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Resumen

Este trabajo tuvo como objetivo, estimar la incertidumbre de la medicién en la determinacién de glucosa en sangre por el método
fotométrico enziméatico GOD-PAP; esta investigacion, resulta de gran utilidad para los laboratorios de anélisis clinicos, porque garantiza la
calidad, exactitud y confiabilidad de los resultados para el diagndstico de la diabetes. Se utilizaron tres muestras de sangre, obtenidas en
tres dias consecutivos, las que se analizaron por triplicado; el calculo de la incertidumbre, se basé en la metodologia descrita en “Quantifying
Uncertainty in Analytical Measurement-Guia CG 4 EURACHEM/CITAC". El valor de la incertidumbre expandida, calculada por la ley de
propagacién de la incertidumbre fue 2,3 mg/dL para un factor de cobertura (k) de 2 al 95% de nivel de confianza y, la concentracion de
glucosa en sangre fue de 95,9 mg/dL. Se evaluaron las fuentes de incertidumbre y se demostr6 que solamente la pureza del reactivo y la
temperatura a la cual se realizo las mediciones influyen significativamente en la incertidumbre de los resultados.

Palabras clave: glucosa, incertidumbre expandida, método fotométrico enzimético GOD-PAP

Abstract
The objective of this work was to estimate the uncertainty of the measurement in the determination of glucose in blood by the enzymatic

photometric method GOD-PAP; this research is very useful for clinical analysis laboratories, because it guarantees the quality, accuracy and
reliability of the results for the diagnosis of diabetes. Three blood samples were used, obtained on three consecutive days, which were
analyzed in triplicate; the uncertainty calculation was based on the methodology described in “Quantifying Uncertainty in Analytical
Measurement - Guide CG 4 EURACHEM/CITAC". The value of the expanded uncertainty, calculated by the law of propagation of uncertainty,
was 2.3 mg/dL for a coverage factor (k) of 2 at 95% confidence level, and the blood glucose concentration was 95.9 mg/dL. The sources of
uncertainty were evaluated and it was shown that only the purity of the reagent and the temperature at which the measurements were
made, significantly influence the uncertainty of the results.
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1. Introduccion

El andlisis de glucosa en sangre se utiliza para detectar
tanto la hiperglucemia como la hipoglucemia lo cual tiene
relevancia para el diagndstico y manejo de la diabetes. Los
analisis enzimaticos de glucosa se basan en los dos
métodos mas comunmente empleados en quimica clinica,
el "método de la hexoquinasa" y el "método de la glucosa
oxidasa GOD-PAP" (Duxbury, 2006). Estevinho et al. (2013)
demostré que el método enziméatico es mas adecuado
que la cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC),
porque permite analizar una gran cantidad de muestras y
el resultado es mas répido.

Para el diagnostico de enfermedades, el médico clinico,
solicita pruebas a los laboratorios clinicos (Ventura et al.,
2007). La funcién del laboratorio clinico es analizar
muestras de pacientes con el fin de obtener informacion;
dicha informacién contribuye a diagnosticar, seguir la
evoluciéon,  controlar  tratamientos  y/o  prevenir
enfermedades (San Romén, 2009), la presencia de
cualquier tipo de error en el proceso de medicién en el
laboratorio clinico se refleja en el resultado final; la emision
de resultados poco confiables, puede conducir a
equivocaciones que afectan negativamente al proceso
diagndstico, con el consiguiente riesgo potencial para los
pacientes (Ventura et al., 2007).

Actualmente hay una necesidad por parte de los
laboratorios clinicos de implementar medidas que
permitan asegurar la capacidad de proporcionar datos
con la calidad requerida por sus clientes a través de la
trazabilidad de las mediciones. Por lo tanto, es necesario
gue exista un procedimiento facil de usar y aceptado de
manera general para caracterizar la calidad del resultado
de una medicién, esto es, para estimar y expresar su
incertidumbre (Milinkovi et al., 2018), que, por definicién,
es un parametro asociado al resultado de una medicién
que caracteriza la dispersion de los valores que podrian
razonablemente atribuirse al mensurando (VIM, 2012;
Milinkovi et al., 2018; Martinello et al., 2019).

La estimaciéon de la incertidumbre, se realiza a través de
dos enfoques: intralaboratorio, utilizando datos propios
del laboratorio e, interlaboratorio, utilizando datos
propios del laboratorio y datos colaborativos con otras
instituciones. A nivel intralaboratorio, la incertidumbre se
determina generalmente, utilizando el enfoque de
modelamiento, que involucra 4 pasos: (i) especificar el
mensurado, (i) identificar las fuentes de incertidumbre, (iii)
cuantificar los componentes de la incertidumbre, (iv)
calcular la incertidumbre combinada y la incertidumbre
expandida (EURACHEM/CITAC CG4 et al, 2012). La
estimacion de la incertidumbre de los procesos de
medicidn tiene una importancia notoria, ya que es una
indicacion cuantitativa de la calidad de un resultado de
medida y permite evaluar la fiabilidad de este resultado
(Fuentes y Sanchez, 2002).

El célculo de la incertidumbre del método de medicién de
glucosa en sangre, dependera de una serie de valores de
entrada, que estan en funciéon a su proceso de medicion,
para ello se desarrolla un modelo matemético que
identifiqgue y considere tanto las variables de entrada
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como las de salida (CENAM-em, 2008a, 2008b; Morales et
al., 2012); algunas de estas variables o fuentes de
incertidumbre significativas que se describen en el modelo
matematico, comprenden, la pureza de los reactivos,
efectos del analista, el muestreo, efectos de la matriz e
interferencias, ~ condiciones  ambientales,  efectos
instrumentales e, incertidumbres de los equipos masicos o
volumétricos (EURACHEM/CITAC CG4 et al, 2012);
también se consideran aquellas fuentes que no estan
descritas explicitamente en el modelo, tales como,
certificados, manuales, entre otras (CENAM-em, 20083,
2008b).

El objetivo de esta investigacién, desarrollada en el
Departamento de Quimica Bioldgica y Fisiologia Animal,
de la Facultad de Ciencias Bioldgicas, Universidad
Nacional Trujillo, fue estimar la incertidumbre de la
medicion de glucosa en sangre, por el método
fotométrico enzimatico GOD-PAP.

