARIOS de los Estados Unidos Mexicanos

"2022, Afio de Ricardo Flores Magoén, Precursor de la Revolucion Mexicana™

Debe decir Justificacion*

K 3% 29437.7605 — 297.172

L s = 0.5454 %2
_ 2
52 - 3x 29962.62689 299.81° _ 0.3084 %2
2
§2 — 3x 29656.30683—298.25 _ 26437 %2
_ 2
52 — 3x 29771.55674 298.84 _ 15544 %2
Al sustituir y reducir en la férmula (60), ya que a=2
y d=2:
B \/ 0.5454 +0.3084 +2.6437 +1.5544 1 2630 %
P 2x2 B
Ya que:

D y=99.75+99.14 +...+98.33 =1194.07

Y al sustituir y reducir en la formula (61):
1.2630

— — 0
CVrppi = 1194 07 x100 = 1.2693 %
3x2x2 ,
5.3.5.2.1.3.4 ESTIMACION DEL ERROR
ALEATORIO.

El error aleatorio debido a la repetibilidad de la
precision intermedia expresado en porcentaje, s
equivalente a su coeficiente de variacion:

e =CV_.=12693%....(60)

pirpm rppi
Es importante mencionar que cuando no se tenga
informacién al respecto, no es necesario reportar
la fuente de incertidumbre.
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5.3.5.2.1.4 ERROR ALEATORIO DE LA
REPETIBILIDAD ESTIMADO A PARTIR DE LA
CARACTERISTICA DE DESEMPENO
ESTABILIDAD ANALITICA DE LA MUESTRA.

5.3.5.2.1.4.1 JUSTIFICACION

La repetibilidad del método estimada a partir esta
caracteristica de desempefio, parte de la precision
del método; es una de las fuentes de variacion que
representa a este error y que se estima a partir del
coeficiente de variacion de la valoracién del analito
en la muestra intra andlisis (CVy).

5352142 EVALUACION DE LA
CARATERISTICA DE DESEMPENO.

Considerando el ejemplo del numeral 5.2.4.2
donde se explico la evaluacion de esta
caracteristica para un método cromatografico, con
analisis a las condiciones de estabilidad alas6y a
las 12 horas (tiempos de muestreo), ademés de la
inicial.

5.3.5.2.1.4.3 RESULTADOS Y ANALISIS.

En la fabla 17, se reporta el porcentaje del analito
del triplicado de una muestra utilizando un método
por CLAR.
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TIEMPO DE .
ALMACENAJE EN EL| REPLICA i tviainty
AUTOMUESTADOR | MUESTRAL DEL ANALITO
(%)
(h)
0 1 98.04
0 2 98.26
0 3 97.60
6 1 96.77
6 2 97.67
6 3 08.72
12 1 96.98
12 2 97.81
12 3 97.48

Tabla 17: Resultado de estabilidad de la solucion muestra
por un método CLAR

El coeficiente de variacion de la muestra intra
analisis debido a la estabilidad analitica de la
muestra (CViaeam) Se calcula con la férmula (61).
Donde:

t = es el nimero de tiempos muestrales incluyendo
el tiempo inicial, que para este caso, t = 3.

n = numero de réplicas analiticas muestrales para
cada tiempo, que para este caso, n = 3.

“i” son los niveles del tiempo de muestreo (i=0, 6 y
12 horas para este caso)

|” representan la replicas muestrales (j=1,2,3 para

este caso).
2
Sy ¥
txnx W—l)n (61 )
CV — 100 .....
laeam Zz y“

Al sustituir y reducir en la férmula (61):
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D) yi=98.04%+98.26% +...+97.48% = 85916.3963

