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Resumen

El pH es un pardmetro clave para una amplia gama de aplicaciones que van desde el tipo

medio ambiental hasta las de caracter industrial y biomédico. En términos generales, la
determinacion del pH es primordial en areas relacionadas con las ciencias de la vida, la
industria alimentaria, la investigacion farmacéutica y el estudio de suelos y aguas del

planeta, por nombrar unos pocos.

Tradicionalmente la determinacién del pH se ha realizado mediante técnicas
electroquimicas en donde suelen emplearse sensores con alta especificidad. Sin embargo,
dichos procesos presentan algunas desventajas que deben tenerse en cuenta en las fases
de medicién relacionadas con el monitoreo continto. Estas limitaciones pueden eludirse si la

deteccién se realiza mediante el uso de sensores de deteccidn dptica.

La deteccion optica en los métodos analiticos, brinda la posibilidad de simplificar las
medidas (al no necesitar de un electrodo de referencia), pero también permite realizar
registros con alta estabilidad a largo plazo, sensibilidad y selectividad. Al respecto, los diodos
emisores de luz (LED) estan siendo empleados para la deteccién de sustancias dentro del
ambito de la Quimica Analitica. Los sistemas analiticos basados en esta tecnologia poseen
numerosas ventajas frente a los sistemas tradicionales al permitir el desarrollo de sistemas

de deteccién mas rapidos, robustos y econémicos.

Considerando lo anterior, la presente tesis presenta el desarrollo de un sistema 6ptico
basado en LEDs vy la utilizacién de indicadores colorimétricos como medio de contraste, para
la deteccion dptica del pH en muestras liquidas de volimenes reducidos por medio de la
deteccidén de la absorbancia. La propuesta del trabajo tiene por fin establecer un sistema

Optico que permita medidas in situ y tiempo real.

El sistema disefiado se opera mediante la plataforma de Arduino® y las sefiales de
absorbancia obtenidas son procesadas mediante redes neuronales artificiales programadas
en entorno Matlab®. Los valores de pH determinados por sistema disefiado fueron
comparados con un pH-metro comercial obteniendo errores cuadraticos medios del orden de

0.056 lo que indica la exactitud del sistema.



Abstract

The pH is an important parameter for a wide range of environmental, industrial or

biomedical application. Generally, the determination of pH is essential in areas
associated with life sciences, food industry pharmaceutical research and the analysis

of soil and water of the Earth, to mention a few examples.

Traditionally, the determination of pH was performed by using electrochemical
techniques, where sensors with high specificity are often used. However, these
processes have some disadvantages to be considered in measuring phases related
to continuous monitoring. These limitations can be circumvented if the detection is

performed by using optical detection sensors..

The optical detection in analytical methods provides the possibility of simplify the
measures (due to it does not require a reference electrode), but also allows recorded
with high stability long-term, sensitivity and selectivity. In this regard, the light-emitting
diodes (LEDs) are being used to detect substances in the field of analytical chemistry.
The analytical systems based on this technology have many advantages over
traditional systems by allowing systems development faster, robust and economical

detection.

Considering the above mentioned, in this thesis, the development of an optical
system based on LEDs and using color indicators such as contrast medium for optical
pH detection in liquid samples of reduced volumes by means of absorbance detection
is described. The proposed work aims to establish an optical system that allows

carry-out measures in-situ and in real-time.

The designed system is operated by Arduino® platform and the absorbance
signals obtained are processed using artificial neural network programmed in Matlab

(R).The pH values determined by the designed system were compared with a



commercial pH-meter, the mean square error of 0.056 indicate the accuracy of the

designed system.



Capitulo 1. Introduccion

1.1 Planteamiento del Problema

La determinacion del pH es uno de los procedimientos analiticos mas
importantes y usados en ciencias tales como quimica y la bioquimica. El pH es una
medida utilizada para evaluar la acidez o alcalinidad de una sustancia generalmente
en su estado liquido. El potencial de Hidrégeno (pH) mide la concentracion de iones

de hidronio [H;0]* presentes en determinadas disoluciones.

El pH es un parametro clave para una amplia gama de aplicaciones que van
desde el tipo medio ambiental hasta las de caracter industrial y biomédico. En
términos generales, la determinacion del pH es primordial en areas relacionadas con
las ciencias de la vida, la industria alimentaria, la investigacion farmacéutica y el

estudio de suelos y aguas del planeta, por nombrar unos cuantos.

El método més difundido en la actualidad para medir el pH se basa en un
proceso electroquimico que requiere de un electrodo combinado de pH (basado en
un electrodo de referencia de Ag/AgCl y un electrodo de membrana de vidrio). Un
electrodo de pH es fiable y facil de manejar, tiene un costo relativamente bajo y
facilita mediciones rapidas y puntales. Los sistemas electronicos con los que suele
acoplarse, permiten una calibracion de al menos dos puntos con lo que pueden
analizarse muestras en un rango amplio de trabajo. Sin embargo, a pesar de estas
ventajas, existen desventajas relacionadas con las dimensiones y el disefio rigido del
electrodo de pH, la susceptibilidad del mismo a las interferencias eléctricas y a

ciertos analitos agresivos que pueden limitar su utilidad.

Del mismo modo, la fragilidad mecanica de su estructura, el constante

mantenimiento y su uso poco recomendado para mediciones a largo plazo debido a



las fluctuaciones en el potencial de la sefial, impide que se adapte bien para medir en

volumenes de muestra pequefios y en tareas de monitoreo continuo.

Con el desarrollo de métodos 6pticos en la quimica, se abre la posibilidad no solo
de simplificar las medidas (al no necesitar de un electrodo de referencia), sino
también se obtiene ventaja de su alta inmunidad a las interferencias eléctricas y
electromagnéticas. El disefio de un sistema Optico para determinar el pH resulta
atractivo, al integrar caracteristicas tales como la capacidad de realizar mediciones

continuas, un bajo consumo de energia y posibilidad de miniaturizacién.



1.2 Justificacién

Hoy en dia, diferentes sistemas analiticos disefiados para la determinacién de
compuestos presentes en liquidos y gases, basan su operacion en técnicas
espectrofotométricas que emplean diodos emisores de luz (LEDs) de los cuales
obtienen beneficios tales como un bajo consumo de energia y dimensiones

reducidas.

Por ello, el disefio de un sistema 6ptico para la determinacién del pH resulta
atractivo, al integrar caracteristicas tales como la capacidad de realizar mediciones
continuas, en un instrumento de caracteristicas portatiles, de bajo costo,
mantenimiento minimo y capaz de implementar las pruebas de determinacion de pH

en volimenes reducidos de muestra.

En este trabajo se propone el disefio de un sistema 6ptico-portable para la
medicion del pH, basado en el principio de absorbancia de una sustancia. La medida
de absorbancia se usa con frecuencia en la quimica analitica y en bioquimica, debido
a que su magnitud es proporcional al paso Optico en la muestra y a la concentracion
de la sustancia en ésta. Las variaciones de su magnitud estan relacionadas tanto con
la composicibn io6nica de la sustancia como de sus concentraciones

independientemente de su volumen.



1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo general

Disefiar y construir un pH-metro Optico portable que permita realizar

determinaciones de pH en volimenes pequefios de muestras liquidas, con el fin de

realizar tareas de monitoreo continuo in-situ. El sistema debera permitir medidas de

pH en los rangos tipicos de cualquier pH-metro comercial de membrana de vidrio.

1.3.2 Objetivos especificos

En base a un andlisis de diferentes longitudes de onda distintas, seleccionar la
adecuada para determinar el valor de pH de una sustancia.

Medir la absorbancia de una muestra a partir de la excitacién de las longitudes
de onda propuestas, para posteriormente relacionar su magnitud con el valor
de pH, mediante un procesamiento inteligente de sefial.

A partir de las pruebas realizadas, establecer el volumen de muestra minimo
con el que el sistema es capaz determinar pH correctamente.

Realizar una comparativa entre las determinaciones de pH obtenidas con el
pH-metro desarrollado y uno comercial, asi como con tiras reactivas
desechables a fin de corroborar su operacion.

Definir un protocolo para mediciones empleando el sistema 6ptico, que incluya
un proceso la calibracion que asegure una medida correcta de pH en

muestras reales.



1.4 Estructura de la tesis

La presente tesis se encuentra dividida en 5 capitulos organizados de la

siguiente forma:

En el capitulo 1 se han expuesto el planteamiento del problema, junto con la

justificacion del trabajo y se han establecido los objetivos a alcanzar en este trabajo.

El capitulo 2 corresponde al marco tedrico y antecedentes para la
determinacién del pH. Se da un panorama general de la clasificacion de los tipos de
sensores haciendo especial énfasis a los sensores Opticos. De igual forma se
presenta las diferentes fuentes de radiacién electromagnéticas utilizadas aplicando a
sensores Opticos. También se describe la técnica tedrica de PCA para el

procesamiento del conjunto de datos presentadas en este trabajo.

En el capitulo 3 incluye la solucion propuesta y se describen a detalle la
elaboracién de las muestras buffers manejadas, asi como la construccién del sistema
propuesto. Asi como también, las condiciones experimentales para la obtencion de
cada una de ellas. Ademas, se explica la metodologia y las herramientas empleadas

para su analisis.

El capitulo 4 muestra los resultados conseguidos por cada modelo generado a
partir de la metodologia descrita en el capitulo 3 y se presentan las comparativas

pertinentes entre los modelos propuestos, asi como la discusion de los mismos.

Finalmente, las conclusiones generadas por la realizacion de este trabajo son

presentadas en el capitulo 5.



Capitulo 2. Antecedentes

Antecedentes

2.1 El Aguay las soluciones acuosas

El agua es una sustancia versatil que actia como un medio para muchas
reacciones, por lo que se le nombra a menudo como “el solvente universal’.
Aunque el agua pura es un mal conductor de la electricidad, las impurezas que

contiene de forma natural la transforman en un relativamente buen conductor.

Las moléculas de agua estan en movimiento continuo, incluso a temperaturas
muy bajas. Cuando dos moléculas de agua chocan, un ion de hidrogeno se
transfiere de una molécula a la otra, ver figura 1. La molécula de agua que pierde
al ion hidrogeno se convierte en un ion hidréxido cargado negativamente. La
molécula de agua que gana el ion hidrogeno se convierte en un ion hidronio
cargado positivamente. Este proceso se conoce comunmente como la auto-

ionizacion del agua.

H—D + H—D #H—D—H + H—U
1 1 1

H H H

Ion Hidronio Ion Hidrdxido

Fig. 1. Auto ionizacién del Agua.



Esta reaccion se puede escribir como una disociacion sencilla. Ver figura 2.

H0 = H' + OW

lon lon
Hidrageno Hidrdxido

Fig. 2. Disociacion sencilla del agua.

En todas las otras soluciones acuosas, las concentraciones relativas de cada
uno de estos iones son desiguales. Cuando se aflade mas de un ion a la solucion,
la concentracion de la otra disminuye. La Ecuacion (1) describe esta relacion:

1
[H*][OH] = 1 x 10~14 (mT"l)Z — Ky @

El producto del hidrégeno y iones hidréxido es siempre igual a 1 X

mol
L

10~ (—)2. Por lo tanto, si aumenta la concentracién de un ion en un factor de

10, entonces la concentracién del otro ion debe disminuir por un factor de 10 dado
que esta relacion es constante, se le da el simbolo de Ky, conocido como el

producto ibénico constante para el agua.

Las soluciones acuosas que tienen una concentracion de iones de hidrogeno
mayor que la concentracion de iones hidroxido se denominan soluciones &cidas.
Cuando la concentracién de iones hidréxido es mayor que la concentracion de
iones de hidrégeno, la solucién se llama basica o alcalina. Las soluciones acuosas
son mezclas homogéneas de sustancias en iguales o distintos estados de
agregacion en las que el solvente generalmente es agua. Las soluciones acuosas
son las mas comunes en la mayoria de los campos cientificos, desde los
relacionados con la medicina hasta los asociados con la industria quimica y de
alimentos. Algunas de sus propiedades mas importantes son la concentracion,

temperatura y pH. Dentro de las ventajas de utilizar métodos 6pticos para obtener



los parametros de las soluciones, se encuentran que son una técnica no invasiva,

facil adquisicion de datos y control.

