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Sumario. Se presenta la evaluacion de un prototipo de densitémetro automadtico de barrido, por transmision, que posee
un diodo laser semiconductor como fuente de luz, y estd destinado fundamentalmente al andlisis de electroforesis de
proteinas, el cual fue desarrollado en el Centro de Aplicaciones Tecnoldgicas y Desarrollo Nuclear (CEADEN). Sus ca-
racteristicas técnicas fueron determinadas y certificadas en el Instituto Nacional de Investigaciones en Metrologia
(INIMET), y fue sometido a pruebas en el laboratorio de Control de Procesos de la Empresa de Sueros y Productos
Hemoderivados “Adalberto Pesant”, en Ciudad de La Habana, donde se utilizé para el control intermedio de la calidad
de los productos que alli se elaboran, obteniéndose resultados satisfactorios.

Abstract. The evaluation of a prototype of an automatic scanning densitometer, transmission mode, is presented. It
contains a semiconductor diode laser as light source, is primarily intended for analysis of protein electrophoresis, and
was developed at the Center for Technological Applications and Nuclear Development (CEADEN). Its technical speci-
fications were determined and certified in the National Institute of Researches on Metrology (INIMET), and also the
equipment was tested at the Laboratory of Process Control on Company of Sera and Blood Products “Adalberto
Pesant”, in Havana, where it was used to control the quality of intermediate products that are produced there, obtaining
satisfactory results.

Palabras clave. Absorcién dptica 42.25.Bs, diodos laseres semiconductores 42.55.Px.
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El ojo humano es bueno distinguiendo bandas, pero no in- - H B e - gl:az
tensidades. Es por eso que se necesita recurrir a técnicas v . .

para medir la intensidad, en este caso la densidad 6ptica, y
es aqui donde los densitémetros juegan un importante pa-
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pel. Los densitometros Opticos son instrumentos analiti-
cos, destinados a medir la absorcién 6ptica (OD) de una Figura 1. Electroforesis de proteinas de suero sanguineo.

muestra.
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Estos pueden ser fijos o de barrido, en una o dos di-
mensiones, y trabajan por métodos de transmision, re-
flexi6n o fluorescencia.

Los densitémetros Opticos tienen amplios y diversos
usos en la investigacion y el control de la calidad de medi-
camentos, sueros y vacunas, y de otros productos biotec-
noldgicos. En bioquimica, sirven para la determinacion
de la actividad enzimdtica, aceleradora de los procesos
bioldgicos. En ciencias médicas, facilitan a los especialis-
tas el diagnostico de diversas enfermedades, como por
ejemplo, en hematologia, las provocadas por excesos o de-
fectos de proteinas componentes del suero sanguineo, y
posibilita la determinacién exacta de diferentes problemas
metabdlicos en endocrinologia. Se utilizan en el andlisis
de placas fotogréficas y diapositivas, asi como en el con-
trol del proceso de impresién e inspeccion de imagenes
realizadas por impresoras ldseres y deskjets, entre otros.
En criminalistica, permiten la diferenciacién de sustancias
reveladoras en las investigaciones policiales. Son muy
utilizados en el control de procesos industriales y en do-
simetria.

En este caso se trabaja especificamente sobre un densi-
témetro 14ser de barrido 1-D, para el andlisis de muestras
de electroforesis.

Este tipo de equipos se emplea para realizar determina-
ciones cualitativas y cuantitativas de diferentes sustancias
(ADN, proteinas, 4cidos grasos, colorantes, etc.), basan-
dose en las mediciones de absorcién dptica en substratos
cuyo espesor sea aproximadamente homogéneo, y permi-
tan la transmisiéon de parte de la radiacién luminosa que
sobre ellos incide. Entre estos medios se encuentran los
geles de agarosa, almidén y poliacrilamida (planos y tubu-
lares) y placas de acetato de celulosa.

En la figura 1 se muestra una ldmina de electroforesis
de proteinas de suero sanguineo, sobre un soporte de ace-
tato de celulosa y tefiida con colorante Negro Amido. En
ella se pueden distinguir claramente cinco bandas. Cono-
ciendo las intensidades de cada una de las bandas, se pue-
den diagnosticar diferentes padecimientos'.

