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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 ultimos afios ha cobrado gran importancia en el mercado
mundial, volviéndose asi, en una de las exigencias para la competencia y la sobreviven-
cia de las empresas u organizaciones de cualquier indole. No solo las grandes empresas
se enfrentan a esta situacion, sino también los laboratorios de ensayo y calibracion, los
laboratorios clinicos, las industrias, en fin, todas las actividades que generen productos

o servicios que sean destinados al publico.

Por lo anterior, es necesario contar con un sistema de gestion 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 calibracion de lectores de microplacas de
ELISA (Enzyme Linked Inmunoabsorvent Assay), que no han sido reportados en su
certificado de calibracion, por medio de algoritmos de interpolacion 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 interpolacién para cada MRC y finalmente por medio de un analisis
de varianza (ANOVA), se comparan los valores obtenidos por las ecuaciones determi-
nadas y los valores reportados en el certificado de calibracion, observandose con un
nivel de significancia de 0,05 que no se muestra diferencia significativa, por lo que se
satisface la hipotesis planteada en el presente trabajo. Asi 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 consideracion de cada Labora-
torio que desee implementar este procedimiento, el utilizarlo, ya que se requiere de su
validacion segun 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-

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

cumplan con las caracteristicas cualitativas expuestas en este trabajo.
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INTRODUCCION

La utilizacion de instrumentos de analisis, se ha convertido en uno de los pilares
fundamentales en las diferentes areas de la ciencia, como son: la Biologia, la Quimica,
la Bioquimica, la Fisica, entre otros, de ahi la importancia de conocer su principio de
medicion y las caracteristicas 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 ultimos afios, 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 calibracion de equipos e instrumentos de medi-
cion, asi como la utilizacion 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 economia 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 calibracion. Es por ello, que nos hemos interesado en
la realizacién de un procedimiento que nos permita obtener la medicion en las longitu-
des de onda que no han sido reportados por los certificados de calibracion de los MRC,
utilizados para la calibracion de lectores de micro placas de ELISA, especificamente,
por medio de algoritmos de interpolacion de Newton y Lagrange. De esta manera se
aportara a la satisfaccion de la alta demanda de calidad exigida a los laboratorios, facili-
tando el cumplimiento de la normatividad aplicada a estas dependencias, asi como la
satisfaccion del propio sistema de gestion de la calidad establecida en cada organismo

en particular.
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CAPITULO |
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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, calibracion de equipo o certificacion 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
calibracion y certificacion 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 mas 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 atn no han sido reportados en el certificado de calibracion.

En éste capitulo, se aborda lo concerniente al planteamiento de la obtencion de
valores de calibracion no reportados para lectores de microplacas de ELISA especifica-
mente, aunque hay que resaltar, que el procedimiento desarrollado se puede extender a
otros equipos o materiales que presenten las mismas caracteristicas cualitativas que el

analizado en éste trabajo.

1.1. HIPOTESIS

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 Metrologia (CE-
NAM) calibra el espectrofotometro 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 interpolacion de Lagrange y Newton, en intervalos de valores reportados que no han

sido caracterizados”.

La hipdtesis anterior nos permitird cumplir con ciertos objetivos de este trabajo

de investigacion, las cuales trataremos en el siguiente punto.

1.2. OBJETIVOS

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

vo especifico, los cuales se enuncian enseguida:
1.2.1. OBJETIVO GENERAL

Construir un procedimiento de interpolacion, para analizar valores de calibracion
en lectores de microplacas de ELISA cuyos valores no se han reportado en el certifica-
do de calibracion de los materiales de referencia certificados utilizados en la calibracion

de éstos equipos de laboratorio.
1.2.2. OBJETIVO ESPECIFICO

Analizar el método de interpolacion de Newton y Lagrange y aplicarle a los va-
lores reportados en el certificado de calibracion, para obtener aquellos valores que no

han sido reportados.

Los objetivos que permiten la realizacion de esta investigacion, son afectados por
variables que influyen en la naturaleza del problema en estudio, los cuales se tratan en el

proximo apartado.
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1.3. VARIABLES

En todo fendomeno de la naturaleza, se observa la presencia de una o mas varia-
bles que lo afectan ya sea directa o indirectamente, teniendo una considerable repercu-
sion en ¢él, por lo que, para poder entender y comprender mejor dichos fendmenos 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 manipulacion de ellas. Enseguida se enlistan las variables dependientes y las va-

riables independientes de nuestra investigacion.

1.3.1. VARIABLES DEPENDIENTES.

Las variables dependientes que afectan de manera directa los resultados de nues-

tra investigacion son las siguientes:

e C(Certificado de calibracion.

e (alidad de los datos.

e Instrumento de medicion.

e Incertidumbre de la medicion.

e Materiales de referencia.

e C(Calibracion del instrumento de medicion.

e Condiciones ambientales y de operacion del laboratorio.

e Personal Técnico.

1.3.2. VARIABLES INDEPENDIENTES.

Las variables que influyen de manera independiente a nuestro problema de estu-
dio son las siguientes:

e Norma [SO 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.
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1.4. DELIMITACION DEL TEMA

Nuestro tema de investigacion abarca un campo amplio, ya que trata de un tema
primordial para los laboratorios de ensayo y calibracion, debido a la gran demanda de
calidad exigida en el mercado, sin embargo, nos enfocaremos en la construccion de un
procedimiento que nos permita obtener, por medio de la interpolacion de Newton y
Lagrange, valores que no han sido reportados en el certificado de calibracion para la
calibracion de lectores de micro placas de ELISA, lo que representa una gran ventaja

economica para los laboratorios que utilizan este instrumento.

Este trabajo se realizo en el Laboratorio de Biofisica del Instituto de Fisica y Ma-
tematicas de la Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo durante los meses
de septiembre a noviembre, con una duracion de cuatro horas diarias. Se utilizan los
valores de absorbancia reportados en el certificado de calibracion del Espectrofotometro
Cary 5000 de la region 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 interpolacion con los algoritmos de interpolacion

de Lagrange y Newton

Si se logra satisfacer la hipdtesis y cumplir con los objetivos establecidos, este
trabajo permitira a los laboratorios que utilizan lectores de micro placas de ELISA, no
solo cumplir con la normatividad correspondiente, sino ademas satisfacer su politica de
calidad y de esta manera contribuir en la obtencién de resultados confiables que seran
reflejados de alguna manera en un diagndstico correcto a los pacientes, para el caso de
los laboratorios clinicos que utilizan estos instrumentos.

Sin embargo, es importante sefialar que se requiere por parte del laboratorio que
emplea interpolacion considerar validar los resultados a fin de considerarlo como un

método apropiado para el laboratorio.
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CAPITULO I

Marco referencial
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La necesidad de sustentar el conocimiento con base cientifica y filosofica, hace
posible la elaboracion del siguiente capitulo. 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 gestion de calidad técnicos y administrativos.

Este capitulo, se encuentra dividido en cuatro grandes partes como son: el marco
historico, en el cual, se analiza la evolucion que ha tenido la calidad a lo largo del tiem-
po, con el fin de conocer los acontecimientos mas sobresalientes que han repercutido
para que la calidad se entienda como la conocemos actualmente; el marco filosofico,
que ha hecho posible la elaboracion y utilizacion de los instrumentos de medicion, el
marco legal, que rige a los laboratorios, en particular los de ensayo y calibracion, tanto
de caracter nacional como internacional, el marco teodrico, el cual abarca desde las pro-
piedades de la luz, analisis espectro quimico, lectores de microplacas de ELISA, carac-
teristicas de los espectrofotometros, materiales de referencia, calculo de la incertidum-
bre en las mediciones, caracterizacion de los instrumentos de medicion espectrofotomé-
tricos, y de manera especial los algoritmos matematicos que nos permitiran la elabora-

cion de este trabajo de investigacion.

2.1. Marco Historico

El hombre ha utilizado su ingenio, creatividad, experiencia, inteligencia, cono-
cimiento, filosofia, 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 implementacion de sistemas de gestion de la calidad, cuya filosofia
se basa en el Kaizen, el cual establece que hay que buscar el camino que nos permita un
armonioso paso Y utilizacion de la energia [1]; reflejandose esta tltima 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 satisfaccion 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 realizacion 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-
lizacion, la calidad pasa a ser la produccion 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 raiz de los problemas que se tenia en el ar-
mamento utilizado por la Industria Militar Norteamericana, se establecio un cambio
sumamente importante en el concepto de la calidad, ya que no solo importaba la canti-
dad de los productos elaborados, sino que ademas garantizaran su adecuada y correcta
utilidad, por tanto, la calidad se concebia como la garantia de generar armamento con
la mayor produccioén, 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
Japon lo concebia (hacer las cosas bien a la primera) y por otra, como lo interpretaba el
resto de los paises (concepto de la industrializacion), por la elevada demanda de pro-

duccion para reconstituir los dafios a causa de la guerra [2].

No cabe duda que la calidad se ha globalizado en los ultimos 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 normalizacion.

Varios acontecimientos del ser humano desde la antigiiedad, sugieren que la
normatividad inicia junto con la humanidad, asi por ejemplo se sabe que desde la anti-
giiedad, los pueblos egipcios establecian modulos de medicion para ladrillos y piedras.
Sin embargo, la Revolucion Industrial (XIX) es la que da origen a la normatividad con
base cientifica y sistematica, 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 exigian ciertas especificaciones para poder vender sus productos. [4]

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

nueva era en la comercializacion nacional. La economia se expandio y crecid el inter-
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cambio comercial, las empresas empezaron a establecer como tUnica salida, al mercado
de exportacion, 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 normalizacion
conocido como NADI (Normen Ausschuss der Deutschen Industre), que posteriormente
en 1975 se denomind DIN (Deustcher Industrie Normen). En 1918 se constituye en
Francia el AFNOR (Asociacion Francesa de Normalizacioén) y en 1919 en Inglaterra se
constituye la BSI (British Standards Institution). Sin embargo, se fundo 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
acronimo, también es un término derivado del griego “ISOS” que significa “Igual” [7,
6]. La ISO esta constituida por mas de 153 paises miembros y ha elaborado mas de 11
000 normas, empez0 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 sefialar algunos de los acontecimientos sobresalientes que han dado

lugar a la normatividad, que se conoce hoy en dia, los cuales se enlistan a continuacion

[8]:

1900 Inspeccion como actividad.

1930 Muestreo estadistico.

1950 Practicas 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 revision de las normas base.

YV V. V V V V VYV V

2000 Se realiza la ultima revision de las normas base.
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2.1.2. Evolucion de las primeras normas.

Con el fin de entender la normatividad actual es necesario conocer la evolucion
de las primeras normas de la calidad, para lo cual hacemos hincapi¢ a las normas ISO

9000.

La necesidad de unificar el idioma de la calidad y permitir una sana relacion
comercial entre las naciones, asi como la regulacion de las actividades de comercio que
garantizaran la calidad, tanto de productos como de servicios intercambiados en el mer-

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

En 1987 aparece la primera edicion de las normas ISO 9001, ISO 9002 e ISO
9003, posteriormente, en 1994 se revisan éstas y se publica la segunda edicion con vi-
gencia del 14 de diciembre de 2003, aunque en el afio 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
revision en el 2008 y se publico la cuarta edicidn el 15 de noviembre del mismo afo, sin
embargo, esta edicion no contiene nuevos requisitos s6lo los aclara debido a la expe-
riencia observada durante ocho afios y sefiala cambios para mejorar la relacion entre el

sistema de calidad y el medio ambiente. [§]

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]

Sistema de Administracién de la Calidad
v Mejora Continua

R] S
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Q Responzabilidades de la Alta
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I Recursas Medll:;u:_.e?::ahsls ‘: A
T ~ A g
0 Entrad Realizacion del producto I. .
s nirada (incluye zervicio) . |salida
- vPRODL'CTO. g__ —

Figura 2,1. Sistema de Gestion 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-

libracion).

La primera edicion de esta norma fue realizada como consecuencia de la expe-
riencia adquirida después de la implantacion de las normas NMX-EC-025-IMNC y de
la EN 45001, a las cuales reemplaza. Dicha norma hacia 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 edicion han sido
por referencia de la NMX-CC-9001-IMBC-2000. [10]

2.2. Marco Filosofico

Gracias a la percepcion de las cosas por medio de los sentidos, experiencia, inte-
ligencia, capacidad de analisis e induccion, ya sea con la ayuda de un instrumento o de
manera natural, el hombre ha podido hacer ciencia y filosofia. Estos son los medios por
los cuales el ser humano se ha valido para entender y explicar los fendmenos de la natu-
raleza y mas aun la explicacion de su misma presencia. Se sabe que antes del siglo
XVII, la ciencia y la filosofia se entendian 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 dia su forma de vida.