Muchos de los procesos bioquimicos tienen problemas debidos
principalmente a pequefios cambios en las concentraciones de iones de hidrégeno
[H'] por lo que es necesario estabilizar la concentracién de [H'] in vitro mediante
la adicion de un buffer adecuado al medio que no afecte al sistema. Si el pH de
una solucién permanece constante al agregarle cantidades pequefias de acidos o
bases fuertes, se dice que la solucién esta amortiguada [1]. Se conoce como
buffer o soluciébn amortiguada a aquellas sustancias que tienen la particularidad de
que al ser agregadas al agua generan un sistema que ante la adicion de acidos o

de alcalis, su valor de pH se modifica muy poco.

2.1.1 Actividad frente a la concentracion de iones de hidrégeno [H™]

En la determinacién electroquimica del pH, los electrodos de vidrio empleados
son sensibles a la actividad de los iones de hidrégeno de una solucion. En
consecuencia, la concentracion de hidrégeno no es el Unico factor que influye en
la determinacion del pH. La concentracion de otras especies quimicas en la
solucion, o la fuerza ionica de la solucién, es también una gran influencia en la

medicion del pH.

El término “fuerza idnica” [2] se utiliza para describir la cantidad de especies
iGnicas presentes en una solucioén, asi como la magnitud de la carga en ellas. La
presencia de iones externos en la solucion tiende a limitar la movilidad del ion de
hidrégeno, disminuyendo asi su actividad de [H*]. La ecuaciéon 2 describe

matematicamente el efecto de esta actividad:

) (2)
pH = —log{[H*] x [f]}

Donde f es el coeficiente de actividad.



En soluciones en las que la fuerza i6nica es muy baja, el coeficiente de
actividad es de 1.00 por lo que la actividad del ion de hidrogeno es igual a su
concentracion. A medida que la fuerza ionica de una solucidbn aumenta, el
coeficiente de actividad disminuye. Esto tiene el efecto de disminuir la actividad del

ion hidrogeno, que es visto como un aumento en el pH.

De igual forma, es conveniente mencionar que la temperatura afecta la
medicion del pH por la resistencia del electrodo de vidrio, debido que este es un
conductor ionico y la resistencia del cristal cambiara a medida que cambia la
temperatura de la solucion. El valor de la resistencia del electrodo de medicién se
basa en una serie de influencias: temperatura de la solucién, la formulacion y
espesor del vidrio, la forma de la punta del electrodo de medicion, el area de

superficie de medicion y el estado fisico de la capa del gel hidratado.

2.2 Definicién del pH

El pH es la medicion de la concentraciéon de iones de hidrogeno [H*]. La
unidad de pH mide el grado de acidez o basicidad de una solucion. Cada solucion
acuosa se puede medir para determinar su valor de pH dentro de un rango que

varia de 0 a 14 (escala de pH).

Los valores por debajo de pH 7 presentan propiedades acidas. Los valores
por encima de pH 7 tienen propiedades alcalinas. El pH 7 es el centro de la
escala de la medicion, no es ni acido ni basico, por lo tanto, es llamado “neutro”. El
pH se define como el logaritmo negativo del ion de hidrégeno de concentracién.
Esta definicion de pH se introdujo en 1909 [2] por el bioquimico danés, Soren

Peter Lauritz Sorensen. El pH se expresa matematicamente como:

pH = —log[H"] ©



Si la [H*] es mayor que [OH™] es &cido, si [H*] es menor que [OH™] es

alcalino, si ambas son iguales las soluciones son neutras.

2.3 Alternativas para determinar el pH

Aunque el método electroquimico para la medicién de pH en una solucion

acuosa es el mas difundido, existen métodos alternativos para su determinacion

[2]:

e Tiras reactivas: son materiales que estan especificamente disefiados para
cambiar de color cuando se expone a diferentes valores de pH. El color del
papel humedecido por la muestra corresponde con un color de la carta de
colores para inferir a un valor de pH. El papel de pH esta disponible para
rangos de pH estrechos (por ejemplo 3.0-5.5 de pH, de 4.5-7.5y de 6.0-8.0)
y a rangos de pH bastante amplios de 1.0-11.0. Este tipo de papel se usa

tipicamente para medir el volumen pequefio y preliminar de una muestra

(ver figura 3).
—
S\
e P
P\ A o ' \ Z
ﬁﬂ“‘“‘

Fig. 3.Tiras Reactivas de pH

e Colorimetros: estos dispositivos utilizan un vial apropiado en la muestra, a
la que se aflade un reactivo. La adicion de un reactivo produce un cambio
de color en la muestra. El color de la solucion se compara entonces con
una rueda de colores estandar o espectral para interpolar el valor de pH.

Normalmente se utiliza para determinar el valor de pH del agua en piscinas,
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spas, torres de refrigeracion y calderas, asi como las aguas de lagos y rios.

En la tabla 1 se muestra la diversidad de indicadores colorimétricos para

medir intervalos de pH [3].

Tabla 1. Indicadores acido-base

Indicador Color acido pH viraje Color basico
Amarillo de alizarina GG Amatrillo claro 10.0-12.1 Rojo castafio
Azul de bromofenol Amarillo 3.0-4.6 Violeta
Azul de bromotimol Amarillo 6.0-7.6 Azul
Fenolfthaleina Incoloro 8.2-9.8 Violeta/Rosa
m-Cresolplrpura Amarillo 7.4-9.0 Purpura
Naranja de metilo T Rojo 3.1-44 Amarillo naranja
Purpura de bromocresol | | Amarillo 5.2-6.8 Plrpura
Rojo congo | Azul Violeta 7.0-8.8 Rojo Naranja
Rojo de bromofenol Naranja amarillo 6.4-8.2 Pdrpura
Rojo cresol Amarillo 4.4-6.2 Pdrpura
Rojo de fenol Amarillo 6.4-8.0 Rojo
Rojo de metilo Rojo 8.6-10.0 Amarillo Naranja
Rojo neutro Azul Rojizo 5.0-8.0 Naranja amarillo
Timolftaleina Incoloro 8.6-10.0 Azul
Tornasol Rojo 5.0-8.0 Azul
Violeta de metilo Amarillo 0.1-1.6 Azullvioleta
Verde de bromocresol Amarillo 3.8-5.4 Azul
Rojo de Metilo/Verde de Rojo 4.4-5.2 Verde
bromocresol
Indigo carmiine Azul 11.4-13.0 Amarillo

e pH-metro: es un sistema sensor que basa su funcionamiento en el método

electroquimico para medir el pH de una solucién.

explicara a detalle la técnica mencionada.

En la secci6on 2.3.1 se

2.3.1 Medicion Electroquimica empleando un electrodo de pH

La medicion electroquimica de pH utiliza dispositivos que convierten la

actividad quimica de los iones de hidrégeno en una sefial eléctrica. EIl método mas

utilizado para la medicién de pH es el electrodo de membrana de vidrio como se

ilustra en la figura 4. Un medidor de pH mide la diferencia de potencial eléctrico

(voltaje) que se desarrolle entre un electrodo de membrana de vidrio (o también

llamado electrodo activo) y un electrodo de referencia (también se conoce como

un electrodo estandar). El electrodo de vidrio consta de un delgado bulbo de vidrio

11



(silicato o aluminosilicato tridimensional hidratado) sensible al pH, de composicion

quimica cuidadosamente controlada.

En ] & —| 7.00

I pH Analyzer

Electrodo de Medicion
(membrana de vidrio)

Electrodo de Referencia

Fig. 4. Par de electrodos.

Cuando el vidrio sensible al pH entra en contacto con un liquido, se forma en
la superficie una capa delgada de gel hidratado lo cual permite el intercambio de
iones entre la superficie del vidrio y la muestra liquida. En la superficie del vidrio se
forma el denominado potencial de Nernst. Si ambas caras del vidrio estan en
contacto con los liquidos, puede detectarse una tension entre los potenciales de
las dos superficies. Dicha tension guarda correlacion con la diferencia en la
concentracion de iones H+ y, por consiguiente, con la diferencia de los valores de

pH en ambos liquidos.

Este tipo de medicién se le conoce como una medicién potenciométrica y
generalmente se encuentra en el orden de mili volts (mV). Puesto que los
dispositivos de medida de tension solo determinan diferencias en los potenciales,
no existe un método para determinar el potencial de un solo electrodo. Un circuito
de medicion galvanica se forma conectando el electrodo de medicién y el

electrodo de referencia a la entrada de sefal del dispositivo de medicion.

La salida de tension galvanica producida por un electrodo de medicion
dependera de la actividad idnica de las especies para las que el electrodo fue
disefiado. En el caso de electrodos de pH, es la actividad del ion hidrégeno,

definiendo el principio basico de la medicion de pH.
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Actualmente los electrodos de pH son construidos de forma combinada, en

ellos se unen fisicamente el electrodo de vidrio con uno de referencia dentro de un

mismo cuerpo fisico.

2.4 Escalas de pH

de pH corresponde al nimero de lugares decimales bajo la columna de [H*].

En la tabla 2 se muestra las concentraciones de [H*] y [OH™] [2]. El valor

Tabla 2. Concentraciones de iones de hidrogeno [H*] e iones de hidréxido [OH™]

[OH-] (mol/L) pH [H+] (mol/L) Ejemplo Clasificacion
1x10-14 | 0.00000000000001 0 1 1x100 HCI Acidos
1x10-13 | 0.0000000000001 1 0.1 1x10-1 Acido estomacal
1x10-12 | 0.000000000001 2 |0.01 1x10-2 Jugo de limén
1x10-11 | 0.00000000001 3 0.001 1x10-3 Vinagre
1x10-10 | 0.0000000001 4 0.0001 1x10-4 Refresco

1x10-9 | 0.000000001 5 0.00001 1x10-5 Agua de lluvia
1x10-8 | 0.00000001 6 0.000001 1x10-6 Leche
1x10-7 | 0.0000001 7 0.0000001 1x10-7 Agua pura Neutral
1x10-6 | 0.000001 8 0.00000001 1x10-8 Claras de huevo Bases
1x10-5 | 0.00001 9 0.000000001 1x10-9 Levadura
1x10-4 | 0.0001 10 | 0.0000000001 1x10-10 Antiacidos
1x10-3 | 0.001 11 | 0.00000000001 1x10-11 Amoniaco
1x10-2 | 0.01 12 | 0.000000000001 1x10-12 Caliza Mineral -
Ca(OH)2
1x10-1 | 0.1 13 | 0.0000000000001 1x10-13 Drano®
1x100 1 14 | 0.00000000000001 1x10-14 NaOH

Los equipos comerciales para la medicién de pH se destacan por su relacion

calidad/precio, por lo que se pone a disposicién una tabla comparativa de algunos

sistemas existentes que permiten la medicion in-situ. Se incluye el tipo de método

de deteccion y la consideracion de variables asociadas a la fluctuacion del pH. Ver

tabla 3.
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Tabla 3. Comparativa de algunos sistemas comerciales de pH

Instrumento de Mediciéon

Caracteristicas

Marca Modelo Método de Temperatura | Presién Comunicacion Peso
deteccion
SeaBirds SBE 27 Referencia/Vidrio No No S/C -
Electronics pH/O.R.P.
Inc. (Redox) Sensor
YSI Inc. pHotoFlex pH Referencia/Vidrio Si Si USB 0.6 kg
Colorimeters
SMARTROLL™ | Referencia/Vidrio Si Si uUsB 2559
RDO® Handheld
Pro1020 Referencia/Vidrio Si Si USB 475 g
Metrohm 826 pH mobile Referencia/Vidrio Si No Rs232 -
780 pH Meter Referencia/Vidrio No No Rs232 -
Ocean In-situ Colorimétrica Si No USB -
Optics transmissive pH
sensors
Noninstrusive Reflectancia Si No USB -
reflective pH
sensors
Biotech Sartorius Stedim Fibra 6ptica Si No S/IC -
Biotech
CellPhase Nolnvasive pH Excitacién dual Si No USB -
sensors
Hash Hash One Referencia/Vidrio Si No S/IC -
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2.5 Sensores en la Quimica Analitica

Los sensores constituyen el primer y mas importante eslabon de la cadena
de medida, si su aportacion es deficiente, las etapas subsecuentes presentaran
fallas. Un importante requisito que deben cumplir los sensores es que
proporcionen informacién de forma continua y en tiempo real, al igual que lo hacen
los sentidos del cuerpo humano. Los sensores son dispositivos que transforman la
informacion fisica o quimica en una sefial Util que pueda ser procesada, ademas
de que proporcionan la informacion de una manera rapida sin necesidad de
andlisis complejos [4]. En un sentido mas amplio, el uso de los sensores no se
limita solamente a la medicion o la deteccién de cantidades fisicas, también
pueden ser empleados para medir o detectar propiedades quimicas, biolégicas,
Opticas, etc. En la figura 5 se puede apreciar la clasificacion existente de los
sensores Yy transductores [5], del cual se hace énfasis en los sensores 6pticos, ya

que es base fundamental de este trabajo.

