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RESUMEN

En el presente trabajo se disefid y evalué un prototipo de lector de absorbancia
usando como sistema de deteccién una camara digital, para el analisis cuantitativo
simultaneo de un numero elevado de muestras sintéticas y biolégicas como futura

aplicacion al andlisis clinico.

Para el sistema de lector de absorbancia se empled una fuente de iluminacion
difusa como lamparas fluorescente e incandescente, una cubeta de plastico como
compartimiento de muestra y una camara digital CCD como registrador de la imagen,
gue permitio digitalizarla, separarla en sus componentes RGB e intensidad.

Las imagenes se transformaron en superficies de respuesta de intensidades para
cada color al que responde los filtros de la camara CCD, de esta manera al compararla
con una referencia, se pudo calcular la absorbancia de un punto en particular de la
imagen y mediante una curva de calibracion se obtuvo la concentracion de una

determinada sustancia en ese punto.

El sistema disefiado se utilizO para medir concentraciones de una solucion
sintética de azul de bromofenol preparada a distintas concentraciones Yy luego se
trabaj6 con un grupo de muestras de suero sanguineo humano midiendo
concentraciones de glucosa, cuyos valores oscilaron de 25 a 250 mg/dl. Obteniendo
una alta linealidad y sensibilidad, comparado con equipos comerciales, lo que permite

realizar analisis cuantitativos de un niumero elevado de muestras.



1. INTRODUCCION

Muchos analisis bioquimicos y pruebas clinicas como la glucosa, hemoglobina,
colesterol, hierro, entre otros, son fundamentales para el diagndstico precoz de
enfermedades como la diabetes, la anemia y la mortalidad general coronaria. La
mayoria de estos analisis se realizan con equipos que se encuentran disponibles en
grandes laboratorios ubicados en zonas urbanas, centralizando los analisis clinicos a
algunas regiones especificas. Esto limita la eficiencia de los analisis clinicos en paises
en vias de desarrollo o regiones de baja actualizacion tecnoldgica, donde usualmente
no se dispone de una infraestructura adecuada a nivel nacional, que suministre las

condiciones idéneas para la realizacion de dichos analisis en toda la region.

Uno de los métodos mas sencillos, accesibles, utiles y utlizados es la la
espectroscopia ultravioleta-visible. Se pueden identificar y cuantificar biomoléculas en
solucion y en muestras biologicas, con el empleo de reactivos especificos que
reaccionan con el compuesto a analizar y forman un producto coloreado que permite
detectarlo en muestras complejas. La dependencia entre la concentracion y la magnitud
del color de dichas especies se relacionan mediante la ley de Lambert- Beer, esta
permite cuantificar la sustancia en estudio mediante métodos espectroscopicos. La
deteccion de radiacion suele realizarse mediante fotbmetros o espectrofotometros.
Estos lectores, permiten la mayor disponibilidad de equipos para analisis clinicos, no
obstante estos son costosos, requieren de personal especializado y de ciertas

condiciones ambientales especificas y en algunos casos largos tiempo de analisis.

Por otro lado, recientemente diversos investigadores han explorado el uso de
sistemas de camaras digitales como sistemas de deteccidn espectroscépicos en
conjunto con fuentes de radiacibn no-convencionales tales como pantallas de

computadoras, diodos de emision de luz, con la finalidad de evaluar la aplicacion de la



fotografia digital y el procesamiento computarizado de imagenes en la construccion de
nuevos disefos de espectrofotometros. Estas nuevas tecnologias han sido aplicada en
los lectores de absorbancia, obteniendo resultados satisfactorios en la cuantificacion de
ciertos compuestos quimicos en muestras de suero sanguineo. No obstante su
aplicacion en andlisis clinicos no ha sido suficientemente explotada. Debido a que estos
dispositivos son de coste relativamente bajo, permiten analizar gran nimero de muestra
simultaneamente y en corto tiempo, resulta de gran interés la validacion de estos
dispositivos en el area médica. Esto permitiria descentralizar la realizacion de los

examenes clinicos M

El presente trabajo tiene como objetivo principal evaluar un prototipo de lector de
absorbancia usando como sistema de deteccion una camara CCD, aplicado para el
analisis cuantitativo simultaneo de un nimero elevado de muestras de futura aplicacion

al analisis clinico.



2. ASPECTOS TEORICOS

2.1. Espectrofotometria

La espectrofotometria UV-visible es una técnica analitica que permite determinar
la concentracion de un compuesto en solucién. Se basa en que las moléculas absorben
las radiaciones electromagnéticas y a su vez que la cantidad de luz absorbida depende
de forma lineal de la concentracion. Para hacer este tipo de medidas se utiliza un

espectrofotometro.

El fundamento de la espectroscopia se debe a la capacidad de las moléculas de
absorber radiaciones, entre ellas las radiaciones dentro del espectro UV-visible. Las
longitudes de ondas de las radiaciones que una molécula puede absorber y la eficiencia
con la que absorben depende de la estructura atdmica y las condiciones del medio (pH,

temperatura, fuerza ionica, etc.).

En espectroscopia el término luz no solo se aplica a la forma visible de radiacion

electromagnética, sino también a las formas UV e IR. B!

En la figura 1 se puede observar el espectro electromagnético que representa
donde se encuentra toda la regiébn UV- Visible que puede ser captada por el ser

humano.
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Figura 1. Espectro electromagnético .

2.1.1. Region Visible

En la regidon visible apreciamos el color visible de una solucién y que

corresponde a las longitudes de ondas de luz que transmite, no que absorbe. El color

gue absorbe es el complementario del color que transmite.

Por tanto, para realizar mediciones de absorcion es necesario utilizar la longitud

de onda en la que absorbe luz la solucién coloreada. !

2.1.2. Ley de Beer

La absorbancia, A4, es la cantidad de intensidad de luz que absorbe una muestra.

Esta definida como:


http://images.wikia.com/wikitex/images/8/88/88f/d1a97ecb7b70ded4c9ce1d68323d61.png

I

A=—log —

og A

siendo Ila intensidad después de haber habido la absorcion e Isla intensidad de la luz

gue se hace incidir en la muestra.

Para una radiacion monocromatica, la absorbancia (A) es directamente
proporcional al camino Optico b a través del medio y la concentracién c de la especie
absorbente, A = abc donde a es una constante de proporcionalidad denominada
absortividad molar. La magnitud de a claramente dependera de las unidades utilizadas

parabyc. ™
2.1.3. Instrumentacion para la medicion de absorbancias de la luz visible

La medicion de absorbancia de la luz por las moléculas se realiza en los
espectrofotometros. Aunque pueden variar en disefio, en especial con la incorporacion
de predomina para el analisis de datos, todos los espectrofotometros constan, segun se

indica en la figura, de:

1. Una fuente de energia radiante: [Ampara de deuterio y tungsteno.
2. Un monocromador para la seleccion de radiaciones de una determinada longitud
de onda: filtros, prismas, redes de difraccion.