Debido a que todo conocimiento cientifico se fundamenta en la filosofia que el
ser humano ha ido conceptualizando a lo largo de su historia, es importante para noso-
tros la elaboracion de éste apartado en el presente capitulo, con el fin de establecer y
comprender los principios filosoficos mas sobresalientes que abrieron paso al desarrollo
de nuestro trabajo de investigacion, como son el concepto filosofico de la existencia, el
concepto de la verdad, la filosofia de la ciencia, el principio de Ernest Mach, el princi-

pio de la medicion y el principio de indeterminacion de Heisenberg.
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2.2.1. Filosofia de la existencia

Desde que el hombre ha tenido uso de razon, se ha cuestionado acerca de mu-
chos sucesos, fendomenos, 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 definicion 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 tinico 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. Filosofia de la verdad

La verdad es un concepto utilizado frecuentemente en todos los ambitos. Sin
embargo, no se tiene un concepto bien definido, ya que depende del contexto total e
histérico del pensamiento del autor. Se ha observado a lo largo de la historia el interés
por conocer y definir la verdad, asi Platon y Aristoteles definen lo verdadero como “al-
g0 que permanece, lo que no varia, lo que siempre es de la misma manera, es la forma o
la idea que se oculta detras de la apariencia”, sin embargo, Tomas de Aquino lo define
como la “adecuacion 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, s6lo se aproxima a ella segin sus habilidades y herramientas. [12]
2.2.3. Filosofia de la ciencia

Existen varias concepciones acerca de la ciencia, asi, Popper establece que la
ciencia esta en progreso continuo, aunque es revolucionario y no solamente acumulati-
vo, sino también en cierto sentido conservador: una nueva teoria siempre serd capaz de
explicar plenamente el éxito de su predecesora. Mientras que Descartes y Bacon conci-
ben a la ciencia como una pirdmide cuya cuspide se encuentra ocupado por los princi-
pios o leyes mas generales de la realidad, aunque cada quien expresa su forma de alcan-
zar dicho conocimiento. Para Bacon, se llega a esa cuspide por medio de inducciones
progresivas, basadas en observaciones y experimentos, mientras que para Descartes, el

conocimiento cientifico inicia en la cumbre y de ahi procede hacia abajo, siguiendo el
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camino de la deduccion, hasta llegar a la base, o sea la naturaleza real. La proposicion
de Descartes, tiene varias implicaciones filosoficas, 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 dia conocemos. [13]
2.2.4. Filosofia de la causa efecto

Una de las cuestiones que nos hacemos constantemente es porqué suceden asi las
cosas. “Toda causa tiene su efecto; todo efecto tiene su causa; todo sucede de acuerdo
con la Ley; la suerte no es mas 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 fisicas, quimicas, entre

otras, dominando las superiores a las inferiores. [14]
2.2.5. Filosofia del principio de Ernest Mach

El principio de Mach establece que “cualquier propiedad de los cuerpos deberia
determinarse por la influencia del resto del universo”. Este principio es uno de los que
mas ha aportado a la ciencia, ya que en la mayoria de los experimentos que se realizan
en las distintas disciplinas es a través del estudio no de los fendmenos propios sino de

las relaciones que establecen con aquellos de los que se encuentran rodeados. [15]
2.2.6. Filosofia de la medicion

“Toda medicion debe asegurar una adecuada representacion del atributo real
medido mediante los simbolos o nimeros asignados”. Una representacion adecuada
ocurre cuando un atributo es coherente con la idea conceptual y esta es aceptada por los
expertos. Para realizar una medicion se necesita determinar qué entidad medir y qué
atributo deseamos caracterizar. Asi los datos obtenidos preservaran las relaciones que

existen entre las identidades determinadas. [16]
2.2.7. Filosofia de la indeterminacion de Heisenberg

El también conocido como Principio de Incertidumbre de Heisenberg. Establece lo si-
guiente: “es imposible conocer simultaneamente la posicion y la velocidad del electron,
y por tanto, es imposible determinar su trayectoria. Cuanto mayor sea la exactitud con

que se conozca la posicion, mayor sera el error en la velocidad y viceversa. Solamente
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es posible determinar la probabilidad de que el electron se encuentra en una region de-
terminada”. Esto significa que, en realidad no se puede conocer un fenémeno 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 caracter internacional compete a la ISO cumplir con esa tarea, poste-
riormente, a los organismos nacionales, estatales y locales reconocidos, a colaborar con
la misma obligacion. Por lo anterior, se resalta la importancia de conocer los organis-
mos que regulan las actividades correspondientes en este ambito, facilitindose asi, 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 pais, recayendo en el organismo nacional mas repre-
sentativo.

Miembros correspondientes: organismos de paises en vias de desarrollo que to-
davia no poseen un comité nacional de normalizacién. No toman parte activa en
el proceso de normalizacion pero son informados acerca de los trabajos que les
interesen.

Miembros suscritos: paises con reducidas economias a los cuales se les exige el

pago de tasas menores que a los miembros correspondientes.

La ISO esta conformada por [19]:

e Asamblea General.

Se constituye por un grupo de Delegados nombrados por los Organismos Miem-
bros. Esta Asamblea debe reunirse por lo menos cada 3 afios y en la sesion tienen dere-

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

Organismo constituido por un Presidente y representantes de los 18 organismos,
duran en su cargo 3 afos, 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 Organizacion. Para llevar a cabo en forma eficaz sus funciones, el

Consejo ha creado los siguientes organos:
¢+ Junta Directiva:

Asesoria al Consejo en todos los asuntos pertenecientes a la organizacion, coor-
dinacion y planeacion del trabajo técnico de la ISO. Revisa y aprueba titulos y alcances
de Comités Técnicos individuales con el fin de garantizar la mayor coordinacion, ex-
amina recomendaciones apropiadas al Consejo, recomienda el establecimiento o elimi-

nacion 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 especializacion. A estos se les asig-
nan numeros 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 nimero 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 paises que s6lo 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 reunion 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:

= Vozy 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 ultimo.

= 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 Normalizacion

A continuacion se enlistan algunos organismos internacionales de normalizacion

[20, 21]:

v" AENOR (Asociacion Espafiola de Normalizacion y Certificacion, unica entidad re-
conocida en Espafa para realizar las tareas de normalizacion y certificacion y para
representar a nuestro pais en los organismos internacionales, europeos y regionales:
ISO, IEC, CEN, CENELEC, ETSI, COMPANT. Su pagina web ofrece informacion
sobre el proceso de certificacion, publicacion de nuevas normas, jornadas.

v" AFNOR (Asociation Francaise de Normalization), organismo responsable de la
normalizacion y certificacion en Francia y de representar a dicho pais en los orga-
nismos internacionales. Ofrece informacion sobre el proceso normativo en Francia,
novedades, publicaciones, asi como la posibilidad de comprar en linea la normativa.

v' ANSI (American National Standards Institute), organizacion nacional de normali-
zacion norteamericana, que permite acceder a su propio catalogo de normas y al de
diferentes entidades normativas norteamericanas e internacionales.

v API (American Petroleum Institute) tiene como misién impulsar a la industria del
petroleo y del gas natural y para ello elabora normas sobre estas material y da acce-

so a través de su pagina a documentos, informaciones y enlaces de interés.
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v" ASTM (American Society for Testing and Materials), es un organismo que elabora
normas sobre materiales, productos, sistemas y servicios.

v" BSI (British Standard Institution), organismo responsable de la normalizacion en el
Reino Unido.

v" CEN (Comité Europeo de Normalizacion), retine informacion de interés sobre esta
materia en Europa.

v" CENELEC (Comité Europeo de Normalizacion Electrotécnica), es el organismo de
normalizacion europeo para la electronica.

v DIN (Deutsches Institut fur Normun), instituto aleman para la normalizacion.

v 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.

v EPA (Enviromental Protection Agency), da acceso a la informacion y recursos rela-
cionados con el medio ambiente.

v ETSI (Instituto Europeo de Normas de Telecomunicacién), es el organismo euro-
peo de normalizacion sobre telecomunicaciones.

v 1EC (International Electrotechnical Commission), organismo que elabora normas
internacionales sobre electricidad, electronica y tecnologias relacionadas.

v ISO (International Organization for Standardization), que permite la busqueda de
las normas certificadas por esta institucion.

v 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.

v" SAE (Society of Automotive Engineers), elabora normas sobre aerondutica y auto-

moviles.
2.3.4. Normatividad en México

Inicia el proceso de adecuacion a la Normalizacion Internacional en nuestro pais
el 26 de enero de 1988 al publicarse la Ley Federal sobre Metrologia y Normalizacion
(LFMN), gracias a la apertura de la economia mexicana. Sin embargo, la normatividad
mexicana es amplia, y abarca la regulacion de las materias concurrentes y las normas

oficiales mexicanas asi como las normas mexicanas. Los objetivos que pretenden dichas
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normas son la legalidad, la sistematicidad y el caricter 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 Direccion General de
Planeacion y administracion (DGPA), la Direccion 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 (Asociacion Nacional de Uni-

versidades e Instituciones de Educacion 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 calibracion, ademas se especifica que el laboratorio debe de
establecer programas de calibracion para las magnitudes o valores esenciales de los ins-

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

2.4 Marco Teorico

En este apartado se revisara el fundamento bibliografico de temas tales como: la
medicion, las propiedades de la luz, espectrofotometria, lectores de ELISA, calculo de
incertidumbre en las mediciones, materiales de referencia, caracterizacion del espectro-
fotometro y los algoritmos matematicos que se utilizaran en este trabajo, con el fin de

tener un respaldo teorico y cientifico al respecto.
2.4.1. Medicion

Una de las actividades rutinarias mas importantes y delicadas es la medicion, del
cual parten muchas opiniones, resultados y acciones de manera favorable o desfavorable

para un determinado propdsito.
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Segun el Vocabulario Internacional de Metrologia (VIM) [24]:

La medicion 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 fenomeno, cuerpo o sustancia

’

que puede expresarse cuantitativamente mediante un nlmero y una referencia”.
2.4.1.1. Importancia de realizar una medicion.

Segun Lord Kelvin, un sujeto se empieza a conocer cuando podemos medirlo y
expresarlo en nimeros. La ciencia se ha desarrollado junto con el desarrollo de las me-
didas, las leyes fisicas se han podido determinar dado que se pueden detectar y medir las
magnitudes fisicas. Es por tanto, la medicion, una de las actividades mas comunes en las

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

Cabe sefialar que no todo se puede medir, ya que existen en la realidad otros
fenomenos que hasta ahora no se han podido medir, como es el caso de los sentimien-

tos, por dar un ejemplo.

La medicion esta determinada por muchos factores, entre ellas, el procedimiento
de medicion, el método de medicion y el sistema de medida utilizado, variando por con-
secuencia una medicion 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 continuacion solo se abordara del primero por ser de nuestro inter¢s.

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 “descripcion genérica de la secuencia
logica de operaciones utilizadas en una medicion”. Existen diferentes métodos de medi-
cion entre ellas se encuentran el método de sustitucion, método diferencial y método de

cero o método directo e indirecto. [29]
2.4.1.4. Ley de propagacion de errores

Una funcion constituida por parametros experimentales independientes se en-
cuentra asociado a su valor un error, debido al error de medicion presente en cada uno

de sus parametros. La ley de propagacion de errores se expresa como [28]:

0(f) = B (s, ) = Z[—ax‘] ] 0 (x)
=1 L%

(Ec. 1)

Esta ley nos permite conocer la forma en que se propaga el error asociado al va-
lor de una funcién, al considerar los pardmetros experimentales independientes de las

cuales se encuentra constituido y que tienen asociado un error de medicion.
2.4.1.5. Error en las mediciones

Debido a los diferentes factores que influyen en la medicion, 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:
e Errores sistematicos de medida

Son “componentes del error de medida que, en mediciones repetidas, permanece
constante o varia de manera predecible” [24]. Estos errores son dificiles de detectar ya
que generalmente son consecuencia de las imperfecciones de las leyes fisicas que se
emplean como fundamento en la elaboracion de los instrumentos de medicion o la im-
perceptibilidad del observador. Pueden tener diferentes origenes, tales como: errores de
calibracion de los instrumentos utilizados, errores personales, condiciones experimenta-

les, imperfeccion de la técnica empleado, entre otros [26].
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e FErrores aleatorios de medida

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

diciones repetidas, varia de manera impredecible” [24].
2.4.1.6. Validacion de la medicion

La validacion es la “verificacion de que los requisitos especificados son ade-
cuados para un uso previsto” [2]. Este es llevado a cabo para demostrar que el método
de medicion es util y adecuado para realizar la actividad por la cual fue elaborado,
ademas 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 algiin parametro esta-

blecido en el método [30].

Los parametros que se recomiendan para la validacion de un método de medi-
cion son los siguientes [26]: sensibilidad, selectividad, reproducibilidad, recuperacion,
repetibilidad, robustez, incertidumbre, limite de cuantificacion, sesgo, limite de detec-

cion, intervalo de trabajo y ambito 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 antigeno que se en-
cuentra inmovilizado en una fase solida, con un anticuerpo especifico, esta reaccion
forma uno o mas compuestos coloridos que son cuantificados por medio de un espectro-

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

Esta prueba es una de las herramientas mas utilizadas en el campo de las cien-
cias biologicas, la investigacion cientifica basica y avanzada, la biotecnologia, entre
otras, por su facilidad de realizacion, alta sensibilidad de algunas pruebas de ELISA,
versatilidad y robustez [32]. Asi por ejemplo se emplea en el diagnéstico médico, la
industria de alimentos, el estudio y control del medio ambiente, en estudios seroldgicos,
hematologicos, endocrinologicos, oncologicos, en los transplantes, la medicina forense,
la antropologia, en la determinacion de hormonas y proteinas plasmaticas, antigenos
tumorales, drogas, Antigenos y Anticuerpos de microorganismos (hongos, bacterias,
virus). Los resultados obtenidos por esta prueba, en el caso de diagnéstico médico, ayu-
dan a la planeacion de un buen tratamiento de las enfermedades y patologias en el ser

humano. [33]

Es importante sefialar que el espectrofotometro 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, ademas su sistema optico
utiliza la fibra Optica para poder iluminar los pozos de la placa (ver figura 2,3), la ilumi-
nacion tiene un diametro de 1 — 3 mm, un sistema de deteccion que amplifica los resul-
tados haciendo posible su interpretacion. En la actualidad los lectores de ELISA tienen
microprocesadores que con la ayuda de una computadora permiten la automatizacion de

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

Ya que los lectores de ELISA son espectrofotometros de radiacion UV — visible
es necesario conocer sus caracteristicas desde los generales hasta los particulares, los

cuales analizaremos en el siguiente punto como una parte del analisis espectro quimico.
2.4.3. Analisis espectroquimico

Una de las actividades mas recurrentes en diferentes areas de la ciencia es el ana-
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 mas utilizadas es el analisis
espectroquimico; asi por ejemplo en el campo de la quimica clinica se utiliza el espec-
trofotometro de radiacion Uv — Visible para cuantificar diversas biomoléculas (metabo-
litos, anticuerpos, et.), de una muestra bioldgica o producto de alguna prueba (como el
caso de la prueba de ELISA) y con ella establecer un diagnostico sobre la salud de un

paciente [27].

Por lo anterior, estudiaremos lo correspondiente al analisis espectroquimico, ya

que es de nuestro interés particular.

