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RESUMEN

RECUPERACION Y ACTUALIZACION DE UN ESPECTROFOTOMETRO
AUTOMATICO PARA LA MEDICION DE PARAMETROS QUIMICOS DE LA
SANGRE

Un espectrofotometro es un instrumento usado en los laboratorios microbioldgicos, para
medir, en funaon de la longitud de onda, la relacion entre valores de una misma magnitud
fotométrica relativos a dos haces de radiaciones. En los laboratorios de quimica se lo usa
principalmente en el anilisis de sustancias contenidas en liquidos biolégicos, también ayuda
a la cuantificacion de sustancias y microorganismos.

Este instrumento tiene la capacidad de proyectar un haz de luz monocromatica a través de
una muestra y medir la cantidad de luz que es absorbida por dicha muestra.

Esto le permite al operador realizar dos funciones:

¢ Dar informacion sobre la naturaleza de 1a sustancia en la muestra.

* Indicar directamente qué cantidad de la sustancia que nos interesa, esti presente en la

muestra.

Por esta razon, el equipo que se ha elegido, es el analizador automatico de quimica clinica
desarrollado por Hitachi cuyo modelo es el 704, siendo uno de los prnmeros equipos de
una sene, desarrollados con el fin de brindar precision, rapidez y facilitar el trabajo de
andlisis bioquimico.

Fue usado en muchos laboratorios de andlisis clinico, mds con el paso del tiempo y el

avance de la teenologa, este equipo ha quedado en desuso.



o

El objetivo del presente trabajo es recuperar y actualizar un equipo que dejé de operar hace

unos quince anos, y para cllo se aplicarin los conocimientos adquiridos en el Tépico y la

tecnologia actual, trabajando especialmente en las dreas de:

Ingreso de informaaion, que se lo hacia a través de un teclado disefiado exclusivamente
con funciones en particular, el cual ya no existe y por consiguiente se disefiard y construira
otro mas modemo.

Almacenamiento de datos, que se lo realizaba en un disco de 5.25” a través de un floppy
disk, se migrard a un disco duro.

Cambio en la salida de datos a través de impresora y monitor, los cuales actualmente no
existen en el equipo.

Modermuizar el cableado de bus de datos.

Finalmente, el equipo una vez operativo, seri donado a la ESPOL, como aporte, ya sea
para el Laboratorio de Electronica o para ser usado en el Laboratorio Clinico de la

ESPOL.
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1.1

Capitulo 1

FUNDAMENTOS TEORICOS

Principios Quimicos

La espectrofotometria es el método de analisis 6ptico mas usado en las investigaciones
biologicas. El espectrofotémetro es un instrumento que permite comparar la radiacion
absorbida o transmitida por una solucién que contiene una cantidad desconocida de soluto

con otra que contiene una cantidad conocida de la misma sustancia.

Todas las sustancias pueden absorber energfa radiante; incluso aquellas que parecen

transparentes absorben longitudes de onda que pertenecen al espectro visible.

Un espectrofotometro tiene la capacidad de manejar un haz de radiacion electromagnética
(REM), comunmente denominado “luz”, separandolo, con el fin de facilitar la
identificacion, calificaciéon y cuantificacion de su energfa. Su eficiencia, resolucion,
sensibilidad y rango espectral, dependeran de las variables de disefio y de la seleccion de los

componentes 6pticos que lo conforman.

Las areas del espectro electromagnético utilizadas generalmente en el laboratorio clinico
son: el ultravioleta (UV) y las regiones visibles. La region visible esta definida como la
region entre 380 y 780 nm, mientras que el espectro ultravioleta definido para el
laboratorio de quimica clinica cae entre 180 y 380 nm. Ia luz solar o la luz emitida por un
filamento de tungsteno es una mezcla de energfa radiante de diferentes longitudes de onda
que el ojo reconoce como “blanco”. La desintegracion de la regién visible en color

absorbido y color reflejado se ilustra en la tabla 1-1.



Tabla 1.1: Color Absorbido y color observado o complementario para diversas

longitudes de onda del espectro visible

Longitud de la Color absorbido Color observado o
absorcion maxima (nm) complementario
380 — 420 Violeta Amatrillo — Verdoso
420 — 440 Azul — Violeta Amarillo
440 — 470 Azul Naranja
470 — 500 Verde — Azuloso Rojo
500 — 520 Verde Parpura
520 — 550 Verde — Amarillento Violeta
550 — 580 Amarillo Azul — Violeta
580 — 620 Naranja Azul
620 — 680 Rojo Verde — Azuloso
680 — 780 Purpura Verde

El color que las sustancias adquieren se debe a que éstas absorben ciertas longitudes de
onda de la luz blanca que incide sobre ellas y, sélo vemos aquellas longitudes de onda que

no fueron absorbidas.

Si una solucién absorbe energfa radiante (luz) entre 440 y 470 nm (azul), transmitira todos
los demas colores y aparecera naranja al ojo. Por lo tanto el naranja es el color
complementario del color azul. Si se enfoca la luz blanca sobre una solucién que absorbe
energia entre 500 y 520 nm (verde), la luz transmitida y por consiguiente la solucion
aparecera color purpura (azul y rojo). Si se dirige una luz roja sobre una solucién de color
rojo, la luz roja sera transmitida porque esta solucion no puede absorber la luz roja. Por
otra parte, si la luz verde se hace incidir sobre una solucién de color rojo, no hay luz
transmitida, puesto que la soluciéon absorbe toda la luz excepto la roja. El ojo humano
responde a la energfa radiante entre 380 y 780 nm, pero los instrumentos del laboratorio
permiten mediciones del espectro tanto de longitudes de onda corta como la UV y

longitudes de onda larga, como el infrarrojo.




El espectrofotémetro tiene la capacidad de proyectar un haz de luz monocromatica (de
una longitud de onda particular) a través de una muestra y medir la cantidad de luz que es

absorbida por dicha muestra. Esto le permite al experimentador:

Primero, obtener informacién sobre la naturaleza de la sustancia en la muestra. Esto
podemos lograrlo midiendo la absorbancia (Abs) a distintas longitudes de onda (A) y
graficar estos valores en funcién de la longitud de onda, formando un espectrograma.
Como cada sustancia tiene propiedades espectrales unicas, distintas sustancias producen
distintos espectrogramas. Esto se debe a que cada sustancia tiene un arreglo de atomos
tridimensional diferente, que hace que cada sustancia tenga caracteristicas unicas. Al ser
expuestos a la luz del espectrofotémetro, algunos electrones de los atomos que forman las
moléculas absorben energia entrando a un estado alterado. Al recuperar su estado original,
la energfa absorbida es emitida en forma de fotones. Esa emision de fotones es distinta

para cada sustancia, generando un patrén particular, que varfa con la longitud de onda.

La absorcion de la energfa radiante por una solucién puede describirse por medio de una
grafica de absorbancia en funcién de la longitud de onda. Esta grafica se denomina
espectro de absorcion (figura. 1.1). El espectro de absorcion refleja la suma de las
transiciones caracteristicas de energia de una molécula en cada longitud de onda. Es
importante tener presente que la absorbancia no es una cantidad directamente
cuantificable, sino que puede ser obtenida por calculo matematico de los datos de
transmitancia. los valores de absorbancia no tienen unidades. Ia rtelacién entre

absorbancia y %T (Porcentaje de luz trasmitida), se analiza en detalle mas adelante.

La segunda, saber cuanta cantidad de la sustancia que nos interesa esta presente en la

muestra.



1.1.1.

Absotbancia
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Fig 1.1: Espectro de Absotbancia Vs Longiud de Cnda para la Albumina
ey de Beer

La ley de Beer establece que la concentracion de una sustancia es directamente
proporcional a la cantidad de energfa radiante absorbida o inversamente proporcional al
logaritmo de la energia radiante transmitida. Si la concentracién de una solucion es
constante y la longitud del paso de luz que atraviesa una solucién se duplica, el efecto
sobre la absorbancia es igual a duplicar la concentracion, ya que habra dos veces mas
moléculas absorbentes presentes en el paso de energia radiante. De este modo la
absorbancia también es directamente proporcional a la longitud de la trayectoria que

atraviesa la energfa radiante a través de la celda.

La relacion matematica entre la absorcion de energia radiante, la concentraciéon de la

solucion, y la longitud del paso 6ptico se demuestra por la ley de Beer:



1.1.2.

A=KCL

A: absorbancia

K: absortividad e molar

C: concentracién de 1a sustancia de interés

L: distancia que viaja la luz a través de la muestra. (Normalmente es de 1 cm)

Esta ecuacion forma las bases del analisis cuantitativo por fotometria de absorcion. Los
valores de absorbancia no tienen unidades. La absortividad es una constante de
proporcionalidad relacionada con la naturaleza quimica del soluto y tiene unidades que son

reciprocas con las de la distancia y concentracion.

C se expresa en moles por litrto y L en centimetros, el simbolo K, llamado absortividad
molar, es una constante para un compuesto dado a una determinada longitud de onda,
bajo condiciones especificas de solvente, pH, temperatura, etc., tiene unidades de
L/mol.cm. Mientras mayor es la absortividad molar, mayor es la absorbancia para la
misma concentracion en términos de masa de dos compuestos. Por lo tanto, en la
seleccion de un cromégeno para métodos espectrofotométricos, se debe usar un

cromoégeno con alta absortividad molar, el cual impartira mayor sensibilidad a la medicion.

eoria de Transmitancia y Absorbancia

La cantidad de luz absorbida por una cantidad de sustancia depende del nimero de
moléculas de ésta sustancia. Considérese un haz de energia radiante con una intensidad
inicial, Po, que incide sobre una celda cuadrada y pasa a través de ella (cuyos lados son
perpendiculares al haz). La celda contiene una soluciéon de un compuesto que absorbe
energia radiante de una cierta longitud de onda (figura. 1.2). La intensidad de la energia
radiante transmitida, P, serd menor que Po. Parte de la energfa radiante sera reflejada por

la superficie de la celda o absorbida por la pared de la celda o el solvente.



FIG. 1.2: Transmutancia de energia radiante a través de una
cubeta

Por lo tanto estos factores deben ser eliminados si se desea considerar sélo la absorcion del
compuesto de interés. Esto se hace usando un blanco o solucién de referencia que
contiene todo menos el compuesto a ser determinado. La cantidad de luz que pasa a
través de la solucion “blanco” se establece como la nueva Po (relativa a la celda de
referencia y la solucién). La transmitancia de un compuesto en solucioén se define como la

proporcion de luz incidente que es transmitida:

Transmitancia=T =P /Po
Usualmente esta razon se describe como un porcentaje

Porcentaje de T = %T = P/Po x 100

El concepto de transmitancia es importante porque sélo puede medirse la luz transmitida.