2. Materiales y Métodos

Material bioldgico

Muestras de sangre, obtenida de uno de los
investigadores.

Reactivos

D (+)- Glucosa anhidro para bioquimica (Merck, 97,5% -
102%), tolerancia en la pureza de +0,5%. Reactivo de
diagndstico para la determinacion cuantitativa /n vitro, de
glucosa en suero o plasma (Glucosa GOD FS- DIASYS).
Agua destilada (conductividad < 3 pmhos/cm).

Equipos

Balanza analitica digital (Sartorius, modelo CP124S),
capacidad maxima 120 g y resolucion de 0,0001 g.
Micropipeta de volumen variable (Isolab, modelo
Laborgerdte GmbH), rango de medicion T mL a 5 mL.
Termémetro con indicaciéon digital (marca: VWR
/TRACEBLE, serie: 111795580) Intervalo de indicacion: -50
°C a 70 °C, resolucion: 0,1 °C. Espectrofotémetro de uv/vis
(ORION, modelo AQUAMATE 8000). Matraz volumétrico
(BLAUBRAND, clase A), con volumen nominal de 100 mL.

Disefio experimental

Este trabajo de investigacién sigue un estudio descriptivo,
retrospectivo de corte longitudinal y disefio no
experimental que consistié en la recoleccion diaria de una
muestra de sangre, durante tres dias; cada muestra se
procesd y analizd por triplicado, dando un total de 9
corridas de ensayo. La precision del método para la
cuantificacién de glucosa en sangre, se obtuvo a través del
analisis simple de varianza (ANOVA).

Obtencién de la muestra

El paciente estuvo en ayunas, aproximadamente 8 horas y,
se obtuvo la muestra de sangre, por puntura de la vena
cefélica del brazo, con ligadura y sistema de extraccion al
vacio, sin anticoagulante. Se dejé coagular la sangre
durante 15 minutos y se obtuvo el suero por centrifugacién
a 1500 g durante 15 min.; se aspiré el sobrenadante, con la
ayuda de una pipeta Pasteur estéril, se vertié a un vial
estéril debidamente etiquetado (Kneip, 2019) vy, se
determind la glucosa por el método fotométrico
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enzimatico GOD-PAP. Cada muestra fue analizada por
triplicado.

Procesamiento de la muestra para la determinacién de
glucosa

Para la determinacion de glucosa, se ensayaron las
muestras de suero, de acuerdo al protocolo Glucosa GOD
FS  (Diagnostic  Systems GmbH [DiaSys], 2015),
incluyéndose, ademéas de la muestra y el estandar de
glucosa del fabricante, cuatro estandares de glucosa,
preparados en el laboratorio y, a las concentraciones de
50 mg/dL, 100 mg/dL, 200 mg/dL y 400 mg/dL, los que
sirvieron para la elaboracion de la curva de calibracion.
Estimacién de la incertidumbre en la determinacién de
glucosa

El proceso de estimacion de la incertidumbre se realizé de
acuerdo al EURACHEM - Cuantificacién de la
Incertidumbre en Medidas Analiticas (CITAC), la Directriz
para la estimacion de la incertidumbre de la medicion en
laboratorios clinicos (DA-acr-19D)-INACAL versién 00y, la
Gufa para la validaciéon y la verificacién de los
procedimientos de examen cuantitativos empleados por
el laboratorio clinico-CENAM.

Especificacion del modelo matemético en la
determinacién de glucosa en sangre

Los modelos mateméticos empleados en la preparacion
de la disolucion madre de glucosa, en la preparacion de
los estandares de glucosa para la curva de calibracién vy,
en la determinacion de la concentracion de glucosa en
sangre (EURACHEM/CITAC, 2012), se detallan a
continuacion:

Ecuacion utilizada para determinar la concentracién de la
solucion madre de glucosa de 100 mg/100 mL:

0:\/7
0

donde, Cqy: concentracion de la solucion stock de glucosa
(g/L); m: masa del patron de glucosa de alta pureza (g); P:
pureza del patrén de glucosa como fraccion en masa; V:
volumen de solucién madre de glucosa preparada (mL);
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1000: factor de conversién g a mg.

La ecuacion utilizada para determinar las
concentraciones de los estandares para la curva de
calibracion, estan definidas por:

chg—:vﬂoo @)
czz%vwoo 3)
cgz%ﬂoo 4)
c4=C0V;7V6*100 (5)

donde, CT: concentracion del estandar de calibracion 1de
50 mg/dL; C2: concentracién del estandar de calibracion 2
de 100 mg/dL; C3: concentracion del estandar de
calibracion 3 de 200 mg/dL; C4: concentracién del
estandar de calibracién 4 de 400 mg/dL; V, V5, V4 y Ve
volimenes de solucién madre de glucosa, para preparar
los estandares 1, 2, 3y 4, respectivamente; Vy, V3, Vs y V7
los volimenes finales de cada estandar de calibracién.

La ecuacion utilizada para determinar la concentracion de
la glucosa en sangre esta determinada por:

_ (A bO) (6)
= b,

Cx

donde, C,: concentracion de glucosa en sangre (mg/dL);
Ax: Absorbancia media de la solucion problema; b0:
intercepcion de la curva de calibracion; b1: pendiente de
la curva de calibracion (Abs/(mg/dL).

Identificacion de las fuentes de incertidumbre

Una vez definido el modelo con sus magnitudes de
entrada, se identificaron los componentes de influencia
mas criticos que impactan en la medicién, efectuando un
diagrama de causa y efecto (EURACHEM/CITAC, 2012).

» u(Cy)

cal rep Temp

u(Ca) Muestra

res

Regresién
lineal

Blanco Curva calibracién

Figura 1. Fuentes de incertidumbre en la determinacién de glucosa en sangre (método enzimético GOD-PAP).
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Cuantificacién de la incertidumbre estandar de cada una
de la fuentes de incertidumbre.

Estimacién de la incertidumbre estandar correspondiente
a la concentracién de la solucién madre de glucosa (Cy).
Para la preparacién de la solucién madre de glucosa, se
utilizé una balanza analitica con una precision de 0,01 mg
marca Sartorius (modelo: CP124S). Se peso la cantidad de
10 g de glucosa anhidra (C¢H1,Og) de alta pureza, se
disolvid y se aford con agua destilada, en un matraz
volumétrico calibrado de 100 mL (Vo).