ZZ y; =98.04+98.26 +...+97.48 = 879.33

Yo =98.04+98.26 +97.60 =293.90

Yo =96.77+97.67+98.72 =293.16

Y, =96.98+97.81+97.48 =292.27

293.90% + 293.16% + 292.272
3x3x 3 (3 1) 3
CVigean = e x100=
879.33

0.8774 %

\/ 85916.3963 —

5.3.5.2.1.4.4 ESTIMACION DEL ERROR
ALEATORIO.

El error aleatorio debido a la repetibilidad de la
estabilidad analitica de la muestra expresado en
porcentaje, es equivalente a su coeficiente de
variacion:

CV,eam = 0.8774 %

eeam rtm — iaeam — Y0 0T AE e (62)

Es importante mencionar que cuando no se tenga
informacién al respecto, no es necesario reportar
la fuente de incertidumbre.

5.3.5.2.1.5 ERROR ALEATORIO DE LA
REPETIBILIDAD ESTIMADO A PARTIR DE LA
CARACTERISTICA DE DESEMPENO
TOLERANCIA A EQUIPOS

5.3.5.2.1.5.1 JUSTIFICACION

La repetibilidad del método estimada a partir esta

caracteristica de desempefio, parte de la precision
del método; es una de las fuentes de variacion que
representa a este error y que se estima a partir del
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coeficiente de variacion intra anélisis debido a la
tolerancia a equipos (CViate).

5.3.5.2.1.5.2 EVALUACION DE LA
CARATERISTICA DE DESEMPENO.

De manera general este pardmetro se investiga
cuando en un laboratorio donde se va a ejecutar el
método analitico se cuentan con dos 0 mas
equipos con diferente plataforma (diferente marca,
misma marca, pero diferente modelo) pues al
tener diferentes equipos, el analista debe de
decidir qué equipo utiliza, por lo que dicho factor
se puede considerar aleatorio. Para investigar la
tolerancia, una misma muestra debe ser analizada
por triplicado en cada equipo o condicion de
tolerancia.

5.3.5.2.1.5.3 RESULTADOS Y ANALISIS.

En la fabla 18, se reporta el porcentaje del analito
del triplicado de una muestra utilizando un método
por CLAR, en tres equipos de diferente plataforma
o tres condiciones de tolerancia.
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EQUIPO REPLICA | VALORACION
CLAR MUESTRAL | DEL ANALITO
(%)
1 1 99.72
1 2 100.38
1 3 100.82
2 1 99.72
2 2 99.95
2 3 101.03
3 1 99.80
3 2 99.87
3 3 99.91

Tabla 18: Resultado de tolerancia a equipos por un método
CLAR

El coeficiente de variacion de la muestra intra
analisis debido a la tolerancia a equipos (CViate) se
calcula con la formula (63).

Donde:

e = es el numero de equipos que, para esta
situacion, e = 3.

n = numero de réplicas analiticas muestrales por
cada equipo, que para este caso, n = 3.

“i” son los niveles de los equipos (i=1, 2 y 3 horas
para este caso)

|” representan la replicas muestrales (j=1,2,3 para

este caso).
yyyi- 2
exnx ex(n—l)n (63)
CViate = x100 «- -+
22
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Al sustituir y reducir en la férmula (65):
31y =99.727 +100.38% +...+99.91* = 90242.1020

>y =99.72+100.38 +...+99.91= 901.20
y; =99.72+100.38 +100.82 =300.92

y, =99.72+99.95+101.03 =300.70

Y =99.80+99.87 +99.91 =299.58

300.92 +300.70° + 299.58°
3

3x3x

\/ 90242.1020 —

cV,, = 3x(3-1) x100 =
e 901.20

0.5153 %

5.3.5.2.1.5.4 ESTIMACION DEL ERROR

ALEATORIO.

El error aleatorio debido a la repetibilidad de la
tolerancia a equipos de la muestra expresado en
porcentaje, es equivalente a su coeficiente de
variacion:

erm = CViae = 0.5153 % .....(64)

Es importante mencionar que cuando no se tenga
informacion al respecto, no es necesario reportar
la fuente de incertidumbre.

