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RESUMEN 

La calidad es una de las formas de mejorar las diferentes actividades del ser 

humano, es por ello, que en los últimos años ha cobrado gran importancia en el mercado 

mundial, volviéndose así, en una de las exigencias para la competencia y  la sobreviven-

cia de las empresas u organizaciones de cualquier índole. No solo las grandes empresas 

se enfrentan a esta situación, sino también los laboratorios de ensayo y calibración, los 

laboratorios clínicos, las industrias, en fin, todas las actividades que generen productos 

o servicios que sean destinados al público.  

Por lo anterior, es necesario contar con un sistema de gestión de calidad que nos 

permita garantizar la confiabilidad de los resultados, los productos o servicios, entre 

otros, que son ofrecidos por un determinado organismo, que satisfaga las necesidades 

del organismo y la normatividad aplicable. 

En el presente trabajo, se asignan valores a los intervalos para Materiales de Re-

ferencia Certificados (MRC) utilizados en la calibración de lectores de microplacas de 

ELISA (Enzyme Linked Inmunoabsorvent Assay), que no han sido reportados en su 

certificado de calibración, por medio de algoritmos de interpolación de Lagrange y 

Newton. Para ello, se utilizan las absorbancias de cada uno de los MRC a siete diferen-

tes longitudes de onda correspondientes. Posteriormente, se obtienen las ecuaciones por 

cada algoritmo de interpolación para cada MRC y finalmente por medio de un análisis 

de varianza (ANOVA), se comparan los valores obtenidos por las ecuaciones determi-

nadas y los valores reportados en el certificado de calibración, observándose con un 

nivel de significancia de 0,05 que no se muestra diferencia significativa, por lo que se 

satisface la hipótesis planteada en el presente trabajo. Así tampoco muestran diferencia 

significativa entre los valores obtenidos por las ecuaciones determinadas por el algorit-

mo de Lagrange y los calculados por las ecuaciones obtenidas por el algoritmo de New-

ton.  

Es importante mencionar que con esto, se deja a consideración de cada Labora-

torio que desee implementar este procedimiento, el utilizarlo, ya que se requiere de su 

validación según lo establece la norma NMX-EC-17025-IMNC-2006 en el apartado 5.4 

de los requisitos técnicos para la competencia de los laboratorios de ensayo y de cali-

bración. Este método no es exclusivo de este tipo de instrumentos de análisis, ya que se 
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puede utilizar en muchas áreas de la ciencia y en varios equipos de laboratorio que 

cumplan con las características cualitativas expuestas en este trabajo. 
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INTRODUCCIÓN 

La utilización de instrumentos de análisis, se ha convertido en uno de los pilares 

fundamentales en las diferentes áreas de la ciencia,  como son: la Biología, la Química, 

la Bioquímica, la Física, entre otros, de ahí la importancia de conocer su principio de 

medición y las características que la definen, no solo para utilizarlos de manera adecua-

da sino para determinar la incertidumbre con la cual éstos realizan las mediciones. La 

comunidad afectada, por ello, se enfrenta a un grave problema, ya que no solo se trata 

de realizar las mediciones, sino de garantizar que éstas sean trazables al Sistema Inter-

nacional de Unidades (SI).  

En los últimos años, se han establecido normas nacionales e internacionales que 

permiten realizar las mediciones con un buen acercamiento entre los resultados que se 

obtienen y los establecidos como convencionalmente verdaderos. Algunas de las formas 

para lograr lo anterior, es mediante la calibración de equipos e instrumentos de medi-

ción, así como la utilización de  patrones o materiales de referencia certificados, los 

cuales tienen trazabilidad a magnitudes correspondientes al SI, garantizando por consi-

guiente la trazabilidad de las mediciones. Los materiales de referencia han cobrado por 

lo tanto, gran importancia, sin embargo, se tiene la desventaja de que son elevadamente 

costosos, lo que repercute en la economía de los laboratorios que los requieren y de ma-

nera indirecta  afecta los costos de los servicios que ofrecen éstos laboratorios, en parti-

cular los laboratorios de ensayo y calibración. Es por ello, que nos hemos interesado en 

la realización de un procedimiento que nos permita obtener la medición en las longitu-

des de onda que no han sido reportados por los certificados de calibración de los MRC, 

utilizados  para la calibración de lectores de micro placas de ELISA, específicamente, 

por medio de algoritmos de interpolación de Newton y Lagrange. De esta manera se 

aportará a la satisfacción de la alta demanda de calidad exigida a los laboratorios, facili-

tando el cumplimiento de la normatividad aplicada a estas dependencias, así como la 

satisfacción del propio sistema de gestión de la calidad establecida en cada organismo 

en particular. 
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El mantener los equipos en condiciones verificables permite, por un lado, darle 

certidumbre a las mediciones y productos que las empresas generan y por otro lado el 

dar crédito a lo planteado en las normas aplicables a ellas y que se ve reflejado en la 

calidad de lo generado y en el propio sistema de la calidad. Debido a los costos de los 

servicios de mantenimiento,  calibración  de equipo o certificación de materiales de re-

ferencia que los laboratorios  requieren, los costos de los servicios o productos se ele-

van. Particularmente, el caso de los laboratorios secundarios, al prestar los servicios de 

calibración y certificación de materiales de referencia, a su vez, requieren de la trazabi-

lidad adecuada. Sin embargo, este tipo de servicios puede resultar considerablemente 

costoso. Siendo, en algunos casos, un gran espectro de posibilidades de servicios que las 

empresas demandan, resulta aun más costoso dar servicios a toda la demanda, porque 

ello necesariamente requiere de garantizar la trazabilidad.  

 

Por lo anterior, surge el interés de obtener un procedimiento, que nos permita ga-

rantizar la trazabilidad  sobre materiales de referencia en los intervalos de valores obte-

nidos que aún no han sido reportados en el certificado de calibración.  

 

En éste capítulo, se aborda lo concerniente al planteamiento de la obtención de 

valores de calibración no reportados para lectores de microplacas de ELISA específica-

mente, aunque hay que resaltar, que el procedimiento desarrollado se puede extender a 

otros equipos o materiales que presenten las mismas características cualitativas que el 

analizado en éste trabajo.  

  

1.1. HIPÓTESIS 

 

Dado que se puede asignar una incertidumbre a los materiales por caracterizar, 

de manera directa sobre los valores en los que el Centro Nacional de Metrología (CE-

NAM) calibra el espectrofotómetro Cary 5 000 o caracterizar los materiales de referen-

cia del laboratorio, se puede asignar valores sobre estos, sin embargo, cuando los valo-

res a medir no son estos, se plantea lo siguiente: 
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 “Se puede asignar valores a las mediciones de micro placas de ELISA mediante 

la interpolación de Lagrange y Newton, en intervalos de valores reportados que no han 

sido caracterizados”.  

 

La hipótesis anterior nos permitirá cumplir con ciertos objetivos de este trabajo 

de investigación, las cuales trataremos en el siguiente punto. 

 

1.2. OBJETIVOS 

 

Este trabajo de investigación se realiza teniendo un objetivo general y un objeti-

vo específico, los cuales se enuncian enseguida: 

1.2.1. OBJETIVO GENERAL 

Construir un procedimiento de interpolación, para analizar valores de calibración 

en  lectores de microplacas de ELISA cuyos valores no se han reportado en el certifica-

do de calibración de los materiales de referencia certificados utilizados en la calibración 

de éstos equipos de laboratorio.  

1.2.2. OBJETIVO ESPECÍFICO 

Analizar el método de interpolación de Newton y Lagrange y aplicarle a los va-

lores reportados en el certificado de calibración, para obtener aquellos valores que no 

han sido reportados. 

 

Los objetivos que permiten la realización de esta investigación, son afectados por 

variables que influyen en la naturaleza del problema en estudio, los cuales se tratan en el 

próximo apartado.  
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1.3. VARIABLES 

 

En todo fenómeno de la naturaleza, se observa la presencia de una o más varia-

bles que lo afectan ya sea directa o indirectamente, teniendo una considerable repercu-

sión en él, por lo que, para poder entender y comprender  mejor dichos fenómenos es 

necesario identificar las variables que los afectan. Por lo tanto, identificaremos las va-

riables que repercuten en nuestro problema de estudio y de esta manera realizar una 

buena manipulación de ellas. Enseguida se enlistan las variables dependientes y las va-

riables independientes de nuestra investigación. 

 

1.3.1. VARIABLES DEPENDIENTES. 
Las variables dependientes que afectan de manera directa los resultados de nues-

tra investigación son las siguientes: 

 

 Certificado de calibración. 

 Calidad de los datos. 

 Instrumento de medición. 

 Incertidumbre de la medición. 

 Materiales de referencia. 

 Calibración del instrumento de medición. 

 Condiciones ambientales y  de operación del laboratorio. 

 Personal Técnico. 

 

1.3.2. VARIABLES INDEPENDIENTES. 
Las variables que influyen de manera independiente a nuestro problema de estu-

dio  son las siguientes: 

 Norma ISO 17025. 

         Las variables presentes en nuestro problema de estudio lo convierten en un tema 

amplio y por lo cual, es necesario limitar nuestro tema, el cual se trata en el siguiente 

punto. 



UMSNH Facultad de Químico Farmacobiología. 
 

Me preparo para servir mejor. Página 8 
 

1.4. DELIMITACIÓN DEL TEMA 

 

Nuestro tema de investigación abarca un campo amplio, ya que trata de un tema  

primordial para los laboratorios de ensayo y calibración, debido a la gran demanda de 

calidad exigida en el mercado, sin embargo, nos enfocaremos en la construcción de un 

procedimiento que nos permita obtener, por medio de la interpolación de Newton y  

Lagrange, valores que no han sido reportados en el certificado de calibración para la 

calibración de lectores de micro placas de ELISA, lo que representa una gran ventaja 

económica para los laboratorios que utilizan este instrumento. 

 

Este trabajo se realizó en el Laboratorio de Biofísica del Instituto de Física y Ma-

temáticas de la Universidad Michoacana de San Nicolás de Hidalgo durante los meses 

de septiembre a noviembre, con una duración de cuatro horas diarias. Se utilizan los 

valores de absorbancia reportados en el certificado de calibración del Espectrofotómetro 

Cary 5000 de la región UV-vis correspondiente a siete Materiales de Referencia Certifi-

cados cada una a seis longitudes de onda diferentes entre 440 nm a 750 nm, con dichos 

valores se obtienen las ecuaciones de interpolación con los algoritmos de interpolación 

de Lagrange y Newton 

 

Si se logra satisfacer la hipótesis y cumplir con los objetivos establecidos, este 

trabajo permitirá a los laboratorios que utilizan lectores de micro placas de ELISA, no 

solo cumplir con la normatividad correspondiente, sino además satisfacer su política de 

calidad y de esta manera contribuir en la obtención de resultados confiables que serán 

reflejados de alguna manera en un diagnóstico correcto a los pacientes, para el caso de 

los laboratorios clínicos que utilizan estos instrumentos. 

Sin embargo, es importante señalar que se requiere por parte del laboratorio que 

emplea interpolación considerar validar los resultados a fin de considerarlo como un 

método apropiado para el laboratorio. 
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CAPÍTULO  II 

Marco referencial 
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La necesidad de sustentar el conocimiento con base científica y filosófica, hace 

posible la elaboración del siguiente capítulo. En el se estudian aspectos en torno a los 

lectores de microplacas de ELISA y la normatividad establecida para laboratorios que 

cuentan con sistemas de gestión de calidad técnicos y administrativos. 

Éste capítulo, se encuentra dividido en cuatro grandes partes como son: el marco 

histórico, en el cual, se analiza la evolución que ha tenido la calidad a lo largo del tiem-

po, con el fin de conocer los acontecimientos más sobresalientes que han repercutido 

para que la calidad se entienda como la conocemos actualmente; el marco filosófico, 

que ha hecho posible la elaboración y utilización de los instrumentos de medición, el 

marco legal, que rige a los laboratorios, en particular los de ensayo y calibración, tanto 

de carácter nacional como internacional, el marco teórico, el cual abarca desde las pro-

piedades de la luz, análisis espectro químico, lectores de microplacas de ELISA, carac-

terísticas de los espectrofotómetros, materiales de referencia, cálculo de la incertidum-

bre en las mediciones, caracterización de los instrumentos de medición espectrofotomé-

tricos, y de manera especial los algoritmos matemáticos que nos permitirán la elabora-

ción de este trabajo de investigación.  

 

2.1. Marco Histórico 

           

 El hombre ha utilizado su ingenio, creatividad, experiencia, inteligencia, cono-

cimiento, filosofía, etc., para mejorar constantemente su forma de vida, implementando 

para ello procedimientos, normas, métodos, entre otros, que le permitan conseguirlo. 

Tal es el caso de la implementación de sistemas de gestión de la calidad, cuya filosofía 

se basa en el Kaizen, el cual establece que hay que buscar el camino que nos permita un 

armonioso paso y utilización de la energía [1]; reflejándose esta última en las distintas 

oportunidades de mejora continua que utilizan actualmente los organismos certificados 

o acreditados bajo una determinada normatividad, y no solo en ella, sino también cobra 

importancia a nivel de satisfacción personal al realizar las actividades cotidianas con 

mayor calidad. 
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  La calidad ha evolucionado a través del tiempo, esto se observa en las diferentes 

épocas que han marcado su desarrollo. En la época artesanal el concepto de calidad se  

entiende como la realización de un trabajo aun si los  precios son  elevados, satisfacer el 

orgullo del artesano y el darle gusto al cliente. Sin embargo, en la época de la industria-

lización, la calidad pasa a ser la producción elevada, sin tomar en cuenta si el trabajo 

estaba hecho correctamente, debido a la gran demanda de productos [2]. En  cambio, en 

la época de la Segunda Guerra Mundial a raíz de los problemas que se tenía en el ar-

mamento utilizado por la Industria Militar Norteamericana, se estableció un cambio 

sumamente importante en el concepto de la calidad, ya que no solo importaba la canti-

dad de los productos elaborados, sino que además garantizaran su adecuada y correcta 

utilidad, por tanto, la calidad se concebía como la garantía de generar   armamento con 

la mayor producción, eficacia y eficiencia sin importar su costo [3], pero ya en la pos-

guerra se dividen dos concepciones de la calidad, por una parte, la forma en la que 

Japón lo concebía (hacer las cosas bien a la primera) y por otra, como lo interpretaba el 

resto de los países (concepto de la industrialización), por la elevada demanda de pro-

ducción para reconstituir los daños a causa de la guerra [2]. 

No cabe duda que la calidad se ha globalizado en los últimos tiempos y que los 

organismos que venden productos o servicios tienen la necesidad de satisfacer las exi-

gencias del mercado para poder sobrevivir y competir con otros organismos. En la ac-

tualidad la calidad deja de ser un lujo para pasar a ser un derecho exigido por la socie-

dad. [2] 

2.1.1. Antecedentes de la normalización.  

Varios acontecimientos del ser humano desde la antigüedad, sugieren que la 

normatividad inicia junto con la humanidad, así por ejemplo se sabe que desde la anti-

güedad, los pueblos egipcios establecían módulos de medición para ladrillos y piedras. 

