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RESUMEN  
La mayoría de los análisis clínicos que se realizan en la actualidad se basan en ensayos colorimétricos, donde las 

propiedades ópticas de la sustancia de interés es modificada para que exhiba una coloración determinada y la misma es 

detectada empleando desde sistemas tan sencillos como  fotocolorimetros hasta espectrómetros altamente sofisticados.  

En muchos casos la cantidad de muestras es tan extenso que se han desarrollado sistemas como los lectores de placas de 

ELISA que permiten medir simultáneamente hasta 96 muestras. Esos lectores tienen una alta sensibilidad, formalmente 

el análisis no se realiza simultáneamente ya que se emplean sistemas mecánicos para desplazar la muestra y leer los 96 

pozos uno a uno o en el mejor de los casos en grupos de 8. En el presente trabajo se muestra la aplicación de un lector de 

placas de ELISA que emplea leds superluminosos como fuente de iluminación y una webcam como detector que permite 

determinar la concentración de soluciones coloreadas en los 96  pozos de la placa de ELISA simultáneamente. Se 

diseño un software que permite tomar imágenes de la placa de ELISA, digitalizarla, separarla en sus componentes RGB e 

intensidad. De esta manera se transformas las imágenes en superficies de respuesta de intensidades para cada color al que 

responde los filtros de la cámara, permitiendo de esta forma al compararlo con una referencia, calcular la absorbancia de 

un punto en particular de la imagen y así mediante una curva de calibración obtener la concentración de una determinada 

sustancia en ese punto.  El sistema diseñado se empleo para medir concentraciones de Glucosa, cuyos valores oscilaron 

entre 700 y 1050 mg L-1 en sangre de ratas.  

 

ABSTRACT 
Most of the clinical test in the actuality is based in fotocolorimetric assays were optical properties of target 

molecules are modified to shown determinate coloration. These modified molecules can be detected with simple 

systems as a photocolorimeter or more complex like spectrometers. Due to the high quantity of samples different 

kind of readout systems have been developed. The ELISA plate reader permit to read 96 samples, this equipments 

have a great sensitivity and the rate of lecture depends basically of the quality of the mechanical system. In this 

work we present the application of a build ELISA plate reader based in a superluminous led and webcam used as 

detector. The system permits to determinate simultaneously 96 samples. Using a software designed to acquire the 

image of the 96 well plate, digitizer and split in the RGB and intensity matrix in order that using a reference 

transform the image in absorbance data and with the adequate calibration curve in concentration. The system was 

employed in the determination of glucose, phosphate and proteins in blood. Our results present a excellent 

precision , CV=3%,  and a are in the range of the700 y 1050 mg L
-1

. 

 
1. INTRODUCCIÓN 

La química clínica está enfocada en la realización de exámenes de rutina para la cuantificación de especies de 

interés en fluidos biológicos, determinación de reserva electrolítica y bióxido de carbono en la sangrei.  Existen muchos 

exámenes diferentes para analizar casi todos los tipos de componentes químicos presentes en la sangre o en la orina. Los 

componentes pueden incluir la glucosa, los electrolitos, las enzimas, las hormonas, los lípidos (grasas), las proteínas y 

otras sustancias metabólicas. Para la determinación de estos componentes se utilizan ciertos procesos químicos, tales 

como reacciones colorimétricas, en la cual la sustancia de interés presente en la muestra biológica reacciona con  

sustancias específicas produciendo especies coloreadasii. La  dependencia entre la concentración y la magnitud del color 

de dichas especies se relacionan mediante la ley de Lambert- Beeriii, esta  permite cuantificar la sustancia en estudio 
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mediante métodos espectroscópicos. Para esto suelen utilizarse de forma convencional, ciertos equipos de análisis clínico 

denominados lectores de absorbanciaiv,  los cuales permiten procesar un elevado número de muestras en celdas que 

consisten de 96 micro -pozos y donde se llevan a cabo análisis de ensayos inmuno-enzimáticos (ELISA)i. La detección 

de radiación suele realizarse mediante fotómetros o espectrofotómetros. Estos lectores, permiten la mayor disponibilidad 

de equipos para análisis clínicos, no obstante estos son costosos, requieren de  personal especializado y de ciertas 

condiciones ambientales específicas y en algunos casos largos tiempo de análisis. Esto ha inducido a que los mismos se 

encuentren disponibles en grandes laboratorios ubicados en zonas urbanas, centralizando los análisis clínicos a algunas 

regiones específicas. Esto limita la eficiencia de los análisis clínicos en países en vías de desarrollo o regiones de de baja 

actualización tecnológica, donde usualmente no se dispone de una infraestructura adecuada a nivel nacional, que 

suministre las condiciones idóneas para la realización de dichos análisis en toda la región. 

