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INTRODUCGCCIORN



PROY:CTO DL INV.STIGAGION
‘I »= k1, PROELIMA
INTROLUCCION

Dado el progresivo avance de 1la tecnologfa en nuestra {poca ge =
tienen en €l mercado une gran cantidad de aparatos y equipos de labae
rutorio, de buse y tipo muy variado pars use del qufnico o analfsta.

La tecnologfs ha logrado conjugars la Jptica, mecdnics, conputa=
oidn, ete, recultundo wpuratos de una resolucidn y exactitud Snapree=
clables, fucilitando las determinaciones, y disninuyendose & la Ves =
el factor del ti.npo,

Sin eubargo, & pesur de que re conocen csfoa cquipos, 4l profee=
sor de le carrera de Qufmico Farmacfutico Bidlogo, no cucnta con un =
recureo didfetico prdetico para ensefar la utilicad de los micnos, o=
juetificar 1a conpra de algn equipo en un laboratorio o eppeciffcaee
nente ¢n el departamento du blofarnacia, por dar algunos cjemplos,

Aei serfa nccesario ejemplificar con un estudio la necesidal cea
contar con un equipo disponible para realizar lus prioticus de nucs=

tras materias con el equipe apropiade.

En el presénte trabajo se realisan determinaciones analfticas de
una mueetra de vitauina B, ( Clorhidreto de Tiasina )} 10 veces por =-
los eiguientes nétodoes

1) Valoracidn Lspectrofotonftrice Directa.

2) Valorascidn Fluovométrica ( resceidén del Tiocromo)
3) Valoracidn Colorimfirica ( Relneckate de amonio).
Adends re 1dentificara por infrarrojo {de wanera cusne
“titativa). :



Con los rerultados ob@enidoe ce hars un extudio estudfetico coee
rrecpondiente de cade instrumento para deterninar sut

a) Precisién
b) bxactitud

Con ector rerultados ne obtendran las concluciones en base & la=
compuracidn de dichor métodoe.

Fn el presente eﬂ.:udio, ge tiene por objeto aplicar la estudbfst_i,

2 z loo resultados obtenidos en la valoracidn de una rustancia deter

pinada, y asi en bace a estos rerultados poder justificar la utilided
¥ por lo tanto la compra de algdn equipo,

in este estudio e usaron % métodor indicados para le valorscidn
de vitanine B { re el1418 esta euctaucia por gusectabilidad y por la
veriabilidad de veloracidn ), loe métodoes fluorométrico, erpectrofo=
tométrico y colorimétrico, De cadu velorucién re obtuvieron 10 lecty
rar utilizendo primero un ertandsr de 3 micrograncs y muestrae propa=
radar ¢ ls sismu concentracidn.

Fl trutariento ertadfetico que re le did @ la Duestra fue un ang
lieic de verianciu y prueba de Bartlett parc poder detersinar en bare
a dog hipdtesis ( hipdterie de fguelded de wediae ¥y varianzus ) ol =
loc 3 nétodos con iguulmente e;actos o {igualmente precisos,

hef en bare s este ectudio ectadfstico podegos comprobar estas =
cersctexfsticas de los tres métodos anter indiocades.

Adends no solo re podrs uplicar egte ectudio de la tegis de 1a =
tieming, ;ino que se podrd utilizer purs otran rustanclas que ee valg
ran por dictintor métocoe y poder concluir cual ee xde exacto y preci
eo psra ulcha ruetancia en base u los resultados odtenidos,
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CLORIIDHAYO D& TIAMINA

Thiatinee Chlorhydras
Sin.1 Viterina 31- Clorhidrate de aneurina

ey N e BN\ CHEHOH
\NI(\ ) Nr'——\‘(cﬂb zcr
cHy
: |

cmﬂﬂcm‘os.ﬂcx. Pole 331,09

Bl clorhidrato de tiamina, degecado a 105° durante 2 horas, conw
tiene no renos del 98 por oiento des

01 2111701N 4OS.HCL

DiiSCRIPCION: Cristales pequefios, blancos o polve.oristalino, dee
olor caracterfstico, higrorcdpice (el preducte anhidro expueste al ai
re, rapidamente absorve hasta &% de sgue), Soludble en agus 25° (1 am
cerca de 1 ), en alcohol ( 1 en cerca de 100 ), en glicerina { 1 en =
cerca de 78 )| insoluble en solucionss fuertenente Scides, ineetable=
en soluclones ncutras o slcalinase La eolucidn acuoea ( 1150 ) en &=
cida al tornasol.

Nota.,- Una unidad intemacional de clorhidrsto de tiamins ( vitamipe=
B, ) er 1a cantidad cerrespendiemte & 0,003 ng de olorhidrato-
de tiasina patrdn.




ENSAYCS JE IUENTIDAD.= 2ieuélvame una pequelis cantldad de clor
hidrate de tiamnins en un poco de sgua y agre'.'u::ns\_ unas gotac de Co=
lucidn beactl.c de cloruro rercfrico s¢ forwara un precipitado color
Wlance. S me sgrega 5. P. de yode el precipitado es merene rejizoj
con la S. R de trinitrofensl y con S. Ke de yodure de petasioc mercy
rico tawbién du precipitado.

Fézclese 1 01 de S, R. de acetats de plono con 1 nl de solucidn
acueea deo hidrdxido de sodio { 1510 ).  Disuflvase en la mezcla 5 mg
de clorhidrate de tianinat el 1fquide toma un celer smarille, 5i re
culienta en bufle marfs durante algunos minutes el color canbiu a ce=
f8. Por reporo ee forusra un precipitado negro de sulfure de pleno.

El clornidrato de tiamina con solucién acuosa ( 13150 ) recponde
& lag reacciones para clorures.

Iisuélvenee cerca de 5 mg de clorhidrato de tianina en 5l dew
solucidn 0.5 de hidrdxido de esdiej agréguense 0.5 1l de S. R, de fe
rriclenuro de potasio § 5 1l de alcohol irobutflices agftese la meze
cla vigorosamente durante 2 minutos y d:;}eae ceparar: iluninande ele=
tubo con un rayo de luz que entre por la boca y observando el tubo =
en dnhgule recto, con respecto al ra)"o de luz, el menisco superior me
mueptra fluoresoencia czul vivay la fluorescencia desapsrece acldiff
cando ligeramente la tuestra pero reaparece slcalinizandola.

ENSAYCS DE PUREZAs= Desfquense wlrededor de 500 mg de clorhies
drato de tiamina, pesados con precieién a 105° durante 2 horas, 1a =
pérdidu de peso no es euperior a 5% (pérdids al secado ).

Por incineracidn, ¢l clorhidrato de tiazina no da residuo supee
rior & 042 X ( Reolduo de 1a ignicidn ),




Dirudlvace 1 gr de clorhidrato de tlaaing on cuflciente cunti--
dad de agua para hacer 10 5l por otrs parte mzclece 1,5 ul Ue foly
¢idn 0.1 M de dicronato de potario con centidad ruficlente pars heme
cer 1000 n1; conpérense ambos tuboe: el color de ta colucidn de clor
hidrate de tlewina no es whe colorfdo que ¢! de la rolucidn de dicrp
mato.de potario { Lfnite de coler ).

A 5 ml de una rolucidn de clorhidrato de tiumine ( 13100 ) egzéd
qt'u:e 5 ml de &eido clovhidrico diluido y 0.5 nwl de S.R. de cloruro~
de bariej dentro de 5 ninutos la éélucién no debe cnturbiarce, (Su}_
fatoc).

Pésense con precicidn 250 my del clorhidrato de tismina obtenie
do en el enssyo de pérdide el secado; diruclvare en 20 nl de agua Tg
cientenente hervida y fria} egréguece una gote de fenolftalefns y wa
18rece con rolucidn 0.1 ¥ de hidrdxido de rodie hasta color rossdoi=
no se gastan nenoe de 28 ml ni més de 30,5 nl de eoluoidn 0.4 R de =

" hidrdxido de rodio por cads grame de clorhidrato de tisdina { Lfmite
de fcido clorhidrico ).