Beer realiz6 el siguiente experimento, colocé varias cubetas, una tras otra, separadas a
distancias iguales y con la misma concentracion de una sustancia. Al aplicar energia
luminosa a la primera cubeta a una longitud de onda determinada, un cierto porcentaje de
la energfa aplicada fue absorbida y en cada cubeta sucesiva se absorbi6 el mismo porcentaje

de energfa que en la cubeta anterior.

Los valores de transmision obtenidos fueron los que se muestran en la tabla 1.2; luego
incrementd la concentracion de la muestra sin variar la trayectoria obteniendo los mismos
valores. Esto corresponde a la serie de numeros 0.5 elevados a las potencias de 0, 1, 2, 3, 4,
5,...., que decrece en forma exponencial. En definitiva si se alarga el trayecto a recorrer o
incrementa la concentraciéon sin variar el trayecto, es igual el aumento del nimero de

moléculas absorbentes.

Tabla 1.2: Valores de Transmision en funcién de la trayectoria y de la
concentracion
Numero Energia Concentracion Energia
de cubetas transmitida % transmitida %

0 100 0 100
1 50 1 50
2 25 2 25
3 12,5 3 12,5
4 6,25 4 6,25
5 3,125 5 3,125
6 1,5625 6 1,5625
7 0,78125 7 0,78125
8 0,390625 8 0,390625




Cuando la concentracién de un compuesto en solucion aumenta, mas luz es absorbida por
la soluciéon y menos es transmitida. El porcentaje de transmitancia varfa inversamente y
logaritmicamente con la concentracién. Sin embargo, es mds conveniente usar la

absorbancia, A, la cual es directamente proporcional a la concentracion. Por lo tanto

A= —lu:rg;:—D = —logT =log1/T

Para convertir T en %T, el denominador y el numerador son multiplicados por 100.

1 100% 100%
A=log=%— = log———
T 100% T

A =log 100% — log %T

A =2-log%T

Por tanto la absorbancia no es una cantidad directamente cuantificable, sino que se obtiene

por calculo matematico a partir de los datos de transmitancia.

La relacion entre absorbancia y %T se ilustra en la figura. 1-3, en la cual la escala lineal de
%T (porcentaje de transmitancia) va de 0 a 100%, mientras que la escala logaritmica de la

absorbancia ve de infinito a 0.
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FIG. 1.3: Relacion de la absorbancia, A, ¥ el porcentaje de
transmitancia, B, con la concentraciom.

A causa de la relacién lineal entre la absorbancia y la concentracién, es posible relacionar

concentraciones desconocidas con un calibrador unico por una ecuaciéon simple de

proporciones.

(] Cu Au
==Y Cu="2+Cs
As 5 5

Donde Cu y Cs son las concentraciones de la muestra y el calibrador respectivamente y Au

y As son sus respectivas absorbancias.

La ecuacioén arriba descrita es valida solo si el cromoégeno obedece la ley de Beer y tanto el
calibrador como la muestra son determinados en la misma celda. El intervalo de
concentracion sobre el cual el cromégeno obedece la ley de Beer debe determinarse para

cada conjunto de condiciones analiticas.



La ley de Beer es una relacion matematica ideal que contiene varias limitaciones. ILas
desviaciones de la ley de Beer, son variaciones en la linealidad de la absorbancia contra la
concentracion (figura. 1.4) y ocurren cuando: (1) se miden concentraciones muy elevadas,
(2) la energfa de la radiacion incidente no es monocromatica, (3) la absorcion del solvente
es significativa comparada con la absorbancia del soluto, (4) la energia radiante es
transmitida por otros mecanismos (luz erratica) y (5) los lados de la celda no son paralelos.
Si dos o mas compuestos absorben a la longitud de onda de la energfa radiante incidente,

cada uno con diferente absortividad, no se cumplira la ley de Beer.

2,0 0%
1%
e 5%
4]
B
= 1,0
2
2
E
{ o
I | | |
1,0 2.0

Absarbancia real

FIG. 1.4. Efecto de la radiacién erratica sobre la absorbancia
real

La Figura 1.5 muestra el cambio de la absorbancia en funcién de la concentracién para un

compuesto de glucosa.
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1.2 Bioquimica Sanguinea

Para proveer datos clinicos exactos y precisos, el laboratorio de quimica clinica debe
interesarse en los componentes y métodos analiticos utilizados para obtener tales datos.

La familiaridad con la pureza de las sustancias quimicas, solventes y agua con grado de



1.21

1.2.2

reactivo es esencial. Ademas, la seleccion y el uso del equipo analitico apropiado y las

practicas de seguridad en el trabajo, son de gran importancia.

omponentes Quimicos

Generalmente se presenta en la sangre un gran nimero de sustancias quimicas, cada una de
ellas se encuentra en estado de equilibrio dinamico entre las células de los tejidos y los
liquidos que las rodean. Como todas, estas sustancias, entran y salen del torrente
sanguineo; su concentracioén indica en cualquier momento la diferencia entre la produccion
total y la utilizacion total de las mismas. Los procesos fisiologicos pueden producir
alteracion de los estados dinamicos de equilibrio, obteniéndose entonces modificaciones de
la concentracién de diversos componentes quimicos de la sangre en el transcurso del
tiempo de un mismo dia o siguientes. Por tanto, el objeto es tener una idea de los
trastornos y enfermedades en que se encuentran alteraciones de importancia de algunas

sustancias muy comunes en el cuerpo.

btencion de muestras

Las pruebas de laboratorio, que miden un compuesto analizado en un espécimen de sangre
u otro fluido corporal, son ordenadas por los médicos para evaluar el estado del paciente.
Se asume que el resultado analitico obtenido es representativo de la concentracion real del
compuesto analizado en el paciente. Desafortunadamente, hay numerosos factores que
pueden invalidar esta suposicion. ILos errores pueden ocurrir debido a tendencias
analiticas; el control de calidad tradicional esta dirigido hacia la minimizacién de errores.
Sin embargo, los errores no analiticos pueden también cambiar la concentracién de uno o
mas compuestos analizados en un espécimen de tal forma que los resultados no reflejan la

condicién fisiolégica del paciente. Estos son llamados colectivamente fuentes de error



pre-analitico. De la misma forma que el control de temperatura, la longitud de onda, y
tiempo de incubacién limitaran el error analitico, el error pre-analitico también puede ser

controlado.

El laboratorio debe determinar cuales de las pruebas realizadas tienen cambios
significativos de concentracion, ya sean ciclicos o relacionados con la ingesta de alimentos;
la Tabla 1.4 enumera las pruebas mas importantes que son afectadas de esta manera. En
condiciones 6ptimas, los especimenes para estas pruebas deben ser colectados tan pronto

como el paciente despierte y que todavia esté en ayunas.

Tabla 1.4: Pruebas que sufren cambios significativos de concentracioén, ya

sean ciclicos o relacionados con la ingesta de alimentos

Alanina aminotransferasa

Bilirrubina, total

Albumina Calcio, total
Fosfatasa alcalina Cloro

Amilasa Colesterol, HDL
Aspartato aminotransferasae | Creatinina

Ferritina Glucosa, en ayunas
Hierro Lactato dehidrogenasa
Magnesio Osmolalidad

Fosfato Potasio

Proteinas, totales Sodio

Tirotropina (TSH) Tiroxina

Triglicéridos Urea (BUN)

Acido urico

El uso incorrecto de los procedimientos para obtener especimenes puede introducir
significante error en los resultados finales de las pruebas de laboratorio; los errores

relacionados con la colecta de muestras en el laboratorio son las causas mas comunes de



resultados erréneos. Programas de certificacion en flebotomia (Puncién de una vena con
una aguja con el propdsito de obtener una muestra de sangre.)) han establecido los
estandares para capacitar y educar a los flebotomistas (Personas encargadas de realizar la
flebotomia). En hospitales, la flebotomia es llevada a cabo por una variedad de individuos
(enfermeras, asistentes de médicos, y estudiantes) quienes tienen un entrenamiento formal

limitado, o incluso carecen de él, en técnicas de flebotomia.

Enla mayoria de los laboratorios, los especimenes son colectados usando tubos al vacio y
agujas especialmente disefladas, que permiten simultineamente la puncion de la vena y del
tapon del tubo. Los tubos para colecta son tipicamente hechos de vidrio, aunque los tubos
de plastico estan siendo usados mas frecuentemente; ambos son apropiados para la
mayorfa de las pruebas. Muchos tubos estan cubiertos con silicon, el cual reduce la
adhesion del coagulo, permitiendo mejor separacion del suero y de las células. En algunos
casos, la sangre es extraida con una jeringa y entonces se transfiere al tubo para trasladarla
al laboratorio.  Este procedimiento, presenta el riesgo de contaminacion para el
flebotomista durante la transferencia de la muestra. El método mas seguro para preparar
alicuotas de muestras es seleccionar los tubos necesarios que contienen anticoagulantes o
preservativos y retirar los tapones de los tubos antes de colectar la muestra. Después de
colectar la muestra, se desprende la aguja de la jeringa, y la sangre es vaciada en los tubos;
entonces se colocan nuevamente los tapones. La inyeccion de la sangre en los tubos
vacios incrementa el riesgo de puncion en la piel por la aguja y también incrementa el
riesgo de producir hemolisis (Ruptura de glébulos rojos, liberando al suero o plasma los

contenidos internos de la célula) en la muestra.

La hemolisis ocurre cada vez que hay un trauma de los relativamente fragiles eritrocitos (o
también llamados glébulos rojos, son células circulantes en la sangre encargadas de
transportar el oxigeno), ya sea durante la colecta, o con menor frecuencia después de la
flebotomia. Una causa poco comun de hemolisis, es cuando se lleva a cabo la flebotomia

antes de que se seque el alcohol o cualquier otro desinfectante usado. Frecuentemente la



hemolisis es causada por un flujo turbulento no laminar, durante el proceso de colecta.
Dentro de los tamanos de agujas que comunmente se utilizan, la hemolisis no es causada
por el uso de agujas muy grandes o muy pequefias. El flujo no laminar (Que no esta
ordenado en forma de capas, con cambios graduales de una capa a otra. En los liquidos, el
flujo no laminar produce ruptura de fuerzas, al ponerse en contacto diferentes capas o
laminas.) ocurre cominmente cuando la sangre se mueve muy lentamente o demasiado
rapido a través de la aguja. Si la sangre se extrae con una jeringa, al sacar el embolo con
fuerza o al inyectar la sangre en los tubos usando presion en el embolo, generalmente se

produce hemolisis

En nifios y adultos con dificil acceso venoso, puede hacerse una puncién capilar para la
obtenciéon de la muestra. Ciertos microtubos especiales, que contienen anticoagulantes,
pueden llenarse por capilaridad. Si las muestras van a ser transportadas al laboratorio,
estos tubos capilares deberan contener una pequefa pieza metalica que debe moverse a
través de la muestra por medio de un iman para mezclar la sangre inmediatamente después
de colectarla y antes de someterla a centrifugacién o analisis. Si la prueba se va a realizar
cerca del lugar de la toma, como es tipico para muchos de los instrumentos portatiles
usados cerca del paciente, estos aditamentos para mezclar la sangre no son necesatios, ya
que la tardanza entre la colecta y el analisis es minima. La contaminaciéon de la muestra
con fluidos de tejido es una causa potencial de preocupacion en todos los procedimientos
de coleccién capilar de sangre, ya que el fluido tisular virtualmente no contiene proteinas vy,
por lo tanto, no tiene compuestos analizados unidos a protefnas. Este tipo de
contaminacion puede ser minimizado usando solo la sangre que fluye libremente del sitio
de puncién. Es por lo tanto inaceptable obtener sangre aplicando presion al tejido cerca

del sitio de puncion.