5.3.5.2.1.6 ERROR ALEATORIO DE LA
REPETIBILIDAD ESTIMADO A PARTIR DE LA
CARACTERISTICA DE DESEMPENO
ROBUSTEZ

5.3.5.2.1.6.1 JUSTIFICACION

La repetibilidad del método estimada a partir esta
caracteristica de desempefio, parte de la precision
del método; es una de las fuentes de variacion que
representa a este error y que se estima a partir del
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coeficiente de variacion de la valoracion del analito
en la muestra intra analisis debido a la robustez
para un factor dado (CViar).

5.35.2.1.6.2 EVALUACION DE LA
CARATERISTICA DE DESEMPENO.

De manera general el procedimiento establece
que cuando se investiga un factor a la vez, se
establezcan los niveles, inferior (-), superior (+),
ademas del nivel definido a nivel normal o rutinario
(0), que se denominan niveles de robustez. Una
muestra homogénea debe ser analizado por
triplicado a cada nivel de robustez.

5.3.5.2.1.6.3 RESULTADOS Y ANALISIS.

En la fabla 19, se reporta el porcentaje del analito
del triplicado de una muestra a cada condicién de
robustez dado un factor de interés, utilizando un
método por CLAR.
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NIVEL DE
ROBUSTEZ | REPLICA

DEL MUESTRAL

FACTOR

VALORACION
DEL ANALITO
(%)

94.62
99.19
98.47
100.18
99.82
99.38
99.04
98.25
99.91

+ |+ [+ ]|o|lo|o]f:

WIN|PIW[IN|FP[WIN |-

Tabla 19: Resultado de robustez de un método CLAR

El coeficiente de variacion de la muestra intra
andlisis debido la robustez (CViar) se calcula con la
formula (65).

Donde:

r = es el numero de niveles de robustez, que, para
esta situacion, r = 3.

n = numero de réplicas analiticas muestrales por
cada nivel de robustez, que para este caso, n = 3.
“i” son los niveles de robustez (i=-, 0 y + para este
caso)

|” representan la replicas muestrales (j=1,2,3 para
este caso).

CV,, = 5 Zrlxy(-.n -1) %100 ----(65)
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Al sustituir y reducir en la férmula (65):

ZZ yi? =94.622 +99.19° +...+99.91° =
87808.3828

ZZ Y =94.62+99.19 +...+99.91 = 888.86

y_ =94.62+99.19+98.47 =292.28

y, =100.18+99.82 +99.38 =299.38

y, =99.04 +98.25+99.91=297.20

292.28° +299.38° +297.20°

J 87808.3828 - &
3x3x 15342 ©
CV,, = 3x3-1) x100 = 5342 %

888.86

5.3.5.2.1.6.4 ESTIMACION DEL ERROR
ALEATORIO.

El error aleatorio debido a la repetibilidad de la
robustez expresado en porcentaje, es equivalente
a su coeficiente de variacién:

e, =CV,_ = 15342% ...(66)

Es importante mencionar que cuando no se tenga
informacién al respecto, no es necesario reportar
la fuente de incertidumbre.

5.3.2.1.7 ESTIMACION DE LA INCERTIDUMBRE
COMBINADA DE LA PRECISION DEL METODO
DEBIDO A LA REPETIBILIDAD

La incertidumbre debida a la precision del método
explicada por la repetibilidad se obtiene con la
formula (51) y que al sustituir (52), (86), (60), (62),
(64) y (66) v al reducir;

U = \/[0.8396 +1.1666 +1.2693 +0.8774 +0.5153 +1.5342]Z B
nm T -
6

1,0333 %.....(67)
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5.3.5.2.2 INCERTIDUMBRE DE LA
REPRODUCIBILIDAD DEL METODO (urcm).