VALORACICH.~ Pé&cence con precinidn de 50 & 60 mg de clorhidree
to de tiumina obtenido en el encayo de pérdida en el secido disuéle
vere en suficiente centidad de eol, 01N de dcido sulfdrico pura hg
cer 1000 ml de sol. y mfzclese blen. Dil¥yase una porcidn alfcuctas
de csta rolucidn equivelente a 500 g de clorhidrato de tiwrine cone
suficiente agua pars hecer 500 ml y méecleee bien,

De esta rolucidn utilfcese pare la valoracida 2 ul medidoe cone
precisidn, y 2 ol 4ambiln medidos com precieidn de rolucidn tipo de
clorhidrato de tiaming, preparads como se indica en la Valorucién =
por tiocromo, y procédsse & la valoTacidn como lo indica dicho méto-
do, cowenzando por la oxidecidn, 1a fluorescencis de la rolucidn por
vslorar correcponde  no wenos del 96i% de 1z fluorescencis de 1s cap
tidad equivelente de 1a rolucidn tipo de cloxhidrato de tiamina,



OBS-AVACION,= in envages protoglidos de 1a luz, blen cerralon y=
en sitio teco,

INDECACION Y »MFLFO TERAPEUTICO.» Vitarinoterapla ( antineurfti
ca )

WSIS USTAL.e Frofildoticus 1 mg. Curstiva:r 10 & 30 mg por viae
oral. Vie parenteral dosis usual 50 a 100 mge



ACCIONES FARNACOLOGICASS

La tiazina esta pricticamente desprovista de acciones furmacel$
glcae cuando ce adninistra en las dosis terapfuticas habitual ee, In
cluso las dosis grandes no tiencn efecto sebre 1 concentracidn een=
gufnes de glucosa, peme al Papel figioeldyico de la vitamina en el ug
tabelismo intermedio de los hiarates de carbono, lLos cases clinices
aislados publicados de remcciones téxicas a 1a adeinistracidn paren-
tersl de tigmina representan probablemente ejemples raros de hiper—e
peneibilidad, '

FUKCIONES FISIOLOGICAS:s

k1 pirofosfate de tigmina, 1a forma activa de la tiamina, fune=
ciona en el metabolimio de Jos hidratoe de carbono como una coenzima
en 1a descarboxilacidn de-los alfa-ceto foldos como piruvate y alfa=
cetogluteruto y en la utilizacidn de pentoma en el ehunt de monofos=
fato de hexosaj esta dltima funcidn fnvolucra la enxima transcetols=
83, dependiente del piroforfato de tiamine. Varioe csabios de meta=
bolimzo de importancla clfnica pieden relaclonarse con la accidn big
qufmica de lg tianinas Ln lu deficiencia de esta fltime, 1s oridume
cidn de alfa=ceto deidos esta deteriorada, y el aumento de concentra
cidn panjuinea de piruvate se ha umado coso uno de los rignos ulpg==
nésticos del estado cerencisl. Una prueba diagnéatica mis especffie
ca de la deficiencia de tiemina se basa en 1a medicidn de 1a activie
dad de trarcetolasa en los eritrociios. El requeriziznto de tiauins
tiene relacidn con el fnaice metabflico y es méximo cuande los hidrg
tor de carbono son lu fuente de energfes. Ysto tiene izportancia ==
pricticamente para les pacientes wantenidos con alimentacién parente
ral y que por ende reciben prdcticamente todas sus caloxfas en forma
de dextn;u. v



CINTCHAT by DAFICHINCTAS

La deficiencia cevera deo tianina 1lleva &l ectado llamudo beribe
ri, &n el Oriente el miruo ge debe 2l consumo de dletag Je arroz =
deccarcurado, que con deficientes enu la vitanine. Fn loc pairer oc=
cldentaler lu deficicnela de tionina ce ve nde comfn e alcohlicos,
una forma revera de deficiencia de tiamins puede ocurrir tambi én ene

lactanter,

Los nfntonus principules de Jdeficiencia dé tianina ce relacio--
nen con el ristema nervioso ( beriberi peco ) y con el elrtemu Curee

diovaccular { beriberi hfmedo ).

Nuchos de los signos y sfntomars neuroldgicoe won caracterfetime
cos de le neuritis periférica, con transtornoe sensitivor en lus ex=
tremidades, incluro dreas loculizader de hiperectecid o snestesie, =
Trenstornos de la pergonulidad, depresidn, fulta de inieciativa, e hi
poprosexia pueden resultar tanbién e¢e la'carencia de ecta vitenina.

ffntonas del tructo gastrointectinal se ohrervan tanbién en ca=
cor de deficlencla severa, La pérdida del apetito aporece pronto y
erta ceguido de constipacidn,

ADTORCION, LESTINO Y FEXCRLCION:

La egbroreidn de las cmtidades-df.etétic&s hedltuales ce la tie=
mins del tracto gastrointestinal se hace por traneporte activo depen
diente del sodio en mayores concentraciones la difueidn pariva tonee
vién ez ioportunte. La abrorcidn re limita generslmente a una canti
dad diarie mfrioa de 8 2z 15 ng, pero la misna puede excederse por ad
ministracién oral en dosis divididae edministrudes junto con lar co-
midag,

10



In loa ‘adultos aproximadancnte 3 o, de tiwina por dfa se dowe
¢rads cozpletamente en loe tejidos, y ecte es mas o menos el reque-
rimtents ufnine disrio, Cuando la ingecta se hace bajo este nivel,
peca o ninguna tlasina pe exoreta par orina. Cuende la ingenta exe
cede el requeriviente afnimo, las rescrvas de 1ap tejider se satu~=
ran primero y deepuls del exceso aparecen cusntitativinamte en 1o o
rinu como tiamina intucta & pirfmiding que surge de la degraducidne
de la mollcula de tiaming. Cusndo 1la in,;ee.ta de tianina sumentes o
nds afn, une prrée msyor del excase e excretu sain canbies, Sudicag
do que 1a capecidad de les tejxdoQ'nrn dividir tiazina dando pirie
midina er limitada, -

US0S TERAFPLUTICOSS

1 Unice uso teraputice establecido de la tiusina es el tratg
2iento o lu profilaxis de la deficiencla de la riena, Para corvoes
&ir el trastomio 1o més répidenente posible, se Justificen dosls ps
' renterales de hasta 30 mgy tres veces al d{a. Unx ves corregida 1g-
diferencia de tiawine, no hay nececidad de inyeccldn pirentersl ni-
de adrinistracidn de cantldades mayorss que los requerimientos dise
risg, excepta en caros donde los disturbios gastrointestinales impf
den 1a Ingestidn o absorceidn de contidadens suficientes de vitamina,

Los efndromes de deficlencia de tismina que e ven olfnicsmenw
te pucden ir desde el beribert a 1a encefalopatfa de Wemnicke, €] =
sfudrome de Kersckoff y la polineuropatfe rlceholics. 4l tipe pre
ce depender de 1a magnitud de la oarencims Lu encefalopetfa y el «
efndrome de Kersekoff resultan de une privacidn severa, en la enfef
medad cerdisca del berfbteri aparece en gujetos con monor deficldnes
ciej 18 polineuritis se obrexva cr 1a privecidn nde leves Lo que -
sigue es une breve decoripeidn de veriedades de deficiencia de tia=
zins y su tratam{ento.

1M
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iSFRCTROSCOPIA LE ABSCKCION
Orfgen de los erpectros de abgoreidn,

Tndos los Stormes y méleculas ron capacer de sbsorber eher;fa -
de acuerdo con clertas limitaciones lag cueles dependen de 1 - gge=
tructura de 1a rurtancie. la energfa re puede proporeionsr en fore
oo de radiccidn electromsgnética ( lue ), El ¢1po ¥y ls cantidad de-
radlecidn abeorbida por una mflecula guarda relacidn cen la estruce
tura de la nflecula; la cantidad de radiacidn absorbida esta sujeta
aelmiemo 21 nfnero de mdleculas que interaccienan con 1s radiaciédn,

Rediacidn electromagnéticas

Cabe conslderar la radiaoi&n'eleetromunética. de la cudl le =
lug visidle constituye parte, como energfa propagada en forsa de on
da. Se utllizan verios términes ¥ relaciones para escribir la onda

Le longitud de-onda es la distancia lineal desde cualquier pup
to de 1a onda hsstu el punto correspondiente de 1a onda sdyacente,
ge exprees en centfuetros ( ci ) o mag comfnmente en las riguientes
unicdsdes, A%, nanduetro ( an ), e la wotualidad el térsine nandres
tro se preficre sde & la del untiguo milinicrén,

Frecuenciat Es ¢l ndnero de endas que pasan por un punto dade ‘i -
1a uniaad de tiempo. { v )

El ndsere de endas Es el inverse de la longitud de ends ( cuande =
1a lengitud de onda se expresa en cm, ).