Estimacion de la incertidumbre estandar correspondiente
a la masa de glucosa.

Se estimo, utilizando la incertidumbre expandida de la
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medicion (U;) de la balanza, a través de la ecuacion
obtenida del certificado de calibracion MC-1057-2019

(anexo 1).

Uq:2"\/3,5E—O9+4,14E—O9*R2 (7)

Donde
R: Lectura de la balanza después de la calibracion, g.

Uy: Incertidumbre expandida, g

Esta magnitud tiene 3 fuentes de incertidumbre:

calibracion, repetibilidad y resolucién.

Tabla 01. Incertidumbre combinada correspondiente a la masa de la glucosa.

Fuente de Incertidumbre  Tipo incertidumbre Tipo de distribucién Incertidumbre estandar
U
Calibracion balanza B Normal (k=2) u = f
B Especificacion del fabricante
Resolucién de la balanza B Rectangular (v3) u, =
2V3
S
Repetibilidad pesada A Normal (k=1) uz = \/—%

Incertidumbre combinada

Uy, = ’u%+u§+u§

k = factor de cobertura (generalmente es igual a 2, que corresponde a un nivel de confianza de 95%

Estimacién de la incertidumbre estandar correspondiente
al volumen del matraz volumétrico en el que se preparé la
solucién madre de glucosa (Vo).

Esta magnitud tiene 3 fuentes de incertidumbre: la
calibracion, repetibilidad y variacion de la temperatura. Se
utilizé un matraz volumétrico de 100 mL cuyo certificado

de calibracion MV-1841-2019 (anexo 2), reporta una

incertidumbre expandida de U,= 0,011 mL.  Para la
repetibilidad del llenado del material volumétrico se
obtuvo la desviacion estandar de 10 mediciones de
volumen vy, la temperatura a la cual se trabajo en el
laboratorio fue 23 °C + 0,1 °C, medido con el termémetro
con indicacion digital (T-3816-2019), asumiendo una

distribucion rectangular.

Tabla 02. Incertidumbre combinada correspondiente al volumen del matraz volumétrico utilizado en la preparacion de la

solucidon madre de glucosa.

Fuente de Incertidumbre  Tipo incertidumbre

Tipo de distribucién

Incertidumbre estandar

Calibracion B Normal (k=2) " 4_%
S
Repetibilidad A Normal (k=1) Us=—2
n
Variacion de la Vo*AT*a
B Rectangular (v3) Ug= ———
temperatura V3

Incertidumbre combinada

a = coeficiente de dilatacién del agua (0,00021 °C )
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Estimacién de la incertidumbre estandar correspondiente
a la pureza del reactivo de glucosa.

Esta informacion, se obtuvo del certificado del proveedor
(certificado de analisis del reactivo), como 100% + 0,5%,
Por lo tanto, la pureza de la glucosa es 1,0000 + 0,0050,
para la cual se aplicd una incertidumbre tipo B que sigue

una distribucion rectangular:

_ especificacion fabricante ®)

UP \/g

Estimacion de la incertidumbre estandar correspondiente
a la concentracién del estandar 1 de la curva de calibracion
(C4=50 mg/dL).
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Estimacién de la incertidumbre estdndar correspondiente
al volumen tomado de solucién madre de glucosa con
micropipeta variable de 5 mL (V=1 mL).

Esta magnitud tiene 3 fuentes de incertidumbre:
calibracion, repetibilidad y variacién de la temperatura. Se
utilizd una micropipeta de volumen variable de 5 mL cuyo
certificado de calibracion MV-1851-2019 (anexo 4), reporta
que la incertidumbre expandida es: U4= 0,001 mL. Para la
repetibilidad del llenado de la micropipeta se obtuvo la
desviacion estandar de 10 mediciones de volumen v, la
temperatura a la cual se trabajé en el laboratorio fue 23,0
°C + 0,1 °C, medido con el termdmetro con indicacion
digital (T-3813-2019), asumiendo una distribucién

rectangular.

Tabla 04. Incertidumbre combinada correspondiente a 1 mL, tomado de la solucién madre de glucosa con micropipeta

variablede 5 mL .

Fuente de Incertidumbre  Tipo incertidumbre Tipo de distribucién Incertidumbre estandar
Calibracién B Normal (k=2) Uy = %
S
Repetibilidad A Normal (k=1) Ug= \/—%
Variacion de la . Rect ar (V3) VFAT*o
ectangular Ug=
9 3

temperatura

Incertidumbre combinada

_ / 2 2 2
uy = |ufy +uj +up

Estimacién de la incertidumbre estandar correspondiente
al volumen del matraz volumétrico en el que se preparé la
solucién del estandar de calibracion 1 (V).

Esta magnitud tiene 3 fuentes de incertidumbre:
calibracion, repetibilidad y variacion de la temperatura. Se
utilizé un matraz volumétrico de 200 mL cuyo certificado
de calibracién MV-1840-2019 (anexo 3), reporta una

incertidumbre expandida de Us= 0,020 mL. Para la
repetibilidad del llenado del material volumétrico se
obtuvo la desviacion estandar de 10 mediciones de
volumen vy, la temperatura a la cual se trabajo en el
laboratorio fue 23,0 °C + 0,1 °C, medido con el
termémetro  con indicacién digital  (T-3813-2019),

asumiendo una distribucion rectangular.

Tabla 03. Incertidumbre combinada correspondiente al volumen del matraz volumétrico en el cual se preparé la solucién

del estandar de calibracion 1.

Fuente de Incertidumbre  Tipo incertidumbre Tipo de distribucion Incertidumbre estandar
Calibracion B Normal (k=2) Ugo= %
Repetibilidad A Normal (k=1) Upg= %
Variacion de la 5 Rectangular (v3) uy = V; * AT * a
temperatura V3
240124012

Incertidumbre combinada

Uy, = [U7t+Ug+Ug
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Estimacién de la incertidumbre estandar correspondiente
a la concentracién del estandar 2 de calibracién de la
(C,=100 mg/dL).
Estimacién de la incertidumbre estandar correspondiente

curva de calibracién

REBIOL 41(1): 75-90 (2021)
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al volumen tomado de la solucién madre de glucosa con
la micropipeta variable de 5 mL (V=1 mL)

Se utilizé la misma informacién del punto 2.2.