Sin embargo, la Revolución Industrial (XIX) es la que da origen a la normatividad con 

base científica y sistemática, aunque el impulso definitivo fue establecido por la Primera 

Guerra Mundial, al recurrir a la industria privada para abastecer a la Industria Militar, a 

la cual ya se le exigían ciertas especificaciones para poder vender sus productos. [4] 

Después de la Primera Guerra Mundial, las barreras políticas caen y se inicia una 

nueva era en la comercialización nacional. La economía se expandió y creció el inter-



UMSNH Facultad de Químico Farmacobiología. 
 

Me preparo para servir mejor. Página 12 
 

cambio comercial, las  empresas empezaron a establecer como única salida, al mercado 

de exportación, de las frecuentes crisis de los mercados nacionales, dando origen de esta 

manera a la necesidad de regular  las relaciones comerciales. [5] 

Debido a los acontecimientos anteriores, el 22 de diciembre de 1917 los ingenie-

ros alemanes Naubaus y Hellmich integraron el primer organismo de normalización 

conocido como NADI (Normen Ausschuss der Deutschen Industre), que posteriormente 

en 1975 se denominó DIN (Deustcher Industrie Normen). En 1918 se constituye en 

Francia el AFNOR (Asociación Francesa de Normalización) y en 1919 en Inglaterra se 

constituye la BSI (British Standards Institution). Sin embargo, se fundó en Londres 

(1926) la ISA (International Federation of the National Standardization Association) 

que en 1947 fue sustituido por la ISO con sede en Ginebra.  [4] 

              Aunque la palabra ISO (International Organization for Standarization) es un 

acrónimo, también es un término derivado del griego “ISOS” que significa “Igual” [7, 

6]. La ISO está constituida por más de 153 países miembros y ha elaborado más de 11 

000 normas, empezó a ser reconocida por la comunidad después de publicar las normas 

ISO     9 000. Las normas ISO son de cumplimiento voluntario, aunque actualmente son 

exigidos internacionalmente [8]. 

            Es necesario señalar algunos de los acontecimientos sobresalientes que han dado 

lugar a la normatividad, que se conoce hoy en día, los cuales se enlistan a continuación 

[8]: 

 1900 Inspección como actividad. 

 1930 Muestreo estadístico. 

 1950 Prácticas de aseguramiento de calidad en las empresas. 

 1970 Idem a nivel nacional. 

 1979 Normas para el aseguramiento de la calidad, BS 5 750. 

 1987 Basadas en la BS 5 750 se editan las normas ISO serie 9 000. 

 1994 Se realiza una revisión de las normas base. 

 2000 Se realiza la última revisión de las normas base. 
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2.1.2. Evolución de las primeras normas. 

Con el fin de entender la normatividad actual es necesario conocer la evolución 

de las primeras normas de la calidad, para lo cual hacemos hincapié a las normas ISO 

9000.   

La necesidad de unificar el idioma de la calidad y permitir una sana relación 

comercial entre las naciones, así como la regulación de las actividades de comercio que 

garantizaran la calidad, tanto de productos como de servicios intercambiados en el mer-

cado, hace posible la elaboración de las normas ISO 9000. [5] 

En 1987 aparece la primera edición de las normas ISO 9001, ISO 9002 e ISO 

9003, posteriormente, en 1994 se revisan éstas y se publica la segunda edición con vi-

gencia del 14 de diciembre de 2003, aunque en el año 2000 se revisaron y fueron susti-

tuidas por la ISO 9001:2000, el cual hizo hincapié a la efectividad del sistema de cali-

dad y al  mejoramiento del trabajo de las organizaciones, dicha norma fue sometida a 

revisión en el 2008 y se publicó la cuarta edición el 15 de noviembre del mismo año, sin 

embargo, esta edición no contiene nuevos requisitos sólo los aclara debido a la expe-

riencia observada durante ocho años y señala cambios para mejorar la relación entre el 

sistema de calidad y el medio ambiente. [8]  

Actualmente las normas ISO enfocan a la calidad como un sistema basado en 

procesos donde se desarrolla, implementa y mejora la eficacia de un sistema de la cali-

dad, con el fin de satisfacer las necesidades del cliente al cumplir con los requerimientos 

establecidos en ella. Tal como se muestra en la figura 2,1. [9] 

 

Figura 2,1. Sistema de Gestión de la Calidad. [8] 
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2.1.3. Antecedentes de la Norma NMX-EC-17025-IMNC-2006 (Requi-

sitos generales para la competencia de los laboratorios de ensayo y ca-

libración). 

La primera edición de esta norma fue realizada como consecuencia de la expe-

riencia adquirida después de la implantación de las normas NMX-EC-025-IMNC y de 

la EN 45001, a las cuales reemplaza. Dicha norma hacía  referencia a las normas NMX-

CC-003-1995-IMNC y NMX-CC-004-1995-IMNC. Estas normas han sido reemplaza-

das por la norma NMX-CC-9001-IMNC-2000, los que hizo necesario alinear la norma 

NMX-EC-17025-IMNC. Las modificaciones realizadas a esta segunda edición han sido 

por referencia de la NMX-CC-9001-IMBC-2000. [10] 

2.2. Marco Filosófico 

 

Gracias a la percepción de las cosas por medio de los sentidos, experiencia, inte-

ligencia, capacidad de análisis e inducción, ya sea con la ayuda de un instrumento o de 

manera natural, el hombre ha podido hacer ciencia y filosofía. Estos son los medios por 

los cuales el ser humano se ha valido para entender y explicar los fenómenos de la natu-

raleza y más aún la explicación de su misma presencia. Se sabe que antes del siglo 

XVII, la ciencia y la filosofía se entendían como una misma cosa, sin embargo, ahora se 

conciben como dos conceptos diferentes, aunque de cualquier forma ambos conforman 

el conocimiento, el cual, ha permitido a la humanidad comprender y entender mejor el 

universo y mejorar cada día su forma de vida.  

Debido a que todo conocimiento científico se fundamenta en la filosofía que el 

ser humano ha ido conceptualizando a lo largo de su historia, es importante para noso-

tros la elaboración de éste apartado en el presente capítulo, con el fin de establecer y 

comprender los principios filosóficos más sobresalientes que abrieron paso al desarrollo 

de nuestro trabajo de investigación, como son el concepto  filosófico de la existencia, el 

concepto de la verdad, la filosofía de la ciencia, el principio de Ernest Mach, el princi-

pio de la medición y el principio de indeterminación de Heisenberg.   

 



UMSNH Facultad de Químico Farmacobiología. 
 

Me preparo para servir mejor. Página 15 
 

2.2.1. Filosofía de la existencia 

            Desde que el hombre ha tenido uso de razón, se ha cuestionado acerca de mu-

chos sucesos, fenómenos, hechos, acontecimientos, etc., una de los fundamentales cues-

tiones con la que se ha enfrentado es acerca de la existencia, el cual, no ha podido ser 

resuelto debido a que su concepto se contrapone a la esencia, y su definición se refiere a 

la esencia. Sin embargo, para los existencialistas, dicho término significa “el modo de 

ser del propio hombre”, por lo que, entonces, la existencia es estar presente y relacio-

narse con su alrededor, mientras que Berkeley dice que “lo único que posee existencia 

real, es el mundo de las sensaciones”. Lo anterior significa que entonces la existencia es 

la forma de percibir las cosas. [11] 

2.2.2. Filosofía de la verdad 

             La verdad  es un concepto utilizado frecuentemente en todos los ámbitos. Sin 

embargo, no se tiene un concepto bien definido, ya que depende del contexto total e 

histórico del pensamiento del autor. Se ha observado a lo largo de la historia el interés 

por conocer y definir la verdad, así Platón y Aristóteles definen lo verdadero como “al-

go que permanece, lo que no varía, lo que siempre es de la misma manera, es la forma o 

la idea que se oculta detrás de la apariencia”, sin embargo, Tomás de Aquino lo define 

como la “adecuación del intelecto a la cosa”, mientras que para Descartes, la verdad es 

“todo lo que se presenta a la conciencia con una certeza absoluta”. Entonces debido a 

que nada se puede conocer con toda la certeza, el ser humano no puede conocer la ve-

dad, sólo se aproxima a ella según sus habilidades y herramientas. [12] 

2.2.3. Filosofía de la ciencia 

Existen varias concepciones acerca de la ciencia, así, Popper establece que la 

ciencia está en progreso continuo, aunque es revolucionario y no solamente acumulati-

vo, sino también en cierto sentido conservador: una nueva teoría siempre será capaz de 

explicar plenamente el éxito de su predecesora. Mientras que Descartes y Bacón conci-

ben a la ciencia como una pirámide cuya cúspide se encuentra ocupado por los princi-

pios o leyes más generales de la realidad, aunque cada quien expresa su forma de alcan-

zar dicho conocimiento. Para Bacón, se llega a esa cúspide por medio de inducciones 

progresivas, basadas en observaciones y experimentos, mientras que para Descartes, el 

conocimiento científico inicia en la cumbre y de ahí procede hacia abajo, siguiendo el 
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camino de la deducción, hasta llegar a la base, o sea la naturaleza real. La proposición 

de Descartes, tiene varias implicaciones filosóficas, una de las cuales es la siguiente: “la 

certeza en el conocimiento puede alcanzarse a priori, o sea en ausencia de la realidad”. 

Estos principios han dado origen a la ciencia que hoy en día conocemos. [13] 

2.2.4. Filosofía de la causa efecto 

      Una de las cuestiones que nos hacemos constantemente es porqué suceden así las 

cosas. “Toda causa tiene su efecto; todo efecto tiene su causa; todo sucede de acuerdo 

con la Ley; la suerte no es más que el nombre que se le da a una Ley no conocida; hay 

muchos planos de causalidad, pero nada escapa a la Ley”. De acuerdo a lo anterior todo 

lo que ocurre, lo hace obedeciendo a distintas Leyes ya sean físicas, químicas, entre 

otras, dominando las superiores a las inferiores. [14]     

2.2.5. Filosofía del principio de Ernest Mach 

          El principio de Mach establece que “cualquier propiedad de los cuerpos debería 

determinarse por la influencia del resto del universo”. Este principio es uno de los que 

más ha aportado a la ciencia, ya que en la mayoría de los experimentos que se realizan 

en las distintas disciplinas es a través del estudio no de los fenómenos propios sino de 

las relaciones que establecen con aquellos de los que se encuentran rodeados. [15] 

2.2.6. Filosofía de la medición 

            “Toda medición debe asegurar una adecuada representación del atributo real 

medido mediante los símbolos o números asignados”. Una representación adecuada 

ocurre cuando un atributo es coherente con la idea conceptual y esta es aceptada por los 

expertos. Para realizar una medición se necesita determinar qué entidad medir y qué 

atributo deseamos caracterizar. Así los datos obtenidos preservarán las relaciones que 

existen entre las identidades determinadas. [16] 

2.2.7. Filosofía de la indeterminación de Heisenberg 

El también conocido como Principio de Incertidumbre de Heisenberg. Establece lo si-

guiente: “es imposible conocer simultáneamente la posición y la velocidad del electrón, 

y por tanto, es imposible determinar su trayectoria. Cuanto mayor sea la exactitud con 

que se conozca la posición, mayor será el error en la velocidad y viceversa. Solamente 
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es posible determinar la probabilidad de que el electrón se encuentra en una región de-

terminada”. Esto significa que, en realidad no se puede conocer un fenómeno tal y como 

es, debido a que cuando nos acercamos a la realidad de una de sus propiedades nos ale-

jamos del conocimiento de sus otras propiedades, a causa del error. [17]  

2.3. Marco Legislativo 

 

Las normas para que se puedan elaborar, conocer, implementar, actualizar y 

cumplir, necesitan de organismos que las hagan posible, para el caso de las normas de 

calidad, por ser de carácter internacional compete a la ISO  cumplir con esa tarea, poste-

riormente, a los organismos nacionales, estatales y locales reconocidos, a colaborar con 

la misma obligación. Por lo anterior, se resalta la importancia de conocer los organis-

mos que  regulan las actividades correspondientes en este ámbito, facilitándose así, el 

cumplimiento de las normas que sean  aplicables a los diferentes sectores involucrados.   

2.3.1. Estructura general de la ISO 

La ISO se encuentra compuesta por tres tipos de miembros [18]: 

 

 Miembros natos: uno por país, recayendo en el organismo nacional más repre-

sentativo. 

 Miembros correspondientes: organismos de países en vías de desarrollo que to-

davía no poseen un comité nacional de normalización. No toman parte activa en 

el proceso de normalización pero son informados acerca de los trabajos que les 

interesen. 

 Miembros suscritos: países con reducidas economías a los cuales se les exige el 

pago de tasas menores que a los miembros correspondientes.  

 

La ISO está conformada por [19]: 

 Asamblea General. 

Se constituye por un grupo de Delegados nombrados por los Organismos Miem-

bros. Esta Asamblea debe reunirse por lo menos cada 3 años y en la sesión tienen dere-

cho a un voto por cada uno de los acuerdos emanados.  
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 Consejo. 

Organismo constituido por un Presidente y representantes de los 18 organismos, 

duran en su cargo 3 años, sus funciones principales son las de vigilar que el trabajo que 

se realice se lleve a cabo dentro de las disposiciones de  los Estatutos y Reglas de Pro-

cedimiento de la Organización. Para llevar a cabo en forma eficaz sus funciones, el 

Consejo ha creado los siguientes órganos:  

  Junta Directiva: 

Asesoría al Consejo en todos los asuntos pertenecientes a la organización, coor-

dinación y planeación del trabajo técnico de la ISO. Revisa y aprueba títulos y alcances 

de Comités Técnicos individuales con el fin de garantizar la mayor coordinación, ex-

amina recomendaciones apropiadas al Consejo, recomienda el establecimiento o elimi-

nación de Divisiones Técnicas.  

 Comités Técnicos  

Realizan el trabajo técnico. Cada comité puede establecer subcomités (SB) y 

Grupos de Trabajo (GW) para cubrir sus campos de especialización. A estos se les asig-

nan números siguiendo el orden progresivo en el que fueron creados, empezando por el 

ISO-TC-1 creado en 1947, hasta el ISO-TC-218 creado en 1998. Al disolverse un Co-

mité Técnico su número no es asignado a otro nuevo comité. A los organismos que de-

ciden participar de forma activa en el trabajo del Comité Técnico se le designa el nom-

bre de Miembros participantes (P) mientras que los países que sólo deseen estar comu-

nicados del trabajo realizado por los comités son registrados como Miembros Observa-

dores (O). La mayor parte del trabajo se realiza por correspondencia y solamente cuan-

do sea justificado se convoca una reunión internacional. 

