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INTRODUCCION
Las exigencias de calidad de los productos anmentan continuamente, es por esto que resulta
indispensable un sdecuado control de calidad de los productos manufacturados En los
laboratorios farmacéuticos, se realiza control de calidad empleando mediciones
espectrofotomeétricas; por ello es de vits] importancia contar con instrumentos perfectamente
calibrados y certificados, con ¢l fin de obtener resultados precisos y exactos en un anilisis
rutinario, o
Por tanto se deben establecer las condiciones de operacion td_ecuadns, para realizar anilisis
shamente satisfactorios. Actualmente existen normas emitidas por or‘nnismos encargados
del control y verificacion de instrumentos y equipos, lss cuales deben ser evaluadss en cads
uno de ellos:
Ademis con el desarrollo de nuevas tecnologias y de Ia electrénica principalmente, ia
industria Farmacéutica se ha visto inundada por sistemas coupuwindos, debido a esto es
necesario tener programas de validacion pars estos sistemas y crear regulaciones para los
mismos. '
En el presente trabajo, sc establecieron los parémetroa pln Ia calibracion y centificacion del
espectrofotometro UV-Visible Beckman DU 640 localizado en ef Laboratorio Nacional de
Salud Publica, basindose en las normas intemacionales American Society of Testing and
Materials (ASTM) y por las de la Secretaria de Comercio y Fomento Industrial (SECOFI).
Los parimetros estudiados fueron: Precision y Exactitud de 1a Longitud de Onda, Precision,
Exactitud y Linearidad Fotométrice; Desviacién de s luz y Evaluacion del estado de las
celdas. ‘
También se llevé a cabo la validacion del software utilizado en el espectrofotometro, debido
s que es de capital importancla tener dentro de la industris ¢l software adecuado a las
necesidades de ls misma y mis ain, que lleve a cabo las funciones para las que fue diseitado

y por las que fue sdquirido.



1, FUNDAMENTACION DEL TEMA

L1, ESPECTROFOTOMETRIA

La espectroscopia de absorcion consiste en la medida de absorcién por diferentes sustancias,
de una radiacion electromagnética (EM), de longitudes de onda situadas en una banda
definida y estrecha esencisimente monocromatica.(23)

La banda espectral empleada en las mediciones s extiende desde las longitudes de onda de
Ia zona ultravioleta hasta la mn visible del espectro. La region ultravioleta del espectro

electromagnético se encuentra entre 0.6 y 380 nm. Por razones pricticas se divide en

ultravioleta “cercano” o de “cusrzo” de 200 a 380 nm y en uhravioleta “lejanc” o de .

"vacio”, de 0,6 a 200 nm. La region visible se localiza entre 380 y 780 nm.
La ley fundamental que rige la fotometria de absorcion se llama Ley de Beer, la cual se
tepresenta con la siguiente ecuacion: | '

A= gbe

Donde:

&= Cocficiente de absortividad molar

b= Espesor de la celda (cm)

¢= Concentracién de la nﬁcﬂn (mol/litro)
Cuando un haz de radiacién monocromética que se transmite en planos paralelos, penetra a
un medio absorbente a dngulos rectos con superficies planas y paralelas del medio, la
disminucion de su poder de radiscion con respecto al trayecto luminico (espesor de la celda)
b (cm). o con la concentracién del material absorbente ¢ (en moles por litro) sigue una
progresion exponencial.(18,37)
Solo se observa un estricto cumplimiento de la ley de Beer por un sistema cuando la

radiacion empleada s monocromitica.



Cuando las condiciones no son iguales se presentan desviaciones a la ey de Beer; estas
desviaciones puei!an ser de orden quimico o instrumental. ,
La radiacion electromagnética puede considerarse como constituida por ondas de energia.
En cada una de estas ondas, la distancia entre dos crestas (o valles) consecutivas es la
longitud de onda. La radiacion solo se sbsorbe o emite en unidades definidas llamadas
fotones. La energia de los fotones es proporcional s la frecuencia de la radiacitn,

La intensidad de un haz de radiacion esta caracterizada por su poder de radiacion, que es
proporcional al nimero de fotones por segundo que se propsgan en el haz. Un haz que
transporte radiacion de una sola longitud de onda €s monocromitico; un haz policromético
conticne radiacida de diversas longitudes de onda.

El uso de la espectrofotometria de absorcién en las zonas visible y ultraviolets como
procedimiento de valoracion se basa en ¢l becho de que s absortividad de una substancia
suele ser una constante independiente de la intensidad de ls rudiacion incidente, la longitud
- interior de la celda y la concentracion por lo cual la concentracién s¢ puede determinar
Bisicamente todos los eq:éctrofmbmaros estin diseiiados de modo que permitan ¢l paso
de una radiscion esencislmente monocromitica de una banda de radiacion que contiene la
radiacion de mixima absorcién (A max).

Los clementos bisicos de un espectrofotometro sc ilustran en la figura 1.

FUENTE =2
CELDA
NONOCROMADOR # o _._...l DETBCTOR I

ENERJZA

l ANPLIPICADIR |
l REGISTRADIR I

FIGURA 1. ELEMENTOS BASICOS DE UN ESFECTROPOTOMETRO




Un espectrofotdmetro esta compuesto basicamente por;
1. Fuente de energia radiante
2, Monocromador

3. Sistema de deteccion y medicion

\. FUENTE DE ENERGIA RADIANTE

vDebe proporcionsr radiacion continus, es decir, su espectro debe contener todss las
longitudes de onds de la region en que sc van & usar. Las mis comuties son. pars radiacion
ultraviolets, las timparas de descarga de deuterio y de hidrogeno, mientras que para la

region visible es ls limpara de tungsteno,

2. MONOCROMADOR

Un monocromador es un dispositivo pars producir un haz de radiacion de gran pureza
espectral, cuya longitud de onds puede variarse & voluntad. Tienen como funcion aislar
longitudes de onda especifica de uz emitids por Is fuente huminoss.(23.37)

3. SISTEMA DE DETECCION
Transforma la radiscion en sefial eléctrica; las mis ussdas son lss celdas fotovoltaicas,

fototubos y tubos fotomutiplicadores.

4. CELDAS

Recipiente - transparente para contener la muestrs; lss miés usadss son las cuadradas

de 10 mm de cuarzo pars la region UV-Visible y de vidrio para la region visible.



LLL. PRINCIPIO OPTICO DEL ESPECTROFOTOMETRO UV-VISIBLE
BECKMAN DU 640

El espectrofotémetro Beckman DU 640, es un espectrofotometro de un solo haz. La luz que
se emite de ambas fuentes, entra al monocromador, donde es dispersada por una rejilla
concava hologrifica. La luz monocromitics sale del monocromador ¢ ilumina la muestra; Ja
luz que pasa s través de la muestra se mide por un detector de fotones.

El punto focal del haz, esté colocado del lado derecho del compartimento de la muestra; esta
localizacién permite que la mixima cantidad de uz transmitida sea capturada por el detector
y se disemine en la nuestra.(29)

El diagrama éptico del Wofotémaro Beckman DU 640 se muestra en 1a figura 2,
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FIGURA 2. DIAGRAMA OPTICO DEL ESFRCTROPOTOMETRO BECKMAN DU 640



1.2, CALIBRACION Y CERTIFICACION

1.2.1, CONSIDERACIONES TEORICAS

Considerando ¢! gran numere de espectrofotometros que se ofrecen hoy en dia en ¢l
mercado, algunas veces no es ficil seleccionar el mejor instrumento para un area de
aplicacion especifica: por lo que es neces;rio que de ser posible el espectrofotometro cubra
todas las necesidades y obtenga resulados exactos y precisos en un anélisis rutinario.
Ademids seria muy prictico que todo instrumento pudiese incluir el cilculo automético de
curvas de calibracion. compensacién de fondo para un espectro, manipulacion de espectros y
datos espectrales. Por tal motivo en 1963 el comité American Society of Testing and
Materials (ASTM). desarrollaron una serie de recomendaciones para ser probadas en cada
espectrofotémetro, las cusles fucron adoptsdas y han requkado ser uso de los esténdares
mds importantes en la industris,

Con ello se logrd establecer que ol criterio més importante en fotometria es que los datos
sean exactos y reproducibles, por ello el equipo debe ser verificado, certificsdo y calibrado.
También se deben establecer las condiciones de operacién adecuadss para establecer el buen
funcionamieato del equipo.(3.6,13.40)

DEFINICIONES
A. CALIFICACION. Evaluacion de las cualidades y caracteristicas de los
componentes en un proceso y que sean capaces de operar consistentemente en los

limites establecidos.i13,25)

B.CALIBRACION. Determinacion de la magnitud de los crrores que comete el
instrumento al rcalizar la medicion, considerando las parametros y pruebas que

influven en los resultados.(8)



C. CERTIFICACION. Es ¢l método cientifico que empleando tg‘mxinos de ingenieria
permite demostrar que un equipo cumple satisfactoriamente los requerimientos
minimos establecidos por el fabricante con el objeto de garantizar la
reproducibilidad y efectividad de s operacion del equipo o instalacion fisica de

referencia.(25)

D. VERIFICACION, Demostracion del cumplimicato de los requisitos especificados,
por medio del examen y aporte de evidencias objetivas.(25)

1.2.2. CALIFICACION ,
Los estudios de calificacion establecen la confianza de que el equipo es capsz de operar
consigtentemente dentro de los limites y toleranciss establecidos. Después de que el equipo
se diseBia o selecciona, éste deberd probarse para verificar que es capsz de operar
satisfactoriameate deatro de los limites de operacién ‘lequetido& Edta fase incluye el examen
de diseiio del equipo; determinacion de Is calibraciés, ¢} mantenimiento y los requisitos de
sjuste ¢ identificacion de las partes criticas del equipo que podrian afectar la determinacion,
La calificacién del equipo requiere de: ‘

* Desarrollo de Procedimientos Normalizados de Operacion

* Desarrollo  de  Programa de Mantenimiento Preventivo y Correctivo

® Entrensmiento del personal para supervisién y manejo del equipo.(10,19)

Cuando el equipo cuenta con un sistema computarizado es necesario incluir en la fase de

calificacion, la validacion del software.



1.2.3. SISTEMAS COMPUTARIZADOS

1.2.3.1. OPERACION DE UN COMPUTADOR
Para poder hablar de validacion de sistemas compu_miudos ademés de saber como estdn
compuestos es preciso tener una idca de como trabaja un computador, asi sera mas sencillo
comprender lo que se esta validando.(12,34)
La operacion de un computador se describe por los siguientes pasos:

8. Acepta informacion através de 1a unidad de entrada y los transfiere 8 1a memoria,

b La informacién almscensds en la memoria es traids a la unidad aritmética y

logica para ser procesada.
¢. La informacidn procesada deja el computador através de la unidad de salida.
d. Todas las actividades dentro de la miquina estin bajo control de Ia unidad.(34)

1.2.3.2. HARDWARE

Es ¢ apanato ﬁkico que forma una computadora. Este témmino se utiliza para descriioit las
piezss del equipo eu el sistema con.pmiﬁudo, incluyendo la Unidad de Procesamiento
Centnal (UCP), impresora, modem etc.(34)

1.2.3.3, SOFTWARE

El software es el conjunto de programas usados en el computador para ayudar al usuario en
¢luso efectivo de los recursos de computo. ‘

Aqui se puede citar el sistema operativo, los programas de utileria, los compiladores, el
ensamblador, los programas de biblioteca, etc.

El software debe validarse tanto estructural como funcionalmente, pero solo el tipo de

aplicacion debe validarse por el usuario final en smbas modalidades.



El usuario solo validara la funcionalidad, debido a que la validacion estructural sc lleva a
cabo por cl fabricante.(20,38)
1.2.4.VALIDACION DEL SOFTWARE
La validacion es un proceso mediantc ¢l cusl se demuestra Que un sistema computarizado, o
éualquiera de sus partes, hace consisteplemenic lo que se supone que debe hacer y
solamente eso; esta definicion implica la consistencia, confiabilidad y reproducibilidld del
sistema.(21) '
El programa de validacion del software puede dividirse en cuatro fases secuenciales

1, Precalificacion

2, Calificacion

3. Validacion

4. Evaluacidn

' 1.2.4.1. PRECALIFICACION
Durante esta fase se desarrollan los detalles de las especificaciones para ¢l software y se
prepara toda la documentacion requerida.

1.24.2. CALIFICACION

En esta ctapa se prepara el software por equipo calificado de acuerdo a las especificaciones,
¢l software debera haber sido creado para la funcién que desempedari, ademds deberi ylen’er
un mecanismo de comunicacion como diagramas de flujo ogicos o griﬁk:n§ de jerarquias o

codigos que permitan la facil comprension del funcionamiento y operacion del software.