Tabla 05. Incertidumbre combinada correspondiente a 1 mL, tomado de la solucién madre de glucosa con micropipeta

variable de 5 mL.

Fuente de Tipo ) o ) :
i : ) Tipo de distribucion Incertidumbre estandar
Incertidumbre incertidumbre
Calibracion B Normal (k=2) U;z= %
S
Repetibilidad A Normal (k=1) U= \/—%
Variacién de la Vo *AT* o
B Rectangular (v3) Uis= T

temperatura

Incertidumbre combinada

_’2 2.2
Uy, = [Uj3TUis+Usg

Estimacién de la incertidumbre estandar correspondiente
al volumen del matraz volumétrico en el que se preparé
la solucién del estandar de calibracién 2 (Vs).

Se utilizd la misma informacion del punto 1.2.

Estimacién de la incertidumbre estandar correspondiente
a la concentracién del estdndar 3 de calibracién de la

curva de calibracién (C3=200 mg/dL).

Estimacién de la incertidumbre estandar correspondiente
al volumen tomado de la solucién madre de glucosa con
la micropipeta variable de 5 mL (V4=2,00 mL).

Se utilizé la misma informacién del punto 2.2.

Tabla 06. Incertidumbre combinada correspondiente a 2 mL tomado de la solucion madre de glucosa con micropipeta

variable de 5 mL.

Fuente de Incertidumbre  Tipo incertidumbre Tipo de distribucién Incertidumbre estandar
Calibracion B Normal (k=2) U= %
Repetibilidad A Normal (k=1) Up7= %
Variacion de la B Rectangular (v3) Ug= %

temperatura

Incertidumbre combinada

Y ERFIN:
Uy, = JUistUs7 TUig

Estimacién de la incertidumbre estdndar correspondiente
al volumen del matraz volumétrico en el que se preparé la
solucion del estdindar de calibracion 3 (Vs).
Se utilizé la misma informacién del punto 1.2.
Estimacién de la incertidumbre estandar correspondiente
a la concentracion del estdndar 4 de calibracién de la
curva de calibracion (C4=400 mg/dL).

Estimacién de la incertidumbre estdndar correspondiente
al volumen tomado de solucién madre de glucosa con la
micropipeta variable de 5 mL (V4=>5,00 mL).

Se utilizd la misma informacién del punto 2.2.; pero
considerando una Us = 0,002 mL, tal como consta en el
certificado de calibracién (MV-1851-2019).
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Tabla 07. Incertidumbre combinada correspondiente a 5 mL tomado de la solucidn madre de glucosa con micropipeta

variable de 5 mL.

Fuente de Incertidumbre  Tipo incertidumbre

Tipo de distribucion

Incertidumbre estandar

Calibracion B Normal (k=2) Uwf%
S
Repetibilidad A Normal (k=1) UZO:\/_%
Variacién de la 5 Rect lar (V3) Vg*AT*a
ectangular Up=—2— =
temperatura 9 3 V3

Incertidumbre combinada

- 22 +2
Uvg =, Utg T U0 Uz

Estimacién de la incertidumbre estandar correspondiente
al volumen del matraz volumétrico en el que se prepar6
la solucién del estandar de calibracion 4 (V5).
Se utilizd la misma informacion del punto 1.2.
Estimacion de la incertidumbre estandar correspondiente
a la concentracién de la solucién problema y del blanco.

Para este caso, se identificaron las siguientes fuentes de

incertidumbre: repetibilidad y resolucion.

Estimaciéon de la incertidumbre en la medicién de la
muestra problema (Ay)

Se estimé a través de la variacion, en la mediciéon de la
absorbancia de la muestra problema, en condiciones de

repetibilidad, realizando tres mediciones.

Tabla 08. Incertidumbre combinada correspondiente a la medicion de la muestra problema.

Fuente de Incertidumbre  Tipo incertidumbre Tipo de distribucién Incertidumbre estandar
S
Repetibilidad A Normal (k=1) U= _fw
Resolucié B Rect lar (V3) U resolucion
esolucion ectangular —
? Y

Estimacion de la incertidumbre en la medicién de la solucién blanco (Ag)
Se estimé a través de la variacion, en la medicion de la absorbancia de la solucién blanco, en condiciones de repetibilidad,

realizando tres mediciones.

Tabla 09. Incertidumbre combinada correspondiente a la medicion de la solucién blanco.

Fuente de Incertidumbre  Tipo incertidumbre Tipo de distribucién Incertidumbre estandar

S
Repetibilidad A Normal (k=1) Upy= \/—%
Resolucid 5 Rect lar (43) resolucion
esolucién ectangular Upg= ————
9 S

Estimacién de la incertidumbre de la reproducibilidad del durante tres dias distintos. Con los datos obtenidos se

método para determinacién de glucosa en sangre. realiz6 un tratamiento estadistico ANOVA para el

Se determind la concentracion de la glucosa por triplicado célculo de la incertidumbre de la reproducibilidad,
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obteniéndose el SR de reproducibilidad. Se calculd

mediante la ecuacion:

©)

<||m
S=

UR=
Donde:
Sg. Desviacion estandar por Reproducibilidad, mg/dL
n: nimero de repeticiones
Determinacién de Incertidumbre Combinada
Una vez que se ha estimado los componentes individuales

o los grupos de componentes de la
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incertidumbre y de expresarlos como incertidumbres
estandar, el siguiente paso fue, calcular la incertidumbre
combinada usando las tablas que a continuacion se

presenta

Tabla 10. Estimacion de la incertidumbre de reproducibilidad en
la concentracién de la glucosa.

Repeticiones  piaq1 Dfa2 Dia3
1 0182 0186 0,183
2 0180 0,184 0,184
3 0182 0182 0185

Tabla 11. Estimacién de la incertidumbre combinada, asociada a la concentracién de la solucién madre de glucosa.

Coeficiente de sensibilidad
dC, 1000*P

om

c. - 1000*m™P /e Vo (ac, VP fac, Y aC, _1000"m

TV Ueo= [\amtm) *\ap ) *\av, e o 1000k
o__ LYTME
Vo Vo2

Modelo matemético Aplicando la ley de propagacion de la incertidumbre

Tabla 12. Estimacion de la incertidumbre combinada asociada a la concentracion del estdndar 1 de la curva de calibracion (C4=50 mg/dL).