2.3.2. Derechos y obligaciones para los organismos participantes 

Los derechos y las obligaciones que aplican a los organismos que integran a la 

ISO son las siguientes [9]: 

Derechos: 

 Voz y voto en las reuniones de la Asamblea General. 
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 Integrar y participar en los Comités Técnicos que se constituyan, para dar cum-

plimiento a los objetivos de la ISO. 

 Recibir los oficiales del Secretariado Central de la ISO. 

 Emitir comentarios y observaciones a los documentos técnicos.  

 

Obligaciones: 

 Cumplir con las directrices de la ISO/IEC (International Electrotechnical 

Commission) y con las decisiones que emanan de la Asamblea y el Consejo. 

 Asistir a las Reuniones de la Asamblea y del Consejo, si se participa como 

miembro del último. 

 Votar en casos correspondientes, o abstenerse si se desea. 

 Pagar la cuota que establezca el Consejo de la ISO.  

2.3.3. Organismos Internacionales de Normalización 

A continuación se enlistan algunos organismos internacionales de normalización 

[20, 21]: 

 AENOR (Asociación Española de Normalización y Certificación, única entidad re-

conocida en España para realizar las tareas de normalización y certificación y para 

representar a nuestro país en los organismos internacionales, europeos y regionales: 

ISO, IEC, CEN, CENELEC, ETSI, COMPANT. Su página web ofrece información 

sobre el proceso de certificación, publicación de nuevas normas, jornadas. 

 AFNOR (Asociation Francaise de Normalization), organismo responsable de la 

normalización y certificación en Francia y de representar a dicho país en los orga-

nismos internacionales. Ofrece información sobre el proceso normativo en Francia, 

novedades, publicaciones, así como la posibilidad de comprar en línea la normativa. 

 ANSI (American National Standards Institute), organización nacional de normali-

zación norteamericana, que permite acceder a su propio catálogo de normas y al de 

diferentes entidades normativas norteamericanas e internacionales. 

 API (American Petroleum Institute) tiene como misión impulsar a la industria del 

petróleo y del gas natural y para ello elabora normas sobre estas material y da acce-

so a través de su página a documentos, informaciones y enlaces de interés. 
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 ASTM (American Society for Testing and Materials), es un organismo que elabora 

normas sobre materiales, productos, sistemas y servicios.  

 BSI (British Standard Institution), organismo responsable de la normalización en el 

Reino Unido. 

 CEN (Comité Europeo de Normalización), reúne información de interés sobre esta 

materia en Europa. 

 CENELEC (Comité Europeo de Normalización Electrotécnica), es el organismo de 

normalización europeo para la electrónica. 

 DIN (Deutsches Institut fur Normun), instituto alemán para la normalización. 

 ECSS (European Cooperation for Epace Standardization), iniciativa establecida pa-

ra desarrollar un conjunto coherente de normas para ser usadas en todas las activi-

dades espaciales europeas. 

 EPA (Enviromental Protection Agency), da acceso a la información y recursos rela-

cionados con el medio ambiente. 

 ETSI (Instituto Europeo de Normas de Telecomunicación), es el organismo euro-

peo de normalización sobre telecomunicaciones. 

 IEC (International Electrotechnical Commission), organismo que elabora normas 

internacionales sobre electricidad, electrónica y tecnologías relacionadas. 

 ISO (International Organization for Standardization), que permite la búsqueda de 

las normas certificadas por esta institución. 

 NIST (National Institute of Standards and Technology), organismo que depende de 

U. S. Commerse Department´s Technology Administration, su fin es elaborar nor-

mas para aumentar la productividad, facilitar el comercio y elevar la calidad de vi-

da. 

 SAE (Society of Automotive Engineers), elabora normas sobre aeronáutica y auto-

móviles.  

2.3.4. Normatividad en México 

            Inicia el proceso de adecuación a la Normalización Internacional en nuestro país 

el 26 de enero de 1988 al publicarse la Ley Federal sobre Metrología y Normalización 

(LFMN), gracias a la apertura de la economía mexicana. Sin embargo, la normatividad 

mexicana es amplia, y abarca la regulación de las materias concurrentes y las normas 

oficiales mexicanas así como las normas mexicanas. Los objetivos que pretenden dichas 



UMSNH Facultad de Químico Farmacobiología. 
 

Me preparo para servir mejor. Página 21 
 

normas son la legalidad, la sistematicidad y el carácter textual, incrementando de esta 

manera la calidad de los productos y servicios realizados por los diferentes organismos. 

[22] 

La ISO en México se encuentra formada por varios organismos, con el fin de in-

corporar al sector privado, gubernamental y educativo a la normatividad correspondien-

te a la calidad. Entre los organismos nacionales se encuentran: La Dirección General de 

Planeación y administración (DGPA), la Dirección General de Normas (DGN), las em-

presas autorizadas para implementar y auditar normas ISO y en el sector educativo se 

encuentran las instituciones de miembros de la ANUIES (Asociación Nacional de Uni-

versidades e Instituciones de Educación superior). [23]    

2.3.5. Acerca de la NMX-EC-17025-IMNC-2006 
 

Esta norma establece en el punto 5.5.2 las condiciones en las que  deben operar los 

equipos de ensayo o de calibración, además se  especifica que el laboratorio debe de 

establecer programas de calibración para las magnitudes o valores esenciales de los ins-

trumentos cuando estas propiedades afecten significativamente a los resultados. [10]    

 

 

2.4 Marco  Teórico  

 

En este apartado se revisará el fundamento bibliográfico de temas tales como: la 

medición, las propiedades de la luz, espectrofotometría, lectores de ELISA, cálculo de 

incertidumbre en las mediciones, materiales de referencia, caracterización del espectro-

fotómetro y los algoritmos matemáticos que se utilizarán en este trabajo, con el fin de 

tener un respaldo teórico y científico al respecto. 

2.4.1. Medición 

Una de las actividades rutinarias más importantes y delicadas es la medición, del 

cual parten muchas opiniones, resultados y acciones de manera favorable o desfavorable 

para un determinado propósito.  
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Según el Vocabulario Internacional de Metrología (VIM) [24]:  

La medición es un “proceso que consiste en obtener experimentalmente uno o 

varios valores que pueden atribuirse razonablemente a una magnitud”.  

La magnitud se refiere a las “propiedades de un fenómeno, cuerpo o sustancia 

que puede expresarse cuantitativamente mediante un número y una referencia”.    

2.4.1.1. Importancia de realizar una medición. 

Según Lord Kelvin, un sujeto se empieza a conocer cuando podemos medirlo y 

expresarlo en números. La ciencia se ha desarrollado junto con el desarrollo de las me-

didas, las leyes físicas se han podido determinar dado que se pueden detectar y medir las 

magnitudes físicas. Es por tanto, la medición, una de las actividades más comunes en las 

diferentes disciplinas científicas y en las actividades diarias del individuo. [25] 

Cabe señalar que no todo se puede medir, ya que existen en la realidad otros 

fenómenos que hasta ahora no se han podido medir, como es el caso de los sentimien-

tos, por dar un ejemplo.  

La medición está determinada por muchos factores, entre ellas, el procedimiento 

de medición, el método de medición y el sistema de medida utilizado, variando por con-

secuencia una medición de otra [24]. Sin embargo, la coherencia de la ciencia se fun-

damenta en que las mediciones de una misma magnitud por procesos diferentes deben 

de dar resultados aproximadamente iguales [26]. 

2.4.1.2. Sistema Internacional de Unidades 

La necesidad de uniformar y garantizar la equivalencia de mediciones, hace po-

sible el establecimiento de Sistemas de Unidades de Medida. Actualmente se tienen 

establecidos el Sistema Internacional de Unidades y el Sistema Inglés de Unidades [25]. 

A continuación solo se abordará del primero por ser de nuestro interés.  

El sistema Internacional de Medidas se fundamenta en siente unidades (metro, 

kilogramo, segundo, Ampere, Kelvin, mol, candela, véase el glosario) de las cuales se 

pueden derivar otras. [27, 28]  
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2.4.1.3. Método de medida 

El método de medida se define como una “descripción genérica de la secuencia 

lógica de operaciones utilizadas en una medición”. Existen diferentes métodos de medi-

ción entre ellas se encuentran el método de sustitución, método diferencial y método de 

cero o método directo e indirecto. [29] 

2.4.1.4. Ley de propagación de errores 

Una función constituida por parámetros experimentales independientes se en-

cuentra asociado a su valor un error, debido al error de medición presente en cada uno 

de sus parámetros. La ley de propagación de errores se expresa como [28]:  

 

(Ec. 1) 

Esta ley nos permite conocer la forma en que se propaga el error asociado al va-

lor de una función, al considerar los parámetros experimentales independientes de las 

cuales se encuentra constituido y que tienen asociado un error de medición. 

2.4.1.5. Error en las mediciones 

Debido a los diferentes factores que influyen en la medición, no se puede medir 

una magnitud con certeza, es decir, sin error. El error de medida se define como la “di-

ferencia entre un valor medido de una magnitud y un valor de referencia” [24]. Los 

errores de medida se clasifican en: 

 Errores sistemáticos de medida 

Son “componentes del error de medida que, en mediciones repetidas, permanece 

constante o varía de manera predecible” [24]. Estos errores son difíciles de detectar ya 

que generalmente son consecuencia de las imperfecciones de las leyes físicas que se 

emplean como fundamento en la elaboración de los instrumentos de medición o la im-

perceptibilidad del observador. Pueden tener diferentes orígenes, tales como: errores de 

calibración de los instrumentos utilizados, errores personales, condiciones experimenta-

les, imperfección de la técnica empleado, entre otros [26].  
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 Errores aleatorios de medida 

Se entiende por error aleatorio al “componente del error de medida que, en me-

diciones repetidas, varía de manera impredecible” [24].  

2.4.1.6. Validación de la medición 

La validación es la “verificación de que los requisitos especificados son ade-

cuados para un uso previsto” [2]. Este es llevado a cabo para demostrar que el método 

de medición es útil y adecuado para realizar la actividad por la cual fue elaborado, 

además para cumplir con la normatividad establecida en el apartado 5.4.5.2 y 5.4.5.3 de 

la NMX-EC-17025-IMNC-2006, en las cuales se especifica que un laboratorio debe de 

validar de manera parcial o total los métodos no normalizados o aquellos que estén 

normalizados pero son utilizados fuera de las especificaciones de algún parámetro esta-

blecido en el método [30].  

Los parámetros que se recomiendan para la validación de un método de medi-

ción son los siguientes [26]: sensibilidad, selectividad, reproducibilidad, recuperación, 

repetibilidad, robustez, incertidumbre, límite de cuantificación, sesgo, limite de detec-

ción, intervalo de trabajo y ámbito lineal (véase el glosario).  

2.4.2. Pruebas de ELISA 

La prueba de ELISA por sus siglas en inglés (Enzyme Linked Inmunoabsorvent 

Assay), consiste en hacer reaccionar  directa o indirectamente un antígeno que se en-

cuentra inmovilizado en una fase sólida, con un anticuerpo específico, esta reacción 

forma uno o más compuestos coloridos que son cuantificados por medio de un espectro-

fotómetro [31], (ver Figura 2,2).  
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Figura 2,2. Técnica de ELISA. [31] 

 

Esta prueba es una de las herramientas más utilizadas en el campo de las cien-

cias biológicas, la investigación científica básica y avanzada, la biotecnología, entre 

otras, por su facilidad de realización, alta sensibilidad de algunas pruebas de ELISA, 

versatilidad y robustez [32]. Así por ejemplo se emplea en el diagnóstico médico, la 

industria de alimentos, el estudio y control del medio ambiente, en estudios serológicos, 

hematológicos, endocrinológicos, oncológicos, en los transplantes, la medicina forense, 

la antropología, en la determinación de hormonas y proteínas plasmáticas, antígenos 

tumorales, drogas, Antígenos y Anticuerpos de microorganismos (hongos, bacterias, 

virus). Los resultados obtenidos por esta prueba, en el caso de diagnóstico médico, ayu-

dan a la planeación de un buen tratamiento de las enfermedades y patologías en el ser 

humano. [33]    

Es importante señalar que el espectrofotómetro que se utiliza en dicha técnica no 

es semejante al que se conoce ordinariamente, ya  que  posee filtros o rejillas que limi-

tan el rango de longitudes de onda solamente a aquellos que se utilizan en la técnica, la 

cual comprende generalmente un rango entre 400 y 750 nm, además su sistema óptico 

utiliza la fibra óptica para poder iluminar los pozos de la placa (ver figura 2,3), la ilumi-

nación tiene un diámetro de 1 – 3 mm, un sistema de detección que amplifica los resul-

tados haciendo posible su interpretación. En la actualidad los lectores de ELISA tienen 

microprocesadores que con la ayuda de una computadora permiten la automatización de 

estos procesos de ensayo. [34] 
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Figura 2.3. Microplacas de ELISA. [35] 

Ya que los lectores de ELISA son espectrofotómetros de radiación UV – visible 

es necesario conocer sus características desde los generales hasta los particulares, los 

cuales analizaremos en el siguiente punto como una parte del análisis espectro químico. 

2.4.3. Análisis espectroquímico 

Una de las actividades más recurrentes en diferentes áreas de la ciencia es el aná-

lisis cualitativo y cuantitativo de diferentes muestras. Para ello, el ser humano ha elabo-

rado diferentes técnicas, métodos, procedimientos, instrumentos y equipos, para facilitar 

y garantizar la calidad en  dicha tarea. Una de las técnicas más utilizadas es el análisis 

espectroquímico; así por ejemplo en el campo de la química clínica se utiliza el espec-

trofotómetro de radiación Uv – Visible para cuantificar diversas biomoléculas (metabo-

litos, anticuerpos, et.), de  una muestra biológica o producto de alguna prueba (como el 

caso de  la prueba de ELISA) y con ella establecer un diagnóstico sobre la salud de un 

paciente [27].  

Por lo anterior, estudiaremos lo correspondiente al análisis espectroquímico, ya 

que es de nuestro interés particular. 

El análisis espectroquímico se fundamenta en el principio básico de las propie-

dades de la luz y de las reacciones químicas que ocurren entre las moléculas de una 

muestra.  