TOLERANCIA
A EQUIPOS

N\

0 > REPRODUCIBILIDAD

/ DEL METODO

Figura 6. Identificacion de las fuentes de incertidumbre de la
repetibilidad del método y caracteristicas de desempefio de
la validacion de métodos analiticos

Las fuentes de incertidumbre identificadas que
permiten estimar la incertidumbre del error
aleatorio debido a la reproducibilidad del método
(urem) Se observan en la figura 6, que se
representa en la formula (6); a partir de la cual se
justifica que:

2 2 2
l"Ircm = \/epircma + epircmd + etercm (68)
Donde:
epirema = €IMOr aleatorio de la reproducibilidad del
método entre analistas, estimado a partir de la
precision intermedia del método.
epirema = €IMOr aleatorio de la reproducibilidad del
método entre dias de analisis, estimado a partir de
la precision intermedia del método.
erercm = €I1Or aleatorio de la reproducibilidad de
método estimado a partir de la tolerancia equipos:

PRECISION
INTERMEDIA
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El error aleatorio en todos los casos se debe
reportar en porcentaje respecto del contenido del
analito en la muestra.

5.3.5.2.2.1 ERROR ALEATORIO DE LA
REPRODUCIBILIDAD ESTIMADO A PARTIR DE
LA CARACTERISTICA DE DESEMPENO
PRECISION INTERMEDIA,

5.3.5.2.2.1.1 JUSTIFICACION

La reproducibilidad del método debido a los
analistas y a los dias de anélisis o corridas
analiticas estimada partir esta caracteristica de
desempefio, parte de la precision del método; es
una de las fuentes de variacién que representa a
este error y que se estima a partir del coeficiente
de variacion de la valoracion inter — analistas
(CVpircma) 'y de los dias o corridas analiticas
(CVpircmd).

5.3.5.2.2.1.2 EVALUACION DE LA
CARATERISTICA DE DESEMPENO.

De manera general el procedimiento establece
que una muestra cuyo contenido de analito en la
muestra sea homogénea, sea analizada por
triplicado al menos por dos analistas en al menos
dos diferentes dias o corridas analiticas
independientes y se reporte la valoracién segun lo
indique el método. El caso minimo es donde
colaboran dos analistas en dos dias diferentes o
dos corridas analiticas independientes, lo que
genera 12 resultados analiticos y permite inferir
sobre la variacion debida a los analistas y a los
dias de andlisis, que representan factores
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aleatorios presentes en la mayoria de laboratorios
al ejecutar un método analitico, es decir el que un
analisis deba ser ejecutado por un analista de “a”
analistas y que pueda ser ejecutado en un dia de
“d” dias; por lo que es muy recomendable que los
“a” analistas que participen en el estudio sean
seleccionados de los “A” analistas de la plantilla de
estos. Por ejemplo, si se tienen “5” analistas que
conforman la plantillas y en el estudio de precisién
intermedia van a participar “2” analistas, su
seleccion debe ser de manera aleatoria, como por
ejemplo una tdmbola. Por ejemplo, si se tienen “5”
dias laborables y en el estudio de precision
intermedia se van a seleccionar “2” dias, su
seleccidn debe ser de manera aleatoria, como por
ejemplo el empleo de numeros aleatorios.

Es importante indicar que el disefio de la
evaluacion de esta caracteristica de desempefio,
el ejecutar el andlisis en dias diferentes, asegura
su independencia analitica y que desde un punto
de vista técnico representa corridas analiticas
independientes, por que lo correcto es variacion
inter corrida analitica; pero para fines de este
texto, lo denominamos variacion inter dia de
analisis.

5.3.5.2.2.1.3 RESULTADOS Y ANALISIS.

En la tabla 20, se reporta la valoracién del analito
en porcentaje de un estudio de precision
intermedia con una configuracion minima (dos
analistas, dos dias, triplicado de analisis) lo que
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genera dos condiciones de reproducibilidad: inter
analista e inter dia.

Para inferir si la magnitud de la variacion inter
analista y variacion inter dia, es cero o mayor de
cero, es necesario llevar a cabo el anélisis de la
varianza para los analistas, los dias de analisis y
las réplicas analiticas, descrita en la tabla 21.