3. Un recipiente transparente (cubetas o tubos) que contenga la muestra.
Pueden ser de vidrio, cuarzo o plastico transparente. Para medir en UV no se deben
usar las de vidrio ya que estas absorben en el UV, es recomendado usar las de
cuarzo o silice fundido,

4. Un detector de luz y un amplificador convertidor de las sefiales luminosas en
sefales eléctricas.

5. Un registrador o sistema de lectura de datos


http://images.wikia.com/wikitex/images/4/41/41b/2fefc5057150b00784a07e0d6d1421.png
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En la figura 2 se muestra un esquema de los componentes de un

espectrofotometro comercial.

i monocromador

detector

Lente

Lampara Celda | amplificador
de muestra

| lectura

Figura 2. Esquema de un espectrofotometro.

2.1.4. Obtencion de un espectro de absorcion

El espectro de absorcion es una representacion grafica que indica cantidad de
luz absorbida (¢) a diferentes valores de A. A partir de una solucion diluida de un
compuesto, cuya absorbancia maxima entra dentro del rango de medida del
espectrofotometro, se vera el valor de absorbancia a diferentes longitudes de onda
frente a un blanco que contenga el disolvente de la solucion de la muestra a
caracterizar. A partir del espectro de absorcion se obtendra el valor de A al que el
compuesto presenta la mayor absorbancia (A max). Dicho A se utilizara a la hora de
hacer determinaciones cualitativas y cuantitativas del compuesto. El espectro de
absorcion de un croméforo depende, fundamentalmente, de la estructura quimica de la

molécula. &

En la figura 3 se puede observar un espectro de absorcién para una muestras de
colorantes naturales donde se representa la absorbancia en funcion de la longitud de

onda.
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Figura 3. Espectros de Absorcién de tres sustancias biolégicas.

2.1.5. Curvas de Calibracion

Para obtener una curva de calibracion de un compuesto se preparan soluciones
de diferentes concentraciones del mismo, determindndose para cada una de ellas el
valor de absorbancia a Amax. Estos valores de absorbancia se representan en el eje de
ordenadas ( eje y) y los de concentracion en el eje de abscisas (eje de x) (ver figura 4).
Se observara que, a bajas concentraciones, el aumento de concentracion se
corresponde con un incremento lineal en la absorbancia (zona de cumplimiento de la
ley de Lambert-Beer). A concentraciones altas la linealidad se pierde y se observa la

linea se aplana, por lo que las medidas son poco fiables. *!
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Figura 4. Curva de calibracion

2.2. Instrumentacion

Los componentes esenciales que constituyen un espectrofotometro son: una
fuente de luz, un filtro o selector de longitud de onda, recipientes para la muestra y un

detector.

2.2.1. Fuentes

2.2.1.1. Lampara incandescente

Las ldmparas incandescentes fueron la primera forma de generar luz a partir de
la energia eléctrica. Desde que fueran inventadas, la tecnologia ha cambiado mucho
produciéndose sustanciosos avances en la cantidad de luz producida, el consumo y la
duracion de las lamparas. Su principio de funcionamiento es simple, se pasa una
corriente eléctrica por un filamento hasta que este alcanza una temperatura tan alta que

emite radiaciones visibles por el ojo humano. [©



En la figura 5 se muestra el espectro de emision para una ldmpara de tungsteno.

La duracion de una ldmpara viene determinada basicamente por la temperatura
de trabajo del filamento. Mientras mas alta sea esta, mayor sera el flujo luminoso pero
también la velocidad de evaporacion del material que forma el filamento. Las particulas
evaporadas de tungsteno, cuando entren en contacto con las paredes del tubo se
depositaran sobre estas, ennegreciéndolo. De esta manera se vera reducido el flujo
luminoso por la obstruccion de material depositado. Pero, ademas, el filamento se
habra vuelto mas delgado por la evaporacion del tungsteno que lo forma y se reducira,
en consecuencia, la corriente eléctrica que pasa por €él, la temperatura de trabajo y el
flujo luminoso. Esto seguira ocurriendo hasta que finalmente se rompa el filamento. A

este proceso se le conoce como depreciacion luminosa.

100 ] %

PE— e ceeeeeee—— =
300 400 500 600 700 800 nm

Figura 5. Espectro de emision para una ldmpara de tungsteno.
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2.2.1.2. Diodos Emisores de Luz (LEDs)

Los diodos de emisién de luz, también conocido como LED (acrénimo del inglés
de Ligth-Emitting Diode) se ha venido empleando recientemente como una fuente de
iluminacion en equipo espectrofotométricos. EI LED es un dispositivo semiconductor
(diodo) que emite luz incoherente de espectro reducido cuando se polariza de forma

directa la unién PN del mismo y circula por el una corriente eléctrica. "

Hoy en dia se disponen de LEDs en una gama amplia de longitudes de onda y
de intensidad variable y cada dia gracias a la investigacion en el campo de la
optoelectronica hay mayor variedad. En la figura 6 se representa un espectro para un
arreglo de LEDs.

Debido a su pequefio tamafo, los LEDs puede colocarse muy cerca de la
muestra, evitando asi la perdida de radiacion por dispersion o por reflexion de los haces
de luz en otros componentes Opticos (espejos, lentes), haciendo esto una ventaja

cuando se requieren desarrollar equipos compactos. |

200 . 500 ‘GCIZ) ' 700 ‘EYJ) [nm]
Figura 6. Espectro de emision para un arreglo de LEDs.
2.2.2. Selectores de longitud de onda

El aislamiento de una radiacion de una determinada longitud de onda desde la
fuente de radiacion puede conseguirse mediante filtros o monocromadores. En los

instrumentos mas sencillos se utilizan filtros de interferencia, filtros de vidrio coloreado.
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De todos ellos, los filtros de interferencia son los mas utilizados, pues los filtros
transmiten mas radiacion y son menos costosos que los monocromadores. En el caso
de equipos mas complejos se utilizan monocromadores con redes que permiten la

obtencién de espectros con mayor resolucién. ©
2.2.3. Compartimiento de Muestras

Las cubetas utilizadas para las mediciones son generalmente rectangulares, por
lo menos con dos caras adyacentes transparentes, pero también pueden ser cilindricas.
Las dos caras restantes pueden ser también transparentes o pueden tener una
superficie reflectante para dirigir la emision del haz al detector. Las cubetas de cuarzo
se utilizan para medir radiaciones de luz UV-Visible y las de vidrio pueden utilizarse

para medir solamente en la zona visible y son mas econémicas.

En muchos casos, se desea tener la capacidad de analizar un numero
relativamente elevado de muestras de forma simultanea, en vez de un andlisis
secuencial. En estos casos se emplean porta-muestras como los micropozos, que son
bandejas que poseen contenedores en arreglos en el plano o cuadricula. Estos
contenedores se utilizan en los ensayos de inmuno-absorcidn ligado a enzimas,
denominado comunmente ELISA, las cuales son fabricadas en material polimérico y

sirven directamente como porta-muestras. !