2.4.3.1.  Propiedades de la luz 

Uno de los avances más importantes en la ciencia, fue el descubrimiento de las 

propiedades de onda y partícula de la luz. Aparecen grandes personajes de la ciencia en 

su investigación, como es el caso de Newton, en su teoría corpuscular de la luz, la cual 
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intentaba explicar los fenómenos de refracción y reflexión de la luz, también aparecen 

los pioneros de la teoría ondulatoria de la luz, Robert Hooke y Christian Huygens, ellos 

explicaron la refracción haciendo suposición de que la luz se propagaba más rápido en 

el aire que en el vidrio o el agua. Newton rechazó la teoría ondulatoria y debido a su 

gran  reputación, su teoría corpuscular de la luz fue aceptada por más de un siglo. [36] 

En 1801 Thomas Young observó que dos haces luminosos pueden iluminar me-

nos que cada uno por separado y demuestra este hecho paradójico con la teoría ondula-

toria de la luz. Para ello, realiza un experimento que consistía en una pantalla negra a la 

cual perforó dos agujeros pequeños muy próximos entre ellos, y observó que al acercar-

lo al ojo la luz de un lejano foco aparece en forma de anillos alternándose entre brillan-

tes y oscuros. [37]   

Después de varios sucesos importantes en torno al estudio de las propiedades de 

la luz tales como: la comprobación de la inexistencia del éter demostrado por Michelson 

y Morley en 1887, la creación de la teoría electrónica por Lorentz en 1896, la explica-

ción de Albert Einstein sobre el efecto fotoeléctrico, el establecimiento de la teoría de 

los cuantos por Max Planck en 1909, surge la mecánica cuántica que pudo explicar el 

comportamiento dual onda partícula de la luz. [38] 

2.4.3.1.1  Propiedades ondulatorias de la Luz 

Para entender los fenómenos de la radiación electromagnética tales como: la re-

flexión, refracción interferencia y difracción es necesario presentarla como una onda 

sinusoidal perpendicular a campos magnéticos y eléctricos como se muestra en la Figura 

2.4. El campo eléctrico se presenta como un vector cuya longitud es proporcional a la 

fuerza del campo. La dirección en la que oscila el campo es perpendicular a la dirección 

en que se propaga la radiación. [39] 
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Figura 2.4. Campo electromagnético. El campo eléctrico oscila en forma perpendicular a su propagación 

y el campo magnético es perpendicular al campo eléctrico. [40] 

La amplitud de la onda sinusoidal se define como la longitud del vector del 

campo eléctrico en su punto máximo, Figura 2.5. El periodo p de la onda se define co-

mo el tiempo necesario para el paso de los sucesivos máximos o mínimos por un punto 

fijo del espacio. La frecuencia ν es el número de oscilaciones del vector del campo por 

unidad de tiempo. La longitud de onda λ es la distancia lineal entre un punto máximo o  

mínimo de la onda. [39] 

 

  Figura 2.5.Oscilaciones del campo eléctrico. [39] 
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La frecuencia de una onda electromagnética es dada por la fuente de radiación y 

no varía al atravesar un medio, sin embargo, la velocidad de la onda es determinada por 

la composición del medio que atraviesa y de su frecuencia. [39] 

 

                                                                                                              

(Ec. 2) 

donde v es la velocidad de propagación, ν es la frecuencia y λ la longitud  de onda. 

2.4.3.1.1.1  Velocidad de la luz 

La máxima velocidad que se conoce hasta el momento, es la de la luz en el vacío 

(2,99792 x 108 m/s), ya que en cualquier otro medio las interacciones que se dan a lugar 

entre los campos eléctrico y magnético de la materia con respecto al de la luz hacen que 

su velocidad disminuya. [41] 

2.4.3.1.1.2    Potencia e intensidad de la luz 

La potencia P de la radiación es la energía (Watts) de un haz que llega a un área 

determinada por unidad de tiempo. Es  la potencia de la radiación por unidad de ángulo 

sólido. Ambas son proporcionales al cuadrado de la amplitud del campo eléctrico. [39] 

2.4.3.1.1.3 Medio de propagación 

La luz como onda electromagnética no necesita un medio para propagarse e in-

cluso se propaga en el vacío. [41]  

2.4.3.1.2  Propiedades de partícula de la luz 

Como se mencionó en el apartado anterior, la luz además de tener propiedades 

de onda también posee a la vez propiedades de partícula. Para que se demostrara la teor-

ía corpuscular de la luz, se tuvo la necesidad de realizar experimentos, uno de los prime-

ros fue el del efecto fotoeléctrico, el cual consiste en hacer incidir una fuente luminosa 

de intensidad suficiente para arrancar los electrones de la superficie de un metal, dichos 

electrones son captados por una placa colectora y es medido con un amperímetro, este 

fenómeno se expresa de la siguiente manera [37]:    
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(Ec. 3)                             

donde m es la masa del electrón, v la velocidad del electrón, E la energía, W el trabajo 

de extracción. 

Un segundo experimento realizado es la radiación del cuerpo negro el cual, permitió 

que Max Planck supusiera que la radiación en el orificio era absorbida y emitida por 

osciladores atómicos de las paredes de la cavidad. Dichos osciladores tenían dos carac-

terísticas únicas:  

 Sus energías están dadas por:             n = 0, 1, 2, 3, 4,... donde E es la 

energía, f es la frecuencia  y h la constante de Planck. 

 Emiten energía en cantidades discretas o cuantificada y no continuas, correspon-

dientes a un cambio de una unidad de n dada por [37]: 

 

 

(Ec. 4) 

En muchos fenómenos de la radiación electromagnética es necesario considerar-

la como una partícula o fotón. La energía de un fotón se puede relacionar por su longi-

tud, frecuencia y número de onda como [39]:  

     

(Ec. 5) 

Siendo h la constante de Planck  (6,63 x 10-34 J s), λ la longitud de onda,  el 

número de onda, v la frecuencia, y E la energía del fotón. Es importante observar que el  

  y la frecuencia son directamente proporcionales a la E del fotón. La energía de un haz 

de fotones es proporcional al número de fotones por segundo.  

La interacción que tiene un haz de luz con la superficie de un metal está dada 

por los choques entre fotones y electrones. Al ocurrir el choque, el fotón desaparece y le 

cede toda su energía al electrón. Cuando un electrón es emitido por una superficie reci-

be energía por un solo fotón. Al aumentar la intensidad de la luz sólo se aumenta la 
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emisión del número de electrones  con la misma absorción de energía de cada electrón 

[36].  

La energía cinética máxima para que se desprenda un electrón de la superficie de 

un metal está  dada por [36]:  

á á    

(Ec. 6) 

Siendo  la energía mínima necesaria para que se desprenda el electrón de la su-

perficie metálica y es característica de un metal en particular, á   la energía cinética 

máxima de los electrones emitidos, f la frecuencia, h la constante de Planck, m la masa 

del electrón, v la velocidad del electrón. [36] 

2.4.3.2.  Interacción de la radiación y la materia 

2.4.3.2.1. Espectro electromagnético. 

El espectro electromagnético es un conjunto continuo de ondas electromagnéti-

cas que se encentran ordenadas en función de la longitud de onda y por consiguiente del 

nivel de energía [42] (ver Figura 2.6).   

 

Figura 2.6. Espectro electromagnético [43]. 
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2.4.3.3. Espectroscopia 

El conocimiento de las propiedades de la luz y de la materia hace posible la uti-

lización de las mismas para la elaboración de instrumentos tecnológicos que permitan 

resolver problemas de tipo analítico ya sea cuantitativo o cualitativo.  

Las interacciones que ocurren entre la materia y la energía electromagnética, se 

pueden describir gracias a que los modelos de explicación que existen sobre la materia 

se fundamentan en las características ondulatorias de las partículas que la componen. 

[38] 

La espectroscopia hace uso de las interacciones de la radiación electromagnética 

con la materia para obtener información de moléculas o sustancia estudiada en particu-

lar. Ya que el analito inicialmente posee la energía en su estado basal, la espectroscopia 

utiliza energía en forma de calor, electricidad, luz, partículas o sometiéndola a reacción 

química para estimular la materia a analizar, dicha estimulación provoca una transición 

de algunas especies del analito a un estado de energía excitado. La radiación emitida del 

analito al regresar a su estado de energía basal o absorbida para obtener el estado de 

energía excitado es medida con el fin de adquirir información acerca del analito. Los 

resultados se representan por gráficos de la radiación (espectro) en función de la fre-

cuencia o longitud de onda. [39] 

Por lo anterior, la espectroscopia se divide en espectroscopia de absorción y es-

pectroscopia de emisión. Es importante mencionar, que de acuerdo a la longitud de onda  

que utilizan  los espectrofotómetros también se clasifican en: espectroscopias de rayos 

X y cristalografía de rayos X, espectroscopia de luz visible, espectroscopia de luz ultra-

violeta, espectroscopia de resonancia magnética nuclear, entre otras [41]. Sin embargo, 

de acuerdo a nuestro tema de interés nos enfocaremos únicamente a la espectroscopia 

ultravioleta visible, la cual se trata en el punto 2.4.3.3.5.2. 

2.4.3.3.1. Absorción de la luz 

Cada especie molecular es capaz de absorber su propia frecuencia característica 

electromagnética, como se describe en la figura 2.7. Dicho proceso al incidir una radia-

ción electromagnética en la materia disminuye su intensidad ya que se transfiere energía 

a las moléculas de ésta. Por tanto, el rayo incidente es atenuado por la absorción de la 

energía de acuerdo a la Ley de la absorción (Ley de Beer). [39] 
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Figura 2.7. Métodos de Absorción. El analito puede absorber parte de la energía radiante incidente Po y 

se transmite un haz de menor energía radiante P. Para que pueda haber absorción, la energía del rayo 

incidente debe corresponder a uno de los niveles de energía mostrados en b). En c) se ilustra el espectro 

de absorción del analito [35].  

Las medidas de la absorción de la luz se encuentran sujetas a dos leyes, la Ley 

de Lambert y la Ley de Beer. [44] 

2.4.3.3.1.1. Ley de Lambert. 

Cuando un rayo de luz monocromática pasa a través de un medio absorbente, su inten-

sidad disminuye exponencialmente a medida que la longitud del medio absorbente au-

menta [45] ver figura 2.8. 

 

(Ec. 7) 

 

(Ec. 8) 

  Donde I1 es la intensidad de la luz transmitida, I0 es la intensidad de la luz 

incidente, K el coeficiente de extinción de la sustancia en general sin estar en disolución, y 

la l el espesor de la capa. 
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2.4.3.3.1.2. Ley de Beer 

Cuando un rayo de luz monocromática pasa a través de un medio absorbente su 

intensidad disminuye exponencialmente a medida que aumenta la concentración de la 

sustancia absorbente en el medio [45]. 

 

Figura 2.8. Ley de Beer [45].  

 

(Ec. 9) 

 

(Ec. 10) 

 Donde I1 es la intensidad de la luz transmitida, I0 es la intensidad de la luz 

incidente, K el coeficiente de extinción de la sustancia en general sin estar en disolución, y 

c la concentración de la muestra. 

 Las Leyes anteriores se unen para formar la Ley de Lambert y Beer, el cual 

establece: 

 

(Ec. 11) 

 Donde  es el coeficiente de extinción molar, c la concentración de la muestra y l el 

espesor de la capa. 

 Enseguida consideraremos dos conceptos sumamente importantes, como son la 

absorbancia y la transmitancia. 
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 La absorbancia A es la capacidad que tiene una muestra de absorber la energía 

radiante, la cual presenta la siguiente relación [46]: 

 

(Ec. 12) 

 La transmitancia T es el cociente de las intensidades (generalmente se expresa en 

porcentajes) y se relaciona íntimamente con la absorbencia. Su expresión matemática es la 

siguiente [44]: 

 

(Ec. 13) 

 

(Ec. 14) 

Entonces:

2.4.3.3.1.2.1 Limitaciones de la Ley de Beer 

La Ley de Beer describe solamente el comportamiento de la absorción en solu-

ciones diluidas. Ya que a concentraciones mayores de 0,01 M, el espacio entre los iones 

o moléculas disminuye afectando la distribución de carga de las partículas vecinas. Lo 

anterior provoca que existan desviaciones en la linealidad de la relación de la absorban-

cia y la concentración. Este mismo fenómeno se observa en soluciones diluidas de sus-

tancias absorbentes como los electrolitos. Entre las causas más importantes que hacen 

que la Ley de Beer sea desviada, se encuentran las reacciones químicas del analito con 

el disolvente y el instrumento mismo o su incorrecta manipulación. [39] 
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2.4.3.3.1.3. Espectros de absorción 

Se emplean para la identificación de sustancias o confirmar su identidad entre 

otras aplicaciones. [44] 

2.4.3.3.1.4. Transiciones moleculares debido a la absorción 

Las moléculas experimentan tres tipos de transiciones: transición electrónica, 

transición por vibración y transición por rotación. Dichas transiciones se dan como con-

secuencia de la absorción de la  energía de la radiación con la cual tenga contacto la 

molécula. [39] 

2.4.3.3.1.5 Instrumentos para las mediciones de absorción 

Ya que el análisis espectrofotométrico se basa en la interacción de la energía ra-

diante con las moléculas de la materia, es necesario utilizar instrumentos que midan 

estas interacciones, los cuales permitan cuantificar y utilizar determinadas propiedades 

de la materia para identificar o describirla [44]. Los instrumentos que se utilizan para lo 

anterior son los espectrofotómetros, los cuales se describen enseguida.  

2.4.3.3.5.1. Componentes de los espectrofotómetros.  

Los principales componentes de los espectrofotómetros son los siguientes (ver figura 

2.9): 

a) Fuentes de radiación.  

La fuente debe generar un haz que pueda ser detectado y medido. Su voltaje de-

be ser estable en periodos considerables. Las fuentes espectroscópicas se clasifi-

can de dos formas: fuente continua; su intensidad varía de manera gradual en 

función de la longitud de onda, como ejemplo señalamos la lámpara de tungste-

no, la cual emite radiación entre 320 y 2 500 nm; y fuente de líneas, emite un 

número de bandas restringido y abarca un margen de longitudes de onda muy 

cortos, como ejemplo tenemos al arco de mercurio. [39 y 47] 

b) Monocromador. Para la selección de la longitud de onda que se requiere, se utili-

zan los monocromadores, los cuales se encargan de desdoblar la luz en haces 

monocromáticas [44], estos dispositivos confieren sensibilidad al instrumento y 

disminuyen las desviaciones de la ley de Beer. Existen instrumentos que utilizan 

filtros para aislar la banda de longitud de onda deseada, otros utilizan espectró-
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grafos para dispersar o desdoblar las longitudes de onda con el fin de detectarlas. 

La longitud de onda transmitida, para poder medirse es detectada por un detector, 

el cual, el empleado en estos instrumentos es un transductor, estos convierten las 

señales de la intensidad de luz en señales eléctricas. [39] 

c) Detector fotométrico y registrador: el primero traduce la señal de luz en electrici-

dad. La luz recibida provoca el desplazamiento de electrones en el metal del tra-

ductor, dicho transporte de electrones es directamente proporcional a la intensi-

dad de la luz recibida. El registrador mide la señal del detector y la compara para 

generar una medida de escala determinada.  [38] 

 

 

Figura 2.9. Partes más comunes de un espectrofotómetro [48].  

 

2.4.3.3.5.2 Fotómetros y espectrofotómetros de UV – visible. 

Estos instrumentos operan en la región ultravioleta-visible, utilizan ya sea un 

monocromador o un policromador junto con un transductor, un filtro para la selección 

de onda, pueden ser de haz sencillo o de doble haz y se utilizan para medir absorban-

cias. [39] 

Para la calibración de los instrumentos anteriores se utilizan materiales de referencia, las 

cuales se definen en el siguiente punto. 