- | REPLICA | VALORACION
ANALISTA [DIA ANALITICA V. %)
1 1 1 99.75
1 1 2 99.14
1 1 3 98.28
1 2 1 99.33
1 2 2 100.06
1 2 3 100.42
2 1 1 101.27
2 1 2 98.23
2 1 3 98.75
2 2 1 99.69
2 2 2 100.82
2 2 3 98.33

Tabla 20: Resultado de precision intermedia del método por

método CLAR
FV | GL SC MC Fcal Ftab
A a—1 Dy y? SC, MC, | Fooscr, et
dxr axdxr GL, MCp
D |ax(d-1) ZZ yi? ZYE. SCp MG, FO.OS,GLD,GLE
r dxr | GL, MCe
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Donde:

A = fuente de variacién analistas.

D = fuente de variacion dias de analisis.

E = error del método analitico a nivel de
repetibilidad.

a = numero de analistas, que para este caso a = 2

d = numero de dias de andlisis, que para este
casod = 2.

r=numero de réplicas analiticas, que para este
casor = 3.

i = niveles del factor aleatorio analista, para este
casoi=1,2

J = niveles del factor aleatorio dia de analisis, para
estecasoj=1,2

k = niveles de las réplicas analiticas, para este
casok=1,2,3

SCa = suma de cuadrados de los analistas.

SCp = suma de cuadrados de los dias de andlisis.

SCe = suma de cuadrados del error del método
analitico.

GLa = grados de libertad de los analistas.

GLp = grados de libertad de los dias de analisis.

GLe = grados de libertad del error del método
analitico.

MCa = media de cuadrados de los analistas.

MCp = media de cuadrados de los dias de analisis.
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MCe = mdia de cuadrados del error del método
analitico.

FooscL, oL, = Valorde la distribucion F de Fisher

para un valor de o (nivel de significancia) de 0.05,
grados de libertad en el numerador de GLa y en el
denominador de GLp; obtenido de la fabla 1, de la
seccion de Tablas Estadisticas del capitulo de
Estadistica para Ensayos Bioldgicos.

FooscL, c, = Valor de la distribucion F de Fisher

para un valor de a (nivel de significancia) de 0.05,
grados de libertad en el numerador de GLo y en el
denominador de GLEg; obtenido de la tabla 1, de la
seccion de Tablas Estadisticas del capitulo de
Estadistica para Ensayos Bioldgicos.

Respecto de las sumatorias:

y... = suma de todos los valores, que para este
caso:

y =99.75+99.14 +...+98.33 = 1194.07

2 y? =suma de los cuadrados de los totales de
los analistas ( y; ), que para este caso:

Y, =99.75+99.14+...+100.42 = 596.98

y, =101.27+98.23+...+98.33 = 597.09

D"y =596.987 +597.09° = 712901.5885

D> y2 =suma de los cuadrados de los totales
de la combinacion analista — dias de analisis ( y; ),
que para este caso:

Yy, =99.75+99.14 +98.28 = 297.17
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s, =99.33+100.06 +100.42 = 299,81

Y, =101.27 +98.23+98.75 = 298.25

Y,, =99.69+100.82 +98.33 = 298.64

33y =297.172 4 209,817 + ..+ 298,64 = 900454.4531

> > >y =suma de los cuadrados de cada
valor ( y; ), que para este caso:

DD Vi =99.75% +99.147 + ..+ 98.33% =
118828.2551

Al proceder a realizar los célculos segun la
tabla 21:

GL,=2-1=1

GL, =2x(2-1) = 2

GL: =2x2x(3-1) =38

_ 712901.5885 1194.077

SC, = 0.0010
2x3 2x2x%x3
SC, = 356454 .4531 B 712901 .5885 _ 1219
3 2x3
SC. =118828.2551—w = 10.1041
MC, = % = 0.0010
MC, = @ = 0.6098

©10.1041

MC, = 1.2630
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~0.0010

Fcal, = 0.0017
8

Fcal, = % = 0.4828

Foos1. = 18.513, valor obtenido de la tabla 1, de

la seccion de Tablas Estadisticas del capitulo de
Estadistica para Ensayos Bioldgicos.