El analisis espectroquimico se fundamenta en el principio basico de las propie-
dades de la luz y de las reacciones quimicas que ocurren entre las moléculas de una

muestra.
2.4.3.1. Propiedades de la luz

Uno de los avances mas importantes en la ciencia, fue el descubrimiento de las
propiedades de onda y particula de la luz. Aparecen grandes personajes de la ciencia en

su investigacion, como es el caso de Newton, en su teoria corpuscular de la luz, la cual
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intentaba explicar los fenomenos de refraccion y reflexion de la luz, también aparecen
los pioneros de la teoria ondulatoria de la luz, Robert Hooke y Christian Huygens, ellos
explicaron la refraccion haciendo suposicion de que la luz se propagaba mas rapido en
el aire que en el vidrio o el agua. Newton rechazo la teoria ondulatoria y debido a su

gran reputacion, su teoria corpuscular de la luz fue aceptada por mas de un siglo. [36]

En 1801 Thomas Young observo que dos haces luminosos pueden iluminar me-
nos que cada uno por separado y demuestra este hecho paradéjico con la teoria ondula-
toria de la luz. Para ello, realiza un experimento que consistia en una pantalla negra a la
cual perford dos agujeros pequefios muy proximos entre ellos, y observé que al acercar-
lo al ojo la luz de un lejano foco aparece en forma de anillos alternandose entre brillan-

tes y oscuros. [37]

Después de varios sucesos importantes en torno al estudio de las propiedades de
la luz tales como: la comprobacion de la inexistencia del éter demostrado por Michelson
y Morley en 1887, la creacion de la teoria electronica por Lorentz en 1896, la explica-
cion de Albert Einstein sobre el efecto fotoeléctrico, el establecimiento de la teoria de
los cuantos por Max Planck en 1909, surge la mecéanica cuéantica que pudo explicar el

comportamiento dual onda particula de la luz. [38]
2.4.3.1.1 Propiedades ondulatorias de la Luz

Para entender los fenémenos de la radiacion electromagnética tales como: la re-
flexion, refraccion interferencia y difraccion 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 direccion en la que oscila el campo es perpendicular a la direccion

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

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 maximo, Figura 2.5. El periodo p de la onda se define co-
mo el tiempo necesario para el paso de los sucesivos maximos 0 minimos por un punto
fijo del espacio. La frecuencia v es el nimero de oscilaciones del vector del campo por
unidad de tiempo. La longitud de onda A es la distancia lineal entre un punto maximo o

minimo de la onda. [39]

Longitud
de onda »

Amplitud A

0.5

14 Tiempo o
distancia

Figura 2.5.0scilaciones del campo eléctrico. [39]
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La frecuencia de una onda electromagnética es dada por la fuente de radiacion y
no varia al atravesar un medio, sin embargo, la velocidad de la onda es determinada por

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

(Ec. 2)
donde v es la velocidad de propagacion, v es la frecuencia y A la longitud de onda.
2.4.3.1.1.1 Velocidad de la luz

La méaxima velocidad que se conoce hasta el momento, es la de la luz en el vacio
(2,99792 x 10° 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 radiacion es la energia (Watts) de un haz que llega a un area
determinada por unidad de tiempo. Es la potencia de la radiacion por unidad de angulo

solido. Ambas son proporcionales al cuadrado de la amplitud del campo eléctrico. [39]
2.4.3.1.1.3 Medio de propagacion

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

cluso se propaga en el vacio. [41]
2.4.3.1.2 Propiedades de particula de la luz

Como se mencioné en el apartado anterior, la luz ademas de tener propiedades
de onda también posee a la vez propiedades de particula. Para que se demostrara la teor-
ia 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 amperimetro, este

fendomeno se expresa de la siguiente manera [37]:
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1 2
zmvmax =FE-W

(Ec. 3)

donde m es la masa del electron, v la velocidad del electron, E la energia, W el trabajo

de extraccion.

Un segundo experimento realizado es la radiacion del cuerpo negro el cual, permitid
que Max Planck supusiera que la radiacion en el orificio era absorbida y emitida por
osciladores atomicos de las paredes de la cavidad. Dichos osciladores tenian dos carac-

teristicas Ginicas:

e Sus energias estan dadas por: E = nhf n=20,1,2,3,4,.. donde E esla
energia, f es la frecuencia y h la constante de Planck.
e Emiten energia en cantidades discretas o cuantificada y no continuas, correspon-

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

Eny1 —En = (n+ 1Dhf —nhf = hf
(Ec. 4)

En muchos fendomenos de la radiacion electromagnética es necesario considerar-
la como una particula o foton. La energia de un foton se puede relacionar por su longi-

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

(Ec. 5)

Siendo h la constante de Planck (6,63 x 103% ] s), A la longitud de onda, v el
numero de onda, v la frecuencia, y E la energia del foton. Es importante observar que el
v y la frecuencia son directamente proporcionales a la E del foton. La energia de un haz

de fotones es proporcional al nimero de fotones por segundo.

La interaccion que tiene un haz de luz con la superficie de un metal estd dada
por los choques entre fotones y electrones. Al ocurrir el choque, el foton desaparece y le
cede toda su energia al electron. Cuando un electrén es emitido por una superficie reci-

be energia por un solo foton. Al aumentar la intensidad de la luz s6lo se aumenta la

Me preparo para servir mejor. Pagina 30



UMSNH Facultad de Quimico Farmacobiologia.

emision del niimero de electrones con la misma absorcion de energia de cada electron

[36].

La energia cinética maxima para que se desprenda un electron de la superficie de

un metal esta dada por [36]:
1 2
Ecorix = (Emv Ymax = hf — @
(Ec. 6)

Siendo @ la energia minima necesaria para que se desprenda el electron de la su-
perficie metalica y es caracteristica de un metal en particular, E. . la energia cinética

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

del electron, v la velocidad del electron. [36]
2.4.3.2. Interaccion de la radiacion 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 funcion de la longitud de onda y por consiguiente del

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

;Penetra la atmésfera
terrestre?

Tipo de radiacion ~ Radio Microondas Infrarrojo Visible  Ultravioleta Rayos X Rayos gamma
Longitud de onda (m) 1072 10°° 0.5 x10°® 10°® 107 1
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longitud de onda es T

la mds intensa 1K 100 K 10,000 K 10,000,000 K

-272°C -173°C 8727°C ~10,000,000°C

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-
lizacion de las mismas para la elaboracion de instrumentos tecnoldgicos que permitan

resolver problemas de tipo analitico ya sea cuantitativo o cualitativo.

Las interacciones que ocurren entre la materia y la energia electromagnética, se
pueden describir gracias a que los modelos de explicacion que existen sobre la materia
se fundamentan en las caracteristicas ondulatorias de las particulas que la componen.

[38]

La espectroscopia hace uso de las interacciones de la radiacion electromagnética
con la materia para obtener informacion de moléculas o sustancia estudiada en particu-
lar. Ya que el analito inicialmente posee la energia en su estado basal, la espectroscopia
utiliza energia en forma de calor, electricidad, luz, particulas o sometiéndola a reaccion
quimica para estimular la materia a analizar, dicha estimulacién provoca una transicion
de algunas especies del analito a un estado de energia excitado. La radiacion emitida del
analito al regresar a su estado de energia basal o absorbida para obtener el estado de
energia excitado es medida con el fin de adquirir informacion acerca del analito. Los
resultados se representan por graficos de la radiacion (espectro) en funcion de la fre-

cuencia o longitud de onda. [39]

Por lo anterior, la espectroscopia se divide en espectroscopia de absorcion y es-
pectroscopia de emision. Es importante mencionar, que de acuerdo a la longitud de onda
que utilizan los espectrofotometros también se clasifican en: espectroscopias de rayos
X y cristalografia 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 unicamente a la espectroscopia

ultravioleta visible, la cual se trata en el punto 2.4.3.3.5.2.
2.4.3.3.1. Absorcion de la luz

Cada especie molecular es capaz de absorber su propia frecuencia caracteristica
electromagnética, como se describe en la figura 2.7. Dicho proceso al incidir una radia-
cion electromagnética en la materia disminuye su intensidad ya que se transfiere energia
a las moléculas de ésta. Por tanto, el rayo incidente es atenuado por la absorcion de la

energia de acuerdo a la Ley de la absorcion (Ley de Beer). [39]
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Figura 2.7. Métodos de Absorcion. El analito puede absorber parte de la energia radiante incidente Po y
se transmite un haz de menor energia radiante P. Para que pueda haber absorcion, la energia del rayo
incidente debe corresponder a uno de los niveles de energia mostrados en b). En ¢) se ilustra el espectro

de absorcion del analito [35].

Las medidas de la absorcion 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 monocromatica 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.

11 = 10. 10_Kl
(Ec. 7)
1
lag—0 =Kl
I
(Ec. 8)

Donde I; es la intensidad de la luz transmitida, Iy es la intensidad de la luz
incidente, K el coeficiente de extincion de la sustancia en general sin estar en disolucion, y

la | el espesor de la capa.

Me preparo para servir mejor. Pagina 33



UMSNH Facultad de Quimico Farmacobiologia.

2.4.3.3.1.2. Ley de Beer

Cuando un rayo de luz monocromatica pasa a través de un medio absorbente su
intensidad disminuye exponencialmente a medida que aumenta la concentracion de la
sustancia absorbente en el medio [45].

Figura 2.8. Ley de Beer [45].

Il == 10. 10_KC

(Ec.9)
log—=Kc

(Ec. 10)

Donde I; es la intensidad de la luz transmitida, Iy es la intensidad de la luz
incidente, K el coeficiente de extincion de la sustancia en general sin estar en disolucion, y

¢ la concentracion de la muestra.

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

establece:
11 == Io. 10_SC1
(Ec. 11)

Donde ¢ es el coeficiente de extincion molar, ¢ la concentracion de la muestra y | 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 energia

radiante, la cual presenta la siguiente relacion [46]:
Iy

A=log—

og I

(Ec. 12)

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

porcentajes) y se relaciona intimamente con la absorbencia. Su expresion matematica es la

siguiente [44]:
I
%T =—x 100
Iy
(Ec. 13)
Iy
A=log—
og I,
(Ec. 14)
Entonces:
1
A= —log <?) =2 —log%T
(Ec.15)

2.4.3.3.1.2.1 Limitaciones de la Ley de Beer

La Ley de Beer describe solamente el comportamiento de la absorcion en solu-
ciones diluidas. Ya que a concentraciones mayores de 0,01 M, el espacio entre los iones
o moléculas disminuye afectando la distribucion de carga de las particulas vecinas. Lo
anterior provoca que existan desviaciones en la linealidad de la relacion de la absorban-
cia y la concentracion. Este mismo fendmeno se observa en soluciones diluidas de sus-
tancias absorbentes como los electrolitos. Entre las causas mas importantes que hacen
que la Ley de Beer sea desviada, se encuentran las reacciones quimicas del analito con

el disolvente y el instrumento mismo o su incorrecta manipulacion. [39]
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2.4.3.3.1.3. Espectros de absorcién

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

otras aplicaciones. [44]
2.4.3.3.1.4. Transiciones moleculares debido a la absorcién

Las moléculas experimentan tres tipos de transiciones: transicion electronica,
transicion por vibracion y transicion por rotacion. Dichas transiciones se dan como con-
secuencia de la absorcion de la energia de la radiacion con la cual tenga contacto la

molécula. [39]
2.4.3.3.1.5 Instrumentos para las mediciones de absorcion

Ya que el andlisis espectrofotométrico se basa en la interaccion de la energia 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 espectrofotometros, los cuales se describen enseguida.
2.4.3.3.5.1. Componentes de los espectrofotdmetros.

Los principales componentes de los espectrofotdmetros son los siguientes (ver figura
2.9):

a) Fuentes de radiacion.

La fuente debe generar un haz que pueda ser detectado y medido. Su voltaje de-
be ser estable en periodos considerables. Las fuentes espectroscopicas se clasifi-
can de dos formas: fuente continua; su intensidad varia de manera gradual en
funcién de la longitud de onda, como ejemplo senalamos la lampara de tungste-
no, la cual emite radiacion entre 320 y 2 500 nm; y fuente de lineas, emite un
nimero 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 seleccion de la longitud de onda que se requiere, se utili-
zan los monocromadores, los cuales se encargan de desdoblar la luz en haces
monocromaticas [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 espectro-
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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
seflales de la intensidad de luz en senales eléctricas. [39]

¢) Detector fotométrico y registrador: el primero traduce la sefial 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 sefal del detector y la compara para

generar una medida de escala determinada. [38]
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Figura 2.9. Partes mas comunes de un espectrofotometro [48].

2.4.3.3.5.2 Fotometros y espectrofotémetros de UV — visible.

Estos instrumentos operan en la region ultravioleta-visible, utilizan ya sea un
monocromador o un policromador junto con un transductor, un filtro para la seleccion
de onda, pueden ser de haz sencillo o de doble haz y se utilizan para medir absorban-

cias. [39]

Para la calibracion 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 mas importantes en un laboratorio de cualquier tipo, es la

medicion, 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 algan producto, la
verificacion del cumplimiento de alguna especificacion, cumplimiento de alguna norma,
diagnostico de enfermedades, tratamientos posibles a enfermedades, entre otros, en to-
dos los campos de su aplicacion. Es por esto que, la medicion se ha considerado como
uno de los puntos criticos en la evaluacion del desempefio 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. Definicion de Material de Referencia (MR)

Segun el Vocabulario Internacional de Metrologia (VIM) un Material de Refe-
rencia es aquel material o sustancia en la cual uno o mas valores de sus propiedades
son suficientemente homogéneos y estan bien definidos para permitir utilizarlos para la
calibracion de un instrumento, la evaluacion de un método de medicion, o la asignacion

de valores a los materiales. [50]
2.5.5.2. Definicion de MRC

Segun la Guia de la ISO 30:1992 un Material de Referencia Certificado es un
material de referencia, acompafiado de un certificado, en el cual uno o mas valores de
sus propiedades estan certificados por un procedimiento que establece su trazabilidad
con una realizacion exacta de la unidad en la que se expresan los valores de la propie-
dad y para la cual cada valor certificado se acompafia de una incertidumbre con la

indicacion 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 patrén y mezclas de gas; generalmente preparadas por métodos gra-
vimétricos a partir de sustancias puras.

b) Sustancias puras; caracterizadas por la pureza quimica y/o trazas de impurezas.
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¢) Materiales de referencia matriciales; caracterizados por la composicion. Estan
preparadas por matrices de materiales naturales o sintéticos que contengan
componentes de interés.

d) Materiales de referencia fisico-quimicos; caracterizados por sus propiedades,
como la viscosidad o la densidad optica.

e) Objetos de artefactos de referencia; caracterizados por las propiedades funciona-
les como el gusto, el olor, la dureza y el indice de octano. Incluye especimenes

microscopicos.
2.4.4.4. Clasificacion de los MRC

De acuerdo al procedimiento y la dificultad de obtencion, asi como su calidad final se

clasifican en [50]:

e Materiales de Referencia primarios
e Materiales de Referencia secundarios

e Materiales de Referencia de trabajo o internos.
Segun los procedimientos de analisis se clasifican en [52]:

°  Tipo I: aplicacion directa de las leyes de la fisica o parametros quimicos. En esta
se realizan los calculos basados en las leyes fisicas o pardmetros quimicos para
obtener el resultado.