2.3.4. Detectores

Los detectores mas utilizados en espectrometria son los tubos
fotomultiplicadores. Mas recientemente se vienen empleando detectores de estado
sélido como las camaras CCD, cuyo funcionamiento se basa principalmente en el

sistema de procesamiento de imagenes. !
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2.3.4.1. CAmara CCD como Detectores de Luz

Cuando adquirimos una imagen con una camara digital, tenemos una serie de
puntos en el &rea de la imagen conteniendo un color como una representacion del
modelo de color (R,G,B), que define el color e intensidad de la misma. Esto representa
el principio basico de los sistemas de deteccion CCD (ver figura 7)

CCD-Chip

Photodiodes (Pixels) Wartical shift ragisters

L
o

10011100100

Al
Converter

= (B - [E1] - ] - [Elp

Horizontal
~Shift ragister

Output

i ey | I S S S o S S S

Figura 7. Esquema de un detector CCD

Hoy en dia puede resultar coman el término CCD, derivado del inglés término
dispositivo de carga acoplada (Charge Coupled Device), ya que es uno de los
elementos principales de las camaras fotograficas y de videos digitales. En éstas, el
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CCD es el sensor con pequefas celdas fotoeléctricas que registran la imagen. Esta
imagen es procesada por la camara y registrada en la tarjeta de memoria o en una
pantalla. La capacidad de resolucién o detalle de la imagen depende del niumero de
celdas fotoeléctricas del CCD. Este nimero se expresa en pixeles. A mayor numero de
pixeles, mayor resolucién. Los pixeles del CCD registran la imagen en codigo RGB, por
lo cual tres pixeles, uno para cada color, forman un conjunto de celdas fotoeléctricas
capaz de captar cualquier color en la imagen (ver figura 8). Los detectores CCD al igual
gue las celdas fotovoltaicas, se basan en el efecto fotoeléctrico: la conversion la luz
recibida o incidente en corriente eléctrica. La sensibilidad del detector CCD depende de
la eficiencia cuantica, es decir la cantidad de fotones que deben incidir sobre cada
detector para producir una corriente eléctrica. EI nimero de electrones producido es

proporcional a la cantidad de luz recibida.

Figura 8. Detector CCD.
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2.3.4.2. Modelo aditivo de color RGB

El modelo de color RGB es un modelo aditivo de color en donde luz de color Rojo
(Red) Verde (Green) y Azul (Blue) son combinadas en diferentes proporciones para
generar una muy amplia gama de colores. El proposito del modelo RGB es generar una
forma numérica de representacion de los colores percibido por los humanos para

sistemas electrénicos, tales como televisores, computadoras, camaras, etc.

En la figura 9 se representan tres haces de luz: uno azul, uno verde y uno rojo que
se proyectan en una pantalla negra y que se superponen parcialmente. La intensidad es
nula en ausencia de luz y por lo tanto cada componente genera el color mas oscuro, es
decir el color negro, mientras que la intensidad maxima de los tres haces generaria el

color blanco (zona central), esto es cuando el sistema esta totalmente iluminado.

Figura 9. Representacién del principio del modelo aditivo de color RGB.

La zona de superposicion de dos haces, por ejemplo el verde y rojo, genera el

color amarillo. Si uno de estos dos haces posee mayor intensidad que el otro generaria
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un amarillo verdoso o un amarillo rojizo (naranja). Entonces se puede generar una
gama de colores muy grande solo con variar la superposicion de estos tres haces y la
intensidad de cada uno de ellos. La gran utilidad del modelo RGB se evidencia cuando
lo llevamos a una representacion numeérica. El color se expresa como un triplete (R,G,B)
en donde cada componente varia desde cero (ausencia total) hasta un maximo dado, si
los tres componentes son cero (0,0,0), se obtiene el negro, por otro lado si todos
poseen el valor maximo se genera el blanco. En el caso de sistemas digitales el maximo
numero viene expresado por la resolucion digital, en el caso de un sistema de
resolucién de 8 bits (esto es 2°) el maximo de 255, en el caso de una resolucién de 16
bits (2'°) ser& 65.535. en el caso que se quiera representar el color rojo puro con 8 bits
se escribiria (255,0,0) es decir intensidad maxima para el componente R (rojo)
intensidad cero para el componente G (verde) y cero para el B (azul). Para la
representacion de 16 bits sera (65.535,0,0). Para representar cualquier tono de amarillo
se debera incrementar el componente verde. Mientras mas elevada sea la resolucion,

mayor serd la capacidad de reproducir mayor gamma de colores. !

2.4. Imagenes digitales y espectroscopia

El uso de imagenes digitales en la espectroscopia abri6 un campo enorme de
aplicaciones, asi como de las posibilidades de tratamiento de las mismas mediante
computadoras, conllevan a un ahorro sustancial de tiempo comparado con sistemas
espectroscopicos convencionales. En particular la capacidad de tomar informacion
simultdnea de un gran numero de muestras que posteriormente seran tratadas
matematicamente para extraer informacion como absorcion, fluorescencia, entre otras
propiedades. Sumado esto al hecho del desarrollo acelerado de camaras con mayor
resolucién y de menor costo, cada dia ha generado que sea mas comuin encontrar

desarrollos instrumentales de técnicas espectroscopicas con deteccién de imagenes,
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para la realizacion de analisis clinicos de laboratorio, en consecuencia, diferentes
autores han reportado aplicaciones de cdmaras web en el andlisis de distintos tipos de
muestras biologicas, alimentos, etc. Todos los autores coinciden en la potencialidad del
desarrollo de equipos muy econdémicos, ensamblados con componentes cominmente
empleados en computadoras. Abriendo esto la posibilidad de una nueva generacién de

equipos portatiles. 10! 11 121113]

3. DESARROLLOS RECIENTES DE INSTRUMENTOS ESPECTROSCOPICOS
CON DETECCION DE IMAGENES

N. Maleki y colaboradores ¥ (2004) trabajaron en una red neuronal artificial
(RNA) el cual es un modelo desarrollado para la determinacion simultanea de Al (lll) y
Fe (lIl) en aleaciones de cromo utilizando azurol S (CAS) como el reactivo cromogénico
y una camara CCD como el sistema de deteccion. La camara suministra datos
estandares de codigo RGB con una resolucion de 8 bits. Todos los datos de
calibracion, la prediccion y la de muestras reales se obtuvieron mediante la adopcion de
una sola imagen. Las condiciones experimentales se establecieron para reducir las
interferencias y aumentar la sensibilidad y la selectividad en el analisis de Al (lll) y Fe
(1. De esta manera, tanto Al (Ill) y Fe (lll) se puede determinar en el intervalo de
concentraciones de 0,25 a 4 mg ml-1 con una respuesta satisfactoria y precisa. El
método propuesto se aplico también satisfactoriamente a la determinacion de iones

metalicos considerados en dos aleaciones sintéticas.