Foos,25 =4-459. valor obtenido de la tabla 1, de la

seccién de Tablas Estadisticas del capitulo de
Estadistica para Ensayos Bioldgicos.

Al sustituir los resultados en la tabla 21.

FV | GL | SC MC | Fcal | Ftab
Al 0.001 | 0.00 | 0.00 | 18.513
0 10 17
D|2 1219 | 0.60 | 0.48 | 4.459
6 98 28
E|8 10.10 | 1.26

41 30

Tabla 22: Tabla de andlisis de la varianza para los
resultados del estudio de precision intermedia de la tabla 20.

A partir de esta tabla, se realiza la inferencia
respecto a las fuentes de variacion analista y dia
de analisis en la valoracion, considerando las
siguientes reglas de decision.

Para los analistas:

Si Fcal, < Ftab, el método es reproducible
entre analistas y por lo tanto el CVpirema = 0

Si Fcal, > Ftab, el método no es reproducible

entre analistas y por lo tanto la magnitud de la
reproducibilidad debido a los analistas a partir del
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estudio de precision intermedia (CVpircma) S€
calcula con la formula (69).

fMCA—MCD
axdxrx |—A —~D
cvV d><r %100 =+ (69)

y

pircma —
Para este caso podemos concluir que el método
es reproducible entre los analistas
(0.0017 < 18.513), por lo tanto:

CVpirema=0% ..... (70)

Para dias de analisis:

Si Fcal, < Ftab, el método es reproducible

entre los dias de analisis y por lo tanto el
CVpircmd = 0.

Si Fcal, > Ftab, el método no es reproducible

entre los dias de analisis y por lo tanto la magnitud
de la reproducibilidad debido a los dias de analisis
a partir del estudio de precision intermedia
(CVpiremd) s€ calcula con la formula (71).

aXerX M
cv r %100 ----(71)

pircmd =
Yy

Para este caso poderﬁbs concluir que el método
es reproducible entre los dias de analisis (0.4828
< 4.459), por lo tanto:

CVpiremd =0 % ..... (72)

5.3.5.2.2.1.4 ESTIMACION DEL ERROR
ALEATORIO.

El error aleatorio debido a la reproducibilidad de la
precision intermedia ya que se evaluan los
factores analistas y dias de analisis, es
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equivalente a los coeficientes de variacion

respectivos:
€irema = CVoirema = 0 % -....(73)
€irema = CVpirema = 0 % .....(74)

Es importante mencionar que cuando no se tenga
informacién al respecto, no es necesario reportar
la fuente de incertidumbre.

5.3.5.2.2.2 ERROR ALEATORIO DE LA
REPRODUCIBILIDAD ESTIMADO A PARTIR DE
LA CARACTERISTICA DE DESEMPENO
TOLERANCIA A EQUIPOS

5.3.5.2.2.2.1 JUSTIFICACION

La reproducibilidad del método estimada a partir
esta caracteristica de desempefio, parte de la
precision del método; es una de las fuentes de
variacion que representa a este error, siempre y
cuando el método vaya a ser ejecutado en los
equipos 0 equipos equivalentes en los que se vaya
a ejecutar el método; éste se estima a partir del
coeficiente de variacion inter equipos (CViercm).

5.35.2.2.2.2 EVALUACION DE LA
CARATERISTICA DE DESEMPERO.

De manera general este parametro se investiga
cuando en un laboratorio donde se va a ejecutar el
método analitico se cuentan con dos o méas
equipos con diferente plataforma (diferente marca,
misma marca, pero diferente modelo) pues al
tener diferentes equipos, el analista debe de
decidir qué equipo utiliza, por lo que dicho factor
se puede considerar aleatorio. Para investigar la
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tolerancia, una misma muestra debe ser analizada
por triplicado en cada equipo o condicion de
tolerancia.