H?&'ﬁc?m%'tg 1= Segin el tipo de sefial eléctrica que generan

| [ |
Pasivos o generadores Activos o moduladores Analogicas Digitales Temporales

Segiin el rango de valoresque

propurcienan Segun el nievel de integracion

[ | |
Todo o nada (ON-OFF) De medida Discretos Integrados Inteligentes

Segun el tipo de variable fisica medida

Ultrasonicos| |Aclsticos| | Radiacion Mecanicas Térmicas | |Eléctricas| (Maagnéticos - Quimicas

Fig. 5. Clasificacion de los sensores y transductores.
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2.5.1 Sensores Quimicos

Los primeros sensores quimicos surgen a principios del siglo XX [6, 7], pero su
aplicacion en el campo industrial es limitada debido a que su fabricacion en mayor
medida continua sigue siendo artesanal y por lo tanto su costo es elevado, en la
figura 6 se muestra datos sobre el porcentaje de crecimiento previsto en los
proximos 20 afos [8]. Dentro de este grupo, los biosensores son dispositivos que
se estan convirtiendo en una de las técnicas de diagnostico mas importantes en el
ambito clinico y tienen importantes aportes en areas asociadas a la vigilancia del
medio ambiente debido a su rapidez, especificidad, facilidad de fabricacibn masiva
y su relativo bajo costo.

Niwel, 105 alimentaria, 10%

Quimica y
Procesos
ustriales, 11%

caudal, 10%

Presion, 11% .
' Plasticos, 11%

Temperatura y

humedad, 732 Industrizs

metalirgicas, 11%

Fuerza, 11% Frio, 8%

Fig. 6. Crecimiento en el uso de sensores quimicos.

2.5.2 Sensores Opticos

La aparicion de las nanotecnologias esta teniendo un efecto positivo sobre el
desarrollo de los sensores optoelectronicos y muy probablemente los sensores
integrados a nanoescala terminaran revolucionando la atenciébn médica, el
monitoreo del clima y la deteccion de sustancias téxicas. Segun Michael Lebby,
Presidente de la Asociacion de la Industria de Desarrollo Optoelectrénica OIDA [9],

el mercado potencial para los sensores fotonicos en el area médica para el afio
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2009, muestra una alta inversion respecto a los sensores quimicos tradicionales,

ver figura 7.

Produccion de sensores

M Sensores de Fibra optica Sensores Quimicos ® Sensores Fotonicos- Biomédicos

Fig. 7. Mercado Potencial de los sensores Foténicos en el 2009

Esta tendencia de los dispositivos fotonicos de diagnostico es justificable
debido a que su constante desarrollo promueve la miniaturizacion, portabilidad,
eficiencia energética y produccion costeable, haciendo que su uso en aplicaciones

biomédicas sea mas atractivo.

De manera general, un sensor Optico es aquel que es capaz de detectar
diferentes factores a través de un lente Optico y basa su transduccién en el
aprovechamiento de la interaccion entre la luz y la materia para determinar las
propiedades de ésta. Las complejidades de los sensores Opticos varian

considerablemente en funcién de la aplicacion.

La figura 8 muestra un esquema de la clasificacién de los sensores 6pticos

mas utilizados, atendiendo diversos aspectos [10]:
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En funcion de la naturaleza del En funcion del tipo de
parametro a cuantificar interaccion con el analito

Sensores Sensores
reversibles Imeversibles

Sensores

quimicos Sensores fisicos

En funcion de la naturaleza de la propiedad optica medida se dividen

Sensores de Sensores de
dispersion indice de
Raman refraccion

Sensores de Sensores de Sensores de
absorbancia Reflectancia luminiscencia

En funcién de la

Segun la funcion que ejerce la fibra dptica configuracion(forma externa) del
Sensor

Optrodos
*semi activos”
0 “activos
extrinsecos’,

Optrodos
pasivos 0
extrinsecos

Optrodos Sensores tipo Sensores tipo

activos 0 sonda "célula de flujo"
infrinsecos

Fig. 8. Esquema de los sensores 6pticos.
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2.5.2.1 Ventajas e inconvenientes de los sensores opticos

Los sensores oOpticos, de mas reciente aplicacidon que los electroquimicos,
muestran ciertas ventajas sobre éstos, sobre todo en algunos campos concretos
de aplicacion, en contraparte existen problemas al utilizarlos. Estas ventajas y

desventajas[11, 12] desventajas se muestran en la tabla 4.

Tabla 4. Ventajas e inconvenientes de los sensores Opticos.

Ventajas Desventajas
No requieren de una sefial de referencia como  La interferencia de la luz ambiental obliga aislar
los electroquimicos. adecuadamente las terminales sensibles o a
modular la sefal.

Posibilidades de control a distancia de lugares La fotosensibilidad del material, empleando
poco accesibles fisicamente aquellos sensores que utilizan reactivos para el
reconocimiento del analito, sobre todo en los
casos en que deben de estar expuestos a la
radiacién electromagnética durante un largo
El uso de fibras 6pticas puede trasmitir mucha periodo de tiempo, con el fin de realizar en
més informacién que un cable eléctrico. continuo la medida de un determinado analito.

Bajo coste y tecnologia bien establecida.

Las senales opticas determinan: A, @, Los accesorios comerciales para los sistemas
polarizacion, intensidad, tiempo de decaimiento. Opticos todavia no estan optimizados ni
estandarizados.

Facilidad de miniaturizacion

Métodos de andlisis no destructivos/invasivos.
Una de las principales desventajas que
presentan los optrodos, es que no miden
No esté sujeto a interferencias eléctricas. actividad, sino concentracion, siendo por ello su
sefial analitica fuertemente dependiente de la
fuerza iénica del medio.

Capacidad de conformar redes espaciales de
sensores para el control de parametros en
grandes superficies.
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2.6 Lamedida de laradiacion electromagnética

Los sensores Opticos utilizan como estimulo fisico la radiacion
electromagnética y todos los métodos oOpticos de andlisis quimico se basan en la

interaccion de ésta con la materia. Las utilizaciones de los sensores opticos

cubren diferentes regiones del espectro (ver figura 9).

Color Longitud de onda (&)

380-450 nm

450-495 nm

495-570 nm

570-590 nm

590-620 nm

620-750 nm

1074 10°° 107 1078 10-10 10°13

Rayos
Infrarrojos

Rayos
Gamma

Ondas de radio Luz Visible | Ultravioleta | X-Rays

Maranja I Amarillo

Fig. 9. Espectro visible, UV-visible-IR.

El espectro visible de luz es el espectro de radiacion electromagnética que es visible
para el ojo humano. Va desde una longitud de onda de 400 nm hasta 700 nm. Ademas,

también se conoce con otro nombre: el espectro Optico de la luz.

La informacion que se extrae de la radiacion electromagnética con objeto de
cuantificar determinados parametros, suele estar asociada con la intensidad (flujo
de energia por unidad de area en unidad de tiempo). Sin embargo, de un haz de
radiacion es posible extraer mas informacion que solo su intensidad; existiendo
magnitudes relacionadas con la fenomenologia 6ptica, tales como el indice de
refraccion y las variaciones de la luz, donde se involucra la reflectancia,

luminiscencia, fluorescencia y absorbancia.
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2.7 Espectrofotometria

El término espectrofotometria se refiere al uso de la luz para medir las
concentraciones de sustancias quimicas. Cuando una molécula absorbe un foton,
Su energia se incrementa. Se dice que pasa a un estado excitado. Si por el
contrario emite un fotdn, su energia disminuye. El estado de menor energia de una
molécula se denomina estado basal o fundamental. En la figura 10 se describe un

esquema basico de un espectrofotbmetro

Fuent Monocromador
uente .
5 | [5eleccion de Celda con Detector de
de luz longitud de onda) el analito |—  * luz
Py Py

Fig. 10. Esquema Basico de un Espectrofotémetro.

Una fuente de luz se hace pasar por un monocromador. Este permite
seleccionar un haz de luz con una unica longitud de onda. Este haz de luz
monocromatica incide sobre una celda de ancho b que contiene la solucion con el
analito. Si la solucion absorbe la luz, la potencia radiante incidente P, del haz de
luz disminuye al emerger de la celda. Los valores de la potencia radiante
emergente P, tienen que cumplir necesariamente la siguiente relacion:

4
P, <P,

Como se muestra en la tabla 5, los métodos espectréquimicos se clasifican en
cuatro categorias [13]. Cada una de ellas, requieren la medida de la potencia
radiante, Py, que es la energia de un haz de radiacién que alcanza un area dada

por segundo.
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Tabla 5. Principales clases de métodos espectro-quimicos

Clase Medida de la Relacion con la Emision atémica
potencia de concentracién
Radiacién
Emisién Emitida, Pe P.=kc Emisién Atbmica
Luminiscencia Luminiscente, P; Pi=kc Fluorescencia,
fosforescencia y
guimioluminiscencia
atébmica y molecular
Dispersion Dispersada, Pqg Pq4=kc Dispersion Raman,
turbidimetria y
Nefelometria
Absorcion Incidente Pg y -log P41/ Po =kc Absorcion atémica y

Trasmitida P

molecular

En los instrumentos modernos, Pg, de determina con un detector de radiacion

gue convierte la energia radiante en una sefal eléctrica S. Generalmente S es un

potencial o una corriente que idealmente es directamente proporcional a Pg. Esto

es:

S=kPR

(5)

Donde k es una constante. Algunos detectores perciben una pequefa respuesta

constante, denominada corriente oscura, k;, en ausencia de radiacion. En estos

casos, la respuesta se establece mediante la relacion:

S:kPR+ kd

(6)

k;, es generalmente pequefia y constante al menos durante cortos periodos

de tiempo. Los instrumentos espectroquimicos estan normalmente equipados con

un circuito compensador que reduce k,; a cero cuando se realizan las medidas. En

dichos instrumentos se aplica la ecuacion (5).

La potencia emitida por un analito tras la excitacién para las tres primeras

clases es, en general, directamente proporcional a la concentracién del analito:

c{Pr = k'c}

(7)
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Combinando la Ecuacion (7) y la Ecuacion (6) da lugar a

, (8)
S=k'c
Donde k' es una constante que puede calcularse excitando a uno o mas
patrones con la radiacion correspondiente del analito y midiendo §. Para los
métodos basados en luminiscencia y dispersion, se aplican también relaciones

analogas.

Los métodos cuantitativos basados en la absorcion requieren dos medidas de
potencia: una antes de que el haz haya pasado a través del medio que contiene al
analito (Py) y la otra después (P,). La transmitancia y la absorbancia son los dos
términos que se utilizan ampliamente en la espectrometria de absorcién y se
relaciona por la razén de P, y P,. La potencia radiante Pgse define como energia

por unidad de tiempo y por unidad de area o seccion.

23



2.8 Fuente de radiacion electromagnética

Las fuentes de radiacion que potencialmente se utilizan en los optrodos (de
optico y electrodo) [8] u optodos (del griego “otTkog 0d0¢ “0 paso 6ptico) [14] se
clasifican en laseres y lamparas. En la tabla 6 se muestra las ventajas e
inconvenientes de algunas fuentes de radiacion empleadas en la instrumentacion

con sensores.

Tabla 6. Caracteristicas de las fuentes de radiacion

Clase Caracteristicas Aplicacién a sensores Opticos
Tungsteno- halégeno Espectro restringido al Absorbancia
visible Reflectancia

Moderada intensidad
Bajo coste-bajo consumo
Larga duracion

Deuterio Espectro restringido al UV Absorbancia
Baja intensidad Reflectancia
Arco de mercurio Espectro de lineas Fluorescencia
(UV-Visible)
Alta intensidad
Arco de Xenon Amplio Espectro Fluorescencia

Alta intensidad
Tiempo de vida corto

LEDs Espectro muy restringido Absorbancia
Pequefio tamafio Reflectancia
Relativa alta intensidad
Bajo coste
Laseres Espectro restringido Fluorescencia
Alta intensidad Raman
Alto coste

El uso de LEDs en los ultimos afios ha demostrado tener ventajas como es: su
sencillez de operacion, su bajo costo, su tamafio, su bajo consumo de energia, su
alta estabilidad a vibraciones e impactos, al ser solidos y no disponer de
elementos internos moviles, su longevidad y la disponibilidad en el mercado con
diversas longitudes de onda. La iluminacion LED no tiene perdidas por la reflexion
y una de las ventajas es que cumplen con las regulaciones ROHS lo que significa
gue no tienen ninguno de los metales pesados como el plomo(Pb), el mercurio
(Hg) o cadmio (Cd) en comparacién de las otras clases de fuentes de luz que se
hizo mencion en la tabla 6, de esta manera los LEDs son una alternativa rentable

en las aplicaciones de instrumentacion portatil.
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2.9 Absorbancia

La absorbancia es una medida de la radiacion que absorbe una sustancia
cuando sobre esta inciden las ondas electromagnéticas de una determinada
longitud de onda. La absorbancia varia con la composicion y la concentracion de
los elementos en una muestra, por lo que se emplea comiunmente en la quimica
analitica para la caracterizacion de liquidos y gases. Cuando la medicion de la
absorbancia se hace a una longitud de onda especifica la técnica es conocida
como colorimetria y se usan todas las longitudes de onda del espectro visible o

cuando se incluye el ultravioleta se le conoce como espectrofotometria.