1.2.3

ifras normales de quimica sanguinea

La interpretaciéon médica de los datos de laboratorio clinico es un proceso de decision
comparativo, en el cual el resultado de un examen de laboratorio de un individuo es
comparado con el intervalo de referencia obtenido para los valores de referencia. Se
requiere, por lo tanto, una gran confiabilidad en los valores aportados por los laboratorios
clinicos y por los fabricantes de reactivos para diagnostico. Los intervalos de referencia
usados con mayor frecuencia, generalmente se encuentran definidos, de una manera

deficiente.

Los intervalos de referencia deben ser determinados en forma sistematica y cientifica de tal
manera que proporcionen un grado aceptable de confianza para la toma de decisiones
clinicas, lo que incluye la consideraciéon de los factores significativos y variables
introducidas por el proceso analitico en si mismo. Entender el proceso empleado para
establecer los intervalos de referencia ayuda a comprender mejor las limitaciones que éstos
tienen.

Para facilitar la elaboracidon de valotres de referencia confiables, El Comité Nacional de
Estandares para Laboratorios Clinicos (“National Committee for National Laboratory
Standards”, o “NCCLS”, en inglés) public6 un documento titulado “Como definir y
determinar valores de referencia en el laboratorio clinico; lineamientos aprobados”,
documento NCCLS C28-A, el cual establece gufas y procedimientos para determinar la
validez de los valores e intervalos de referencia para pruebas de laboratorio cuantitativas.
El documento del NCCL clasifica los factores significativos y las variables que podrian
afectar los intervalos de referencia, basandose en las recomendaciones hechas por el
Grupo de expertos en la Teorfa de los valores de referencia de la Federacion Internacional
de Quimica Clinica. ILas recomendaciones aportadas por el NCCLS estan dirigidas a
elaborar un protocolo estandar para determinar intervalos de referencia que cumplan con

los requisitos minimos de confiabilidad.



Los intervalos de referencia que se usan mas comunmente para describir individuos sanos
han sido conocidos como valores normales, refiriéndose a los valores de referencia que se
han observado en personas normales o sanas. Los resultados de las pruebas que se
encuentran fuera de estos intervalos de referencia podrian, por lo tanto, ser observados en
personas con enfermedades o en estados deficitarios de salud y por lo tanto ser
denominados anormales. Las tablas 1.5, 1.6, 1.7, 1.8, 1.9 y 1.10, detallan ciertos valores

considerados normales en nuestro medio.

Tabla 1.5: Intervalos de referencia para Creatinina y depuraciéon de
Creatinina
Edad Creatinina sérica | Creatinina urinaria Depuracion de
mg/L (mmol/L) | g/dia (mmol/dia) creatinina

(mL/min.)

>12 afios 2.5-8.5 (22-75) 0.057 g (0.5 mmol/kg) 50-90
de musculo

Hombres adultos |  6.4-10.4 (57-92) 1.0-2.0 (8.8-17.7) 97-137
Mujeres adultas 5.7-9.2 (50-81) 0.8-1.8 (7.1-15.9) 88-128

Tabla 1.6: Intervalos de referencia para urea

Método para adultos (suero) Salida urinaria de urea

Ureasa/ GLDH 50 a 170 mg BUN/L |7 a 16 g de BUN/24
(107 a 365 mg utea/L, | horas(0.25 a 0.57 mol de
1.8 2 6.1 mmol/L) urea/24 horas)

Ureasa conductividad | 60 a 200 mg BUN/L (129 a 469 mg de urea/L, 2.2 a
7.2 mmol/L)

Diacetil monoxima 80 a 260 mg BUN/L (172 a 558 mg de utea/L, 2.9 a
9.4 mmol/L)




Tabla 1.7: Intervalos de referencia para el acido arico

Suero o plasma
36a 77 mg/L (214 a2 458 (m/L) para hombres.
28 a 68 mg/L (149 a2 405 (m/L) para mujeres.

Funcion hepatica

Tabla 1.8: Intervalos de referencia para la albtiimina.
EDAD ALBUMINA (g/L)

Infantes 29-55

Nifios 38-55

21-44 anos 33-61 (hombres)

20-44 28-57 (mujeres)

45-54 afios 29-61 (hombres)

45-54 anos 25-54 (mujeres)

55-93 afios 32-55 (hombres)

55-81 anos 32-53 (mujeres)

Intervalo de referencia para alanina aminotransferasa (ALAT)

TLa medicién de la ALAT en adultos a 37° C da usualmente actividades de 10 a 50 U/L.
Tanto los recién nacidos como los infantes tienen actividades en el suero que son dos a
tres veces las encontradas en los sueros adultos. La actividad mayor en el suero de los
recién nacidos e infantes se puede atribuir a la filtracion de la enzima a través de la

membrana del hepatocito la cual es mas permeable en los recién nacidos e infantes.

La transaminasa ALAT cataliza la conversion de alanina a piruvato.



Intervalos de referencia para aspartato aminotransferasa (ASAT)

En los adultos, los intervalos normales de referencia para la ASAT en suero o plasma son
de 5 a 34 U/L cuando el analisis se realiza a 37° C. En los recién nacidos e infantes, las
actividades enzimaticas son aproximadamente el doble de las encontradas en los adultos.
Aproximadamente a los seis meses, las actividades enzimaticas de este grupo se acercan a

las encontradas en los adultos.

La enzima aspartato aminotransferasa cataliza la interconversion de los aminoacidos L-
aspartato y L-glutamato a través de la transferencia de grupos amino. Exactamente la

conversion de aspartato a oxaloacetato.

Tabla 1.9: Intervalo de referencia para la fosfatasa alcalina
MUJERES F. alc. HOMBRES F. alc.
(Edad en afios) (hastaen U/L)  (Edad en afios) (hasta en U/L)
Recién nacidos 250 Recién nacidos 250
lal2 350 l1al2 350
10a 14 280 10a 14 275
15219 150 15219 155
20224 85 20224 90
25234 85 25234 95
35244 95 35244 105
45a 54 100 45 a 54 120
55 a 64 110 55 a 64 135
65274 145 65274 140
75+ 165 75+ 190




Intervalo de referencia para la bilirrubina

Los niveles de bilirrubina total en los adultos sanos son de maximo 15 mg/L (25.7
mmol/L) con una mediana de 7.0 mg/L (12 mmol/L). La concentracién de la mediana se
eleva con la pubertad en ambos sexos, cayendo en la tercera década y permaneciendo
estable a continuacion.

Se encuentran niveles de bilitrubina conjugada de 2 mg/L en los infantes de 1 mes. La

bilirrubina conjugada permanece en ese nivel por el resto de la vida.

Funcién pancreatica.

Valores de referencia para la amilasa.

Los intervalos de referencia difieren entre los ensayos comercialmente disponibles, debido
a las diferencias en los substratos utilizados y en la preparacion de reactivos. Los valores de
referencia dados por un equipo comercial disponible y que utiliza una técnica colorimétrica
son <88 U/L. ILa actividad de la amilasa en recién nacidos es aproximadamente una
quinta parte de la que se encuentra en adultos, los niveles de amilasa en estos dltimos se
alcanzan generalmente a partir de los 3 6 4 afios de edad. No se han observado diferencias

en actividades de amilasa relacionadas con el género.

Valores de referencia para la lipasa.

Los intervalos de referencia para la actividad de la lipasa en individuos normales y sanos
dependen del método utilizado. El limite de referencia superior para los procedimientos
turbidimétricos es aproximadamente de 200 U/L, mientras que el limite supetior de
referencia para los ensayos colorimétricos es aproximadamente 60U/L. La actividad de la
lipasa en suero permanece relativamente constante hasta cerca de la sexta década de la
vida, cuando los valores pueden aumentar como en un 20% sobre los niveles normales

establecidos. No existen diferencias en la actividad de lipasa relacionadas con el género.



Carbohidratos

Tabla 1.10: Concentraciones de glucosa en individuos normales o

sanos

En suero:

Nifios menores de 5 afios 595 - 945 mg/L.
Recién nacidos 200 - 800 mg/L. ;1.11 2a4.44 mmol/L.
Adultos 700 - 1050 mg/L. ;3.9 a 5.8 mmol/L

En liquido cefalorraquideo:

Nifios menores de 5 afios 238 - 756 mg/L.

Recién nacidos 80 - 320 mg/L. ;0.44a1.77 mmol/L.
Adultos 280 -420 mg/L. ;1.55 a 2.33 mmol/L
En sangre Total

Nifios menores de 5 afios 506 - 803 mg/L.
Recién nacidos 170 - 680 mg/L. ;0.94 2 3.77 mmol/L.
Adultos 595 - 893 mg/L. ;3.32 a 4.93 mmol/L

Las concentraciones totales en la sangre varfan con el hematocrito. La glucosa sanguinea
total se aproxima muy marcadamente a la glucosa en suero cuando el hematocrito
(Volumen de eritrocitos conglomerados) es bajo. La diferencia del 15% entre la glucosa
sanguinea total y la glucosa plasmatica descrita en la tabla es para un valor del hematocrito

de aproximadamente el 45%.

Intervalos de referencia para la insulina.

Los rangos de referencia para la insulina del suero son dependientes de factores como el
tipo de ensayo usado para su medida y por el estado clinico del paciente en relaciéon a la
concentracién de glucosa en sangre. lLas concentraciones de insulina en pacientes en

ayuno son tipicamente menores que 25 mU/mlL (1042 pg/ml., 0.17 pmol/mL).



1.3

Intervalos de referencia para el acetoacetato.

Los rangos de referencia que han sido establecidos para el acetoacetato del suero son de 5
a 30 mg/L (0.09 a 0.52 mmol/L). No han sido reportadas diferencias en los cuerpos
cetonicos relacionadas con la edad. Para las otras cetonas, los rangos de referencia son
menores de 10 mg/L (0.1 mmol/L), mientras que se han informado rangos de referencia
para el beta-hidroxibutirato menores de 0.7 mmol/L

Intervalo de referencia para el acido acetoacético.