2.4.3, VALIDACION
La validacion del software es un proceso comparativo en el que una de las cosas mis

importantes es la documentacion o la descripcion funcional, esta descripcion fimcional es el
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documento basico que detalla las funciones del sistema que el usuario final desea obtener del
software; ademds define todos los parametros y caracteristicas bajo las cuales debe operar el
sistema obteniendo los datos de salida necesarios para que el usuario tengs un proceso
completo.(2t)
La revision debe hacerse a fin de encontrar errores; y se realiza deatro y fuera de los limites
del software para considerar todos los errores posibles ya que la mayoria de estos ocurren
alrededor de los limites de 6pmci6n; asl mismo deberdn verificarse las respuestas del
sistema a datos desconocidos o no logicos.
Después de esta revision el sistema cs instalado y por tanto deberd verificarse nuevamente
para observar la interaccién hardware-software, y ademis se deben correr muesiras pars
demostrar el buen funcionamiento y la repetibilidad del sistema.
El propésito primcipsl del proceso de validacion es lovar a cabo la evakuscidn y
documentacion de resuktados pars asegurar que ¢l sistema opera de acuerdo con su
* descripcion funcional(19)

‘A. Documentacidn

Tanto la validaciés como las revalidaciones subsccuentes que se realicen & un sistema
deberin tencrse en cuenta a lo largo de la vida del sistema, para esto se requiere documentar
todo lo referente 8 este sistema, ya que los documentos son la Gnica evidencia de que el
sistema esta bajo control, junto con la documentacion de la validacion deberi tenerse un
manual del software que corresponda a la versién que sc esté manejando; este manual debe
tener todas las instrucciones necesarias para que ¢l programa funcione eficazmente,

Estas instrucciones debem incluir datos de entrada, salida, opciones, asi como la explicacion

de meusajes de error y la solucion y correccion de los mismos.



También debe contar con una serie de métodos documentados referidos a lo que debe
hacerse en caso de que ¢l sistema falle y ¢l operador pucda determinar en que etapa ocurrio

la falla y que debe hacerse para corvegirla.(20,28)

B. Especificacion funcional
La especificacion funcional es un documento que debe cumplir con las siguicntes
caracteristicas:

a. Concreta. Debe poseer lenguaje claro y conciso sin utilizar terminologia técnica.

b. Capacidad de verificarse. Fsto es que todos los puntos de la especificacion
puedan verificarse de forma real.

c. Consistencia. Los requerimientos, limites y lengusje deberdn ser consistentes, esto
es que todos los datos concuerden a lo lasgo del documento,

d. Modificabilidad. La mayoria de las especificaciones tarde o temprano sufren
modificaciones. por lo que deber hacer posible el seguimieato de los cambios que
puedan hacerse através de su evolucion,

Los cambios en el software deben hacerse solameate por gente calificada
siguiendo los estindares adecuados que deberin cstablecerse por cada proveedor

basado en las necesidades bisicas del usuario final.(16)

C. Protocolo de validacidn
Para la validacion se requiere de un protocolo que es un conjunto de procedimicntos que
indican lo que debe hacerse para validar ¢l sistema, entre algunos procedimicntos mis
comunes se encuentran:

a. Prueba de acepracion. Enesta prueba se evalian todas las funciones de operacion

dcl equipo ¥ s¢ revisa que todos los aspectos y patrones ldgicos especificados en ¢l



diseito sean correctos, para esto pueden utilizarse simuladores que den respuestas
conocidas y se verifica la respuesta del sistema.

b. Criterio de reproducibilidad. Este paso sc lleva a cabo por dos propdsitos
principales, el primero - es revalidar la instalacion del - sistema. - El hardware y el k
Software se evaliian corriendo un placebo (alguna substancia’ de referencia cuya
respuesta sea conocida), y el segundo es correr periédicamente un “placebo para
verificar que el sistema funciona adecuadamente y que no se le han hecho
correcciones no autorizadas,

c. Evaluacion del proceso. Debe realizarse antes de inicializar el sistema, para poder
hablar de calidad en el producto sin tener errores del sistema.

d. Control de verificacion/correccion. Para Ias  pruebas de aceptacion,
reproducibilidad y evaluacion de proceso debe crearse un procedimiento \de
correccién en el que se documente cualquier error y su fuente para asegurar que es
un error verdaderoy no una mala apreciacion ﬁor parte del operador y para

poder realizar la operacion.

_Para todos los procedimientos anteriores el protocolo debe contener los siguientes
elemeuntos:
a. Nimero de veces que debe correrse ¢l programa para demostrar la
reproducibilidad del sistema en cada funcion con los resultados esperados.
b. Criterio de aceptacion para cada funcién, _
c. Definicion delos limites de obeucién dentro de los que se espers el  sistema opere
v a los cuales se valida. ‘
d. Descripcion y Documentacién de como los cambios al sistema y/o médulos que
ocurren’ durante los estudios de validacion seran evaluados, incluyendo la

evaluacion del efecto de cada cambio,



e. Descripeion de las medidas que se utilizaran para aprobar  anexos y/o cambios al
protacolo si se requicren,

J Listado de los reportes que deben escribirse como parte de la validacion,

£ ldentificacion de las personas responsables de escribir y aprobar el protocolo de

validacion.

Al efectuar la validacion cada paso se lleva a cabo de acuerdo a métodos predeterminados;
los datos obtenidos se analizan y los resultados  s¢ evalian, documentan y archivan; cl
informe es revisado por las autoridades apropiadas y se procede a aceptar o rechazar,

Como ya se mencion0 la validacién del software del espectrofotdmetro solamente es

funcional por lo tanto se explicaré Unicamente la evaluacion funcional.(16,21,28)

D. Eveluacidn Funcional
Es la evaluacion que se Heva a cabo sin tomar en cuenta el codigo logico y se deriva de la
: Mucién de disefio o funcional; es decir, es conducida por los datos omitiendo Ia
estructura del programa, esto es, observando si 1a lectura o respuesta s una entrada conocida
es la esperada sin investigar como hizo Ia computadora para dar h. respuests. En general
toda evaluacion funcional debe consistir en una descripcion de los datos introducidos al -~
sistema y una descripcion precisa de la respuesta correcta esperada del sistema para csos
datos en particular,
La evaluacion funcional consiste bisicamente en dos tipos de evaluacion. La primera (casos
naturales) determina 1a operacion normal adecusda y la segunda (casos anormales)
demuestra que los mensajes de alerta y error aparezcan adecuadamente. Asi mismo debe
tenerse en cuenla el propdsito de la evaluacion funcional, es decir, si se realiza para

encontrar todos los errores en el sistema, probando todos los datos posibles que puedan ser
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introducidos al sistema; o si su propdsito es demostrar que el sistema opera de acuerdo a la

especificacion funcional, haciendo la evaluacién mucho mis sencilla,

1.2,4.4. EVALUACION CONTINUA

Es el conjunto de evaluaciones o pruebas que se llevan a cabo durante toda la vida util del
sistema, como es la revision periddica.

s Reviﬁbn periodica, Se recomienda Is revision del sistema ya validado para descubrir si
existe alguna tendencia hacia respuestas diferentes o erradas; si hay algin cambio deberi
evaluarse el sistema nuevamente y tomar las medidas correctivas spropiadas a esos cambios
en el funcionamiento del sistema, Los resultados de estas revisiones penédms deberin
documentarse y qmbme por ¢l persona) autorizado.(38)

2.5. DEFINICION DE LOS PARAMETROS ESPECTROFOTOMETRICOS
A. EXACTITUD DE LA LONGITUD DE ONDA. Indics que tasto se desvia ¢l
promedio de ‘las lectusas que se hacen & una longitud de onda de Is banda de
méxima absorcion o Ia linea de emision de un esténdar conocidp.(u)

B.PRECISION DE LA LONGITUD DE ONDA. Es la habilidsd del
espectrofotometro  de reproducir la lectura de una banda de absorcién o emision de
una longitud de onds conocida cuando el instrumento es estabilizado

nuevamente.(2-4,13)

C. EXACTITUD FOTOMETRICA. Es ls habilidad de un espectrofotometro para

indicar correctamente el nivel de energia presentado por el detector.(2)



D. PRECISION FOTOMETRICA  Representa la capacidad del sistema fotométrico
para reproducir ¢l nismo valor en determinaciones sucesivas. ‘Todas las mediciones
mediciones deben realizarse continuamente con ¢l mismo instrumento y el mismo

material.(2-4,13)

E. LINEARIDAD FOTOMETRICA. Pemmitc comprobar el funcionamiento del
cquipo por miedio de una solucion conocida que conforme a la ley de Beer dari
una linea recta que parta del origen al graficar absorcion contra

concentracion.i2-4.13)

F. DESVIACION DE LA LUZ OLUZ ESPURIA.  Es Ia dificultad para definir y
medir. También se defime como la porcion de ehergin transmitida fuera del paso
terming! de la banda del  monocromador, para la  energia total

transmitida.(2,17.19,40)

G.NIVELDE RUIDO. Se conoce como la variacion que sufren las lecturas
fotométricas por causa de interferencia por ruido pucde variar al cruzar e

espectro y se detecta a niveles bajos de energia.(4,29)

H. ESTABILIDAD DE LINEA BASE.  Es la desviacitn que sufre Is lectura despucs
de ser sjustads en ¢l espectroforometro, dentro de up periodo de tiempo
especificado. La estabilidad de la base linea! afecta al usuario cuando el 100 % T y
el cero de absorcion continia desviindose durante una serie de lecturas,  afectando '
el valor de Ia fectura de cada muestra causando inconvenientes por tener que

reajustar constantemente el 100 % T/0 de absorcion.(4.29)



1. ENERGIA APROVECHABLE. Es la cantidad de luz monocromatica alcanzada
por el detector a través de la muestra de referencia a unn longitud de onda

especifica.(4,13.29)

2,6. CALIBRACION

La calibracion de un espectrofotometro consiste en determinar la magnitud de los crrores
que comete el instrumento al realizar mediciones. Habitualmente se calibran las escalas de
longitud de onda y fotométrica del instrumento, sin embargo una caracterizacién completa
incluye la caracterizacion de la luz extraviada, ruido fotométrico, linearidad y estabilidad.

De la verificacion se desprende la incestidumbre del instruinento, de ésta y de la tolerancia se
decide si el instrumento se encuentra fuera de especificaciones o requiere ser reparado,
Diversos factores como la humedad o simplemente el paso del tiempo puede ocasionar
variaciones en la escala de longitud de onda, por ello se recomienda calibrar el instrumento

como minimo dos veces al afio.(8)

2.6.1. CARACTERIZACION DE 1A ESCALA DE LONGITUD DE ONDA

Muchos métodos espectrofotométricos emplean compuestos puros o mezclas conocidas con
¢l propésito de calibrar sus instrumentos fotométricos a longitudes de onda cspecificas. La
longitud de onda s obtenida por la lectura del monocromador registrada en una grifica
espectral.(5.1

Para 1a verificacion de la escala de longitud de onda sc cmplean patrones de referencia
apropiados que presentan bandas de absorcion estrechas en ef intervalo de calibracion, como
son los filtros de oxido de Holmio, oxido de Didimio (Figuras 3 y 4) y patrones fisicos
absolutos {lamparas de descarga de gases nobles).8)

Existe otro método para caracterizar la longitud de onda, este consiste en una solucion de

oxido de Holmio al 4 % en acido perclorico 1.4 M (40 g/h).



También se han empleado soluciones de suifato de cobre , sulfato de amonio, y perclorato
cromico; tratando de cubrir la region visible, Estas soluciones no han sido del todo

satisfactorias y otros estindares liquidos estin bajo desarrollo y evaluacidn.(4,5.6,24)
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2.6.2. EXACTITUD FOTOMETRICA

La exactitud fotométrica en la region visible ’puede determinarse usando material estindar de
referencia National Bureau Standards (NBS) 930. Este estandar consiste en un grupo de 3
filtros de vidrio centificados individualmente con valores cerca del 10, 20 y 30 % de
transiitancia, También se emplea el material de referencia 1930, que es complementario del
930 a diferencia de que provee niveles de absorbancia y transmitancia que no cubre el 930.
Consiste en tres filtros centificados de transmitancia de 1, 3 y 50 %.(8)

En la. region ultravioleta se determina usando soluciones de Dicromato de
potasio en dcido perclirico a diferentes concentraciones, leidas a 235, 257, 313, 345

y 350 nm.(4-6,33)

26.3. PRECISION FOTOMETRICA

La brecisién fotométrica es medida, montando una placa metilica o un filtro de vidrio en el

espectrofotometro y obteniendo 10 lecturas sucesivas de absorbancia o transmitancia

aparente. También se determina, tomando Ia lectura de las soluciones preparadas para la

linearidad fotométrica; preferentemente las de las concentraciones de 60 y 100 mcg/m! de
Dicromato de Potasio en acido Sulfiirico 0.01 N.(4.6)

2.6.4. LINEARIDAD FOTOMETRICA

Una funcion propia de un espectrofotometro es que debe proporcionar una relacion lineal
entre la energin radiante absorbida y la lectura del instrumento. La linearidad instrumental es
un prerequisito para la exactitud analitica. Varios métodos se han propuesto para certificar
que la respuesta del detector de un espectrofotometro es lineal sobre el rango de longitudes
de onda usado. La lincaridad folométrica verifica la funcionalidad del instrumento al
confimmar que una respuesta conocida cumple con la ley de Lambert-Beer. Al graficar

absorbancia contra concentracion se obtienc una linea recta que parte de cero.