2.4.4.  Materiales de referencia (MR) 

Una de las actividades más importantes en un laboratorio de cualquier tipo, es la 

medición, ya que de ellas dependen los resultados obtenidos, que a la vez repercuten en 
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la toma de decisiones tales como el control de procesos, compra de algún producto, la 

verificación del cumplimiento de alguna especificación, cumplimiento de alguna norma, 

diagnóstico de enfermedades, tratamientos posibles a enfermedades, entre otros, en to-

dos los campos de su aplicación. Es por esto que, la medición se ha considerado como 

uno de los puntos críticos en la evaluación del desempeño de los laboratorios, los profe-

sionales se han interesado por estudiar los factores que influyen en las mediciones, de 

los cuales se ha mencionado de una manera especial los Materiales de Referencia Certi-

ficados  (MRC) ya que se ha demostrado que al utilizarlos permiten garantizar  resulta-

dos confiables y trazables al SI. [49] 

 

2.4.4.1. Definición de Material de Referencia (MR) 

Según el Vocabulario Internacional de Metrología (VIM) un Material de Refe-

rencia es aquel material o sustancia en la cual uno o más valores de sus propiedades 

son suficientemente homogéneos y están bien definidos para permitir utilizarlos para la 

calibración de un instrumento, la evaluación de un método de medición, o la asignación 

de valores a los materiales. [50] 

2.5.5.2. Definición de MRC 

Según la Guía de la ISO 30:1992 un Material de Referencia Certificado es un 

material de referencia, acompañado de un certificado, en el cual uno o más valores de 

sus propiedades están certificados por un procedimiento que establece su trazabilidad 

con una realización exacta de la unidad en la que se expresan los valores de la propie-

dad y para la cual cada valor certificado se acompaña de una incertidumbre con la 

indicación de un nivel de confianza.  [51] 

2.4.4.3. Tipos de MRC. 

Existen los siguientes tipos de Materiales de Referencia  Certificado [52]:  

a) Soluciones patrón y mezclas de gas; generalmente preparadas por métodos gra-

vimétricos a partir de sustancias puras.  

b) Sustancias puras; caracterizadas por la pureza química y/o trazas de impurezas.  
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c) Materiales de referencia matriciales; caracterizados por la composición. Están  

preparadas por matrices de materiales naturales o sintéticos que contengan 

componentes de interés.  

d) Materiales de referencia físico-químicos; caracterizados por sus propiedades, 

como la viscosidad o la densidad óptica.  

e) Objetos de artefactos de referencia; caracterizados por las propiedades funciona-

les como el gusto, el olor, la dureza y el índice de octano. Incluye especímenes 

microscópicos.  

2.4.4.4. Clasificación de los MRC 

De acuerdo al procedimiento y la dificultad de obtención, así como su calidad final se 

clasifican en [50]: 

 Materiales de Referencia primarios 

 Materiales de Referencia secundarios 

 Materiales de Referencia de trabajo o internos.  

Según los procedimientos de análisis se clasifican en [52]: 

 Tipo I: aplicación directa de las leyes de la física o parámetros químicos. En esta 

se realizan los cálculos basados en las leyes físicas o parámetros químicos para 

obtener el resultado.  

 Tipo II: cuantificación por interpolación en una curva de calibración. Cuando las 

diferencias entre el analito y la calibración es despreciable comparado con la in-

certidumbre del resultado.  

 Tipo III: cuantificación por interpolación en una curva de calibración cuando 

existe influencia matricial. Se compara el analito con muestras de calibración de 

contenido conocido.  

2.4.4.5. Características de los MRC 

Se pueden agrupar en dos categorías [53]: 

Requisitos básicos: 

 Homogeneidad: que el valor determinado en ella, se pueda aplicar a cualquier 

muestra dentro de los límites de incertidumbre establecida.  
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 Estabilidad: debe ser estable en el tiempo especificado y permitir ser transporta-

do.  

 Exactitud y Trazabilidad: dar valores con una mejor aproximación al convencio-

nalmente verdadero.  

Requisitos adicionales: 

 Similitud con la muestra real: la matriz de la referencia debe ser tan parecida con 

el analito como sea posible.  

 Precisión: la incertidumbre que acompaña al certificado debe ser tan pequeño 

como sea posible.  

Los certificados de los materiales de referencia indican la incertidumbre de me-

dición que acompaña al correspondiente material de referencia, ya que este influye en 

las determinaciones que sean realizadas utilizando dicho material. En el siguiente apar-

tado se describe el cálculo de incertidumbre de las mediciones en forma general.  

2.4.5. La Incertidumbre 

La naturaleza es perfecta y por ello difícil de entender la realidad y conocer la 

verdad, una de las repercusiones que esto ocasiona es que el ser humano no ha podido 

inventar instrumentos de tal precisión que le permitan obtener una información más 

cercana a la realidad, ya que en sí desconocemos lo que es la verdad. Las mediciones 

que se  realizan diariamente en las diferentes actividades del hombre, encierran en sí 

una imprecisión a consecuencia de la misma naturaleza de la medición [54]. Sin embar-

go existen parámetros que hacen que se tenga una concepción de una verdad conven-

cional hacia la cual giran las comparaciones, y por consiguiente es importante qué tan 

cerca o lejos se encuentra nuestro resultado respecto al valor convencionalmente verda-

dero y qué tan cierto es el resultado que obtenemos. Para lograr lo anterior se realiza el 

cálculo de la incertidumbre de la medición ya que toda medición lleva implícita una 

incertidumbre. 

La intención de realizar una medición es determinar el valor de una magnitud 

conocida como mensurando, el cual, se define como el atributo sujeto a medición de un 

fenómeno, cuerpo, o sustancia distinguido de otros por sus cualidades y sus medidas. La 
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identificación del mensurando tiene una relevante importancia ya que de ella depende el 

correcto cálculo de la incertidumbre. [54] 

2.4.5.1. Error e incertidumbre 

Ninguna medición realizada es absolutamente precisa, de ahí la importancia de 

estimar la desviación del valor medido con respecto a la convencionalmente real.  La 

diferencia entre el valor medido y el convencionalmente establecido se conoce como 

error de la medida y se expresa como [55]: 

 

(Ec. 16) 

Según el VIM la incertidumbre es un parámetro que caracteriza la dispersión de 

los valores que pueden ser atribuidos razonablemente al mensurando. 

2.4.5.2. Cálculo de la incertidumbre 

De a cuerdo a lo establecido en la norma NMX-EC- 17 025-IMNC-2006 los la-

boratorios de ensayo o calibración deben contar con un procedimiento de cálculo de 

incertidumbre de la medición. [54] 

La incertidumbre se compone de diversas fuentes algunas de ellas determinadas 

por las  magnitudes de entrada. Algunas contribuciones pueden ser inevitables mientras 

que otras pueden depender del método, procedimiento o principio de medición. Aunque 

también pueden influir en la incertidumbre atributos no cuantificables las cuales hay que 

evitarlas con actividades que nos permitan. [56]  

Es importante mencionar que para el cálculo de la incertidumbre de la medición 

no existe un solo procedimiento establecido de manera universal, ya que esta dependerá 

del tipo de medida, del equipo utilizado, principio de medición, personal, en fin de las 

fuentes de incertidumbre particulares de cada medición. [57]   

La Guía para estimar la incertidumbre de la medición  establece los siguientes 

pasos para el Cálculo de Incertidumbre de una medición [54]: 
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Elaboración de un modelo (físico y matemático) de la medición. 

Intentar estudiar el proceso de medición de manera completa y exacta no está a 

nuestro alcance, por ello,  es necesario simplificar dicho proceso considerando para su 

estudio sólo las características más importantes que nos permitan cumplir con el objeti-

vo pretendido, haciendo uso de los modelos para la medición, tal es el caso del modelo 

físico, el cual, consiste en traducir la realidad física a una posibilidad de estudiar dicho 

fenómeno por medio de instrumentos y técnicas matemáticas [57]. El modelo físico se 

expresa por medio del lenguaje matemático, este modelo estima la aproximación de la 

representación imperfecta de las relaciones de las variables involucradas en una medi-

ción [56].  

Al considerar a la medición como un proceso, las magnitudes de entrada se esta-

blecen por el conjunto: 

 

Donde i  toma valores desde 1 hasta N. 

 La relación entre las magnitudes de entrada y salida se expresan por la siguiente 

función: 

  

(Ec. 17) 

Y es un valor escalar aunque puede aplicarse también para vectores y matrices di-

cho formalismo.        

2.4.5.2.1. Identificación de fuentes de incertidumbre y cálculo de la incertidumbre 

estándar. 

Existen varias fuentes de incertidumbre entre los más comunes encontramos 

[56]:  

 La definición del mensurando. 

 Método de medición. 

 Principio de medición. 

 Instrumentos de medición. 
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 Ambiente de medición. 

 Observador o el que realiza la medición. 

 Método de cálculo. 

 Reproducibilidad. 

 Incertidumbre del material de referencia. 

 Repetibilidad de las lecturas. 

 Resultados de la calibración del instrumento.  

Es preferible un exceso de consideraciones de fuentes de incertidumbre que des-

echar alguna que sea importante para el cálculo de incertidumbre [57]. 

2.4.5.2.2. Cuantificación de las fuentes de incertidumbre. 

Las fuentes de incertidumbre se clasifican en dos grandes grupos [57]: 

Fuentes de incertidumbre con evaluación Tipo A. 

Se realiza mediante técnicas estadísticas [56, 57,58]. 

Para analizar una serie de datos obtenidos, primeramente nos interesa describir 

la distribución que presentan dichos datos para ello se realiza un histograma  y un polí-

gono de frecuencias. Existen diferentes tipos de distribución de probabilidad, aunque la 

más estudiada y la más común en la mayoría de los fenómenos físicos presentes en la 

naturaleza y eventos cotidianos es la distribución normal. [55] 

Distribución normal. 

Esta distribución fue reconocida por primera vez por el francés Abraham de 

Moivre (1667-1754). Más tarde Gauss realizó estudios más a fondo y formuló la ecua-

ción de la curva. Los parámetros más importantes que determinan esta distribución son: 

La media: resultado de dividir la sumatoria de todos los datos entre el número de 

estos. Se puede calcular para datos agrupados y para datos no agrupados, según sea el 

caso. [59] 

Para datos no agrupados se tiene la expresión [58]: 
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(Ec. 18) 

donde  es la media muestral,  es la suma de los elementos de la muestra 

y la n es el número de datos de la muestra. 

Para datos agrupados [59]:  

 

(Ec. 19) 

Donde n es el número total de datos,  es el dato unitario, f es la frecuencia y ci 

es la clase. 

La desviación estándar: es la dispersión de los datos con respecto al centro de la 

distribución [libro de métodos numéricos]. Se expresa como [45]: 

 

(Ec. 20) 

  

Características de la distribución normal, ver figura 2.10, [60]: 

 Forma. Es una campana simétrica con respecto a su centro, los extremos de la 

curva son asintóticas con respecto al eje de las abscisas, es unimodal, la media, 

la moda y la mediana son iguales y se encuentran en el centro de la curva. 

 
Figura 2.10 Curva de una distribución normal  

  Parámetros. El valor esperado es la media y varianza es la desviación estándar. 

 Función de densidad. 

 

(Ec. 21) 
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donde μ es la media y σ la desviación estándar. 

El área bajo la curva es igual a uno, y la repetición de los experimentos hace que 

la distribución obtenida sea normal, aunque esto tiene una restricción ya que resulta 

contraproducente en la vida real. 

El valor de la incertidumbre estándar de los datos que presentan esta dis-

tribución es igual a la desviación estándar experimental de la media y se expresa como 

[56]:  

 

(Ec. 22) 

Cuando se tiene un buen control estadístico del método, en ese caso, se calcula 

la incertidumbre estándar utilizando en lugar de la desviación estándar experimental, la 

desviación estándar.  

 

(Ec. 23) 

 

Distribución rectangular. 

Esta distribución se presenta cuando la distribución de probabilidad es uniforme 

en un cierto intervalo [a+, a-], la función de densidad está dada por [61]: 

 

(Ec. 24) 

La esperanza matemática es , mientras que la varianza es . 

El valor de la incertidumbre se obtiene mediante [56]: 
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(Ec. 25) 

O bien por:  

(Ec. 26) 

Los instrumentos digitales presentan esta distribución. 

Distribución triangular. 

La variable aleatoria que toma valores en el intervalo [a-, a+] presenta un máxi-

mo en la mitad de ese intervalo y disminuye de manera lineal en sus extremos hasta 

llegar a cero [55].   

Su función de densidad está dada por [62]: 

 

(Ec. 27) 

 

(Ec. 28) 

La media es: 

 

(Ec. 29) 

La varianza es: 

 

(Ec. 30) 

El valor de la incertidumbre se calcula mediante [56]: 
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(Ec. 31) 

 

Evaluación tipo B. 

 

Es determinada por métodos no estadísticos, tales como certificados de calibra-

ción, experiencia, datos del instrumento otorgados por el fabricante, en fin, diferentes 

fuentes de información. [56, 58] 

Determinación de incertidumbre estándar combinada. 

La incertidumbre estándar combinada se basa en la ley de propagación de incer-

tidumbres, se combinan las incertidumbres estándares tanto de tipo A como de tipo B 

[55]. 

La incertidumbre estándar combinada  se calcula mediante la expresión [56]: 

 

(Ec. 32) 

Donde  es la incertidumbre estándar de la fuente i, ci es el coeficiente de sensibi-

lidad. 

 

(Ec. 33) 

2.4.5.2.3. Determinación de la incertidumbre expandida. 

Se realiza mediante la expresión [63]:  

 

(Ec. 34) 
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Donde k es el nivel de confianza, que toma valores generalmente de 2.  

Expresión de resultados [56]. 

Los  resultados son expresados con una confianza de 95 % y se reporta de la siguiente 

manera como: 

 

(Ec. 35) 

El número de cifras significativas es de uno o dos, sin embargo, cuando se necesite una 

mayor precisión se pueden utilizar tres cifras significativas. 

La distribución t  Student. 

Este estadístico indica la distancia que existe entre la   y la , expresándola en desvia-

ciones típicas, cuando el tamaño de muestra es pequeño [64]. 

 

(Ec. 36) 

La ecuación anterior es la distribución t con n – 1 grados de libertad. Donde   

es la media muestral, la  es la media poblacional, n el tamaño de muestra y s la desvia-

ción estándar típica.  

Propiedades de la distribución [65]. 

 Las curvas son campanas simétricas, con centro en el cero y un solo pico. 

 Su dispersión es mayor en comparación a la distribución normal estandarizado. 

 Existe mayor probabilidad en las colas de la curva que en el centro, debido a la 

sustitución de σ por s introduce mayor variación en el estadístico. 

 A mayor grado de libertad la curva se aproxima más a una distribución normal. 