Las concentraciones de acido acetoacético en el suero de individuos sanos son menores de
0.1 mmol/L

Los cuerpos cetonicos: acido acetoacético, acido beta hidroxibutirico y acetona se
encuentran presentes en el suero de pacientes con cetoacidosis diabética. Si ocurre una
movilizacién excesiva de acidos grasos, como en la cetoacidosis diabética o en la
intoxicacion alcoholica, se produce una sintesis aumentada de cuerpos ceténicos en el
higado.

Intervalo de referencia para Colesterol

El colesterol es deseable que sea menos de 200 mg/dL, 239 se considera el limite alto.
Valores mayores de 240 mg/dL se dice que son valores altos de riesgo.

Intervalo para LDL Colesterol (Lipoproteina de baja densidad)

El valor deseado normal debe estar por debajo de los 130 mg/dL, entre 130 y 159 mg/dL

de considera valor de limite alto. Mayores que 160 mg /dL se considera valor muy alto

Metabolismos corporales

El 1ifién es el principal regulador de todos los fluidos corporales y es primariamente
responsable de mantener la homeostasis, o equilibrio entre fluido y electrolitos en el
organismo. El rinén tiene seis funciones principales:

1. Formacion de la orina

2. Regulacién del equilibrio hidroelectrolitico



3. Regulacion del equilibrio acido-base

4. Excrecion de los productos de desecho del metabolismo proteico
5. Funcién hormonal
0. Conservacion proteica

El rinén es capaz de efectuar estas funciones complejas porque aproximadamente el 25%
del volumen de sangre bombeado por el corazén en la circulacion sistémica circula a través
de los rifiones; por lo tanto los rifiones, que constituyen cerca del 0.5% del peso total del
cuerpo, reciben un cuarto del gasto cardiaco. Una de las principales funciones del rifién es

la eliminacién de productos nitrogenados del catabolismo de las proteinas.

Las enormes reservas del rifién para la excrecion de los productos del catabolismo proteico
se manifiestan en el hecho de que las concentraciones sanguineas de estos productos no
estan elevadas en una falla renal hasta que la funcién renal se reduce a menos que la mitad
de lo normal. La funcién principal de los rifiones es la remociéon de productos
potencialmente toxicos y es realizada mediante la formaciéon de la orina. Los procesos
basicos involucrados en la formacién de la orina son filtracion, reabsorcion y secrecion.

Los rifiones filtran grandes volumenes de plasma, reabsorben la mayoria de lo que es
filtrado y queda para la eliminacién una solucién concentrada de desechos metabdlicos
llamada orina. En individuos sanos, altamente sensibles a fluctuaciones de la dieta e
ingesta de fluido y electrolito, los rifiones compensan cualquier cambio variando el
volumen y la consistencia de la orina. Hay muchos sindromes que solos o en combinacion

permiten sospechar una posible enfermedad renal. Por ejemplo:

La glomerulonefritis aguda es una inflamacién aguda del glomérulo (los glomérulos son
ovillos de pequefios vasos renales que se proyectan en el interior del extremo de los

tubulos proximales; funcionan como el mecanismo filtrante del rifién), resultando en



oliguria (Excrecion anormalmente baja de orina, o sea, menor de 400 mL/ dia en un adulto
), hematuria (La presencia de glébulos rojos en la orina ), aumento de los niveles séricos de
urea y creatinina, disminucion de la velocidad de filtracién glomerular (IFG), formacion de
edema e hipertension. La presencia de glébulos rojos en la orina (hematuria) por si solos
no es evidencia suficiente de glomerulonefritis aguda, pues la sangre puede originarse

desde otra parte del riién o del tracto urinatio.

La enfermedad tubular es un desorden de la funcién tubular renal, la depresion en la
funcién renal no puede ser explicada por la reducciéon en la velocidad de filtracion
glomerular (IFG). Defectos de la funcién tubular pueden resultar en una deprimida
secrecion o reabsorciéon de sustancias bioquimicas especificos o deterioro de los
mecanismos de concentracion y dilucién urinaria. ILa acidosis tubular renal (ATR) es el

desorden clinico mas importante de la funcioén tubular.

Las infecciones del tracto urinario pueden ocurrir en la vejiga (cistitis) o pueden involucrar
los rifiones (pielonefritis). La presencia de una concentracion bacteriana urinaria de mas de
100,000 colonias/ml. es diagnéstico de una infeccion del tracto urinatio. En una infeccién

del tracto urinario hay un elevado numero de glébulos blancos en la orina.

El higado es el 6rgano principal para el metabolismo de los carbohidratos, proteinas,
lipidos, potfirinas y acidos biliares. Es capaz de sintetizar la mayorfa de las proteinas del
cuerpo con excepcion de las inmunoglobulinas (protefnas con actividad de anticuerpo),
producidas por el sistema de las células plasmaticas linfociticas (los linfocitos son una
divisién de los leucocitos y se encargan de la produccion de anticuerpos). El higado es
también el sitio principal para el almacenamiento del hierro, glicbgeno, lipidos y vitaminas.
El higado juega un papel importante en la desintoxicaciéon de los xenobioticos
(Compuestos, a menudo farmacos, que no se producen normalmente en el cuerpo) y la
excrecion de los productos metabodlicos finales como bilirrubina, amoniaco y urea. Entre

las posibles enfermedades del higado tenemos.



La ictericia que es una condicién general provocada por el metabolismo anormal o la
retencion de la bilirrubina. La ictericia le produce una coloraciéon amarilla a la piel,
membranas mucosas y escleras. Se puede observar la ictericia tipicamente con niveles de
bilirrubina sérica de aproximadamente 50 mg/dL. Los tres tipos principales de ictericia

son la prehepatica, la hepatica y la posthepatica.

La ictericia prehepatica es el resultado de las anemias hemoliticas agudas o crénicas. La
ictericia hepatica incluye los trastornos del metabolismo de la bilirrubina y los defectos en
el transporte tales como la enfermedad de Crigler-Najer, el sindrome de Dubin-Johnson y
la enfermedad de Gilbert, asi como la ictericia fisiologica del recién nacido y enfermedades

que provocan la injuria o la destruccién hepatocelular.

La ictericia hepatica incluye los desérdenes caracterizados por dafio hepatocelular o
necrosis, tales como hepatitis o cirrosis. ILa ictericia posthepatica es causada generalmente
por una enfermedad obstructiva biliar provocada por espasmos o contracciones del tracto

biliar, la oclusién ductil por calculos o compresion por enfermedad neoplasica.

La hepatitis es un término general que significa “inflamacién del higado” y se usa para
describir enfermedades que producen dafio hepatocelular. La hepatitis es causada
usualmente por agentes infecciosos o toxicos. La hepatitis viral es la causa mas comun de
enfermedad hepatocelular aguda. Se han identificado cuatro tipos de virus de hepatitis: el
virus de tipo A, el virus de tipo B, el virus de tipo C y el virus de hepatitis delta. Se ha
considerado este dltimo virus como defectuoso, requiriendo la presencia del virus tipo B

para infectar.

La causa mas comun de dafio hepatico inducido por farmacos es la ingestiéon crénica
excesiva de alcohol. Los hallazgos de laboratorio asociados con este dafio son una
elevacion de la GGT, una elevacion ligera de las transaminasas, un aumento en la fraccion
de la globulina con una disminucién en la fraccién de la albimina del suero. Otras drogas

que inducen dafio hepatico son los barbitaricos, los antidepresivos triciclicos, los



antiepilépticos, la isoniazida y el acetaminofén. Estas drogas elevan tipicamente la gama-
glutamiltransferasa GGT (es una enzima localizada en la membrana que juega un papel
importante en el metabolismo del glutatién y en la reabsorcion de los aminoacidos del
filtrado glomerular y de la luz intestinal) sérica. El acetaminofén es altamente
hepatotoxico. Las sobredosis requieren un monitoreo cuidadoso para prevenir la muerte
por falla hepatica. La suspension de la droga permite la regeneracion hepatica. Las drogas
quimioterapéuticas como la vincristina, la vinblastina, la actinomicina D, y el 5
fluorouracilo, causaran tipicamente una elevaciéon de las transaminasas séricas y la
deshidrogenasa lactica debido al dafio tisular hepatico y la liberacion de las enzimas.

Tumores hepaticos y otras enfermedades del higado. La mejor forma para diagnosticar la
fibrosis hepatica congénita, los quistes hepaticos y los abscesos hepaticos es por biopsia
hepatica. Sin embargo estos desérdenes pueden estar acompafiados por cambios no
especificos en las enzimas hepaticas y la retencién del verde de indocianina. Los tumores
hepaticos alteran frecuentemente la funcién hepatica como consecuencia de compresion
tisular durante los procesos de crecimiento tumoral y de infiltraciéon. Esto provoca un
aumento en la fosfatasa alcalina sérica, la 5’-nucleotidasa y especialmente la GGT. La
demostracion de alfafetoproteina sérica es diagnostica de un tumor hepatico en presencia

de una tomografia hepatica anormal.

El pancreas tiene aproximadamente el tamafio y forma de la mano, la cola del pancreas
apunta hacia el bazo y la cabeza se anida en el arco duodenal. Es una glandula muy suave y
facilmente traumatizable que se encuentra detras del peritoneo, que se coloca atras de la

membrana serosa que recubre la pared abdominal.

El pancreas recibe una abundante irrigacién sanguinea proveniente de una arteria derivada
de la aorta. Las funciones exocrinas del pancreas se localizan en la célula acinar,
centroacinar y ductal. El pancreas puede ser la “glandula maestra” del cuerpo si se
consideran los graves trastornos digestivos y metabodlicos que aparecen cuando se pierden

sus funciones exoctinas y endoctinas.



Las enfermedades del pancreas pueden ser agrupadas en general en ciertas areas:
alteraciones endocrinas como la diabetes mellitus y trastornos en la secrecién de glucagon;
exoctrinas como la insuficiencia pancreatica y absorcién intestinal deficiente asociada;
inflamatorias como la pancreatitis aguda; destructivas como aquellas que resultan de la
fibrosis quistica y de la pancreatitis cronica; infecciosas de muchos tipos, incluyendo al
virus de la inmunodeficiencia humana (VIH); ateroescleréticas y atréficas; y neoplasicas
como adenocarcinomas y tumores de la células de los islotes. Entre las enfermedades
pancreaticas endocrinas el mayor trastorno endocrino es la diabetes mellitus (DM), una
enfermedad con morbilidad y mortalidad mucho mayor que todas las otras alteraciones
pancreaticas combinadas. La insulina es necesaria para la vida y una deficiencia relativa o

absoluta de ella lleva a 1a DM.