D. Filippini y colaboradores ™ (2007) realizaron un trabajo en donde se
demuestra por primera vez y en el caso de una muestra compleja como el vino tinto,
gue también la cuantificacion de los parametros integral (indicadores de color) y

compuestos especificos (polifenoles totales) es posible a través de un analisis
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multivariado de CSPT huellas dactilares. La mayoria de las propiedades del método se
deben a la combinacién de emision de luz y las propiedades de absorcién, que son
capturados por la plataforma CSPT. Gracias a esta combinacion, una huella digital
CSPT puede contener una cantidad comparable de informacién con respecto a los
espectrofotometros estandar. Mediciones del vino se realizaron en muestras intactas sin
la intervencién de mediadores quimicos. Dado que las funciones de célculo, captura de
video y la pantalla se incrustan en un nimero cada vez mayor de equipos ubicuamente
distribuidas (desde ordenadores portatiles a teléfonos celulares), estos resultados
indican una metodologia viable de bajo costo y ampliamente difundido capacidades

analiticas

Castillo y colaboradores ™ (2007) presentan un prototipo portatil de bajo costo
de multi-lector de placas bien disefiado para el analisis clinico. En el que una emision
de luz diodos (LED) se utiliza como fuente de excitacion y una webcam de bajo costo
como detector. La fuente de luz ilumina 96 placas y la camara tome la imagen de
640x480 pixeles. Los datos son adquiridos y procesados mediante el uso de una
computadora portéatil y 96 muestras se pueden leer de manera simultanea y los datos
de absorcion de la luz se procesan mediante un software MATLAB disefiado en su
laboratorio para obtener curvas de calibracion y la concentracion de las muestras. El
sistema fue evaluado utilizando diferentes soluciones en serie de analtos: rojo neutro,
cobre (1) complejos de amoniaco y naranja de metilo. Los resultados muestran que es
posible medir pocos microlitros de soluciones con exactitud y una precision adecuada
de menos del 3%. Teniendo una posible aplicacion clinica analitica, también se realiz6
la determinacién de hierro a través de Fe (lll)-tiocianato. Este método se aplica
generalmente en el suero de analisis de muestras. La sensibilidad alcanzados con las
configuraciones de instrumentacidon propuesto permite el analisis de hierro en muestras
de suero en las referencias de los valores del rango normal (0,75 - 1,5 mg / L) en

humanos.
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A. Alimelli y colaboradores ! (2007) realizaron un trabajo en el que se ha
demostrado que con el uso combinado de una pantalla de ordenador y una webcam
proporciona una plataforma para medir las propiedades Opticas de las muestras liquidas
y sélidas. Aqui el método se utiliza para medir el cambio de absorbancia en un
procedimiento de analisis destinados a determinar la cantidad de cromo hexavalente
(Cr (V1)) en el agua. El método de calibrado en las soluciones estandar ha sido probado
en campo en las aguas de manantial contaminada de manera natural. Los resultados
muestran una resolucion suficiente para medir el Cr (VI) de concentracion de hasta 5
ppb. La Organizacion Mundial de la Salud recomienda una concentracion maxima de

0,05 mg /| (50 ppb) para el cromo (como hexavalente) en aguas potables.

Recientemente Fernandez y colaboradores ™ (2009) trabajaron en la
aplicacion de un lector de placas de ELISA que emplea como fuente LEDs luminosos y
una webcam como detector que les permite determinar la concentracion de soluciones
coloreadas en los 96 pozos de la placa de ELISA simultaneamente. Se disefio un
software que permite tomar imagenes de la placa de ELISA, digitalizarla, separarla en
sus componentes RGB e intensidad. De esta manera se transforman las imagenes en
superficies de respuesta de intensidades para cada color al que responde los filtros de
la camara, permitiendo de esta forma al compararlo con una referencia, calcular la
absorbancia de un punto en particular de la imagen y asi mediante una curva de
calibracion obtener la concentracién de una determinada sustancia en ese punto. El
sistema disefiado se empleo para medir concentraciones de glucosa, cuyos valores

oscilaron entre 700 y 1050 mg L-1 en sangre de ratas.
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4. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS DEL PROYECTO

El analisis de muestras bioldgicas se realiza en la actualidad de manera
exclusiva en centros asistenciales que poseen la tecnologia necesaria. Esta tecnologia
consta en la mayoria de los casos de grandes analizadores quimicos que requieren
reactivos especificos y que confieren altos costos a las pruebas bioquimicas; ademas
de una limitada disponibilidad.

En la actualidad existe una nueva tendencia de atencion al paciente llamada
Point of Care (POC) en la que se pretende aumentar el nUmero de pruebas que puedan
realizarse en el mismo lugar donde se atiende al paciente. Esto facilitaria el
procesamiento de muestras al disminuir los costos y el tiempo de entrega de los

resultados.”?

En este trabajo se propone un prototipo de lector de absorbancia para ser

utilizado en muestras sintéticas y bioldgicas como futura aplicacién al analisis clinico.

Este prototipo ofrece la posibilidad de realizar determinaciones bioquimicas de
un elevado numero de muestras de manera simultanea, sin necesidad de trasladar al

paciente a un centro asistencial, contribuyendo al desarrollo del Point of Care.

En el presente trabajo se realizara la evaluacién integral del prototipo
mencionado, proponiendo en una primera fase las modificaciones instrumentales
necesarias para optimizar el procesamiento de las muestras y en una segunda fase la
evaluacion cuantitativa en muestras bioldgicas, con el fin de garantizar la obtencion de

resultados adecuados.
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5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo General

Evaluar un prototipo de lector de absorbancia, para ser utilizado en el analisis
cuantitativo de analitos de interés en muestras bioldgicas como futura aplicacion al
analisis clinico, usando como sistema de deteccion una camara digital, y como fuente

de iluminacion difusa.

5.2. Objetivos Especificos

e Calibrar la respuesta espectral del sensor CCD de la camara digital por medio de

la medicion del espectro de una tarjeta de calibracion IT8.

e Evaluar la sensibilidad del software utilizando las imagenes tomadas con una

camara CCD a muestras sintéticas patrones de distintas concentraciones.

e Determinacion de concentracion de analitos de interés clinico en muestras
biologicas utilizando reacciones colorimétricas cuya intensidad pueda ser

cuantificada por el software evaluado.
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6. PARTE EXPERIMENTAL
6.1. Materiales
6.1.1. Cubetas.

Se utilizaron cubetas de plastico para realizar las medidas, debido a que se
trabajé en la zona del visible. En la figura 10 se muestra una de estas cubetas.

Figura 10. Cubeta de cuarzo.

6.1.2. Fuente de iluminacion.
Se utilizé6 como fuente de iluminacién una lampara incandescente comercial, que

posee una buena eficiencia energética, y tiene un espectro de emisiones continuo

logrando contener todas las longitudes de onda en la parte que emite del espectro.
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6.1.3. Cadmara fotografica.

Se empleé como sistema de deteccion una camara fotografica digital comercial
marca Canon modelo power shot A570Is, con una resolucion de 7.1 megapixel, Zoom
de 4x, lente de 5.8-23,2 mm y aperturas de f/2.6 a /5.5, usando la opciébn macro. La
camara nos permitio obtener las imagenes en dos tipos de archivo RAW y JPG con la
finalidad de comparar la sensibilidad, debido a que el archivo Raw es un formato de
archivo digital que contiene la totalidad de los datos de la imagen tal y como ha sido
captada por el sensor digital de la camara fotografica, miestras que el utiliza
habitualmente un algoritmo de compresion con pérdida para reducir el tamafo de los
archivos de imagenes. Esto significa que al descomprimir o visualizar la imagen no se

obtiene exactamente la misma imagen de la que se partia antes de la compresion.

