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Resumen

Las técnicas de espectroscopia por absorcion molecular en las regiones ultravioleta y visible del es-
pectro se usan ampliamente en la medicion cualitativa y cuantitativa de una gran cantidad de especies
organicas, inorganicas y bioldgicas.

Los fotémetros constituyen una herramienta sencilla y econémica para medir absorcién molecular,
siendo los fotémetros de filtros, a menudo, mas convenientes, faciles de mantener y de utilizar, dispo-
niendo de elevado rendimiento energético y buena relacion sefial-ruido; lo cual los hace aplicables en
ensayos realizados en campo o en laboratorios.

En este informe se presenta el resultado del analisis del comportamiento de los LEDs como fuente
de iluminacién en reemplazo del esquema tradicional fotométrico lampara filtro de interferencia, asi
como también, el desarrollo del prototipo de un instrumento utilizando componentes LED como fuente
de radiacion y selector de longitud de onda, un AFE (“analog front end”) como dispositivo para acondi-
cionamiento de la sefial de salida del detector y una interface disefiada en Raspberry Pi para interactuar
con el usuario.
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Estructura

Objetivos propuestos

Generales

Estudiar el desempefio de LEDs comerciales para que sean utilizados en mediciones fotométricas de
diversos compuestos para diagnéstico clinico.

Especificos

1. Caracterizar LEDs comerciales con distinto tipo de encapsulado a longitudes de onda tipicas utiliza-
das en laboratorio de analisis clinicos.

2. Verificar las variaciones reportadas en la longitud de onda de emisién entre LEDs del mismo tipo y
evaluar si estas variaciones influyen efectivamente en la mediciéon de la absorbancia, en condiciones
de laboratorio, para un compuesto quimico dado.

3. Realizar mediciones comparativas utilizando soluciones de referencia para control fotométrico y so-
luciones bioquimicas reales.

4. Determinar las condiciones en las que pueden utilizarse LEDs comerciales para mediciones fotomé-
tricas.

5. Proponer el disefio de un instrumento para mediciones fotométricas de bajo costo que contemple las
condiciones anteriores.

Marco teérico y metodolégico

l. Introduccién teérica
La espectroscopia por absorcién molecular en las regiones ultravioleta y visible es un método de medi-
cion difundido ampliamente debido a sus caracteristicas mas importantes, a saber:
- Gran aplicabilidad tanto para sistemas inorganicos, organicos y bioldgicos; en laboratorios cli-
nicos, quimicos, de medio ambiente, forenses, etc.
- Limites de deteccion de 104 a 10° M
- Selectividad de moderada a alta
- Buena exactitud. En general se encuentran incertidumbres relativas de 1 a 3 %, aunque utili-
zando procedimientos especiales, los errores se pueden reducir a algunas décimas de porcentaje
- Adquisicion de datos de manera facil y adecuada

La ley fundamental en la que se basan los métodos espectrométricos es la de Lambert y Beer, que
establece:

a) La relacion entre la intensidad de la luz transmitida o energia radiante P y la energia radiante
incidente P, es una funcion del espesor de la celda b a través del medio absorbente, de acuerdo con:

A =—-logT = ebcA = —logT = e¢bc, donde T = ‘%T = %’

Siendo: A: Absorbancia, T: Transmitancia, ¢: absortividad molar, b: espesor de la celda, c: concen-
tracion del analito;

b) La cantidad de energia electromagnética monocromatica absorbida por un elemento es directa-
mente proporcional a la concentracién de la(s) especie(s) que la absorbe(n) y a la longitud de la trayec-
toria de la muestra para un conjunto de condiciones instrumentales establecidas.

Los instrumentos disefiados para medir absorbancia o transmitancia, en la region del espectro ultra-
violeta, visible y en el infrarrojo cercano estdn compuestos, generalmente, por los siguientes compo-
nentes: fuente de radiacion, selector de longitud de onda, recipientes para la muestra, detector trans-
ductor de radiacion y circuitos procesadores de la sefial con dispositivos de lectura. FIGURA .1
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A. INTENSIDAD DE LUZ
TRANSMITIDA

B. MODULOS COMPONENTES DE UN INSTRUMENTO PARA MEDICIONES FOTOMETRICAS

C. ELEMENTOS DE LOS MODULOS
DEL INSTRUMENTO*

(*) El selector de longitud de onda puede estar compuesto por un monocromador como se muestra en la imagen, o por uno o
mas filtros de interferencia.

FiIGurRAa I.1. INSTRUMENTO PARA ESPECTROMETRIA. Imagenes extraidas de https://elespectrofotometro.com/
espectrofotometria-uv-visible/

Decenas de compafiias fabrican instrumentos para medir la absorcion molecular en las regiones
ultravioleta, visible e infrarroja cercana. Algunos son sencillos, otros son equipos complejos microcon-
trolados, capaces de realizar barridos espectrales ademas de otras prestaciones.

Respecto a la fuente de radiacion (objeto de estudio en este proyecto) cuando se trata de mediciones
de absorcién molecular es necesario disponer de una fuente continua cuya potencia radiante no cam-
bie en forma brusca en un intervalo considerable de tiempo. Habitualmente, en la practica, se utilizan
lamparas de deuterio e hidrogeno a baja presion que producen un espectro continuo en la region ultra-
violeta (190-400nm) del espectro electromagnético y lamparas de filamento de tungsteno para la regién
visible y de infrarrojo cercano (350nm a 2500nm).

En la regidn visible, la energia de la sefal de salida de una lampara de tungsteno varia aproximada-
mente con la cuarta potencia del voltaje de operacién. Como consecuencia, se requiere un regulador
electrénico de voltaje para conseguir una fuente de radiacién estable. Las lamparas de tungsteno/
halégeno, actualmente las mas utilizadas en el equipamiento comercial, suministran gran intensidad,
poseen un tiempo de vida util mayor y amplian el intervalo de emision hasta la regién dentro del ultra-
violeta debido a las propiedades de los materiales que la componen.

En la actualidad una alternativa a las lamparas de tungsteno/halégeno son los diodos emisores de
luz (LED), que se utilizan como fuentes de radiacion, pero en escasos espectrometros de absorcion.