El significado de este parametro es relevante ya que determina la respuesta del detector o la

presencia de luz parasita.(3,13)

2.6,5. DESVIACION DE LA LUZ

Un criterio impontante es la ausencia de luz espuria. La luz espuria cs la porcion de luz que
llega al detector y que es indeseable. Una alta cantidad de luz espuria puede guiar a severas
limitaciones en la linearidad. En estos casos, donde la luz espuria esta presente y no es
absorbida por la muestra, las Jecturas de absorbaucia podrian ser muy bajas. El filtro ideal
para medir la luz espuria debe tener una absorcion intensa sobre una region espectral.

El sistema optico' del espectrofotdmetro debe estar completamente libre de la influencia de
luz espuria, 1a fuente al lado del monocromador puede reducir la luz espuria, por tal razén;
la fuente al lado del monocromador es pequeia en comparacion con la imagen
trazada.(36,40)

La luz espuria es afectada por el fotodetector y puede medirse usando las soluciones que se
muestran en la tabla 1.

Los materiales usados deben ser grado reactivo. Ellos son opacos a las longitudes de onda
indicadas. Sin embargo, estas soluciones absorben mis luz espuria 40 nm dentro de las
longitudes de onda indicadas. E nivel aceptable de luz espuria va a depender del cardcter

espectral y el nivel de absorbancia para 1a muestra investigada.(6.13,19)

Yoduro de patasio 0. iO % _ 220nm
\;nnhmduo&o 1.00 % 2200
} Clanwro de Paasio 130% . 200 nm
Digumato depatasio 0.2 g/ 3700m

TABLA {. SOLUCIONES USADAS PARA EVALUAR LA DESVIACION DE LA LUZ(4,56)



2, PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En el trabajo cotidiano del Laboratorio Nacional de Salud Piblica, se realizan mediciones por
espectroscopia UV/Visible que son ampliamente usadas bnra determinar propiedades
espectrales de innumerables moléculas, asi como la dcterminlciéﬁ de purcza y concentracion
en una pran variedad de productos farmacéuticos, con el ﬁn de proporcionar servicios de
apoyo y asistencia técnica a‘depcndencias de la Secretaria de Salud en materia de control
analitico, in\’csiiglcién y diagndstico de riesgos a la salud atribuibles al uso y consumo de
medicamentos y cosméticos; por lo que la necesidad de obtener resultados exactos y precisos

considera imprescindible contar con instrumentos perfectamente calibrados y certificados,

Deatro de la Bteratura existen normus intemacionales como las emitidas por American
Society of Testing and Materials (ASTM) y nacionales cbmo las de la Secretaria de
Cometcio y Fomento Industrial (SECOFI), en cads una de ellas se establecen los parkmetros
que. deben cvaluarse y en algunos casos la forma de realizarlos; pero estas nietodologias
deben adaptarse a las condiciones de los equipos, por tal razon es necesario desarrollar
técnicas para evaluarlos.

Dicho desarrollo abarca desde la eleccion de las sustancias a trabajar hasta la forma de
realizar los cilculos adecuados y la forma de reportarios, abarcando asi mismo la
metodologis.

Ademis con la introduccion de equipo automatizado ha surgido la necesidad de no solo

verificar la funcionalidad fotométrica, si tio también validar el software que incluye et equipo;

ya que sin éste seria completamente inutil,
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Por esta razon se determinar la exactitud y precision de la longitud de onda; exactitud,
precision y linearidad fotométrica, considerando las limitaciones y requisitos para generar un
programa de manejo, uso, calibracién y mantenimiento para ¢l equipo; logrando mantenerlo

en optimas condiciones o bien detectar posibles fallas en ¢ mismo.
Al mismo tiempo seré necesario validar €] software que se encuentra instalado en el equipo

con la finatidad de certificar si cumple con las funciones para las que fue disefiado y por las

cuales se adquirid,

20



3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GENERAL

Establecer las condiciones de prueba para la instalacién, calificacion, calibracion, manejo y
mantenimiento del espectrofotometro UV-Visible Beckman DU 640, determinando y
documentando cada una de las variables que influyen en el funcionamiento del mismo, con ¢l

fin de establecer una metodologia de uso.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

*Elaborar el Procedimiento Nonmalizado de Operacion (P.N.O) pars el
espectrofotometro  Ultraviolets-Visible Beckman DU 640 siguiendo las practicas
adecuadas de laboratorio, '

»Elsborar un programa de mantenimiento preventivoy comectivo.

* Disediar un programs de calibracion pars el equipo.

* Verificar las coudiciones necesarias pars lievar s cabo la calibracién con los materiales
yresctivos a utilizar durante el proceso. ‘

 Validar ¢! software utilizado en ¢l espectrofotometro Beckman DU 640, realizando

realizando una evaluacion funcional con dicromato de potasio,
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4. RIPOTESIS

Al establecer las condiciones para la validacion del software y al evaluar los parimetros de:
exactitud de la longitud de onda, exactitud fotométrica, precision fotométrica y linearidad
fotométrica, de acuerdo con las normas establecidas por‘AS'l'M y SECOFI, serh posible
generar procedimientos para que el espectrofotometro Beckman DU 640 , localizado en el
Laboratorio Nacional de Salud Publica sea verificado, calibrado y se encuentre en optimas

- condiciones de uso.
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5. MATERIAL Y METODOS
5.1. MATERIAL
a. Celdas de cuarzo para espectrofotometro Beckman.
b.Celds de Oxido de Holmio. Marca PERKINELMER, seric: 1119,
modelo B050-7805.
c. Filtro de Didimio,
d. Matraces volumétricos de 25, 50, 100, 500 y 1000 ml, marca PYREX.
¢. Pipetas voldmét_n'cns de 1, 4, 5,6 y 7 ml; marca PYREX.
f Buretade SOml.
2. Probeta de 50 ml.
h. Pesafiltros.
i. Desecador
j. Libreta u hojas de registro.
k. Papel seda

L. Bitdcora de uso.

5.2, REACTIVOS
a. Dicromato de Potasio (estindar primario). Mallinckrodt, ‘lote CAS7778~5078.
b. Yoduro de Potasio (G.R), Merck, lote 1082,
¢. Yoduro de Sodio (G.R). IT, Baker, lote M-31434,
d. Cloruro de Potasio (G.R), Merck, lote 111712,

¢. Etanol absoluto, Merck,
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5.3. SOLUCIONES
a. Hidroxido de Potasio 0.05 N,
b. Acido Sulfiirico 0.01 N.
c. Extran MA 01 Alcalino, Merck, lote; 3062TQ7555.
d. Acido Perclérico 0.01 N,

$.4. EQUIPO
a, Espectrofatometro Beckman DU 640.
b. Balanza analitica Mettler, modelo H31AR.
v. Estufa a 105 °C, marca 'l'HELCO, modelo 16,
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$.5. METODOLOGIA

$.5.1. EVALUACION DE LAS CONDICIONES DE INSTALACION
Es necesario verificar que las condiciones de instalacion sean adecuadas, para ello evaluar:
a, Temperatura ambiente. |
Determinar la temperatura ambiente usando un termometro y- registrando datos de

temperatura cada 30 minutos durante usa jornada de trabajo de 8 horss.

b. Humedad ambiental
" Determinar la Humedad ambiental con silica gel

¢, Linea de voltaje para ¢l espectrofotémetro.
Verificar que  la linea de voltaje para el espectrofotometro sea la correspondiente
(100,120 V), : o

d. Entrades para el monitor y mouse. _ ‘ ' :
El cable del monitor debe estar conectado en la entrada que corresponde a :
DISPLAY, y el cable del mouse en !a entrada que corresponde sl MOUSE, S ,
localizadas en la parte posterior  del equipo.(29) , ‘
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5.5.2. CALIFICACION DEL EQUIPO

5.8.2.1. CALIFICACION FISICA

Verificar las siguientes caracteristicas;

* Fisicas: Ao, ancho y espesor del espectrofotometro.
* Modelo: l que corresponda al manual del operario.

* Componentes: Monitor, Mouse ¢ Impresora.(29)

5.8,2.2. CALIFICACION OPERACIONAL
Verificar cads una de las sjguimtes especificaciones de funcionamiento:
8, Velocidad de Barrido. Marca la velocidad en laquese graficard y se
leeri una muestra, se proporciona en nanémetros por minuto,
b, Tiempo de respuesta. Elegir diferentes tiempos y con un crénometro verificar
que ¢s el predeterminado.
¢ Rango de longitud de onda.
0. Relacidn seRal-ruido. Se determina promediando 10 desviaciones estindar de 10
lecturas a una longitud de onda de 500 nm y con un tiempo de respuesta de
0.05 segundos.
¢. Estabilidad. Se determina realizando lecturas por una llori a 340 nm.
1. Correccidn de Linea Base. Programar el cquipo pars realizar un bamido de
200 a 900 nm.(29)
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8523, ELABORACION DEL PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE
OPERACION (P.N.O)

En la elaboracidn del P.N.O., deben ser incluidos los siguientes puntos:
a. Objetivo '
b. Alcance
c. Documeatos Aplicables
d. Definiciones
¢. Responsabilidades
f. Descripcion de la actividad
8. Anexos
Cada uno de ellos debe expresarse de la siguiente manera:
4. Objetivo
Expressren forma clara y concisa la finalidad del procedimiento que se pretende
elaborar.
b. Alcance
Describir claramente e campo de splicacion del procedimiento,
¢. Documentos Aplicables
Seiialar las referencias v Jos titulos de los documentos que fueron utilizados para la
elaboracion del procediniiento.
d. Definiciones
Indicar ¢l significado de los principales términos de importancia utitizados en el
procedimiento, psra evitar confusiones en su interpretacion.
¢. Responsabilidades
Delimitar cn forma clana y concisa las responénbilidades de cada uno de los puestos

involucrados. Las referencias deben scr hacia los puestos y nunca en forma personal,
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f. Descripcion de In actividad
Se establece cn forma clara, sencilla y secuencial todos los pasos a seguir en la
realizacion de la activided que estd siendo regulada por el - procedimiento;  pueden
emplearse  disgramas de flujo para  complementar su - descripcion, e¢mpleando un
lenguaje comprensible pars el personal en general y en particular s quienes lo splican
directamente. Debe evitarse el uso de anglicismos obtenidos al realizas 1a traduccion de los
manuales originales. Emplear numeros para dividir cada tema o subtems contenido en el
procedimiento de 1a forma sigulente: |

X. Tema general

X.X. Subtema de un tema general

X.X.X. Para establecer inicios del subtema.

£ Anexoa
En los anexos s incluyen las copias de todos los formatos que se empleen en el

procedimiento.

Nota; Todas las hojas que incluyen ¢l Procedimiento Normalizado de operacién (P.N.O), se
sellan con la leyenda "original*.(27)
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55.24, ELABORACION DEL PROGRAMA DE. MANTENIMIENTO
PREVENTIVO Y CORRECTIVO (P.M.P.C)

El programa se sujetara a las sugerencias realizadas por el fabricante y a las politicas de la

empiesa. Debe contener:

a. Descﬁpciéﬁ detallads de los pasos a seguir, asi como de los utensilios y materiales

" necesarios, '

b. Instructivo de reparaciones de urgencia que pueden ser efectuadss por
personal no especializado,

c. Frecuencia con la que debe ser efectuads.

d, Lista de partes de mayor desgaste,

Ademis de todo lo anterior, deberd existir una biticora de mmtenimidlo, en la cual se débe
especificar: »

* Fecha

* Registro completo del mantenimiento efectuado ya éel correctivo o preventivo.

* Nombre de la Persona o compadia que efectud el mantenimiento.