En general la curva de sensibilidad de los elementos detectores de la CCD se
muestra en la figura 11. En esta grafica se muestra la variacion de la respuesta
espectral en (u.a) en funcion de la longitud de onda (nm), para las curvas de
sensibilidad de los tres componentes: rojo, verde y azul que cubren el intervalo de
longitudes de ondas desde 390 a 720 nm. Al seleccionar el componente azul,
estariamos registrando la intensidad correspondiente a la luz debida a los fotones en la
zona de 380 a 540 nm, en el caso de seleccionar el verde estariamos registrando en

zona de 460 a 600 nmy en el caso del rojo corresponderian fotones de 540 a 690 nm.


http://es.wikipedia.org/wiki/Archivo_(computaci%C3%B3n)
http://es.wikipedia.org/wiki/Sensor
http://es.wikipedia.org/wiki/C%C3%A1mara_digital
http://es.wikipedia.org/wiki/Algoritmo_de_compresi%C3%B3n_con_p%C3%A9rdida
http://es.wikipedia.org/wiki/Archivo_(inform%C3%A1tica)
http://es.wikipedia.org/wiki/Compresi%C3%B3n_de_datos
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Figura 11. Espectro Tipico de la respuesta espectral de una camara digital CCD.

6.1.4. Espectrometro

Se utilizara un espectrometro de fibra Optica Ocean Optics modelo USB2000.
Lampara de tungsteno, detector lineal CCD de 2048 pixeles y de 42 mm de distancia
focal, porta celda provista de cuatro conexiones tipo sma para fibras Optica y
contenedor para celdas de un 1 cm de paso. En la figura 12 se muestra el equipo a

utilizar.

[21

Figura 12. Espectrometro Ocean Optics USB2000.
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6.1.5. Reactivos

Muestra Sintética
e Azul de bromofenol (sélido)
Muestras biologias

¢ Kit de glucosa oxidasa liquida estable, marca Invelab.
e Suero Sanguineo humano.

6.2. Montaje experimental desarrollado

Para realizar las medidas necesarias y obtener las imagenes de las muestras, se
cre6 un montaje en el laboratorio de espectroscopia laser de la escuela de Quimica de

la Universidad Central de Venezuela mostrado en la figura 13.
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Figura 13. Esquema del montaje. (a) fuente de luz y espectro de emisién respetivo, (b)
placa difusora, (c) celda con muestra y espectro de absorcion de la misma, (d) camara

digital y respuesta espectral de la CCD.

Para realizar las medidas en el montaje elaborado, se procede a llenar con la
solucion de interés la cubeta y su respectivo blanco. Luego la solucion es colocada
sobre una base frente a la placa difusora y seguida a esta se encuentra la camara CCD

gue nos permite tomar la fotografia.
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7. PRESENTACION Y DISCUSION DE RESULTADOS

7.1. Respuesta espectral de la camara CCD

. Esta respuesta se obtuvo a partir de la imagen tomada por la camara de un
patrén de calibracién de color IT8, mediante un software especial desarrollado para este
trabajo. El software recibe como entrada la imagen del patron de color (una cuadricula
con todo la gama de colores del espectro visible) y los espectros de reflectancia de
cada color, y genera la respuesta espectral para los tres tipos de elementos sensores
gue tienen los detectores CCD, rojo, verde y azul (RGB). Sin embargo la respuesta
espectral obtenida con la tarjeta IT8 no fue lo suficientemente buena para realizar las
medidas cuantitativas. Para ello se empled una segunda respuesta espectral utilizando
un monocromador (ver figura 15), donde se realiz6 el mismo procedimiento obteniendo
la imagen de patron de color, a longitudes de onda comprendida entre 390 y 720 nm y
su respectivo espectro de reflectancia para cada valor. Esto gener6 una buena
respuesta espectral como se muestra en la figura 14, lo que permitié poder realizar las

medidas y obtener buenos valores.
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Figura 14. Respuesta espectral obtenida para la camara CCD utilizada.
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Figura 15. Montaje a) camara digital, b) lente, ¢) monocromador, d) lente, e) fibra

Optica.
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7.2. Procesamiento de la imagen digital

Una vez obtenida la imagen digital de la solucion a cuantificar, se utiliza un
programa computacional para seleccionar solo la zona de la cubeta que posee las dos
soluciones tanto la coloreada como el blanco y son almacenadas al ordenador en una
respectiva carpeta para ser procesada por el software desarrollado mediante el
programa Matlab®.

El proceso comienza con introducir la imagen en el software, este lee la foto del
blanco y calcula su intensidad I, (en el canal R,G o B), luego lee la foto de la muestra y
calcula su intensidad I, (en el canal R,G o B). Después que tiene las respuesta de

estas intensidades normaliza la sefial de la muestra con la del blanco In/lh=lexp.

Posteriormente realiza un ajuste no lineal minimizando el error de la ecuacion

general, obteniéndose el valor de a que minimiza el error E(q) donde E)=(lexp-lteo(a)).
lreo() =/ L (\) (R,G,B)c Tm (A) donde Tr, (A)= (T)®
Ecuacion 1. Formula utilizada por el programa para la determinacion de absorbancia.

El valor de a esta relacionado con la absorbancia de la muestra, donde An=aA,,
Siendo An la absorbancia de la muestra y A, la absorbancia del patron. La siguiente
ecuacion general representa todos las variables necesarias para determinar la

absorbancia.

Para introducir las variables de la integral, primero se realiza la caracterizacion
espectral del equipo (L (A)) introduciendo al ordenador los espectros de las fuentes de
luz que se vaya a utilizar (lampara incandescente, fluorescente, LEDs.) etc. En una
segunda fase los espectros de muestras de concentracién conocida (Ty, (A)) como
soluciones sintéticas preparadas a distintas concentraciones, y por ultimo determinar la

respuesta espectral de la camara digital ((R,G,B).).
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7.3. Estudio con soluciones sintéticas.

En la figura 16, se presenta el espectro de absorcion de azul de bromofenol,
obtenido con un espectrofotometro comercial. Se puede observar que el maximo de
absorcion se presenta en 589 nm. Una superposicion del espectro de absorcion del azul
de bromofenol (linea roja) al espectro tipico RGB del detector CCD (ver figura 17)
permite determinar que la banda de absorcién del azul de bromofenol se encuentra en

la zona que comprende los colores verde y rojo, en las coordenadas RGB.

- Master. 721.21 nm, 1545, 0.004

Wavelength (nm)

Figura 16. Espectro de absorcion para una solucion de azul de bromofenol.
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Figura 17. Superposicién (cualitativa) con el espectro del azul de bromofenol (linea

negra) al espectro RGB.
7.4. Evaluacion Instrumental

En la figura 18, se presentan las imagenes captadas por la camara digital en la
cual se han colocado muestras de azul de bromofenol preparadas a diferentes
concentraciones (0,2 a 36 mg/L), con su blanco o referencia.

Figura 18. Imagenes obtenidas con el montaje ensamblado de las muestras de azul de

bromofenol preparadas a diferentes concentraciones.
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Se puede observar claramente las distintas tonalidades de las soluciones

obtenidas, mediante el montaje desarrollado.