°  Tipo II: cuantificacion por interpolacion en una curva de calibracion. Cuando las
diferencias entre el analito y la calibracion es despreciable comparado con la in-
certidumbre del resultado.

°  Tipo II: cuantificacion por interpolaciéon en una curva de calibracion cuando
existe influencia matricial. Se compara el analito con muestras de calibracion de

contenido conocido.
2.4.4.5. Caracteristicas de los MRC

Se pueden agrupar en dos categorias [53]:
Requisitos basicos:

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

muestra dentro de los limites 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 aproximacion 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.
» Precision: la incertidumbre que acompana al certificado debe ser tan pequefio

como sea posible.

Los certificados de los materiales de referencia indican la incertidumbre de me-
dicién que acompafia 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 calculo de incertidumbre de las mediciones en forma general.
2.4.5. La Incertidumbre

La naturaleza es perfecta y por ello dificil 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 precision que le permitan obtener una informacion mas
cercana a la realidad, ya que en si desconocemos lo que es la verdad. Las mediciones
que se realizan diariamente en las diferentes actividades del hombre, encierran en si
una imprecision a consecuencia de la misma naturaleza de la medicion [54]. Sin embar-
go existen parametros que hacen que se tenga una concepcion 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
célculo de la incertidumbre de la medicion ya que toda medicion lleva implicita una

incertidumbre.

La intencion de realizar una medicion es determinar el valor de una magnitud
conocida como mensurando, el cual, se define como el atributo sujeto a medicion de un

fendmeno, cuerpo, o sustancia distinguido de otros por sus cualidades y sus medidas. La

Me preparo para servir mejor. Pagina 40



UMSNH Facultad de Quimico Farmacobiologia.

identificacion del mensurando tiene una relevante importancia ya que de ella depende el

correcto calculo de la incertidumbre. [54]
2.4.5.1. Error e incertidumbre

Ninguna medicion realizada es absolutamente precisa, de ahi la importancia de
estimar la desviacion 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]:
€ = Xmea — Xreal
(Ec. 16)

Seguiin el VIM la incertidumbre es un pardmetro que caracteriza la dispersion de

los valores que pueden ser atribuidos razonablemente al mensurando.
2.4.5.2. Célculo de la incertidumbre

De a cuerdo a lo establecido en la norma NMX-EC- 17 025-IMNC-2006 los la-
boratorios de ensayo o calibracion deben contar con un procedimiento de calculo de

incertidumbre de la medicion. [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 medicion. 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 calculo de la incertidumbre de la medicion
no existe un solo procedimiento establecido de manera universal, ya que esta dependera
del tipo de medida, del equipo utilizado, principio de medicion, personal, en fin de las

fuentes de incertidumbre particulares de cada medicion. [57]

La Guia para estimar la incertidumbre de la medicion establece los siguientes

pasos para el Calculo de Incertidumbre de una medicion [54]:
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Elaboracion de un modelo (fisico y mateméatico) de la medicion.

Intentar estudiar el proceso de medicion de manera completa y exacta no esta a
nuestro alcance, por ello, es necesario simplificar dicho proceso considerando para su
estudio solo las caracteristicas mas importantes que nos permitan cumplir con el objeti-
vo pretendido, haciendo uso de los modelos para la medicion, tal es el caso del modelo
fisico, el cual, consiste en traducir la realidad fisica a una posibilidad de estudiar dicho
fenomeno por medio de instrumentos y técnicas matematicas [57]. El modelo fisico se
expresa por medio del lenguaje matematico, este modelo estima la aproximacion de la
representacion imperfecta de las relaciones de las variables involucradas en una medi-

cion [36].

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

blecen por el conjunto:
{X:}
Donde i toma valores desde 1 hasta N.

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

funcion:

Y = f({Xl}) = f(leXZI "'!XN)
(Ec. 17)

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

cho formalismo.

2.4.5.2.1. Identificacion de fuentes de incertidumbre y calculo de la incertidumbre

estandar.

Existen varias fuentes de incertidumbre entre los mas comunes encontramos

[56]:

e [a definicion del mensurando.
e Método de medicion.
e Principio de medicion.

e Instrumentos de medicion.
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e Ambiente de medicion.

e Observador o el que realiza la medicion.
e M¢étodo de calculo.

e Reproducibilidad.

e Incertidumbre del material de referencia.
e Repetibilidad de las lecturas.

e Resultados de la calibracion del instrumento.

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

echar alguna que sea importante para el calculo de incertidumbre [57].
2.4.5.2.2. Cuantificacion de las fuentes de incertidumbre.

Las fuentes de incertidumbre se clasifican en dos grandes grupos [57]:
Fuentes de incertidumbre con evaluacion Tipo A.

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

Para analizar una serie de datos obtenidos, primeramente nos interesa describir
la distribucién que presentan dichos datos para ello se realiza un histograma y un poli-
gono de frecuencias. Existen diferentes tipos de distribucion de probabilidad, aunque la
mas estudiada y la mas comtn en la mayoria de los fendmenos fisicos presentes en la

naturaleza y eventos cotidianos es la distribucion normal. [55]
Distribucion normal.

Esta distribucion fue reconocida por primera vez por el francés Abraham de
Moivre (1667-1754). Mas tarde Gauss realizo estudios mas a fondo y formul6 la ecua-

cion de la curva. Los parametros mas importantes que determinan esta distribucion son:

La media: resultado de dividir la sumatoria de todos los datos entre el nimero de
estos. Se puede calcular para datos agrupados y para datos no agrupados, segun sea el

caso. [59]

Para datos no agrupados se tiene la expresion [58]:

Yim1 X

n

X =
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(Ec. 18)

donde X es la media muestral, Y,/ ; x; es la suma de los elementos de la muestra

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

Para datos agrupados [59]:

Yiz1Cif

n

X =

(Ec. 19)

Donde n es el nimero total de datos, x; es el dato unitario, f es la frecuencia y C;

es la clase.

La desviacion estandar: es la dispersion de los datos con respecto al centro de la

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

e (g _)?)2
n—1

(Ec. 20)

Caracteristicas de la distribucion normal, ver figura 2.10, [60]:

e Forma. Es una campana simétrica con respecto a su centro, los extremos de la
curva son asintdticas 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 distribucién normal
e Parametros. El valor esperado es la media y varianza es la desviacion estandar.
e Funcion de densidad.
1 (x-w)?

e 202
oV2m

fx) =

(Ec. 21)
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donde p es la media y o la desviacion estandar.

El area bajo la curva es igual a uno, y la repeticion de los experimentos hace que
la distribucion obtenida sea normal, aunque esto tiene una restriccion ya que resulta

contraproducente en la vida real.

El valor de la incertidumbre estandar u(x;) de los datos que presentan esta dis-

tribucion es igual a la desviacion estandar experimental de la media y se expresa como

[56]:

_ X
u(x) = o(X) = %
(Ec. 22)

Cuando se tiene un buen control estadistico del método, en ese caso, se calcula
la incertidumbre estandar utilizando en lugar de la desviacion estandar experimental, la

desviacion estandar.

u(x;) =

Sl

(Ec. 23)

Distribucion rectangular.

Esta distribucion se presenta cuando la distribucion de probabilidad es uniforme

en un cierto intervalo [a+, a], la funcion de densidad estd dada por [61]:

1
=— sia_<x<
f(x) g Sla-=x=a,

(Ec. 24)

a;—a-

(ay—a-)?

La esperanza matematica es >

, mientras que la varianza es

El valor de la incertidumbre se obtiene mediante [56]:

a, —a_
W
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(Ec. 25)
O bien por:

a
u(x;) = ——=
(x) 2v/3
(Ec. 26)
Los instrumentos digitales presentan esta distribucion.

Distribucion triangular.

La variable aleatoria que toma valores en el intervalo [a., a+] presenta un maxi-
mo en la mitad de ese intervalo y disminuye de manera lineal en sus extremos hasta

llegar a cero [55].

Su funcion de densidad esta dada por [62]:

f) ={%sms:¢s19
(Ec. 27)
f(x)={%sibesC
(Ec. 28)
La media es:
a+b+c
W=—"73""
(Ec. 29)
La varianza es:
2 :a2+b2+cz+ac—ab—bc
18
(Ec. 30)

El valor de la incertidumbre se calcula mediante [56]:
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c—a c—a

W) ==

(Ec. 31)

Evaluacion tipo B.

Es determinada por métodos no estadisticos, tales como certificados de calibra-
cion, experiencia, datos del instrumento otorgados por el fabricante, en fin, diferentes

fuentes de informacion. [56, 58]
Determinacion de incertidumbre estandar combinada.

La incertidumbre estandar combinada se basa en la ley de propagacion de incer-
tidumbres, se combinan las incertidumbres estandares tanto de tipo A como de tipo B

[55].

La incertidumbre estandar combinada se calcula mediante la expresion [56]:

N N of 2
w0 = [Ylaul? = [ |2 ut)
i=1 i=1

(Ec. 32)

Donde u(x;) es la incertidumbre estandar de la fuente i, Cj es el coeficiente de sensibi-

lidad.

— af(XllXZr "'rXN)

“ 0X; X1=%1.XN=XN
(Ec. 33)
2.4.5.2.3. Determinacidn de la incertidumbre expandida.
Se realiza mediante la expresion [63]:
U=k.u,
(Ec. 34)
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Donde k es el nivel de confianza, que toma valores generalmente de 2.
Expresion de resultados [56].

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

manera como.:
Y=y U
(Ec. 35)

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

mayor precision se pueden utilizar tres cifras significativas.
La distribucion t Student.

Este estadistico indica la distancia que existe entre la X y la p, expresandola en desvia-

ciones tipicas, cuando el tamafio de muestra es pequefio [64].

X—pu

t =

Bk

(Ec. 36)

La ecuacion anterior es la distribucion t con n — 1 grados de libertad. Donde x
es la media muestral, la u es la media poblacional, n el tamafio de muestra y s la desvia-

cion estandar tipica.

Propiedades de la distribucion [65].

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

o

Su dispersion es mayor en comparacion a la distribuciéon normal estandarizado.
°  Existe mayor probabilidad en las colas de la curva que en el centro, debido a la
sustitucion de o por s introduce mayor variacion en el estadistico.

A mayor grado de libertad la curva se aproxima mas a una distribucion normal.

Grados de libertad.

Me preparo para servir mejor. Pagina 48



UMSNH Facultad de Quimico Farmacobiologia.

Se entiende por grados de libertad al nimero 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 parametro para calcular un estadistico los grados
de libertad se reducen en 1. Por tanto, cuando se consideran k parametros para un es-

tadistico los grados de libertad estan dados por n —k, ver figura 2.11, [66]:

Lo M AT

=

Figura 2.11. Grafica de curvas de la distribucion t dependiendo de los grados de libertad [67].

Grados de libertad =n — k
Calculo del estadistico.

Para determinar el valor del estadistico t, se plantean las hipotesis 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 criticos con los niveles de confianza requeridos y sefalar las zonas de acepta-
cion y rechazo de las hipotesis y finalmente se concluye de acuerdo a los resultados si se

acepta o rechaza la hipotesis 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 parametro con una probabilidad esta-

blecida. El intervalo de confianza mas utilizado es el 95 %. [68]

Me preparo para servir mejor. Pagina 49



UMSNH Facultad de Quimico Farmacobiologia.

El nivel de confianza es la probabilidad de que el valor verdadero de un para-
metro se encuentre dentro de un intervalo de confianza y se denota como 1 — a. Siendo
o la probabilidad de equivocarnos en la determinacion del valor y se conoce como nivel

de significancia. [68]

El célculo de incertidumbre de las mediciones tiene una gran importancia en to-
dos los métodos, instrumentos, procedimientos que tengan que ver con mediciones. Asi
en la caracterizacion de los espectrofotdmetros juega un papel muy importante el calcu-
lo de incertidumbre ya que con este parametro podemos saber qué tan cerca o lejos se
esta del valor convencionalmente verdadero. En el proximo punto del capitulo se des-

criben los métodos y pruebas para la caracterizacion del espectrofotometro.

2.4.6. Métodos y pruebas para la caracterizacion de un espectrofoto-

metro

La caracterizacion es una serie de pruebas y calibraciones con sus respectivos
calculos 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 caracterizacion de un espectrofotometro segin el procedimiento utilizado por
el CENAM (Centro Nacional de Metrologia) incluye la calibracion de la escala de lon-
gitud de onda, la escala fotométrica y la cuantificacion de los errores por luz extraviada,

ruido fotométrico, estabilidad, linealidad, etc.

La calibracion de un espectrofotometro segiin 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 medicion 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 metodologia.
Caracterizacion de la longitud de onda espectrofotométrica.

Para evaluar la longitud de onda, se utilizan materiales de referencia tales como
los filtros de 6xido de holmio, 6xido de didimio y patrones fisicos absolutos (lampara de

descarga de gases nobles), los materiales de referencia utilizados para este fin deben de

Me preparo para servir mejor. Pagina 50



UMSNH Facultad de Quimico Farmacobiologia.

tener una banda de absorcion 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 realizacion de las mediciones.

e Establecer una linea base con el compartimento de muestras vacio para obtener
un 100 % de transmision (transmitancia).
e Establecer el 0 % de transmision (transmitancia).

e Tomar la lectura 10 veces minimo del material de referencia.

Las mediciones son realizadas en funcién de los pardmetros que tienen mayor in-
fluencia en la medicion como son: el ancho de banda espectral y la velocidad de barrido.
Se realiza la comparacion de los resultados obtenidos con respecto a los reportados del

material de referencia y se calculan las diferencias mediante la ecuacion:
AL = ApATRON — ANIST
(Ec. 37)

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

de al calculo de la incertidumbre con las siguientes ecuaciones:

2

dy ,
Uc = Z(d_XkUA> +UB

(Ec. 38)

Ulab = [(ZSR)Z + (Ucerl:.NIST)Z]l/2

(Ec. 39)

Error = A; — Acert.NiST donde :

1/2

Dp = [ (4% = Anea)?/(n = 1)]
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(Ec. 40)

Uy = DR/”‘U2
(Ec. 41)

donde AJ; es la diferencia de longitudes de onda, Alyeq €s €l promedio de las diferencias

del grupo de mediciones, D es la desviacion estandar y n el nimero de mediciones.