Aplicando la ley de propagacién de la

Modelo matematico Coeficiente de sensibilidad

incertidumbre
¢, Vv 100
—_=— %
aC, v,
GV, aC, \° (oG, \° [oC, aC; G
G= v, 100 uclzj(a—c()u%) +<WUV> +(0_V1UV1> G_V_V_l* 100
%G __ SV 100
v, V2

Tabla 13. Estimacion de la incertidumbre combinada asociada a la concentracion del estandar 2 de la curva de calibracion (C,=100 mg/dL).

Coeficiente de sensibilidad

0 _Va oo
— =%
aCy Vs

_Co*Vs aC, \° [aC, \° (oG, G _G
R e G (5] () .

el If fi
v, - vz 100

Modelo matemaético Aplicando la ley de propagacion de la incertidumbre

Tabla 14. Estimacion de la incertidumbre combinada asociada a la concentracion del estandar 3 de la curva de calibracién (C3=200 mg/dL).

Aplicando la ley de propagacién de la

Modelo matematico Coeficiente de sensibilidad

incertidumbre
0C; V,
CO*V4 0C3 2 0C3 2 0C3 2 6C3 CO
_ 0 Y4y _ — =241
S e (8] () - () O
3 37V,
—=- *100
owvs v
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Tabla 15. Estimacion de la incertidumbre combinada asociada a la concentracion del estdndar 4 de la curva de calibracion (C4=400 mg/dL).

Modelo matematico

Aplicando la ley de propagacién de la incertidumbre

Coeficiente de sensibilidad

Co*V
C,=—2"6+100

Cfac, o fec,
v, .= \ac, Ve ) "\av, W

0Cs Ve
2 2
L (%, %S0 100
V5 V7 Ne Vo
0Cs_ CVe oo
_— *
v, V2

Estimacién de Incertidumbre Expandida de la medicién

(U) de la concentracién de glucosa en sangre (Cy)

La incertidumbre expandida provee un intervalo dentro

del cual el valor del analito es dado con un alto nivel de

confianza. La incertidumbre expandida se obtuvo:
U=ui *k (10)

Donde:

u(x): incertidumbre estdndar combinada.

k: factor de cobertura k, es un valor relacionado con el

nivel de confianza deseado (para un nivel de confianza

del 95%, k es igual a 2.

La incertidumbre de la medicién de la concentracion de

glucosa en sangre (C,), para un factor de cobertura, k = 2

y un nivel de confianza del 95%; se obtuvo mediante la
expresion:

Cy = U (indicando siempre el valor k)

(1

3. Resultados

Las tablas 16, 17, 18, 19, 20 y 21, muestran la incertidumbre
combinada correspondiente a la concentraciéon de la
solucién madre de glucosa, a las concentraciones de las
soluciones estandar de calibracion y, a la concentracién
de glucosa en la muestra de sangre, respectivamente.
También se aprecia, la incertidumbre estandar de la
reproducibilidad del método para la determinacion de
glucosa en sangre vy, la incertidumbre expandida de la

medicién de la concentracion de glucosa en sangre.

Tabla 16. Incertidumbre combinada correspondiente a la concentracién de la solucidon madre de glucosa (Co).

Magnitud de Valor Fuente Incertidumbre Incsglédnlérgfre Coeficiente  Contribucién
entrada estimado Incertidumbre Ui Ci (yi)= ui*ci
u;= Calibracion 0,00129 0,00065 10 0,0065
masa del patron 4 o U= Resolucion 0,00005 0,00001 10 0,0001
de glucosa (m)
us= Repetibilidad 0,00021 0,00021 10 0,0021
pureza del patron 1 up= Pureza 0,00500 0,00289 100 0,2887
de glucosa (P)
uy= Calibracién 0,01100 0,00550 -1 -0,0055
Volumen de la
solucion de 100 mL Us= repetibilidad 0,00229 0,00229 -1 -0,0023
glucosa (Vo)
Ug= Temperatura 0,06300 0,03637 -1 -0,0364
Concentracion de 100
la solucién stock ma/mL Incertidumbre combinada uco=v (o u(yi)2 0,291 mg/mL

de glucosa (Cp)
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Tabla 17. Incertidumbre combinada correspondiente a la concentracién del estandar 1 de calibracion.

. Incertidumbre . L
Magnitud de Valor Fuente . i Coeficiente  Contribucién
) ) Incertidumbre estandar . L
entrada estimado Incertidumbre . Ci (yi)= ui*ci
ui
Matraz -
0,00100 0,00050 50 2,500E-02
calibraciéon
Volumen de la
) Matraz -
solucién stock de TmL 0,00063 0,00018 50 9,093E-03
temperatura
glucosa (V)
Matraz -
o 0,00014 0,00014 50,0 7,190E-03
repetibilidad
Concentracion de 100
la solucién stock calculada 0,29110 0,29110 0,50 1,455E-01
mg/mL
de glucosa (Co)
Matraz -
) B 0,02000 0,01000 -0,25 -2,500E-03
Volumen de calibracién
solucién de Matraz -
200 mL 0,12600 0,07275 -0,25 -1,819E-02
glucosa temperatura
preparada (V) Matraz -
o 0,00029 0,00029 -0,25 -7,215E-05
repetibilidad
Concentraciéon
del estdndar de 50 mg/dL Incertidumbre combinada uc=v (S u(yi)2 0,15 mg/dL

calibraciéon 1 (C)

Tabla 18. Incertidumbre combinada correspondiente a la concentracion del estandar 2 de calibracién.

Valor Incertidumbre Coeficiente Contribucion
Magnitud de entrada : Fuente Incertidumbre  Incertidumbre estandar . N
estimado i Ci (yi)= ui*ci
Matraz - calibracién 0,00100 0,0005 100,00 0,05000
Volumen delasolucion -y temperatura 0,00063 0,0002 100,00 0,01819
stock de glucosa (V2)
Matraz - repetibilidad 0,00018 0,0002 100,00 0,01753
Concentracién de la 100
solucion stock de calculada 0,291097783 0,29 1,00 0,29110
mg/mL
glucosa (Co)
Matraz - calibracion 0,01100 0,0055 -1,00 -0,00550
Volumen de solucion de 5 ) o) temperatura 0,06300 0,0364 1,00 -0,03637
glucosa preparada (V)
Matraz - repetibilidad 0,00029 0,0003 -1,00 -0,00029
Concentracion del 100
estandar de calibracion mg/dL Incertidumbre combinada uc=vQulyi))2 0,30 mg/dL

2(G)
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Tabla 19. Incertidumbre combinada correspondiente a la concentracion del estandar 3 de calibracion.