Un diodo emisor de luz (LED, por sus siglas en inglés) es un dispositivo semiconductor de unién
pn que cuando tiene polarizacion directa produce energia radiante. En general, son mas comunes los
diodos fabricado en arseniuro de aluminio y galio (AlGaAs) (A =900 nm) (rojo e infrarrojo), fosfuro de
arsenico y galio (GaAsP) (A =650 nm) (rojo naranja y amarillo), fosfuro de galio (GaP) (A = 550 nm)
(verde), nitruro de galio (GaN) (A_= 465 nm) (verde), y nitruro de galio e indio (InGaN) (A_= 450 nm)
(azul). Estos diodos producen espectros continuos de emision en un intervalo angosto de longitud de
onda, siendo por lo general, a la mitad del maximo de entre 20 y 50 nm.
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El objetivo planteado por el grupo de trabajo en este proyecto fue evaluar el desempefio de los com-
ponentes LED disponibles en el mercado local con el objeto de incorporarlos a modo de reemplazo de
los modulos fuente de radiacion (lampara tungsteno/halégeno) y selector de longitud de onda (filtros de
interferencia) en los fotobmetros y realizar mediciones para evaluar su desempefio utilizando para ello,
material de referencia certificado y muestras biolégicas. Proponiendo, ademas, un instrumento prototi-
po para dichas mediciones.

ll. Descripcion de los LEDs

Los parametros geométricos y eléctricos descriptos en las hojas de datos de los fabricantes de diodos
emisores de luz, a menudo, se determinan a través de métodos no estandarizados, debido a que exis-
ten, aun, variaciones significativas de las técnicas de medicién y de las desviaciones permitidas de los
valores determinados entre diferentes conjuntos de pruebas.

Para la caracterizacion de los LEDs estudiados en este proyecto se consideraron las técnicas estan-
dar para mediciones de radiacion éptica desarrolladas por la Comision Internacional de la lluminacion
(CIE, International Commission on lllumination), donde en el estandar CIE Nro.: 127:2007, establece
pautas técnicas para medir la intensidad luminosa de los LEDs y, ademas, incorpora especificaciones
para la medicién del flujo luminoso e intensidad de color. Las pautas adoptadas se detallan en el item
dedicado a la descripcién del “set up” disefado para la prueba de estos componentes.

En cuanto a los LEDs evaluados en este proyecto, en un principio se analizé la disponibilidad en el
mercado local, y luego se seleccionaron para la compra, LEDs de alta luminosidad en encapsulado
epoxi de 5mm cubriendo un rango del espectro visible entre los 465 nm y los 625 nm. Cabe destacar
que se decidio utilizar LEDs de las calidades disponibles en comercio de venta minorista de electrénica
regionales.

A posteriori de su adquisicion, los LEDs se identificaron por lote de color del 1 al 10 con el objeto de
ser estudiados y evaluados de manera particular. Se trabajé con cinco lotes (ROJO, AMBAR, VERDE,
CYAN, AZUL) con 10 LED por cada lote, totalizando un estudio de 50 componentes LED en las regiones
espectrales antes mencionadas.

lll. Acerca del espectrometro
Con el objeto de evaluar el desempefio de los LEDs como fuentes de radiacion optica, se adquirié un
espectrometro de alta resolucién, Marca: RGB Lasersystems, Modelo: Q-Mini, o cual permitié al grupo
conocer, analizar y evaluar el espectro de emisiéon de cada uno de los 50 LEDs que formaron parte del
estudio de este proyecto.

A continuacion, se describe el espectrometro adquirido, en tanto que el analisis de los espectros de
emision se presenta en el apartado correspondiente de la seccién j) Resultados.

En la FIGURA .2 se muestran las especificaciones técnicas del instrumento extraidas del Manual de
Usuario.
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FIGURA 1.2: Imagen y especificaciones técnicas del Q-Mini

ElI Q-Mini es controlado y operado por un software de espectroscopia, llamado “Waves”, que incluye
algoritmos para la adquisiciéon y evaluacién de datos y, ademas, proporciona estas caracteristicas a
través de una interfaz clara y directa. Su disefio compacto permite una integracion estrecha en aplica-
ciones donde el espacio es limitado, como los dispositivos de analisis portatiles.

IV. Descripcion del “Set up de prueba” y del prototipo disefiado’

Dado que, ademas de evaluar el desempefio de los LEDs para mediciones fotométricas, se planted
como objetivo de este proyecto, proponer un prototipo para analisis de bajo costo y el disefio de un
“set up de prueba” para los LEDs; se desarroll6 un disefio que proponia la utilizacién de dispositivos ya
disponibles en la Asignatura que habian sido estudiados en PID anteriores? pero en esta oportunidad,
en una aplicaciéon novedosa para el tipo de dispositivo, diferente a las desarrolladas anteriormente.

1. El desarrollo del set up y del prototipo presentado fue realizado conjuntamente por el equipo de trabajo y la alumna Ayelen Mufioz,
becaria del proyecto, obteniendo con él, su tesis de graduacién como Bioingeniera.

2. UNER - PID Novel 6115: “Desarrollo y construccion de un potenciostato digital de alta resolucion para investigacion en el &rea de bio-
sensores y sensores planos”. (2012)
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A. ESQUEMA DE MODULOS COMPONENTES DE UN INSTRUMENTO PARA MEDICIONES FOTOMETRICAS

E: ACONDICIONAMIENTO DE LA SENAL: AFE LMP
91000 - CONVERSOR ADS1115

D: DETECTOR FOTOELECTRICO: FOTODIODO DE
SILICIO: LASER COMPONENTS, PDB C107

C: CELDA DE MUESTRA: CUBETAS FOTOMETRICAS

} A-B: LEDs

F: PROCESAMIENTO - INTERFACE CON EL USUARIO:
RASBERRY PI

“Set up de Prueba” B. PROTOTIPO DESARROLLADO

FIGURA 1.3. Prototipo disefiado para prueba

A continuacion, se describen las caracteristicas de disefio de cada uno de los modulo. Para su ma-
yor comprension, el “set up de prueba” es el mddulo para montaje de los LEDs, que incluye ademas el
espacio para la celda (indicado en la FIGURAi.3-B); en tanto que, el prototipo disefiado incluye ademas
los médulos para acondicionamiento e interface con el usuario.