7.5. Estudio de la Reproducibilidad.

Para evaluar la reproducibilidad instrumental se procedié a adquirir las imagenes
por triplicado en intervalos de tiempo de 3 minutos. En la tabla 1 se presentan los
resultados obtenidos de las 3 réplicas realizadas, y se procedio a determinar la medida
promedio para cada una con su desviacion estandar. Puede observarse que la
desviacion con respecto al promedio es muy pequefia y que las variaciones observadas
se pueden atribuir a errores aleatorios. Estos resultados nos permiten asegurar que la

reproducibilidad en el tiempo del sistema instrumental propuesto es aceptable.

Tabla 1. Estudio de la reproducibilidad en las absorbancias medidas en los dos tipos de

archivos Raw y JPG.

Absorbancia (Raw) Promedio Absorbancia Desviacion estandar
0,015 0,018 0,014 0,016 0,002
0,119 0,122 0,114 0,118 0,004
0,708 0,714 0,708 0,710 0,003
1,596 1,601 1,598 1,598 0,003
Absorbancia (JPG) Promedio Absorbancia Desviacién estandar
0,013 0,016 0,011 0,013 0,003
0,116 0,117 0,113 0,115 0,002
0,787 0,789 0,792 0,789 0,003

1,602 1,605 1,599 1,602 0,003
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7.6. Curvas de calibracion para azul de bromofenol

Se realiz6 una curva de calibracién con la finalidad de evaluar el sistema, para
ello se prepararon soluciones patrones de 0.2, 1, 5, 10, 15, 20, 36 mg/L, y se procedi6 a

tomar la imagen para cada una de ellas en los dos formatos RAW y JPG.

Las sefiales se graficaron en funcién de su concentraciéon; en la figura 19 se
presentan los resultados obtenidos. Se puede observar que en el intervalo de 0 a 10
mg/L existe una tendencia lineal con elevada pendiente, que luego decrece producto de

la saturacion.

/s

/ ® Telebio (IPG)
1
/ W Telebic (Raw)

o 5 10 15 20 25 30 35 40

Absorbancia

Concentracion [mg/L)

Figura 19. Representacion grafica de la variacion de la sefial de azul de bromofenol en

funcién de la concentracion para el formato Raw y JPG.

En la figura 20 observamos la curva de calibracion obtenida al eliminar los
valores donde se observa la saturacion, dejando los valores comprendidos desde 0 a

10 mg/L, al ver los parametros analiticos de la curva de calibracion (ver tabla 2) se
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observa que la curva en formato JPG presenta una ligera sensibilidad mayor a la del
tipo de archivo Raw y coeficiente de correlacién. Sin embargo presentan el mismo
intervalo de medidas, pudiendo asi utilizarse los dos tipos de archivos para realizar las

medidas.
1,800
1,600
1,400
1,200
© y=0,1616x - 0,0438
g 1,000 R2=0,9972
g 0,800 = Telebio Raw
9 y=0,1635x - 0,0321
- 0,600 R2=0,9997 = Telebio JPG
0,400
0,200
0,000
-0,200 )} 2 4 6 8 10 12
Concentracién (mg/dl)

Figura 20. Curva de calibracién con solo valores comprendidos de 0 a 10 mg/L para el

formato Raw y JPG.

Tabla 2. Parametros analiticos de la curva de calibracion, para el sistema colorimétrico

con ambos tipos de archivos Raw y JPG.

Equipo a (mg/dl) b R* Intervalo de
trabajo (mg/L)
Sistema Colorimétrico 0,1635 -0,0321 0,9997 0,2-10
(JPG)
Sistema colorimétrico 0,1616 -0,0438 0,9972 0,2-10

(Raw)
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Para efectos comparativos del sistema colorimétrico desarrollado, se procedi6 a
construir una curva de calibracion para la misma serie de soluciones patrones

empleando un espectrofotometro comercial (Ocean Optics USB 2000).

Se observa en la figura 21 que el sistema de medicién propuesto presenta una
sensibilidad relativamente igual al espectrometro convencional. En otros trabajos
previamente reportados ™% |a sensibilidad reportada para el sistema colorimétrico fue
mucho menor comparado con la de un espectrofotometro comercial, y esto se atribuye
al hecho de que la camara web no es selectiva en la longitud de onda de medicion de la
absorbancia, sino que utiliza radiacion policromatica del canal RGB utilizado. Si se
comparan los parametros de la curva de calibracion de ambos sistemas (ver tabla 3) se
observa que estos poseen el mismo intervalo dinamico lineal, e igual coeficiente de
correlacion. Estos resultados indican que el sistema colorimétrico es comparable al

espectrometro convencional.

1,800

1,600

1,400

1,200
- y=0,1616x - 0,0438
‘s 1,000 2
s R®=0,9972 = Telebio Raw
2 0,800
g y =0,1635x - 0,0321 = Telebio JPG
g 0600 R? = 0,9997

0,400

0,200

0,000 =

0,200 © 2 4 6 8 10 12

Concentracion (mg/dl)

Figura 21. Curvas de calibracion del sistema colorimétrico propuesto y un

espectrofotometro comercial.
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Tabla 3. Parametros analiticos de la curva de calibracion, para el sistema colorimétrico

y un espectrometro comercial.

Equipo a (mg/dl) b R? Intervalo de
trabajo (mg/L)
Ocean Optics 0,1727 -0,0363 0,9990 0,2-10
Sistema colorimétrico 0,1616 -0,0438 0,9972 0,2-10
(Raw)
Sistema Colorimétrico 0,1635 -0,0321 0,9997 0,2-10
JPG)

Después que se obtuvo una buena sensibilidad, linealidad y reproducibilidad en
las medidas con una solucion patron se procedié a llevar el sistema colorimétrico a
medidas con muestras de interés clinico, en este caso la determinacion de glucosa en

suero sanguineo humano.
7.7. Preparacion de la muestra

Las muestras de suero sanguineo, fueron obtenidas de pacientes humanos,
suministradas por la Lic. Ana Karina Gonzéalez Morao del laboratorio del Centro Médico
de Caracas. Las muestras fueron procesadas siguiendo las indicaciones del protocolo

establecido por la casa productora del reactivo utilizado.
7.8. Determinaciéon de glucosa en suero sanguineo.