La absorbancia, 4,, se puede calcular en funcién de las intensidades de la luz
transmitida y recibida por la muestra, tal como se expresa en la Ecuacién (9), y se

rige por la ley de Lambert-Beer [15].

I 9
A, = —Logi = &bC ®)

Donde I, es la intensidad incidente sobre la solucion e I; es la intensidad que
sale de la solucion, 4 es la longitud de onda de la luz aplicada, C es la
concentracion de la muestra absorbente (moles-1"1), b es el paso optico
(espesor de la celda cm) y € es el coeficiente de absortividad molar. Esta ley
expresa la relacion directamente proporcional entre la absorbancia y la

concentracion de un determinado compuesto.

El coeficiente de absortividad molar, & depende de la naturaleza de la
especie y de la longitud de onda de la medida [16]; su valor esta relacionado con
la probabilidad de que se produzca una determinada transicion de los electrones
implicados en los enlaces moleculares para dar lugar a una molécula
electronicamente excitada. La relacion entre las probabilidades de la transicion y el

coeficiente, &, viene dada por la siguiente expresion:
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19 (20)
e=8.7xXx10"VP-a

Donde P es la probabilidad de la transicion (0<P<1) y a es el area de la
seccion transversal de la molécula, expresada en centimetros cuadrados: (a ~

10715 — 1071 cm?2).

La absorbancia tiene una fuerte dependencia con la longitud de onda incidente
que interacciona con la muestra. Esta interaccién es débil o fuerte dependiendo de
como es el acople de la radiacion electromagnética con la estructura molecular del
sistema en estudio. En los sistemas de medicion comercial se emplea para
relacionar la absorbancia con respecto a la intensidad emitida y detectada, como

se muestra en la ecuacion (9).

Cuando la luz interacciona con los materiales puede ocurrir los siguientes
procesos: Reflexion (Ig), Absorcién (I4) y Transmision (Ir), que se encuentran
fundamentados en la conservaciéon de la energia y se puede ver representado en
la ecuacion (11):

(11)
Io=Ig+ 14+ Iy

La absorciéon de la energia radiante de las moléculas en solucion depende de
la forma en que dichas moléculas se encuentren en equilibrio. En particular para
las especies que presentan propiedades acido-base, la absorcién de la luz sera
diferente si dicha especie se encuentra protonada o no, consecuentemente las
disoluciones de especies acido base presentaran valores de absorbancia que
dependeran del valor de pH de equilibrio. La longitud de onda, para la cual ambas
especies tienen la misma absorbitividad molar, se llama punto isosbéstico (del
griego, iso-, igual y sbennyai, extinguir). Asi, ambas especies tienen la misma

capacidad para absorber (extinguir) radiacion.
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En la figura 11 se aprecia la escala de un fotbmetro, lo cual es importante

para tener en consideracion el rango de las mediciones de absorbancia [13].

YT
0 10 20 30 40 50 60 70 80 50 100
(1 1 1 J | 1 1 | 1 |
nm et 0 rr
2015 1.0 08 0.7 0.6 0.5 0.4 0.3 0.2 0.1 0.05 0.00
A

Fig. 11. Escala de fotémetro basico

2.10 Técnicas de Andalisis de Datos

El procesamiento de datos es una parte primordial en el desarrollo de los
sistemas instrumentales, debido a que es la fase que se encarga de interpretar la

informacion adquirida y tomar decisiones.

De manera general, el procesamiento suele llevarse en dos etapas
principales. En la primera de ellas su propésito estd enfocado en analizar
preliminarmente la informacion a fin de establecer que los registros adquiridos
poseen informacion analitica suficiente mediante la identificacién de patrones,
eliminacién de ruido y posibles redundancias. En La segunda etapa se elaboran
los modelos matematicos necesarios para conseguir interpretar cuantitativa o

cualitativamente la informacion disponible.
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2.10.1 Anélisis de Componentes Principales

El Analisis de Componentes Principales (PCA, por sus siglas en inglés) es
una herramienta de analisis de datos mediante la cual es posible conseguir
informacion relevante de un conjunto de variables, dispuestas en una matriz
(donde las filas corresponden a los objetos de estudio y las columnas
corresponden a las variables medidas) mediante una trasformacion basada en
proyecciones ortogonales de los datos. La técnica es capaz de eliminar las
posibles redundancias en la informacion y permite reducir el conjunto de datos a
una dimensién menor, siempre y cuando exista una estrecha relacion lineal entre

variables.

Con un analisis PCA es posible observar de forma gréfica las relaciones
ortogonales que describen la variabilidad de los datos. Estas relaciones
ortogonales son llamadas Componentes Principales (PCs) y son utilizadas como el

sistema de ejes de coordenadas al que seran transportados los datos.

Cada PC representa un porcentaje de variabilidad del conjunto de datos
original. Es asi como el primer PC representa la méxima variabilidad contenida en
el conjunto de datos completo, el segundo PC corresponde a la maxima
variabilidad de los datos una vez excluida la primera componente y asi
sucesivamente hasta conseguir un numero de componentes igual al nimero de
variables consideradas. En general, las Ultimas componentes suelen asociarse a
las pequefias variaciones debidas al ruido instrumental o errores producidos al
momento de la medicién, por lo que hasta cierto punto pueden ser excluidas, este
hecho permite asociar a la técnica como una herramienta de reduccion de datos
[17].

Matematicamente un andlisis PCA estd representado por la siguiente

ecuacion.
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% (12)
X=TPT+E= Ztapf;+E

a=1

Donde X es la matriz que sera descompuesta en el producto de una matriz
de cargas P que representa los angulos establecidos entre los ejes de
coordenadas originales y los ejes del nuevo universo de datos; y una matriz de
scores T que contiene las coordenadas de los datos en los nuevos ejes. Afadido a

este producto una matriz E que almacena los residuos de la matriz original.

El nUmero de componentes principales utilizado para modelar un conjunto
de datos es definido mediante el porcentaje de varianza explicada que presenta
cada uno de los PCs. Como los PCs se encuentran en orden de importancia, el
namero adecuado de componentes a utilizar estara establecido hasta que el

cambio de la varianza entre una componente y otra no sea significativo.

El andlisis PCA tiene gran aceptacion debido a la interpretacion grafica que
se puede conseguir en el analisis de datos. Sin embargo, debe tomarse en cuenta
que, si los datos analizados presentan caracteristicas de no linealidad, el analisis

PCA carece de relevancia [18].
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2.10.2 Redes Neuronales Artificiales

Las Redes Neuronales Artificiales (ANNs, por sus siglas en inglés) son un
sistema matematico desarrollado para imitar algunas caracteristicas del cerebro
humano. Aunque todavia se ignora mucho sobre la forma en que el cerebro
aprende a procesar la informacion, estudios sobre la anatomia del cerebro
humano evidencian que las neuronas y las conexiones entre ellas (conocidas
como sinapsis), representan la clave en el proceso cognitivo. El interés inicial en
estos sistemas surgid con la esperanza de permitirnos aumentar nuestro

conocimiento sobre el cerebro, la cognicidbn humana, y la percepcion[19].

El éxito de estos sistemas en tareas como la clasificacion, la regresion y el
pronéstico atrajo la atencion de las diferentes comunidades cientificas[20, 21],
quienes por primera vez tenian a su disposicion una herramienta para construir
sistemas verdaderamente no lineales con una gran cantidad de variables de

entrada

Una ANN trata de encontrar la relacion que existen entre un conjunto de
datos de entrada denominados variables independientes o descriptores y un
conjunto de datos de salida llamados variables dependientes o respuestas. Esta
relacion entre datos de entrada y salida se lleva a cabo mediante la interconexion

de elementos llamados neuronas que forman la estructura de una ANN.

La arquitectura de una ANN se caracteriza por la funcién activacion, la
topologia de la red y el algoritmo de entrenamiento [22]. Los datos descriptores
son presentados en la arquitectura de la ANN por la capa de entrada y conforme
llegan a una capa oculta los datos son ponderados, después se efectia una
sumatoria de los datos ponderados evaluados mediante la funcion de activacion
de esta capa. Los datos son enviados posteriormente a la capa de salida, donde
nuevamente son ponderados y sumados después de ser evaluados por la funcién

de activacion de esta capa, véase figura 12 [23-25].
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Fig. 12. Arquitectura de una ANN

Para comprender el funcionamiento del modelo, definiremos los siguientes

conceptos:

Conexiones ponderadas: Hacen el papel de las conexiones sinapticas, el peso
de la conexion equivale a la fuerza o efectividad de la sinapsis. La existencia de
conexiones determina si es posible que una unidad influya sobre otra, el valor de
los pesos y el signo de los mismos definen el tipo (excitatorio/inhibitorio) y la

intensidad de la influencia.

Funcién de propagacion o de red: Calcula el valor neto de la entrada total a la
unidad, generalmente corresponde a la suma de todas las entradas ponderas
recibidas, es decir, de las entradas multiplicadas por el peso o valor de las
conexiones, esta suma equivale a la combinacion de las sefiales excitatorias e
inhibitorias de las neuronas biologicas. Si asumimos que tenemos un nimero N de

entradas, se tiene la siguiente definicion

C (13)
netj = Z le-xl-
i=1
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Funcion de activacion: Es quiza la caracteristica principal de la neurona, y la
encargada de definir el comportamiento de la misma. Entre las funciones de
activacion mas utilizadas estan el logaritmo sigmoidal, tangente sigmoidal y
funcién lineal. Retomando lo anterior, una vez que la entrada neta de la neurona
ha sido calculada, se transforma al valor de activacién o activacion simplemente.
Este valor de activacién puede escribirse como sigue:

(14)
a;(k) = f (¢ (k = 1),net; (k)

De lo anterior es posible observar que la activacion a;(k) es funcion de la
entrada total net; y que depende también de un valor anterior de la activacion

a; (k —1). La notacion de k — 1 denota un paso previo antes del instante k.

En la mayoria de los casos, la activacion y la entrada total son idénticas y los
términos pueden intercambiarse. De éste modo, el Unico parametro que es
modificado por la funcién de activacion f de la neurona sera directamente la suma

ponderada net. Por lo que la salida de la neurona y; esta dada por la siguiente

expresion:

C (15)
yj = f(net; +6;) = f Z Wjix; + | 6;
I=1

El término 6; que aparece en esta ultima definicion obedece al hecho de que la

funcién de activacion no esta centrada en el origen del eje que representa el valor
de la entrada total, sino que existe cierto desplazamiento debido a las
caracteristicas internas de la propia neurona y que difiere en cada una de ellas,
por lo que su valor tan sélo representa un parametro de ajuste y no una entrada
mas. Este valor es conocido como bias y representa el nivel de activacion de la

neurona.
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Salida: Corresponde al valor calculado por la funcién de activacion de la
neurona, este valor cumpliria la funcion de la tasa de disparo en las neuronas

biolégicas.

La seleccion de los parametros apropiados en una red neuronal (nimero
de capas y neuronas, funciones de transferencia, error de entrenamiento, etc.)

suele ser un proceso que se realiza a prueba y error.

El Perceptron Multicapa (MLP, Muli-Layer Perceptron) esta red es la mas
usada en la actualidad ya que se puede aplicar en problemas de clasificacion,
modelado, prediccion de series temporales, control discreto, etc. [26].

Dentro de los algoritmos de entrenamiento mas utilizados se encuentra el de
Retropropagacion del Error (Backpropagation, por sus siglas en inglés) y el de
Regularizacion Bayesiana. El lector puede encontrar informacion més detallada al
respecto en siguiente referencia [27, 28].
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2.11 Estado del Arte en las mediciones de pH con métodos 6pticos

En 1987, Jiri Janata [29] presenta uno de los primeros trabajos en donde se
documenta la determinacion optica del pH. En dicho trabajo se describen los
problemas asociados a dicha determinacion empleando Optrodos, asi como los

trabajos termodinamicos al momento de considerar un disefio optico.