A -B - C -D: LEDs - Celda de muestra — Detector: “Set up de prueba”

- Para este modulo se utilizé un soporte mecénico de lectura de un analizador automatico de flujo
continuo fuera de uso, ya que disponia de las dimensiones 6ptimas para las mediciones de prueba que
se pretendian realizar.

En la FIGURA .4 se muestra este médulo y sus consideraciones.

MODULO VISTA LATERAL

C: CELDA FOTOMETRICA
}D: DETECTOR FOTOELECTRICO

PA-B: LEDs
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MODULO VISTA SUPERIOR

C: CELDA FOTOMETRICA

’ D: DETECTOR

| |

DISTANCIA RECOMENDADA POR CIE 127:2007 CONDICION B (100 mm)

A-B: LEDs

FIGURA |.4: COMPONENTES DEL “set up de prueba”: LEDs — CELDA FOTOMETRICA - DETECTOR

- Como se menciond anteriormente, el sector de montaje de los componentes LEDs, en sus dimen-
siones geométricas responde a las definiciones técnicas enunciadas por la norma CIE Nro.: 127:2007.
Dado que la intensidad luminosa depende de la distancia y de la apertura fotométrica, resulta necesario
definir una distancia desde el LED al detector fotoeléctrico para ser considerada como fuente puntual
con el objeto de validar las mediciones realizadas. Para este caso particular se asume como condicion
de trabajo la “Condicién B’ definida en dicha normativa como distancia entre el LED y el detector de
10 cm, con una superficie de ventana del detector de 1 cm?. FIGURA i.5. La intensidad medida es la
intensidad luminosa relativa ILED B.

“Condicion B”

FiGURA 1.5: Definiciones De Cie Nro.: 127:2007
Imagen extraida de http://www.ledsmagazine.com/articles/2004/11/standardization-of-led-measurements.html|

Los componentes LEDs fueron alimentados con una fuente de laboratorio. Se fijé una tensién de 5 V
y se adoptd como criterio de evaluacion alimentar los LEDs hasta obtener una corriente de 20 mA que
es la corriente de trabajo 6ptima de los diodos, segun consta en las especificaciones de las hojas de
datos de los fabricantes. FIGURA i.6
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A- CONDICIONES DE TRABAJO

B- PARAMETROS ELECTRICOS

FiIGURA 1.6: Configuracién de los LEDS para las pruebas

- En cuanto a la celda de muestra, se utilizaron celdas fotométricas fabricadas en poliestireno 6ptico,
de 10 mm de paso de luz y capacidad 4,5 ml, aptas para un rango espectral de 340 a 800 nm.

- El detector fotoeléctrico seleccionado para incorporar en el “set up” fue un fotodiodo, dadas sus ca-
racteristicas de versatilidad y respuesta rapida. El componente seleccionado es un fotodiodo de Laser
Components, el PDB-C107, que ya habia sido utilizado por la Asignatura en proyectos anteriores y pro-
bado en lecturas fotométricas de muestras bioldgicas para test de Elisa. En la FIGURAi.7 se muestran
algunas de sus caracteristicas.

FIGURA 1.7. DETECTOR FOTOELECTRICO “PDB-C107”. Izquierda: imagen del componente.
Abajo: Algunas caracteristicas.
Extraido de http://pdf1.alldatasheet.es/datasheet-pdf/view/193465/ETC2/PDB-C107.html
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E - F: Acondicionamiento y procesamiento de la sefial: AFE LMP 91000 - Conversor ADS1115 -
RASBERRY PI

Para el acondicionamiento y procesamiento de la sefial de salida del detector fotoeléctrico se trabajé
juntamente con tres dispositivos: AFE LMP 91000 - CONVERSOR ADS1115 - RASBERRY PI, segun
se describe a continuacion.

- Se incorpora al disefio un AFE “analog front-end”, el LMP 91000 de Texas Instruments, configurado
en modo amperométrico, el cual convierte y amplifica la corriente de salida del fotodiodo a tension, a
través de la configuracién de un amplificador de transimpedancia. EI AFE LMP 91000 se utilizé mon-
tado sobre una placa de evaluacion provista con este integrado denominada Texas Instruments LMP
91000 SDEVAL. FIGURAi.8.

FIGURA 1.8. AFE LMP 91000. Izquierda: Placa SDEVAL. Derecha: Esquema de componentes.

Si bien, el AFE LMP91000 es un circuito programable de bajo consumo, aplicado principalmente en
el area electroquimica, para este proyecto, el dispositivo se programé en modo celda galvanica de 2
electrodos en configuracion potenciostato y se conecto el fotodiodo directamente a los dos electrodos
libres del AFE (WE como positivo y RE como negativo) dando como resultado una aplicaciéon innova-
dora de este dispositivo, ya que no se encontrd en la bibliografia consultada, configuraciones del tipo
potenciostato que se apliquen a mediciones en fotometria.

Se procedié a realizar la conexion fisica entre la Raspberry Piy el AFE LMP 91000 mediante protoco-
lo I2C. A través de este protocolo se puede acceder a los registros del AFE para su configuracion, esto
es, el modo de uso y la determinacion de ganancia.
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Los registros de configuracion que fueron programados son:

LOCK: 0x00 — MODECN: 0x03 — TIACN: 0x1C — REFCN: 0x00

La placa de evaluacion del LMP 91000, también se configuré de la siguiente manera:

JUMPER: J_SENSOR_CFG: 4-6 shorted, 1-3 shorted - J RLOAD_0O2: open - J CE_RE GND: open

Ademas, se realizé un script en Python y se utilizaron las funciones ?’C SMBus para Python en la
configuracion del AFE.

Teniendo como referencia el codigo utilizado para el conversor, se decidié realizar un script en Python
utilizando las funciones ?°C SMBus. Aun asi, se probo la primera opcion para comprobar que los regis-
tros fueran correctamente configurados.

- La eleccion del conversor se concretd teniendo en cuenta, las especificaciones tanto del AFE LMP
91000, como de la Raspberry Piy las caracteristicas de la sefial analégica que el conversor recibia.
Dentro del mercado existe una infinidad de conversores AD que brindan caracteristicas similares. Para
este proyecto se decidio realizar la busqueda en base a los siguientes parametros: resolucion: conver-
sor de 16 Bits, cantidad de canales: mas de 2 e Interfaz comunicacion: °C

Se selecciond el conversor analégico digital ADS1115, dadas las ventajas asociadas a su costo y a
la eficiencia energética que ofrece.