Fl medlo & traves del cual pass la onda no afecta la frecumnae=
cla de 1a radiacidn eleotromsgnftica. Sin emburge 1a lengltud de =
onda varia con €l wedio, iste ulgnlﬁ'ca que 18 velocidad de 1a Ta=
discidn depende del medie de prepagacidn,

3



Todi 1o retiecidn cleetronsgnticn c'r,. de wodo fundenentel, si
wilar con interdependenciso de gu longitud de onda pero se han esige
nudo uictintos nombres & la rediscidn de diferentes mérgenes ue fre
cuencisa.

REGIONES INTERVALCS TE
LURGITUD D ONLA

Ultraviol eta 100 « 200 nm
lejano

Ultravioleta ' 200 - 400 nw’
Vieible 400 « 750 nm
Infrarrojo 0.75 = 4 mn
Cercano )
Infrarrojo 4 « 25an

Absorcidn de radiacidn por las molécular,

Todar 1as molécular porcen energfe, lo cual puede deberse & vx
rios fendmenos.

1e= La molécula re Tueve cono un toiio, ekto e conoce cono trarlam=
eidn, y 1a energfa usociada em la tnergfi trenslecional,

2y= Lys purter de la molécula, er decir los &towos o grupor de dto=
Log se Dueven cada uno con Tespecto a los dends; y ce comporta=
como energla de vibracidn.

3.« Las moléculap pueden roter alrededor de un eje y tal rotacidn =
ce curacteriza por enevgfn de rotacidn.

4.~ Ademdr de ertos modoe de movimiento, 1& moléoula posee una cone
figuracidn electrdnica, y 1a energfa electrdnice depende del eg
tado eleotrfnico de 1s molécula.



Lo energfa de una zolfoula es la cume de sus componentes de e
nerglas
de traslacidn, vibracidn, rotacidn y electrdnica.
E=sE EV

+ E

trans ¥ Pvib rot *vEelec

% la polécula paca desde uno de sue niveles de energfa peruf
tidos harta otro sds bajo, se hi de liderar cierta energfa. BEataw
energfa puede perderce como radiacidn y entonces se dice que ze ha
producido emieidn de radiacidn. 51 re permite que una ueldécula en
cuentre unk Tadiacion clectromagnética de una frecuencla spropiaia
- de manera que la eneryfa de 1a molécula ce eleve desde un nivel a=
otro suporinr, se dlce entonces que ha ocurrido una abgoroidn de
radiacidn,

Para que se prod'uzca absoroidn, 1a diferaneia de eergfa en=e
tre los dos niveles ecnerglticos debe ser igual a la energfs del fo
tdn abeorbida, matemdticamente se expresas

32-E1Ih'

By = Energfu del nivel méds baje.
Ey= Encrgf{ls del nivel superior,
v. = Frecuencia del fotdn absorbide,

Este palto de energfa desde un nivel a otro se Conooce Cemo =
traneteidn. Y el componente energftico quo participa en el proce=
#o de abeorcidn se especffica cono transiciones de rotucidn, de vl

" brocién, y de electrdnicas,

Unﬁ congecuencia sencilla de esto es la medicidn experimentsl
de 1z extengidn de la absorcidn de radiacidn per una molécula coue
une funcidn de la frecuancia de la radiacidn, Uria grifica de la =

BT



extengldn de la absoreidn de la luz en funcidu de lu frecuencia ( o
longitud de ondn ) de la luz, es un ecpectro de absorcidn, Uebidow
& que las trunsiciones permitidas son diferentes pira noléculas cen
distinta estructura. Por coneiguiente, se utilizan los ecpecires =
pura identificar conpuestos y csta uplicacidn se baca en la canti-=
dad de luz absorbida con el ndm ro de woléculas que zbsorben, por =
lo que log egpectros tambi & se expleun como un medio de endlisis =
" cuantitativo,

Por sbroreldn de radiacidn Infrarrojs es posible que ee produg
“ean treneiciones de vibrecidn. Asociado con ceds transicidn de vie
bracidn hay cierto nmexo de transiciones de vibdracidnj de este mow
do, en luger de un pico definido en el clhectro de abgorcidén correg
pondiente & la frecuencia de la transicidn de 1s vibracidn se obser
va una banda ancha, que se puede adgeribir a les trensiciones de ro
tacldn superpuertas nobre la traneicidn de vidracidn,

La luz visible y la ultravioleta proporcionan suficiente encre
&fs para las trensiciones electrdnicas. Loe erpectros visible y u)
travieleta re cenocen como cspectros eleotrdnicos. ’

Aplicaciones cusntltativas de los eepectros de abroreidn,

Ley de Beers  El sndlisis espectroscdpico cuantitative re dasa
entre la cantidad de luz abserblda y la cantidad de sustanclia absor
beatey 1la ley de Beer establece que la absorbancia, A de una eoltew
o1dn es directamente proporcionsl a 1s concentracidn "c" del goluto
abrorbente. { @ menudo se amoclan los nombres de Bouguer<lanbert -
con 1a dependencia de la absorbancia sobre ¢l paso de luz, "b* a =
través de a solucidn y entonces & la ecuscion se le denomina de =
Begr<lLazbert )

A = abe




Significedot
A = gbsorbuncis
¢ = concentracidndel solute
@ = absortividad
b = lon;itud del paso de luz

' Otra terzinolo;fa: Las csntidsder espcctrescdpicas que se miden =
sont
Tranenitancis T ( donde "7 = I/Io )
Jo = intensidad de 1s lus incidente
I = intensidad de 1a lus despuls de pamsr a traviee
dul espesor "BM de solucidn.
hberortividad "a" { es una constonte de proporcionalf
dad gque e¢n {ndependiente de la concentncto‘n..-
paso de la lug e intensidad. Depende de la tep
peratura, cstructura molceculer y longltud de on
da e la railacidn incidente. Si "o* es una =
concentracidn aolsr Tecibe el nombre de sbsorti
vidad molar reprecentuda por "gn, )
Cuande "¢* ge expresa en porcantaje puo/bhl-
men ( g/100 ml, le ubsertividad ce escribes

%
“I con’
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FERLEX DY LOS wEPECTROGS Db ABEORCICN.
*Espectofotdnetros:

Se denovina espectroscoplo o espectrdmetro a todo instrunente=
ut{lizado en 1a medide de un espectros Si 1a luz que hi atrevezuco
1s nuegtra me deteota con une pelficula o place fotocrifica, se trae
ta de un espect§grafo; st la intensldad de lug se mide con una célu
1a fotoelfotrice € instrusento es un espectofotémetro, La meyor{s
de los instrumentos actualmente en ugo son cepectrofotdmetros, Une
espectrdmotro dircfiado pura reelizar medidae de absorcidn unicanene
te en 1a regién visible muele reeibir el nembre de colorfmetro.

Todoe 1os espectrofStometros re componen de los elenentos slew
gulentes ( el orue: en que estas partes se disponen puede variar 1%
teraimente de lo ofrccido en este epqucua, Lo materislee y los de-
talles de construceidn dependen del margen de longltud de onde ques
se Vo & eptudiar ¥y se neocaiton dos tipos generales de instrutiaitos
loe espectros electxdnicos se siden con un espectofotdmetro de ules
traviolets que sirve tanto paru la rezidn ultravioletu comn pare vi
sible,

Para 1a rezidn espectral uds alld de al rededor de un wiordiee
tro me requiere un enpectofotdmetro de infrerrojo. ¥l {nfrerrojo =
prdximo es sccesible para glgunos espeotrofotduetros de ultraviolee
ta e¢apecialuente diccilados pars medir espectroe en el infrarrojo -
prérimo.