Con el surgimiento del ldser, se obtiene un haz de luz
intensa, monocromatica, coherente, y de forma muy estre-
cha, que lo hacen apropiado para obtener mayores valores
de OD. Por su gran intensidad, puede penetrar muestras
densamente coloreadas, con suficiente luz como para
hacer mediciones precisas’. La incorporacién del ldser
permitié mejorar significativamente las caracteristicas de
los equipos, fundamentalmente: rango y sensibilidad’.

En el pais hay varios densitémetros laseres, los que se
encuentran principalmente en laboratorios de centros de
investigacion con perfil biomédico.

Con la aparicién de los diodos laseres, o laseres semi-
conductores, éstos se convierten en rivales de los laseres
gaseosos, pues son mucho mas pequefios, consumen me-
nos potencia y trabajan a bajo voltaje, son extremada-
mente confiables y capaces de operar cientos de miles de
horas sin problemas, acopldndose correctamente con
otros dispositivos electrénicos. Con diodos l4seres co-
merciales’ con longitudes de onda cercanas a los 632,8
nm del HeNe, y perfiles de intensidad andlogos al modo

TEM, de muchos laseres gaseosos, se vio la posibilidad
de utilizarlos como fuentes de luz en la densitometria por
transmision”.

Tabla I
Algunos densitémetros existentes en Cuba’.
Intervalo de Resolucion

Modelo/Marca Pais oD (um)
Digiscreen-M Scan-
ner/Gelman Sc. USA 0-1 -
Desaga Quick
Scan/Helena Labs. USA 0-3 150
GS 300/Hoefer Scientific USA 0-2.5 .
Instruments
ADC-20EX/Kayagaki Japén 0-2 300
TLC Scanner II/CAMAG | Suiza 0-3 100
2202 UltroScan/LKB Suecia 0-4 50
UltroScan XL/Pharmacia = Suecia 0-4 40
DENSYSTEM LD-
01/CEDEIC Cuba 0-4 >0
DENSYSTEM LD-
02/CEDEIC Cuba 0-4 >0
CD60/Desaga Alema- - -

nia
cL Bs TDR ap
IDM  |Jeee- Ox
R— —
LOG

Al

Figura 2. Esquema del principio de funcionamiento. LDM:
médulo de diodo laser, CL: lente cilindrica, BS: beamsplitter o
divisor de haz, FDR: fotodiodo de referencia, R: rendija, S:
muestra, FDS: fotodiodo de medicién, Al y A2: amplificado-
res operacionales, LOG: amplificador logaritmico.

Figura 3. Densitometro
laser LD-02d.

Figura 4. Esquema del
criterio de Rayleigh.
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Combindndolo con componentes electro-Gpticas de
avanzada, se puede dar mejor funcionamiento a un equi-
po. Algunos densitémetros utilizan LEDs*” como fuente
de luz.

Los densitémetros existentes en la mayoria de los labo-
ratorios clinicos de los hospitales, tienen 1dmparas hal6ge-
nas o de tungsteno, y poseen caracteristicas segin se
muestra en la tabla L.

Teniendo en cuenta las recomendaciones hechas en las
evaluaciones de las versiones anteriores de densitometros,
con el fin de disponer de un equipo mds universal para to-
do tipo de aplicaciones, se acometié el disefio y la cons-
truccién de otro, empleando un diodo ldser como fuente
de luz y un microprocesador para controlar todas las ope-
raciones, automatizandose el proceso de medicién y dis-
minuyendo, por tanto, el tiempo requerido en la obtencién
de resultados.

El principio basico'® del funcionamiento del equipo
estd representado en la figura 2.

Fue obtenido un prototipo de densitometro laser (LD-
02d, figura 3) que vino a eliminar las deficiencias de los
modelos cubanos anteriores'®. Este nuevo prototipo tra-
baja también por transmisién, y utiliza como fuente de
luz un laser semiconductor de 660 nm, permitiéndole
analizar muestras de elevada densidad 6ptica. El equipo
posee circuitos de mayor integraciéon, como es el caso
del microcontrolador SAB-C515-LN y de los drivers de
motores de paso, que reducen y simplifican el disefio
electrénico. Se implement6 correctamente el amplifica-
dor logaritmico, con su compensacién de temperatura, y
se adiciond una pantalla gréafica de 240x128 pixels lo que
mejord la interfaz con el usuario. Se elimind el sistema
modular de tarjetas (mds de 5 en el disefio precedente)
por dos tarjetas fundamentales. Se mantuvieron las op-
ciones de mini-impresora e interfaz RS-232 del las ver-
siones anteriores (LD-01, LD-02).