La conexion entre la Raspberry Pi con el conversor ADS 1115, utilizando interfaz /°C se observa en
la FIGURA.9. y se realiza a través de las GP/Os (General Purpose Input/Output).

FIGURA 1.9. CONFIGURACION
12C DEL CONVERSORYY LA
RASBERRY PI

Luego de comprobada la comunicacion, se procedio a realizar la adquisicion por parte del conversor.
Utilizando los codigos que se encuentran en el repositorio de Github, se corrieron en Python, los nece-
sarios para la adquisicion de un valor. Tras corregir algunos errores surgidos, y revisar parametros, se
obtuvieron valores aleatorios con lo cual se confirmo que el codigo estaba listo para ser usado.

En lo referido a la configuracion del procesamiento e interface de visualizacién con el usuario, se
instalo en la Raspberry Pi, el sistema operativo Raspian dado que dispone de todas las herramientas
de desarrollo necesarias para esta etapa del proyecto. El mismo se monté como imagen en una tarjeta
SD incorporada en la Raspberry Pi. Posteriormente se instald la version Python 2.7 para desarrollar las
aplicaciones de interface con el usuario.

La comunicacion entre la Raspberry Piy el conversor ADS1115, se realiz6 a través de la pagina de
Adafruit, desde donde se descargaron los procedimientos a seguir para la conexion de los pines y la
instalacion de los paquetes necesarios para la comunicacion.

Interface para usuario
Para poder integrar el sistema disefado, se procedié a realizar el desarrollo de la interface de usuario.
Para lo cual, se adquirié como accesorio de la Raspberry Pi, una pantalla “touch” de 2.5 pulgadas, cuya
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conexion a la Raspberry Pi se presenta en la FIGURA i.10, con el objeto de que otorgase al disefio
mayor portabilidad.

FIGURA 1.10. Imagen de la pantalla incorporada a la RASPBERRY PI

La programacion de la interface se realizd en el mismo lenguaje utilizado anteriormente Python 2.7,
incorporando Glade, como disefiador de interfaz de usuario, el cual se complementa con programa-
cion en Python mediante una herramienta multiplataforma para creacion de interfaz grafica de usuario
denominada GTK. En la FIGURA i.11 se muestran algunas de pantallas de seleccion. El disefio de la
interface emula el funcionamiento de un fotémetro.

FIGURA 1.11. Ejemplos de pantalla de seleccion para el usuario

V. Método de medicion
El resultado de una medicion, incluyendo la expresién de su incertidumbre, depende de diversos ele-
mentos, entre otros de: un método de medicion que incluye equipos e instrumentos para medir y los
Materiales de Referencia Certificados (MRC); las condiciones del ambiente donde se realiza la medi-
cion; el procedimiento que se utiliza y la competencia del personal que efectia la medicion.
Considerando lo anterior, se elaboré un método de medicién que fue implementado cada vez que se
realizaron las pruebas definidas en el item VI de esta seccion, con el objeto de minimizar los errores
definiendo un método de trabajo reproducible.

1. Condiciones ambientales
Las mediciones se realizaron en un ambiente libre de polvo y de vapores corrosivos.

La humedad relativa del ambiente se mantuvo entre 45 y 60 %, en tanto que la temperatura se regu-
laba entre 17 °C y 25 °C. Ambos parametros se median y registraban antes de comenzar cada prueba,
utilizando medidor de temperatura y humedad marca HANNA calibrado. El sector de medicién no se
encontraba expuesto a rayos solares y disponia iluminacién de tipo artificial con un nivel de 500 lux.
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La superficie de trabajo era lo suficientemente amplia como disponer de manera cémoda los elemen-
tos necesarios.

La linea eléctrica donde se conectaban los instrumentos disponia de conexion a tierra fisica y de una
instalacion acorde a los requerimientos normativos.

2. Material de referencia certificado (MRC)

Para evaluar la escala fotométrica de los componentes LEDs se aplicé el método de comparacioén di-
recta contra materiales de referencias certificados (MRC). El método de comparacion directa consiste
en conocer la diferencia existente entre el resultado de una medida realizada por el instrumento para
cada una de sus escalas y el valor de referencia de un conjunto de MRC. Para estos casos, el intervalo
de medida esta definido por los MRC que se emplean.

Los MRC utilizados en este proyecto son un conjunto de soluciones que se emplean como estanda-
res fotométricos en la verificacion del desempefo de espectrofotometros, fotémetros de filtro y autoa-
nalizadores bioquimicos.

Los mismos son elaborados por LARESBIC?, Laboratorio de Referencia y Estandarizacion en Bioqui-
mica Clinica de la Fundacién Bioquimica Argentina.

El material consiste en un conjunto de ampollas y soluciones envasadas de distintos materiales cuyo
proceso de elaboracién se encuentra certificado con trazabilidad internacional*. FIGURAi.12.

FIGURA 1.12. Set de soluciones para control fotométrico - MRC

Las caracteristicas de las soluciones se describen a continuacion:

- (340 nm) Set de dos juegos de 4 ampollas cada uno de Dicromato de Potasio en disoluciones dis-
tintas: A1, A2, A3, A4 — CON VALOR DE ABSORBANCIA CERTIFICADO

- (405 nm) Set de un juego de 4 ampollas de p-Nitrofenol en distintas disoluciones: C1, C2, C3, C4 -
CON VALOR DE ABSORBANCIA CERTIFICADO

- (510 nm) Set de un juego de 4 ampollas de Sulfato de Cobalto: B1, B2, B3, B4 - CON VALOR DE
ABSORBANCIA CERTIFICADO

- (540 nm) Set de un juego de 2 ampollas de cianmetahemoglobina: H1, H2 - CON VALOR DE AB-
SORBANCIA CERTIFICADO

- (650 nm) Dos envases con solucion de Sulfato de Cobre pentahidratado en SO,H,: D

- Un envase con solucion de Rojo del Congo: F

- Un envase con solucion de Nitrito de Sodio 50g/I: E

Las medidas de absorbancia se realizaron a la longitud de onda correspondiente a la longitud de
onda nominal (pico), debido a que el cambio en la absorbancia por unidad de concentracion es mayor

3. LARESBIC - Calle 148 Nro. 584, CP 1900, La plata, Buenos Aires Argentina — Tel.: 0221 4231150- Email: laresbic@fba.org.ar
4. Se encuentran a disposicién los certificados de las soluciones.
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en ese punto, esto implica mayor sensibilidad. Ademas, la absorbancia es casi constante con la longitud
de onda a una absorciéon maxima, lo cual produce el cumplimiento de la ley de Beer. Para finalizar, las
pequefas incertidumbres que surgen por no reproducir con precision los parametros de longitud de
onda del instrumento tienen menos influencia a una absorcién maxima.