Se evaluan las incertidumbres combinadas y se toma la decision correspondien-

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

También se realiza la caracterizacion de la longitud de onda con la lampara de
mercurio. Para la calibracion se utilizan los anchos de banda espectral de 0,1 nm, 1 nm
y 3 nm. Para la identificacion de los picos maximos se usa un software y los valores
obtenidos son comparados con los valores certificados, se calcula la media y su desvia-
cion estandar y se determina la incertidumbre. Posteriormente se analizan los resultados

y en caso de ser necesario se determinan las ecuaciones de ajuste segun corresponda.

Finalmente se caracteriza la longitud de onda con el uso del filtro de 6xido de

didimio, siguiendo con el mismo procedimiento anterior.
Caracterizacion de la escala fotométrica.

Este método nos permite conocer la situacion 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, asi como la cuantificacion de

los efectos debidos al ruido y estabilidad fotométrica.

Los materiales de referencia mas comun 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:

e [Establecer la linea base con el comportamiento demuestras vacio para obtener
el 100 % de transmision.
e Establecer el 0 % de transmision.

e Tomar la lectura del material de referencia 10 veces como minimo.
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Caracterizacion 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 asi como las condiciones especificas a las que se

lleva a cabo la determinacion.
Caracterizacion 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 vacia. Se expresa en su cer-

tificado la incertidumbre relativa.
Caracterizacion de la escala fotométrica con el uso del filtro 2 031.

Con este método se obtiene la calibracion 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-

cio.

Se realizan los calculos con las siguientes ecuaciones:

(Ec. 42)
Donde r es el coeficiente de correlacion de Pearson.

Cuando la r = 1, se utilizan las siguientes ecuaciones para calcular la incerti-

dumbre combinada.

R—R
n—

S(E,R) = Z(E - E) *

(Ec. 43)
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2

dy ,
Uc = Z(d—XkUA) +UB

(Ec. 44)
Uap = [(2Sr)* + (Ucerenisr)?]?

(Ec. 45)
Error =T; = Teere.nist

(Ec. 46)
n 1/2

De = | D (AT; = AType)?/(n = 1)

i=1

(Ec. 47)

U, = Dg/n'/?
(Ec. 48)

Donde SRy es la covarianza, AT; es la diferencia de los valores de transmision,
AT ned es el promedio de las diferencias del grupo de mediciones, D la desviacion

estandar y n el nimero 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 fotomeétrica

La linealidad es establecida cuando la sefial 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

medicion.
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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).

I(a+b)

@+

L(a+b)=[

(Ec. 49)

Esta ecuacion permite obtener las diferencias de la radiacion cuando es dividido
el haz de incidencia, en caso de ser mucho mayor que el cero se deriva una ecuacion de

correccion y se aplica.

El método establece que se realicen 10 lecturas teniendo como resultados los

promedios de cada medicion.

Lal(a + b), I(@), I(b), se utiliza para evaluar:

[ 1a+b)
L(a + b) = [m -1
(Ec. 50)
n 1/2
Di(a) = [Z(Ii - 1@)" /(n - 1)]
i=1
(Ec.51)
n , 1/2
DI(b) = [Z (1= 1(8)) /(n— 1)]
i=1
(Ec. 52)
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n 1/2

DI(a+b) = [Z (Ii - I(a—-l-b))z /(n—1)

i=1
(Ec. 53)

Siendo D Ia desviacion estandar y la incertidumbre de la linealidad puede ser

evaluada como se indica a continuacion:
U? = DI(a)? + DI(b)?/[1(@) + 1(B)]’
(Ec. 54)

En algunos casos por cuestiones de disefio de los espectrofotometros 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 medicion de la absorbencia de
soluciones sucesivas de dicromato de potasio a incrementos de concentraciones, o bien,

midiendo la absorcion aditiva de una serie de filtros.
Ruido fotométrico.

Esta prueba se monitorea como una funciéon del tiempo, que determina la varia-
cion del barrido espectral en un intervalo de longitud de onda establecido, el ruido es
establecido por filtros de densidad neutra como 6xido de holmio, 6xido de didimio, en-
tre otros, para determinar el pico maximo y minimo a lo largo de toda la distribucion

espectral.

Estabilidad fotométrica.

La prueba se monitorea como una funcién del tiempo, que determina la variabi-
lidad del valor fotométrico en un tiempo establecido, los valores obtenidos dependen de

la lampara utilizada y se realiza con el compartimento de muestras vacio.
Linea base plana.

La prueba determina las variaciones del valor fotométrico, a lo largo de toda la

distribucion espectral o el intervalo deseado, con el compartimento de muestras vacio.
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Las diferencias entre los picos maximos y minimos se determinan al intervalo de longi-

tud de onda especificado.
Confirmacion 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 maximo y minimo de la banda de absorcion o emision, se calcula el
promedio de transmitancia y con este valor se localiza el punto de interseccion de los
limites 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 capitulo presente a continuacion se describen los algoritmos que

se utilizaran en el presente trabajo de investigacion.
2.4.7. Algoritmos

La interpolacion permite calcular los valores intermedios de datos experimenta-
les que no son descritas por una funcion que los represente. La interpolacion por lo ante-
rior es una herramienta matematica de frecuente seleccion en las ciencias experimenta-
les. Los métodos mas conocidos para obtener ecuaciones de interpolacion son el Méto-

do de Lagrange y el Método de Newton. [70, 71, 72]
2.4.7.1. Interpolacion por el método de Lagrange.

Este método debido a Joseph Louis Lagrange consiste en obtener valores inter-
medios de n+1 niimeros de datos experimentales que no tienen una funcion que los re-
presente. La interpolacion por el método de Lagrange utiliza la interpolacion polino-

mial, la cual consiste en determinar el orden del polinomio que ajusta los datos. [70]

La expresion de la interpolacion de Lagrange es [71]:

f) = ) LIGOFC)
i=0

(Ec. 55)

Donde n es el grado del polinomio,
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n+1

. X—Xj
beo =] [
17t

(Ec.56)
I denota el “producto de” es decir [70]:
) _ e=xo)(x=x1) .. (X=X 1) (X=X 41) .. (X—Xp)
L‘(x) - (xi=x0) (xj=%1) (i =xi-1) (X=X 41) - (Xx;—X7)
(Ec. 57)

Por tanto la expresion de Lagrange se transforma en [71]:
n+1
fu @) = Zf(xa 1_[

xl
]:tl
(Ec. 58)
Asi por ejemplo paran =1, n =2, n =3 tenemos [72]:
o X—Xq X—Xq
filx) = xo_xlf(xo) + P f(xq)
(Ec. 59)
_ (x=xp)(x—x3) (x Xo)(x—x3) (x —x0)(x—x1)
fa(x) = (xo—xl)(xo—XZ)f( Xo) + 1—x0)(x1 x2)f( ) + 2=%0) (X2 =% )f(xZ)
(Ec. 60)
100 = (= x9) (x — x2) (x — x3) Flxo) + (x = x0) (x — %) (x — x3)
’ (xo — x1) (xg — x2) (%0 — x3) Yo (1

— x0)(x1 — x3) (X — x3)f( x)
(x — x0) (x — x1) (x — x3)

G~ = x0G =
(x — x0) (x — x1) (x — x3)

(x3 = x0) (3 — x1) (x5 — xz)f(x3)

(Ec. 61)
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Y asi sucesivamente segun el grado del polinomio.
2.4.7.2. Interpolacion por el método de Newton.

El método de Newton permite obtener el polinomio de interpolacion a partir de

un nimero de puntos dado, utilizando las diferencias divididas de Newton. [70]

La ecuacion general para la obtencion de la funcion por este método es la si-

guiente [71, 72]:
fa(x) = fo + filx — x0) + f2(x —x0)(x — x1) + -+ fr(x — x0) (x — x1) ... (X — xp_1)
(Ec. 62)

Las f; se obtienen mediante una tabla de diferencias divididas, las cuales se definen

de la siguiente forma:

e Diferencia dividida de orden O:

f [x;] = fi
(Ec. 63)
e Diferencia dividida de orden 1:
fi—fi
f[xil x_]] - xj_xi
(Ec. 64)
e Diferencia dividida de orden 2:
o, xi] = flxx)]
f[xi'xj'xk] - Xp—X;
(Ec. 65)
Diferencia dividida de orden mas alto [60]:
[ ]
_ f[erx3r "-xt’] B f[xllef "-x{’]
f[xlle' '-'x{’] -
Xe—X1
(Ec. 66)
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CAPITULO 111

Materiales y método

Me preparo para servir mejor. Pagina 61



UMSNH Facultad de Quimico Farmacobiologia.

A través de la experiencia, la observacion y la deduccion 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 meta 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-
cion, con mayor razon 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, asi, tenemos entonces diferentes métodos de investi-
gacion cientifica tales como el método inductivo, deductivo, deterministico, probabilis-
tico, inferencial, retrospectivo, entre otros, aunque es importante mencionar que la utili-
zacion de un solo método no es exclusivo para la realizacion de una investigacion de-

terminada ya que ella puede abarcar mas de un método.

Nosotros en particular utilizamos el método deductivo, debido a que nuestro es-
tudio se basa en la obtencion de ecuaciones de interpolacién para materiales de referen-
cia certificados utilizados en la calibracion de espectrofotdometros 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 continuacion:

e Certificado de calibracion del espectrofotdmetro Cary 5000.
e Filtros de densidad optica neutra de 1, 3, 10, 20, 30, 50 y 90% utilizada en la ca-
libracion del espectro Cary 5000 como material de referencia.

e Software Maple 12,0.

e Software Microsoft Excel.

3.2. Métodos

Se utiliza para la realizacion de este trabajo el Certificado de Calibracion del Espectro-

fotometro de radiacion UV- Visible Cary 5000.
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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 interpolacion de Lagrange y Newton ex-
puestos en el capitulo dos apartado 2.4.7. Aunque el método presentado permite la asig-
nacion 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 dpticos.

En el siguiente capitulo se presentan los resultados obtenidos para posteriormen-

te ser analizados.
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CAPITULO IV

Presentacion de resultados
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La importancia de una investigacion radica en los resultados ya que a través de
ellos se han podido conocer muchos fendmenos 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 aproximacion 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 medicion.

Es por ello que presentamos en el presente capitulo los resultados obtenidos en nuestro

trabajo de investigacion.

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 X; la longitud de
onda a la cual se realiza la medicion y f(x;) la lectura de la absorbancia para X;.

Las ecuaciones que se muestran a continuacion fueron obtenidas utilizando los métodos
de Lagrange y Newton descritos en el capitulo dos (Ecuaciones 55 y 62 respectivamen-

te), por medio del software maple 12.0 para cada material de referencia.

Material 1%

[ Xi f(x)

0 440,0 0,0063
1 465,0 0,0065
2 546,1 0,0065
3 590,0 0,0059
4] 6350 0,0057
5 700,0 0,0032
6 750,0 0,0031

Tabla 1
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Ecuacion obtenida por el método de Lagrange

fo(x) = 29,56950784 — 3,167091795 X 10~ x + 1,403213557 X 107 3x?
—3,291358202 X 107°x3 + 4,311011626 x 10~ %x* — 2,989888626
x 10712x5 + 8,578740865 x 10~ 16x°®

Ecuacion obtenida por el método de Newton

fo(x) = 29,56950793 — 3,167091805 x 10~ 1x + 1,403213561 x 10~ 3x?
—3,291358212 x 107°x3 4+ 4,311011638 x 10~ °x* — 2,989888634
x 10712x5 4 8,578740887 x 10~ 16x6

Material 3%

i Xi (i)

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

Ecuacion obtenida por el método de Lagrange

fo(x) = 13,41906988 — 1,444406654 x 10~ 1x + 6,435932066 x 10~ *x?
—1,519031655 X 107°x3 + 2,002865386 x 10~ %x* — 1,398651019
x 10712x5 + 4,041001591 x 10~ 16x®

Ecuacion obtenida por el método de Newton

fo(x) = 13,41906990 — 1,444406655 X 10~ 1x + 6,435932073 x 10~ *x?
—1,519031656 x 107°x3 + 2,002865388 x 10~ x* — 1,398651020
x 10712x5 + 4,041001594 x 10~ 16x®
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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

Tabla 3

Ecuacion obtenida por el método de Lagrange

fo(x) = 3,345518485 — 3,420611409 X 107%x + 1,445378777 x 10™*x?
—3,230336384 x 107 7x3 + 4,029539676 x 10~ 10x*
—2,661337974 x 10~ 3x5 + 7,273839120 x 10~ 17x°

Ecuacion obtenida por el método de Newton

fo(x) = 3,345518522 — 3,420611448 x 10 %x + 1,445378794 x 10~ *x2
—3,230336422 x 107 7x3 + 4,029539724 x 10~ 10x*
—2,661338007 x 10~13x5 + 7,273839213 x 107 17x°

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

Tabla 4
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Ecuacion obtenida por el método de Lagrange

fe(x) = —6,695753035 + 7,111255967 x 10~%x — 3,121323057 X 10~ *x?
+7,249190154 X 107 7x3 — 9,395689281 x 10~ 10x*
+ 6,443972104 x 107 13x5 — 1,827195364 x 10~ 16x°

Ecuacion obtenida por el método de Newton

fo(x) = —6,695753016 + 7,111255947 x 10 %x — 3,121323048 X 10~ *x?
+7,249190134 X 107 7x3 — 9,395689255 x 10~ 10x*
+ 6,443972086 x 107 13x5 — 1,827195359 x 10~ 16x°

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

Tabla 5

Ecuacion obtenida por el método de Lagrange

fo(x) = 3,492843285 — 3,739558445 x 10~ %x + 1,656530391 X 10~ *x?
—3,884076306 x 107 7x3 + 5,083747836 x 10~ 10x*
—3,521707495 x 10™3x5 + 1,008767292 x 10~ 16x°

Ecuacion obtenida por el método de Newton
fo(x) = 3,492843309 — 3,739558469 x 10~ %x + 1,656530402 X 10~ *x?