5.3.5.2.2.2.3 RESULTADOS Y ANALISIS.

En la tabla 23, se reporta el porcentaje del analito
del triplicado de una muestra utilizando un método
por CLAR, en tres equipos de diferente plataforma
0 tres condiciones de tolerancia.

EQUIPO REPLICA \éét(;mi?ﬁg
CLAR MUESTRAL
(%)
1 1 99.72
1 2 100.38
1 3 100.82
2 1 99.72
2 2 99.95
2 3 101.03
3 1 99.80
3 2 99.87
3 3 99.91

Tabla 23: Resultado de tolerancia a equipos por un método
CLAR

Para inferir si la magnitud de la variacion inter
equipos, es cero 0 mayor de cero, es necesario
llevar a cabo el analisis de la varianza para los
equipos, descrita en la tabla 24.

FV | GL SC MC Fcal | Ftab
EQ e-1 M_ y? SCEQ MCEQ FO.OS‘GLEQ‘GLE
r exr GTEQ MC.
E ex(r-1) ZZHLQ (SBCLE
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Tabla 24: Tabla de anélisis de la varianza para un
estudio de tolerancia a equipos

Donde:

EQ = fuente de variacién de equipos.

E = error del método analitico a nivel de
repetibilidad.

€ = numero de equipos, que para este caso € = 3.

r=numero de réplicas analiticas, que para este
casor = 3.

i = niveles del factor aleatorio equipos, para este
casoi=1,2,3

J = niveles de las réplicas analiticas, para este
casoj=1,2,3

SCeq = suma de cuadrados de los equipos.

SCe = suma de cuadrados del error del método
analitico.

GLeq = grados de libertad de los equipos.

GLe = grados de libertad del error del método
analitico.

MCeq = media de cuadrados de los equipos.

MCEe = media de cuadrados del error del método
analitico.

Foos.cLeq oL = Valor de la distribucion F de Fisher

para un valor de o (nivel de significancia) de 0.05,
grados de libertad en el numerador de GLea y en
el denominador de GLg; obtenido de la tabla 1, de
la seccion de: Tablas Estadisticas del capitulo de
Estadistica para Ensayos Bioldgicos.

Respecto de las sumatorias:
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y =suma de todos los valores, que para este
caso:

y =99.72+100.38 +...+99.91 = 901.20

Z y> = suma de los cuadrados de los totales de
los equipos ( Y, ), que para este caso:

y, =99.72+100.38+100.82 = 300.92

y, =99.72+99.95+...+101.03 = 300.70

Y, =99.80+99.87 +...+99.91 = 299.58

S y? =300.92% +300.70% + 299587+ =

270721.5128

ZZ yif- = suma de los cuadrados de cada valor
(y; ), que para este caso:

>y =99.722 +100.38 +...+99.91° = 90242.1020

Al proceder a realizar los célculos segun la
tabla de 21:

Gleg =3-1=2

GL. =3x(3-1) = 6

2707215128 901.20°

SCeo = = 0.3443

3 3x3
SC. =90242.1020 —%;'5128 = 1.5977
MCyg, = 0.3443 = 0.1721
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MC, = @ — 0.2663
0.1721

Foos 26 = 9-143, valor obtenido de la tabla 1, de la

seccion de Tablas Estadisticas del capitulo de
Estadistica para Ensayos Bioldgicos.

Al sustituir los resultados en la tabla 21.

FV | GL | SC MC Fcal Ftab
EQ | 2 0.3443 | 0.1721 | 0.6464 | 5.143
E 6 1.5977 | 0.2663
Tabla 25: Tabla de andlisis de la varianza para los
resultados del estudio de tolerancia a equipos de la tabla 23

A partir de esta tabla, se realiza la inferencia
respecto a la fuente de variacion equipos en la
valoracion, considerando las siguientes reglas de
decision.