3. Método de medicioN

- Registrar las condiciones ambientales de temperatura y humedad al momento de realizar las me-
diciones.

- Disponer de la totalidad de los materiales a utilizar en el sitio de medicién y dejarlos estabilizar al
menos 30 minutos.

- Encender el “Set Up” y el prototipo. Configurar los parametros necesarios. Dejar estabilizar por 30
minutos, junto a los materiales del item anterior.

- Realizar las mediciones del blanco y de los MRC. Las ampollas que se abran para ser utilizadas
no se volveran a utilizar en otros dias, debido al deterioro del material que contienen una vez abierto.

- Al finalizar la jornada, las celdas fotométricas utilizadas junto con las pipetas se enjuagan con agua
destilada tres veces y se ponen a secar para optimizar su estado de conservacion, luego se guardan
en los lugares previstos.

VI. Descripcién de las pruebas

A continuacion, se describen el conjunto de pruebas realizadas en este proyecto con el objeto de
evaluar el desempefo de los componentes LEDs para ser incorporados a dispositivos de aplicacion
fotométrica.

Para cada una de las mediciones realizadas en todas las pruebas que se describen y para todos
los componentes ensayados se utilizé el mismo procedimiento de medicion con el objeto de reducir
los errores en las mediciones y mejorar la estandarizacion de las mismas, dicho método es el que se
describe en el punto V.

-PRUEBA 1: ANALISIS DE LOS LEDs CON EL ESPECTROMETRO

En esta prueba se estudiaron los espectros de emision de los 50 LEDs agrupados por LOTE segun se
explicé anteriormente, con el objeto de evaluar comparativamente las intensidades de emision y las
caracteristicas de color. Cabe destacar que, si bien no se dispone de material de referencia certificado
para analizar el color, se analizaron estadisticamente en esta prueba la longitud de onda nominal, el
ancho de banda efectivo y la potencia radiante. Para lo cual, se realiz6 el montaje de cada LED en el
“Set Up” para prueba. Se utilizé una celda fotométrica con agua destilada en el sector celda de muestra
y se procedio a retirar el detector e instalar el espectrometro el cual dispone de una apertura fotométrica
de iguales dimensiones a las del detector. A partir de esto, siguiendo el método de medicion definido,
mediante el software “Waves” del espectrometro, se estudiaron y analizaron para cada LED, los pa-
rametros resaltados en la FIGURA i.13 que sigue. Los resultados obtenidos se discuten en la proxima
seccion.
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A- PANTALLA DEL SOFTWARE “WAVES”.
Se muestra el espectro de emision (Potencia
Radiante [nW/nm] en funcién de la Longitud de
Onda en [nm]) de un LED del LOTE AZUL.
PARAMETROS ESTUDIADOS:

LONGITUD DE ONDA NOMINAL (PICO
MAXIMO)

B- pATOS

v

ANCHURA DE BANDA EFECTIVA o ANCHO
DE BANDA ESPECTRAL: Ancho de banda de
emisién al 50% del pico maximo.

PRESENTADOS POR PANTALLA:

Izquierda: Valores estadisticos.
Derecha: Arriba: Valores de la
longitud de onda nominal. Abajo:
intensidad medida para todo el rango

de longitud de onda.

Properties
General WValues Color FPeaks Data
Lambda Height Whidth
464,51 nm 18,432 nm
572,08 nm 000 0.128 nm
Properties
General Values Color FPeaks Diata
Pixel Lambda [mm] Intensity -~
|0 | 354861 | 0.00003 |
1 355,025 O OO0
2 355,139 O. 00007
3 355,353 0. 00D E
4 355 8517 0. 00007
5 355,681 0. DD G
=3 355, 845 0. DG
I 356,009 O, OO0 7
a8 356,173 O, OO0
=] 356,337 O, 00002
10 356,501 O, 00DE
11 356 665 7.982E-7

C-ANALISIS DE COLOR: El software ademas permite la visualizacién del andlisis de los espacios de color. Izquierda:

Caracterizacion de Espacio de Color. Derecha: Parametros CIE.

FiIGURA 1.13. Andlisis espectral de los LEDs
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- PRUEBA 2: MEDICION DE ABSORBANCIA DE MRC CON EL ESPECTROMETRO
Para el desarrollo de esta prueba se trabajo con la configuracion de “Set Up” anterior, con una celda
fotométrica para agua destilada, a modo de “blanco” y celdas fotométricas® con las soluciones de MRC
para verificacion de fotometros adquiridas en LARESBIC, que se describieron en el item anterior.
Para cada LOTE de LEDs se utilizé la solucion cuya longitud de onda nominal se encontraba cercana
ala del LOTE de LEDs en estudio, esto es:
-EI LOTE de LEDs ROJO (625 nm) se estudié con Solucion D de Sulfato de Cobre (650 nm)
-El LOTE de LEDs AMBAR (605 nm) se estudié con Solucién H Cianmetahemoglobina (540 hm)
-ElI LOTE de LEDs VERDE (525 nm) se estudié con Soluciéon B de Sulfato de Cobalto (510 nm)
-EI LOTE de LEDs CYAN (505 nm) se estudié con Solucion B de Sulfato de Cobalto (505 nm)
-EI LOTE de LEDs AZUL (465 nm) se estudié con Solucién C de p-Nitrofenol (405 nm)
De lo anterior se observa que, para las mediciones que se realizaron a longitudes de onda diferentes
a las longitudes de onda de los MRC para obtener un valor “verdadero” necesario para aplicar el mé-
todo comparativo de analisis, se procedio a verificar las propiedades fotométricas de un espectrofoto-
metro comercial disponible en la Asignatura de Quimica de la FIUNER, obteniendo los resultados que
se detallan en la tabla que prosigue, y luego de esto, se procedieron a medir las absorbancias de las
soluciones MRC a la longitud de onda nominal para cada LOTE de LEDs.