* Nombre de la persona que autorizo ¢l mantenimiento.

* Observaciones.(2,25,26)
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$.5.3. VALIDACION DEL SOFTWARE

8.5.3.1. CALIFICACION DEL SOFTWARE
Verificar los métodos que se encuentran establecidos en el software, asi como los parimetros

que pueden ser modificados por el operador9,12)

$.5.3.2. SENSIBILIDAD
a. Prepanar soluciones de Dicromato de Potasio en icido sulfiirico 0.01 N a las
concentraciones - de 30,40y 50 mcg/ml, tres dias diferentes.
b, Leer a una longitud de onda de 257 nm, nsmdb acido sulfiirico 0.01 N como blanco.
¢. Comparar- los resultados con los reportados enla bibliografia.(16,20)

5.5.3.3. REPETIBILIDAD
L Preparar una solucion de 60 mcg/mt de Dicromato de Potasio en écido sulfiirico
0.01 N, tres dias diferentes.
"b. Tomar 6 alicuotas y leerlas por separado a una longitud de onda de 257 nm
c. Evaluar los resultados para determinar ‘que la respuesta sea repetible y no se

observe variacion.

5.5.3.4. RESPUESTA ADECUADA
s, Preparar soluciones de Dicromato de Potasio en icido sulfirico 0.0IN a las
concentraciones de 50,60 y 70 mcg/ ml.
b, Realizar los barridos de longitud de onda para las soluciones de Dicromato de

Potasio en acido sulfirico 0.01 N, en un rango de 200 a 300 nm.(16,20)
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8.54. CELDAS

8.5.4.1. LIMPIEZA DE RUTINA
8. Lavar las celdas con Extran alcalino al 10 %.
b. Enjuagar con agua destilada.
c. Secar Ia parte intema de las celdas con ctanol absoluto.

d. Secar las caras extemas con papel seda.(4,6)

5.5.4.2, LIMPIEZA BIMESTRAL
s. Sumergir la celda en cido nitrico concentrado.
b. Calentar por 15 minutos
* c. Lavar repetidamente con agua destilada,

d. Secar con etanol absoluto.(14)

5.5.4,3, PRUEBA DE LIMPIEZA »
3. Llenar la celds con agua destilads.
b, Leer a una longiiud de onda de 240 nm, usando aire como  blanco.
Nota: La absorbancia aparente no debe ser mayor de 0.093.
c. Rotar 1 celda 180° y medir la absorbancia. La diferencia entre lecturas no debe
ser mayor de 0.05,(4,6)

d. Realizar 10 determinaciones.
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8.5.5, ELECCION DE MATERIALES

1, Los reactivos: Dicromato de Potasio, Yoduro de Potasio, Yoduro de Sodio y
Cloruro de Potasio se analizarin de acuerdo a las monografias especificadas en
Farmacopea Naciomsl de los Estados Unidos Mexicanos 6" edicion y
Farmacopea U.S.P. XXIN.(18,23,39)

2. Una vez aprobadas se podrin usar.

5.5.6. CALIBRACION
8.5.6.1. EX4CTITUD Y PRECISION DE LA LONGITUD DE ONDA

a. Obtener 10 veces el espectro completo de una celda de Oxido de Holmio,
b. Evaluar encada uno de ellos las sefiales de maxima absorcion (Tabla I1),

c. Evaluar los resultados mediante desviacion estindar y . Coeficiente

Variacion.(4,6)
. 27940
20 287.50
30 333.70
40 36090
50 418.00
60 483.20
7.0 45990
80 $36.00
90 637.00
100 648.00

TABLA IL SENALES DE MAXIMA ABSORCION FARA LA CELDA DE OXIDO DE HOLMIO (4)

de
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5562, EXACTITUD Y PRECISION DE LA LONGITUD DE ONDA EN LA
REGION VISIBLE

a, Obtener 10 veces el espectro completo de un fikro de Didimio.

b. Evaluar en cada uno de ellos las seiiales de mixima absorcién (Tabla I1).

c. Evaluar los  resultados mediante desviacién esténdar y coeficiente de

variacion.(4,6»

TABLA J1L SENALES DE MAXIMA ARSORCION PARA EL FILTRO DE DIDIMIO (4)

5.5.6.3, EXACTITUD FOTOMETRICA
a, Preparar una solucion estindar de Dicromato de Potasio (501 0,3 mg/ 100 ml de
acido perclorico 0,01 M), y realizar las diluciones indicadas en Ia tabla IV, por
triplicado, dos dias diferentes.

A 4.0 46.0 40.0
B 5.0 . 45.0 500
C 6.0 4“0 60.0
D 1.0 43.0 70.0

TABLA IV, DILUCIONES PARA LA EVALUACION DE LA EXACTITUD FOTOMETRICA

b. Dejar reposar |5 minutos a temperstura lniyiente.
c, Leer a las longitudes de onda de 235, 257, 313, 345 y 350 nm.(4,6)
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5.5.6.4. PRECISION FOTOMETRICA
a. Preparar soluciones de Dicromato de Potasio en acido sulfirico 0.0l N a
concentraciones de 60 y 100 mcg/ml.
b. Leer a una longitud de onda de 257 nm.

c. Realizar 10 lecturas para cada concentracion dos diss diferentes.

las

d. Calcular la precisibn fotométrica, usando desviscion estindar y coeficiente de

variacion.(4,6)

5.5.65. LINEARIDAD FOTOMETRICA

a. Preparar una solucion stock de dicromato de potasio (5010.3 mg/250 mi de dcido
sulfiirico 0.01 N)
b. Realizar Iss  diluciones mostradas en la tabla V por triplicados en dos diss

diferentes.

c. Leer a una longitud de onda de 257 nm, usando dcido sulfiirico como blanco.

d. Graficar sbsorbancia contra concentracion y obtener una linea recta que parta de

cero,

50 12.50

6.0 15.00
7.0 17.50
8.0 20.00
9.0 2250
10.0 25.00

100.0
1200
140.0
160.0
1800
200.0

TABLA V, DILUCIONES PARA LA EVALUACION DIt LA LINEARIDAD FOTOMETRICA
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¢. Evaluar estadisticamente, obteniendo la pendiente (m), ordenada al origen (b) y

coeficiente determinacion (). Realizar el analisis de varianza,
5.5.6.6, DESVIACION DE LA LUZ

5.5.6.6.1. REGION VISIBLE
a. Preparar una solucién de Dicromato de Potasio 25 mg/100 ml de Hidroxido de
Potasio 0.05 N |

b. Realizar 10 lecturas a una longitud de onda de 370 nm.

c. La absorbancia debe ser mayor a 2,

5.5.6.6.2. REGION vy
. A, Con Yoduro de Potasio
a. Preparar una solucién de Yoduro de Potasio al 0,10 %,
b. Realizar 10 lecturas a una longitud de onda de 220 nm.

c. La absorbancia debe ser mayor de 2.

B. Con Yoduro de Sodio
8. Preparar una solucion de Yoduro de Sodio al 1.0 %.
b. Realizar 10 lecturas a una longitud de onda de 220 nm. .

c. La absorbancia debe ser mayor de 2.

C. Con Cloruro de Potasio
a. Preparar una solucion de Cloruro de potasio 1.20 %.
b, Realizar 10 lecturas a una longitud de onda de 200 nm.

¢. La absorbancia debe ser mayor a 2.(5,36)
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6. RESULTADOS Y DISCUSION
6.1. EVALUACION DE LAS CONDICIONES DE INSTALACION

En la tabla VI, se muestran los resultados que se obtuvieron en la evaluacion de las
condiciones de  instalacion, en cada una de ellas se encontraron resultados favorables; de
acuerdo a las especificaciones del proveedor, por lo que se puede decir que el equipo

se encuentra en buenas condiciones de instalacion.

_1540°C 21.30°C
HUMEDAD MENOR DEL 85 % 67%
LINEA - DE 100/120 £ 10% 100/120V
VOLTAJE

El cable del manitor debe estar conectado en
ENTRADA PARA EL | la entrads que corresponde 8 DISPLAY, en ls CONFORME
MONITOR postesior del equig

El cable del mouse debe estas conectado en b
ENTRADA PARA EL | entrsda que corrpande s MOUSE, en lapsrte]|  CONFORME

MOUSE postesior del squipe

TABLAVL RESULTADOS ONTENIDOS EN LA EVALUACION DELAS CONDICIONES DR INSTALACION

6.2. CALIFICACION DEL EQUIPO
6.2.1, CALIFICACION FISICA
El espectrofotometro UV-Visible Beckman DU modelo 640, mide 27 pulgadas de ancho,
23 pulgadas de alto y 21 pulgadas de espesor.
Cueata con los siguientes componentes:
&. Monitor: monocromitico, sin marca y sin modelo.
b. Mouse: sin marca y sin modelo, esusado como control operativo.

¢. Impresora: Marca EPSON, modelo T-1000.
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6.2.2, CALIFICACION OPERACIONAL

En |a tabla VII se muestran los resultados obtenidos en la calificacion operacional del -

equipo
U '
VELOCIDAD DE BARRIDO 120,240,600,1200 y[  CONFORME
400 nm/min . .
TIEMPO DE RESPUESTA | 005 Sepundos CONFORME
RANGO DE LONGITUD DE| - 190-1100 nm CONFORME-
ONDA
RELACION SENAL-RUIDO < 0.0005 A 0.000056 A
ESTABILIDAD | <0003 A 0.0001 A
CORRECCIONDELINFABASE | & 0.003A 0.000183 A
TABLA VIL IIIUL'!'ADU OBRTENIDOS BN LA CAIII‘ICAQON OPXRACIONAL
0.0020 . v v .

-0.0020 n i ; , ; . A
200.0 LONGITUD DE ONDA (nm)

Correccién de 200 a 900 nm: 0.000183

FIGURA 6. ESPECTRO OBTENIDO EN LA CORRECCION DY LINEA BASE
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En la calificacibn operacional, se evalué la velocidad de barrido, Tiempo de
respuests, rango  de  longitud de onds, relacion seial-mido, estabilidad & cero. de
absorbancia durante una hora y correccidn de linea base (Figuia 6); encontrando en cads
u  de eliss  buenos resultsdos (tabla VII), al conymrlos con las
especificaciones iealizadas por el fabricante, ‘

Por lo tanto sc puede decir que en las lecturas obtenidas por el espectro, no existe
variacion a causa de  interferencia de ruido o desviacion debida a un desajuste en el cero

de absorbancia dentro de un periodo de tiempo especificado.

6.2.3. PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE OPERACION (PNO)

1. ORJETIVO
1.1. Describir con claridad las ctapas requeridas, asi como los ajustes necesarios

para que el equipo funcionc en condiciones Gptimas.

2. ALCANCE

2.1, El procedimiento e¢s - aplicable al personal snalista del departamento de
Evaluacion Sanitaria de Medicamentos y Cosméticos en ¢l Laboratorio Nacional de
Salud Publica.

3. DOCUMENTOS APLICABLES
Bibtiografia 1-10, 30.
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4. DEFINICIONES

4.1, ABSORBANCIA. Logaritmo  base  diez del inverso de la transmitancia
(A=log 10 (1/T)). El término densidad de transmisiép intena, puede emplearse conto
sinoninto de absorbancia.(3,10)

4.2, CONCENTRACION, ~Cantidad de sustancia contenida en una cantidad de
muestra. Para  una solucion, se reficre a la cantidad de soluto contenido en un
solvente, expresado en gramos por litro.(3,8)

4.3. ESPECTROFOTOMETRO. Proporciona la relacién del poder de la radiacion de
dos haces elcctromagnéticos con respecto a la longitud de onda espectral.(3,13)

4.4, EXTINCION ESPECIFICA (E 1%/1 cm). Se aplica al cociente de dividir la
‘ahsorbmcin (A) ecutre el producto dela concentracion de la sustancia (c),
expresado en g/100 mly el  espesor  atravesado (b), por la energin luminosa
expresada en centimetros.(3,10) k

4.5. LONGITUD DE ONDA. Distancia comprendida através de la lnea de
i:roplglcién cntre dos puntos que estén en fase de ondas adyacenles.(a.m)

4.6. TRANSMITANCIA, Proceso fisico. que relacions la energia radiante que

atraviesa una wnuestra y la energia radiante que incide sobre ella.(3,30)

5. RESPONSABILIDADES

S5.1. ANALISTA | v

5.1.1. Consultar ¢l procedimiento Normalizado de Operacién (P.N.O), antes de
mangjar, ajustar o calibrar el equipo,

5.1.2. Registrarse en la bitécora de uso cada vez que utiliza el  equipo,

5.1.3. Comunicar de inmediato cualquier duda o falla al supervisor.

5.1.4. Cuando utiliza ¢l equipo es responsable del mismo,

5.1.5. Apegarse al Procedimieato Normalizado de Operacion.
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§.2, JEFE DE LABORATORIO

5.2.1. Verificar que el equipo sc maneja y calibra de acuerdo al Procedimiento
Normalizado de Operacion, '

5.2.2. Revisar que la calibracion y  mantenimiento del equipo cumpla de acuerdo
al cronograma establecido.

5.2.3. Verificar que los usuarios se registren en la biticora de uso.

5.2.4. Comunicar cualquicr duda o problema que sc presente con relacion  al
equipo. |

52.5.En caso de que el equipo no cumpla con.  las especificaciones, colocar un

letrero de "FUERA DE SERVICIO, y llamar af técnico.
6. DESCRIPCION DE LA ACTIVIDAD

6.1. CONDICIONES PREVIAS

6.1.1. Verificar que todos los cables del equipo, estén conectados  sobre I linea
de corriente eléctrica, |

6.1.2. Para encender el regulador, subir la palanca del interruptor.

6.1.3. Antes de encender el espectrofotometro revissr el compastimento de Ia
celda, no debe encontrarse ningiin objeto que pueda obstruir el paso de la luz,

6.1.4. Antes y después de usar las celdss, lavarias con Extran slcalino at 10 %,
enjuagar con agua destilads, secar la parte interna con etanol absoluto y fas
caras externas secarlas con un papel seda.

