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RESUMEN

que son usados en laboratorios para identificar

la presencia de estas estructuras en todo tipo de
muestras bildgicas. A través de la manipulacion de sistemas
de iluminacion se caracteriza la presencia de las diferentes
cadenas de aminoacidos a lo largo de cada una de las etapas
de vida de los sistemas bioldgicos, se verifica de esta manera
la efectividad de las diferentes técnicas de preparacién y
cultivo de muestras. En este trabajo se presenta el disefio
de un sistema Mecatrénico de espectroscopia de bajo costo
para la identificacion de proteinas en las diferentes etapas
del crecimiento de raiz. Se presenta el dispositivo como un
método alternativo y eficiente a las técnicas convencionales,
se propone una estructura mecdanica, un sistema electrénico
y una alternativa de control que se basan en la teoria de
sintesis aditiva del color. El uso de las unidades basicas de
iluminacién propuestas permite la obtencién de longitudes
de onda entre los 400 nm y los 960 nm.

E xisten diversos métodos de caracterizacion de proteinas
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I.INTRODUCCION

Debido a la necesidad de identificar diferentes
compuestos (proteinas, carbohidratos, etc.) En los
sistemas bioldgicos a encaminado a la busqueda de
diferentes formas de caracterizacién, debido a que
los métodos cuantitativos y cualitativos tradicio-
nales son complejos, demandan tiempo, mano de
obra y son costosos [1].

La espectroscopia es una técnica rapida, no inva-
siva ni destructiva, y lo mas importante exacta siem-
pre y cuando se sigan los parametros adecuados de
calibracion [5], de la muestra, el mas utilizado es el
método de espectrometria de reflectancia de in-
frarrojo cercano (NIRS por sus siglas en inglés) es el
mas utilizado por la industria alimenticia, farmacéu-
tica, petroquimica como alternativa a los métodos
quimico y quimico-biologicos tradicionales [2]. El
método utiliza la regidn del espectro electromagné-
tico que comprende longitudes de onda entre 700
y 2500 nandémetros (nm) [3], cuando una muestra es
expuesta a la luz (energia), una parte de los fotones
se trasmite a través de la mismay el resto es absorbi-
do. La absorcidon de energia en la muestra hace que
los enlaces entre Carbono e Hidrogeno (C-H), Oxi-
geno e Hidrogeno (O-H) y Nitrégeno e Hidrogeno
(N-H) que son los principales constituyentes de la
materia organica; vibren en diferentes formas [4] y
esta interaccion de energia con la materia esta liga-
da a la ley de Beer- Lambert, que dice que la radia-
cién absorbida por una muestra (A) es directamente
proporcional a la absorbancia de esta al momento
que ocurre la transmision (T) de energia [5].

El objetivo principal de este trabajo nace de
una necesidad en el laboratorio de biofisica de la
Universidad de Caldas donde se estan realizando
investigaciones con semillas de maiz estimuladas
magnéticamente, y se necesita un equipo de es-
pectroscopia automatico que pueda identificar
cambios en las proteinas de las semillas después
de ser estimuladas, ademds que monitoree el creci-
miento de la radicula con una camara en un deter-
minado tiempo.

Il. MARCO TEORICO

Existen numerosos trabajos que describen dife-
rentes técnicas para evaluar la composicion protei-
ca de las semillas [6] [7] pero existen limitaciones
con estas técnicas, especialmente con la valoracién
energética ya que son muy lentas. Los métodos in
vitro en general permiten una mejor prediccion,
como el valor“D" (materia organica digestible como
porcentaje de la materia seca) [8], sin embargo estos
métodos dificultan hacer andlisis masivos debido a
que toman mucho tiempo.

Desde la década de los setenta se ha venido uti-
lizando a nivel mundial la espectroscopia como una
alternativa a los métodos quimicos y quimico-bio-
logicos tradicionales, con un muy buen potencial
para obtener estimaciones seguras y muy rapidas
de la composicién quimica de algunos sistemas
bioldgicos [9], la interaccién de la radiacion con las
moléculas foliares de las plantas controlan las reflac-
tancias del espectro visible (VIS) y del infrarrojo (IR).
Los componentes bioquimicos (pigmentos, protei-
nas, carbohidratos, aceites, agua), la morfologia y la
estructura de la planta influyen en la tendencia para
absorber, transmitir y reflejar la radiacién de dife-
rentes longitudes de onda [10].