En 1989, Whitney King et al., [30] reportan un proceso colorimétrico para la
determinacién del pH en agua de mar a 25°C utilizando 5 indicadores (azul de
timol, azul bromofenol, verde bromocresol, violeta bromocresol y rojo fenol). Las
mediciones que realizaron fueron usando un sistema espectrofotométrico, para
determinar el punto isosbéstico para cada longitud de onda. Su aporte marca una
alternativa a las mediciones clasicas de pH en el agua de mar empleando
sensores potenciométricos basados en un electrodo de vidrio y un electrodo de

referencia

En ese mismo afio, Robert H. Byrne et al. [31] utilizan un indicador llamado
rojo cresol en la solucibn por analizar, donde indican las comparaciones
significativas de pH en el mar y se pueden obtener en un nivel de 0.001 unidades
de pH. Ellos utilizan un espectrofotometro comercial DMS-100 UV-VIS para
realizar las mediciones con diferentes longitudes de onda, donde tuvieron mejores

resultados de precision para la salinidad, usando la longitud roja y amarilla.

En 1998, Schnable et al. [32] desarrollaron una matriz de LEDs (para la
longitud de onda visible e infrarroja) mdultiple portatil, donde su espectro se
encuentra en el rango de los 420-950 nm, donde afirman que la sensibilidad
obtenida en las medidas es igual o mejor que muchos espectrofotbmetros de
grado investigacion. La caracteristica principal de su disefio, es la colocacion de

los LEDs a 90° para la medicion de las muestras.
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En 2003, Todd R. Martz et al. [33] emplean un sensor autbnomo de pH para
mediciones in-situ de largo plazo en aguas naturales. El sistema se basa en las
mediciones espectrofotométricas de una mezcla obtenida entre un volumen de
muestra de agua y el indicador sulfonephthaleina. El disefio Optico utilizado
contiene una pequefia bomba de baja potencia con valvula que permite hacer
mediciones de absorbancia y la determinacién directa de la perturbacion del
indicador de pH. Las longitudes de onda que registran son tres: 439,579 y 735 nm.

Ese mismo afio, Li et al. [34] describen un instrumento de analizador de flujo,
barato y portatil utilizando diferentes técnicas espectrofotométricas, aplicado a una
amplia gama de analitos. Por su parte Dasgupta y Wego [35, 36] han desarrollado
fotbmetros basados en LED aplicados en la instrumentacion espectrofotométrica

como fuentes de radiacion.

En 2006, King Tong Lau et al. [37] fabricaron un LED de estado sélido y de
bajo costo, que contiene una membrana verde de bromo-cresol para poder
trabajar como un sensor de pH. El disefio del sistema Optico consta de un
compartimiento rectangular donde se puso en contracara el LED con el
fotorresistor (LDR). En medio de los LEDs se colocé la muestra real, lo que
permite el LDR sea capaz de detectar las mediciones del experimento. Los datos

fueron adquiridos por una computadora usando comunicacion RS232.

En este mismo afio, Tai-Sheng Yeh et al. [38] elaboran un espectrometro de
LED de bajo costo que puede ser operado de manera independiente o bajo el
control de un ordenador. Para poder realizar el espectrofotdmetro se utiliz6 un
PIC16F877 donde incluyen 7 longitudes de onda que proporcionan espectros de
absorcion visible y predicen la maxima absorcion de la muestra real. Los espectros
obtenidos fueron comparados por el espectrofotometro comercial Ocean Optics
USB2000. Las muestras buffer de pH fueron indicadores universales dentro de la
escala de 1 al 13 y las muestras reales fueron indicadores como son: Morado de

Bromocresol y Verde Bromocresol.
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En 2009, Germano Veras et al. [39] construyen un espectrofotometro
microcontrolado portétil de bajo costo, usando como fuente de radiacion un LED
blanco, un CD (Compact Disc) como rejilla de difraccion para poder elegir la
longitud de onda de la regidn visible. El sistema Optico-mecéanico ocupa una lente
para focalizar la rejilla, un motor paso a paso para mover la rejilla de difraccion
para promover la exploracién de la region espectral de interés. Con el fin de
aumentar la relacion sefal a ruido en las mediciones espectrofotométricas, se
utilizé un fototransistor de alta sensibilidad espectral en la region visible para
obtener las mediciones de colorantes alimentarios comparando resultados con
aparatos comerciales HP y Micronal. El control del instrumento propuesto, la
adquisicién y el tratamiento de los datos se lleva a cabo de un circuito electrénico

basado en un microcontrolador programable (PIC16F877).

En 2010, Hai-xu Chen et al. [40] utilizan un disefio Optico in-situ, para sensar
de manera colorimétrica el pH de una pelicula delgada de sol-gel fluorescente en
un rango de pH de 1 a 7. El método de deteccion de pH colorimétrico esta
compuesto por un doble sistema de emision de luz, usan un LED con una longitud
de onda de 465 nm, para excitar el colorante del indicador de pH y otro LED de
660 nm usado como luz de fondo, en el cual estdn posicionados a 90° de la
pelicula. La luz de fondo sirve para dar estabilidad y es punto de referencia para
calibrar los efectos de temperatura y fluctuaciones del medio. Con el fin de obtener
imagenes 6ptimas utilizaron una CDD para medir parametros que son: balance de
blancos, apertura, sensibilidad. Para registrar los espectros de fluorescencia

utilizaron un espectro comercial F-4500 Hitachi Co. Ltd, Japon.

En 2011, S. Abman et al. [41] realizan un espectrémetro de alta precisién para
determinar el pH del agua de mar in-situ que soporta las duras condiciones del
mar. El espectrometro utiliza una CCD (fotodetector) conectado a un sistema de
fibras opticas para reducir el impacto de las burbujas. La configuracion que

presentan es un sistema automatizado que consiste en una bomba de jeringa, un
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sistema de intercambio de calor, una unidad de control y registros de datos y por
el dltimo el sistema Optico. EI manejo de los liquidos utilizan una bomba
peristaltica (ISMATEC,ISM597D) para asegurar el flujo estable y la bomba de
jeringa sirve para la inyeccién precisa del indicador. Para las mediciones Opticas

usan un LED blanco ultra brillante como fuente de luz.

El trabajo mas reciente es del afio 2014 de Bo Yang et al. [42] en donde
desarrollan un sistema Optico portable para hacer mediciones de pH. Su principal
aporte es la propuesta de utilizar dos fuentes de luz LED diferentes de longitudes
de 434 nm y 578 nm para generar una salida de la absorbancia maxima de la
muestra dependiendo de cada longitud de onda.

Finalmente, un review interesante presentado por Dorota en el afio 2013 [43],
tiene un aporte importante al actualizar la definicibn de sensor Optico-quimico
como un dispositivo de analisis miniaturizado que puede ofrecer en tiempo real, la
informacion en linea sobre la presencia de compuestos o iones especificos en
muestras complejas. Los trabajos incluidos en esta revision se basan en sensores
de Opticos de pH, donde la absorcion y fluorescencia son base clave para la
determinacién de pH haciendo uso de colorantes, indicadores colorimétricos o

indicadores fluorescentes.
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Capitulo 3. Desarrollo

3.1 Disefio y construccion de la solucién propuesta

En este trabajo se describe el desarrollo de un sistema 6ptico portatil usando
LEDs, para mediciones espectrofotométricas en diferentes soluciones buffer de pH

utilizando ocho clases de indicadores colorimétricos.

Inicialmente la eleccion de las longitudes de onda para los LEDs, fue tomada
en base a los trabajos de Tai-Sheng y Bo Yang [38, 42], considerando 6 longitudes
de onda del espectro visible: Cyan (430 nm) ,Azul (472 nm), Verde (532 nm),
Amarillo (590 nm), Naranja (592 nm), Rojo (638 nm). Sin embargo, después de
diferentes pruebas se descartaron 3 de ellas, debido a que no hubo mayor
respuesta en la obtencién de la absorbancia, al obtener magnitudes por debajo de
0. Las longitudes de onda finalmente elegidas son: Azul (472 nm), Verde (532 nm)
y Rojo (638 nm).

El prototipo desarrollado dispone de 6 canales; uno para cada LED por
duplicado, permitiendo realizar una comparativa de la muestra de referencia
(blanco) y aquella en la que se determinara el pH (basada en una solucién buffer

de pH y un indicador colorimétrico).

En la figura 13 se muestra la distribucion de los canales destinados para cada

una de las muestras.
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Canal ) Analito
louty  %=472 nm Blanco
loutz =472 nm Muestra(ph+Ind.Col.)
loutz  %2=532 nm Blanco
louts  Xz=532 nm Muestra(ph+Ind.Cal.)
louts  h3=B38 nm Blanco
louts  %3=B38 nm Muestra(ph+Ind.Col.)

Fig. 13. Distribucion de las muestras con respecto a las longitudes de ondas
(A1=472 nm, A,=532nm, A3=638 nm).

El disefio general del instrumento se divide en 5 etapas: Selector de fuente de
luz, etapa de acoplamiento de la sefal (sensor), sistema de medicién de
absorbancia programado dentro del microcontrolador, analisis de la sefal y

finalmente la identificacion del pH de las muestras, vea figura 14.

Sistema de Medicion
de Absorbancia
— Selector de
Microcontrolador Fuente de -
_ Nz |
Lazo de control (Cambio
de fuente de luz) = J
= “
Etapa de
i ) . acoplamiento
Calibracion Medicion de la de la sefial
del sistema muestra y (sensor)
registro
o | Eam) Wy
Anlisis dela = | Identificacion del pH de
sefial
las mmuestras

Fig. 14. Diagrama a bloques del sistema 6ptico (Flecha negra haz de luz seleccionado y flecha azul

control electrénico).

El sistema opera en diferentes modulos. El primer modulo consiste en un
selector de fuente de luz, de tal forma que se pueda elegir que longitud de onda va
a incidir y excitar a la muestra. Después se encuentra la etapa de acoplamiento de

la sefal, donde la sefal entregada por el sensor se acondiciona para ser enviada
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al sistema de registro en el microcontrolador Arduino® Mega 2560 [44]. Este
altimo serd el encargado de controlar el sistema para obtener las sefiales de
absorbancia y por consiguiente analizar las sefiales incidentes de la muestra

entregadas del sistema.

Los materiales utilizados para la fabricacion del instrumento tienen una alta
resistencia quimica y esta debidamente aislado de la luz externa con la finalidad
de reducir interferencias 6pticas que afecten al sistema 6ptico disefiado. Por ello,
para el chasis del prototipo se utilizO una lamina de acrilico negro pulido de la
empresa Plastico Acrilico y celdas de plastico desechables para analisis
espectrofotométricos en la region UV-VIS de la empresa BRAND [45]. En la figura
15 se muestran la placa shield MegaArduino 2560 del instrumento disefiado y el

principio basico de la espectrofotometria del sistema.

Detectores

Q (Foto-diodos)

Muestra
Slanco

Imisién de a2 //'
Uo's

Fig. 15. Distribucion del Diagrama Shield MegaArduino (arriba)

(Sistema Optico del haz incidente a la muestra y salida al detector(abajo).

La figura 15(arriba) se encuentra constituida por los siguientes blogues:
A. Fuente de luz;

B. Recepcion de luz;
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C. Regulador de corriente de alta tensién para 6 canales para iluminacion

LED;

I o mmao

Interruptores de LED;

Alimentacion del sistema;
Cargador Li-Po mini USB;
Salida de los datos (USB).

Control del sistema 6ptico con Arduino;

A continuacion, se describe el funcionamiento de cada una de las secciones

de la que esta constituida la tarjeta.

3.1.2 Recepcion de Luz

De la seleccion previa, de las fuentes de luz se encuentran resumidas en la

tabla 7.