Partes de que consta un espectrofdtometros

1) Fuente de Juw.= Pucde meri
s) Una ldupare de tungsteno pare ia regidn visible,
b) en 1a regidn uv una la'raynra de descarga de hldrézeno.
©) en. el espectro infrarroje una fuente de (T aryllaminte -
utilizada consiste en una vurilla de carburs de silicio-
calentade electricemente a 1200° o,



2) Selector d¢ frecuencia,= Se utiliza pars escoger & voluntal ta =
longitud de ouda o la frecuencia de la radiacidn,

3) Control dé intensidad,~ Sou auy varisdac en la mayorfa de los eg
pectrofotdnetros hyy uno o mas mecaniemos de Tendijas, accionedos o nue=e
nual o xutou.a'ticmcnte cuaya anchura se varfa controlande usi 1a intensi-
dad de luz gue aleunza la aueptra.

4) Porta=nueetrac.= )

a) Pare la regidn uv vigible se emplean cubetas de vidrio y cube
ias de sflice,

b) Pare los erpectros infrarrojos se en:plean cubetas de clorurce
de rodio u otros haluros tanbién dirpersandolos em aceite mi=
neral { nujol ) o se conprimen en tabletas con bromuro de po=
tacio cemo diluyente la dispersion 1fquida se coloca entre =

Placas de NaCl coms soporte en el paso de luz,

5) Detectors= £n los espectrofotdnetros se emplesn dispositivos e=
lectrdnicos que se conocen como fototubom y tubos fotonultiplicadores | 1)
Ty detectar la intensided ae luz tranenitide por la muestra.

Fn los infrarrojos de energfa de radiacidn se convierte en cnergfa=
térmica detectada como un canbio de una propiedad,

6) Fedidor reglstrador.- La sefial del detector se alimenta con un =
eireaito potenciométrico que se gradda pura obtener una lectura de trung
witancia o abrorbancis, por lo que se callbra adecuadamente este instrue
menato en «stac unidades en luger de la seilal eléctrica primaria.

En los ecpectrofotdnetros regiotradoree, trazsn un registro de lu =
abgorbencia 6 le tranemitencies sobre papel cuadriculado; con estor ingee
trumentoe ee registra ;utométicament_.e el espectro de abeorcidn completo,
¥y €l propio Ingtrusento "explora™ el intervalo de lengitud de onda y di-
buja la curva de absorbmcil;long. de onda.
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ESPECTROSCOPIA DE  FLUORESCLNCIA

El endlisis de fluorescencia es un nétodo wnalftico estrechamente we
relacionado con la espectrofotometrfa uuchag noléeulas ron capsces de enl
tir 1a energfu que abrorben como rudiwcidn con lo cuzl vuelven & tu estee
do natural ( fundemental ). La radiacidn enitide como fluoreccencia.

£l espectiro de absorcidn electrdnico de una moldcula que er capuz de -
ufrir fluorescenvia tenbién ge conoce como ecpectro de exitucidn, De la
misma nenera que se determina un erpectro de absorcidn, es posible medire

un espectro de fluorescencia.

Lor mfximon de fluorercencla uparecen ciempre a longitudes de onda =
mayores s lor wdximys de exitaeidn., Estorsignifica que la diferencia de
energfa entre los estados exitado y fundamental es nayor en la truneiciq'n
de abroreidn que en el procero de enisidn, Lete rerultudo se explica rie
re recuerda que cada ectado electrdnico conyeva gran ndrero de niveles de
energlu de vidracidn. El nivel de vibrecidn we bajo del estado fundamen
tal ¢s ¢l m&s dencamente poblaudo., Diecpuls de 1a sbroreidu de 1a luz pore
lar moléculas, ee produce una traneicidn cecde el estado fundamentsl huge
tz el ertado singulete exitudo que tpnbién posce, muchos nivelee de vibra
cidni no todas las moléculas re exitaran sl miemo nivel de vibracidn aei,
fe observara uns anchu banda de wbrorcidn cuya anplitud viene controlada,
cn parte, por la ceparacidn de niveles de vibrecidn dentro del estade ez
citado,

%1 nivel de vibracidn superior del ertado exitado lag mol fculas pler
den rdpidenente tu excero de energfa de vibracidn por disipacidn térnica,
poblondo aei el nivel de vibracién inferior del estado excitado, Como e=
rieidn de rudlacidn ( fluorescencie ), estar moléculap pueden volver - a=
cualquiera de 1o niveles de vibracidn del estado fundamental. El resul=
tado global u sido que la magorfa de las noléculas pierden mence energfo=
por enielén que 1a que generuron por abcoreidn, por lo que el ecpectro de
fluorescencia sparece a longitudes de onda mayores que el cepoctro de ex-
citacidn,
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ARALITIS FLUORESCh:TE CUAITITATIVO:

Para que une moléculi precente fluorescencia debe, ante todo, sbror
ver radiscidn. €1 la concentrocidn de la substancia abrorbente eg suy -
ults, er pocible que lar prirerar cepur de lln solucidn abrorban toda lae
luz incldente rin que epenas llegue luz & lue partes nde distunter de la
muestres Le fluorescencls de dicha muectra no rerd, pues, uniforre ni «
tampoco proporcional a le concentrucidn.de la substuncie.

Puerto que esto er un incoveniente desde ¢l punto de vists analftia
co riempre se manticne a niveler nuy bajos lae concentraciones de las so
lucionesn de rubetanciac fluorescentec, parc evitar la obeorcidn de wia =
fraccidn epreclable del rayo incidente.

Lo férnula pars indicar 1o intencidad de fluorescencla es lu slguie
entet

Fe231, § sto

Su erignificado est

F = inteneidad de fluorescencia (iutensidad de raitacidn enitida).
# = rendimiento cudntico de fluorescencia.

Io. intensidad de rediacidn incidente.

& = gbrortividad rolar,

b = longitud del paro de luz,

¢ = concentracidn nelar,

El procedimiento analftico es pructicamente el miemo que para el &=
néllsie eepectro!’otométuco de w1 selo couponente. Se prepara una curva
de cdibrmi. de intensidad de fluorescencia en funeidn de la concentraee
eidn de eubstancia fluorescente, con solucicnes conocidas de una wuertra
purs. Luego re romete la nuestra probtlexs al slemo procedimiento, y se=
tueca tu concentracidn a partir de la curva., Es necesario mantener las-
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pienac condicionés experinentules (fuente de esellueidn, Wiimolvente, plf,=
terperatura) para las medidas del calibrade y del problenss luchas gubge
tencies interfieren reduciendo el valor efectivo de ¥ vy, por tanto, la =
senci‘nilirdad de un coupuesto fluorescente, Hsta represidn de ls fluorere
cencia ¢e demomina extensidn.

NEDIDA DE LA INTENSIDAL DE FLUCRESCHNCIA:

Fu segulda se nuestrsn los componentes escencial es de un fluordmetro
(o fluorfuetro) y su disposicidn en el, instrumento que se enples pare me
dir la inteneidad de fluorescencia, F.

La fuente de luz debe ger nuy inteasa y nuy ertable porque "F" depen
de directemente de Io. Lag lénparag de arco de mercurio y de xendn gon =
de uro comfn, Estas ldnparas eniten en 1lra regiones vielbler y ultravio-
letar,

" Fera alcenzer deterninado valar de excitaeidn, y para reducir la luz
extrefia, se selecciona unn bandu de rediacidn wds o menos estrecha a pare
tir de la radiacidn emitida por la fuente de luz. Se efecta eata selece
cidn mediante €1 filtro de excitecidn, que en 1a muyorfu de los fluorfme=
tros en un filtro de vidrio que transulte luz de la longitud de onda deee
sesde y sbrorbe today lue demas radiucioness EL filtro de excitucidn tam
bifa se conoce como filtro primario,

Despuec la luz de excitxcidn pess por la cubeta de muestrs, P cube
tas de vidrio son adecuadse peru la mayor purte del anflisls, por dedajo-
de 320 nm pucde usarse el cuarzo,

El filtro de fluorescencia {filtre secundario) hace cue parte de la=
luz trencaitida ce digperce en 1la direccidn {ndicada y le luz indeceable-
re repuTs de twl nanera que se tengs néxira transuisién en ol ulxiuo de =
fluorescencia. .