Para la determinacién cuantitativa de glucosa en sangre, se puede utilizar el

método glucosa oxidasa enzimatica colorimétrica.
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Este método emplea glucosa oxidasa que cataliza la oxidacién de glucosa a
peroxido de hidrogeno y &cido gluconico y una modificacion de la reaccion de color
Trinder ¥ catalizada por la enzima peroxidasa. En presencia de peroxidasa, la 4
aminoantipirina e hidroxibenzoato es oxidada por el peréxido de hidrégeno para dar una
coloracion roja debido a la formacion de quinoneimina, cuya longitud de onda de
absorcién esta entre 500-520 nm. La intensidad de color de la reaccion es proporcional
a la concentracion de glucosa en la sangre. Finalmente la determinacién de la glucosa,

se lleva a cabo mediante la siguiente ecuacion:

Cm (mg/dl) = Am x Cp
Ap

Ecuacion 2. Formula para determinacion de la concentracion de glucosa mediante el

método glucosa oxidasa enzimatica colorimétrica

Cp: Valor del patron de glucosa en mg/dl.
Am: Absorbancia de la muestra
Cm: Concentracion de la muestra

A p: Absorbancia del patron

El kit de reactivo proporciona un patron de glucosa de 100 mg/dl para la
determinacién de la concentracion de la muestra problema que es lo mismo a construir
una curva de calibracién con dos valores. Sin embargo se realiz6 una dilucion del

patron de glucosa para obtener otro punto en la curva y asegurar mejores resultados.
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7.8.1. Medidas realizadas

Después de obtener las muestras de suero sanguineo y de llevar a cabo la
reaccion colorimétrica, se procedié a obtener las imagenes de las muestras tomadas
mediante el sistema elaborado en ambos formatos tanto Raw y JPG, y se adquirieron
tres imagenes de forma consecutiva en un lapso de 3 minutos. En la figura 22 se
presentan las imagenes captadas por la camara digital en la cual se han colocado la

reaccién colorimétrica de las muestras de suero y su blanco o solucion de referencia.

_"“—-“ : h ﬁ ﬁ

LR e

Figura 22. Imagenes obtenidas con el montaje ensamblado de las muestras de suero

sanguineo luego de la incubacién.

Se determinoé el valor de absorbancia de la muestra del patrén de 100 mg/dl y 25

mg/dl con la finalidad de construir la curva de calibracién.

Tabla 4. Valor de absorbancia medido para el patron de glucosa para archivo tipo Raw.

Absorbancia Promedio Desviacion Estandar

Patron 100 mg/dl 0,392 0,393 0,390 0,391 0,002
Patréon 25 mg/dl 0,110 0,112 0,113 0,112 0,002
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Tabla 5. Valor de absorbancia medido para el patrén de glucosa para archivo tipo JPG.

Absorbancia Promedio Desviacion Estandar
Patron 100 mg/dl 0,392 0,394 0,397 0,394 0,002
Patrén 25 mg/dl 0,114 0,112 0,118 0,115 0,003

En la figura 23 se muestra la curva de calibracion construida mediante el sistema
para los dos tipos de archivos de foto. Si realizamos una sencilla comparacion de los
parametros analiticos de las curvas ver (tabla 6), se observa que la pendiente para los

dos tipos de archivos son iguales, pudiendo utizar los dos para las medidas.
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Figura 23. Curvas de calibraciéon empleando el patron de glucosa de 100 mg/dl para los
dos tipos de archivos de foto.

Tabla 6. Parametros analiticos de la curva de calibracion, para el sistema colorimétrico

con ambos tipos de archivos Raw y JPG.

Equipo a (mg/dl) b R® Intervalo de
trabajo (mg/dl)
Sistema Colorimétrico 0,0037 0,022 1 25-100
(JPG)
Sistema colorimétrico 0,0037 0,019 1 25-100

(Raw)
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Una vez obtenida la curva de calibracion se procede a medir los valores de
absorbancia de las muestras y su concentracién, siguiendo el mismo parametro para
medir la reproducibilidad. Como se observa en la tabla 7,8 y 11 la desviacion estandar
del promedio es muy baja, lo que nos permite decir que la reproducibilidad sigue siendo
aceptable para el sistema elaborado, ain cuando se trabaje con muestras sanguineas.

Tabla 7. Valores de absorbancia medidos mediante el sistema para el tipo de archivo

Raw.
Muestra Absorbancia (Raw) Desviacion  Concentracion Telebio (curva
Promedio  estandar de calibracion mg/dl)

1 0,151 0,153 0,152 0,152 0,001 35,9+0,3
2 0,306 0,309 0,305 0,307 0,002 77,7+0,6
3 0,339 0,345 0,335 0,340 0,005 86,7+14
4 0,344 0,342 0,348 0,345 0,003 88,0+ 0,8
5 0,422 0,424 0,426 0,424 0,002 109,5+ 0,5
6 0,499 0,501 0,494 0,498 0,004 12951

7 0,643 0,641 0,647 0,644 0,003 168,8 +0,8
8 0,965 0,962 0,965 0,964 0,002 255,4+0,5

Tabla 8. Valores de absorbancia medidos mediante el sistema para el tipo de archivo
JPG.

muestra Absorbancia (JPG) Desviacion  Concentracion Telebio (curva de
Promedio  estandar calibraciéon mg/dl)
1 0,159 0,164 0,156 0,160 0,004 372+1,1
2 0,311 0,315 0,309 0,312 0,003 78,3+0,8
3 0,343 0,346 0,344 0,344 0,002 87,1+0,4
4 0,347 0,35 0,346 0,348 0,002 88,0+ 0,6
5 0,425 0,421 0,427 0,424 0,003 108,7 + 0,8
6 0,505 0,510 0,501 0,505 0,005 130,6 +1,2
7 0,653 0,657 0,652 0,654 0,003 170,8 + 0,7
8 0,978 0,983 0,977 0,979 0,003 258,7 £ 0,9
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En la figura 24 se representa la grafica de los valores obtenidos de absorbancia
en funcion de la concentracion para los dos tipos de archivos. Se observa en los
parametros analiticos de la curva de calibracién (ver tabla 9) que la curva en formato
JPG presenta la misma sensibilidad a la del tipo de archivo Raw, coeficiente de
correlacion e intervalo de medidas, pudiendo asi utilizarse los dos tipos de archivos

para realizar las medidas.
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1,000

0,800

y =0,0037x + 0,019
RZ=1 - Telebio Raw

= Telebio JPG

Absorbancia
o
[ep)
o
o

y =0,0037x + 0,022
RZ=1

0,400

0,200

0,000

0,0 50,0 100,0 150,0 200,0 250,0 300,0
Concentracién (mg/dl)

Figura 24. Representacién grafica de la variacion de la sefial en funcion de la

concentracion para el formato Raw y JPG.
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Tabla 9. Parametros analiticos de la curva de calibracion, para el sistema colorimétrico

con ambos tipos de archivos Raw y JPG.

Equipo a (mg/dl) b R? Intervalo de
trabajo (mg/dl)
Sistema Colorimétrico 0,0037 0,022 1 25-250
(JPG)
Sistema colorimétrico 0,0037 0,019 1 25-250
(Raw)

Al igual que se trabajé con el azul de bromofenol para efectos comparativos de la
sensibilidad del sistema colorimétrico desarrollado, se procedio a realizar las medidas

empleando un espectrofotometro comercial (Ocean Optics USB 2000).

Tabla 10. Valor de absorbancia medido para el patron de glucosa mediante un

espectrofotometro comercial (Ocean Optics USB 2000).

Absorbancia Promedio Desviacion Estandar
Patron 100 mg/dl 0,398 0,399 0,401 0,399 0,002
Patron de 25 mg/dl 0,105 0,102 0,108 0,105 0,003

En la figura 25 se muestra la curva de calibracion construida mediante el

espectrofotometro comercial (Ocean Optics USB 2000)
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Figura 25. Curvas de calibracion empleando el patrén de glucosa de 100 mg/L con un

espectrofotometro comercial (Ocean Optics USB 2000)

Tabla 11. Valores de absorbancia medidos mediante el espectrofotometro comercial

(Ocean Optics USB 2000).