—3,884076332 x 10~7x3 + 5,083747869 x 10~ 10x*
—3,521707518 x 107 13x5 + 1,008767299 x 10~ 16x°
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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

Ecuacion obtenida por el método de Lagrange

fo(x) = 5,420093983 — 5,426825446 x 10~ %x + 2,245628668 X 10™*x?
—4,915753211 x 107 7x3 + 6,006266375 x 10~ 10x*
—3,885502595 x 107 13x5 + 1,040170421 x 10~ 16x®

Ecuacion obtenida por el método de Newton

fo(x) = 5,420093990 — 5,426825453 X 10~ %x + 2,245628672 X 10~ *x?
—4,915753219 x 107 7x3 + 6,006266385 x 10~ 10x*
—3,885502601 x 10713x5 + 1,040170423 x 10~ 16x°

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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Ecuacion obtenida por el método de Lagrange

fo(x) = —3,682147744 + 3,778345108 x 107%x — 1,601168270 X 10~ *x?
+3,588526227 X 107 7x3 — 4,486599511 x 10~ 10x*
+2,967518765 x 107 13x5 — 8,113886217 x 10~ 17x°

Ecuacién obtenida por el método de Newton

fo(x) = —3,682147731 + 3,778345094 x 1072x — 1,601168264 X 10~ *x?
+3,588526212 x 107 7x3 — 4,486599491 x 10~ 10x*
+2,967518751 x 10~13x5 — 8,113886177 x 10~17x°
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Graficos de las ecuaciones obtenidas por los métodos de Lagrange y

Newton

Interpolacion del material de 1% (Ec. por Lagrange)
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X 10712x5 + 8,578740865 x 10710x°
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Interpolacion del material de 1% (Ec. por Newton)
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Interpolacion del material de 3% (Ec. por Lagrange)

0.004 f(x) = 13,41906988 — 1,444406654 x 10~ 1x + 6,435932066 x 10~*x2
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Interpolacion del material de 10% (Ec. por Lagrange)

0.0024
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Interpolacion del material de 20% (Ec. por Lagrange)
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Interpolacién del material de 30% (Ec. por Lagrange)

fo(x) = 3,492843285 — 3,739558445 X 10~ 2x + 1,656530391 x 10~ *x?
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Interpolacion del material de 50% (Ec. por Lagrange)

fis(x) = 5,420093983 — 5,426825446 x 10™2x + 2,245628668 x 10*x?
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0.0022
0.0021
0.002
@  Seriesl
Polinémica (Series1)
0.0019
0.0018

Absorbancia

0.0017
400 450 500 550 600 650 700 750 800
Longitud de onda (nm)
Gréfico 6a
Interpolacién del material de 50% (Ec. por Newton)
fo(x) = 5,420093990 — 5,426825453 x 10~ %x + 2,245628672 x 10~ *x2
—4,915753219 x 107 7x% + 6,006266385 x 107 10x*
0.0023 —3,885502601 X 10713x5 + 1,040170423 x 10~ 10x°® Rz 1
0.0022
3
2
s 0.0021
5
2
< @ Seriesl
0.002
Polinédmica (Series1)
0.0019
0.0018
0.0017
400 450 500 550 600 650 700 750 800
Longitud de onda
Gréfico 6b
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Interpolacion del material de 90% (Ec. por Lagrange)

fo(x) = —3,682147744 + 3,778345108 X 10~2x — 1,601168270 x 10~ *x?

0.00154 +3,588526227 x 107x3 — 4,486599511 x 10~ 10x*
-13.,.5 -17.,.6
0.00152 +2,967518765 x 10 —8,113886217 x 10 Vx R2=1
0.0015
0.00148
]
‘S 0.00146
.§ & Seriesl
2
2 0.00144 Polinémica (Series1)
0.00142
0.0014
0.00138
0.00136
400 450 500 550 600 650 700 750 800
Longitud de onda (nm)
Grafico 7a
Interpolacion del material de 90% (Ec. por Newton)
fo(x) = —3,682147731 + 3,778345094 x 10~2x — 1,601168264 X 10™*x2
0.00154
+3,588526212 x 1077x% — 4,486599491 x 10~ 10x*
0.00152 +2,967518751 x 10~13x5 — 8,113886177 x 10~17x® R=1
0.0015
0.00148
8
S 0.00146
3
S
.2 0.00144 & Seriesl
0.00142 Polindmica (Series1)
0.0014
0.00138
0.00136
400 450 500 550 600 650 700 750 800

Longitud de onda (nm)

Grafico 7b

Estos resultados se analizan en el siguiente capitulo.
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CAPITULO V

Analisis de datos
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Una de las etapas mas importantes en una investigacion cientifica es el analisis
de los datos, el cual significa extraer del comportamiento del fenomeno reflejado en
cierta forma en los resultados, para obtener la informacion pretendida de él, para su me-
jor comprension y utilidad del conocimiento obtenido. Por lo anterior, analizaremos los
resultados presentados en el capitulo anterior con el fin de conocer el comportamiento

de los datos y comparar las ecuaciones obtenidas por los métodos correspondientes de

interpolacion.

5.1. Analisis de datos

A continuacion se realiza una comparacion de los datos reportados en el certificado de
calibracion con respecto a los determinados por los métodos de interpolacién mencio-
nados en el capitulo 2.4.7, utilizando un analisis de varianza (ANOVA) como prueba

estadistica y un nivel de significancia de 0,05 en todos los casos. (Revisar anexo A)

TABLA DE COMPARACION DE VALORES SIN CONSIDERAR RESOLU-
CION DEL INSTRUMENTO DE MEDICION.
Tipo de mate- Reportado por el certifica- | Obtenido por el método de | Obtenido por el método
rial/Longitud de onda. do de calibracion. Lagrange. de Newton.
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
g 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

Para el material de 1%, los resultados obtenidos por ambas ecuaciones de inter-
polacion y los reportados en el Certificado de Calibraciéon no muestran diferencia signi-
ficativa, asi también se observa que no hay diferencia significativa entre los resultados

obtenidos por uno u otro algoritmo de interpolacion. [Revisar tabla 16 del anexo]
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TABLA DE COMPARACION DE VALORES SIN CONSIDERAR LA RESO-
LUCION DEL INSTRUMENTO DE MEDICION.

Tipo de material/Longitud Reportado por el certifi- | Obtenido por el método de | Obtenido por el método
de onda. cado de calibracion. Lagrange. de Newton.
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 interpolacion mencionada, con respecto a los resultados
reportados en el Certificado de Calibracion no muestran diferencia significativa al rea-
lizar el ANOVA, asi también los resultados calculados por la ecuacion determinada por
el método de interpolacion de Lagrange y el de Newton, respectivamente, no muestran

diferencia significativa. (Ver tabla 16 del anexo A).

TABLA DE COMPARACION DE VALORES SIN CONSIDERAR RESOLU-
CION DEL INSTRUMENTO DE MEDICION.
Tipo de material/Longitud Reportado por el certifi- | Obtenido por el método de | Obtenido por el método
de onda. cado de calibracion. Lagrange. de Newton.
440,0 0,0020 0,002 0,002
. 465,0 0,0020 0,002 0,002
% 546,1 0,0023 0,0023 0,0023
2 590,0 0,0022 0,0022 0,0022
‘Q"Z 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 calibracion para el material de 10%, y los valores obtenidos por las ecuaciones
de interpolacion de Lagrange y Newton, no muestran diferencia significativa.

Ademas se observa que los resultados calculados por las ecuaciones obtenidas por am-
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bos métodos de interpolacion no existe diferencia significativa (ver tabla 16 del anexo

A).

TABLA DE COMPARACION DE VALORES SIN CONSIDERAR RESOL U-
CION DEL INSTRUMENTO DE MEDICION.

Tipo de material/Longitud Reportado por el certifi- | Obtenido por el método de | Obtenido por el método

de onda. cado de calibracion. Lagrange. de Newton.
440,0 0,0018 0,0018 0,0018
. 465,0 0,0018 0,0018 0,00180001
:% 546,1 0,0018 0,0018 0,00180001
ii 590,0 0,0019 0,0019 0,00190001
g 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.

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 calibracion, y los valores obtenidos por las ecuaciones de
interpolacion obtenidas, tampoco existe diferencia significativa entre los valores calcu-

lados por uno u otro método de interpolacion (ver tabla 16 del anexo A).

TABLA DE COMPARACION DE VALORES SIN CONSIDERAR RESOL U-
CION DEL INSTRUMENTO DE MEDICION.

Tipo de material/Longitud de Reportado por el certifi- | Obtenido por el método de | Obtenido por el método
onda. cado de calibracion. Lagrange. de Newton.
440,0 0,0016 0,00160001 0,00160001
R 465,0 0,0016 0,00160001 0,00160001
§ 546,1 0,0016 0,00160001 0,00160001
':2 590,0 0,0016 0,00160002 0,00160001
g 635,0 0,0017 0,00170002 0,00170001
= 700,0 0,0016 0,00160002 0,00160001
750,0 0,0016 0,00160002 0,00160001

Tabla 12

Los valores reportados en el certificado de calibracion para el material de
30% y los valores calculados por las ecuaciones de interpolacion obtenidos por ambos

métodos de interpolacion, no muestran diferencia significativa tras haber realizado el
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ANOVA con un nivel de significancia de 0,05, observandose también que no hay dife-
rencia significativa entre los resultados obtenidos por el método de interpolacion de

Lagrange y los obtenidos por el método de interpolacion de Newton (ver tabla 16 del

anexo A).

TABLA DE COMPARACION DE VALORES SIN CONSIDERAR RESOL U-
CION DEL INSTRUMENTO DE MEDICION.

Tipo de material/Longitud de Reportado por el certifi- | Obtenido por el método de | Obtenido por el método
onda. cado de calibracion. Lagrange. de Newton.
440,0 0,0021 0,0021 0,00210001
R 465,0 0,0018 0,0018 0,00180001
§ 546,1 0,0022 0,00219999 0,0022002
é 590,0 0,0021 0,00209999 0,00210002
g 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 13

Entre los valores calculados por los métodos de interpolacion de Lagrange y Newton
y los reportados por el certificado de calibracion, 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 interpolacion de La-

grange con respecto al resultado obtenido por el método de Newton (ver tablal6 del anexo A).

TABLA DE COMPARACION DE VALORES SIN CONSIDERAR RESOL U-
CION DEL INSTRUMENTO DE MEDICION.

Tipo de material/Longitud de Reportado por el certifi- | Obtenido por el método de | Obtenido por el método
onda. cado de calibracion. Lagrange. de Newton.
440,0 0,0014 0,0014 0,00139999
R 465,0 0,0015 0,0015 0,00149999
§ 546,1 0,0014 0,0014 0,00139999
',q:i 590,0 0,0015 0,0015 0,00149999
g 635,0 0,0015 0,0015 0,00149999
= 700,0 0,0014 0,0014 0,00139998
750,0 0,0015 0,0015 0,00149998

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 interpolacion
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de Lagrange y Newton respecto a los reportados en el certificado de calibracion 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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CAPITULO VI

Conclusiones
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La importancia de la calibracion de los equipos e instrumentos utilizados en un
laboratorio de ensayo y calibracion o en los laboratorios que cuentan con un sistema de
gestion de la calidad, como ya se ha mencionado anteriormente, destaca el papel crucial
de los materiales de referencia para un sin nimero de mediciones que permitan otorgar-
le la confiabilidad a los resultados obtenidos en ella, convierten a estos materiales en
una necesidad basica y por ende cada dia con mayor exigencia. Este suceso debido a los
costos de estos materiales nos confiere a los interesados de esta area la responsabilidad
de buscar procedimientos capaces de resolver esta gran demanda y al mismo tiempo
facilitar el servicio.

Por lo anterior, nuestro trabajo de investigacion cobra importancia debido a que
ya no es necesaria la caracterizacion 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 continuacion se enumeran las conclusiones obtenidas.

e Los métodos de interpolacion de Lagrange y Newton, permitieron deducir las
ecuaciones que describen las absorbencias de los materiales de referencia certifi-
cados para la caracterizacion de micro placas de ELISA a longitudes de onda
entre 440 a 750 nm satisfaciéndose de esta manera la hipotesis planteada en el
primer capitulo.

e Es posible calcular las absorbencias de los materiales de referencia utilizados en
la caracterizacion de micro placas de ELISA con las ecuaciones de interpola-
cion obtenidas, a diferentes longitudes de onda (440 — 750nm), como se muestra
en las tablas 8 - 14. [74]

e No existe diferencia significativa entre los valores reportados por el certificado
de calibracion y los obtenidos por las ecuaciones de interpolacion de Lagrange y

Newton, (Revisar las tablas 8-14).
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e Se puede utilizar indistintamente el algoritmo de interpolacion 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).

e Este método no es exclusivo para mediciones en lectores de micro placas de
ELISA, ya que se puede utilizar para otros equipos € instrumentos que presenten
las caracteristicas cualitativas que el expuesto en este trabajo.

e Este método permitira disminuir los costos econdmicos y en tiempo en la cali-
bracion de equipos de medicion 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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VISION

Controlando las variables dependientes mencionadas en el primer capitulo nos
permite satisfacer la hipotesis establecida, sin embargo, existe la posibilidad de que los
resultados obtenidos se alteren al modificar dichas variables, es por ello, que el método
propuesto tendria que ser validado para poderse aplicar en los laboratorios y posterior-
mente revalidado por cada laboratorio que lo utilice. La determinacion de la incerti-
dumbre para los valores calculados por el método de interpolacion, se puede realizar
con una buena exactitud utilizando herramientas matematicas, aunque este tendria que
ser comprobado objetivamente con una investigacion al respecto, la utilizacion del pro-
cedimiento propuesto se puede extender a otros equipos de analisis, no sélo a los Lecto-
res de micro placas de ELISA, que presenten las mismas caracteristicas cualitativas que
las analizadas en el presente trabajo. La calidad es mas costosa mientras mas 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 fisicas que gobiernan los fendmenos y procesos de las mediciones.
También es importante mencionar que este procedimiento se deja a juicio y considera-

cion de los organismos que pudieran hacer uso de él.
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TRABAJO A FUTURO

Al realizar una investigacion, 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 ademads 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 investigacion.

e Asignar la incertidumbre asociada a los valores de caracterizacion de micropla-
cas de ELISA determinados por la interpolacion de Newton y Lagrange.

e Validacion del método de interpolacion utilizado en este trabajo.
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ANEXO A
Analisis de varianza (ANOVA)

Es una prueba estadistica que consiste en un procedimiento aritmético que des-
compone un total de cuadrados en sus respectivos componentes, cada uno asociado a
fuentes de variacion reconocida. Se utiliza en el analisis 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 vias [68]. En nuestro in-
terés para analizar los resultados obtenidos se utiliza el analisis de varianza de un solo

factor o de una sola via.