El desarrollo actual de instrumentos médicos sencillos, que puedan ser utilizados por cualquier operador, en un 

momento y lugar determinado, ha permitido solventar parcialmente la deficiencia que pueda presentarse en la aplicación 

de ciertos análisis clínicos en ciertas regiones. Estos instrumentos permiten la medición  en situ  de componentes tales 

como glucosa, colesterol en sangre, etc, con una elevada rapidez y exactitud, haciendo posible establecer en tiempo 

record, diagnósticos efectivos de patologías asociadas a dichos componentes.   

Por otro lado, recientemente diversos investigadoresv-9 han explorado el uso de sistemas de cámaras digitales como 

sistemas de detección espectroscópicos en conjunto con fuentes de radiación no-convencionales tales como  pantallas 

de computadoras, diodos de emisión de luz,  con la finalidad de evaluar la aplicación de la fotografía digital y el 

procesamiento computarizado de imágenes en la construcción de nuevos diseños de espectrofotómetros. El uso de estas 

nuevas tecnologías ha sido aplicada en los  lectores de absorbancia, obteniendo resultados satisfactorios en la 

cuantificación de ciertos compuestos químicos en muestras de suero sanguíneo10.  

No obstante su aplicación en análisis clínicos no ha sido suficientemente explotada.    Ya que estos dispositivos son de 

coste relativamente bajo, permiten analizar gran número de muestra simultáneamente y en corto tiempo, resulta de gran 

interés la validación de estos dispositivos en el área médica. Esto permitiría descentralizar la realización de los exámenes 

clínicos. 

El presente trabajo tiene como objetivo principal evaluar un prototipo de lector de absorbancia, de placas ELISA, 

con sistema de detección de procesamiento de imágenes, utilizable  en la determinación cuantitativa de glucosa en 

muestras de plasma sanguíneo de ratas. Específicamente se determinó la curva de tolerancia a la glucosa11,  la cual es un 

examen clínico que mide la capacidad del cuerpo para metabolizar la glucosa. Esta prueba sirve para diagnosticar 

diabetes tipo 2 y otros trastornos como Intolerancia a la Glucosa e hipoglucemia.  

 

2. EXPERIMENTAL 

2.1 Equipos 

 

2.1.1 Sistema Colorimétrico 
Se utilizó un sistema colorimétrico fabricado en el laboratorio de espectroscopía láser de la escuela de Química de 

la Universidad Central de Venezuela.,  cuyo montaje experimental se presenta en la figura 1. Este  dispositivo utiliza 

como fuente de excitación una placa de diodos de emisión de luz s fluorescentes (LEDs) y una pantalla difusora, para 

iluminar homogéneamente una celda para análisis de ELISA, constituida por 96 micro –pozos, cada uno de los cuales es  

de 150 L de capacidad. El sistema de detección consiste en una cámara web (Mini Camp Pro GE 98067), con un 

detector CCD de 640x480 píxeles de resolución, que graba la imagen de la celda a 24 cuadros/seg. Se diseño un 

software12 que permitirá tomar imágenes de la placa de ELISA, digitalizarla, separarla en sus componentes RGB  e 

intensidad. De esta manera se transforma las imágenes en superficies de respuesta de intensidades para cada color al que 

responde los filtros de la cámara, permitiendo de esta forma al compararlo con una referencia, calcular la absorbancia de 

un punto en particular de la imagen y así mediante una curva de calibración obtener la concentración de una determinada 

sustancia en ese punto.   

 

2.1.1 Sistema Convencional  
 Se utilizó un espectrómetro de Fibra Óptica Modelo USB2000, Ocean Optics.  Este espectrómetro consta de un 

monocromador Czerney-Turner de 42 mm de distancia focal de entrada y 68 mm de salida; red de 300 líneas mm -1, 

reforzado a 500 nm y rango espectral entre 300 y 1100nm.  El detector consiste de un dispositivo de carga acoplado 

(CCD) de silicio, modelo Sony ILX511, de 2048 píxeles, rango espectral entre 200 y 1100nm, sensibilidad de 75 

fotones/cuentas a 400nm y 41 fotones/cuentas a 600nm. 
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Figura 1. Esquema del diseño de un sistema colorimétrico para celdas ELISA 

 

2.2  Reactivos: 
Los reactivos: estándar de glucosa al 99%  y  un Kit para glucosa oxidasa fueron suministrados por la casa Merck. 

Todos los reactivos fueron de grado analítico.  