Cuando la luz incide sobre una muestra los foto-
nes se transmiten a través de la muestra y el resto es
reflejado o absorbido por algunos enlaces covalen-
tes que se acoplan con la frecuencia o longitud de
onda exacta de la radiacién luminica [11], al absor-
ber energia, los enlaces de las moléculas vibran en
dos formas, se extienden aumentando la distancia
interatémica a lo largo del eje y entre dos atomos
(frecuencias mas altas) o se doblan (frecuencias mas
bajas) lo que produce un cambio en el dngulo del
enlace entre dos atomos [12].

La energia total reflejada por la muestra es la
suma de la reflexién especular (superficial o forma
de espejo) mas la reflexién difusa que es la tempo-
ralmente absorbida por la muestra [13] y solo esta
proporciona informacion util acerca de su composi-
cion (ver figura 1).
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Fig. 1. Interaccion de la luz con la muestra. Imagen tomada
de: Alomar, Daniel y Fuchslocher, Rita. Fundamentos de la

espectroscopia de reflectancia en el infrarrojo cercano (NIRS)
como método de andlisis de forrajes., Agro Sur, vol. 26, n° 1,
pp. 88-104, 1998.
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Existen instrumentos especialmente disefados
para realizar el proceso de espectroscopia que se
basan en filtros especiales que al ser iluminados por
una fuente emisora, solo dejan pasar una longitud
de onda, al posicionar varios filtros se pueden ge-
nerar diferentes longitudes de onda para irradiar la
muestra (ver figura 2)

Fig. 2. Equipo NIRS de filtros fijos. Imagen tomada de:
Alomar, Daniel y Fuchslocher, Rita. Fundamentos de la

espectroscopia de reflectancia en el infrarojo cercano (NIRS)
como método de andlisis de forrajes Agro Sur, vol. 26, n° 1,

pp. 88-104, 1998.
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Este tipo de dispositivos tienen entre seis y vein-
te filtros posicionados que se pueden cambiar falcil-

mente para generar una longitud de onda especifi-
ca, uno de los primeros de este tipo que se comer-
cializé fue un detector de analizador de granos que
tenia 6 filtros para la medicion de diferentes com-
puestos, agua (1940 nm), carbohidratos (2100 nm),
proteinas (2180 nm) y aceite (2310 nm) [14].

Otro tipo de instrumentos que fueron utilizados
en los comienzos de la espectroscopia poseian de
tres a siete filtros, se montaban en un eje pibotado
que al girarlos porvocaban una inclinacion del filtro,
cambiando el angulo de la luz que incidia sobre el
provocando un cambio de la longitud de onda que
pasaba (ver figura 3).

Fig. 3. Equipo NIRS de filtros moéviles. Imagen tomada
de: Alomar, Daniel y Fuchslocher, Rita. Fundamentos de la

espectroscopia de reflectancia en el infrarrojo cercano (NIRS)
como método de andlisis De Forrajes., Agro Sur, vol. 26, n° 1,
pp. 88-104, 1998.
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I1l. METODOS Y MATERIALES

Para desarrollar el dispositivo de espectroscopia
se tuvieron en cuenta varios parametros que se dis-
cutieron con el usuario final que es el laboratorio de
biofisica de la Universidad de Caldas; como funcio-
nalidad, autonomia, control y tamafo.

Se planted para la construccién utilizar un mate-
rial liviano, un sistema electrénico y de control basado
en Arduino, leds RGB e Infrarrojos, sensores de color
TCS3200, sensor de luminosidad LX1972 y motores
paso a paso, ademas de un microscopio 6ptico USB se
sirve para realizar las capturas del sistema bioldgico.
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Las etapas del disefio se explican individualmen-
te a continuacion.

A. Diseno Mecdnico del dispositivo

Al momento de desarrollar posibles soluciones
para la problematica presentada, se decide empe-
zar una investigacién de formas, métodos y herra-
mientas para lograr una solucion viable y rapida de
implementar, con esto en mente se reunié informa-
cién sobre mecanismos basicos de movimiento; el
principio de movimiento seria moverse en los tres
ejes de posicion para generar una mayor flexibilidad
de los experimentos, como lo hacen las actuales
impresoras 3D, [15] de igual manera se necesitaba
realizar acercamientos y barridos mas uniformes,
con todo esto claro se aplica el método de bandas
y poleas dentadas, modelo aplicado en la maquina
anteriormente mencionada (Figura 4).