6.1.5. Verificar que la impresora tenga un buen suministro de papel y que el alio
de la primera pagina este alineado correctamente.

6.1.6. Manejar las celdas con cuidado; se deben tomar con los dedos indice vy

pulgar del lado opaco; antes de  introducirlas con la solucion,
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6.2. MANEJO

6.2.1, Encender la pantalla presionando el  botdn de encendido, localizado en la
parte inferior derecha- del monitor.

6.2.2. Encender el espectrofotémetro, presionando el botén  de - encendido,
localizado en la parte posterior derecha de_l espectrofotometro.

6.2.3. Encender la  impresora, presionando el interruptor de encendido, localizado del
lado izquierdo.

6.2.4. Esperar 20 minutos para ajuste intermno.

6.2.5.En Ia pantalla aparece uﬁl ventana de diagndstico. Quitar la ventana POWER
UP DIAGNOSTICS, presionindo el - boton izquierdo del mouse en la llave
*QUIT", para desplazar la ventana principal.

6.2.6. Para encender las  lamparas UV y Visible localizadas en la barra de mend
permanente, oprimir el botén izquierdo del mouse en las lHaves "VIS OFF"y

"UV OFF",

~ 6,3, CREANDO Y USANDO UN METODO DE BARRIDO DE LONGITUD‘ DE
ONDA (WAVELENGTH SCAN)

6.3.1.D¢ la ventana principal - elegir WAVELENGTH SCAN, colocando la
flechs en ¢l ment WAVELENGTH SCAN y oprimiendo el boton  izquierdo

del mouse, o
: 6.3.2. La ventana Wavclength Scan es desplazada, oprimir ¢l botdn izquierdo del
N ) mouse en la Hlave "METHOD", para desplazar la  ventana METHOD, Los
métodos almacenados se lisan en la‘ parte superior  de la ventana y los

parametros de anilisis son listados en la parte inferior de la ventana,
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6.3.3. Oprimir el boton izquierdo del mouse en la lave "CREATE", para desplazar la

siguiente ventana;

New file nama (A}

| cANcEL] [ ok |

Introducir el nombre del método en esta ventana.

a.Pans introducir el nuevo mombre del archivo, oprimir el boton izquierdo del
mouse en ¢! nombre desplazado después de*New  File Name", para desplazar el
teclado alfanumérico. Escribir el nombre del método y oprimﬁ ol boton izquierdo del
mouse en "OK", para quitar ¢l teclado. ‘

b. Oprimir el botdn izquierdo del mouse en *OK", para  quitar fa ventana CREATE y

aceptar ¢l nombre del archivo,

¢. El nombre del archivo es desplazado seguido de "Method in use”

634.Paa  introducir un comentario acerca del métod&, oprimir ¢l botdn
izquierdo de! mouseenla Ilde "NOTE" y usar ¢l teclado ‘nlﬁnuméﬁco para
escribir un mensaje con un miximo de 40 caracteres.

635 Pan  introducir un comeotario acerca del método, oprimir ¢l botdn
izquierdo del mouscen la llave "Note" y usar ¢l teclado alfanumérico, para
escribir un mensije con un miximo de 40 caracteres. | ‘

6.3.6. Para introducir parimetros de anilisis, oprimir el boton izquierdo del
mouse en el valor desplazado ¢ introducir el valor deseado.

6.3.7. Al terminar de cresr el método, - oprimir el botén izquierdo del mouse en la |

llave "SAVE", pars guardar el método.
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6.3.8. Para usar el método, oprimir el botén izquierdo del mouse enla llave "EXIT",

E! método es almacenado automiticamente y la ventana de andlisis es
desplazada con los parimetros para ¢l método.

6.3.9. Colocar la celda con la solucion blanco en el portaceldas posteriory
presionar el boton izquierdo del mouse enla llave "BLANKY, localizada cn la
barm de menti permanente.

6.3.10. Después de haber realizado el ~registro del blanco, retirar la celda con la
solucion blanco y colocar en el mismo lugar la celda con la muestra,

6.3.11. Oprimir el botén izquierdo del mouse en la llave "READ SAMPLES" para
empezar |a lectura de las muestras.

6.3.12, Para anotar datos enla grifica, oprimir elbotén izquierdo del mouse en la
llave "ANOTATE" y con el mouse elegir un punto en la grifica donde se
desea hacer la anotacion e introducir la informacion con el teclado alfanumérico,

6.3.13. Imprimir los resultados, oprimiendo ¢l botén izquierdo del mouseenls  llave
*PRINT", localizada en ¢l meni de la ventana,

6.3.14. Repeur del paso 6.3.9 al 6.3,13 para todas las muestras.

6.3.15. Oprimir ¢l boton izquierdo del mouse en la llave "QUlT", para desplazar la

siguiente ventana;

B Seve changues in the method?
Mathod file neme;

B Sawe Results belore clearing?
Resuts fle Nema: (A work_Res

[ cance | [ ok |
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6.3.16. Oprimir ¢l botén izquierdo del mouse en "OK", para desplazar la ventana

principal y terminar el anilisis.

6.4. LECTURAS A MAS DE UNA LONGITUD DE ONDA
(FIXED WAVELENGTR)

64.1.De Ia ventana principal oprimir el botén izquierdo del mouse en la llave
"FIXED WAVELENGTH" para desplazar la ventans Fixed wavelength,

64.2. Oprimir el - boton  izquierdo del Mw ~en [a llave "METHOD", para
desplazar  la ventans de Método. Los métodos almacenados  se enlistan en la
parte Supctiot de la ventana y los parémetros de anilisis en la parte inferior,

6.4.3. Oprimir ¢l botén izquierdo del mouse en lallave "CREATE", para
desplazar Ia ventana Create.

6.4.4, Introducir los siguientes parimetros:

8. Method in wuse: Introducir ¢] nombre el método usando elteclado
alfanumérico.

~ b. Note: lntroduéir un menssjc - de 40 carscteres que es usado para describir

el méodo.

<. Read mode: Elegir entre (ABS) y (% T).

d. Wavelength, factors - and wnits. Oprimir ¢l - boton izquierdo del mouse en
VIEW, para desplazar la ventana de parimetros.
La ventans dec parémetros se usa para introducir las longitudes de onda
pars el andlisis, factor de comcentracién para cadalongitud de ondsy
unidades para cada longitud de onds.
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d.1. Introducir los valores de longitud de onda, factores yunidades,
oprimiendo el  botén  izquierdko del mouse en lalocalizacion
respectiva ¢ introducir los valores c_onespéndientes.

d.2. Capacitar o inhabiliter  cada Iongiﬁld de onda oprimiendo el botén
izquierdo del mouse en (Yes)/(No) en la columna "Use".

d.3. Cuando se hayan. introducido los valores correspondientes, oprimir el
boton izquierdo del mouse en la lave "Exit", para aceptar los valores y
quitar la ventana de la pantalla,

e, Read average time:. Es el tiempo en scgundos, en el cual los datos son
colectados y el tiempo promedio de lectura.

6.4.5. Oprimir ¢l botdn izquierdo en la llave "SAVE", para  almacenar el método.

6.4.6. Opnmnr el botén ‘izquierdo del mouse en Ia llave “Exit", para desplazar la
ventana Fixed Wavelength con los parémetros del método.

6.4.7. Colocar la celda conla solucion blanco en el pontacelda posterior y
oprimir el boton izquierdo del mouse en Ia llave  "BLANK", localizada en la
barra ‘de men( permanente. .

6.4.8 Después de haber realizado el registro del blanco, retirar 1a celda con la
solucion blanco y en el mismo lugar colocar 1a celda con la muestra.

6.4.9. Oprimir ¢l boton izquierdo del mouse en "Read Samples”.

6.4.10. Repetir los pasos 6.4.8 'y 6.4.9 para todas las muestras.

6.4.11. Imprimir  los resultados oprimiendo el botdn izquierdo de! mouse .en la llave
"PRINT*, localizada en el meni) de Ia ventana,

6.4.12. Realizar los pasos 6.3.15 y 6.3. 16 para terminar el andlisis.
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6.5, BARRIDO A UNA LONGITUD DE ONDA VARIABLE (REDI SCAN)

6.5.1. Oprimir . el boton izquierdo del mouse en la llave "REDI SCAN", localizada en
1a barra de menis permanente. ' »

6.5.2. Verificar que la ordenada se desplace en absorbancia (ABS), en caso
contrario oprimir ¢l boton izquierdo del mouse colocando Ia flecha en el valor
desplazado. v

-6.5.3. Introducir los pardmetros:
a.Longitud de onda inicial. Colocar la flecha con el mouse en el valor de

longitud de onda inicial desplazada, oprimir el boton izquierdo del mouse ¢
introducir el valor correspondiente usando el teclado alfanumérico.

b. Longitud de onda final. Colocar Ia flecha con el niol_lseen el valor de
longitud  de onda final desplazado, oprimir ¢l boton  izquierdo del mouse
¢ introducir el valor correspondiente, usando el teclado alfanumérico.

.6.54. Colocar la solucion blanco en el compartimento de la celda y oprimir el botén
izquierdo del mouse en Ia llave "SCAN BLANK". |

- 6.5,5. Después de realizar el registro del blanco, retirarla celds  con la solucion
blanco. » ' '

6.5.6. Colocar en el mismo lugar 1a celda con la muestra, oprimir ¢l botén izquierdo del
mouse en la llave "SCAN SAMPLE", para enpciula lectura de las muestras,

6,5.7, Para anotar datos en la grifica, oprimir el boton izquierdo del mouse en la
llave "ANOTATE", con el mouse elegir un punto en la grifica donde sc desca
hacer la inoucién ¢ introducir 1a informacion usando el teclado alfanumérico.

6.5.8. Imprimir los = resukados oprimiendo el boton izquierdo del mouse en Ia lave
"PRINT".

6.5.9. Repetir del paso 6,5.6 al 6.5.8 para todas las muestras.
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6.5.10. Oprimir el boton izquierdo del mouseenlallave "EXIT", para regresara

1a ventana principal y terminar el andlisis.

. 66, LECTURAS A LONGITUD DE ONDA FUJA

6.6.1. Oprimir o boton izquierdo del mouse en la  lave "REDIREAD",
localizads en !a barra de menii permanente,

6.6.2. Introducir los pardmetros:

a. Longitud de onda. Oprimir ¢l botén izquierdo del mouse enla longitud de

onda desplazada e introducir ¢l valor correspondiente usando el teclado
alfanumérico. v
b. Tiempo promedio de lectura, ~ Oprimir el botdn izquierdo del mouse en
"READ AVG TIME", e introducir el valor correspondiente; se recomignda '
0.5 scgundos
6.6.3. Colocar 1a celda con la sohicion blanco en el portacelda posterior y opﬁmﬁ el
botén izquierdo del - mouse en la llave "READ BLANK". Alterminar. el
registro del blanco, retirar la celda.
+6.6.4. En el mismo lugar introducir la celda con la muestra.Oprimir el botén izquierdo del
mouse en la llave "READ SAMPLES",
6.6.5. Repetir ¢l paso anterior para todas las muesins. ‘
6.6.6. Imprimir los resultados oprimiendo el botdn izquierdo del mouse en Ia lave
"PRINT". ’
6.6.7, Oprimir el boton izquierdo del mouse en la llave "EXIT", para regresar a la

ventsna principal y terminar el anlisis.
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6.7. AL FINALIZAR LA MEDICION

6.7.1. Retirar Ia celda del portacelda y lavarla como se describe en el inciso 6.1.4.

6.7.2. Apagar * las limparas UV 'y Visible, localizadas en ~ la barra de menu
permanente. _

6.7.3. Apagar la impresora, presionsando el interruptor de encendido, localizado en
el lado izquierdo de la misma.

6.7.4. Apagar el espectrofotometro, presionando el botén de encendido,  localizado en
la parte posterior derecha del espectrofotémetro.