 

2.3  Preparación de  Muestra: 
Las muestras de plasma sanguíneo, fueron obtenidas desde ratas de cepa Sprague– Dawley,  suministradas por el 

laboratorio de Bioquímica Médica del Instituto de Medicina Experimental de la Facultad de Medicina de la Universidad 

Central de Venezuela. Para ello,  el animal de aproximadamente 200 ± 20 g, se dejó en ayuna por 24 horas y luego se 

sometió al siguiente tratamiento: inicialmente, se le inyectó anestesia de pentobarbital ( 30 mg/ Kg peso del cuerpo) y se 

tomó la primera muestra de sangre, que sirve como muestra de referencia. Luego mediante una sonda, se introduce una 

cantidad de glucosa en el estomago del animal, en una proporción de 1Kg de solución de glucosa al 50 % P/v por cada 

gramo del animal.  Para estudiar la absorción de glucosa en el intestino del animal y obtener la curva de tolerancia a la 

glucosa, se tomaron las muestras cada media hora (30 min.)  durante un período de tiempo de 120 min.  Cada muestra 

de sangre, se centrifuga  y el plasma sanguíneo es separado. 

 

2.4 Método Estándar de Determinación de Glucosa en Plasma sanguíneo:  
Para la determinación cuantitativa de glucosa en sangre, se utilizara el método Glucosa oxidasa enzimática – 

colorimétrica13.  Este método emplea glucosa oxidasa que cataliza la oxidación de glucosa a peróxido de hidrógeno y 

ácido glucónico y una modificación de la reacción de color Trinder 14 catalizada por la enzima peroxidasa. En presencia 

de peroxidasa, la 4-aminoantipirina e  hidroxibenzoato es oxidada por el peróxido de hidrógeno para dar una coloración 

roja debido a la formación de quinoneimina, cuya longitud de onda de absorción esta entre 500-520 nm. La intensidad de 

color de la reacción  es proporcional a la concentración de glucosa en la sangre. Finalmente la determinación de la 

glucosa, se lleva a cabo mediante la siguiente ecuación:  

m
p

p

A
C

A
 

Cp: Valor del patrón de glucosa en mg L-1. 

Am: Absorbancia de la muestra 

A p: Absorbancia del patrón 

2.5 Aplicación del sistema colorimétrico en muestras reales  
Las muestras de suero extraídas de la rata  y los  patrones de glucosa, se analizaran según  el método de glucosa 

oxidasa. Se construyó la curva de tolerancia a la glucosa, por medición de la absorbancia de las muestras, a una longitud 
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de onda de 510 nm empleando el  espectrómetro convencional, ver sección 2.3 . Simultáneamente se analizaron dichas 

muestras, utilizando  el canal verde del sistema RGB de la cámara web del sistema colorimétrico propuesto. La 

cuantificación de la glucosa se realizó por interpolación de las señales  sobre una curva de calibración construida con 

disoluciones estándares de glucosa en un intervalo de concnetración entre 750 y 3000 mg L-1. Para la validación del 

sistema propuesto,  fueron comparados los resultados obtenidos entre ambos equipos mediante la cuantificación por 

curva de calibración y el método estándar. 

 

3. RESULTADOS 

3.1 Curvas de calibración 
En la figura 1,  se presentan las curvas de calibración obtenidas mediante el sistema colorimetrico propuesto y el 

espectrómetro convencional , para un mismo conjunto de disoluciones estándares de glucosa disueltas en agua . La 

longitud de onda de máxima absorción fue de 510 nm en el equipo convencional, por lo que la medición en el sistema 

colorimétrico se realizó en el canal verde (G) de los componentes RGB de la cámara Web con detector CCD.   

Se observa que el sistema de medición propuesto presenta una sensibilidad ligeramente inferior al espectrómetro 

convencional. Esto ya ha sido reportado previamente en un trabajo realizado en la calibración de este sistema10, donde  

se atribuye la baja sensibilidad al hecho de que la cámara Web no es selectiva en la longitud de onda de medición de la 

absorbancia, sino que utiliza radiación policromática del canal verde. No obstante si se comparan los parámetros de la 

curva de calibración de ambos sistemas, ver tabla 1, se observa que estos poseen el mismo intervalo dinámico lineal y 

valores similares del error típico de la curva y el coeficiente de correlación.  Estos resultados indican que el sistema 

colorimétrico  es comparable al espectrómetro convencional. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Curva de Calibración de Glucosa obtenida con los dos sistemas de medición de absorbancia. 

 

 

Tabla 1 Parámetros analíticos de la curva de calibración, obtenidos  por ambos sistemas de medición 

. 

 

 

 

 

 

 

 

 

En el método estándar de determinación de la glucosa13, el ensayo es lineal hasta una concentración de 5000 mg L-1 y el 

intervalo de concentración es entre 700 y1050 mg L-1 .  El intervalo dinámico lineal de nuestro  estudio, 750-3000 mg 

L-1, está dentro del intervalo del método estándar,  con lo cual el instrumento de medición propuesto debería ser capaz 

de cuantificar adecuadamente valores típicos de concentración de glucosa determinados habitualmente en muestras de 

plasma sanguíneo.  