¢ continuacién la fluorercencia wlcanze un fototubo o fotciultiplie
cador produciendo &si unu sefisl eléctrics que ce amplifica y mide con un
nedidor pare indicar le intengidad de fluorescencig,

Actuplmente se dirpone de inetrumentos en que ge han reenmplazado o
lor filtror de excitacldn y fluorescencis por monocromsdorer, que permi-
ten 1 releccidn de bandar de rediacidn nuy eetrechass Eotoe instrumen=
tor que se llanan erpectrofolofluorflietros, ron capaces de umedir los ec=
pectros de excitacidn y fluorescencia de la udroa menera que se pueden «
utilizur un espectrofotdmetro para determiner espectros de abrorcidn.
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METODO
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VALCRACICE bCTLCTHOPOTCH BPHICA LB LA T1ARINA

Le tiauine prerenta unu nerceda sbrorcidn on le regidn ultravioleta
del erpectro, que depende notablemente cel pH de la rolucidn, Lsta pro-
piedad purde aplicoree &1 mfticlin cusntitetivo de las cales de titninge
cin snlucioner puras.

Uin polucionee neutras ( tumpdn focfato pH 7 ) exieten dor puntos de
sbsoreidn nfximes 8 232-233 nm con extincién erpecffica E:)c‘w‘ 345 ( ca)
culads pera el clorh, de tiamine enhidro ).

Y & 266 nm con extincidn especifica E:me: 255 en solucloner fcides~

N )/
{ %1 2), el ufximo se precenta & 246 nu con ua E:’:m: 425.

REACTLVCS S

Acldo Clorhfdrico 11
Tenpdn fosfato pH 7.00

METODO:

La solucidn probless ce ajusts & pH 2 con Lcido clorh{drico 1K o &
pi 7 con tampén forfato, diluyendo en sgus en un matrfz aforado, de tele

modo que so obtengan soluciones de 1 8 2 wy de cal de tianina por 100u1,

El pli puede ajustarse simplemente n:c;ux‘s'ndosc de que la dilucidn =
finel contiene 2 5l de £cido clorhidrico 1K en 100 ml, en ¢l cuco de la
solucidn deide, o 5 ml de tanpén en 100 w1, en el de 1a solucién neutrs.

Lae extinciones E de lae soluciones se detersdnen erpectofotozétrie

_ocamente en une celds de 1 cn. frente ¢ un blenco de ECl 1 K 2 una longie
tud de onda de 246 o, ( it 2 ) 0 2320w ( PH T ).
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CALCULO
s)AM2:

6
0.425

nm
s mge de clorhidrato de tissine anhidro en 100 ml de svlucién

VAT

B, 05

01345 » pg de clorhidrate de tismina anhidro en 100 ol de rolucién,

FLEORCION AJidiAR

La cbeorcidn sjena, debido = impurezes interferentes, se presentens
alguns vez en estar deterainsclones y puede detecterse fuciluente midien

do 1a absorcidn de los puntos irobdsticos & 235.8 nu ¥y & 273 nn { extine'~ .

ciones espccfficar de 324 y 290 respectivemente ). A estas longitudes de
ondz le tbrorcidn de ls viteming es independiente de pH. Puesto que las
curvss de sbsorcidn de nuchar de lpe inpurezus Que pueden exietir en lae
eoluciones de vitemine 51 con aeinisno pi dependiente, bestu con prepaee
rer diverrar diluclones de ls solucidn problema e dirtintos Pl y medir y
conpareT lac sbeorciones « 235.8 y 273 nn. §i loc valores obtenidor pe=
corresponden ec altamente improbeble que exietn sbrorcidn interferente,-
¥ las determinaciones halledas puede esplearce, en consecuendis pura ele
cflculo del contenide en tiaming.
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ELTOO FLUCKOK KTRICO
FUNDRAMENTOs

Bl rétodn fluorosftrico ( recceidn del tiocromwo ) se bara cu 1u exi
deeida ‘le Yo tiemina o ticcrono, que tiene lugar en solucidn alcrling, =
dando ¢l procucto una intenga fluorescencia swul. Ee el wmds ecpecffico-
de todor los métolos empleedos pera le determinacidn de vitm.ina_Br Sin
erbarge los recultados son reproducidos Wnicamente con un ln'hrgen de +5==
10 %, de acuerds con la naturaleza de la ruestra. Este nftodo ee utilie

va principulrente para le deterninacidu de vitamine B, en alimentos, ) 39:)

ductos de nutricidn enimal, drganos, 1fquidos biolrfgl?:or ¥y otroe produce
tos natureles eu los cueles la mcyorfe te los otros procedinientos eon =
inuplicables dedbido & lu bajs concetracidn de vitimina 31. ¥ &l &lto con
tenido de sustinciar interferentes. Lz resceldn del tiocrono se apllca=-
tanbién con ventaja en el sndlisle fernaciutice, particulerwente en ¢l ¢

xémen de preparacience sultivitasfnicae.
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REACTIVOS:

Clorhidrate de tiamina { rolucién de referencia ). De grade de pu=
205 en un derecador de=
vecfo. Se disuelven exoctamente 100 wg de producto démrecedo en fcido =

rezs de lnvertigacidn bioqufnice, re rece robtre ¥
clorhfdrico 0,1 K y ie 1leva el volumen a 100 rl.

Isobutancle= Para el wndlisic de vitamina B, { 1ivre de impurezer =
fluorescenter )e

Solucidn de cloruro potdrico acidificads.= Se disuelven 250 4r de =
cloruro potfsico G.K. en unoe 900 ml de agua en un satroz eforodo de o=
1000 nl. Se oficden 8.5 0) de fcide elorhfdrice fumante y ee diluye con-
agua hacte la sefiul de aforo.

Selucidn oxidante.. Se mezclen 1 ml de solucidn acucea gl 1% de fe=
rricicnure de, potario C.R. con 24 ml de una solueién de hidrdxide aédico
&1' 454 antes de rfu ezpleo,

Sulfeto sédico enhidro,

teido clorhfdrico { 0,001 = 0,2 N ),= Se diluye con agua hesta lg = ‘
concentracidn requerida de foide clorhidrices. G, R,

btanol sbeoluto G, R,

Metenol G, R,

)




METOIO:

Lo solucidn debilmente Scide se diluye coh sgua harta que 1 nl cone
tenge slrcdedor de 5 nicrogramos de clorhidruto de tianine pera ueo ine-
yecisble. Se diluye & 1n mirme concentracidn La solucidn de referencipe
de clorhitrrto de tienine de tel node que 1 ul de ests solucidn contouge

cxaclzmente S microgrenoc de tiamina enbidro.

Se afinden 4 ml de la folucidn acidificade de clorurc potfsico y 3 -
ml de lo solucidn oxidente e 1 nl de ceda.una de las roluciones prepara~
duc ( eolucidn muestrs y eclucidn de referancia ) en pequeflor enbudor de
seprracifng se sgiten sinultuneamente, de forme cucve y con novirientoos
rotatorios re dejan reporar durente un ninuto, Se ifisden & cuda reclee-
piente 15 ml de isobutanol libre de inpurezas fluorcuscentes, y sc¢ ggitan
de nuevo ambos cubudoe de separseidn, rinultancunente.y vigorosinente, «
durante dos minutor. Se dejan pedimentar iwbas wezclae, ce elinlnun las
capae ecuocas, y lar cepar icobutendliticas ec filtran & treves de un po
co de sulfsto eddico anhidro, Se wide la fluorescencia de log filtrados=
elerar de irobutencl en un fluordwetro fotoelleirico €l contenido del =
clorhidreto de tioming de 1a mucetra pe celeula como rigue a portir cde -

lus inteneldades de fluorescencic holledars

Intensidad de muestra x 5

Tntoncidad de Teferencis o %kcf_asﬁnaae%grglorhidrata de tiuud

fueato que el tiocroto ne descompone graduclmente 3 lé luz wltravig
leto es acons.ejable exponcr la rolucifn a 1s luz del fluordmetro POT uUn=
egpacio superior a los quince regundoc la intensidad de la radiacidn pri
wiria debe mentenerce en ¢l mfnimo,
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ANALISIS FOTOMETRICO DE LA VITAMINA 31
REACTIVOS

a) Colucion de sel de Reinecke.~ Colucidn de pul de Reinecke (xel=
neckato sufnice) G, R, &l 2% en metamol G, R.

b) Solucida de referencis de tiamins.~ Se disuclven en 100 gl de =
£cido clorhfdrico ) 1% 0.1 gr de clorhiizato de tissinu para =
¥ Bioqufmica, desccado previaseite u 105° C durente 2 heras.