ESPECTROFOTOMETRO UV-VIS
MARCA: BIOCHROM

MODELO: Libra S12

Nro. Serie: 110069

- CONTROL DEL ESPECTROFOTOMETRO: SEGUN PROTOCOLO DE LARESBIC
- CONTROL DE LA PRECISION FOTOMETRICA: PRECISION FOTOMETRICA: ACEPTABLE: CV% = 0,9 %
- CONTROL DE EXACTITUD FOTOMETRICA: EXACTITUD FOTOMETRICA ACEPTABLE: 2,7 %
- CONTROL DE LINEALIDAD FOTOMETRICA ACEPTABLE: PENDIENTE DE LA RECTA 1,01
FIGURA 1.14. Espectrofotometro UV-VIS Comercial

A partir de lo cual, con el espectrémetro configurado en modo lectura de absorbancias, se midieron
las absorbancias para los 10 LEDs de cada LOTE, 10 veces, y se realizé con ello un andlisis estadistico
de MEDIA, DESVIO ESTANDAR (SD), IMPRESICION FOTOMETRICA, INEXACTITUD FOTOMETRI-
CA, ANOVAY LINEALIDAD, cuyos resultados se discuten en la préxima seccion.

- PRUEBA 3: MEDICION DE ABSORBANCIA DE MRC CON EL “Set Up” Y PROTOTIPO PARA
PRUEBA DISENADO
Para el desarrollo de esta prueba se instalé el detector en el espacio asignado del “Set Up para Prue-
ba”, se selecciono en la Rasberry Pi el modo medicion de absorbancia, quedando conformado para

5. Las celdas fotométricas fueron identificadas para ser utilizadas por una y solo una solucién de MRC, evitando
contaminaciones. Luego de cada uso fueron lavadas y secadas segun se explica en método de medicion.
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esta prueba el disefio completo y se procedio a registrar las mediciones de absorbancia de las distintas
soluciones de material de referencia utilizadas con el objeto de evaluar las escalas fotométricas. En
todos los casos se realizaron 10 mediciones de cada una y se estudiaron estadisticamente los siguien-
tes parametros: MEDIA, DESVIO ESTANDAR (SD), IMPRESICION FOTOMETRICA, INEXACTITUD
FOTOMETRICA, ANOVAY LINEALIDAD.

Sintesis de resultados y conclusiones

= RESPECTO AL ANALISIS DEL ESPECTRO DE EMISION DE LOS LEDS ESTUDIADOS
En la TABLA 1, se muestran de forma resumida las graficas del espectro de emision de los LEDs que
han sido objeto de estudio en el proyecto, obtenidos de la PRUEBA 1.

TABLA 1: Graficas de espectros
de emision de los LEDs
en estudio

LOTE DE LEDs ROJO LOTE DE LEDs AMBAR

LOTE DE LEDs VERDE LOTE DE LEDs CYAN LOTE DE LEDs AZUL

- La caracterizacion fue realizada con el espectrometro.

- Considerando la Longitud de Onda Nominal para los LEDs del LOTE ROJO y del LOTE AZUL, los
valores medidos son los que mas se acercan a las especificaciones del fabricante, obteniendo una
dispersion de aproximadamente £ 1 nm. En tanto que para los restantes lotes analizados la dispersion
fue mayor rondando aproximadamente los +7 nm.

- En cuanto a la potencia radiante medida en nW/nm, los mayores valores se midieron para los LED
del LOTE AMBAR, VERDE, CYAN y AZUL, en las longitudes de onda de 605 nm, 525 nm, 505 nm y 465
nm respectivamente, registrando valores superiores a 0.0045 nW/nm. En tanto que los LEDs del LOTE
ROJO reportaron valores inferiores, en el orden del 0.002 nW/nm.

- Para el analisis del ancho de banda efectiva los LEDs del LOTE ROJO y AMBAR emiten con ancho
de banda mas estrechos, en el orden de 15 nm, que los demas, que mostraron un ancho de bando
efectivo superior a los 20 nm, siendo el LOTE de LEDs CYAN y el VERDE en el orden de los 30 nm
aproximadamente.

Ciencia, Docencia y Tecnologia - Suplemento | N°8 | Afovm | 2018 | (323-353) | 338



KNUTTZEN, ROSANAG. etal. | Andlisis de técnicas de iluminacion LED para aplicacidn en fotometria

= RESPECTO AL LOTE DE LEDs ROJO

TABLA 2: Lote de
LEDs rojo solucién
MRC: D

Izg.: Prueba 2 (medi-
ciones de absorbancia
con el espectrémetro)
Der.: Prueba 3 (medi-
ciones de absorban-

cia con el prototipo)

Para ambas pruebas, el LOTE ROJO se comporta con una imprecisién fotométrica importante, esto
es por fuera de los limites de aceptabilidad definidos, lo que implica una dispersién en las mediciones
alrededor de la media.

Lo mismo se manifiesta en la inexactitud fotométrica, la cual se encuentra por fuera de los limites
de aceptabilidad, deduciendo de ello un alto grado de discordancia entre la absorbancia certificada del
MRC y las mediciones de cada LED.

Respecto al analisis de ANOVA realizado para comparar las medias de los LEDs del LOTE ROJO, el
valor del factor calculado en comparacion con el factor critico muestra que la diferencia de medias del
lote es estadisticamente significativa.

No se realizaron diluciones de la Solucién D por no considerarse recomendable al no disponer de
materiales certificados trazables para hacerlo.

Los resultados obtenidos de las PRUEBA 2 y PRUEBA 3, TABLA 2, se deduce que, si bien existe un
comportamiento similar de cada LED, hay una marcada discrepancia en los resultados de la PRUEBA
3 respecto al valor verdadero, esto muy probablemente sea debido a la ganancia de la etapa de ampli-
ficacion del prototipo disefiado que a consideracién del grupo de trabajo resultd baja.