Asi por ejemplo para el material de 90% se tiene:

1.- Estableciendo la Hipotesis nula y alternativa.

a) Ho: las p; =p, ; Hipdtesis nula.

b) Ha:las pu; #u, ; Hipotesis alternativa.

Donde p; es la media de los valores reportados por el certificado de calibracion, p, es la

media de los valores calculados por el método de interpolacion de Lagrange.

2.- Tabulando los valores:

Reportado por | Obtenido por

el certificado | el método de

de calibracion. [ 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:

Analisis de varianza de un factor

RESUMEN

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Reportado por el certifi-
cado de calibracion. 7 0,0102 0,00145714  2,8571E-09
Obtenido por el método
de Lagrange. 7 0,0102 0,00145714  2,8571E-09
ANALISIS DE VARIANZA

Suma de Grados de  Promedio de los Valor critico

Origen de las variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad 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.- Interpretacion del resultado obtenido

Como se observa en la tabla 15,1 b, el valor de F calculada es 0 y el F critico es

de 4,7422534 con un nivel de probabilidad de 0,05, por tanto, comparando las F obteni-

das se tiene que la F critica es mayor que la F calculada, lo que significa que se acepta la

hipotesis nula y se rechaza la alternativa, es decir no existe deferencia significativa entre

los valores obtenidos por el método de interpolacion de Lagrange y los valores reporta-

dos por el certificado de calibracion.

Utilizando el mismo procedimiento descrito, se obtienen los siguientes resultados:
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Tipo de | Valores reportados en el certifi- | Valores reportados en el certi- | Valores obtenidos por la
mate- cado de calibracion y los obte- | ficado de calibracion y los | ecuacion de interpolacion de
rial. nidos por la ecuacion de inter- | obtenidos por la ecuacion de | Lagrange y de Newton.
polacion de Lagrange. interpolacion de Newton.
F calculada F critica F calculada F critica F calculada F critica
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 474722534
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 474722534 | 5,7025E-07 | 4,74722534
90% 0 4,74722534 | 2,025E-07 4,74722534 | 2,025E-07 474722534

Tabla 16. Comparacion de los resultados obtenidos en el ANOVA.
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GLOSARIO

e Algoritmo: instrucciones donde se especifica una secuencia de operaciones pa-

ra la solucion de un problema. [75]

e Ampere (A): intensidad de una corriente, que mantenida en dos conductores
paralelos, rectilineos, de longitud infinita de seccion circular despreciable colo-
cados a un metro de distancia entre si en el vacié produciria entre estos conduc-

tores una fuerza igual a 2 X 107 newton por metro de longitud.

e Calibracidon: operacion que bajo condiciones especificadas establece, en una
primera etapa, una relacién 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
informacion para establecer una relacion que permita obtener un resultado de

medida a partir de una indicacion. [24]

e Calidad: totalidad de las caracteristicas que determinan la habilidad para satis-

facer necesidades determinadas. [76]

e Candela (cd): intensidad luminosa, en una direccion dada de una fuente que
emite una radiacién monocromatica de frecuencia 540 X 10 '* Hz y cuya inten-

sidad energética en esa direccion es de 1 / 683 watt por esteradian.

e Estabilidad de un instrumento de medida: aptitud de un instrumento de me-
dida para conservar constantes sus caracteristicas metrolégicas a lo largo del

tiempo. [24]

e Incertidumbre: “pardmetro no negativo que caracteriza la dispersion de los

valores atribuidos a un mensurando, a partir de la informacion que se utiliza”

[24].

e Interpolacion: elegir una funcion de una clase de funciones, tal que, contenga

al conjunto de puntos dados de los cuales se busca la funcion. [77]

e Intervalo de trabajo y ambito lineal: aptitud que posee el método para obtener

resultados proporcionales a la concentracion del analito.
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e Kelvin (K): fraccion 1 /273,16 de la temperatura termodinamica del punto libre
del agua.

e Kilogramo (Kg): masa igual a la del prototipo internacional del Kilogramo.

e Limite de cuantificacion: es la minima cantidad determinada por un método
con una incertidumbre asociada a un nivel de confianza establecida [30].

e Limite de deteccion: “valor medido, obtenido mediante un procedimiento de
medida dado, con una probabilidad [ de declara erroneamente la ausencia de
un constituyente de un material, dada una probabilidad o de declarar erronea-
mente su presencia’” [24].

e Metro (m): magnitud de la trayectoria recorrida por la luz en el vacidé en un

lapso de 1 /299 792 458 de segundo.
e Metrologia: ciencia de las mediciones y sus aplicaciones. [24]

e Mol (mol): cantidad de materia que contiene tantas unidades elementales como
atomos existen en 0,012 kilogramos de carbono 12 (**C).

e Recuperacion: proporcion del analito presente en la muestra que puede ser
cuantificada por el método de ensayo [30].

¢ Repetibilidad: “precisién de medida bajo un conjunto de mediciones de repeti-
bilidad”. Una condicion de repetibilidad de una medicion es una condicion de
medicion, 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 operacién y el mismo lugar, asi como mediciones repe-
tidas del mismo objeto o de un objeto similar en un periodo corto de tiempo
[24].

e Reproducibilidad: “precision de medida bajo un conjunto de condiciones de
reproducibilidad” una condicion de reproducibilidad es una condicion de me-
dicion, 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 deberan ser especificados pa-

ra que tenga validez la expresion de la reproducibilidad [28].

e Resolucion: minima variacion de la magnitud de medida que da lugar a una

variacion perceptible de la indicacion correspondiente. [24]
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e Robustez: es la cuantificacion de la capacidad que tiene un procedimiento
analitico de no ser alterado por pequenas variaciones en el método, el cual indi-
ca su fiabilidad [30].

e Segundo (s): duracion de 9 192 631 770 periodos de la radiacion correspon-
diente a la transicion entre los dos niveles hiperfinos del estado base del atomo
de cesio 133.

e 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 si o de otras
magnitudes existentes en el fenomeno, cuerpo o sustancia en estudio” [24].

e Sensibilidad: “cociente entre la variacion de una indicacion de un sistema de
medida y la variacion correspondiente del valor de la magnitud de medida”
[24].

e Sesgo: “valor estimado de un error sistemdtico” [24].

e Trazabilidad metroldgica: 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]

Me preparo para servir mejor. Pagina 94



UMSNH Facultad de Quimico Farmacobiologia.

BIBLIOGRAFIA

[1] Lefcovich Mauricio. Kaizen - La gestion japonesa de la excelencia. [En linea]. [Fe-
cha de consulta: 2010 01 27]. Disponible en http://www.tuobra .unam.mx /publicadas /
04081 008 3831.html.

[2] Mi Tecnoldgico. EVOLUCION de la calidad. [En linea]. F. B. R. Evolucién de la
calidad en el tiempo. [Fecha de consulta: 2009 10 27]. Disponible en
http://www.mitecnologico.com/Main/EvolucionCalidad.

[3] Cruz Ramirez, José. HISTORIA de la Calidad. [En linea]. [Fecha de consulta:
2009 10 _21]. Disponible en http://www.tecnologiaycalidad.galeon.com/calidad/6.htm.
[4] BARTOLOME Lépez Lucas. NORMALIZACION. [En linea]. [Fecha de consulta:
2009 10 22]. Disponible en http://www.dibujotecnico.com/saladeestudios / teoria /
normalizacion/Introduccion/introduccion.php

[5] TOBON Londofio Fabio. Director ejecutivo ICONTEC. ANTECEDENTES de la
normatividad en aseguramiento de la calidad 1SO 9000 y las normas ISO 14 000 e ISO
18 000, mitos y realidades. [En linea]. [Fecha de consulta: 2009 11 _10]. Disponible en
http://www.ingenieroambiental.com/4014/antecedentes.pdf

[6] GESTIOPOLIS. ¢(QUE es I1SO? [En linea]. Derechos reservados a Carlos Lopez.
[Fecha de consulta: 2009 11 10]. Disponible en http://www. gestiopolis.com /recursos
/ experto/catsexp/pagans/ger/49/iso.htm

[7] ANTECEDENTES de los organismos mundiales de normalizacion. [Fecha de con-
sulta: 2009 10 22]. [En linea]. Disponible en www.itescam.edu.
mx/principal/sylabus/fpdb/recursos/r6916.DOC

[8] ORGANIZACION Internacional para la Estandarizacion (ISO). [En linea]. [Fecha
de consulta: 2009 09 12]. Disponible en http://WWW .bahacalifornia.gob .mx / regis-
trocivilbc/iso_informa.2htm

[9] EVOLUCION de las normas ISO 9000. [En linea]. [Fecha de consulta:
2009 11 _09]. Disponible en http://www.sayce.com.mx/index.php?id=57

[10] Norma Mexicana ISO/IEC 17 025:2005 NMX-EC-17 025-IMNC-2006

[11] AUTOR anoénimo. EI existencialismo. [En linea]. [Fecha de consulta:
2010 _01 27]. Disponible en http://filosofia.idoneos.com/index.php/350148.

Me preparo para servir mejor. Pagina 95



UMSNH Facultad de Quimico Farmacobiologia.

[12] ACADEMIA de ciencias Luventicus. Diversas acepciones del concepto de ver-
dad. [En linea]. [Fecha de publicacion: 2003 10 22]. [Fecha de consulta: 2010_01_27].
Publicada en la Republica Argentina. Disponible en
http://www.luventicus.org/articulos/03A017/index.html.

[13] AGUERO Gustavo [Et al.]. La Aventura del pensamiento Cientifico moderno. [En
linea]. Primera edicion. México. Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo
Secretaria de Difusion Cultural y Extension Universitaria. Aflo de publicacion 2002.
[Fecha de consulta 2010 01 27]. Capitulo I Kuhn, Popper y la Historia de la ciencia.
Disponible en  http://www.intec.edu.do/biblioteca/pdf/ISO/ISO690-ISO-690-2.pdf.
ISBN 968-7598-63-8.

[14] PRINCIPIO de causa y efecto. [En linea]. [Fecha de consulta: 2010 01 27]. Dis-
ponible en http://webs.ono.com/rafmursan/Jerarquia.html.

[15] ERNEST Mach. [En linea]. [Fecha de consulta: 2010 _01 27]. Disponible en libra-
ry.thinkquest.org/18033/mach2.html.

[16] FERNANDEZ Sanz Luis. Teoria de la medicion. [En linea]. [Fecha de publica-
cion: 1998 11 30]. [Fecha de consulta: 2010 01 27]. Disponible en
http://www.sc.ehu.es/jiwdocoj/remis/docs/teoriamedicion.html.

[17] CURSOS JAVA. Principio de Indeterminacion de Heisenberg. [En linea]. [Fecha
de publicacion: 2004 04 09]. [Fecha de consulta: 2010 01 28]. Disponible en
http://www.ciencia.net/VerArticulo/?idTitulo=Principio%20de%20indeterminaci%F3n
%20de%20Heisenberg.

[18] ENCICLOPEDIA. ORGANIZACION Internacional para la normalizacion. [En
linea]. Actualizado el 2008 05 15. [Fecha de consulta: 2009 12 05]. Disponible en
http://enciclopedia.us.es/index.php/Organizaci%C3%B3n_Internacional para la norma
lizaci%B3n.

[19] SECRETARIA de economia. LA Organizacion Internacional de Normalizacion
ISO. [En linea]. Publicado en México D.F. [fecha de consulta: 2009 12 04]. Disponible
en http://www.economia.gob.mx/?P=516

[20] SERVICIO de atencion al cliente. LOS principales organismos internacionales de
normalizacion. [En linea]. Publicado el 2008 11 25 en Canada. [Fecha de consulta:
2009 10 27]. Disponible en  http://www.termium.gc.ca/didacticiel ~  tuto-
rial/espanol/lecon5/page5 2 4 s.html#sublinkl.

Me preparo para servir mejor. Pagina 96



UMSNH Facultad de Quimico Farmacobiologia.

[21] UNIVERSIDAD de Sevilla Biblioteca. BIBLIOTECA de Ingenieros. Organismos
de Normalizacion. [Editorial desconocido]. [En linea]. [Fecha de consulta:
2009 10 27]. Disponible en http: //bib.us. es/ingenieros/recursos /normas/Organismos_
normalizacion-ides-idweb.html

[22] EL sol de México Juan Antonio Garcia Villa. Normalizacién en México. [En
linea]. Publicada en México el 2004 01 16 en la pagina 2. [Fecha de consulta:
2009 11 _11]. Disponible en www.itescam.edu.mx /principal/ sylabus/fpdb / recursos /
ra347.00C.

[23] INTERNATIONAL Organization for Standarization. Acerca de 1SO. [En linea].
Editorial ~desconocido. [Fecha de consulta: 2009 10 20]. Disponible en
http://www.iso.org.mx/iso/public/web/acerca.htm.

[24] VOCABULARIO Internacional de Metrologia. CONCEPTOS fundamentales y
generales, y términos asociados (VIM). JCGM 200: 2008. [En linea]. [Fecha de consul-
ta: 2010 01 13]. Disponible en http://www.sim-metrologia. org.br/ docs /
span_VIM.pdf
[25] RICARDO Martinez Ramirez. Consultor Internacional de la FAO. TALLER Sub-
regional sobre Metodologia de Muestreo Analitico, Principios de Metrologia Cientifica
y Calculos de Incertidumbre. [En linea]. [Fecha de consulta: 2010 01 13]. Disponible
en www.rlc.fao.org/es/inocuidad/codex/rla3014/pdf/muest05.pps.

[26] Autor anonimo. EL ERROR en las mediciones. [En linea]. [Fecha de consulta:
2010 _01 13]. Disponible en http://www.fing.uncu.edu.ar/catedras/ fisica i/archivos
/errores.pdf.

[27] CENTRO Nacional de Metrologia. SISTEMA Internacional de Unidades. [En
linea]. Editado en Querétaro México. [Fecha de consulta: 2010 01 13]. Disponible en
http://www.cenam.gob.mx/siu.aspx.