Tabla 7. Caracteristicas Opticas de las fuentes de luz

Longitud de onda

Caracteristicas AL =472 nm A2=532 nm A3=638 nm
Modelo LTL2R3TBV3KS-032 [46] LTL2R3TGY3KS-032A [47] LTL-4268-H3/4268-H4 [48]
Fabricante Lite On Lite On Lite On

Categoria de

LED estandar-Montaje

LED estandar-Montaje

LED estandar-Montaje

producto interfacial interfacial interfacial
Marca Lite On Electronics Inc Lite On Electronics Inc Lite On Electronics Inc
Color de Azul Verde Rojo
iluminacion
Intensidad 2500 mcd 1600 mcd 220 mcd
Luminosa
Estilo de lentes Water Clear Water Clear Water Clear
Corriente directa 20 mA 20 mA 20 mA
Voltaje de 335V 335V 185V
operacion
Angulo de 30 deg 30 deg 30 deg
Visualizacion
RoHS Si cumple Si cumple Si cumple
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3.1.3 Regulador de corriente para iluminacion LEDs

El modulo del detector se compone de un fotodiodo de silicio y un amplificador
de transimpedancia en un mismo circuito CMOS (TSL254r de TAOS Inc, ver figura
16) se encarga de convertir la luz a voltaje. El voltaje de salida es directamente
proporcional a la intensidad de la luz (irradiancia) en el fotodiodo asociado a un
ciclo de trabajo. La figura 17 muestra la calibracién de los sensores con diferentes

ciclos de trabajo y su respuesta en voltaje.

El detector opera de 2.7 V a 6 V y puede soportar temperaturas hasta 85°C,
otras de sus caracteristicas son:

e Convierte Intensidad de la luz a un voltaje

e Voltaje de salida 222pW/cm?=1.5 Vpin - 4.0 Vimax

e Respuesta de irradiancia Ec=9 mV/(uW/cm?)

e Corriente de salida 20 mA

e La irradiancia E. entrada es suministrada por un LED con el pico de

longitud de onda de 635 nm = Ap
e Econdmico y facil de conseguir.
e Disponible solo en un encapsulado (ROHS-LF).

¢ Respuesta Espectral del fotodiodo Anmax=1.2 en los 750 nm

PACKAGE SM
- SURFACE MOUNT
= ‘SIDELOOKER

(FRONT VIEW)

O

| ]

ﬂﬁ
1 2 3

GND VDD OUT

Fig. 16. TSL254r de TAOS
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Fig. 17. Grafica que muestra la relacion del Voltaje vs Ciclo de trabajo.

3.1.3 Regulador de corriente para iluminacion LEDs

En esta etapa se usa un regulador de corriente para mantener la corriente
constante de los LEDs, a través de una carga independiente de su valor resistivo.
El LM3432[49] de Texas Instruments es un regulador de corriente de alta tension
de 6 canales con programacion en cadena para aplicaciones de LEDs. Los seis
canales se pueden ajustar de 10 mA a 40 mA por una resistencia externa. Las
salidas de los canales pueden soportar hasta 80 V para una cadena de 72 LEDs.
Tanto la sefial de atenuacion de PWM como la sefal analdgica se pueden utilizar
para controlar el ciclo de trabajo de los seis canales. La sefial de respuesta del
LED, sera la luz que incidira en la muestra y la sefial de salida es la sefial
entregada al arduino Mega 2560. En la figura 18 se muestra la aplicacion tipica
para el manejo de una red de LEDs a una corriente de 20 mA por lo que se ajusta

al disefio implementado.
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Fig. 18. Esquemaético del driver LM3432 para 6 LEDs (@20 mA).

La determinacion de los componentes externos solo requiere de:

1. La programacion en cadena de la salida loyt: a loute €S obtenida por una

resistencia externa R;zzr Mmediante la ecuacion (16)

1.094 (16)
RIREF = m en KQ

La corriente de referencia definida por la Ecuacion (17) para una aplicacion

tipica es de 20 mA, por lo tanto

1.094 (17)
RIREF = E = 547 kQ

Considerando el valor calculado, se empleara el valor resistivo comercial de
54.9 kQ.

2. Para un funcionamiento adecuado, se requiere de un capacitor de salida
Cycc de al menos 680 nF por razones de estabilidad eléctrica. En el sistema
se empled un capacitor de 1 pF.

3. El proposito del capacitor en V;,, es suministrar la corriente transitoria al
dispositivo y suprimir el ruido de V;,con el fin de garantizar un
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funcionamiento correcto por lo que se recomienda capacitor de 0.1 pF a
1 uF.

4. Para el control de regulacion analégica, se debe conectar Cyopr a tierra.La
relacion que existe entre la frecuencia de atenuacion PWM y la capacitancia

Se muestra como:

1.65%x1075 (18)
fPWM = oo
MODE
_s _s 19
- Corops = 1.65x107% _ 1.65x1075 _ 33674 x 10-8 (19)

fpwm 490 Hz

Donde los 490 Hz que se muestra en la Ecuacion (19), es la frecuencia PWM

propio de Arduino. El capacitor empleado es de un valor comercial de 33 nF.
En la grafica 19 donde se muestra la calibracion lineal del driver para cada uno

de los LEDs del sistema, ademas del ciclo de trabajo con respecto a la corriente

de referencia obtenida de la Ecuacion (17) para el funcionamiento del driver.

25 [---------

r========= T-======77 B i B AT T T T T TSI i
1 1 1 1 1 1
= | | | | | i A1 =472 nm
E 20 {---mome-- e S e #- !
"E’ i i i i .’r (| i
1 1 1 1 - 1 1
T S A [ N b S | e A=532nm
- i i | - | | i
L 1 1 - 1 1 1
] 1 1 ‘..-'# 1 1 1
» 10 p----=--=== e e i el S R ]
= | ol | | | | ==@=- A2=638 nm
o Y | | | |
o 5 fp--------- ro === T —m 2 Sttt b Entadadle it I e |
= -t ! ! ! ! !
S o : : : : :
o
o 20 40 80 80 100 120

CICLO DEL TRABAIO

Fig. 19. Gréfica que muestra la relacién de Intensidad vs Ciclo de trabajo obtenido con el LM3436.
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3.1.4 Interruptores de LEDs

Se utilizaron 6 relevadores a modo biestable en cada una de las salidas de los
canales del driver selector de longitud de onda. Los relés modelo P2-V23079-
D1001 de la marca AXICOM, ver figura 20 tienen un voltaje de operacion Vpc de

100uV hasta 220V /2A 'y tiempo de respuesta de operacién 2ms.

S
T
| Lt
| | (o

Fig. 20. P2 Relay V23079

3.1.5 Control del sistema éptico con Arduino

Para cada una de las mediciones, los LEDs son activados de forma alternada
y las sefales obtenidas de cada uno de ellos son enviadas al Microcontrolador
ATMega 2560 [44]. Este microcontrolador tiene 16 entradas analdgicas, cada uno
de los cuales proporcionan 10 bits de resolucion (es decir, 1024 valores
diferentes). A una frecuencia de 16 MHz requiere operar a un voltaje de 5V, tiene
una memoria Flash de 256 KB de los cuales 8 KB es utilizado por el gestor de

arranque.

Cuando la luz de una longitud de onda determinada seleccionada por un filtro
incide sobre una muestra, parte de esa luz se absorbe [50]. Considerando esta
definicion, la Ecuacion (9) se implemento dentro del microcontrolador para que la
absorbancia 6ptica medida sea mostrada en una computadora personal por medio
de una interfaz disefiada en entorno de Matlab® 2011a (MathWorks, Natick, MA).
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3.1.6 Alimentacion del sistema

La tarjeta arduino Mega se alimenta por 5Vpc del puerto de una PC. La tarjeta
shield arduino que se elabor6 necesita una alimentaciéon de 8V para activar el
driver LM3432 y controlar el encendido de los LEDs, para tal fin se utilizaron 4
baterias de Li-Po de 3.7 V @2500mAh. Es necesario el uso de estas 4 baterias de
manera separada para que la intensidad de los LEDs no se vea afectada y el

sistema pueda realizar medidas continuas.
3.1.7 Cargador LiPo miniUSB

El sistema disefiado dispone de un sistema de carga para las baterias de Li-
Po de 3.7 V @2500mAh conectadas de dos en dos en serie, dos para las
terminales de ENABLE (EN), y dos para el Vin del driver. Considerando la
Ecuacion (24), la duracion de la bateria en la operacion del instrumento es de

aproximadamente 13 horas.

Carga de la bateria

_ 2500 mAh (24)
"~ 50 mA(Arduino) + 40mA(Driver) + 100 mA(reles)

= 13.1578 h

El circuito implementado para el cargador mini USB es el MCP73831 de la

marca Microchip (vea figura 21).
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Fig. 21. Diagrama eléctrico del cargador de bateria Li.Po.

3.1.8 Salida de los datos

La comunicacion entre la computadora y el sistema Arduino se realiza a través

de comunicacioén serial con Matlab®.

3.1.9 Uni6n del sistema propuesto

El sistema construido se presenta en la figura 22, donde se puede observar
la tarjeta shield realizada, al igual que el funcionamiento de las diferentes fuentes
de luz. El disefio eléctrico de la tarjeta shield y el disefio de las caras de la
portacelda, se muestra en el apéndice Al. Las dimensiones del chasis final son de

32cm x10.5cm x 22 cm.
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Fig. 22. Sistema propuesto.

3.2 Reactivos

Las muestras elaboradas fueron obtenidas de la mezcla de diferentes
soluciones buffer de pH del rango del 1 al 13 con 8 indicadores colorimétricos, ver
la tabla 8:

Tabla 8. Indicadores Colorimétricos propuestos

Soluciones de Indicadores Colorimétricos Sigma
Aldrich

Azul de Bromotimol: C,,H,gBr,05S

Indigo Carmine: C;HgN;Na,0gS,

Naranja de Metilo: C;,H;4,N30;Na

Phenolphtaleina: C;oH;404

Purpura de Bromocresol: C,;H;5Br,NaOsS

ROjO Fenol: C19H14OSS

Verde de Bromoresol: C,1H;3Br,NaOsS

| N O O | W N P

Verde de BromocresolRojo deMetilo: CH;CH,OH

Todos los reactivos son de grado analitico de la empresa Sigma Aldrich [51-58].
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Se dispone de un total de 312 muestras patrén para ser analizadas por las 3
fuentes de luz LEDs y 3 muestras de referencia (agua bidestilada) actuando como
blanco. En la figura 23 se muestran las soluciones elaboradas, considerando que
la cantidad de llenado en la semicubeta-UV semimicro es de 1,5 mL min. -3,0 mL
max., cuyas dimensiones son de 4,5 x 23 mm [59].

TWEN e &y
e e e e

o — R

Fig. 23. Muestras de pH.

3.2.1 Descripcion de la preparacion de muestra

Las muestras por medir se prepararon a partir de soluciones de cada indicador
colorimétrico (25 mL) en una solucién buffer de acetato (625uL). La cantidad de
muestra se eligio en base a la proporcion de muestra del trabajo realizado [60]. La
cantidad de muestra que se arrojé en las semi-cubetas fue de 1.5 mL. A partir de
esta solucioén, se prepararon las 312 muestras. La tabla 9 muestra las soluciones
preparadas para cada buffer de pH en el rango del 1 al 13 para cada una de las
diferentes longitudes de ondas.
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Tabla 9. Soluciones de los Reactivos

Indicadores Buffer Longitud de onda
Colorimétricos de pH (A) nm
Azul de Bromotimol
Indigo Carmine
Naranja de Metilo AL =472 nm;
Phenolphtaleina A=532 nm;
Pﬂrpura de 1-13 A3=638 nm
Bromocresol
Rojo Fenol
Verde de Bromocresol
Verde de
Bromocresol/Rojo de
Metilo

De igual forma, las muestras por medir se validaron con el uso de tiras
reactivas de pH de la empresa CRISA pH-Fix 0-14 (modelo 053450). En la figura
24 se muestra los indicadores de color fijo. Se pueden ver en el Apéndice A2.

AN 921 10

pH-Fix 0-14

100 farbfixierte indikatorstibchen

Fig. 24. Tiras Reactivas CRISA

3.3 Procesamiento de las Bases de datos

Cada base de datos sera procesada mediante algunas rutinas desarrolladas
en la plataforma de programacion MATLAB® 201la basandose en los modelos

matematicos descritos en el capitulo 2 de la presente tesis.

Previo a la etapa de procesamiento, se decidié emplear un Analisis PCA para
construir un modelo preliminar, que permiti6 mostrar si las medidas de
absorbancia adquiridas contienen suficiente informacion analitica para identificar la
escala de los diferentes pH en los diferentes indicadores colorimétricos para cada

longitud de onda.