= RESPECTO AL LOTE DE LEDs AMBAR

TABLA 3: Lote de LEDs
Ambar

Soluciéon MRC: H1

Izq.: Prueba 2 (mediciones
de absorbancia con el
espectrometro)

Der.: Prueba 3
(mediciones de
absorbancia con el
prototipo)

Solucién MRC: H2

Izg.: Prueba 2 (mediciones
de absorbancia con el
espectrometro)

Der.: Prueba 3
(mediciones de
absorbancia con el
prototipo)

Para ambas pruebas, en las dos concentraciones de la solucion MRC H1 y H2 ensayadas, el LOTE
AMBAR se comporta con una imprecision fotométrica mayormente aceptable con algunos valores op-
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tima en bajas concentraciones, considerando los limites de aceptabilidad definidos, lo que implica una
dispersion minima en las mediciones alrededor de la media para cada LED.

En tanto que la valoracion de la inexactitud fotométrica se observa que la totalidad de los resultados
estan por fuera de los limites de aceptabilidad, deduciendo de ello un alto grado de discordancia entre
la absorbancia certificada del MRC y las mediciones de cada LED, mayormente marcada para la solu-
cién mas concentrada.

Respecto al analisis de ANOVA realizado para comparar las medias de los LEDs del LOTE AMBAR,
el valor del factor calculado en comparacion con el factor critico implica que la diferencia de medias del
lote es estadisticamente significativa.

Los resultados obtenidos de las PRUEBA 2 y PRUEBA 3, TABLA 3, se deduce de manera similar al
lote anterior un comportamiento similar de los LEDs con ambas configuraciones, pero con una discre-
pancia respecto al valor verdadero, esto muy probablemente sea debido a la ganancia de la etapa de
amplificacion del prototipo disefiado que a consideracion del grupo de trabajo resulté baja.
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= RESPECTO AL LOTE DE LEDs VERDE

TABLA 4: Lote de LEDs
verde

Soluciéon MRC: B1
Izq.: Prueba 2
(mediciones de
absorbancia con el
espectrometro)
Der.: Prueba 3
(mediciones de
absorbancia con el
prototipo)

Solucion MRC: B2
I1zq.: Prueba 2
(mediciones de
absorbancia con el
espectrometro)
Der.: Prueba 3
(mediciones de
absorbancia con el
prototipo)

Solucion MRC: B3
1zq.: Prueba 2
(mediciones de
absorbancia con el
espectrometro)
Der.: Prueba 3
(mediciones de
absorbancia con el
prototipo)

Solucion MRC: B4
Izq.: Prueba 2
(mediciones de
absorbancia con el
espectrometro)
Der.: Prueba 3
(mediciones de
absorbancia con el
prototipo)

Regresion Lineal
1zq.: Prueba 2
(mediciones de
absorbancia con el
espectrometro)
Der.: Prueba 3
(mediciones de
absorbancia con el
prototipo)

Para ambas pruebas, en las cuatro concentraciones de la Solucion MRC B1, B2, B3 y B4 ensayadas,
el LOTE VERDE se comporta con una imprecision fotométrica aceptable con algunos valores optima,
mayormente los valores optima resultan para las soluciones B3 y B4 mas concentradas, siempre consi-
derando los limites de aceptabilidad definidos en los insertos del material, lo que implica una dispersion
aceptable en las mediciones alrededor de la media para cada LED.

En tanto a la inexactitud fotométrica, se contindia valorando por fuera de los limites de aceptabilidad,
deduciendo de ello un alto grado de discordancia entre la absorbancia certificada del MRC y las medi-
ciones de cada LED.
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Respecto al analisis de ANOVA realizado para comparar las medias de los LEDs del LOTE VERDE,
el valor del factor calculado en comparacion con el factor critico implica que la diferencia de medias del
lote es estadisticamente significativa.

De la TABLA 4, se observada que los resultados de ambas pruebas una marcada baja sensibilidad
en las lecturas realizadas con el prototipo disefiado como en los casos anteriores.

Para el LOTE VERDE ademas se evalla la linealidad a través de la recta de regresion lineal, donde
la pendiente y los coeficientes de correlacion resultan éptimos para ambas pruebas.

= RESPECTO AL LOTE DE LEDs CYAN

TABLA 5: Lote de
LEDs cyan
Solucion MRC: B1
1zq.: Prueba 2
(mediciones de
absorbancia con el
espectrometro)
Der.: Prueba 3
(mediciones de
absorbancia con el
prototipo)

Solucion MRC: B2
1zq.: Prueba 2
(mediciones de
absorbancia con el
espectrometro)
Der.: Prueba 3
(mediciones de
absorbancia con el
prototipo)

Solucion MRC: B3
1zq.: Prueba 2
(mediciones de
absorbancia con el
espectrometro)
Der.: Prueba 3
(mediciones de
absorbancia con el
prototipo)
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Solucion MRC: B4
1zq.: Prueba 2
(mediciones de
absorbancia con el
espectrometro)
Der.: Prueba 3
(mediciones de
absorbancia con el
prototipo)

Regresion Lineal:
1zq.: Prueba 2
(mediciones de
absorbancia con el
espectrometro)
Der.: Prueba 3
(mediciones de
absorbancia con el
prototipo)

Para ambas pruebas, en las cuatro concentraciones de la Solucion MRC B1, B2, B3 y B4 ensayadas,
el LOTE de LEDs CYAN se comporta con una imprecision fotométrica marcadamente optima, siempre
considerando los limites de aceptabilidad definidos en los insertos del material de referencia, lo que
implica una dispersién aceptable en las mediciones alrededor de la media para cada LED.

En tanto a la inexactitud fotométrica, para el LOTE CYAN mejora notablemente respecto a los demas
analizados, encontrando en su mayoria valores dentro del rango aceptable y algunos en valor ¢ptimo
de los limites de aceptabilidad.

Respecto al analisis de ANOVA realizado para comparar las medias de los LEDs del LOTE CYAN, el
valor del factor calculado en comparacién con el factor critico implica que la diferencia de medias del
lote es estadisticamente significativa.