0.7.5. Apagar ¢l monitor presionando el botén de encendido localizado en la parte
inferior derecha del mismo.

6.7.6. Apagar ¢l regulador, bajando la palanca del interruptor.

6.7.7. Colocar la cubierta y registrarse en la bitdcora de uso.

El procedimiento Normalizado de operacién (PNO), se elabordé de acuerdo ala

bibliografia 12, Posteriormente fue revisado por un analista del departamento de
Evaluacion Sanitaria de Medicamentos y Cosméticos, el cual siguio ~ al pic de laletra

todas las instrucciones mencionadas en el mismo; y certifico que el PNO cumple con los’

requisitos para los cuales fue creado.
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6.2.4. PROGRAMA DE MANTENIMIENTO PREVENTIVO 'Y CORRECTIVO,
6.2.4.1. MANTENIMIENTO PREVENTIVO

A. Mantener ¢l  instrumento con = una ventilacion adecuada para evitar -un  sobre

calentamiento.

B.El cquipo debe operar en un ambiente libre de polvo y de solventes volatiles,

parano causar un desajuste en el equipo.

C. Es necesario  que el equipo tenga un tiempo de calentamiento de 20 minutos, de
no ser asi puede falsear resultados. ‘

‘ D. Nousarceldas sucias y rayadas para no causar un mal funcionamiento del

instrumento y dar resultados erréneos.
E. Cambisr ¢l desecante, por lo menos cada2 meses. Debido a que un alto
porcentaje  de Humedad causa condensacién de  agua en la superficic dptica,

o ocasionando un desajuste en el instrumento,

F.Limpiar las superficies del equipo peﬁbdicmente,lcon un limpiador
antiestitico,
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6.2.4.2. MANTENIMIENTO CORRECTIVO
A. CAMBIO DE LA LAMPARA UV
* Partes requeridas: Limpara UV, P/N 514366,
PROCEDIMIENTO
a. Desconectar el espectrofotometro y dejario enfiiar por 15 minutos.
PRECAUCION: Dusante la operacion, se deben usar lentes de seguridad y
guantes para protegense de Ia uz UV,
b. Quitar ¢l monitor, de la parte superior del espectrofotémetro. Retirar el tomillo
que asegura la caja de la fuente. Abrir Is caja donde se localiza la limpars y

quitarla (Figura 7).
Tornillos
D o
~
MIGURA 7, ISPECTROPOTOMETRO

c. Para desconectar of comector de la lémpars UV, oprimir ambos lados del
conector, entonces jalarlo para retirarlo, (Figura 8),

d. Retirar los tomillos y Tuercas que sujetan la lémpara UV, (Figura 9).

¢. Quitar la limpara levantindola directamente, (Figura 10).
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" FIGURA 10. LAMPARA U.Y.
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f. Desempaquetar la limpara nuevs cuidsdosamente para no romperls. Colocarla
con cuidado, sujetindols con los dos tomillos como se muestra en la figura 9.
Colocar el conector como s¢ mucstraen la figura 8,

Nota: Asir la Limpara con un paiio o guantes para evitar fundirla.

g. Colocar Ia caja de 1a fuente y sujetarla con los tomillos. Reponer el monitor
en la parte posterior de! equipo.

h. Conectar el espectrofotémetro y encenderio. Cuando la vesificacion -del equipo
haya terminado, s desplaza Ia ventana "POWER UP DIAGNOSTICS", Quitar la
ventana de Disgnostico, presionando el botén izquierdo del mouse en la llave
"QUIT", para desplazsr Ia  ventans principal.

i. Oprimir el boton izquierdo del mouse en *DIAGNOSTICS®, para desplazar la
ventsna de diagndstico. Oprimir ¢l botén izquicrdo del mouse en la lave
"RESET Hrs", entonces se desplaza la siguiente ventans:

WARNING

Resst the UV source hours ?

[owea] [ox]

j. Oprimir ¢l botn izquicrdo del mouse en OK, para colocar la limpara UV con
0.0 horas. Oprimir ¢l botén izquierdo del mouse en "QUIT", para regresar
a la ventana principal.
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B. CAMBIO DE LA LAMPARA VISIBLE
* Partes requeridas; umpm visible, P/N 945672,
PROCEDIMIENTO

8. Desconectar el espectrofotémetro y dejarlo enfriar por 15 minutos.

b. Quitar e} monitor de la parte superior del espectrofotometro retirar el tomillo
que ascgurs la cajs de la limpara. Abrir la caja y quitar la taps, como se
muestra cn la figura 7.

c. Quitar los 2 tomillos que sujetan la timpara, (figura 11).

fprnillos '

FIGURA 11, TORNILLOS DE LAMPARA VISIREZ

&, Quitar 1a Limpars, levantindola directamente, Rotars manteniéndols en posicién

de freno, (Figura 12).

e. Quitar Is Kmpars vieja con cuidado y desempacar la limpars nuevs, (Fijun 13)

£ Roemplazar s limpars manteniéudola eo posicién de freno y colocar los dos
tomillos. |

g Colocarla tapa de la caja de la limpara y ascgurarla con los tomillos.

h. Colocar la pantalls en la parte superior del equipo.
Nota: La limpara visible debe tomarse con un paiio.
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FIGURA 13, COLOCACION DE LAMPARA VISIBLE

Debido a que no existia un programa de mantenimiento Preventivo y Correctivo, se
implemento para tener un mejor cuidado  del equipo y una funcionalidad activa del

03
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6.3. VALIDACION DEL SOFTWARE
6.3.1, CALIFICACION DEL SOFTWARE
El software del espectrofotémetro cuenta con los siguientes archivos:
6.3.1.1. MEDICIONES DE RUTINA (ROUTINE MEASURE)
Este archivo cuenta con diferentes métodos de rutina y los parimetros establecidos en estos
pueden modificarse sl gusto del operador:
Los métodos que se incluyen son Jos siguientes:

A. Lecturss a longitud de onda fija (REDI READ)

B. Barrido a lougitud de onda variable (REDI SCAN)

C. Lecturas a més de una longitud de onda (FIXED WAVELENGTH)

~ D. Barrido de longitud de onda (WAVELENGTH SCAN)
Y cousisten en:

A.LECTURAS A LONGITUD DE ONDA FUJA (REDI READ)

Se usa pars tomar lecturas en absorbancis o transmitancia a una longitud de onda

predeterminada, los parimetros que se nancjan son:

s Mado de Lectura (Read Mode). Con ¢l cual se elige I variable de respucsts, esta
varisble puede ser: Absorbancia (Abs) y Transmitancia (% T).

b. Longitud de Onda (Wavelength). Se usa para elegir Ia longitud de onda a la cual
sc va a leer la muestra,

c. Tiempo Promedio de Lectura (Read avg Time). Establece el tienpo en el que s -
proporcions la lectura para cads muestra imtroducida.

d. Correccion de Blanco (Read Blank). Se usa para establecer la absorbancia del blanco
en cero y evitar interferencia en las lecturss.

¢. Impresion (Print) En estaopcion el operador decide si sc imprimen los datos

obtenidos o no.
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B. BARRIDO A LONGITUD DE ONDA VARIABLE (REDI SCAN)

Se usa para realizar barridos a una velocidad de barrido de 1200 nm/min,

Los parimetros para egte método son los siguientes:

8. Longimd de onda Mdxima, Selecciona la longitud de onda méxima a la cual se
hara el barrido.

b, Longitud de onda Minima, Determina cl limite inferior del rango de barrido.

¢. Ordenada mdxima. Establece ¢l limite superior de respuesta en lﬁ variable de la
ordenada. |

d. Ordenada minima, Determins el limite inferior de respucsta en la variable de
ordenads .

e, Auioescala, Ajusta los cjes de ordenadas.

f. Trazo /Trace). Se usa para desplazar lecturas eligiendo puntos en las grificas.

g. Anotacion (Annotate). Se usa para introducir informacion en la grafica.

C.LECTURAS A MAS DE UNA LONGITUD DE ONDA
(FIXED WAVELENGTH)

Este moﬁo de analisis seusapara colectar datos en absorbancia o transmitancis, 8

mas de 12 longitudes de onds. Ademds, se uss un factor para calcular I

concentracion en la muestra, Los parametros que se manejan son los siguienlés:

a, Tiempo promedia de Lectura.

b. Modo de lectura,

¢. Longirud de onda (Wavelength). Se eligen las longitudes de onda a las cusles'se
desea realizar las lecturas.

d. Facror, Se  introduce el factor que se desea que se multiplique 1a absorbancia,
para proporcionat la concentracion de la muestra,

e. Unidades (Units). Establece e tipo de analisis para el resultado final.
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f. Save Clear. Para salvar los resultados, si asi se desea.
D. BARRIDO DE LONGITUD DE ONDA (WAVELENGTH SCAN)
Realiza bamrido de longitud de onda en absorbancia o trausmitancia, Los datos se

almacenan automiticamente para realizar manipulaciones en las cuales se incluye:

* Ampliacion, sobreposicion y Tabulaciones. Los calculos ‘incluyen: Nimero de

méximos, de ia, a 4a. derivada, logaritmo de ibsorbgnpia, adicion, sustraccion y

multiplicacidn espectral. ;

En este tipo de miﬁsis,se trabaja creando’ métodos en los cuales se incluyen los

siguienvtcs parametros: ‘

a.Modo de Lectura (ReadMode). Con elcual se elige Ia variable de respuesta,
absorbancia o transmitancia, ,

b. Longitud de onda inicial (Wavelength Starz). Determina e! limite inferior del rango
de barrido.

c. Longitud de onda final (Wavelenéth End). Selecciona el limite superior del rango
de barrido.

d. Registros por muestra (Scan per Sample).  Elige el nimero de barridos que se
hardn - por muestra. ‘

e. Intervalo de tiempo (Interval Time). Selecciona el tiempo en el cual se hard ¢!
barrido.

f. Autoescalamiento (Autoscaling). Ajusta los ejes de  ordenada para mostrar el
maximo de absorcién.

g. Limite inferior (Lower Limit). Determina el limite inferior  de respuesta en la
variable de ordenada.

h. Limite superior (Upper Limit). Establece el limite superior de respuestaen la

variable de ordenada.
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i. Sobreposicion de registros (Overlay Scans). Con este pardmetro  se decide si los
espectros  de las diferentes muestras se graficarin en la misma  grafica, obteniendo
espectros superpuestos.

j. Velocidad de barrido. M.am la velocidad a la cual se leera y praficard, se
proporciona en nandmetros/minuto.  Se puede elegir entre 2400, 1200, 600,
240y 120 am/minuto,

6.3.1.2. DIAGNOSTICO
Este archivo se usa para calibrar Ia longitud de onda, encontrando el miximo de absorcion
de la lampara de Deuterio, elige la genancia de registros posterior  1a calibracion y realiza la

correccion de linea Base,

6.3.1.3. CONFIGURACION
Se usa para seleccionar los parémetros instalados en el mstrumento, equipos de salida y
accesorios de muestreo, |
También es usado para asignar claves y proteger métodos.

NOTA. Los parimetros para s configuracidn se seleccionan al instalar el equipo y no

pueden cambiarse durante la operacion de! mismo,
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6.3.2, EVALUACION FUNCIONAL

Durante la evaluacion funcional, s¢ verificaron los siguientes pardmetros:

6.3.2,1. SENSIBILIDAD

Para evaluar la sensibilidad, se usaron los métodos REDI READ y FIXED
WAVELENGTH, los resultados de sensibilidad se reportan en las tablas Vil y IX,

TABLA VIIL. RESULTADOS OBTENIDOS EN LA PRURBA DESENSIBILIDAD POR EL METODO REDIREAD

TABLAIX. RESULTADOS OBTENIDOG EN LA PRUZBA DE SENSIBILIDAD FOR EBL METODO
NIXED WAVELINGTH

En lo que se reficre s sensibilidad pudo demostrarse que no existe diferencia significativa
entre los valores obtenidos experimentslmente por los dos métodos y los valores
tedricos, Cabe mencionar que los valores tedricos se obtuvicron gpartir de los resultados de

linearidad fotométrica.
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6.3.2.2. REPETIBILIDAD

En la evaluacion de 1a repetibilidad, se usaron los mismos métodos que para sensibilidad. Al
evaluar la repetibilidad por los dos métodos (REDI READ y FIXED WAVELENGTH),
sc observa que el coeficiente de variacion (C.V) es menor del 2 % segiin se muestra en las
tablas X y XIpor loque se puede decir que las respuestas del espectrofotdmetro son k

repetibles y no existe variacion significativa.