Magnitud de Valor Fuente Incertidumbre Inc:;c;d;gg?re Coeficiente  Contribucién
entrada estimado Incertidumbre Ui Ci (yi)= ui*ci
Matraz - 0,00100 0,00050 100,00 0,05000
calibracion
Volumen de la Matraz -
solucién stock de 2 mL 0,00126 0,00036 100,00 0,03637
temperatura
glucosa (Vs)
Matraz - 0,00019 0,00019 100,00 0,01941
repetibilidad

Concentracién de 100
la solucién stock calculada 0,291097783 0,16807 2,00 0,33613

de glucosa (Cp) mg/mL
Matraz - 0,01100 0,00550 2,00 -0,01100
Volumen de calibraciéon
Soéfljg;ade 100 mL tem;terfaztdra 0,06300 0,03637 2,00 -0,07275
preparada (V) _
Matraz 0,00029 0,00029 -2,00 -0,00058
repetibilidad
Concentracion 200

del estandar de Incertidumbre combinada ucs=v (S u(yi)2 0,35 mg/dL
. - mg/dL
calibracion 3 (G3)

Tabla 20. Incertidumbre combinada correspondiente a la concentracion del estandar 4 de calibracion.

" Incertidumbre . S,
Magnitud de Valor . ] . Coeficiente  Contribucion
entrada estimado Fuente Incertidumbre Incertidumbre estaur;dar Ci (yi)= uitci

Matraz - calibracién 0,00160 0,00080 100,00 0,08000

Volumen de la
solucion stock de 4 mL Matraz - temperatura 0,00252 0,00073 100,00 0,07275
glucosa (V)

Matraz - repetibilidad 0,00031 0,00031 100,00 0,03128
Concentraciéon de 100
la solucién stock ma/mL calculada 0,291097783 0,29110 4,00 116439
de glucosa (Cp) 9
Volumen de Matraz - calibracion 0,01100 0,00550 -4,00 -0,02200
glufgs";%?gp‘iera ga 100mL  Matraz - temperatura 0,06300 0,03637 -4,00 -0,14549
\ Matraz - repetibilidad ~ 0,00029 0,00029 -4,00 -0,00115
Concentracién del 400
estandar de mg/dL Incertidumbre combinada ucs=v (S u(yi)2 1,2 mg/dL

calibracion 4 (Cy)
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Tabla 21. Incertidumbre combinada correspondiente a la concentracion de glucosa en la muestra de sangre (Cy), por el método numérico

Kragten. (EURACHEM/CITAC CG4, 2012).

Magnitud de Valor u(Am) u(A0) u(Cl) wu(C2) wu(C3) u(C4) u(Al) u(A2) u(A3) u(Ad)

entrada 0,0007 0,0015 0,1493 0,2987 0,3501 1,1790 0,0006 0,0006 0,0018 0,0018

Am 0,181 0,182 0,181 0,181 0,181 0,181 0,181 0,181 0,181 0,181 0,181

A0 0,020 0.020 0,022 0,020 0,020 0,020 0,020 0,020 0,020 0,020 0,020

C1 50,0 50,000 50,000 50,149 50,000 50,000 50,000 50,000 50,000 50,000 50,000

c2 100,0 100,00 100,00 100,00 10,.30 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00

C3 200,0 200,00 200,00 200,00 200,00 200,35 200,00 200,00 200,00 200,00 200,00

C4 400,0 400,00 400,00 400,00 400,00 400,00 401,18 400,00 400,00 400,00 400,00

Al 0,083 0,083 0,083 0,083 0,083 0,083 0,083 | 0,084 0,083 0,083 0,083

A2 0,169 0,169 0,169 0,169 0,169 0,169 0,169 0,169 0,170 0,169 0,169

A3 0,338 0,338 0,338 0,338 0,338 0,338 0,338 0,338 0,338 0,340 0,338

A4 0,671 0,671 0671 0,671 0671 0,671 0,671 0,671 0,671 0,671 0,673

Cx 959 96,32 95,00 95,86 9585 9589 96,22 9596 9593 9587 95,59

Cili 0,433 -0,882 -0,027 -0,035 0,005 0,335 0,071 0,045 -0,017 -0,301

uc=vy (ciui)> 1,09 0,1872 0,7784 0,0007 0,0012 0,0000 0,1124 0,0050 0,0020 0,0003 0,0905
donde:

Am: Absorbancia media de la muestra.
AO: Absorbancia media del blanco.

C1: Concentracion del estandar de calibraciéon 1 (mg/dL).

C2: Concentracion del estandar de calibracién 2 (mg/dL).
C3: Concentracion del estandar de calibracién 3 (mg/dL).
C4: Concentracién del estandar de calibracién 4 (mg/dL).

Célculo de la incertidumbre estandar de la
reproducibilidad del método con la ecuaciéon 9y

utilizando la informacion consignada en los anexos 5y 6.

_Sg 1033 mg
uRep_ ﬁ = W = 0,3441

Estimacion de la incertidumbre expandida (U)

U=2* /ugep+(ci*ui)2) mg/dL = 2*,/0,3442+(1,1)2))

mg/dL = 2,3 mg/dL .

Incertidumbre de la medicién de la concentraciéon de
glucosa en sangre (C,)

Cyx U =959 mg/dL + 2,3 mg/dL (k = 2, nivel de

confianza del 95%).
4. Discusion

En cuanto a la incertidumbre correspondiente a la

concentracion de la solucion madre de glucosa (Cy), (tabla

C. Concentracion de glucosa en la muestra de sangre
(mg/dL).

A1: Absorbancia de la concentracion C1.

A2: Absorbancia de la concentracion C2.

A3: Absorbancia de la concentracion C3.

A4: Absorbancia de la concentracion C4.