El equipo es una solucién vélida a las necesidades que
sobre este tipo de equipamiento se tienen en el pais.

Tendencias actuales. La tendencia a aumentar el
nivel de densidad 6ptica a medir nos conduce a utilizar el
método de transmisién, utilizando como fuentes de luz
laseres gaseosos o semiconductores.

Varios resultados se tienen, desde hace algunos afos,
en cuanto al uso de ldseres semiconductores en densito-
metria® """ los cuales tienden a mantener la longitud de
onda cercana a la del laser de HeNe, por el desarrollo de
nuevos materiales para ser utilizados en dosimetria fil-
mica, que buscan la mayor respuesta en esa longitud de
onda'*, y en algunos casos se observa mejor respuesta de
los materiales ya existentes a longitudes de onda cerca-
nas, como 675. 2 nm'".

Con el avance de las tecnologias de la informacién
han comenzado a utilizarse escdneres, cdmaras digitales
u otros dispositivos de digitalizacién de imdgenes co-
merciales, que conjuntamente con un programa de soft-
ware realizan el andlisis de ldminas de electroforesis.
Los escéneres y las cdmaras digitales trabajan por re-
flexiéon por lo que tienen su limitacién en cuanto al

maximo de densidad Optica que pueden medir. Por otra
parte, estos dispositivos tienen caracteristicas técnicas
que varian de uno a otro, y no son instrumentos de medi-
cién profesionales, aunque en algunas aplicaciones se
han obtenido resultados favorables en comparacién con
densitometros realesls, y se ha usado esta variante'*'8,

De forma general los densitometros actuales utilizan
el laser como fuente de luz y se componen de dos partes
fundamentales: escdner y unidad de procesamiento.
Ambas partes pueden estar separadas o integradas en un
solo dispositivo. Los escdneres que se utilizan son espe-
ciales y trabajan por transmisién. En cuanto a la unidad
de procesamiento puede ser un sistema empotrado con
una pantalla grifica, y su correspondiente firmware o
una PC comercial con un software de aplicacion.

Tabla I1
Determinacion del error de la medicion fotométrica.

S 2 & = g - g S
B E g g g 2 = .8 B b=
Z2: 533 52338 2.8 .
2385 s€0 HBEQS =° QO =
EZE |ZET| 2887|858 TIf
O 2 < © < = E ia)
B 0,7476 0,747 0,0006 = 0,00
C 1,2924 1,345 0,0526 | 0,04
B+E 1,4826 1,533 0,0504 | 0,03
C+B 2,0400 2,128 0,0880 | 0,04
C+F 2,5221 2,629 0,1069 = 0,04
C+F+B 3,2697 3,353 0,0833 | 0,03
C+F+B+E  4,0047 3,896 0,1087 | 0,03

¥ Valor de la absorbencia segiin el certificado de calibracion para
cada uno de los filtros.

%: Promedio de los resultados de las mediciones de absorbencia con
el densitémetro, paran = 10

© Absorbencia certificada—Absorbencia medida promedio

9 Error absoluto/ Absorbencia certificada

Tabla ITT
Reproducibilidad de la medicién fotométrica.

) ' =

= ®» =} =) =

2 = Sa s o <

£ 2 & o o = =

2 £ =)= $Ex | &S 2

g & £ s £ 80 -l =

£ a =2 T S = = > = 'g

2 9 = S 25 3 =

E = g <3 a )

o ¥ = g =
B 0,7476 0,747 0,004 0,011
C 1,2924 1,345 0,003 0,008
BE 1,4826 1,533 0,004 0,011
CB 2,0400 2,128 0,010 0,028
CF 2,5221 2,629 0,008 0,022
CFB 3,2697 3,353 0,010 0,028
CFBE 4,0047 3,896 0,009 0,025

® Valor de la absorbencia segiin el certificado de calibracién para
cada uno de los filtros.

: Promedio de los resultados de las mediciones de absorbencia
con el densitémetro, paran = 10
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2 Desarrollo

El equipo a evaluar ha sido disefiado como un “escé-
ner” l4ser, es decir, la muestra es “barrida” por un haz de
luz emitido desde un diodo l4ser semiconductor. El mo-
vimiento de la muestra se realiza en dos direcciones,
mediante sendos motores de paso de 5 fases. El equipo
es gobernado por un sistema microcontrolador de la fa-
milia C500 de SIEMENS.