Fig. 4. Motor paso a paso con polea dentada. Imagen
tomada de: http://www.3300hms.com/Polea-de-aluminio-
dentada-GT2-eje-5mm-36-dientes_p_592.html

Este conjunto de componentes permite tener un
control preciso en cuanto a posicion y direccion del
sistema gracias a la relacion aplicada entre la polea
dentaday el eje del motor [16] reduciendo el movi-
miento que aporta cada paso del motor empleado.
Con el mecanismo de movimiento seleccionado, se
realiza el disefo para la ubicacién del microscopio 'y
los dispositivos de luz y sensérica que se empleara
en la medicién de las raices, esto arroja la distribu-
cion exacta de los dispositivos a utilizar (figura 5),
ademas de la posibilidad de alternar configuracio-
nes de los mismos y comprobar su funcionamiento.

Fig. 5. Diseio final del dispositivo sin estructura de soporte

Con todos los componestes asignados ademas
del tipo de mecanismo para aplicar el movimiento,
se realizé una consulta para seleccionar un material
adecuado para la costruccion de la r la estructu-
ra de la maquina se tuvo encuenta el ambiente al
que sera expuesto y el tipo de trabajo que desarro-
llara, el material que se seleccion6 fue el aluminio
estructural el cual es un material apropiado para la
utilizacién en el laboratorio, dado que la exposicién
a multiples sustancias quimicas no genera ningun
tipo de corrocion , se opta por utilizar una estuctu-
ra cuadrada de aluminio (figura 6) la cual es utiliza-
da en monatajes a nivel industrial, esta estructura
cuenta con un area transversal de 4 cmA2.

Fig. 6. Aluminio estructural. Imagen tomada de: http://
aluminioindustrial.mx/

Todos los componentes de disefo se realizan
bajo la implementacion de sofware cad (Solid
Works) [17], con el cual se cuenta en la universidad.
Gracias a este sofware se realizé una amplia gama de
pruebas y modificaciones sin necesidad de construir
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prototiposy no generar perdidas de tiempo y dinero
en dicha construccion.

Al terminar el disefo de la estructura (figura 7)
se le adiciona un revez negro mate para obtener las
lecturas mas exactas por parte de los sensores ade-
mas de una facil distincion de las raices por parte
del micoscopio.

Fig.7. Disefo final con estructura.

B. Diseno electronico

El sensor empleado para la deteccion de color
(TCS3200) (ver figura 8), realiza un barrido del es-
pectro seleccionado. Pose un conjunto de arreglos
con fotodiodos de diferentes tipos que se activan
con una exposicion determinada al espectro visible.
A partir del sensor se obtiene un tren de pulsos cuya
frecuencia varia de manera proporcional a las com-
ponentes de color a medir. Para obtener maxima re-
solucién se mide la cantidad de pulsos que recibe el
microcontrolador en un periodo de tiempo.

Fig. 8. Sensor de color TCS3200. Imagen tomada de: http://
reibot.org/2011/07/06/tcs3200/

El sensor (LX1972) (ver figura 9) que serd emplea-
do para la medicion de la luminosidad es un compa-
rador el cual arroja una curva de acuerdo a la canti-
dad de la intensidad de la luz que es sensada, para

ello se empled una entrada analoga del Arduino, de
alli por software se escala para obtener el valory asi
permitir visualizar esta variable.

Fig. 9. Sensor de luminosidad LX1972. Imagen tomada de:
http://es.aliexpress.com/w/wholesale-eye-sensitivity.html

Dado que este sistema requiere la implemen-
tacién de infrarrojo y ultravioleta en el método de
espectrografia, se hizo evidente la necesidad de
implementar en la etapa de control un sensor que
pudiese hacerse cargo de la lectura de estas dos
importantes variables, asi que se emplea el sensor
(TSL257) (ver figura 10) que arroja una curva con
este valor, para este caso se empled de nuevo una
entrada de sefal analoga para procesar los valores
arrojados por este sensor.

Fig. 10. Sensor TSL257 convertidor de luz en tension.

Imagen tomada de: http://shop.openenergymonitor.com/
tsl257-optical-pulse-sensing-kit/

Para el control de los motores paso a paso, se
selecciond la tarjeta A4988 (ver figura 12), que per-
mite una resolucién de hasta 1/16 de por paso, po-
see regulacion de corriente y protecciones contra
sobretemperatura, sobrecorriente y corto a tierra 'y
de carga.