Enfermedades pancreaticas exocrinas. La reduccién o pérdida de la funcién pancreatica
exocrina (digestiva) lleva a trastornos gastrointestinales graves como diarrea, constipacion y
absorcion deficiente. En los casos de enfermedad avanzada aparece un estado catabdlico
que lleva a pérdida de peso y caquexia (Es un estado de debilidad progresiva, pérdida del
apetito, desnutricién y pérdida de peso que se observa en algunas enfermedades crénicas

asf como en cancer en estado avanzado).

El pancreas exocrino tiene amplias reservas; los sintomas generalmente aparecen cuando
cerca del 85 % a 90 % del tejido acinar se pierde.

Las pruebas de laboratorio importantes a este respecto, son la determinacion de glucosa en
sangre, fructosamina y hemoglobina con objeto de conocer el control glucémico a corto y

largo plazo.

La pérdida de la funcién exocrina es comun en la fibrosis quistica y en algunos sujetos con
ataques repetidos de pancreatitis generalmente causados por el abuso crénico del alcohol.
Existen algunas pruebas de funcién pancreatica que junto con la de grasa en materia fecal

son las mas importantes.



Las pruebas en suero son las menos sensibles y menos especificas a pesar de ser las mas
faciles de realizar. La tabla 1.11 nos muestra uno de los mecanismos propuestos para la
evolucion de la pancreatitis, aun cuando los factores que llevan a la pancreatitis son

desconocidos.

Tabla 1.11: Eventos posibles en el desarrollo de pancreatitis aguda.

Evento Causas Probables

Dafio a las membranas | Reflujo de bilis o jugo pancreatico hacia el pancreas,
de células acinares irritacién del duodeno por alcohol o precipitacion de
tapones proteicos en la glandula, infeccion o
inflamacién en la vesicula biliar con extension al

pancreas, infecciéon del pancreas por virus u otros

ambios bioquimicos ctivacion  de oenzimas  como otripsina
Cambios bioquimi Activaci d roenzim m rotripsina,
proelastasa y pro-fosfolipasa A2 a sus formas

i bioquimicamente activas, oclusién del conducto o
en la glandula

conductillos nancreiticos: conversidn de
Edema, tumefaccion de | Inflamacion glandular, alteracion del flujo sanguineo

la capsula pancreatica aferente o referente de la glandula.

Tetania y  arritmias | Necrosis de la grasa peripancreatica, secuestro de
cardiacas, distréss | Cat++ por acidos grasos, hipocalcemia refractaria,

respiratorio sustancias toxicas desconocidas (fosfolipasa A2?) que

Necrosis hemorragica de | Autolisis y digestion de la glandula con sangrado al

la glandula, choque, | espacio retroperitoneal, liberacion de quininas

colapso circulatorio, | plasmatico hipotensoras, efecto citotoxico de la
choaue npronunciada del | lisolecitina (de 1a hilis)
Muerte Insuficiencia aguda respiratoria y circulatoria,

hipotension refractaria.




1.4

Equipo Basico de Colorimetria

Un equipo basico, consta de los siguientes componentes:

Una fuente de luz

Un monocromador

Una celda de absorcion

Fotodetectores

Dispositivo de salida de informacion

La luz blanca policromatica, proveniente de una fuente de luz, pasa por el monocromador,
produciéndose un espectro de colores; una estrecha abertura o rendija no deja pasar sino
una estrecha banda cromatica, reteniendo la luz restante. En la cubeta, la muestra absorbe
una parte de esta luz y la que pasa incide en un detector, éste entrega una sefial a un
amplificador, el cual acciona un dispositivo de medida y un registrador de datos. La figura

1.6, muestra un diagrama de bloques de un equipo basico.
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MEDIDOR IMPRESORA GRABADOR

FIG. 1.6: DIAGRAMA DE BLOQUES DE UM ESPETROFOTOMETRO BASICO

uente de Luz

La luz es una parte de las ondas electromagnéticas y dentro de éstas se encuentran las
pertenecientes al espacio visible para el ojo humano. La luz visible se encuentra limitada
por los dos lados del espectro con luz invisible para el ojo humano, siendo estas ondas, los

rayos ultravioleta y por el otro lado los rayos infrarrojos.

La energfa radiante electromagnética es una forma de energia que puede describirse en
términos de sus propiedades ondulatorias. Las ondas electromagnéticas viajan a grandes

velocidades y no se requiere la existencia de un medio de soporte para su propagacion.



La longitud de onda (A) de un rayo de energfa radiante electromagnética es la distancia
lineal atravesada por un ciclo completo de onda y usualmente se expresa en nandémetros
(nm, 10-9 metros). La frecuencia (f) es el nimero de ciclos que ocurren por segundo y se

obtiene por la relacion
f Cc
=70
Donde c es la velocidad de la luz (c= 3 * 10'° ecm/s)

Puede demostrarse que la energfa radiante se comporta como si estuviera compuesta de
cargas discretas de energfa llamada fotones. La energfa de un fotén es variable y depende
de la longitud de onda o frecuencia de la energfa radiante. La relacion entre la energfa (E)

de un fotén y la frecuencia esta dada por la férmula
E=hxf 2
Donde h es la constante de Planck y tiene un valor numérico de 6.62 x 10-27 erg.seg.

Sustituyendo (1) en (2)
E=hx—

Esta ecuacion demuestra que las longitudes de onda corta tienen mucha mas energia que

las longitudes de onda larga.

La figura 1.7 es una grafica de la relacion energfa, frecuencia y longitud de onda.
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FIG. 1.7: Relacién energia, frecuencia y longitud de onda

La longitud de onda también se la puede expresar en las siguientes unidades.

Angstrom A=10" metros

Nanémetro nm =10"" metros
Mictémetro  um =10"° metros
Como fuente luminosa se usa una lampara. Existen vatios tipos de lamparas disponibles en
el mercado local. Por lo regular se emplea para la construccion de fotémetros los siguientes

tipos de lamparas:



1.4.1.1

ipos de Lamparas

Una lampara con filamento de tungsteno es util como fuente de un espectro continuo de
energia radiante de 360 a 950 nm. Ia lampara de yoduro de tungsteno se utiliza
frecuentemente como fuente de energia radiante visible y ultravioleta cercana. Los
filamentos de haluros de tungsteno son de mayor duracién, producen mas luz a longitudes
de onda corta, y emiten energia radiante de mayor intensidad que los filamentos de

tungsteno.

Las lamparas de descarga de hidrégeno y deuterio emiten un espectro continuo, siendo
utilizadas en la regién del espectro ultravioleta (de 220 a 360 nm). La lampara de deuterio
tiene mas intensidad que la de hidrégeno. Las lamparas de vapores de mercurio producen
un espectro discontinuo o de lineas (313, 365, 405, 436 y 546 nm). Estas son tutiles para
propositos de calibracion de longitudes de onda pero no son utilizadas en muchos
espectrofotometros. lLa lampara de mercurio es wusada en fotéometros y en
espectrofotometros, empleandose para cromatografia liquida de alta resolucion.

Recientemente, estan siendo empleados diodos emisores de luz como fuente luminosa.

Es importante tener presente que una cantidad de luz emitida de una fuente de luz no es
constante en un intervalo continuo de longitudes de onda, por lo tanto una lampara
normal tiene un espectro complejo de transmitancia maxima y minima. Las lamparas de
diversos tipos pueden variar y también las de los diferentes fabricantes. Por lo tanto se
debe tener cuidado en la eleccién de una lampara para un analisis determinado, ya que la
cantidad de luz emitida a una longitud de onda deseada debe ser muy pequefia o muy
grande. Por ejemplo, las lamparas de hidrégeno o deuterio usadas para el analisis
ultravioleta, tienen una salida maxima de radiacion en el rango de 250 a 300 nm. La salida
de energfa radiante de longitudes de onda larga (mayores de 340 nm) es considerablemente

menor y puede ser muy débil para muchos analisis.



1.4.2 Mon

ocromador

El monocromador es la parte del sistema que sirve para aislar la longitud de onda deseada,
excluyéndola de cualquier otra energfa irradiada.

En un monocromador, la energfa radiante de una fuente de luz se dispersa por una red de
difracciéon o un prisma en un espectro, en el cual la longitud de onda deseada se aisla
mediante hendiduras mecanicas.

Una red de difraccion consiste en un gran numero de lineas guias paralelas, igualmente
espaciadas sobre una superficie. La dispersion por una red de difraccion es lineal, por lo
tanto solo dos longitudes de onda diferentes deben verificarse para validar la exactitud de

las longitudes de onda.

1.4.21 F

iltros

Los filtros son dispositivos sencillos, que consisten en un solo material, que transmite
selectivamente la longitud de onda deseada y absorbe el resto de las longitudes de onda.

Hay dos tipos de filtros: (1) los que tienen caracteristicas de transmisién selectivas, que
incluyen los filtros de vidrio y Wratten, y (2) los que se basan en los principios de

interferencia (filtros de interferencia).

El filtro Wratten consiste de una capa de gelatina coloreada entre laminas de vidrio claro;
los filtros de vidrio estan compuestos de una o mas capas de vidrio coloreado. Ambos
tipos de filtros transmiten mas energfa radiante en algunas partes del espectro que en otras.
Los filtros de interferencia funcionan sobre un principio diferente. El fundamento es el

mismo que aquel en que se basa el juego de colores de una pelicula de jabodn, y se



denomina interferencia. Cuando la energfa radiante choca contra una pelicula delgada,
parte se refleja en la superficie frontal, pero el resto de la energia radiante que penetra la
pelicula se refleja por la superficie del otro lado. Los ultimos rayos de energfa radiante han
viajado mas que el primero por una distancia igual al doble del espesor de la pelicula. Si los
dos rayos reflejados estan en fase, la intensidad resultante se duplica, pero si no estan en
fase se eliminan uno al otro. Por lo tanto cuando la luz blanca choca contra la pelicula,
algunas longitudes de onda reflejadas seran aumentadas y otras destruidas. Para elegir el
color de filtro apropiado para trabajar, se escoge, un color visiblemente opuesto al color de
la solucion a ser ensayada. Asi por conveniencia se ha ideado la rueda de longitudes de
onda que muchos fabricantes de equipos manuales la usan sin ningun cambio. La Figura

1.8 nos da una idea de ésta rueda.

As{ por ejemplo para una solucién roja se escogera un filtro verde, para una solucion
violeta un amartillo, etc. Sin embargo en la practica las diferentes casas comerciales que
venden reactivos para aplicaciones en colorimetros adjuntan una técnica con los datos de

la sustancia y la longitud de onda para la cual se obtendra los mejores resultados.

FIG. 1.8: Rueda de longitudes de onda



1.4.2.2

1.4.3

risma

Es el elemento dispersante de un monocromador. La dispersién por un prisma es no
lineal, haciéndose menos lineal a longitudes de onda largas (sobre 550 nm). Por lo tanto,
para validar la calibraciéon de longitudes de onda se debe verificar tres longitudes de onda.
Los prismas dan s6lo una medida del espectro emergente y de esta manera proporcionan

mayor eficiencia 6ptica, dado que la energfa incidente es distribuida sobre un solo espectro.