 

Grados de libertad. 
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Se entiende por grados de libertad al número de desviaciones de una muestra que 

puede determinarse libremente para poder satisfacer que la suma de las desviaciones a 

la media sea cero, por lo cual el valor n – 1 es el que no puede variar libremente ya que 

este queda determinado por los primeros n-1 valores [64]. 

Cada vez que se establezca un parámetro para calcular un estadístico los grados 

de libertad se reducen en 1. Por tanto, cuando se consideran k parámetros para un es-

tadístico los grados de libertad están dados por n – k,  ver figura 2.11, [66]:  

 

Figura 2.11. Gráfica de curvas de la distribución t dependiendo de los grados de libertad [67]. 

 

Grados de libertad = n – k  

Cálculo del estadístico. 

Para determinar el valor del estadístico t, se plantean las hipótesis nula y alterna-

tiva, posteriormente se establece el nivel de confianza requerida para la prueba y analiza 

si se trata de un ensayo de dos colas o de una sola cola para posteriormente obtener los 

valores críticos con los niveles de confianza requeridos y señalar las zonas de acepta-

ción y rechazo de las hipótesis y finalmente se concluye de acuerdo a los resultados si se 

acepta o rechaza la hipótesis nula indicando el nivel de confianza utilizado. [65] 

Niveles de confianza. 

El intervalo  de confianza es el rango determinado a partir de una muestra en el 

que se puede encontrar el valor verdadero de un parámetro con una probabilidad  esta-

blecida. El intervalo de confianza más utilizado es el 95 %. [68] 
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El nivel de confianza es la probabilidad  de que el valor  verdadero de un pará-

metro se encuentre dentro de un intervalo de confianza y se denota como 1 – α. Siendo 

α  la probabilidad de equivocarnos en la determinación del valor y se conoce como nivel 

de significancia.  [68] 

El cálculo de incertidumbre de las mediciones  tiene una gran importancia en to-

dos los métodos, instrumentos, procedimientos que tengan que ver con mediciones. Así 

en la caracterización de los espectrofotómetros juega un papel muy importante el cálcu-

lo de incertidumbre ya que con este parámetro podemos saber qué tan cerca o lejos se 

está del valor convencionalmente verdadero. En el próximo punto del capítulo se des-

criben los métodos y pruebas para la caracterización del espectrofotómetro. 

2.4.6. Métodos y pruebas para la caracterización de un   espectrofotó-

metro 

La caracterización es una serie de pruebas y calibraciones con sus respectivos 

cálculos de incertidumbre, que permite tener la certeza de que las mediciones realizadas 

por un instrumento se encuentran cerca del valor convencionalmente verdadero. Es tar-

dado por todas las pruebas que se tienen que realizar y por ende costoso [69].  

La caracterización de un espectrofotómetro según el procedimiento utilizado por 

el CENAM (Centro Nacional de Metrología) incluye la calibración de la escala de lon-

gitud de onda, la escala fotométrica y la cuantificación de los errores por luz extraviada, 

ruido fotométrico, estabilidad, linealidad, etc.  

La calibración de un espectrofotómetro según el CENAM consiste en realizar un 

conjunto de operaciones que tiene como finalidad determinar la magnitud de los erro-

res que comete el instrumento al realizar las mediciones, dichos errores son obtenidos 

al comparar los resultados de cada medición con los valores certificados de un mate-

rial de referencia, tomando en cuenta que las mediciones sean realizadas bajo las mis-

mas o similares condiciones y empleando la misma metodología. 

Caracterización de la longitud de onda espectrofotométrica.  

Para evaluar la longitud de onda, se utilizan materiales de referencia tales como 

los filtros de óxido de holmio, óxido de didimio y patrones físicos absolutos (lámpara de 

descarga de gases nobles), los materiales de referencia utilizados para este fin deben de 
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tener una banda de absorción  estrecha y bien definida, las cuales son seleccionados 

para localizar las longitudes de onda correspondientes a diferentes velocidades de barri-

do.  

Se utiliza el siguiente procedimiento para la realización de las mediciones. 

 Establecer una línea base con el compartimento de muestras vacío para obtener 

un 100 % de transmisión (transmitancia). 

 Establecer el 0 % de transmisión (transmitancia). 

 Tomar la lectura 10 veces mínimo del material de referencia.  

 

Las mediciones son realizadas en función de los parámetros que tienen mayor in-

fluencia en la medición como son: el ancho de banda espectral y la velocidad de barrido.  

Se realiza la comparación de los resultados obtenidos con respecto a los reportados del 

material de referencia y se calculan las diferencias mediante la ecuación: 

 

∆λ = λPATRON – λNIST 

(Ec. 37) 

Posteriormente se obtienen conclusiones de los resultados obtenidos y se proce-

de al cálculo de la incertidumbre con las siguientes ecuaciones: 

 

(Ec. 38) 

 

(Ec. 39) 

 

       donde : 
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(Ec. 40) 

 

 

(Ec. 41) 

donde ∆λi es la diferencia de longitudes de onda, ∆λmed es el promedio de las diferencias 

del grupo de mediciones, D es la desviación estándar y n el número de mediciones.  

Se evalúan las incertidumbres combinadas y se toma la decisión correspondien-

te. En caso de ser necesario se establece una ecuación de ajuste.  

También se realiza la caracterización de la longitud de onda con la lámpara de 

mercurio. Para la  calibración se utilizan los anchos de banda espectral de 0,1 nm, 1 nm 

y 3 nm. Para la identificación de los picos máximos se usa un software y los valores 

obtenidos son comparados con los valores certificados, se calcula la media y su desvia-

ción estándar y se determina la incertidumbre. Posteriormente se analizan los resultados 

y en caso de ser necesario se determinan las ecuaciones de ajuste según corresponda.  

Finalmente se caracteriza la longitud de onda con el uso del filtro de óxido de 

didimio, siguiendo con el mismo procedimiento anterior.  

Caracterización de la escala fotométrica. 

Este método nos permite conocer la situación en la que se encuentra la escala de 

absorbencia y transmitancia del equipo con respecto a la referencia, por ello, es posible 

cuantificar el error con la que se obtienen los resultados, así como la cuantificación de 

los efectos debidos al ruido  y estabilidad fotométrica.  

Los materiales  de referencia más común mente utilizados para calibrar la escala 

fotométrica son: el filtro 930 d, filtro 1 930 y el filtro 2 031, y los pasos a seguir son los 

siguientes: 

 Establecer la línea base con el comportamiento demuestras vacío para obtener 

el 100 % de transmisión. 

 Establecer el 0 % de transmisión. 

 Tomar la lectura del material de referencia 10 veces como mínimo.  
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Caracterización de la escala fotométrica con el filtro de 930 d.  

El filtro de  930 d, consiste en tres filtros de vidrio de densidad neutra, certifica-

dos con valores cercanos al 10, 20 y 30 % de transmitancia a las longitudes de onda de 

440, 465, 546,1, 590 y 635 nm. La incertidumbre relativa se encuentra expresada en el 

certificado del material de referencia así como las condiciones específicas a las que se 

lleva a cabo la determinación.  

Caracterización de  la escala fotométrica con el filtro de 1 930 d. 

Este material de referencia es complementario del 930 d, consiste en tres filtros 

de vidrio de densidad neutra del 1, 3 y 50 % y una montura vacía. Se expresa en su cer-

tificado la incertidumbre relativa.  

Caracterización de la escala fotométrica con el uso del filtro 2 031. 

Con este método se obtiene la calibración a longitudes de onda de 250, 280, 340, 

360, 400, 465, 500, 546,1, 590 y 635 nm.  

El material de referencia consiste en tres filtros de vidrio de densidad neutra cer-

tificados individualmente en transmitancia de 10, 30 y 90 % con montura de filtro va-

ció.  

Se realizan los cálculos con las siguientes ecuaciones: 

 

(Ec. 42) 

Donde r es el coeficiente de correlación de Pearson. 

Cuando la r = 1, se utilizan las siguientes ecuaciones para calcular la incerti-

dumbre combinada.  

 

(Ec. 43) 
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(Ec. 44) 

 

(Ec. 45) 

 

 

(Ec. 46) 

 

(Ec. 47) 

 

(Ec. 48) 

 

Donde S(E,R) es la covarianza, ∆Ti es la diferencia de los valores de transmisión, 

∆T med es el promedio de las diferencias del grupo de mediciones, D la desviación 

estándar y n el número de mediciones.  

Se comparan los resultados obtenidos  con los reportados en el certificado de los 

MR y en caso de ser requerido un ajuste, se calculan las ecuaciones correspondientes.  

Pruebas espectrofotométricas. 

Linealidad de la escala fotométrica 

La linealidad es establecida cuando la señal es directamente proporcional al flujo 

del rayo incidente. Esta linealidad es determinada con los materiales de referencia  930 

d, 1930 d y 203 d, los datos obtenidos se utilizan para corregir la no linealidad de la 

medición.  
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La prueba de linealidad se lleva a cabo utilizando un dispositivo de doble apertu-

ra, la cual puede tener aperturas de 5 y 2 nm, este dispositivo puede ser colocado en el 

haz de referencia y de muestra, las aperturas pueden ser abiertas y cerradas de tal forma 

que permitan tomar las lecturas siguientes: 

I (a) Intensidad con una abertura abierta.  

I (b) Intensidad con la otra abertura abierta. 

I (a + b) Intensidad con ambas aberturas abiertas. 

I (a) es aproximadamente igual a I (b). 

 

(Ec. 49) 

Esta ecuación permite obtener las diferencias de la radiación cuando es dividido 

el haz de incidencia, en caso de ser mucho mayor que el cero se deriva una ecuación de 

corrección y se aplica.  

El método establece que se realicen 10 lecturas teniendo como resultados los 

promedios de cada medición.  

La I ( ), I( ), I( ), se utiliza para evaluar: 

 

(Ec. 50) 

 

(Ec. 51) 

 

(Ec. 52) 
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(Ec. 53) 

Siendo D  la desviación estándar y la incertidumbre de la linealidad puede ser 

evaluada como se indica a continuación: 

 

(Ec. 54) 

En algunos casos por cuestiones de diseño de los espectrofotómetros no se puede 

determinar la linealidad utilizando el dispositivo de doble apertura y en ese momento, se 

recurre a otros métodos adicionales como pueden ser: la medición de la absorbencia de 

soluciones sucesivas de dicromato de potasio a incrementos de concentraciones, o bien, 

midiendo la absorción aditiva de una serie de filtros.  

Ruido fotométrico. 

Esta prueba se monitorea como una función del tiempo, que determina la varia-

ción del barrido espectral en un intervalo de longitud de onda establecido, el ruido es 

establecido por filtros de densidad neutra como óxido de holmio, óxido de didimio, en-

tre otros, para determinar el pico máximo y mínimo  a lo largo de toda la distribución 

espectral.  

 

 

Estabilidad fotométrica. 

La prueba se monitorea como una función del tiempo, que determina la variabi-

lidad del valor fotométrico en un tiempo establecido, los valores obtenidos dependen de 

la lámpara utilizada y se realiza con el compartimento de muestras vacío.  

Línea base plana. 

La prueba determina las variaciones del valor fotométrico, a lo largo de toda la 

distribución espectral o el intervalo deseado, con el compartimento de muestras vacío. 
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Las diferencias entre los picos máximos y mínimos se determinan al intervalo de longi-

tud de onda especificado.  

Confirmación del ancho de banda espectral 

La prueba consiste en comparar el ancho de banda calculado contra el ancho de 

banda espectral seleccionado por el instrumento. Para lo anterior se localizan los valores 

de transmitancia máximo y mínimo de la banda de absorción o emisión, se calcula el 

promedio de transmitancia y con este valor se localiza el punto de intersección de los 

límites de banda, y se calcula la diferencia de longitudes de onda del punto medio de la 

banda y el valor obtenido corresponde al ancho de banda calculado.  

Para concluir el capítulo presente a continuación se describen los algoritmos que 

se utilizarán en el presente trabajo de investigación. 

2.4.7. Algoritmos 

La interpolación permite calcular los valores intermedios de datos experimenta-

les que no son descritas por una función que los represente. La interpolación por lo ante-

rior es una herramienta matemática de frecuente selección en las ciencias experimenta-

les. Los métodos más conocidos para obtener ecuaciones de interpolación son el Méto-

do de Lagrange y el Método de Newton. [70, 71, 72] 

2.4.7.1. Interpolación por el método de  Lagrange. 

Éste método debido a Joseph Louis Lagrange consiste en obtener valores inter-

medios de n+1 números de datos experimentales que no tienen una función que los re-

presente. La interpolación por el método de Lagrange  utiliza la interpolación polino-

mial, la cual consiste en determinar el orden del polinomio que ajusta los datos. [70] 

La expresión de la interpolación de Lagrange es [71]: 

 

(Ec. 55) 

Donde n es el grado del polinomio, 
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(Ec.56) 

 denota el “producto de” es decir [70]:  

 

            

(Ec. 57) 

Por tanto la expresión de Lagrange se transforma en [71]: 

 

          (Ec. 58)    

Así por ejemplo para n = 1, n = 2, n =3 tenemos [72]: 

    

(Ec. 59) 

 

      

(Ec. 60) 

 

(Ec. 61) 
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Y así sucesivamente según el grado del polinomio. 

2.4.7.2. Interpolación por el método de Newton. 

El método de Newton permite obtener el polinomio de interpolación a partir de 

un número de puntos dado, utilizando las diferencias divididas de Newton. [70] 

La ecuación general para la obtención de la función por este método es la si-

guiente [71, 72]: 

 

(Ec. 62) 

Las  se obtienen mediante una tabla de diferencias divididas, las cuales se definen 

de la siguiente forma: 

 Diferencia dividida de orden 0: 

 

(Ec. 63) 

 

 Diferencia dividida de orden 1: 

 

(Ec. 64) 

 Diferencia dividida de orden 2: 

 

(Ec. 65) 

Diferencia dividida de orden más alto [60]: 

  

 

(Ec. 66) 
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CAPÍTULO  III 
Materiales y método 
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A través de la experiencia, la observación y la deducción que el hombre ha ido 

obteniendo a través del tiempo, le ha permitido establecer métodos para realizar activi-

dades que le son necesarias para su desarrollo y sobrevivencia. El término “método” 

proviene del griego metá que significa caminos y logos estudio, por tanto, método es la 

forma de llevar a cabo una determinada actividad [73]. Por lo anterior, en nuestras acti-

vidades diarias nos encontramos con diferentes métodos y  en la ciencia no es la excep-

ción, con mayor razón se encuentran presentes diferentes métodos establecidos por dife-

rentes personalidades de la ciencia que nos permiten resolver los problemas con las que 

nos enfrentamos en la actualidad, así, tenemos entonces diferentes métodos de investi-

gación científica tales como el método inductivo, deductivo, deterministico, probabilís-

tico, inferencial, retrospectivo, entre otros, aunque es importante mencionar que la utili-

zación de un solo método no es exclusivo para la realización de una investigación de-

terminada ya que ella puede abarcar más de un método. 