Después de realizar la adquisicion y eventual
procesamiento se pasa a la exhibicidn y publicacion
de las variables mediante los puertos de visualiza-
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cién con los que cuenta el Raspberry pi (HDMI), este
método se empled debido a que en el laboratorio se
contaba con una pantalla de conexién HDMI y solo
se necesitaba un cable para su conexién, se encon-
traron en el mercado display para el uso con este
dispositivo pero era de poca capacidad de visuali-
zacion y no permitia exponer los datos obtenidos al
usuario final del dispositivo de espectroscopia.

Fig. 12. Controlador de motores paso a paso A4988.
Imagen tomada de: http://www.dx.com/es/p/stepstick-
a4988-stepper-motor-driver-module-white-black-186465#.
VgHCTd9_Oko

C. Sistema de control.

Para el sistema de control se establece un lazo
de realimentacién entre el sistema de iluminacién
y los sensores de color y luminosidad. Se selecciona
como unidad de procesamiento una Raspberry Pi
B+ para fines de expansion, a la que se aflade un Ar-
duino micro para hacer uso de las unidades PWM y
conversores andlogo digital. Dado el funcionamien-
to de los sensores y las sefales que estos generan
se vio la necesidad del uso de una tarjeta Arduino
como tarjeta de adquisicion de datos. El uso de
componentes RGB siguiendo la teoria del color se
implementa en el sistema de Control. Para obtener
longitudes de onda que se aproximen al ultravioleta
cercano y al infrarrojo cercano, se tratan las fuentes
como ondas y se realizé un estimado de la longitud
de onda presente. Para registrar la longitud de onda
y laintensidad a la que se somete la muestra al mo-
mento de cada serie de fotos se establece un algo-
ritmo que se presenta en la figura.

Diagrama de Bloques del sistema de contro

Ubicacion de la
cdmara en el punto de [P
referencia.

Encendido de las unidades
deiluminaciénsegin
estimado.

Medicion

Comparacion: Valor deseado
— Valor obtenido

!

Almacenamiento de condi-
ciones de exposicion.

— (orrecci.énde ¢
valor estimado

Actualizacion de condi-
ciones de exposicion

Secuencia de posiciona-
miento y fotografiado

El conjunto de sensores se ubica sobre una es-
quina del tablero en el cudl seran colocadas las
muestras y se configura como punto de referen-
cia del sistema. Para cada una de las longitudes de
onda seleccionadas, la cdmara se posiciona sobre el
punto de referencia y se ajustan las intensidades y
combinaciones de las fuentes de iluminacién. Lue-
go de ajustar las caracteristicas de exposicién a las
que se sometera la muestra, el dispositivo de adqui-
sicién de imagenes realiza un barrido de la muestra.
El proceso se repite para cada una de las condicio-
nes de exposicidon programadas para cada sesion de
monitoreo.

IV. ANALISIS DE VIABILIDAD

El disefo y la construccién del equipo Mecatro-
nico de espectroscopia, se basé en un estudio de
viabilidad, pertinencia vy eficiencia, ademas se ana-
lizé la componente econdmica, encontrando que el
sistema propuesto se caracteriza por el bajo costo
y por su buen rendimiento, debido a que se diseié
teniendo en cuenta los pardmetros que proporcio-
no el usuario final que es el laboratorio de biofisica
de la Universidad de Caldas, cabe resaltar que dicho
laboratorio no contaba con un equipo de este tipo.

Este nuevo equipo brindara al laboratorio de bio-
fisica la oportunidad de obtener datos acertados en
la deteccion de proteinas en las semillas de maiz es-
timuladas magnéticamente, ademas servira como
ejemplo para nuevas aplicaciones donde se unifi-
quen los conocimientos de ingenieria y automati-
zacion, para dar soluciones a problematicas que se
presenten en las diferentes areas del conocimiento.
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El dispositivo de espectroscopia disefado tiene
como valor agregado la visualizacion por medio de
una pantalla HDMI las condiciones a la que estan ex-
puestas las muestras en cada una de las fotografias
capturadas.

V. CONCLUSIONES

Se obtuvo un disefio funcional y de bajo costo
de un sistema de espectroscopia, que cumple con
los parametros y las necesidades del analisis que se
llevaran a cabo con este equipo.

Se plantea como trabajo futuro el desarrollo de
una aplicacion movil que se comunique con el equi-
po para el control de manera remota y el envio de
informacién en tiempo real.
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