Cuando se pasa un rayo de luz a través de un prisma, este rayo se esparce en un espectro.
La dispersion de la luz por un prisma radica en el principio de la refraccion de la luz. Los
rayos que inciden en el prisma bajo cierto angulo y que atraviesan el prisma son refractados
hacia la normal de la superficie. Esta refraccion varfa conforme la longitud de onda de los
rayos. Asf los rayos al final rojo del espectro seran menos curvos que aquellos del recorrido

violeta.

Otro elemento dispersante de un monocromador es una red de difraccion, que consiste en
un gran numero de lineas gufas paralelas, igualmente espaciadas sobre una superficie. La
dispersion por una red de difraccién es lineal, por lo tanto sélo dos longitudes de onda

diferentes deben verificarse para validar la exactitud de las longitudes de onda.

elda de Absorcion

También llamada cubeta, es la vasija donde se guarda el material que se quiere analizar, su
posicion debe ser fija y tener dimensiones constantes, estas vasijas existen en distintos
materiales y para diferentes volumenes de muestra y deben ser translucidas en el margen de

la longitud de onda que se produce la medicion. Por lo regular estan construidas de cuarzo



1.4.4

cuando se necesita hacer mediciones en el margen ultra violeta (200 a 400 nm), vidrio

optico para el margen visible (400 a 700 nm.), y de sales alcalinas para el margen infrarrojo

oto detector

Las fotocélulas son detectores que consisten en una lamina de cobre o hierro sobre el cual
se ha colocado una lamina semiconductora de 6xido cuproso o selenio. Esta capa esta
cubierta por una ldmina de metal transparente que sirve como electrodo colector. A
medida que el destello pasa a través de este electrodo hacia la placa semiconductora, se
induce un flujo de electrones en la placa y puede medirse en el amperimetro. Estos
detectores son resistentes, relativamente econdémicos y sensibles desde la region
ultravioleta hasta los 1000 nm. No se necesita fuente de poder externa, la fotocorriente

producida es directamente proporcional a la intensidad de la energfa radiante.

El tubo fotomultiplicador. Es un tubo electrénico capaz de amplificar significativamente
la corriente. El catodo esta fabricado de un metal sensible a la luz, que puede absorber
energia radiante y liberar electrones en forma proporcional a la energfa radiante que choca
contra la superficie del metal sensible a la luz. Estas superficies varfan en su respuesta a la
luz de diferentes longitudes de onda y asi también en la sensibilidad del tubo
fotomultiplicador. Los electrones producidos por el primer estado de energfa van a una
segunda superficie, donde cada electrén produce entre cuatro a seis electrones adicionales.
Los electrones del segundo estado energético se dirigen a otro estado, donde nuevamente
producen entre cuatro a seis electrones. En los tubos fotomultiplicadores actuales estan
presentes hasta 15 estados (o dinodos). Los tubos fotomultiplicadores tienen un tiempo de

respuesta rapido, son muy sensibles y no muestran efectos de fatiga como otros detectores.

Los fotodiodos. Son semiconductores que cuando son impactados por la luz cambian su

voltaje de carga (usualmente 5 V). Los cambios de voltaje son transformados en corriente



1.4.5

y de esa manera son cuantificados. Un fotodiodo estd compuesto por una mattiz
bidimensional de cientos de finos semiconductores colocados muy cercanos entre si. La
luz del instrumento se dispersa por la red de difraccion o prisma dentro del fotodiodo.
Cualquier posicion o diodo en esta configuracion esta calibrado para corresponder con una
longitud de onda especifica. Cada diodo se examina y el cambio electrénico resultante es
calculado para ser proporcional a la absorcion. El espectro completo es registrado en

milisegundos.

ispositivos de Salida

Este dispositivo puede ser cualquiera que nos permita visualizar y emitir los datos o
resultados de una prueba. Existe una gran variedad entre analdgicos y digitales que nos
permite leer los resultados e imprimirlos, por ejemplo el despliegue visual, el monitor, la

impresora, etc.



2.1

Capitulo 2

ANALISIS DE LOS DIAGRAMAS DE UN ESPECTROFOTOMETRO
AUTOMATIZADO.

Diagrama de Bloques General

La figura 2.1 presenta el diagrama de bloques del sistema eléctrico del analizador

automatizado de Hitachi, modelo 704.

La unidad de cpu, comanda todas las interfaces, procesos, datos, y comunicaciones con

alguna computadora externa.

La unidad de control, comanda todos los mecanismos del equipo.

La unidad relay de estado sé6lido AC, maneja los motores AC y valvulas solenoides.

El controlador de temperatura, comanda la temperatura del bafio de reaccion.

El amplificador logaritmico, se encarga de realizar la conversién logaritmica y

amplificar la sefial del fotometro.

El detector de falla de poder, se encarga de detectar las caidas de voltaje y cortes de

cortriente.

Los dispositivos de entrada y salida, que son impresora, controlador de discos

flexibles, monitor, panel de teclado.

La unidad de poder DC, o también llamada fuente de voltaje de corriente continta.
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FIG. 2.1: Diagrama de bloques general




2.2

Diagramas de bloques de CPU

Esta unidad consiste en un CPU sirviendo como centro de mando, varias interfaces y
convertidores analdgicos a digitales. Controla por entero al analizador, como también se
encarga de los datos de los procesos y de la comunicacién de los mismos con alguna

computadora destinada a organizarlos.

La unidad de CPU, como se aprecia en el diagrama de la figura 2.2, estd compuesto de las
siguientes tarjetas FSBC 704, EXTMEN 704, S&P 1I/F, y TRIPADC 704; cuyas

funciones son:

La tarjeta FSBC 704, no es otra cosa que una computadora muy simple, con tan solo una
controladora de disco flexible. Es la principal tatjeta del equipo y entre sus elementos mas

importantes tenemos:

CPU 68 A 09 con un reloj de IMHz, y sus sefiales externas que son los buffers de datos,

direcciones y control.

1 ROM (IPL) de 8 k bytes para cargar e iniciar el programa

1 RAM 256 K bytes para programa y datos.
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El circuito de extension de memoria EXTMEN 704, que usa un sistema de extension de

direcciones, figura 2.3, cuya funcién es expandir las cuatro lineas de direccion de la CPU en



ocho, mediante un conversor de memortia. De acuerdo a la sefial de control de la CPU, el
conversor de memoria es accionado mediante un latch de conversion. De esta forma se
puede acceder a 1 M byte de memoria. Con estas direcciones extendidas se accede a una

Ram de 512 K bytes, diagrama de la figura 2.4, lograndose una extension de memotia.

El circuito S&P I/F no es otra cosa que las interfaces serial y de impresora. Como se

muestra en la figura 2.5.

La tarjeta TRIPADC tiene tres canales conversores A/D, un bus I/O y un bus I/F
exclusivos para control de mecanismo, como se observa en el diagrama de la figura 2.6. El
conversor A/D consiste en un integrado hibrido compuesto por un arreglo de puertas
digitales, el nimero de bits que usa es 16, 15 bits son convertidos y un bit es usado para
overflow. Se usa dos canales de conversion de A/D para el fotémetro. Los buses 1/O e
I/F son interfaces exclusivas para los mecanismos de control, constituidas por lineas de

datos, direccion y control, siendo de 8 bits cada grupo.



2.3

Diagramas de unidad de control

LLa unidad de control maneja varios mecanismos de acuerdo a las instrucciones de la CPU

y esta compuesto de las siguientes tarjetas:

CONTROL 704, MECHA-CONT 1 y MECHA CONT 2

La tarjeta control 704, maneja las entradas y salidas de datos, como se ve en el diagrama de

la figura 2.7, usa alrededor de 10 microprocesadores para:

El control de motores de paso de alto rendimiento, aqui se encuentra el control del motor
del disco de muestras, motor que sube y baja la pipeta de muestra, la del motor que rota la
pipeta de muestra, el control del motor que rota el disco de reaccion, el control de la
rotacién del disco de reactivos, el control de rotacion de la pipeta de reactivo, el control del
motor que sube y baja la pipeta de reactivo.

Para el control de motores de paso de velocidad constante, aqui estan los controles para

los motores de las jeringas de muestra y reactivo.

Dos controladores para los mecanismos de lavado y agitacion como también para la

deteccién de inicio del disco de reaccion.

La tarjeta MECHA-CONT 1, es un circuito de control que trabaja de acuerdo con las
sefiales de la tarjeta CONTROL 704, la figura 2.8 muestra el diagrama de bloques de ésta
tarjeta. El circuito PM Driver se usa para el control de la rotacién y movimiento de subida
y bajada de la pipeta de reactivo, rotacion del disco de reaccion y rotacion del disco de
reactivo. El circuito DC Motor driver, se usa para el control del movimiento del agitador
como también la rotacién del mismo. El circuito detector Liquid level se usa para el
control del nivel de liquido en la pipeta de reactivo y el nivel de agua en el bafio de
incubacion. El circuito detector de falla de poder DC para saber cuando falla la fuente de

poderde 5V, +12V,-12'V, 24V.



La tarjeta MECHA-CONT 2, es muy similar a la tarjeta MECHA-CONT 1, donde PM
Driver controla la rotacion, subida y bajada de la pipeta de muestra y rotacién del disco de
muestra; el control de motor de paso sirve para el control de las jeringas de muestra y
reactivo; la solenoid valve driver, sirve para control de la bomba de extran y valvulas
solenoides; el circuito detector de nivel de liquido, para uso de la pipeta de muestra y
tanque de desechos; y el modulo comparador, usado para los foto interruptores, sensores

de agua destilada, sensores de nivel de desechos. La figura 2.9 muestra éste diagrama.



24 Diagrama de control de temperatura

La figura 2.10 muestra el diagrama del control de temperatura, consta de un circuito
preamplificador, un circuito de corriente constante, un circuito de voltajes de referencia,

que sirve para calibrar las temperaturas de 25, 30 y 37 grados centigrados.

La sefial que emite el sensor de temperatura es amplificada en esta tarjeta y convertida en
digital en la tarjeta FSBC, las sefiales de esta tarjeta controlan el encendido y apagado del
calentador asi como también el mantenimiento de la temperatura constante en el bafio de

incubacion.

La sefial de temperatura en esta tarjeta es calibrada de tal manera que OV corresponda a

0°Cy 10V corresponda a 40°C.



2.5

2.6

Diagrama de amplificador logaritmico

El diagrama muestra, figura 2.11, once amplificadores logaritmicos correspondientes a
determinada longitud de onda, dos multiplexores y voltajes de referencia para la calibracion

del convertidor analégico digital.

Simultineamente en ésta tarjeta se habilitan dos longitudes de onda usandose dos

multiplexores, cuyas salidas se convertiran en digitales en la tarjeta TRIPADC.