Si Fealg, < Ftab, el método es reproducible
entre los equipos y por lo tanto el CVierem = 0.

Si Fealg,, > Ftab., el método no es

reproducible entre equipos y por lo tanto la
magnitud de la reproducibilidad debido a los
equipos a partir del estudio de tolerancia (CViercme)
se calcula con la férmula (75).

MCeo — M
exrx.| MCeq ~MCe

oV - r 100 -+~ (79)

tercm
y

Para este caso pédemos concluir que el método
es reproducible entre los equipos (0.6464 <
5.143), por lo tanto:
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CVierem=0% ..... (76)

5.3.2.2.2.4 ESTIMACION DEL ERROR
ALEATORIO.

El error aleatorio debido a la reproducibilidad de la
tolerancia a equipos de la muestra expresado en
porcentaje, es equivalente a su coeficiente de
variacion:

€un =CVoo = 0% ...(77)

tercm tercm

Es importante mencionar que cuando no se tenga
informacién al respecto, no es necesario reportar
la fuente de incertidumbre.

5.3.5.2.3 ESTIMACION DE LA INCERTIDUMBRE
COMBINADA DE LA PRECISION DEL METODO
DEBIDO A LA REPRODUCIBILIDAD

La incertidumbre debida a la precision del método
explicada por la reproducibilidad se obtiene con la
formula (68) y que al sustituir (73), (74) y (76) y al
reducir:

Uy = V02 +0°+0° =0 %.....(78)

5.3.5.2.4 ESTIMACION DE LA INCERTIDUMBRE
COMBINADA DEBIDA A LA PRECISION DEL
METODO

La incertidumbre debida a la precision del método
se obtiene por las férmulas (6), (67) y (78):

5.3.6 ESTIMACION DE LA INCERTIDUMBRE
ATRIBUIBLE AL ERROR SISTEMATICO

En funcién de las férmulas (3) y (40):
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5.3.7 ESTIMACION DE LA INCERTIDUMBRE
ATRIBUIBLE AL ERROR ALEATORIO

En funcién de las férmulas (4), (50) y (79):

5.6 ESTIMACION DE LA INCERTIDUMBRE DEL
METODO ANALITICO

En funcion de las formulas (2), (80) y (81):

Se obtiene la incertidumbre del método analitico
como coeficiente de variacion.

Al utilizar un factor de cobertura de dos, el
resultado de la incertidumbre expandida
redondeando a dos cifras decimales es:

+2xuU, = 439 %

SECCION DE ANEXOS

ANEXO 1. Tabla “t” de Dunnett

15 0.9751—1,tx(n-1)
t-1

(-] 1 2 3 4 5 6 7
5 257 3.03]| 329|348 3.62| 3.73 | 3.82
6 2.45 | 2.86 | 3.10 | 3.26 | 3.39 | 3.49 | 3.57
7 2.36 | 2751297 | 3.12 | 3.24 | 3.33 | 3.41
8 2.31 | 267|288 |3.02]313] 3.22] 3.29
9 2.26 | 261]281]295(3.05]|3.14 | 3.20
10 | 2.23 257|276 ] 289|299 | 3.07 | 3.14
11 [ 2.20 | 2.53 [ 2.72 | 2.84 | 2.94 | 3.02 | 3.08
12 [ 2.18 [ 2.50 [ 2.68 | 2.81 | 2.90 | 2.98 | 3.04
13 | 2.16 | 2.48 | 2.65 | 2.78 | 2.87 | 2.94 | 3.00
14 1214|246 | 2.63 | 2.75 | 2.84 | 2.91 | 2.97
15 [ 213|244 | 2.61| 2.73 ]| 2.82 ] 2.89 | 2.95

*Para una mejor comprensién de su solicitud adjunte bibliografia u otros documentos que sustenten sus comentarios.
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