Nosotros en particular utilizamos el método deductivo, debido a que nuestro es-

tudio se basa en la obtención de ecuaciones de interpolación para materiales de referen-

cia certificados utilizados en la calibración de espectrofotómetros UV – visible, a partir 

de los valores certificados de estos materiales de referencia.  

3.1. Materiales  y equipo 

 

Los materiales y el equipo utilizados se enuncian a continuación: 

 Certificado de calibración del espectrofotómetro Cary 5000. 

 Filtros de densidad óptica neutra de 1, 3, 10, 20, 30, 50 y 90% utilizada en la ca-

libración del espectro Cary 5000 como material de referencia. 

 Software Maple 12,0. 

 Software Microsoft Excel. 

 

3.2.  Métodos 

 

Se utiliza para la realización de este trabajo el Certificado de Calibración del Espectro-

fotómetro de radiación UV- Visible Cary 5000. 



UMSNH Facultad de Químico Farmacobiología. 
 

Me preparo para servir mejor. Página 63 
 

El método que se utiliza es el deductivo, ya que se parte de los datos reportados 

por el certificado de los materiales de referencia  utilizados, y con ellos se procede a 

obtener las ecuaciones por los algoritmos de interpolación de Lagrange y Newton ex-

puestos en el capítulo dos apartado 2.4.7. Aunque el método presentado permite la asig-

nación de valores para micro placas, es importante destacar que este se puede extender a 

otro tipo de materiales, por lo que no es exclusivo de los materiales ópticos.  

En el siguiente capítulo se presentan los resultados obtenidos para posteriormen-

te ser analizados. 
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CAPÍTULO  IV 
Presentación de resultados 
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La importancia de una investigación radica en los resultados  ya que a través de 

ellos se han podido conocer muchos fenómenos que se encuentran presentes tanto en la 

naturaleza como en la vida del hombre, aunque cabe resaltar que solo se aproxima a la 

realidad como lo indica el principio de incertidumbre  de Heisenberg, ya que la verdad 

no se puede conocer por la misma naturaleza. La aproximación que se tenga de la reali-

dad depende de la calidad de las mediciones para acercarnos o alejarnos de la verdad 

convencional determinada por el principio de la medición.  

Es por ello que  presentamos en el presente capítulo los resultados obtenidos en nuestro 

trabajo de investigación. 

 

 

4.1. Resultados 
 

En las tablas correspondientes se exponen los datos reportados obtenidos en la lec-

tura de cada uno de los materiales de referencia certificados. Siendo xi la longitud de 

onda a la cual se realiza la medición y f(xi)  la lectura de la absorbancia para xi. 

Las ecuaciones que se muestran a continuación fueron obtenidas utilizando los métodos 

de Lagrange y Newton descritos en el capítulo dos (Ecuaciones 55 y 62 respectivamen-

te), por medio del software maple 12.0 para cada material de referencia. 

 

 

 

Tabla 1 
 

 

Material 1% 

i xi  f(xi) 

0 440,0 0,0063 

1 465,0 0,0065 

2 546,1 0,0065 

3 590,0 0,0059 

4 635,0 0,0057 

5 700,0 0,0032 

6 750,0 0,0031 
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Ecuación obtenida por el método de Lagrange 

 

 

Ecuación obtenida por el método de Newton 

 

 

 

Material 3% 

i xi f(xi) 

0 440,0 0,0032 

1 465,0 0,0032 

2 546,1 0,0033 

3 590,0 0,0033 

4 635,0 0,0034 

5 700,0 0,0021 

6 750,0 0,0021 
Tabla 2 

 

Ecuación obtenida por el método de Lagrange 

 

 

 

Ecuación obtenida por el método de Newton 
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Tabla 3 

Ecuación obtenida por el método de Lagrange 

 

 

 

Ecuación obtenida por el método de Newton 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Tabla 4 

Material 10% 

i xi f(xi) 

1 440,0 0,0020 

2 465,0 0,0020 

3 546,1 0,0023 

4 590,0 0,0022 

5 635,0 0,0021 

6 700,0 0,0020 

7 750,0 0,0019 

Material 20% 

i xi f(xi) 

0 440,0 0,0018 

1 465,0 0,0018 

2 546,1 0,0018 

3 590,0 0,0019 

4 635,0 0,0018 

5 700,0 0,0020 

6 750,0 0,0023 
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Ecuación obtenida por el método de Lagrange 

 

 

 

Ecuación obtenida por el método de Newton 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Tabla 5 

Ecuación obtenida por el método de Lagrange 

 

 

 

Ecuación obtenida por el método de Newton 

 

 

Material 30% 

i xi f(xi) 

0 440,0 0,0016 

1 465,0 0,0016 

2 546,1 0,0016 

3 590,0 0,0016 

4 635,0 0,0017 

5 700,0 0,0016 

6 750,0 0,0016 
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Material 50% 

i xi f(xi) 

0 440,0 0,0021 

1 465,0 0,0018 

2 546,1 0,0022 

3 590,0 0,0021 

4 635,0 0,0020 

5 700,0 0,0021 

6 750,0 0,0022 
Tabla 6 

 

Ecuación obtenida por el método de Lagrange 

 

 

 

Ecuación obtenida por el método de Newton 

 

 

 

Material 90% 

i xi f(xi) 

0 440,0 0,0014 

1 465,0 0,0015 

2 546,1 0,0014 

3 590,0 0,0015 

4 635,0 0,0015 

5 700,0 0,0014 

6 750,0 0,0015 
Tabla 7 
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Ecuación obtenida por el método de Lagrange 

 

 

 

 

Ecuación obtenida por el método de Newton 
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Gráficos de las ecuaciones obtenidas por los métodos de Lagrange y 

Newton 

Gráfico 1a 

 

 

Gráfico 1b 
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 Gráfico 2a 

 

Gráfico 2b 
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Gráfico 3a 

 

 

Gráfico 3b 
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 Gráfico 4a 

Gráfico 4b 
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 Gráfico 5a 

 

Gráfico 5b 
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 Gráfico 6a 

 

Gráfico 6b 
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Gráfico 7a 

 

 

Gráfico 7b 

Estos resultados se analizan en el siguiente capítulo. 
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CAPÍTULO  V 
Análisis de datos 
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Una de las etapas más importantes en una investigación científica es el análisis 

de los datos, el cual significa extraer del comportamiento del fenómeno reflejado en 

cierta forma en los resultados, para obtener la información pretendida de él, para su me-

jor comprensión y utilidad del conocimiento obtenido. Por lo anterior, analizaremos los 

resultados presentados en el capítulo anterior con el fin de conocer el comportamiento 

de los datos y comparar las ecuaciones obtenidas por los métodos correspondientes de 

interpolación. 

 

5.1. Análisis de datos 
 

A continuación se realiza una comparación de los datos reportados en el certificado de 

calibración con respecto a los determinados por los métodos de interpolación mencio-

nados en el capítulo 2.4.7, utilizando un análisis de varianza  (ANOVA) como prueba 

estadística y un nivel de significancia de 0,05 en todos los casos. (Revisar anexo A) 

 

Para el material de 1%, los resultados obtenidos por ambas ecuaciones de inter-

polación y los reportados en el Certificado de Calibración no muestran diferencia signi-

ficativa, así también se observa que no hay diferencia significativa entre los resultados 

obtenidos por uno u otro algoritmo de interpolación. [Revisar tabla 16 del anexo]    

 

 

TABLA DE COMPARACIÓN DE VALORES SIN CONSIDERAR RESOLU-

CIÓN DEL INSTRUMENTO DE MEDICIÓN. 
Tipo de mate-

rial/Longitud de onda. 

Reportado por el certifica-

do de calibración. 

Obtenido por el método de 

Lagrange. 

Obtenido por el método 

de Newton. 

M
at

er
ia

l d
e 

1%
 

440,0 0,0063 0,00630011 0,00630002 

 465,0 0,0065 0,00650012 0,00650002 

 546,1 0,0065 0,00650017 0,00650001 

 590,0 0,0059 0,00590019 0,00590001 

 635,0 0,0057 0,00570022 0,0057 

 700,0 0,0032 0,00320027 0,00319998 

 750,0 0,0031 0,0031003 0,00309996 

Tabla 8 
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TABLA DE COMPARACIÓN DE VALORES SIN CONSIDERAR LA  RESO-

LUCIÓN DEL INSTRUMENTO DE MEDICIÓN. 
Tipo de material/Longitud 

de onda. 

Reportado por el certifi-

cado de calibración. 

Obtenido por el método de 

Lagrange. 

Obtenido por el método 

de Newton. 

M
at

er
ia

l d
e 

3%
 

 440,0 0,0032 0,00319993 0,00320053 

 465,0 0,0032 0,00319992 0,00320062 

 546,1 0,0033 0,00329987 0,00330099 

 590,0 0,0033 0,00329983 0,00330124 

 635,0 0,0034 0,00339978 0,00340154 

 700,0 0,0021 0,0020997 0,00210206 

 750,0 0,0021 0,00209962 0,00210252 

Tabla 9 

 

              En la tabla anterior se observa que para el material de 3%, los resultados obte-

nidos por las ecuaciones de interpolación mencionada, con respecto a los resultados 

reportados en el Certificado de Calibración no muestran diferencia significativa al rea-

lizar el ANOVA, así también los resultados calculados por la ecuación determinada por 

el método de interpolación de Lagrange y el de Newton, respectivamente, no muestran 

diferencia significativa.  (Ver tabla 16 del anexo A). 

 

TABLA DE COMPARACIÓN DE VALORES SIN CONSIDERAR RESOLU-

CIÓN DEL INSTRUMENTO DE MEDICIÓN. 
Tipo de material/Longitud 

de onda. 

Reportado por el certifi-

cado de calibración. 

Obtenido por el método de 

Lagrange. 

Obtenido por el método 

de Newton. 

M
at

er
ia

l d
e 

10
%

 

 440,0 0,0020 0,002 0,002 

 465,0 0,0020 0,002 0,002 

 546,1 0,0023 0,0023 0,0023 

 590,0 0,0022 0,0022 0,0022 

 635,0 0,0021 0,0021 0,0021 

 700,0 0,0020 0,0022 0,0022 

 750,0 0,0019 0,0019 0,0019 

Tabla 10 

 

                  Después de realizar el ANOVA, entre los valores reportados en el certifica-

do  de calibración para el material de 10%,   y los valores obtenidos por las ecuaciones 

de interpolación  de Lagrange y  Newton, no muestran diferencia significativa.  

Además se observa que los resultados calculados por las ecuaciones obtenidas por am-
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                 Con el ANOVA realizada para el material de 20%  utilizando un nivel de 

significancia del 0,05, se observa que no existe diferencia significativa entre los valores 

reportados en el certificado de calibración, y los valores obtenidos por las ecuaciones de  

interpolación obtenidas, tampoco existe diferencia significativa entre los valores calcu-

lados por uno u otro método de interpolación (ver  tabla 16 del anexo A). 

 

Tabla 12  

 

                  Los valores reportados en el certificado de calibración  para el material de 

30% y los valores calculados por las ecuaciones de interpolación obtenidos por ambos 

métodos de interpolación, no muestran diferencia significativa tras  haber realizado el 

bos métodos de interpolación no existe diferencia significativa (ver tabla 16 del anexo 

A). 

 

TABLA DE COMPARACIÓN DE VALORES SIN CONSIDERAR RESOLU-

CIÓN DEL INSTRUMENTO DE MEDICIÓN. 
Tipo de material/Longitud 

de onda. 

Reportado por el certifi-

cado de calibración. 

Obtenido por el método de 

Lagrange. 

Obtenido por el método 

de Newton. 

M
at

er
ia

l d
e 

20
%

 

 440,0 0,0018 0,0018 0,0018 

 465,0 0,0018 0,0018 0,00180001 

 546,1 0,0018 0,0018 0,00180001 

 590,0 0,0019 0,0019 0,00190001 

 635,0 0,0018 0,0018 0,00180001 

 700,0 0,0020 0,002 0,00200001 

 750,0 0,0023 0,0023 0,00230002 

Tabla 11. 

TABLA DE COMPARACIÓN DE VALORES SIN CONSIDERAR RESOLU-

CIÓN DEL INSTRUMENTO DE MEDICIÓN. 
Tipo de material/Longitud de 

onda. 

Reportado por el certifi-

cado de calibración. 

Obtenido por el método de 

Lagrange. 

Obtenido por el método 

de Newton. 

M
at

er
ia

l d
e 

30
%

 

 440,0 0,0016 0,00160001 0,00160001 

 465,0 0,0016 0,00160001 0,00160001 

 546,1 0,0016 0,00160001 0,00160001 

 590,0 0,0016 0,00160002 0,00160001 

 635,0 0,0017 0,00170002 0,00170001 

 700,0 0,0016 0,00160002 0,00160001 

 750,0 0,0016 0,00160002 0,00160001 
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ANOVA con un nivel de significancia de 0,05, observándose también que no hay dife-

rencia significativa entre los resultados obtenidos por el método de interpolación de  

Lagrange y los obtenidos por el método de interpolación de  Newton (ver tabla 16 del 

anexo A).  

Tabla 13 

                  Entre los valores calculados por los métodos de interpolación de Lagrange y Newton 

y los reportados por el certificado de calibración, para el material de 50%, con un intervalo de 

confianza del 95%, se observa que no existe diferencia significativa entre ambos, como tampoco 

existe diferencia significativa entre los valores obtenidos por el método de interpolación de La-

grange con respecto al resultado obtenido por el método de Newton  (ver tabla16 del anexo A). 

Tabla 14 

                Para el material de 90% se observa con un nivel de significancia de 0,05, por 

un lado, que los valores calculados por las ecuaciones determinadas por la interpolación 

TABLA DE COMPARACIÓN DE VALORES SIN CONSIDERAR RESOLU-

CIÓN DEL INSTRUMENTO DE MEDICIÓN. 
Tipo de material/Longitud de 

onda. 

Reportado por el certifi-

cado de calibración. 

Obtenido por el método de 

Lagrange. 

Obtenido por el método 

de Newton. 

M
at

er
ia

l d
e 

50
%

 

 440,0 0,0021 0,0021 0,00210001 

 465,0 0,0018 0,0018 0,00180001 

 546,1 0,0022 0,00219999 0,0022002 

 590,0 0,0021 0,00209999 0,00210002 

 635,0 0,0020 0,00199999 0,00200003 

 700,0 0,0021 0,00209999 0,00210003 

 750,0 0,0022 0,00219999 0,00220004 

TABLA DE COMPARACIÓN DE VALORES SIN CONSIDERAR RESOLU-

CIÓN DEL INSTRUMENTO DE MEDICIÓN. 
Tipo de material/Longitud de 

onda. 

Reportado por el certifi-

cado de calibración. 

Obtenido por el método de 

Lagrange. 

Obtenido por el método 

de Newton. 