¢) Tespdn scetato PR 4.5.~ e mezclan 114 ol de dcido scéiico 0,2«
. N con 86 ml de una solucidn de ecetuto rédico 0.2,

d} Solucién de luvsdo.= Se diluyen haeta un litro con agua 2 £} de
1o colucidn de la sal de Reimecka.

e) hcetonz G. R.
METOTO$

Bl onfiisis fotométrico de la vitaming 5,‘ ol cetado de reinecketo =
de tieninz re 1leva o cobo como se indics o coniinuacidns

10 £l de lz solucidn que contenga elrededor de 2-5 wy de clorhidre-
to de tiznina en tawpdn acetato pH 4.5 re tretan con 5 ml de ls solucién
de Reinecke en un vero de precipitados de 20 ml, L& mezcla se agita de-
le forma ne acebads posible, imprimiends el vaso un movimiento circular
¥ ee deje reporar durenie medie hore. Se filtrs o travers de un orisel -
de plave filtrente. E1l precipituido re lava cobre la mieme placa de viee
drio-syudando con ruccidn sueves con tree porcioneg de % ml, de la rolu=
cién de lavado. Se rucciona hacte degecacidn ¥y se diruelve & continugee=e
cifn con 10 al de ecetonas Pura ello el filtro ee adepta, mediante une=-
srandele de goma, cobre un receptor de filtracién cuyo.orificio de calie
da ze hg hecho cepilar, de tsl modo que permite conducir.directamente ls
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rolucidn coloreats ( rojizu ) Ce acetons ¢ an natrey aforade Ge 10 Ll.=

La scetona ae le aiede wl filtro en fraccioner ae 2 nl, Se deja filtrax
completanmente cadu una du estas porciones antes de uflzdir los dor wilie-
litros. figuientes de acetonm. lLa filtracidn puede ccelerarre coneida
roblveente aplicando precidn { wcoplanio & la porte superior cel filtre
un lepdn de goma con un orificio central 2 iraves del cuzl se coloce un
tubo ve vidrio corto que & ru ves, se sdepta & una pera de oms para =

Jercer 1a preridn requerida ).

Cuatro adiciones de acetona deben de ger suficientes para dicolver
completesmente el reineckuto de tismina y traeladarlo, bien lavada, ol =
mutraz aforado, Ye nide ru extincidn a 525 nm.. frente a un blanco del-

golvente en un fotdmetro adecuudo,

Ll contenido de tioming re conduce de una curva de clidrucidn que
re ha confeccionado midiendo, en lar miemar condiciones, coluciones que
contenian 1,2,3,4,5 vl de 1a rolucidn de referencia de tianine, wiluje=
doe hante 10 ml con tampdn icetato pHi 4.5. '
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COY TAL IO

Pera 1e compzracidn de loe métodos, se realizarun 10 veces la deter
winncidn de tiendnk, cuyor rerultedor ne evaluwron ertadfrticemente purs

ru velidecidu,

tnter de cveluar loe resultedos, cube deseribir algunos perduetros=
ectad{sticors

FPoblacidn.~ Se define una yoblacidn de elementon, cofo la MayoT o=
leccidn de elesentor por loe cuales ne tiene cierto interés en un insten
te particular.

Muestra.~ Una ruestra puede definimre simplemente cono una parte de
1a poblacidn.

Arreglo Ordensdo.= B una lista de lor valores de una poblacidn o =
nuestra en orden de ragnitud derde el valor nde pequefio hesta €l valoT =
wée grende. ‘

¥Yedidas de Tendencia Central.= Las sedidas de tendencia central nfre
‘comunes fons
La Fedia, La Medisna y La Moda,

Yeaia fritwética.- La mediz se obtiene sumando todos los valores de
una poblacidn o muestrs y dividiendo entre el rifuero de valores que re -
sunRrOn, ;

fe utili{za la siguiente fdrnulas

L = Yedia iritmética
%= Valor tipico de una vurieble aleatoria
%= Ultizo valor en uns poblacidn finita o nuectra de velores
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Z = tunutoris
n = tfiero de valores en la nuestra.

Medidae de dispersidns

La dirpersidn de un co'njunto de observaciones se refiere a la varie

dad que los valores de lar observacioner exhiben,

E:i todor los valores son loe miemos, no existe dlspersio‘u; &l no tg
dos ron los wiemor, hay dirperridn en loe dator, L magnitud de la dipe -
pereidn puede ser pequefis, cuando lor Velores, eunque diferenter estdn =
prdxinos entre si. Si loc valores estdn emplismente "decpurramedos”, la
diepercidn ee mayor.

Rangos

) k]l rengo es 1& diferencia entre el valor senor y ¢l mayer en un con
Junto de observacionee.
Rs X’ - X.
R = Rango

X1= Valor aayor
Xa- Valor menor

Deeviacidn Esténdar:

Fs 1a wedida que nos indica la dispercién con respecto a la disenie
nacién de loe valorer alrededor de su media.
=2
oo Gy (4 -%)
a=-1
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5 = derviacidn eztuwncar
%= valor de la poblecidn o muestre
X = media de 1a muestra

n = 1= t:nafio de 18 poblacidn menos uno ( grados de libertad )

Coeficiente de Variacidn:

Le la medide la cuel expresa & la desviecién ertandar como un pore
centaje de 1& nedia. fu ffrmula ertz dada port
CoVy & =B { 100)
x
C.V. = Coeficiente de variacién
8 = Desviacidn estandar
X = liedia de 1s muestra.

Di etribuciones Continuas de Probabilidad,

Una funcidn £{x) recibe el nowbre de distribucidn de probabilided -
( & veces 1lumada funcidn de denpidad ) ee de la variable aleatorla X. =
Fl drea total limiteda por ru cuzva ¥ el eje x er igual & 1, ¥ la ruba=e
Tea debajo de la curva, limitada por le curva, el eje x y lar perpendicy
lares levantader en dos puntos cualerquiera a y b, df la probabilidad de
que X erte entre los puntoe & y be

Las dirtribucionee ®dn inportanter rong

Binomial, Poiscon, liozzal,



REGRESICH Y CORRELACIONES LINEALES SIFPLES

¥l anflisis de regresidn es (til para averiguar la forma probublee
de la relacidn entre las variabler y cusndo sc cnplea ecte néiodo de ae
nflisis, el objetivo finul por lo general es predecir o estinur el veee
lor de una varieble, correrpondiente a un velor dado de otra veriuble,

Por otra parte el andlicis de correlacidn se refiere & la medicicn
de 1a intensided de lu relacidn entre las varigbles. Cuznde se acuBie=
len medidas de correlacidn a partir de un conjunto de datos, €l interés
ee contra en el grado de la correlacidn entre lar veriabler. '

La Beata de lor M{nimes Cuedredost

El nétodo que por lo cosn se enplea pars obtener la recta que se=
deces ge conoce coso método de los mfnires cuadrados y la Tecta resulee
tante se llama recta de loc mfnimos cusdrados,

Reculrdece, del &lgebra, que la ecuacidn general pera una Trecta eg
t& dada pors

Yy=ax4d
Dondel

¥y = vezlor thxe el eje vertical
x = valor sobre el eje herizontal
b = es el punto donde 1a recta cruze ¢l eje vertioal
a = indica 1a centidad en que la retta se eleva por cada unidad de
*  incremente en X
A b ce le da el nombre de ordenada &l origen
s ge le da el nombre de pendiente,
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Pars trezer le recta con base en la ecuacidn snterior ge necesitan
los valorer numéricon de lar conctenter & ¥y L. Dedes estas conrtantes,
re;pueden fustituir diverroc valores de x en 1a ecuacidn y obtener lose
correspondienter velores de y. Los puntoe rerultantes ( XYy Yo ( Xor
¥y ) ¥ esi rucesivemeate pueden suctituirce en le grifica, Puesto quee
dor purcjur de puntor cuatesquiera de csae coordensdar deterninen lo =
srifics, pueden celeccionaree doe cualecquiers, loculizerce en una gré-
ficu y uniree para obtener los puntor correcpondientes de 1a rects de =

1u ecuucidn.