Equipo a (mg-1 L) b S y/x R2 
Intervalo de 

Trabajo (mg L-1) 

Sistema 

Colorimétrico 
( 2,00  0,06) x 10-4 -0,04  0,01 0,011 0,9971  

750-3000 
Espectrómetro 

Convencional 
( 3,00   0,09) x 10 -4 -0,09  0,02 0,014 0,9986 

y = 0.0002x - 0.0374

R
2
 = 0.9971

y = 0.0003x - 0.0893
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3.2 Aplicación del sistema colorimétrico en muestras reales 
 

En la figura 2, se presenta la curva de tolerancia a la glucosa obtenida en las muestras de plasma sanguíneo de las ratas. 

Las mediciones  fueron realizadas tanto con el dispositivo propuesto como con el espectrómetro convencional.  En 

todos los casos, se observa la tendencia típica del proceso de absorción intestinal de la glucosa15, el cual se inicia con una 

baja concentración de este compuesto, que corresponde a la muestra sanguínea tomada en ayuno. Posteriormente,  se 

observa un máximo en la concentración, esto debido a que se  inyectó una cantidad conocida de glucosa en el animal y 

por lo tanto hay un incremento en la concentración de este componente.  Finalmente se observa una  disminución en la 

concentración debido a la absorción de la glucosa en el intestino del animal.  Con respecto a la precisión del análisis, 

podemos observar que el sistema colorimétrico presenta una mayor dispersión en los datos con respecto al espectrómetro 

convencional, ver figura 2.1 y 2.2, cuando la determinación de la glucosa se realiza mediante el método de curva de 

calibración . En estas figuras se presenta dos réplicas de una misma muestra.  El  sistema colorimétrico es menos 

preciso que el convencional,  debido a que la medición de la señal analítica se realiza por comparación entre  imágenes 

digitalizadas de la muestra coloreada y la muestra de referencia; mientras que en el otro sistema la medición se realiza 

con un sistema de monocromación y detección calibrado.  

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Curva de tolerancia de la glucosa en muestras de plasma sanguíneo de ratas. 2.1 Sistema Colorimétrico y  2.2 

Espectrómetro Convencional.  

En la figura 3, se comparan los niveles de glucosa obtenidos por ambos sistemas de medición, usando dos 

métodos de cuantificación. En todos los casos, se observa que los resultados obtenidos en  la concentración de glucosa a 

lo largo del tiempo, estuvieron en intervalo de concentración entre   700 y 1700 mg L-1 . Dicho intervalo está dentro de 

los valores normales de glucosa en plasma sanguíneo. Estos valores son  los siguientes: en ayunas de  600 a 1000 mg 

L-1, a 60 minutos: por debajo de 2000 mg L-1 y a 120 minutos : inferior a 1400 mg L-1.  Entre 1400 y 1999 mg L-1, se 

considera que existe intolerancia a la glucosa y es un grupo que tiene mayor riesgo de desarrollar diabetes.  Mientras 

que los niveles por encima de 2000 mg L-1 indican un diagnóstico de diabetes11. De acuerdo a nuestros resultados, no hay 
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evidencias patológicas de diabetes ni algún otro tipo de alteración en la glicemia de  los animales estudiados.  Por otro 

lado, la concordancia entre los valores de concentración suministrados por el sistema colorimétrico y los obtenidos con el 

sistema convencional,  demuestran la exactitud del prototipo de medición y por tanto éste fue validado en la 

determinación de glucosa en plasma sanguíneo. La precisión expresada como el coeficiente de variación (CV) estuvo 

entre el 2 y el 9% para ambos sistemas, esto cuando la cuantificación se realiza por curva de calibración. Resultados 

similares fueron obtenidos mediante el método estándar con un CV, entre el 3 y el 13%.   
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Comparación de los sistemas de medición para la determinación de glucosa en plasma sanguíneo de ratones. 

 

 

4. CONCLUSIÓN 
Un sistema colorimétrico para la medición de absorbancia, con sistema de detección de imágenes por cámara web  

fue desarrollado. El  sistema propuesto se validó en la determinación de glucosa en plasma  sanguíneo de ratas. Los 

resultados obtenidos  estuvieron entre 700 y 1700 mg L-1 con una precisión entre el 2 y el 9%. Se demostró la exactitud 

del sistema colorimétrico, ya que  los valores suministrados por este dispositivo  en la determinación de glucosa, 

estuvieron acordes con los obtenidos por el sistema convencional.  
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