Detector de caidas de voltaje

Esta tarjeta detecta caidas de voltaje alrededor de un 15% del voltaje de linea, en un
tiempo de 18 milisegundos, y envia una sefal de falla a la CPU. La figura 2.12 muestra el
diagrama de bloques de esta tarjeta, consta de de un rectificador, un comparador, un foto

acoplador para aislamiento de la linea AC y un multivibrador de single-shot.



2.7

1)

2

3)

4)

5)

6)

Explicacion del sistema

El equipo modelo 704 de Hitachi, se trata de un analizador de procesos quimicos o
reacciones quimicas que se producen en un compuesto, se ha destinado para el analisis
quimico de la sangre por ser muy preciso en comparaciéon con otros analizadores. Se divide
en una unidad de operacion que se encarga de las condiciones de entrada y salida analiticas

y una unidad de control que maneja cada funcién requerida.

La figura 2.13 presenta un bosquejo de una vista exterior del equipo y, la figura 2.14, ilustra

las partes funcionales; aqui se observa que en la unidad de operacién tenemos:

Un disco de muestras con capacidad de colocar 40 muestras de rutina normal, 30
soluciones de estandar para calibracién, 6 soluciones de control, 10 muestras de
emergencia y una solucién de lavado.

Mecanismo de muestreo, consiste en el mecanismo necesario para aspirar un volumen
determinado de muestra desde el disco de muestra, llevarlo y depositatlo en determinada
cubeta en el disco de reaccion.

El disco de reactivos, tiene la capacidad de colocar alrededor de 20 pares de reactivos,

estos por lo general vienen en pares denominados reactivo uno y reactivo dos.

Mecanismo de pipeteo de reactivo, que se encarga de llevar un volumen determinado de

reactivo desde el disco de reactivos hasta la cubeta correspondiente en el disco de reaccion.

Disco de reaccion, es en el cual estan colocadas altededor de 48 cubetas, en donde sucede

la reaccién de la muestra al entrar en contacto con el reactivo.

Espectrofotémetro, es lugar donde se producen las mediciones fotométricas tanto de agua
como de soluciones en reaccion cuando la cubeta de reaccién atraviesa el eje optico. El
fotéometro de éste equipo es capaz de medir 11 longitudes de onda, 340, 376, 415, 450, 480,
505, 570, 600, 660 y 700 nanémetros.



7) Un agitador, encargado de agitar o mezclar las soluciones de reaccion dentro de la cubeta.
8) Estacion de lavado, encargada de aspirar las soluciones de reaccion y lavar las cubetas antes
y después de cada medicién, también debe colocar agua destilada para la medicién del

blanco de agua.

9) Pipeta de muestra, capaz de aspirar e inyectar muestra con mucha precision desde 5 a 20

ul..

10) Pipeta de reactivo, capaz de aspirar e inyectar reactivo desde 50 a 500 uL.

11) Bomba de agua, para el suministro de agua de todo el sistema y en especial para el lavado

de las cubetas de reaccion, tiene una velocidad de flujo de un litro por minuto.

12) Bafio de incubacion, se encarga de mantener la temperatura de las cubetas de reaccion a 37

grados centigrados. El agua de éste bafio debe de estar en constante circulacion.
13) Un teclado de dicado para el ingreso de texto, utiliza 5 teclas de funcién, 30 teclas para
selecciones de test, 6 teclas para seleccion de trabajo y teclas para numeros y

desplazamiento en el menu.

14) Una impresora para la impresién de datos analiticos

15) Un monitor monocromatico de doce pulgadas con la capacidad de presentar 25 lineas de

40 caracteres. Permite mostrar los resultados de los test procesados.



16) Dos controladores de disco flexible, en uno se almacena datos el programa del sistema y

parametros analiticos, y en segundo se almacena resultados analiticos.

En la unidad de control tenemos:

17) Conversor logaritmico y conversor digital, el primero convierte la sefial del
espectrofotémetro en valores de absorbancia, el segundo convierte la sefial que entrega el
conversor logaritmico en digital.

18) Unidad de control uno, es la encargada de controlar los procesos de datos y manejar las
interfaces del sistema incluido teclado, monitor, impresora, etc.

19) Unidad de control dos, esta encargada de manejar los mecanismos de la unidad como

motores y valvulas solenoides.

Al presionar la tecla de inicio en el panel de control, el disco de reaccioén, el disco de
muestra, el disco de reactivos, mecanismos de pipeteo de muestra y reactivo son
inicializados, con el fin de asegurarse que el instrumento se encuentre en condiciones
normales de operacion. Luego se lava la cubeta y se mide la absorbancia de la celda con
agua, esto se llama blanco de cubeta, por cuatro veces, luego el mecanismo de lavado vacia
y lava la cubeta aspirando todo residuo de agua, la celda es movida a la posicion de
muestreo, entonces la pipeta de muestra rota hasta la muestra, aspira la cantidad
correspondiente al andlisis que va a realizar, para luego moverse al disco de reaccion y
colocar el contenido en el fondo de la cubeta de reaccion. La pipeta de muestra regresa a
la su posicion de lavado para lavarse interna y externamente. La cubeta con la muestra es
llevada a la posicién de pipeteo de reactivo donde la pipeta de reactivo toma una
determinada cantidad de reactivo y lo coloca dentro de la cubeta, luego es colocada en
posicién de mezclado, el agitador baja dentro de la cubeta y mezcla el contenido muestra
mas reactivo, el agitador es llevado a su posicién de lavado; cinco minutos mas tarde la
cubeta con la mezcla es llevada a la posicion de dispensado de reactivo nuevamente, donde
se le coloca el segundo reactivo. Luego se procede a medir la solucién en reaccion en ciclos

de 20 segundos y al cabo de 10 minutos el proceso ha terminado. La figura 2.15 nos



muestra ésta secuencia, y la figura 2.16 nos da la idea del paso de la muestra por el disco de
reaccion. La figura 2.17 y 2,18 son un diagrama de tiempo del trabajo de los mecanismos

principales del equipo.



2.8 Diagrama de Flujo Hidraulico

La figura 2.19 nos muestra en detalle el diagrama de flujo de liquidos en el equipo.
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2.9

Diagramas eléctricos

Las

figuras que se presentan a continuacion nos muestran los diferentes diagramas

eléctricos del equipo.

Fig. 2.20 FSBC 704
Fig. 2.21 EXTMEM 704

Fig. 2.22 S&P I/F

Fig. 2.23 TRIPADC 704

Fig. 2.24 MOTHER BOARD 1

Fig. 2.25 CONTROL 704 Circuito (1)
Fig. 2.26 CONTROL 704 Circuito (2)
Fig. 2.27 CONTROL 704 Circuito (3)
Fig. 2.28 MECHA-CONT 1

Fig. 2.29 MECHA-CONT 2

Fig. 2.30 STEPPING MOTOR DRIVER

Fig.
Fig.
Fig.
Fig.
Fig.
Fig.
Fig.
Fig.

2.31 DCPFD

2.32 MDI MODULE

2.33 EXT-CONT

2.34 MOTHER BOARD 2
2.35 RELAY

2.36 TEMP AMP

2.37 LOG AMP 4

2.38 PFD 4
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2.10 Cableado

La figura 2.39, muestra el cableado del sistema en su totalidad.
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Capitulo 3

MODERNIZACION DEL EQUIPO EN ALMACENAMIENTO Y
RECUPERACION DE DATOS.

Entrada de datos dedicada

El equipo cuenta con un teclado, el mismo que es dedicado a cumplir ciertas tareas
especificas tales como ingreso de datos (identificacién del paciente, ingreso de peticiones,
etc.), funciones de operacién (mantenimiento, control de calidad, parametros, etc.). Ante
este hecho y debido a que éste se encontraba en mal estado, se ha copiado la tarjeta madre
del teclado y montado las teclas originales.

La figura 3.1 nos muestra la imagen del teclado deteriorado y la figura 3.2 nos muestra las

funciones del teclado.

FIG. 3.1: Teclado malogrado por el paso del tiempo



Tsado para llamar a las funciones de monitoreo  Funciones para el ingreso de

parametros quimicos.

Usado para llamar a las funciones de control de calidad
Llama a funciones de

Llama a las fimciones de peticiones de mantenimiento.

rutinas, calibracion y control

Detiene el instrumento Muestra el estado del trabajo Detiene el sonido de

alarma
Realiza una
impresion de
108 STATUY la pantalla,

N solamente con
l@ M e el equipo en

standby.

Hace un alto al
pipeteo de muestra — |

BBE = . Limpia el

dato

ingresado,
BB%B para permitir
un nuevo
E uuﬂ HB dato.

Inicia el analisis Se usapara realizar una emnergencia

—r@n u

Teclas munerales del 0 al 2, mas un

Comando para ingresar dato -
punto decimal.

BACK: Retorna a la pagina anterior.
NEXT: Muestra la pagina siguiente.

Presenta los datos siguientes que no se
pueden observar en una sola pantalla.

FIG. 3.2: Funciones del teclado
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3.21

Salida de datos convencional

Monitor, impresora.

El monitor presentaba fallas en el barrido vertical, se observaba que los textos o palabras
se montaban, por lo que se procedi6 a repararlo. Esta reparacion consistié en un resoldado
completo de todas sus etapas como fuente, horizontal, vertical, entre otros ya que se
encontré soldadura fria y ademas del reemplazo del circuito integrado responsable del

barrido vertical. Ver figura 3.3 y figura 3.4 del monitor y del integrado averiado.

Fig.3.3. Limpieza e inspeccion de tatjeta electrénica del monitor
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Fig.3.4.Circuito integrado responsable del barrido vertical del monitor.

Almacenamiento y recuperacion de informaciéon

Cambio de la Interfaz de floppy de 5 '/4” a floppy de 3 /2.

Si bien es cierto la idea original era colocar un disco duro en reemplazo del floppy de 5 V4
que actualmente esta descontinuado, la figura 3.5 muestra una imagen de los floppy
propios del equipo; en el transcurso de la actualizacion se encontrd que la CPU del equipo
es disefiada en forma diferente de una CPU convencional, esto es, no posee interfaces de
buses tales como ISA, EISA, PCI, etc. los mismos que si permiten agregar un hardware

adicional.



Fig.3.5.Floppy disk de 5 /4” propios del equipo, actualmente discontinuados.

Por otro lado, la cantidad de informacién que requiere guardar el equipo, tanto para el

arrangque como para su operacion, no supera los 800 K bytes.
ol

Por las razones antes mencionadas, se decidié construir las respectivas modificaciones para
adaptar dos floppy drive de (3 /2”) que es mas facil conseguir y su costo es relativamente

bajo.