M
at

er
ia

l d
e 

90
%

 

 440,0 0,0014 0,0014 0,00139999 

 465,0 0,0015 0,0015 0,00149999 

 546,1 0,0014 0,0014 0,00139999 

 590,0 0,0015 0,0015 0,00149999 

 635,0 0,0015 0,0015 0,00149999 

 700,0 0,0014 0,0014 0,00139998 

 750,0 0,0015 0,0015 0,00149998 
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de Lagrange y Newton respecto a los reportados en el certificado de calibración no 

muestran diferencia significativa, y por otro lado, no hay diferencia significativa entre 

los valores obtenidos por el método de Lagrange con respecto a los obtenidos por el 

método de Newton (ver tabla 16 del anexo A). 
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CAPÍTULO  VI 
Conclusiones 
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La importancia de la calibración de los equipos e instrumentos utilizados en un 

laboratorio de ensayo y calibración  o en los laboratorios que cuentan con un sistema de 

gestión de la calidad, como ya se ha mencionado anteriormente, destaca el papel crucial 

de los materiales de referencia para un sin número de mediciones que permitan otorgar-

le la confiabilidad a los resultados obtenidos en ella, convierten a estos materiales en 

una necesidad básica y por ende cada día con mayor exigencia. Este suceso debido a los 

costos de estos materiales nos confiere a los interesados de esta área la responsabilidad 

de buscar procedimientos capaces de resolver esta gran demanda y al mismo tiempo 

facilitar el servicio. 

Por lo anterior, nuestro trabajo de investigación cobra importancia debido a que 

ya no es necesaria la caracterización con un material de referencia extra en los interva-

los de  longitudes de onda ya establecidas, puesto que con las ecuaciones obtenidas para 

cada material se pueden conocer las absorbencias dentro del rango con mucha exactitud. 

Aunque cabe resaltar que este procedimiento solo es una propuesta que se deja a juicio 

de las organizaciones involucradas. 
 

6.1. Conclusiones 

 

A continuación se enumeran las conclusiones obtenidas.  

 

 Los métodos de interpolación de Lagrange y Newton, permitieron deducir las 

ecuaciones que describen las absorbencias de los materiales de referencia certifi-

cados para la caracterización de micro placas de ELISA  a longitudes de onda 

entre 440  a 750 nm satisfaciéndose de esta manera la hipótesis planteada en el 

primer capítulo. 

 Es posible calcular las absorbencias de los materiales de referencia utilizados en 

la caracterización de micro placas de ELISA con las ecuaciones  de interpola-

ción obtenidas,  a diferentes longitudes de onda (440 – 750nm), como se muestra 

en las tablas 8 - 14. [74] 

 No existe diferencia significativa entre los valores reportados por el certificado 

de calibración y los obtenidos por las ecuaciones de interpolación de Lagrange y 

Newton, (Revisar las tablas 8-14). 
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 Se puede utilizar indistintamente el algoritmo de interpolación de Lagrange o de 

Newton para este objetivo ya que se ha observado que no existe diferencia signi-

ficativa entre los valores obtenidos por uno u por otro algoritmo (Ver tabla 16 

del anexo). 

 Este método no es exclusivo para mediciones en lectores de micro placas de 

ELISA, ya que se puede utilizar para otros equipos e instrumentos que presenten 

las características cualitativas que el expuesto en este trabajo.  

 Este método permitirá disminuir los costos económicos y en tiempo en la cali-

bración de equipos de medición primordiales en los diferentes laboratorios, per-

mitiendo de esta forma tener mejor calidad en los resultados y servicios ofreci-

dos a los clientes.   
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VISIÓN 
Controlando las variables dependientes mencionadas en el primer capítulo nos 

permite satisfacer la hipótesis establecida, sin embargo, existe la posibilidad de que los 

resultados obtenidos se alteren al modificar dichas variables, es por ello, que el método 

propuesto tendría que ser validado para poderse aplicar en los laboratorios y posterior-

mente revalidado por cada laboratorio que lo utilice. La determinación de la incerti-

dumbre  para los valores calculados por el método de interpolación, se puede realizar 

con una buena exactitud utilizando herramientas matemáticas, aunque este tendría que 

ser comprobado objetivamente con una investigación al respecto, la utilización del pro-

cedimiento propuesto se puede extender a otros equipos de análisis, no sólo a los Lecto-

res de micro placas de ELISA, que presenten las mismas características cualitativas que 

las analizadas en el presente trabajo. La calidad es más costosa mientras más se desco-

noce de las herramientas que nos pueden servir para mejorar los procedimientos utiliza-

dos, sin embargo con nuestro trabajo se abre la posibilidad de buscar nuevas formas que 

nos faciliten realizar nuestras actividades de Laboratorio con mayor calidad, sin pasar 

por alto las leyes físicas que gobiernan los fenómenos y procesos de las mediciones. 

También es importante mencionar que este procedimiento se deja a juicio y considera-

ción de los organismos que pudieran hacer uso de él.   
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TRABAJO A FUTURO 
 

Al realizar una investigación, se observa que el método, procedimiento, entre 

otros, que se desarrolla en ella, se puede aplicar de varias formas e incluso en otras dis-

ciplinas, sin embargo, por el tiempo determinado que se emplea en ella, solo es posible 

tener una idea acerca de lo que además de lo realizado se puede obtener, es por ello que 

nos permitimos enunciar algunas de las propuestas de un seguimiento que puede tener a 

futuro nuestro tema de investigación.  

  

 Asignar la incertidumbre asociada a los valores de caracterización de micropla-

cas de ELISA determinados por la interpolación de Newton y Lagrange.  

 Validación del método de interpolación utilizado en este trabajo. 
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ANEXO A 
Análisis de varianza (ANOVA) 

 Es una prueba estadística que consiste en un procedimiento aritmético que des-

compone un total de cuadrados en sus respectivos componentes, cada uno asociado a 

fuentes de variación reconocida. Se utiliza en el análisis de datos que se miden cuantita-

tivamente para determinar si existe diferencia significativa entre las medias de cada 

muestra de  un grupo de datos, y puede ser para una o varias vías [68]. En  nuestro in-

terés para analizar los resultados obtenidos se utiliza el análisis de varianza de un solo 

factor o de una sola vía.  

 

Así por ejemplo para el material de 90% se tiene: 

 

1.- Estableciendo la Hipótesis nula y alternativa. 

 

a)   Ho: las μ1 = μ2   ; Hipótesis nula. 
b)   Ha: las μ1 ≠ μ2    ; Hipótesis alternativa. 

Donde μ1 es la media de los valores reportados por el certificado de calibración, μ2  es la 

media de los valores calculados por el método de interpolación de Lagrange.  

 

2.-  Tabulando los valores: 

Reportado por 
el certificado 

de calibración. 

Obtenido por 
el método de 

Lagrange. 

0,0014 0,0014 

0,0015 0,0015 

0,0014 0,0014 

0,0015 0,0015 

0,0015 0,0015 

0,0014 0,0014 

0,0015 0,0015 

Tabla 15,1 a 
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3.- Utilizando el software Excel para realizar el ANOVA  con un nivel de significancia 

de 0,05 tenemos: 

Análisis de varianza de un factor 

RESUMEN 

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza 
Reportado por el certifi-
cado de calibración. 7 0,0102 0,00145714 2,8571E-09 
Obtenido por el método 
de Lagrange. 7 0,0102 0,00145714 2,8571E-09 

ANÁLISIS DE VARIANZA 

Origen de las variaciones 
Suma de 

cuadrados 
Grados de 

libertad 
Promedio de los 

cuadrados F Probabilidad 
Valor crítico 

para F 

Entre grupos 0 1 0 0 1 4,74722534 

Dentro de los grupos 3,4286E-08 12 2,8571E-09 

Total 3,4286E-08 13         

Tabla 15,1 b 

 

4.- Interpretación del resultado obtenido 

 

Como se observa en la tabla 15,1 b, el valor de F calculada es 0 y el F crítico es 

de 4,7422534 con un nivel de probabilidad de 0,05, por tanto, comparando las F obteni-

das se tiene que la F crítica es mayor que la F calculada, lo que significa que se acepta la 

hipótesis nula y se rechaza la alternativa, es decir no existe deferencia significativa entre 

los valores obtenidos por el método de interpolación de Lagrange y los valores reporta-

dos por el certificado de calibración. 

  

 

 

 

Utilizando el mismo procedimiento descrito, se obtienen los siguientes resultados: 
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Tipo de 

mate-

rial. 

 

Valores reportados en el certifi-

cado de calibración y los obte-

nidos por la ecuación de inter-

polación de Lagrange. 

Valores reportados en el certi-

ficado de calibración y los 

obtenidos por la ecuación de 

interpolación de Newton. 

Valores obtenidos por la 

ecuación de interpolación de 

Lagrange y de Newton. 

F calculada  F crítica F calculada  F crítica F calculada  F crítica 

1% 5,9802E-08 
 

4,74722534 
 

-1,4894E-15 
 

4,74722534 
 

5,9801E-08 
 

4,74722534 
 

3% 3,8715E-07 
 

4,74722534 
 

1,9195E-05 
 

4,74722534 
 

2,5033E-05 
 

4,74722534 
 

10% 0,14634146 
 

4,74722534 
 

0,14634146 
 

4,74722534 
 

0 
 

4,74722534 
 

20% 0 
 

4,74722534 
 

1,0068E-08 
 

4,74722534 
 

1,0068E-08 
 

4,74722534 
 

30% 6,0497E-07 
 

4,74722534 
 

2,45E-07 
 

4,74722534 
 

7,9996E-08 
 

4,74722534 
 

50% 9,3752E-09 
 

4,74722534 
 

4,3339E-07 
 

4,74722534 
 

5,7025E-07 
 

4,74722534 
 

90% 0 
 

4,74722534 
 

2,025E-07 
 

4,74722534 
 

2,025E-07 
 

4,74722534 
 

 

Tabla 16. Comparación de los resultados obtenidos en el ANOVA. 
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GLOSARIO  

 Algoritmo: instrucciones donde se especifica una secuencia de operaciones pa-

ra la solución de un problema. [75] 

 Ampere (A): intensidad de una corriente, que mantenida en dos conductores 

paralelos, rectilíneos, de longitud infinita de sección circular despreciable colo-

cados a un metro de distancia entre sí en el vació produciría entre estos conduc-

tores una fuerza igual a 2 X 10-7 newton por metro de longitud.  

 Calibración: operación que bajo condiciones especificadas establece, en una 

primera etapa, una relación entre los valores y sus incertidumbres de medida 

asociadas obtenidas a partir de los patrones de medida, y las correspondientes 

indicaciones con sus incertidumbres  asociadas, y en segunda etapa, utiliza esta 

información para establecer una relación que permita obtener  un resultado de 

medida a partir de una indicación. [24] 

 Calidad: totalidad de las características que determinan la habilidad para satis-

facer  necesidades determinadas.  [76] 

 Candela (cd): intensidad luminosa, en una dirección dada de una fuente que 

emite una radiación monocromática de frecuencia 540 X 10 12 Hz y cuya inten-

sidad energética en esa dirección es de 1 / 683 watt por esteradián.  

 Estabilidad de un instrumento de medida: aptitud de un instrumento de me-

dida para conservar constantes sus características metrológicas a lo largo del 

tiempo. [24] 

 Incertidumbre: “parámetro no negativo que caracteriza la dispersión de los 

valores atribuidos a un mensurando, a partir de la información que se utiliza” 

[24]. 

 Interpolación: elegir una función  de una clase de funciones, tal que, contenga 

al conjunto de puntos dados de los cuales se busca la función. [77] 

 Intervalo de trabajo y ámbito lineal: aptitud que posee el método para obtener 

resultados proporcionales a la concentración del analito. 
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 Kelvin (K): fracción 1 / 273,16 de la temperatura termodinámica del punto libre 

del agua.  

 Kilogramo (Kg): masa igual a la del prototipo internacional del Kilogramo. 

 Limite de cuantificación: es la mínima cantidad determinada por un método 

con una incertidumbre asociada a un nivel de confianza establecida [30]. 

 Límite de detección: “valor medido, obtenido mediante un procedimiento de 

medida dado, con una probabilidad β de declara erróneamente la ausencia de 

un constituyente de un material, dada una probabilidad α de declarar errónea-

mente su presencia” [24]. 

 Metro (m): magnitud de la trayectoria recorrida por la luz en el vació en un 

lapso de 1 / 299 792 458 de segundo. 

 Metrología: ciencia de las mediciones y sus aplicaciones. [24] 

 Mol (mol): cantidad de materia que contiene tantas unidades elementales como 

átomos existen en 0,012 kilogramos de carbono 12 (12C). 

 Recuperación: proporción del analito presente en la muestra que puede ser 

cuantificada por el método de ensayo [30]. 

 Repetibilidad: “precisión de medida bajo un conjunto de mediciones de repeti-

bilidad”. Una condición de repetibilidad de una medición es una condición de 

medición, dentro de un conjunto de condiciones que incluye el mismo procedi-

miento de medida, los mismos operadores, el mismo sistema de medida, las 

mismas condiciones de operación y el mismo lugar, así como mediciones repe-

tidas del mismo objeto o de un objeto similar en un periodo corto de tiempo 

[24].  

 Reproducibilidad: “precisión de medida bajo un conjunto de condiciones de 

reproducibilidad” una condición de reproducibilidad es una condición de me-

dición, dentro de un conjunto de condiciones que incluye diferentes lugares, 

operados, sistemas de medida y mediciones repetidas de los mismos objetos u 

objetos similares [24]. Las condiciones de cambio deberán ser especificados pa-

ra que tenga validez la expresión de la reproducibilidad [28].   

 Resolución: mínima variación de la magnitud de medida que da lugar a una 

variación perceptible  de la indicación correspondiente. [24] 
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 Robustez: es la cuantificación de la capacidad que tiene un procedimiento 

analítico de no ser alterado por pequeñas variaciones en el método, el cual indi-

ca su fiabilidad [30]. 

 Segundo (s): duración de 9 192 631 770 periodos de la radiación correspon-

diente a la transición entre los dos niveles hiperfinos del estado base del átomo 

de cesio 133. 

 Selectividad: “propiedad de un sistema de medida empleando un procedimien-

to de medida especificado, por la que el sistema proporciona valores medidos 

para uno o varios mensurandos, que son independientes entre sí o de otras 

magnitudes existentes en el fenómeno, cuerpo o sustancia en estudio” [24]. 

 Sensibilidad: “cociente entre la variación de una indicación de un sistema de 

medida y la variación correspondiente del valor de la magnitud de medida” 

[24].  

 Sesgo: “valor estimado de un error sistemático” [24]. 

 Trazabilidad metrológica: propiedad de un resultado de medida por la cual el 

resultado puede relacionarse con una referencia mediante una cadena ininte-

rrumpida y documentada de calibraciones, cada una de las cuales contribuye a 

la incertidumbre de medida. [24] 
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