08731 08732 oemi

0.8731 08732 087

04730 08732 0.8734

0732 04730 08730 0.8734
04731 0.8730 08731

08732 0873 08731

Xp_ 0.873083 0873117 08732
DESV. §TD 0.000073 0.000098 0.000138
cv 0.008622 0.01126) 0.017742

TABLA X. RESULTADOS OBTENIDOS EN LA PRUESA DE REPETIBILIDAD POR EL METODO REDI READ

0373t 0.873) 0.8730

08732 0.372 0.8730

0811 08734 0.8730

-0 0.8732 0.873) 0.8730

0.8731 0.8732 0.8731

08731 08732 0.8734
Xp 0.873133 0.8732 0.873083
DESV. STD. 0.000052 0.000110 0.000160
C.V. 0.003914 0.012543 0.018330

TABLAXI. RESULTADOS OBTENIDOS EN LA FRUEBA DE

FIXED WAVELENGTH

REPETIBILIDAD POR EL METODO
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6.3.2.3. RESPUESTA ADECUADA

Para evaluar la respuesta adecuads, se usaron los métodos REDI SCAN y WAVELENG’I‘H
SCAN.

En la respuesta adecuada, se puede obscrvar que la respuesta es congruente y cercanaa la
tedrica para los dos métodos (Tablas XII y XIlI), mis = ain, no existe diferencia

significativa entre los datos obtenidos y los valores tedricos como se puede apreciar en las

figuras 14 y 15,

TABLA XI1. RESULTADOS OBTENIDOS EN LA EVALUACION DE RESPUESTA ADECUADA POR EL METODO
' REDI SCAN, ‘

TABLA XIIL RESULTADOS ~ ONTENIDOS EN - LA EVALUACION Dr RESPURSTA
ADECUADA POR ELMETODO WAVELENGTH SCAN
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6.4. CELDAS

Las celdas fueron lavadas de acuerdo a los procedimientos de limpieza de rutinaria y
linpieza bimestral.

Posteriomente las celdss, se sometieron la prucba de limpicza, realizando 10 lecturas con
agua destilada, usando aire como blanco s una lougitud de onds de 240 nm.

Los resultados sc muestran en Is tablas XIVy XV.

80 0.0509 0.0499 0.0010

9.0 0.0495 0.093 0.0002
100 0.0508 0.097 0.00t1

TABLA XIV, LECTURAS ONTENIDAS RN LA FRURBA DR LIMMERZA DE RUYINA

6.0 0.0%01 0.0 0.00090

10 0.049¢ 0.001 0.00070
80 0.0304 0.0489 0.00150
9.0 0.0504 0.0489 0.00150
100 0.0303 0.0490 0.00130

TABLA XV. LECTURAS ORTENIDAS RN LA FRUERA DR LIMPIRZA BIMESTRAL

- En las tablas X1V y XV se puede observar, que ls absorbsncia _lpmntc fue menor de 0,093,
lo que demuestra que ambos procedimientos de impieza son optimos.
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La diferencia entre lecturas (A-B); en ambos procedimientos de limpieza fue menor de’ 0.005
(ver tablas XIV y XV), pof lo que se puede decir que la celda puede colocarse de cualquicra

de las dos formas, sin existir interferencia en los resultados.

6.6. CALIBRACION
6.6.1. EXACTITUD Y PRECISION DE LA LONGITUD DE ONDA

Se obtuvieron 10 espectros del patrdn de referencia (celda de Oxido de Holmio), con los

cuales se evalué Ia exactitud y precision de 1a longitud de onda, '

En I figura 16, s¢ muestra el espectro obtenido pars la celda de Oxido de Holmio.

Las longitudes de onda de referencia y las longitudes de onda promedio se reportan en la
tabla XV1.

La exactitud de la longitud de onda s¢ evalud, comparando el valor de la diferencis entre la
longitud de onda reportada (X), menos Ia longitud de onda promedio obtenida (Xp); con los
limites de tolerancia establecidos por el fabricante ( 1.0 am).

En los cusles se observa que se cumple con tales limites por lo que ¢l equipo  presenta
exactitud en Ia longitud de onds, tomando como referencia los valores de longitud de onda
reportados para cada banda de méxima absorcion, de Ia celda de Oxido de Holmio,

1140 219.00 .
2#7.50 7.5 0.00

3370 333.50 0.20 PARATODAS
36090 360.50 040 1ASBANDAS
413.00 A0 0.00 DEMAXIMA
4.2 453.00 020 AHSORCION
45990 459,50 040 RO
£36.00 $36.00 0.00

631.00 637.50 050

64.00 648.50 0.50

TABLA XVL. PARAMETROS RSTADISTICOS PARA LAS LONGITUDES DE ONDA OBTENIDAS



2.5000

0.0000L—— . c =
: 250.0 LOWGITUD DE OMDA (na) 700.0

FIGURA 6. BSPECTRO ONTENIDO PARA LA CELDA DE OXIDO DX HOLMIO
La precision de I longitud de onda se evalué por medio del coeficicate de variacitn (C.V),
¢l cual establece que debe ser menor del 2.0 %, pars demostrar que el equipo es preciso.

Dado que los valores fueron menores del 20 %, se pudo establecer que el equipo presenta
precision en la longitud de onds.
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6.6.2. EXACTITUD Y PRECISION DE L4 LONGITUD DE ONM EN LA
REGION VISIBLE | R
Para determinar la exactitud y precision de ls longitud de onda en la regitn visible, se
obtuvieron 10 espectros del filtro de Didimio (Figura 17). ” ,

Después de obtener las longitudes de onda para cada miximo de absorcion caracteristico,
estas s¢ sometieron a un anilisis estadistico, calculando Ia longitud de onda promedio
obtenida (Xp), desviscion estindar (s) y coeficiente de variacién (C.V); los cuales se
muestran en s tabla XVII, -

Al comparar los valores de la diferencia (X-Xp), se observa que cumple con los limites de
tolerancia eﬁlblecidm por el fabricante (+ 1.0 nm), por lo que se puede decir que existe
exactitud cn la bongitud de onda en la regidn visible, tomando como referencia. los valores de

longitud de onda reportados para cada banda de méxima absorcida del filtro de Didimio,

gea— SISOEP PRSI

3720 720 0.0 :

5280 5850 0.0 PARA TODAS

688.0 634.0 1.0 LAS BANDAS'

741.0 7410 00 DE MAXIMA

307.0 807.0 0.0 ABSORCION
CERO

TABLA XVIL. PARAMETROS ESTADISTIOO8 PARA LAS LONGITUDES DR ONDA OBTENIDAS

La precision de la longitud de onds e la region visible, s¢ determiné cakulando el
coeficiente de variacion (C.V), obteniendo valores menores del 2 % , con lo que se puede
decir que el equipo presenia precision en Ia longitud de onda.



i

3.0000

Abs

0.0000 :
400.0 " LONGITUD DE OMDA (na) 1100.0

FIGURA 17, RSPRCTRO ODTRNIDO PARA KL FILTRO DR DIDIMIO

6.6.3,. EXACTITUD FOTOMETRICA :
Pars evaluar la mmiludkfo!onﬂtiu s¢ utilizb un estindar primario de Dicronato de
Potasio, del cual existen los rangos de absorbancia centificados.(6)

E} anilisis se realizd dos dias diferentes preparando  soluciomes de 40, 50, 60y 70
mog/ml, para leerlas posteriormente a las longitudes de onda de 235, 257, 313, 345 y 350
am; en cada dia se obtuvieron 10 repeticiones por cada nivel de concentracita.

En la tabls XVII, sc observan los intervalos promedio de absorbancia obtenidos por cada
dia.

Posterionnente los valores promedio de absorbancia por cada dia fueron analizados para
obtener un promedio general. La desviacion estindar se realizd con base en los promedios
obtenidos en Jos dos dias de anlisi, (ver Tabla XIX). |
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Sk LA o
40.0 0.485-0.499 . 0.4198.0.4950 0.4904-0.4942
235 50.0 0.607-0.625 0.6133-0.6231 0.6139-61810
60.0 0.730-0.752 0.7338-0.7509 0.7379-0.7439
700 0853-0.879 0.3637-0.8726 0.8637-0.8690
40.0 0.564-0.582 0.5686-0.5766 0.5707-0.5777
257 50.0 0.706-0.728 0.7133-0.7244 0.7120-0.7181
60.0 0.840-0.873 0.8563-0.8674 0,8549-0.8654
70.0 0.993-1.023 1.0027-1.0156 1,0039-1.0154
40.0 0.129-0.195 0.1922-0.1939 0.19200.1938
313 50.0 0.237-0.245 0.2402-0.2432 0.2396-0.2427
60.0 0.285.0.293 0.2836-0,2912 0.2877-0.2904
70.0 0.332-0.342 0.3360-0.3390 0.3336-0.3396
40.0 0.419.0.431 0.4198-0.4240 0.4215-0.4239
345 50.0 0.523-0.539 0.5266-0.5316 0.5275-0.8311
60.0 0.627-0.647 0.6228-0.6369 06294-0.6346
70.0 0.733-0.763 0.7346-0.7311 0.7373-0.7422
40.0 0.431-0.434 0.4282-0.4306 0.4293-04314
%0 50.0 0.528-0.543 0.5302.0.5371 0.5321-0.5347
60.0 0.633-0.63 0.6342-0,6462 0.6355-0.6462
70.0 0.740-0.768 0.7414-0.7554 0.7432-0.7547

TABLA XVIII. DATOS DE AHSORBANCIA OBTENIDOS PARA LA FRUEBA DE EXACTITUD POTOMETRICA

Los datos se compararon con los centificados, para cada concentracién y longitud de onda,
cncontrando que ¢l equipo presenta exactitud fotométrica en todas las longitudes de onda y
concentraciones, excepto para la concentracion de 40 meg/ml a la longitud de onda de 350
um; esto se pudo deber a un corrimiento en la longitud de onda causando por Ia estabilidad
de 1a sustancia y al pH de la misma,

La desviacion cstindar obtenida, mucstra que no existe interferencia en los resultados al
trabajar en dias diferentes.

‘Fambién cabe mencionar que la exactitud de la lougitud de onda se determind inicamente en
la regién ultravioleta, debido a que fue dificil conseguir el estandar NBS 930 con el
proveedor y con otras instituciones que se encargan de proporcionar vantenimiento y

servicio a este tipo de instrumentos.
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0.435-0.499 0.49010-0.49460 0.000366

0.607-0.625 | 0.61385-0.62060 { 0.00007) 0.003536

I 0.730-0.752 -} 0.73585-0.74740 | 0.002899 0.0049%0

70.0 0.853-0.879 | 0.86370-0.87080 | 0.000000 | 0.002546

40.0 0.564-0.582 | 0.56963-0.5771S | -0.001483 0.000778

257 20.0 0.706-0.728 | 0.71265-0.72125 | 0.000919 0.004433
60.0 0.840-0875 | 0.85560-0.86640 | 0.000990 0.001414

700 0.993-1.023 1.00333-1.01833 0.000891 0.000127

40.0 0.189-0.195 '} 0.19210-0.19385 | 0.00014) 0.00007)

33 50.0 0.237-0.243 0.23990-0.24245 | 0.000424 0.00106)
60.0 0.283-0.293 0.28815-0.2908 | 0.000636 0,000366

0.0 __0.332-0.342__ | 0.33580-0.33930 | 0.000283 0.000424

40.0 0.419-0.43) 0.42060-0.42395 | 0.001202 0,000071

348 50.0 0.523-0,539 | 0.52705-0.53135 | 0.000636 0.000354
60.0 0.627-0.647 | 0.62910-0.63570 | 0.000424 0.001626

10.0 0.733-0.765 | 0.73395-0.74665 | 0.001909 0.006293

40.0 0.431-0.434 | 0.42875-0.43100 | 0.000778 0.000566

350 300 0.528-0.543 | 0.53115-0.53590 | 0.001344 0.001697
0.0 0.633-0.633 | 0.63485-0.64670 | 0.000919 0.000707

70.0 0.740-0.768 | 0.74230-0.7550S | - 0.001273 0.000493

TABLA XIX. PARAMPTROS ESTADISTICOS PARA LA FRUEBA DE EXACTITUD FOTOMETRICA

6.4. PRECISION FOTOMETRICA

"Para evatuar la precision fotométrica se utilizaron soluciones de Dicromato de Potasio a las
concentraciones de 60 y 100 mcg/ml. E anilisis se reatizd dos dias diferentes, tomando 10
lecturas de cada solucion a una longitud de onda de 257 nm.