¥ediente loe ofnimos cuedrador, de un conjunto «ie puntoe ( x5y ) -
obtenidor experinentalmente, podremos tratar 1a ™mejor reota™ con el si
guiente oriterio.

La sumn de les desvimcioner verticaler clevidae al cuedredo de los
puntoe correcpondienter 2 lor datos observados respecto de la recte. des
loe mfnimor cusdrador es menor que 18 cums de lus denviaciones vertica-
les elevodar &l cuadrado de los puntor correrpondienter & loc dutor, -
regpecto de cualquier otra rects.

COEFICIENTE DE CORRILACION LINEALs

Es aquel parémetro que Ror Va a medir la Intensided de le relacidn

linedl entre X y Y.
Se representa con el sfaubolo de ( r ).

Puede tomar velores entre =1 y +1. Si r ec ijual a 1 exirte una o
correlucidn lineczl perfecta entre lar veriablee. '

51 r er igusl a =1 indice una correlecidn inversa perfecta.
81 r er iguel 2 O lae doe variabler no estan eorx'ela;cicnadas.

Gl signo de ¢ cerd eiexpre igual al signo de la pcndiente de 18 reg
(T8
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Su fdrmula es una aplicacidn de lor mfnimos cuadradect

»r_/ »xy -0x)(y)
: J ny?a(y)? uviz-(v,)e

COEFICIENTE DE CORRELACION

"%



£ ALITIE D VERIAL CLA

El auflieis de veriancia describe una técnica con la que se puece-
snalizer o dividir la variucida total en componentes de variacidn signi
ficativa.

Por ejenplo cusndo se denes Conocer como varfa alguna caxacte:f:tﬁ
ca en nuestras distintae.

sn cualquier camo la veriacidn propia de la muestra se 1levard va-
riacidu alectoria y parte del objetive del anllisin de varigucia en dee
teroiner las Uiferencias entre las medlas muestrales.

Las wuestras aleatorfas de tanaflo n se eeleccionen de cada una de=
las k poblaciones,

Se gupondTa que las k poblaclones son independientes y distribuies

dus nornalmente con medlas plyy eesp) ) Varimncia comlfnﬂ‘zt se decea obe
tener los nmltodos aproplados para prober 1a hipdteeis.

<Py py o opy

ll1 = 3] nenos dos de lag medias no son iguales,

Se denotu por Yij al jeesiia observecidn tovada del ieesimo treta=

miento srregludo loa datos covo se muestra en la sigulente tablas




K - YULSTUAS aLSeTOMTaY

TRATSNIGITYD 7

1 2 ¢ o« i « . .k

Y1l Y2l . . Yil . « Ykl

Yiz Y22 . . Yi2 . o Yx2

YiN you Yin Ykn
TOTLL

m T2 . « T, . e T. .
nuZla

i Y, P - S T ¢

A1l Ti es 21 totul de todus lus observuciones en
lu muestra del i ~-esimo tratamiento, ¥s es 1u media -
de todzs law observaciones en lu musstra del i =esimo
itratuniznte, Tess oo el total de todas las nk observa
ciones ¥-¥ evs 05 la media de todus las n¥% observae-

cioneg,

Coda obmervacién puede cseribirse as{s

Yij = My ¢+ Eij




londe tij nide le obrervacidn de la Jeering suestra de la media =

del tratunlento corrcepondiente.
bl terwino Tij reprecenta al error aleatorio.

La hipdtecis nule de que lay k mediar cean, igualer puece reenA,La-'

zerre shora por la hipdtesie equivel entes.

ano(.‘ ‘0‘2‘ PR =°‘k- 0

H.Ix ul nenos 1 de loc efectosa(: ‘e no er igual 8l cero,

La prucba pre baeard en une conparecidn de dos estiumaciones indepen
dientes de 1a variencia poblacional comdn Qz. istas estimeciones ce of
tendrdn separando la veriabilidad total de los dstos ea dos componentes

IDFNTIDAD DE LA SUi*A Di CUADRADCS

"k - 2 - - 2 k n . o2
. (Y3 =¥ ) = n (Y1 -7 ..)+« (tij - T1)

Sers conveniente geflalar log términos de la identidad de la suna -

de cusdredos wediante la siguiente notacién.

eCT = ?’ F (vi3-Y.. 12 & sume de cusdredos tobal
. =1 §1

SCA = “2 (Y57 .. )2 = guma de cuadrades de tratamientos.
ie1

SCE = é‘_ & (vij=-Ti )2 = fuma de cusdrados del error,
=1 ?-1 )



i Aef hay que’ conpersr la sedida aproplads de la veriacidn entre try
tumientos con la veriacidn propia del tratomiento con objeto de deteces
tar las diferenciae significativas en lae obrervaciones, debidas & lose
efectos del tratemiento.

E (SCA) = (k=1) @° 4 n ";—1a(§

Uaa estizacidn deqz barade em k=1 gradoe de libertad, esta deds =
por €] cuadrado medio del tratemlento, -

S1 B/ es verdadera y cads valor“.l ee hace igual & cero, se ve =

ques
SCA
B (£3) =g
Y sf es una ectimacidn inresgada deﬂ'z. pero el H1 ¢s verdadera,
se tiene

2
~
Lol a =
(g wete 2T

Una segunds e independiente entimacidn de 9‘2 baseds e k ( net ) -
srados de 1ibertad, es la ffroula

2 SCE
i 3 cton

La estimacidn de 32 es inrergada, sea verdudera o falsa la hipdte=
sis nula,

La identidad de la suma de cuwdrador no golo ha particienado en la

variabilidad total de los datos, sim; taxbién en xﬂmero total de grados
de libertad:
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ok =1 5 k=1¢k{(n=-1)

Cuwido B es verdeders, 1a razdn.
e 2
= --.5.1-
R

Eg un valor de la verisble rleatoria F que tiene una distribucidn F
con kel y k(n=1) gredos de tibertad, Como 512. sobrestine a s> chaido =
}Io es fulca, re tiene wunu pru.eba con la regidn exfiica totalments en el=
extremo derecho de la distribucidn, La hipdtesls nula Il° se rechaza al
nivel de sl gnificacidnok cusndo

£ re¢ ket (n-1)]

E 1& prictica calculamos primero SCT y SCA y denpués obtenenos SCE
= SCT « ©CA,

Las féruulas de mayor uso estan dedas pors
2
k n. T
Yij = =
ser= Z, 3’.51 Tk

Los datos te agrupan en una tibla donde ee resumen loe cflculos dea

un probless ae anflisls de varliancia.

Fuente de sumg de grados de cuadrsdo f
variacidn cuadrades 1lbertad nedio caleulada
2 52
Tratasd cnto eCA ket 6, = _ECA 1
L = 3
[}
£CE 2. _scy
Error S k(k=1) e = _OCi
k{n=1
Total sCT nkeq

hX



FRGELA PARA LA IGUALDAD DE VARTAS VARIANCIAS

La prueba mdr cosdn llamede prueba de Burtlett, se base en una es-
tadfctics cuya dietribtucidn nuestrsl e aproxims bastante nediante 14 =
distritueidn ji cuadruda cusndo las k muestrar. rlectoriar re toman de =

poblucion es normales independientecs

La férmulat

e ?-:1 (ny - 1) &°
<L

Otre factors

b 2,3026 _g_
b

donde
: ¥
a={(n-k)logsp’ - &, (ny = 1) 2og 532

‘hs e 1 (%1 1 - 1 )

F(k=1p ni=3 nek

Es un valor de la variable aleatoris B que tiene aproxinsdesente =
1a distribucidu ji cuadreda con ket grados de libertad,

Le cantidad que eg grande cuando lae varisncias.muectrales difieee
ren wucho y es igual a cero cuando todas ron ijualee. Por tanto, el nf
vel de eignificancia o H  se Techaza solo cusndo v? A,
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RESULTADOS

EXPERIFNENTALES
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LECTURAS PO }ETOLUOS DE REINZCKATO

Utilizendo una base estonder de 3 pgr de tiamina.