51



Capitulo 4. Aplicaciones vy

Resultados

En este capitulo de describen los resultados obtenidos para el analisis en la

base de datos.
4.1 Sefales de Absorbancia

La potencia del haz transmitido por la solucion del analito es comparada
comunmente con la potencia del haz transmitido por una celda idéntica que
contiene solamente solvente, como se puede apreciar en la figura 25. En este
caso el solvente es una la muestra patron de agua bidestilada. Para determinar la
absorbancia experimental, se emplea la definicion 25 presentada en el capitulo 2,

en donde interviene la intensidad de la solucion blanco y la solucién muestra [61]

1 i

‘\
I .-| L i
| | Muestra Analito
-

Muestra patron-
blanco (solvente)

Fig. 25. Cubetas patron-analito

(25)

A =1 Isolvente
experimental — I
solucion

La frecuencia de muestreo fue de 50 muestras/s para la adquisicién de los
registros asociados a cada una de las soluciones preparadas. El registro que se

consiguio fueron los voltajes para las muestras blanco y las muestras de analito.
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Una vez adquiridos, se realizaron 10 repeticiones de lectura por cada muestra
con el fin de observar la repetibilidad en el registro. Dado que las variaciones
observadas fueron minimas, se decidio realizar un promedio para cada una de las

pruebas en cada rango de la solucién pH/Indicador Colorimétrico.

Las sefiales de absorbancia real, se obtuvieron tomando en consideracion las
condiciones expuestas en el capitulo 2. De esta forma se tiene un total de 312
muestras considerando los 8 indicadores colorimétricos, 10 repeticiones por
medida, 13 soluciones buffer que comprenden el rango de pH y 3 longitudes de

onda.

La dimension maxima de datos disponible esta formada por 80 repeticiones

por medida de los indicadores x13 rangos de pH x 3 longitudes de onda.

En las figuras 26,27 y 28 pueden observarse las mediciones de las soluciones

buffer para cada una de las fuentes de luz.

Datosi1 =472 nm

Absorbancia

Repeticiones por Medida (Indicadores) Rango de pH

Fig. 26. Sefiales de Absorbancia obtenidas de las 10 pruebas realizadas a cada una de las

soluciones preparadas para longitud de onda A;=472 nm.
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Datos)b2 =532 nm

0.06

oo —T

Absorbancia

Repeticiones por Medida (Indicadores) Rango de pH

Fig. 27. Sefiales de Absorbancia obtenidas de las 10 pruebas realizadas a cada una de las

soluciones preparadas para la longitud A,.=532 nm

Datosi3 =638 nm

Absorbancia

Repeticiones por Medida (Indicadores) Rango de pH

Fig. 28. Sefiales de Absorbancia obtenidas de las 10 pruebas realizadas a cada una de las

soluciones preparadas para la longitud A;.=638 nm
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4.2 Discriminacion de Indicadores colorimétricos

4.2.1 Andlisis PCA

Se realizd6 un andlisis PCA con el fin de conocer las caracteristicas de la
informacion de partida. Con ello, fue posible establecer que la informacion
contenida en las sefales presenta informacion significativa que puede ser
interpretada mediante un modelo de prediccion. La representacion PCA permite
observar de forma grafica la distribucion de los diferentes rangos de pH para cada

uno de los indicadores colorimétricos.

A partir de la base de datos tridimensional de 80x13x3, se decidi6 ordenar los
datos con respecto a los indicadores teniendo distintos canales de acuerdo a las

repeticiones por cada medida y el rango de pH, teniendo una dimensién de 10x13.

En el Apéndice A3 se muestra el procesamiento realizado. El agrupamiento de
ciertas caracteristicas se representa en la tabla 10. Cada palomita simboliza la
distincion de las clases de pH por cada indicador colorimétrico en cada una de las
longitudes de onda A1, A2 y A3. Aunque la distincion de los diferentes tipos de pH
presenta regiones de agrupamiento, en los casos no palomeados existen
solapamientos entre algunos valores de pH. Esto implica que es necesario realizar
una seleccién de indicadores colorimétricos que permita la identificacién del pH en

las muestras.
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Tabla 10. Comportamiento del pH en cada uno de los indicadores colorimétricos utilizando PCA

Longitud de M=472 nm
onda
Acidos N Bases
Rango de pH
3 4 6 7 8 10 11 12 13
RE v v v v
172)
g PT v
NG|
£ MO v
% IC v v v
2 | BGMR I N I M M M It
g
S BG Y
©
T BP v M Y Y
BB v v
Longitud de A2=532 nm
onda
Acidos N Bases
Rango de pH
3 |a 6 |7 |s 10 |11 |12 |13
RF M v !
8
8 PT v v v v
3
g MO v Y
% IC v v v v v
» | BGMR v M
S
g BG v v v
©
E BP I Y Y
BB v v
Longitud de A3=638 nm
onda
Acidos N Bases
Rango de pH
3 |a 6 |7 |s 10 |11 |12 |13
RF v v v M It
8
S PT v v
5
g MO v v v Y
§ I v v v v v v
2 | BGMR v M M L I
S
S BG v
©
B BP v
BB v
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Donde las abreviaturas de los indicadores colorimétricos son:

RF:  Rojo Fenol

PT:  Phenolphtaleina

MO: Naranja de Metilo

IC:  indigo Carmine

BGMR: Mezcla de Bromocresol verde con Rojo de Metilo
BG: Bromocresol verde

BP: Bromocresol Purpura

BB: Bromotimol Azul

N: Neutro

A partir de analisis PCA, se estableci6 que cada indicador colorimétrico
identifica un rango limitado de pH, al tiempo que se observé que el indicador
Naranja de Metilo y Bromocresol verde, presentan asociaciones para distinguir
solo algunos valores de pH, por lo que su uso no presenta ventajas respecto del
resto de indicadores. Est4 situacibn motivo a que fueran descartados

definitivamente.

Tomando en consideracion el rango de pH discriminado por los indicadores
colorimétricos restantes y las tres longitudes de onda disponibles, se propusieron
12 modelos donde se combinan diferentes indicadores colorimétricos que cumplan
con todo el rango de valores de pH (1-13), usando inicialmente, una, dos, y las
tres longitudes de onda. La tabla 11 se muestran los modelos empleando las

combinaciones posibles en base a los resultados del analisis de PCA.
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Tabla 11. Modelos combinados de Indicadores Colorimétricos

Modelo M=472 nm A2=532 nm A3=638 nm
A RF-BGMR-BP-BB
B BGMR- BP-BB
C RF-IC-PT
D RF BGMR
E BGMR RF
F BGMR RF-BB
G BB PT IC-PT
H BB-BP RF BGMR
I RF RF BGMR
J BP BB BGMR
K RF BP-BGMR
L BGMR RF BP
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4.3 Andlisis ANN

Con la finalidad de obtener un modelo para relacionar las mediciones de

absorbancia en las muestras con su valor de pH, se construy6é un modelo de ANN.

Los datos del conjunto de indicadores se normalizaron para ser ingresados a la

red de la siguiente forma: Se obtuvo el promedio total (p;) para cada una de las

mediciones de absorbancia originales del conjunto de pruebas (a,) y este valor se le

resto a los valores originales de absorbancia (dva= ao-p;). Para finalizar se obtuvo el

maximo (max. dya) del nuevo conjunto de datos llamado d,, y se dividié el dato para

el mismo conjunto de datos dya (ng=dva/max.d,s). En la tabla 12 se muestran los

resultados del promedio, el maximo y el minimo para la normalizacion de los datos

para el set de indicadores.

Tabla 12. Datos de normalizacion para el set de indicadores.

Indicador
1 RF
2 BGMR
3 BP
4 BB
5 RF
6 IC
7 PT
8 IC
9 PT
10 RF
11 BGMR
12 BP
13 BB

>

w W W W W W N NN P P P

Promedio
0.62837912
0.62777593
0.62704217

0.6332854

0.7537479
0.04529414

0.03862983
0.6867598
0.69245222
0.68712455
0.68717851
0.68708862
0.68694084

Maéximo
0.02670845
0.00372247
0.00432299
0.01081925

0.03243066
0.04145415

0.04431987
0.00076346
0.00040741
0.00068227
0.00070717
0.00066902
0.0007315

Minimo
-0.01355488
-0.00143559
-0.00174031
-0.00618531

-0.04743789
-0.04534075

-0.0221863
-0.0006064
-0.00055859
-0.00071772
-0.00090489
-0.00815
-0.00052693

Considerando el arreglo de 10x13 del andlisis PCA de cada indicador

colorimétrico por cada LED, se hizo un arreglo matricial de 130x1 por cada LED

correspondiente al conjunto de indicadores normalizados.
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Por su parte se organizaron los datos correspondientes a los modelos
construidos de la tabla 11. El valor de los arreglos difiere debido al numero de
indicadores seleccionados. En dichos arreglos ya viene incluido los valores del

objetivo (pH).

Fue indispensable que se organizaran de esta forma con el fin que los objetivos
esperados sean de la misma dimensibn que de la eleccion de prueba.
Posteriormente se cre6 un indice aleatorio para seleccionar los conjuntos de
entrenamiento y prueba considerando un 70% para el primero y el 30% restante para

el segundo.

La arquitectura de este modelo tiene un total de 15 neuronas en la capa oculta.
La funcién de transferencia empleada en la capa de entrada y oculta fue Tangente
Sigmoidal (tansig), en tanto que la capa de salida se utilizdé una funcion
lineal(purelin). La dimension de la capa de entrada y la capa de salida se muestra

reflejada en la tabla 13.

Tabla 13. Arreglos Matriciales

Modelos de Indicadores Capa de Capa de Arreglos
Colorimétricos Entrada Salida Matriciales
AlG 4 1 130x4
B,C.D ,H,JK,L 3 1 130x3
E,F 2 1 130x2

Para la fase de entrenamiento se eligid el algoritmo de Levenberg-Marquardt,

estableciendo un error de entrenamiento de 0.2 y una taza de aprendizaje de 0.0001.

Para poder evaluar la capacidad de prediccion de los modelos construidos, se
empled una validacion cruzada k-fold (k=4), eligiendo un conjunto de prueba de

forma aleatoria a partir del conjunto de muestras totales.
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En las figuras 29-33 se puede observar un caso de k-fold de las predicciones

obtenidas. La linea punteada es la linea ideal y la linea solida es la regresion

comparativa de los datos. El valor de correlacion se muestra para cada grafica como

R.
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Fig. 29 Modelo ANN-A,B. Comparacion de entrenamiento (izquierda) y prueba (derecha)
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Fig. 30. Modelo ANN-C,D,E. Comparacion de entrenamiento (izquierda) y prueba (derecha)
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Fig. 33. Modelo ANN-Comparacién de entrenamiento (izquierda) y prueba (derecha)

A partir de las regresiones lineales, se puede deducir que existe estabilidad en la

respuesta del modelo y que del proceso de k-fold empleado se obtieen rectas de

regresion similares, por lo que los modelos construidos se consideran aceptables.

Ahora bien, los valores de la pendiente m y la interseccién b que definen la linea

comparativa (y = mx + b) que mejor ajusta a los datos (en un intervalo de confianza

del 95%) se muestran en la tabla 14.
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Tabla 14. Parametros de la regresion lineal de los modelos A-L

Entrenamiento Prueba
Modelos R m B R m B
A 0.9944 10.95374+0.0814 | 0.1973+0.0407 | 0.9973 | 0.9513+0.0732 0.1987+0.0366
B 0.9937 10.9521+0.0833| 1.0353+£0.0416| 0.9952 | 0.9763+0.0798 0.135440.399
C 0.9989 10.9791+0.0396 | 0.1959+0.0198 | 0.9989 | 0.9511+0.0379 0.1909+0.0189
D 0.9920 [0.9407+0.1025| 0.0494+0.0512| 0.9931 0.9375+0.1188 0.1217+0.0594
E 0.9930 |0.9438+0.0984 | 0.044+0.0492| 0.9937 | 0.9362+0.1013 0.1796+0.0507
F 0.9933 0.9451+0.0964 | 0.0122+0.0482| 0.9920 | 0.9555+0.0955 0.0268+0.0478
G 0.9997 |0.9832+0.0329| 0.0142+0.0164 | 0.9997 | 0.9856+0.0277 0.024+0.0138
H 0.9929 10.9436+0.0986 | 0.0328+£0.0493 | 0.9923 0.95£0.0957 0.0497+0.0479
I 0.9930 |0.9442+0.0975| 0.0542+0.0487 | 0.9952 0.956+0.0908 0.0159+0.0454
J 0.9953 |0.9628+0.0651| 0.1012+0.0325| 0.9952 | 0.9566+0.0618 0.084+0.0309
K 0.9929 10.9444+0.0968 | 0.0357+0.0484 | 0.9948 | 0.9577+0.0828 0.0729+0.0414
L 0.9929 10.9513+0.0832| 0.0341+£0.0416| 0.9933 | 0.9547+0.0869 0.0308+0.0434
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4.4 Comparacion del pH-metro éptico realizado con el pH-metro comercial

Se compararon las mediciones realizadas con el sistema construido y las
obtenidas con un pH-metro comercial de la marca Metrohom (mod. 826 pH mobile).
Todos los experimentos se llevaron a cabo a temperatura ambiente. Para tener
nocién de la temperatura en el sistema Optico, se utilizé6 un termémetro de mercurio
(mod.76mm immersion Brannan). A continuacion, se muestra la comparativa en la

tabla 15 y 16 para ambos sistemas en todo el conjunto de muestras disponibles.