Los valores de absorbancia fueron anslizados, para obtener Ia desviacion estindar y el

coeficiente de variacién por cada dis.
Como se puede observar en la tabla XX , el coeficiente de variacion fue menor del 2 %,

pera Ias dos concentraciones en los dos diss, por lo que se establece que ¢l

espectrofotometro cumple con el criterio de precision fotométrica.
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0.8643 08781 1.4629 14817
0.8642 0.878] 1.4636 14824
0.8640 08776 1.4649 14817
0.8050 08778 1.4669 1.4810
0.8675 08776 1.4682 14817
08678 08776 1.4656 14804
0.3680 08773 1.4642 1.4817
0,8668 08773 1.4662 1.4824
0.8668 08774 1.4662 14817
0.8663 0.8776 1.4649 1.4810

X 0.866070 0.87765 1.46336 148137

S 0.001561 0.00028 0.001392 0.000622

CVv. 0.130283 0.0189 0.108675 0.041977

TABLA XX. RESULTADOS OBTENIDOS DE. LA PRUEBA DE PRECISION FOTOMETRICA.

Los valores reportados en los dos. dias diferentes fueron analizados para obtener un
promedio general y desviacion estdudar general para las lecturas,
De esta forma, la precision fotométrica sc reporta;

Para la concenlr‘cién de 60 meg/ml: 1.C. de ABS= 0.871860 + 0.000921

Para la concentracion de 100 meg/ml; 1.C. de ABS= 1.4723 £ 0.001107

6.5. LINEARIDAD FOTOMETRICA
En la tabla X X1, se reportan las concentraciones de las MmuCstras y las absotbancias obtenidas
de las mismas.
Posteriomiente se realizo un anslisis estadistico que consistié en:
&, Ajuste de la relacion bivariada al modelo de regresion simple
Y=mx+h

Para obtenern, b yr', (Tabla XXII).

b. Estimacion de la variacion de la variable de respuesta ajustada a la media de

asociacion entre las variables dado ¢l modelo (sy.x), (Tabla XX).
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4 0.2942 0.2971
0.02 02970 0.2930

; 0.2986 0.2966
C 05894 0.5834
e 004 0.5833 0.5823
: 05191 05871
. 08717 08752
g 0.06 08788 08747
08743 04710

11550 11541

0.08 11693 1.1656

11877 1.1879

14414 1.4407

; 010 1.4466 1.4454
i 1.4433 1.4447
! 1,796 1.7494
: 012 1750 17468
! . 1.7489 17883
i ‘ 2049 2.0387
; 0.14 20028 20382
; 20092 2.0434
: 23329 23154
0lé 23136 22971

: 23000 23343
; 25918 29936
0l 25988 25821

25034 2.5982

29036 28906

0.20 2.89%9 28970

2.8949 2.9083

TABLA XXL DATOS OBTENIDOS EN LA PRUEBA DELINEARIDAD FOTOMETRICA

14431081 | 0.008698 0.020496 .
1443424 | 0.007360 0.009899 0.999867

SEGUNDA

! TABLA XXI1. PARAMETROS ESTADISTIOO08 PARA AMBAS DETZRMINACIONES.



¢. Determinar si existe asociacion entre ambas variables por medio de un analisis de
varianza (Tablas XXIH y XX1V)
’ d. Prucba de hipotesis
Ho: Y no depende de X
‘ I1a: Y depende de X
. Ho: No existe falta de ajuste a la relacion lincal

Ha: Existe falta de ajuste a la relacion lineal

Dado que Fr (regresion) fue mayor que F de tablas (4.20), con una confianza del 95 %,
sc observa que Y depende de X, por lo tanto la hipotesis nula se rechaza en ambas
determinaciones.

Con respecto al  ajuste,  dado que Ffa (falta de ajuste) fue menor que F de tablas (2,45),
conuna  confianza del 95 %, se¢ observa que no existe falta de ajuste a la relacion
lineal simple ; por lo tanto Ja hipdtesis nula se acepta.

¢. Construccion del Intervalo de confianza para Ja ordenada al origen y la pendiente

con una confianza det 95 % (Tabla XXV).

REGRESION ey SCr=20.617365 | MCr=20.617368
F1ab=4.20

ERROR DE =128 SCer=0.002442 | MCer=0.000087" { Fr=236981.20689

REGRESION

FALTA DE gfa=p SCfi=-64.695865 | MCi=8.08698)

AJUSTE

ot Ftab= 2.48
" ERROR PURO glep~20 SCop=64698307 | MCep=1.234918 | Ffa=2.499906

TABLA XXUTL TABLA DR ANADEVA PARA LA PRIMERA DETERMINACION
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En la figura 18, se representa la relacion lineal existente para ambas determinaciones,
Por todo lo anterior, se verifico la funéionalidud del instrumento, al confirmar que una
muestra coniocida (Dicromato de Potasio), cumple con la ley de LAMBERT-BEER,

demostrando que la respuesta del detector cs buena y no existe presencia de luz pardsita.

REGRESION gie | SCr=20.626906 | MCr=20.626906
Fuab=4.20
ERROR DE LA glor=28 §Cer=0.002743 | MCer=0.000098 | Fr=210478.6326
REGRESION
FALTA DE gl 8 SCfa=-4.640214 | Mia=-8,080027°
AJUSTE Ftab=2.4$
: : Ffam-2,499894
FRROR PURO glep=20 | SCop~ 4642957 | MCep=3.232148

TABLA XXIV, TABLA D2 ANADEVA PARA 1.A SEGUNDA DETERMINACION

PRIMERA -0.020332< b <0.037728 14.239033<m< 14.623107
SEGUNDA -0.001360< b.<0.016080 14.377968<m <14.4908%0

TABLA XXV, INYERVALOS DE CONFIANZA PARA LA ORDENADA AL ORIGEN (b) Y PENDIENTE (m)
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FIGURA 18. GRAFICA OBTENIDA PARA LA FPRUEBA DE I.IN'I:AIIDAD FOTOMETRICA EN
. 'DOSDIASDE ANALISIS
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6.6.6. DESVIACION DE LA LUZ

K:Cri0+ 25 my/100 ml 392136 TA0640 | 4006308 | 00478i2 |1.18593
Kl 010% 3 3992670 | 350038 | 0037613 |1.09992
Nal 100% 3320950 392143 3320748 | 005804 |1.58903
ET 210891 2253898 T L

TABLA XXVL RESULTADOS OBTENIDOS EN LA PRUEBA DE DESVIACION DR LA LUZ

La desviacion de la luz o luz espuria, se evalub usando soluciones de Dicromato de Potasio
(25 mg/100 ml de KOH 0.05 N), Yoduro de Potasio (0.10 %), Yoduro de Sodio (1.0 %)y
KC1(1.20 %). El sndlisis se realizd dos diss diferentes obteniendo 10 repeticiones por dia.
Los valores de absorbancia para cada susuhcia, fueron analizados para obtener un promedib
por cada dia de estos dos, s obtuvo un promedio gencral La desviacidén estindar y el
coeficlente de variscidén (C.V), se calculé con base en los promedios obtenidos en lo§ dos
dias de anélisis, tal y como se obsesvs en La tabla XXVI. '

En esta 1abla puode observarse que en todas las sustanciss existe una absorbancis myor de

2, por lo que se considera que existe susencia de luz espuris
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7. CONCLUSIONES
- Los aspectos mis relevantes conseguidos al realizar la calificacion y calibracion del
espectrofotdmetro Beckman DU 640 fueron: , )

*La creacién del Procediniento Normalizado de Operacién (P.N.0), que permite al
¢l usuario ¢jecutar los programas establecidos ‘e‘n ¢l software del equipo; al realizar
un - anilisis pmichhr. siguiendo la pricticas adecuadas de laboratorio ‘y al mismo
tiempo permitiendo que el equipo funicione adecuadamente.

*La claboracion de un programa de mantenimiento Preventivo ¥ correctivo para
tener un mejor  cuidado -y control del equipo; y al mismo tiempo una funcionalidad
activa del mismo.

e El programs de calibracion fue diseiado para asegurary confirmar la validezy
coufiabilidad de los resultados en mediciones espectrofotométricas realizadas por el
lsboratorio.

*la veriﬁcacfén del equipo y la eleccion de los materisles y  reactivos usados,
fue de gran importancia y nﬁd‘tdoﬁos, debido a que las técaicas proporcionadas
en las normas ASTM y SECOF], se tuvieron que adaptar a lss condiciones en las
quese encontraba el equipo y a los materiales con que contaba el laboratorio.

*En cuanto s la validacion del software, el espectrofotometro Beckman DU 640;
respondio muy bien & la evaluacién funcionsl con Dicromato de Potasio, por lo
que se puede decir que los  métodos  de rutina establecidos en ¢l software estin
validados, con lo cual selogrd certificar que el software cumple con las funciones
para las que fue disediado. ‘
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9, ANEXOS
"FORMULARIO"

9.1. PRECISION
La precision, se evahia mediante el coeficiente de variacion (C.V), el cual debe tener un valor
menor del 2 %, para establecer que el equipo es preciso.

C.V=(s/Xp) * 100
Donde:
8 = Desviacion esténdar de las lecturss
Xp=Promedio de las lecturas :

9.2. LINEARIDAD
La linearidad se pucde definir como la relacion entre las cantidades de principio activo, es
decir, la concentracion y la respuesta obtenida, Esta funcion tiene una expresion del tipo;

Y=mx+b
Donde: |
Y= Respuesta Obtenida : .
x= Cantidad de principio sctivo TR T8 w “EM{',I*}
b= Ordenada al origen ’
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9.3. ANALISIS DE VARIANZA

1. Establecer las siguientes hipdtesis:
Ho: Y no depende de X
Ha; Y depende de X

Ho: No existe falta de sjuste a 1a relacion lincal

Ha: Existe falta de ajuste a 1a relacion lineal

2, Construccion de la tabla de Anilisis de Varianza

SUMA DE _
VARIACION | LIBERTAD CUADRADOS CUADEADOS | CALCULADA
RECRESION gl | SCrmolg) HWIY)-(Tyyh) | MCRSC FreSCHMCer
ROR DE LA|  gwetnd) | 5Comity)- (noy 0Ty | Messcoh
REGRESION
FALTA . DE s (n2) ted) | SCTeSCor . 5Cp MCTmSCT/gs | Flie MOTWMCep
ASTE
ERRORPURO [ ghptrt) BCoLyMEyith) MCep-SCapliop

3. Determinar en la tabla de distribucion "F", los valores para:

F(1,0:2:0.05)

F((n-2)-t(r-1),t(r-1);0.05)
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3. Establecer la decision conforme al siguiente criterio de sceptacioén:
Si Fr 2F (glr, gler; 0.05) = Y depende de X.
Si Fr <F (gir, gler; 0.05) = Y nodepende de X
Si Ffa 2 F (gir, gler, 0.05) = Existe  falta de ajuste a Ia relacion lineal simple.
Si I-Tni< F(glr, gler, 005) = No existe falta de |jusei 1a relacion lineal simple,

. 9.4, CONSTRUCCION DEL INTERVALO DE CONFIANZA PARA LA ORDENADA
. AL ORIGEN (b)

A. Calcular la desviacién estindar de la regresion (sy.x)

sy.x= (Scer/gler)'”
B. Calcular la Desviacion eaténdar de la ordenads sl origen
Sb=sy.x (1) HXp*A(Zx*H(Ex)/n))'?

C. Determinar en a tabla de distribuckén "t de student, el valor parat (1-2,0.975)
D, Calcular elintervalo de Confianza para b ‘ |
' LC(B)=btteans *(Sb)

9.5, CONSTRUCCloN DEL INTERVALO DE CONFIANZA PARA LA PENDIENTE
A. Calcular Ia Desviacién estindar de la peadicate

Sm= sy.x(V(Zx*((ExF/m))'
B. Calcular elintervalo de confianza para la pendiente

LC(M)=m tte2099 *(Sm)

8l



	Portada
	Contenido
	Introducción 
	1. Fundamentación del Tema 
	2. Planteamiento del Problema 
	3. Objetivos 
	4. Hipótesis 
	5. Material y Método
	6. Resultados y Discusión 
	7. Conclusiones 
	8. Bibliografía 
	9. Anexos 