16), se observa que el mayor aporte a la incertidumbre
combinada, corresponde a la pureza del reactivo y a la
temperatura a la cual se realizéd el aforo del matraz
volumétrico, este efecto podria disminuirse, empleando
un reactivo de alta pureza y, acondicionando la

temperatura del ambiente del laboratorio. La
incertidumbre combinada fue estimada a través de la ley
de propagacion de incertidumbres (EURACHEM/CITAC
CG4, 2012).

Respecto a la incertidumbre relacionada a la
concentracién de las soluciones estandar de calibracién:
Ci, G, C3y Cy, (tablas 17, 18, 19 y 20), se observa que el
mayor aporte a la incertidumbre combinada, pertenece a
la calibracion de la micropipeta, este efecto podria
disminuirse, empleando una micropipeta con una menor
incertidumbre expandida. La incertidumbre combinada
fue estimada a través de la ley de propagacion de

incertidumbres (EURACHEM/CITAC CG4, 2012).
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En la Tabla 21, se muestra las contribuciones a la
incertidumbre de la medicién para la concentraciéon de
glucosa en la muestra de sangre C,, se aprecia que las
fuentes con mayor contribucién son: la medicién de la
muestra y del blanco, este efecto podria disminuir,
realizando més repeticiones de la muestra y del blanco.
Se pudo establecer la incertidumbre de la mediciéon para
la determinacion de glucosa en sangre (método
enzimatico GOD-PAP) siguiendo la metodologia descrita
en Quantifying Uncertainty in Analytical Measurement
(QUAM) obteniéndose que la incertidumbre expandida
relativa, para un nivel de confianza de aproximadamente
95% con k=2, fue de 2,4 % (2,3/95,9*100) en el rango de
50 a 400 mg/dL. Similarmente, Estevinho et al. (2013),
reportaron una incertidumbre expandida relativa menor al
10% en el rango de 70,0 a 200,0 mg/dL; segun Huang et
al. (2005), la incertidumbre para un nivel de confianza de
aproximadamente 95% con k=2, es de 4,32 mg/dL a 9,32
mg/dL en el rango de 102,33 mg/dL a 294,65 mg/dL.
Pérez-Castorena y Guevara-Hernandez (2002) estimaron
para una concentracion de glucosa de 4,74
mmol/dL+0,324 mmol/L, una incertidumbre expandida
relativa de 6,8% con un factor de cobertura k=2. Por su
parte, el Institute for Quality Management in Healthcare
[IQMH] (2014) reportd una incertidumbre de la medicién
de la glucosa plasmatica de 6,8 mmo/L+0,4 mmol/L
(probabilidad de cobertura del 95%), lo que es equivalente
a una incertidumbre expandida relativa de 5,9 %.

Para realizar una adecuada estimacién de la incertidumbre
de la concentraciéon de glucosa en sangre es necesario
conocer las fuentes de error en el método analitico
empleado, aplicar conceptos béasicos de estadistica,
disponer de los documentos de calibracion de los equipos
empleados y definir la metodologia a seguir. La estimacion
de la incertidumbre en mediciones analiticas no sélo sirve
para garantizar la calidad de la medicién, sino que permite
identificar las fuentes de error asociadas a esa medicién y
cuantificar su contribucion; una forma de disminuir la
incertidumbre es contar con equipamiento y analistas
idoneos (EURACHEM/CITAC CG4, 2012).

5. Conclusiones

REBIOL 41(1): 75-90 (2021)
Castro et al.

La incertidumbre de la medicién para la determinacién de
glucosa en sangre, con un factor de cobertura de k=2 'y
con un nivel de confianza de aproximadamente 95%, es
2,3 %.

Los factores que contribuyeron, significativamente, a la
incertidumbre de la mediciéon para la determinacion de
glucosa en sangre, fueron: peso de reactivo (pureza) y

temperatura del ambiente del laboratorio.
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Anexo 1. Certificado de calibracién de la balanza analitica.

AVA | LABORATORIO DE CALIBRACION ACREDITADO POR EL = INACAL
M ETROI || CRGANISMO PERUANG DE ACREDITACION INACAL - DA T -
CON REGISTRO N° LC - 001

Registro N'LC - 001

Certificado N° : MC-1057-2019

Pag. 3de 3
Ensayo de Pesaje
[ Inicial | Final | [ Inicial | Final |
Temperatura (°C) | 249 ] 250 | Humedad Relativa (%) | 428 [ 453 I
Carga CARGA CRECIENTE CARGA DECRECIENTE Error
L I AL E Ec I AL E Ec Maximo
(g) (g) (mg) (g) Permisible
[Es [ ooor00 0,0010 0 0.00000 (g) (9) (=) (g) (g) t(g)
0,01000 0,0100 [ 0,00000 0,00000 0.0100 o 0,00000 0.00000 0,001
10,000017 10,0001 (2} 0,00009 0,00009 10,0000 o -0,00001 -0,00001 0,001
20,00001 20,0001 o 0,00009 0,00009 20,0000 o -0,00001 -0,00001 0,001
30,00002 29,9999 o -0,00012 -0,00012 30,0000 ) -0,00002 -0,00002 0.001
40,00003 40,0000 a -0,00003 -0,00003 40,0000 o -0,00003 -0,00003 0.001
50,00004 50,0000 a -0,00004 -0,00004 50,0000 ) -0,00004 -0,00004 0.002
60,00005 59,9999 o -0,00015 -0,00015 60,0000 ] -0,00005 -0,00005 0,002
80,00006 79,9999 o -0,00016 -0,00016 80,0000 ] -0,00006 -0,00006 0,002
99,99998 100,0000 o 0,00002 0,00002 100,0000 o 0,00002 0,00002 0.002
119.99999 120.0000 (] 0,00001 0.00001 120,0000 0 000001 0.00001 0.002
L : Carga puesta sobre la balanza E, : Error en cero
I, : Lectura de la balanza E. : Error corregido
E : Error encontrado AL : Carga incrementada
LECTURA CORREGIDA DE LA BALANZA E INCERTIDUMBRE DE LA PESADA
Alcance de indicacién (0 ga 120 g)
T
|INCERTIDUMBRE EXPANDIDA DE MEDICION Ugr = 2 3,50E-09 = 4,14E-10xR* g

|LECTURA CORREGIDA DE LA BALANZA ( g ) R corregida = R + 1,18E-06 x R
R = Lectura de |a balanza después de la calibracién ( g )

La incertidumbre de la medicién expandida reportada es la incertidumbre de medicion estandar multiplicada por el factor de cobertura k = 2 de modo
que la probabilidad de cobertura corresponde aproximadamente a un nivel de confianza del 95%.