Muestra Absorbancia (Ocean Optics) Desviacion Concentracion (curva de
Promedio estandar calibracion mg/dl)
1 0,148 0,149 0,147 0,148 0,001 36,2+0,3
2 0,306 0,303 0,305 0,305 0,002 76,3+0,4
3 0,328 0,331 0,326 0,328 0,003 82,4+0,6
4 0,341 0,340 0,339 0,340 0,001 85,4+0,3
5 0,409 0,414 0,412 0,412 0,003 103,8+0,6
6 0,519 0,518 0,517 0,518 0,001 131,0+0,3
7 0,684 0,681 0,679 0,681 0,003 172,9+0,6
8 0,989 0,986 0,988 0,988 0,002 251,51+0,4

En la figura 26, se presentan las curvas obtenidas para un nimero de muestras

medidas mediante el sistema colorimétrico propuesto y el espectrémetro convencional.
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Se observa que el sistema colorimétrico propuesto, al igual que las medidas con
una solucién sintética preparada (azul de bromofenol) presenta una sensibilidad
relativamente igual al espectrometro convencional. Si se comparan los parametros de la
curva de calibracion de ambos sistemas, (ver tabla 12), se observa que estos poseen el
mismo intervalo dinamico lineal, e igual coeficiente de correlacion. Estos resultados

indican que el sistema colorimétrico es comparable al espectrémetro convencional.
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Figura 26. Representacion grafica de las absorbancias en funcién de la concentraciéon

del sistema colorimétrico propuesto y un espectrofotometro comercial.
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Tabla 12. Pardmetros analiticos de la curva de calibracion, para el sistema colorimétrico

y un espectrometro comercial.

Equipo a (mg/dl) b R? Intervalo de
trabajo (mg/dl)
Ocean Optics 0,0039 0,007 1 25-250
Sistema colorimétrico 0,0037 0,019 1 25-250
(Raw)
Sistema Colorimétrico 0,0037 0,022 1 25-250
JPG)

En la tabla 13 y 14 se pueden comparar los valores de concentracion obtenidos
mediante el sistema colorimétrico y los que se reportarian en un andlisis clinico de

laboratorio en la determinacién de glucosa con un espectréometro comercial.

Se observa que los valores obtenidos en los errores del sistema colorimétrico
comparado con un espectrometro comercial, se encuentran en un rango de 0 al 5 %, lo
gue es suficiente para reportar esos valores al nivel clinico, debido a que el rango

reportable de estos valores va del 5 al 10 % del valor real.
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Tabla 13. Comparacion de los valores de concentracion medidos con el sistema

colorimétrico formato Raw y un espectrofotometro comercial.

Concentracion TELEBIO Raw Concentracion (mg/dl) % ERROR
mg/dl) Ocean Optics

35,9+0,3 36,2+0,3 0,8
77,7+0,6 76,3+0,4 1,8
86,7 +1,4 82,4+0,6 5,2
88,0+0,8 85,4+0,3 3,0
109,5+ 0,5 103,8+0,6 5,5
1295+ 1 131,0+0,3 1,1
168,8 +0,8 172,9+0,6 2,4
2554+ 0,5 251,5+0,4 1,6

Tabla 14. Comparacion de los valores de concentracion medidos con el sistema
colorimétrico Formato JPG y un espectrofotometro comercial.

Concentraciéon TELEBIO JPG Concentracién (mg/dl) % ERROR
(mg/dl) Ocean Optics
37,2+1,1 36,2+0,3 2,8
78,3+0,8 76,3+0,4 2,6
87,1+ 0,4 82,4+0,6 5,7
88,0+ 0,6 85,4+0,3 3,0
108,7 £ 0,8 103,8 £ 0,6 4,7
130,6 £ 1,2 131,0+0,3 0,3
170,8 £ 0,7 172,9+0,6 1,2
258,7+0,9 251,5+0,4 2,9

Como siempre existe variacion entre las medidas debida a los errores aleatorios,
ademas de las diferencias de los métodos e instrumentos utilizados, se procedio a
construir una curva que represente los valores de concentracion para el sistema
colorimétrico desarrollado en funcion de los valores obtenidos con un espectrofotometro
comercial (ver figura 27). En esta se observa que se obtiene una pendiente cercana a 1

y un buen coeficiente de correlacion.



47

300
y=10114x+1,1463 »

250 R*=09982 /

2
2
200
o
=
2 150
B
=
g 100
=
'3 /
50 -
0
0 50 100 150 200 250 300

Concentracion Ocean Optics

Figura 27. Grafica de valores de concentracion del sistema colorimétrico en funcion de

los valores de concentracion de un espectrofotdmetro comercial.

Para ver si la diferencia entre los valores de las medidas por parejas de cada
concentracion son significativas, se realizé un célculo estadistico denominado contraste
t para datos emparejados. Este calculo consiste en observar la diferencia, d, entre cada

par de resultados dados por los dos métodos.

Si no existen diferencias entre los dos métodos, entonces estas diferencias se
obtienen de una poblacion con media pg=0. Para probar la hipétesis nula, se prueba si d
difiere significativamente de cero utilizando el t estadistico.

En la tabla 15 se observa los valores obtenidos del t estadistico para un intervalo
de confianza del 95%. Puesto que el valor calculado (t experimental) es menor que el t
critico, no se rechaza la hipétesis nula: los métodos no proporcionan resultados

significativamente diferentes para la concentracion de glucosa en suero sanguineo.



Tabla 15. Comparacion de t estadistico para los dos métodos comparados.
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t Experimental t Critico

t estadistico 2,31 2,36
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CONSLUSIONES

Se disefi6 un prototipo de lector de absorbancia de muestras sintéticas y
biolégicas empleando equipos sencillos y de bajo costo. Como sistema de
iluminacién una lampara incandescente, cubetas de plastico para contener la
muestra y una camara digital como detector y selector de la longitud de onda.

Se calibro el sistema midiendo la respuesta espectral de la caAmara CCD usando
la tarjeta IT8 y un monocromador.

El prototipo disefiado presento una buena reproducibilidad, sensibilidad y una
respuesta lineal en la evaluacion analitica empleando soluciones de azul de
bromofenol.

La sensibilidad del prototipo es comparable a la de un espectrometro comercial,
lo que permitio realizar analisis cuantitativos de analitos interés clinico como la
glucosa en suero sanguineo humano.

No se encontroé ninguna diferencia significativa en los valores obtenidos para los
dos tipos de archivos de foto Raw y JPG.
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. RECOMENDACIONES

Utilizar para el prototipo de lector de absorbancia nuevas fuentes de iluminacion
como lamparas fluorescentes, LEDs, entre otras.

Evaluar la sensibilidad utilizando otras camaras digitales como la de teléfonos
celulares y web cam.

Acoplar al programa evaluado la camara digital de manera que se pueda
procesar la foto directamente sin necesidad de hacerle un tratamiento previo a
esta.

Utilizar el prototipo en la determinacion cuantitativa de otros analitos de interés
clinico.
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