Ficrograros obtenidos en las 10 obrervacioness

1, nf

te= 3,100 9,610
2= 2,163 9.941
3.- 2,998 8.948
4= 3,000 9,000
Se= 3,130 9.790
Gew 3,000 9,000
Tem 3,210 10,304
B.-  3.100 9.610
o= 3133 9.815
10.=  _3.000 $.000
30,624 95.066

‘I" = 30,824

T12= 950,118

CBTENIENDO LA MEDIAs

Tw _20.824 = 3,0824
10

OBTHIIINDO LA VARIAVCIAs

. f;'1 (Y13 -¥1)

ne-9
2 = 0,0060

CETERIZLDO LA DESVIACION. ESTANDAR

Ss= 0, 0’.176_061
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TICIEAL TOR 2L 1 ¢ TODO FLUCRCK HPRICO
Utilizando una base estandsr de 3 pgr de Tianina

Ficrogranox obvenidos en las 10 observacioness

Yi, 11,2,
fe= 3,000, .. 9.000
2.~ 2,967 8.922
5ee 2,993 8.958
4= 3,010 9,060
See 3,100 9,610
bow 2+733 8.9%8
T 2,986 8,916
Bo= 3,000 9,000
oo 3021 9.126
10, _3,000 9,000
= 30,03 = 90,591

T, = 30,09
2
'1'2 * 05,4081

CALCULO D2 LA MEDIA

3w 30,09

10
= 1,000

CALCULC DE L DESVIACION ESTANDAR
S = 0,05365
CALCULC LE LA VARIANCIA

5% 0.0011



¥icrogramos obtenidos en lar 10 observacionesnt

LECTUEAS FOR VALORACICN ESPECTROFOTOFWTRICA A pli 2

Utilizando una base estandar de 3 pyr de Tiamina.

2

\'13

10,048

10,017
9,000
94753
941204
5.7134
9.060

94000

9.676

9.060
® 94,472

CALCULO DE LA METIA

iy
1= - 3,170
2= 3,165
3= 3,000
fow 3,123
See 3,020
6= 3,120
Tew 3,010
8.=  3.000
9ee 3,111
10,= _3,010
= 30.729
'1'5; 0.729
T,% 944,271
- 0
Ty .1.¢%zz.
23 = 3,072

CALCULO DE LA TUSVIACION ESTANDAR

€y = 0.0
3 0,0710

CALCULO DE LA VARIANCIA

s}2 e 0.0050

o



ESTUDIO

VI

ESTADISTICO
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CALCULOS ESTADISTICOR
Te= AN211SIS DE IGUALDAD DE MEDIAS:

&) Calculewos la sune de cuadrados totalers

sc'x--é, ;f?t vi§ -n_;l‘f

Dondes
k=3
n= 10
k « nfmero de trataaientos
n = mfnero de nuestram

vi 2 = 95,066
iP)

11,2 = 90,551

Y1 52 - 94.472

2 2 2
1 + Yia + Y.l}

i = 280,089
Dado que:s

T-T‘¢T2¥T3
¥y els

T, = 30.824
'1‘2 a 30.09
Ty = 20,729
T = 230,824 + 20,09 + 30.729
T » 51,643 72 = 8398.4394
APLICANLO LA FCRNULAS

SCT = 280,08y - 8508.5?3
10 (3 .

£CT = 0,1417
SUNA DE CUALRADOS TOTALES
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v} Sftenla e e sura de odsdrators de tralin entos

2 2. .2 2
SCT_wsChwe 3 tP2 *TVp L (S
¥ 70 o

'r12 = 950,118
T22 = 505,402 Utilizando todos los decimalerg

mi? = G44.271
12 = 2799.7985

nch = 2[22.1985 . ( 8308.4% )
0 : 0 ¢

272.9797 = 2719.94757
SCA = 0,0349
Cficulo de Sce
SCE = SCT = £CA
SCE = 0.14101 = 0,031733

SCL = 0, 1098

c) Cdiculo del cuadrado mudio { e12 )

2 _cea 0,0317 33

5,2 s Lo, 002 0401586

) .

§¢ = ook 03092, . 4,044 x 10°

kK (n=ty * 21

d) cdiculo. de F { estadfntico de prueba )

2
§ .
0.015801
_:T o s w s EREL
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Dado que F = 3,92 er menor que F ., (2,27) no se rechaza llo,
For lo cual ee concluye que no hey veriacidn entre lac meaiae.
( Z1 valor de F ge calculo de las tablac de Fisher correspondlente

al percentil 97 ).

TADLA OOR L0S DAROS

FY £.C &l e P F (2,27)
trat | 0.0819 2 0.01595 | 3.92 | 5.53
Error [0.1098 | 27 4.066x1073 1%
Total {0,14101 | 29 |
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PHlaBs  bal FARTOLLY
Para 1o iguslded de variancian

Aplicando lar féruulas

Ep2 o 004543 4 g6010§2 40,0042 0,00407

Slendos
b= 2.3026 -
Dondey
a={ nek ) o5 5p° - %:‘1€n3—1)10g532
o= 21 105 (0:00007) = £, (9 306 ( 82)
= 2.61954 ‘

&)

k
1
h-1+3%k—_v (E‘I nj«1 " &

= A B N S SR P Sy o N
h 14?(;7(‘9949 49 27) 1‘27(27 27)
h = 1.01097
De dondes
2,61
bz1.01037 = 5,96623

Comparecidn con el valor det
Xz(z) = 5.991%

Aeis
v 5.951



fiendo b menor que Xe
No ee rechaza Ho

Por lo cual }O hoy una diferencia significativa cualquier nétodo er
1gual,
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CONCLUCIONES

n bese & lor resultador obtenidos y bassnaonos en loo conceptos ~
de precieidn y exactitud que ¢ continuacidn se indicans

IXACTITUD.= Ee la diferencia que hay entre los resultedoe obteniee
dom y la verdadera respuesta (estander).

Poderor concluir por el andlisie de varianciu que los tres métodos
utilizados pare la valoracidn de la tiemin: =om igualmente exactos ya -
que en el estudio estad{stico no se encontrd diferencia dedo quec Fx3.92

Lo miemo fue obtenido al aplicer la pruebs de Barttlet cen respec-
to ala precisicn. .

PRECISICH.~ Es 1w medida del grade de acuerdo entre ré)ucu de a~-
ndlisis,

REPLICAS.~ Son laa mfltiples corridas de la nigua prueba en ¢ soee
bre la oicma auestra,

Al uplicar el método no se encontrd diferencis significativa entre-

loe 3 procesor sl podesor indicar quet

Se ha demostrado que pueden ger empleados por igual dichoe mée
todos tsnto el fluerométrico colorimétrice y eepectrofotométrico colori

métrico,

Ahora bien el andlisis podrd tener 1a opcidn de uno u otro basindg
se en ¢l objelo para que lo quiera ya que el no es un estudio muy preci
g0 podra ucar cualquiera de log tres, ademfg de otrog factoresg que ge =
pudieran totar en cuents para el anflisls como sons tienpo, costo, ete,
Zgtos gerfan otros factores pars 1s eleccidn de alguno de ellos,

5



-r

Jenortramin i las carecterfeticas de estor nétodor Uien podriae=
sos tplicar erte unflisls estadfatico, pura comperar valoracionese por =
varios nétodos, de una cuctincia de curucterfsticas similures a le tia=

nina.

funands « ertor lor factoren tienpo, cotlo etce Gundo asl @) qufnd

co ung bare pera justificer su.uco,
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