Para el LOTE CYAN ademas se evalua la linealidad a través de la recta de regresion lineal, donde
la pendiente y los coeficientes de correlacion, los cuales resultan 6ptimos para las mediciones de la
PRUEBA 2 realizada con el espectrometro y aceptables para la PRUEBA 3 cuyas mediciones fueron
realizadas con el prototipo disenado.
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= RESPECTO AL LOTE DE LEDs AZUL

TABLA 6: Lote de
LEDs AZUL
Soluciéon MRC: C1
1zq.: Prueba 2
(mediciones de
absorbancia con el
espectrometro)
Der.: Prueba 3
(mediciones de
absorbancia con el
prototipo)

Solucion MRC: C2
1zq.: Prueba 2
(mediciones de
absorbancia con el
espectrometro)
Der.: Prueba 3
(mediciones de
absorbancia con el
prototipo)

Solucion MRC: C3
1zq.: Prueba 2
(mediciones de
absorbancia con el
espectrometro)
Der.: Prueba 3
(mediciones de
absorbancia con el
prototipo)

Solucion MRC: C4
1zq.: Prueba 2
(mediciones de
absorbancia con el
espectrometro)
Der.: Prueba 3
(mediciones de
absorbancia con el
prototipo)

Regresion lineal:
Izq.: Prueba 2
(mediciones de
absorbancia con el
espectrometro)
Der.: Prueba 3
(mediciones de
absorbancia con el
disefo)
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Para ambas pruebas, en las cuatro concentraciones de la Solucion MRC C1, C2, C3 y C4 ensa-
yadas, el LOTE AZUL se comporta con una imprecision fotométrica no aceptable, con un minimo de
valores aceptables para las cuatro concentraciones analizadas siempre considerando los limites de
aceptabilidad definidos en los insertos del material de referencia, lo que implica una dispersién impor-
tante en las mediciones alrededor de la media para cada LED.

En tanto a la inexactitud fotométrica, para el LOTE AZUL se continta valorando por fuera de los limi-
tes de aceptabilidad, deduciendo de ello un alto grado de discordancia entre la absorbancia certificada
del MRC y las mediciones de cada LED.

Respecto al analisis de ANOVA realizado para comparar las medias de los LEDs del LOTE AZUL, el
valor del factor calculado en comparacién con el factor critico, implica que la diferencia de medias del
lote es estadisticamente significativa.

Para el LOTE de LEDs AZUL ademas se evalua la linealidad a través de la recta de regresion lineal,
donde la pendiente y los coeficientes de correlaciéon no resultaron dentro de los valores considerados
como aceptables.

= RESPECTO AL ANALISIS DE LAS MEDICIONES REALIZADAS A COMPONENTES

BlOQUIiMICOS

Tal como estaba previsto en las actividades planteadas, se concurrié a un Laboratorio de Analisis
Clinicos de la Ciudad de Parana, con el objeto de realizar mediciones en materiales bioldgicos.

Se realizaron las PRUEBA 2 y PRUEBA 3 de manera similar que en los casos anteriores pero esta
vez reemplazando el MRC por reacciones en suero de paciente preparadas para medir concentracion
de complemento CH50 a 525 nm.

Se seleccioné complemento CH50 porque el Laboratorio esta altamente automatizado y de forma
manual se realizan muy pocas determinaciones fotométricas, ademas la longitud de onda para su me-
dicion esta comprendida dentro del rango analizado en el proyecto.

Primeramente, se midieron solucion MRC, H1 y H2. Posteriormente, se midié la absorbancia para
reacciones preparadas en suero de cinco pacientes y se compararon los resultados con los obtenidos
de un espectrofotémetro Marca: BECKMAN, Modelo: SERIE D500 que se utiliza habitualmente por el
personal del Laboratorio para realizar estas mediciones. El espectrofotdmetro es un instrumento con-
trolado periédicamente con verificacion metroldgica aceptable, conforme al uso previsto. En cuanto al
prototipo, las mediciones se realizaron con LED del LOTE VERDE.

Para el caso de mediciones de compuestos bioquimicos los resultados obtenidos demuestran dis-
persiones similares a las obtenidas en las mediciones de MRC.

Conclusiones
De todo lo trabajado en este proyecto se extraen como conclusién los items que abajo se desarrollan:

= Respecto al trabajo de investigaciéon propiamente dicho.

- El grupo logré incorporar experiencia en investigacion y desarrollo de proyectos, afianzar conoci-
mientos en manejo y trabajo de grupo y en la direccion de becarios. Ademas, se adquirid experiencia
en rendicidn financiera de fondos y en la adquisicién de productos en distintos mercados.

- Se cumplieron los objetivos y las actividades propuestas al inicio, pero se solicitd una extension del
plazo de finalizacion por seis meses, dado que la compra del espectrometro en el exterior demoré la
realizacion de las pruebas.

- Se ejecuto el presupuesto de manera adecuada.
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= Respecto a los resultados obtenidos.

- Se trabajo en distintos campos y se incorporaron conocimientos acerca de: caracteristicas y funcio-
namiento de componentes LEDs; mediciones de luz y fotometria; programacién en distintos lenguajes;
estandares de mediciones; analisis estadisticos de datos, desarrollo de hardware; entre otros.

- Se logré incorporar en un prototipo distintas tecnologias a saber: medicion optica, AFE y Rasberry
Pi, lo cual requirié de un importante desarrollo en las interfases para compatibilizar el funcionamiento
de estos dispositivos.

- Utilizando componentes LEDs adquiridos en comercios minoristas locales, se observé que existen
diferencias entre las caracteristicas de emision de los LEDs de un mismo tipo y luego se comprobd es-
tadisticamente que estas diferencias son significativas, con lo cual se concluye que probablemente no
se pueden intercambiar LEDs sin antes aplicar una correccion para que los resultados obtenidos entre
uno y otro sean reproducibles y estadisticamente aceptables.

- Es necesario aportar mejoras al disefio del prototipo propuesto con el objeto de reducir el offset
y aumentar la ganancia de la etapa de amplificacion, para obtener un dispositivo mas sensible a los
cambios de concentracion y capaz de devolver resultados veraces.

En la continuacion del presente proyecto se propone la incorporacion de componentes LEDs de
calidad superior y ademas, aportar al disefio del prototipo descripto mejoras en la fuente de corriente
multicanal para control de la iluminacién y rutinas de correccién de la linea de base, sensibilidad, cali-
bracién, etc.

No obstante, podemos afirmar que en condiciones adecuadas es viable la utilizaciéon de iluminacion
LEDs para su aplicacion en técnicas fotométricas.
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