Determinacion de caracteristicas. El prototipo de
densitémetro ldser se sometié a pruebas de determina-
cion de caracteristicas en el INIMET, segin lo estableci-
do en el procedimiento PP 01-173: 19-99, elaborado so-
bre la base del documento PP 01-2-20-93/036:08 “Pro-
grama de certificacion metroldgica a: densitometro ldser
DENSYSTEM LD -02”, y teniendo en cuenta normas
nacionales e internacionales'> >, Todas las pruebas rea-
lizadas obtuvieron el criterio de conformidad.

Comprobacion de la resolucion. Para determinar
la resolucién espacial del equipo se utilizaron patrones
rayados, con anchos de rayas de 100 y 200 um y separa-
ciones entre rayas de 50, 100, 150, 200, 250 y 300 um.
Se siguid el criterio de Rayleigh, segiin el esquema de la
figura 4.

El equipo resolvié ampliamente el grupo de lineas del
patrén rayado con resolucién nominal hasta de 50 um
(véase muestra impresa en la figura 5). La altura prome-
dio de los minimos representé menos del 80 % de la al-
tura de los maximos, que es una condicién satisfactoria.

Determinacion del error de la medicion. Para la
determinacidon del error de la medicidén se utilizaron
combinaciones de filtros patrones de vidrio neutro, mo-
delo HC-8 (ver tabla II).

En el peor de los casos, el error relativo es de 0. 04
por lo que el equipo mide de 0. 00 — 4. 00, con £ 1% de
error relativo porcentual.

Comprobacion de la linealidad de la respuesta
del densitometro en el intervalo de medicion. Se
comprobd la linealidad de la respuesta del LD-02d utili-
zando los filtros neutros mencionados. El grafico (figura
6) muestra los valores de densidad 6ptica medidos por el
LD-02d, correspondiente a cada valor de absorbencia
certificada de los filtros, vistos en la tabla II.

Comprobacion de la reproducibilidad de la me-
dicion

La reproducibilidad es la variabilidad de las medicio-
nes bajo diferentes condiciones, en periodos dilatados de
tiempo, utilizando varios operarios (véase tabla III).

Para la albumina (tabla V) se observaron los picos
bien definidos, pudiendo leerse correctamente todas las
bandas presentes en los respectivos acetatos. En las ta-
blas IV y V se observa que la mayoria de los valores
quedan en los rangos admisibles, siendo generalmente
muy similares los promedios, sus desviaciones estdnda-
res y los coeficientes de variacién. Se comprobé la simi-
litud de las mediciones entre un equipo y otro, y que se
cumplia con los valores reportados en los patrones.

Comparacion con equipo similar. Se compararon
las mediciones del LD-02d con las de un densitdémetro
DESAGA, en la determinacién de la pureza de muestras
patrones de electroforesis de proteinas en suero sangui-
neo. En el caso de las inmunoglobulinas (tabla IV), la
mayor dificultad radica en discernir bien cuales bandas
deben incluirse o no en los porcientos correspondientes.

Figura 5. Muestra impresa de {\/v\/\ /\/\/\
la respuesta del LD-02d al pa-

trén rayado (ancho de rayas:
200 pum, separacion entre ra-

yas: 50 pm).
Lineslid=d
2 *] [LD-OH monfitros nedros]
b
ks

(A
H

[x} o= 1 L= 2 = 2 3= +
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Figura 6. Respuesta lineal del densitémetro LD-02d en el in-
tervalo de 0 a 4. 00 OD.

Tabla IV
Determinacion de pureza en patrones de gamma-
globulinas. Rango aceptable: 75,7 — 80,9 %

Equipo Promedio = Desviacion = Coeficiente de
quip (%) estandar variacion (%)
DESAGA 78,40 1,73 2,21
LD-02d 78,42 2,02 2,57
Tabla V

Determinacion de pureza en patrones de albimina.
Rango aceptable: 96,7 — 98,7 %

Equipo Promedio Des‘:iaci(’)n Coefici(inte de
(%) estandar variacion (%)
DESAGA 96,83 0,86 0,89
LD-02d 98,26 0,56 0,57

3 Conclusiones

Durante las pruebas realizadas, el prototipo de densité-
metro automdtico con diodo laser tuvo un funcionamien-
to estable. A partir de los resultados obtenidos, puede
concluirse que dicho equipo evaluado ha presentado un
comportamiento satisfactorio.
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