[28] FERNANDEZ Ruiz Ramén. SEMINARIO DE Métodos estadistico basicos en el
laboratorio. PROPAGACION de errores en las medidas de laboratorio. [En linea]. [Fe-
cha de edicion: 2004 07 25]. [Fecha de consulta: 2010 01 13]. Disponible en
http://www.uam.es/personal pas/txrf/estadistica/estadis.html#15
[29] CENTRO Nacional de Metrologia. HECTOR Nava Jaimes. Félix Pezet Sandoval.
Ignacio Hernandez Gutiérrez. El Sistema Internacional de Unidades. [En linea]. [Fecha
de consulta: 2010 01 13].Editado en Querétaro México en Mayo del 2001 Disponible
en http://satori.geociencias.unam.mx/LGM/Unidades-CENAM.pdf

Me preparo para servir mejor. Pagina 97



UMSNH Facultad de Quimico Farmacobiologia.

[30] VALIDACION de Métodos. Documento de PPT. [En linea]. [Fecha de consulta:
2010 _01 13]. Disponible en http://www.suelos .org.ar/adjuntos /validacion _metodos
analiticos.pdf

[31] REINA Manuel. Métodos en biologia celular. ELISA. [En linea]. Editorial desco-
nocido. [Fecha de dultima actualizacion: 2003 09 15]. [Fecha de consulta:
2009 11 19]. Disponible en http://www.ub.es/biocel/wbc/tecnicas/elisa.htm.

[32] Dra. MARTIN Cabrejas Maria Angeles. Préacticas de tecnologia y caracterizacion
de productos lacteos. [En linea]. [Fecha de publicacion: 2004]. [Fecha de consulta:
2009 12 09]. Disponible en http://web.uam.es/ personal pdi/ciencias/ mariamc / lac

teos /paractica7.htm

[33] Dra. Nora Fernandez. ELISA. [En linea]. Presentacion de Power Point. [Fecha de
publicacion:  2007]. [Fecha de consulta: 2010 05 19]. Disponible en
http://www.higiene.edu.uy/parasito/trabajos/elisa.pdf

[34] ORGANIZACION Panamericana de la Salud. Manual de mantenimiento para
equipo de laboratorio. Analizador de ELISA. [En linea]. [Fecha de publicacion 2005].
[Fecha de consulta: 2009 11 24]. Disponible en
http://www.paho.org/spanish/ad/ths/ev/lab_manual-mantenimiento.pdf

[35] BIOGEN,[En linea]. [Fecha de consulta: 2010-06-09]. [Fecha de publicacion junio
de 2010]. Disponible en http://www.biogen.es/biogenshop/catalog/images/Labnet/ Or-
bit300-Bandeja4microplacas.jpg

[36] TIPLER Mosca. FISICA para la ciencia y la tecnologia. Capitulo 36. Atomos. Vo-
lumen II. Editorial Reverté. Afio 2005. Paginas consultadas 1 093 —1 113

[37] J.W. Kane/M. M. Sternheim. Fisica. Editorial reverté. Enero del 2007. 2* edicion.
[38] Historia de las ciencias desde la antigliedad hasta nuestros dias. Desiderio Papp/
editorial Andrés bello /1996. Pagina consultada 211 — 214

[39] E.JJ.MEEHAN en Treatise on Analytical Chemistry, segunda edicion, parte I, vo-
lumen 7, capitulos 1-3. P.J. Elving e 1. M. Kolthoff (editores), Wiley, Nueva York,
1981; J. D. Ingle Jr. y S. R. Crouch, Spectrochemical Methods of Analysis, prentice-
Hall, Englewood Cliffs, Nueva Jersey, 1988. J. E. Crooks, the Spectrum in Chemistry,
Academic Press, Nueva York, 1978.

[40] FISICA 3 [En linea]. [Fecha de consulta: 2010-06-09]. [Fecha de publicacion
2008]. Disponible en http://www.preparatoriaabierta.com.mx/fisica-
3/images/fisica 3 Completo img 341.jpg

Me preparo para servir mejor. Pagina 98



UMSNH Facultad de Quimico Farmacobiologia.

[41] SIMON Delgado Maria Josefa. La energia de la luz. [En linea]. [Fecha de consulta:
2009-12-11]. Disponible en http://www. cubasolar.cu/ biblioteca/energia /Energial7 /
HT ML/articulo10.htm.

[42] Mariana Lanzara. Astro diccionario. [En linea]. [Fecha de edicion: 2009]. [Fecha
de consulta: 2009 01 07]. Disponible en http://www.astronomia 2009. es/astro diccio-
nario /Espectro_Electromagnetico.html

[43] UNIVERSO cuantico. Las ondas de television por el espacio. [En linea]. [Fecha de
publicacion: 2009 10 06]. Disponible en http://universocuantico. wordpress. com/
2009/10/26/1as-ondas-de-television-por-el-espacio/

[44] GFDL. Tipos de espectrometria. [En linea]. [Fecha de consulta: 2010 01 13]. Dis-
ponible en http://www.espectrometria.com/tipos_de espectrometra.

[45] INSTRUMENTACION basica en quimica. [En linea]. [Fecha de publicacién:
2009 11 27]. [Fecha de consulta: 2010 04 21]. Disponible en http://expbasquimica-
g1-zb-09-10.wikispaces.com/Pr%C3%Alctica+7.

[46] Autor anénimo. FOTOMETRIA. [En linea]. [Fecha de consulta: 2010 01 14].
Disponible en www2.uah.es/mapa/Professor%20Sample%?20Site/.../Fotometria.doc

[47] Juarez Castafieda Jorge E, Carranza Gallardo Jazmin. El concepto de ancho de
banda en espectrofotometros de barrido y una propuesta de su determinacion instru-
mental. [En linea]. [Fecha de consulta: 2010 01 09]. Disponible en http://www. ce-
nam.mx/publicaciones /gratuitas/ descarga/simposio%202002/doctos/te015.pdf

[48] UNIVERSIDAD de Chile. Refraccion molar. [En linea]. [Fecha de consulta:
2010 04 21]. Disponible en: http://mazinger.sisib.uchile.cl /repositorio/ap/ cien-
cias_quimicas_y farmaceuticas/ap-fisquim-farm3/c5.2.html

[49] CENAM. Programa de Certificacion de Materiales de Referencia Trazables al SI.
[En linea]. [Fecha de consulta: 2009 10 21]. Disponible en http://www.cenam .mx
/materiales /programa_cert.asp#top.

[50] CEM (Centro Espafiol de Metrologia). Lopez Maria Teresa (Jefa del Laboratorio
de Materiales de Referencia). Materiales de Referencia. [En linea]. [Fecha de consulta:
2009 10 21]. Disponible en http://www.iat.es/simce/html/subidas/descarga/mr.pdf.

[51] ENAC. Glosario de términos. [En linea]. [Fecha de consulta: 209 11 _11]. Dispo-
nible en http: //bioaplicaciones.galeon.com/ENAC/micro/Pagel5.html

[52] SECRETARIA de la economia. La Organizacion de la Norma ISO. [En linea].
[Fecha de consulta: 2010 01 14]. Disponible en http://www.economia.gob.mx/?P=516

Me preparo para servir mejor. Pagina 99



UMSNH Facultad de Quimico Farmacobiologia.

[53] LACEMI. Materiales de referencia. [En linea]. [Fecha de consulta: 2009 10 21].
[Fecha de publicacion: 2008]. Disponible en
http://www.lacemi.cubaindustria.cu/mr.htm.

[54] Encuentro Nacional de Metrologia Eléctrica, 15 16 y 17 de Junio del 2005. Moreno
J. Angel. Metodologia para el Céalculo de Incertidumbre. [En linea]. [Fecha de

[55] CALCULO de incertidumbres y forma de expresar los resultados de las précticas.
[En linea]. [Fecha de consulta: 2010 01 13]. Disponible en www.gae. ucm.es/fisatom /
docencia /bio0001/doc/errores.doc

[56] CENAM. Wolfgan A. Schmid y Ruben J. Lazos Martinez. Guia para estimar la
incertidumbre de la Medicion. [En linea]. [Fecha de publicacion: Mayo del 2000]. [Fe-
cha de consulta: 209 11 11]. Disponible en http://www.unalmed. edu.co/~infisica
/paginas /cursos/paginas_cursos/metrologia/documentos/GUM CENAM.pdf

[57] UNIVERSIDAD DE RIO CUARTO. Facultad de Ingenieria. Ing. Marcos Felici.
Ing. German Zamanillo. Calculo de la incertidumbre. [En linea]. [Fecha de consulta:
2010 01 12]

[58] UNIVERSIDAD de San Carlos de Guatemala. GONZALEZ Lopez Francisco Ja-
vier. Estadistica e incertidumbre de las mediciones. [En linea]. [Fecha de consulta:
2010 01 _13]. Disponible en www.sistemasrlc. com/sitebu ildercontent /.../1 4esta dI sti
ca.ppt.

[59] QUESADA Ibarguen Victor Manuel y Vergara Scmalbach Juan Carlos. ESTADIS-
TICA Basica con aplicaciones en MS Excel. [En linea]. [Fecha de consulta:
2010 01 13]. Disponible en http://www.eumed.net/libros/2007a/239/indice.htm
[60] AUTOR ANONIMO. Distribucion normal. [En linea]. [Fecha de consulta:
2010 _01 13]. Disponible en http://www.itchihuahuaii .edu.mx/academico /cb /meg /
documentos/1.3.htm.

[61] UNIVERSIDAD de Magala. Facultad de medicina. Bioestadistica. Distribucion
uniforme o rectangular. [En linea]. [Fecha de consulta: 2010_01_13]. Disponible en
http://www.bioestadistica.uma.es/libro/node77.htm
[62] Universidad Nacional de Colombia. Distribuciones estadisticas de probabilidades
continuas. [En linea]. Editada por la Direccion Nacional de Servicios Académicos Vir-
tuales [Fecha de consulta: 2010 _01_13]. Disponible http://www.virtual. unal.
edu.co/cursos/sedes/manizales/4060015/Lecciones/Capitulo%20VI/distribuciones.htm#t

riangular.

Me preparo para servir mejor. Pagina 100



UMSNH Facultad de Quimico Farmacobiologia.

[63] Ing. Laura Sandoval Montafio- Viridiana del Carmen de Luna Bonilla- Virgilio
Green Pérez. Préactica Interpolacion Numérica. Elaborado por Programacion avanzada
y Métodos Numéricos. [En linea]. [Fecha de consulta: 2009 09 21]. Disponible en
http://1cp02.fi-b.unam.mx/Interpolaci_n_numerica.pdf

[64] PERTEGA Diaz S. y PITA Fernandez S. Métodos paramétricos para la compara-
cion de dos medias. t de Student. [En linea]. Publicada en Espana. [Fecha de actualiza-
cion: 2001 01 23]. [Fecha de consulta: 2010 02 09]. Disponible en
http://www fisterra.com/mbe/investiga/t student/t student.asp.

[65] INSTITUTO Tecnologico de Chihuahua. Teoria de pequefias muestras o teoria
exacta del muestreo. [En linea]. [Fecha de consulta: 2010 02 09]. Disponible en
http://www.itch.edu.mx/academic/industrial/estadistical/cap03.html.

[66] DISTRIBUCION t de Student. [En linea]. [Fecha de consulta: 2010 02 09]. Dis-
ponible en http://www.itchihuahuaii.edu.mx/academico/CB/MEG/documentos/1.8.htm.
[67] MATERIAL y métodos. [En linea]. [Fecha de consulta: 2010-04-21]. Disponible
en http://www.cybertesis.edu.pe/sisbib/2003/vega_es/html/TH.3.html

[68] MATEMATICAS avanzadas y estadistica para ciencias e ingenierias por BENJU-
MEA C Acebedo, DESAMPARADOS Fernandez Ternero, MARQUEZ Garcia Maria
Del Carmen, NUNEZ Valdés Juan, VILCHES Alarcén José A. SECRETARIADO de
publicaciones de la Universidad de Sevilla. 2006. Paginas 236-240.

[69] CENTRO NACIONAL DE METROLOGIA. Métodos y pruebas para la caracteri-
zacion del espectrofotometro del CENAM. 1.Q. 1. Arquimedes Ruiz O. El Marqués,
Qro., México. Primera edicion, Septiembre, 1996. Segunda Impresion, diciembre, 2002.
[70] M. Valenzuela. Métodos Numéricos (SC-854). Interpolacion. [En linea]. [Fecha de
publicacion: 2008 02 26]. [Fecha de consulta: 2009-09-21]. Disponible en
http://www.mty.itesm.mx/dtie/deptos/cb/cb00854-1/Apuntes/interpol.pdf .Pagina 4-6
[71] MANTILLA Prada Ignacio. ANALISIS numérico. Impreso por Universidad Na-
cional de Colombia. 2004. Paginas 187-190.

[72] RICHARD L. Burden y J. Douglas Faires. Editorial: Iberoamericana. 1985. Capitu-
lo tres pagina 93.

[73] MATERIAL y métodos. [En linea]. [Fecha de consulta: 2010-04-21]. Disponible
en http://www.cybertesis.edu.pe/sisbib/2003/vega es/html/TH.3.html

[74] GABINO Estevez Delgado, MARIA GUADALUPE Ruiz Vega y CECILIA Flores

Clemente. Interpolacion para materiales de referencia en lecturas de lectores de micro-

Me preparo para servir mejor. Pagina 101



UMSNH Facultad de Quimico Farmacobiologia.

placas de ELISA. VII encuentro, Participacion de la Mujer en la Ciencia. Centro de In-
vestigaciones en Optica, A. C. Paginas: 4. Fecha de publicacion:

[75] UNAM, Definicion y descripcion de algoritmo. [En linea]. [Fecha de consulta:
2010-04-21]. Disponible en http://www.bibliodgsca.unam.mx/tesis/tes9sarg/sec_4.htm.

[76] TUTORIAL de produccion 1. Definicion de la calidad. [En linea]. [Fecha de con-
sulta:  2010-04-21]. [Fecha de actualizacion 1999 07 01]. Disponible en

http://sistemas.itlp.edu.mx/tutoriales/produccionl/acerca.htm

[77] ESCALANTE Fernandez René. [En linea]. Editorial Equinoccio. 2006. Capitulo 4.
[Fecha de consulta: 2010 04 21]. Pag. 45. Disponible en
http://books.google.com.mx/books?id=W8ZUc16m770C&pg=PP6&Ipg=PP1

Me preparo para servir mejor. Pagina 102