La figura 3,6 muestra el juego de jumpers, que se debe configurar en el floppy disk de 5 Y4,
aqui se puede observar que la configuraciéon requerida indica que la sefial MODE
SELECT, cambia dependiendo del disquete insertado, asi si se trata de un disco de HD

1.2 MB la sefal cambia a nivel bajo.



Drive 1 (A) Drive 2 (B)
TS L
ga I éo (o]
88 s
aD| g a=D
JU-585K03 S B3
(R629148)
oo 0000 o0 000
[e]e] 0000 fele] 0000
HL MM KL MM
2 \
JU-595H413
(R629149)
JU~475-5A66
(R629157)

FIG. 3.6: Juego de jumpers en floppy de 5 1/4 "




Si el disquete es de HD 700 KB la sefal cambia a nivel alto, si el disco es de doble

densidad no importa la senal.

La tabla 3.1 nos muestra en detalle las senales que se conectan al floppy drive, por tanto
para poder usar una floppy actual se conecta el pin 2 a GND por medio de una
resistencia de 150 ohmios, por seguridad, si deseamos ingresar un disco de HD 1.2 MB.
Por lo general en el mercado se hallan discos de 2HD 1.2 MB, esto es doble densidad
doble cara, en éste caso se desconecta el pin 2 de la floppy para que automaticamente
conmute a un valor alto o bajo dependiendo de la sefial “side”. Para obtener las sefiales
“ready” y “side”, lo primero que se debe hacer es desmontar la floppy con mucho cuidado
y observar el circuito impreso. Como se puede ver hay unos switches que conmutan cada
vez que insertamos el diskette, cada switch tienen una funcién determinada. Se
comprueba la conmutacion de éstos switches y usamos aquel que nos de +5 voltios con el
disquete ingresado, se desconecta el pin 34 y pin 4 de la floppy y se hace un puente a estos
switches, ver figura 3.7, con esto logramos la sefial “ready” y la selecciéon de dos caras ya

que una cara se la obtiene por el pin 32.

 —

SERAL WRITE
PROTECT I]_—"| |1_—|_||

‘CORTES
SOLDADURAS

=CABLES

AMBOS SW SON IDENTICOS CON COMUN GND

1 3

| 1° Cortar las pistas de los pines 4y 34 del
conector con lo que los aislamos.

2° Unirconun cable SWpin1ypin3 alpindy
MODELO MITSUMI 34 del conector, respectivamente.

VISTA INFERIOR FLOPPY 3.5"

FIG.3.7: Control de una o dos caras y senal ready
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Tabla 3.1:  Sefiales del conector del floppy drive

N° de Pin de Retorno | N° de Pin de Sefial Nombre de Sefial

1 2 MODE SELECT

3 4 NC

5 0 NC

7 8 INDEX

9 10 DRIVE SELECT 0
11 12 DRIVE SELECT 1
13 14 NC

15 16 MOTOR ON

17 18 DIRECTION SELECT
19 20 STEP

21 22 WRITE DATA

23 24 WRITE GATE

25 26 TRACK 00

27 28 WRITE PROTECT
29 30 READ DATA

31 32 SIDE ONE SELECT
33 34 READY

Modernizacion del cableado del bus de datos

Los cables internos del equipo incluidos los del bus de datos fueron removidos y
remplazados por cables nuevos con sus respectivos terminales ya que los que se
encontraban en el equipo presentaban roturas en diferentes lugares. Por el tiempo y por la
temperatura interna del equipo los cables tienden a tostarse y quebrarse en los momentos
de realizar los mantenimientos, lo que incrementa la incertidumbre al momento de reparar
el equipo. Posiblemente ésta fue una de las causas (entre otras) por la cual el equipo dejé

de operar. La figura 3.8 nos muestra el cableado nuevo.



Fig.3.8.Cableado totalmente nuevo y bien estructurado.



CAPITULO 4

ANALISIS DEL SOFTWARE Y PRUEBAS

4.1 Software de operacion

El software de operacion consta de los siguientes archivos:

Archivos de datos:

DALMDF Guarda informacion de las alarmas ocurridas durante el dia.

NORMDF Guarda los resultados de las muestras, un total de 46 test por muestra.

Archivos del sistema:

CALMDEF:  Guarda un acumulado de alarmas sucedidas por 256 dias.
CUMLDF: Guarda los datos de control de calidad acumulados
RENWDEF:  Guarda los valores del control de calidad diatios.
PDRWDEF:  Guarda datos de parametros para cada test.

TSNORM: Guarda informacion de los test seleccionados y que se va a trabajar.
TSCSTD: Guarda informacion de los test seleccionados para calibracion y control.
PHTDF: Guarda datos del chequeo fotométrico.

RUNTIME y FOS:  Son los archivos del programa y sistema operativo.

El manual de operacién detalla de manera muy clara el uso del software con sus

respectivas pantallas y qué funcion realiza cada comando.



4.2 Pruebas realizadas

Se realizaron pruebas de glucosa, colesterol, triglicéridos y LDL colesterol (Lipoproteina de
baja densidad). Se obtuvo muestras frescas en el laboratorio clinico Arriaga de la Clinica

Kennedy, obteniéndose los siguientes resultados en suero:

La misma muestra se pasé cinco veces con el fin de determinar la precision en la medicién.

Glucosa Colesterol | Triglicéridos LDL Colesterol
95 182 170 100
96 183 173 101
Paciente 1 94 181 170 98
95 182 168 102
95 183 170 100
210 255 320 181
211 254 321 182
Paciente 2 210 256 322 181
211 255 320 180
210 255 320 182
Valor esperado | (75-115) <200 <200 <130

Las unidades para todas las pruebas son mg/dL

Paciente 1: Paciente considerado normal
Paciente 2: Paciente que sufre de Diabetes.

LDL (Lipoproteina de baja densidad)



Se hizo los siguientes calculos para el paciente 1:

Glucosa| Colesterol| Triglicéridos | LDL Colesterol
Media 94,99789464 | 182,198462 | 170,1925047 | 100,1911875
Desviacién estandar | 0,707106781 | 0,83666003 | 1,788854382 | 1,483239697
Desviacién/media | 0,007443394 | 0,00459203 | 0,010510771 | 0,014804093

La calidad del proceso de medicion se mide por el cociente entre la desviacion estandar y la
media poblacional, mientras menos sea éste valor el proceso de medicién es mejor.

Por lo cual podemos decir que el equipo esta realizando mediciones precisas.

Refiriéndose al paciente 1 podemos decir que es una persona que se realiza un control de

rutina.

Del paciente 2 tenemos como referencia que es un paciente que sufre de diabetes, sin
embargo por los resultados arrojados por el equipo y basindonos en las tablas de
intervalos de referencia se puede decir que no solamente sufre de diabetes sino que
también corre un alto riesgo de una enfermedad cardiaca coronaria. Se puede decir que su
mayor problema no es el colesterol elevado sino el LDL Colesterol elevado, que es la

lipoproteina que lo transporta.



CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Después de estudiar el equipo y analizar su comportamiento se observo las siguientes

caracteristicas:

El Hitachi 704 es un analizador que puede ser colocado directamente en el piso y consiste
en un carrusel para muestras, un carrusel de reactivos conteniendo 20 recipientes de
reactivos y un disco de reacciéon con 48 cubetas reusables. Las muestras pueden ser
pipeteadas cada 10 segundos desde las copas o tubos primarios de coleccion. Los
volumenes insuficientes de muestras son detectados por un sensor del nivel de liquidos.
Los resultados de urgencias para la mayoria de las quimicas estan disponibles en menos de
diez minutos. La caracteristica tnica del 704 es la habilidad de adicionar multiples reactivos
por método. (Los recipientes vacios de reactivos pueden ser obtenidos de cualquier casa
comercial de bioquimica para aplicaciones definidas del usuario). El equipo tiene capacidad
para hacer autodiluciones de muestras de suero y orina asi como las caracteristicas de
correr nuevamente una prueba y autocalibrarse en forma automatica. Es un equipo
selectivo ya que puede realizar pruebas especificas, compartamentaliza cada reaccion de la
muestra por lo cual se puede decir que un equipo discreto y la estancia de una muestra en

el equipo va desde un minuto a quince.

En la parte de actualizacion se presentd como reto el cambio de los floppy drive, ya que no
se podia conseguir floppy de 54" en el mercado y los floppy de 3 %2” no funcionaban en
su configuraciéon normal, por otra parte, el unico programa para que arranque el equipo

disponible se encontraba en otra ciudad y en un disco de 5 %4, esto motiva a dejar como



un reto futuro el cambio del control del equipo por medio de una computadora

construyendo un programa diferente, que realice las mismas funciones.

Se concluye que el equipo es muy preciso y confiable, razén por la cual equipos como
éstos que dejan de ser utiles para su duefio por descontinuarse debido al cambio de
tecnologfa tanto de hardware y software computacional, debe crearse o desarrollarse, una
empresa que se dedique a reciclarlos y reconstruirlos, permitiendo que éstos equipos sigan
aportando a la comunidad tanto de laboratorio como investigaciéon a precios muy

cémodos.

Es de suma importancia la aplicacion de la electrénica a las aplicaciones médicas y en el
caso de las aplicaciones a la bioquimica clinica se puede decir que la electronica se ha
desarrollado a pasos gigantescos, no sucediendo lo mismo con la quimica de reactiva, la
cual permanece igual desde hace algunas décadas (Esto es debido a que los procesos
quimicos en el cuerpo humano siguen invariables). Po lo cual equipos desarrollados hace
veinte afos para el analisis bioquimico pueden seguir funcionando en la actualidad

entregando resultados muy confiables.

En nuestro medio, América latina, y hablando de Ecuador y especialmente Guayaquil, las
grandes empresas multinacionales han acaparado la venta de equipos y reactivos quimicos
para laboratorio, sin embargo el conocimiento entregado a la comunidad cientifica y
tecnolégica local es muy escaso, razon suficiente para pedir a los directivos de la
universidad que le dediquen un especial interés a la investigacion electronica en el area

médica, la cual se convertira en un futuro préximo en una fuente de trabajo para muchos.



BIBLIOGRAFIA

Bishop ML, Duben-Engelkirk JI., Editorial Fody EP: Clinical chemistry: principles,

procedures, correlations, segunda edicion. Philadelphia, 1992, Lippincott.

Kolmer John A, Editorial Interamericana: Diagnostico clinico por los analisis de

laboratotio, tercera edicién. Mexico D.F., 1994.

National Committee for Clinical Laboratory Standards: Approved standard procedures for
the collection of diagnostic blood specimens by skin puncture. Villanova, Pa, 1982.
Pendergraph, GA: Handbook of phlebotomy, segunda edicién. Philadelphia, Lea and
Febiger, 1988.

College of American Pathologists: So you're going to collect a blood specimen, quinta
edicion.. Danville, IL, Interstate Printers, 1992.

F. Hoffmann — La Roche S.A.: LaRoche ilustrado, quinta edicién. Basilea, Suiza,1998.



	caratula de tesis.pdf
	Proyecto mejorado.pdf