9. Observaciones:
- Se colocd una etiqueta autoadhesiva con la indicacion “CALIBRADQ”, identificada con el N° A-28452
- El intervalo de variacion de temperatura (AT) en el lugar de ubicacion de la balanza es de 18 °C a 25°C .
. Se recomienda al cliente tener pesas patrones de clase E2 para el ajuste de su balanza.
. En el caso de ser necesario, ajustar el nivel de la balanza y la indicacion en cero antes de cada medicion
- La balanza corresponde a la clase de exactitud I
. La capacidad minima para esta clase de balanza, segun la norma NMP-003-2009 es de 0,01g

FIN DEL DOCUMENTO

Anexo 2. Certificado de calibracién del matraz volumétrico de 100 mL.

N LABORATORIO DE CALIBRACKIN ACREDITADC POR EL
M ET R(‘;IT ORGANISMO PERUANO DE ACREDITACION INACAL — DA (((E_

CON REGISTRO N° LC - 001

Bigiutrs NLC - DO

Certificado de Calibracion N® MW/-1841-2019
Pagina 2 de 2

3. Resultados

Emor Maxhmo

Cow i)
mi mil mi mi = i
100 99,853 0,047 0,011 0,10

40, Observaciones

+ Se colocd unma etigueta autoadhesiva en el instrumento con la indicacidén "CALIBRADO y con

identificacion N® A-27860 .

(") El emor maxime permisible esta indicado en el instrumeanto.

Los resultados estan dados a la temperatura de referencia de 20 °C

El wolumen convencionalmente verdadero { wolumen contenido ) es igual a la indicacion mas la

COMmecoion comespondients.

s La inceridumbre de medicion expandida reportada es la incertidumbre de la medicion estandar
multiplicada por el facior de cobertura k=2 de modo gue la probabilidad de coberiura comesponde
aproximadamente a un nivel de confianza del 95 %.

[ FIN DEL DOCURIENTD )
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Anexo 3. Certificado de calibracion del matraz volumétrico de 200 mL.

AVa
METROIL

LABORATORIO DE CALIBRACION ACREDITADO POR EL
ORGANISMO PERUANO DE ACREDITACION INACAL — DA

CON REGISTRO N° LC - 001

REBIOL 41(1): 75-90 (2021)

Castro et al.

=

INACAL
B T i tbencitn
Rereditade

Registro N'LC - 001

9. Resultados

Certificado de Calibracidon N° MV-1840-2019

Pagina 2 de 2

Error Maximo

v (= Cor Incertidumbre Permisible ()
mi mi mi mi =+ ml
200 199,975 -0,025 0,020 0,15

10. Observaciones

e Se colocd una etiqueta autoadhesiva en el instrumento con la indicaciéon
A-27859 .
(*) El error maximo permisible esta indicado en el instrumento.

Los resultados estan dados a la temperatura de referencia de 20 °C

identificacion N°

.

“"CALIBRADO" y con

e El volumen convencionalmente verdadero ( volumen contenido ) es igual a la indicacién mas la
correccion correspondiente
« La incertidumbre de medicion expandida reportada es |la incertidumbre de |la medicion estandar
multiplicada por el factor de cobertura k=2 de modo que |la probabilidad de cobertura corresponde
aproximadamente a un nivel de confianza del 85 %.

( FIN DEL DOCUMENTO )

Anexo 4. Certificado de calibracion de la micropipeta de 5 mL, de volumen variable.

AVE

METROIL

LABORATORIO DE CALIBRACION ACREDITADO POR EL
ORGANISMO PERUANO DE ACREDITACION INACAL — DA

CON REGISTRO N° LC - 001

&=

INACAL

DA - Peru
Laboratoria de calibeactsn
Acreditado

Registre NLC - 001

9. Resultados

Certificado de Calibracion N® MV-1851-2019

Pagina 2 de 2

Veolumen Coefic. de Error Maxime Permisible ()
Indicacis: Incer b
indicacion e T nest = Toefic. de
(mi) (mi) (mi) (miy %) (mi) (%) (mi) (%) [(2m)]| (%) (miy
1.00 0.995 -0.005 0.001 -0.50 -0.005 0.03 0.001 0.70 | 0007 | 0.30 | 0,003
2,50 2,501 0,001 0.001 0,04 0,001 0,04 0,002 0,60 0,015 0,30 0,008
5.00 5.001 0.001 0.002 0.02 0,001 0.06 0,002 0,50 | 0.025| 0.15 | 0.008
10. Observaciones
A-27871 .

Se colocd una etiqueta autoadhesiva en el instrumento con la indicacién “CALIBRADO” y con identificacion N°
(*) Error maxime permisible segun manual del fabricante.
Los resultados estan dados a la temperatura de referencia de 20 °C
La incertidumbre de medicién expandida reportada es la incertidumbre de la medicién estandar multiplicada por el factor de

cobertura k=2 de modo que la probabilidad de cobertura corresponde aproximadamente a un nivel de confianza del 95 %.
+ No se realizé ningln ajuste al instrumento.

( FIN DEL DOCUMENTO )

Anexo 5. Concentracion de glucosa (mg/dL), para obtener la desviacion estandar de la reproducibilidad del método.

Muestra

Dia 1
mg/dL

Dia 3
mg/dL

Dia 2
mg/dL

95,5

958 | 97,2

95,1

95,5 97,1

95,2

9,2 | 974

Anexo 6. ANOVA de las concentraciones de glucosa (mg/dL).

Origen de la
varianza

Sumas de
diferencias
cuadréticas (SDC)

Grados de
libertad (v)

Diferencias cuadraticas

medias

(DCM=SDC/v)

Desviacion
Estandar por
Repetibilidad “Sr”

Desviacion Estandar
por Reproducibilidad
SR

Entre grupos
(Between)

6,149

3,074

0,252

1,033

Dentro del
grupo (Within)

0,38

0,063

Total

6,529
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