Se obtuvo el error cuadratico médico (ECM) de las predicciones y mediciones
para evaluar el desempefio de los modelos propuestos y el pH-metro electroquimico.

La tabla 17 presenta la comparativa del ECM para ambos sistemas.

La respuesta del pH-metro 6ptico se obtuvo a partir de la combinacion de los
indicadores colorimétricos que permitian evaluar todo el rango de pH para alimentar
al modelo neural, quien a partir de las sefiales de absorbancia efectta la prediccion

de los valores de pH de las muestras.

En el caso de las medidas del pH-metro comercial, los valores de pH se
obtuvieron midiendo cada muestra colorimétrica por separado. Para obtener una
Unica repuesta que considere a diferentes indicadores colorimétricos, se calculo el
promedio de las lecturas obtenidas de cada indicador colorimétrico presente en la

combinacion de los modelos construidos en la tabla 11.
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Tabla 15. Registro de pH del sistema éptico

Rango Modelos construidos

de pH A B C D E F G H I J K L
1 1.14575909 | 0.9968291 | 1.24279196 | 1.03069886 | 0.96585455 | 1.36143264 | 1.01672659 | 1.01443062 | 1.21564189 | 1.1867891 | 1.02028359 | 1.21097601
2 2.17732877 | 2.04549776 | 1.95986865 | 1.9988722 2.0560789 2.0416166 | 2.13773618 | 2.01661119 | 1.99865265 | 2.16012211 | 2.06251795 | 2.07192818
3 2.77978049 | 3.04503521 | 3.00036045 | 3.08987008 | 3.21360101 | 2.99331883 | 3.07479622 | 3.01129813 | 3.1554769 | 2.75763608 | 2.91996896 | 3.21265281
4 4.01139703 | 4.1866921 | 4.15485512 | 4.10074064 | 4.24072482 | 4.04758004 | 3.98941316 | 3.99455175 | 4.34039463 | 3.87721439 | 4.08467338 | 4.19184565
5 5.16045821 | 4.97578394 | 5.2599048 | 4.80581506 | 4.6610822 | 4.94199654 | 5.03127115 | 5.01746564 | 4.94317771 | 4.94454692 | 5.02675477 | 4.82979669
6 5.72010523 | 6.02984829 | 5.87989042 | 6.00068617 | 5.76685234 | 6.01501342 | 5.96982038 | 5.97018974 | 5.89827089 | 5.91844112 | 5.92467181 | 5.9133734
7 7.14308428 | 6.72104551 | 6.67322084 | 7.39441285 | 7.57592418 | 6.84501261 | 6.96967032 7.199339 7.44250959 | 6.8755978 | 7.32852142 | 7.35104267
8 8.07554929 | 8.06306384 | 7.94736448 | 8.24278087 | 8.03651752 | 8.14245566 | 7.94911652 | 8.5174987 | 8.02159374 | 8.2307937 | 8.09131676 | 8.23730638
9 8.82287017 | 9.1326055 | 8.73148838 | 9.11095356 | 8.80522533 | 8.94660701 | 9.1414234 | 9.03732087 | 8.69596151 | 9.27422876 | 8.99506589 | 8.91226555
10 9.84843753 | 9.95168366 | 9.86788593 | 10.1621228 | 9.89840176 | 10.1419938 | 10.0291586 | 10.2870866 | 9.97404871 | 9.94539739 | 10.314118 10.05098
11 10.878306 | 10.9615576 | 10.9424215 | 10.4593555 | 10.8824159 | 11.0400294 | 10.9399229 | 10.7589259 | 10.9265583 | 11.1786258 | 10.8312797 | 11.0210532
12 11.9624395 | 11.7925469 | 12.1220653 | 11.7119271 | 11.6788594 | 11.7851751 | 12.0062306 | 11.4556634 | 12.0079351 | 11.7453592 | 11.6998897 | 12.0006995
13 12.7709128 | 12.9631327 | 13.1818789 | 13.0296413 | 12.9982779 | 12.9298979 | 12.8652988 | 13.0041199 | 12.8365863 | 13.0117976 | 12.7651546 | 13.0011442

ECM | 0.14644609 | 0.15957183 | 0.07572188 | 0.23757445 | 0.20269081 | 0.19102381 | 0.05539487 | 0.19140591 | 0.18159951 | 0.12363375 | 0.16551204 | 0.17378283
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Tabla 16. Registro de pH del sistema comercial

Rango Modelos Construidos

de pH A B C D E F G H I J K L
1 1.025 1.000 0.993 1.005 1.070 1.037 0.950 1.025 1.080 1.000 1.043 1.043
2 1.963 1.963 1.880 3.005 1.960 1.967 1.887 1.963 1.960 1.963 1.957 1.957
3 2.983 2.987 2.983 4.035 2.990 2.987 2.987 2.983 2.983 2.987 2.983 2.983
4 4.020 4.027 4.010 5.080 4.020 4.023 4.020 4.020 4.013 4.027 4.017 4.017
5 5.068 5.073 5.020 6.080 5.070 5.070 5.027 5.068 5.063 5.073 5.067 5.067
6 6.075 6.080 6.037 7.115 6.075 6.070 6.037 6.075 6.070 6.080 6.080 6.080
7 7.093 7.100 7.067 7.115 7.095 7.097 7.077 7.093 7.087 7.100 7.090 7.090
8 7.983 7.997 8.287 8.030 8.000 7.997 8.303 7.983 7.980 7.997 7.980 7.980
9 8.958 8.950 9.023 9.055 9.040 8.970 8.973 8.958 9.020 8.950 9.000 9.000
10 10.083 10.130 9.987 10.470 10.285 10.060 9.877 10.083 10.170 10.130 10.240 10.240
1 10.890 10.913 10.947 11.260 10.920 10.867 10.927 10.890 10.887 10.913 10.933 10.933
12 11.880 11.990 11.850 12.165 11.815 11.833 11.957 11.880 11.727 11.990 11.883 11.883
13 12.798 12.899 12.647 12.985 12.620 12.740 12.890 12.798 12.497 12.980 12.737 12.970

ECM 0.008 0.005 0.020 0.461 0.023 0.011 0.012 0.008 0.030 0.004 0.013 0.008
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Tabla 17. Comparativas de errores en el sistema 6ptico y sistema comercial

Modelos ECM 6ptico ECM Comercial
A 0.14644609 0.00753077
B 0.15957183 0.00471422
C 0.07572188 0.01954615
D 0.23757445 0.4608
E 0.20269081 0.02264615
i % 0.01076838
00116265
H 0.19140591 0.00753077
I 0.18159951 0.03042137
J 0.12363375 0.00395641
K 0.16551204 0.0129735
L 0.17378283 0.00770855

En la tabla 17 se muestra los errores comerciales y Opticos, donde se aprecia

que el modelo G construido muestra mejor respuesta en comparacion de los otros

modelos. El modelo G se encuentra constituido por 3 indicadores Bromocresol Azul,

Phenolphtaleina e Indigo Carmine y los 3 LEDs disponibles.

Considerando la cantidad de modelos construidos que son 12 y la cantidad de

repeticiones para cada lectura de medicion, el error de 0.055 del pH-metro Optico lo

hace competitivo con el valor comercial que es 0.01.
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Capitulo 5. Conclusiones vy

trabajo futuro

Se disefidé y construyé un sistema optico usando 6 canales para el uso de 3
longitudes de onda (azul, verde y rojo) en base a un estudio exhaustivo para la

eleccion de longitudes de onda.

Se decidi6 hacer uso de sensores Opticos de tamafio reducido que permitan
convertir la luz a un voltaje, con el fin de obtener un registro de absorbancia en

muestras contenidas en un volumen maximo de 1.5 mL.

Para el modelado de las sefales, el uso de redes neuronales permite asociar los
valores de absorbancia a un valor especifico de pH. La propuesta de empelar
diferentes modelos construidos a partir de combinaciones distintas de indicadores
colorimétricos y longitudes de onda, permitié establecer que el modelo G, donde se
utilizan las tres longitudes de onda disponibles y los indicadores Bromocresol Azul,
Phenolphtaleina e Indigo Carmine, presenta el menor error cuadratico medio en la

prediccién de la escala de pH.

Esta situacion, da la pauta para establecer que el pH-metro éptico es robusto al
emplear las tres longitudes de onda (472 nm, 532 nm y 638 nm) en la determinacion
del pH de una muestra real.

De acuerdo a los resultados obtenidos, la versiéon actual del sistema éptico tiene
un error en la medida de 0.0553 de pH, que se puede considerar como aceptable,
considerando que el error del pH-metro comercial (con determinacion electroquimica)
es de 0.0116 pH para el mismo conjunto de muestras contenidas en un volumen

mayor.
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Como trabajo a futuro se plantea que el sistema sea completamente automatico
y embebido, capaz de entregar mediciones continuas en el menor tiempo posible con
la versatilidad de trabajar de forma autbnoma e integrarse a un sistema de inyeccion

de flujo.

La version actual del sistema, podria ser redisefiada para que solo se use un
solo sensor para la obtencion de los datos y que la emision de luz se efectué
mediante un solo canal en donde exista un solo arreglo de LEDs.

Finalmente, aunque los objetivos de este trabajo fueron alcanzados con resultados
satisfactorios, existen algunas recomendaciones que se dejan para trabajos
posteriores:

» Estudiar y evaluar mas a profundidad las técnicas de procesamiento.

» Basados en los resultados reportados, hacer pruebas de pH en soluciones

organicas y concierto grado de turbidez.
Productos obtenidos del desarrollo de la tesis.
Este trabajo dio la posibilidad de presentar un trabajo en extenso publicado en las

memorias del SOMI XXX Congreso de Instrumentacion (Anexo3), titulado: Disefio de

un pH-metro Optico para mediciones in-situ. ISSN 2395-8499
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Apéndice Al

1. Disefio Eléctrico de la placa shield
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2. PCB de latarjeta shield y la ubicacién de componentes
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45cm

3. Disefio de las caras y porta celdas
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Apéndice A2

1. Respuesta de las tiras reactivas para cada de las muestras usando
indicadores colorimétricos
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Inicio

v

Datos Originales
80x13x3

v

Unién de datos en una sola

matriz: 30X104
1

Apéndice A3

¥

Ordenar datos por LED y pH:

C1=A (10x13) C5=E (10X13)

C2=B (10X13) C6=F (10X13)

C3=C (10X13) C7=G (10X13)
C4=D (10X13) C8=H (10X13)

—>¢

Seleccién de datos scores
para cada una de los

indicadores por cada led

A 4

Comportamiento de los
datos
Gréficos (3 componentes)

v

Muestra los 24

gréaficos

v

FIN

78



1. ANNs
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1. Cédigo Control Arduino

int potPinl = 0; //detector pin
int potPin2 = 1; //detector pin
int potPin3 = 2;
int potPin4 = 3;
int potPin5 = 4;
int potPin6 = 5;

int dim = 10; //intensidad del led

int pot = 8; //potenciometro conectado al pin 8
int tension = O; //variable en el que se almacena el dato leido

inti;

x1a=0;
yla=0;
x1aL.SB=0;
x1aMSB=0;
y1alL.SB=0;
y1laMSB=0;

x3a=0;
y3a=0;
x3aLSB=0;
x3aMSB=0;
y3aLSB=0;
y3aMSB=0;

x5a=0;
y5a=0;
x5aL.SB=0;
x5aMSB=0;
y5aL.SB=0;
y5aMSB=0;

int vala=0; //"blank" button value
int valb=0; //"sample™ button value

int Boton = 0; // almacena el dato serie
int dato= 0;
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int apin=8; //pin8 blank button
int bpin=9; //pin9 sample button

void setup(){

Serial.begin(9600);

delay(1000); //Delay1000ms
pinMode(apin,INPUT); //setup blank button
pinMode(bpin,INPUT);//setup sample button
pinMode(2, OUTPUT); //LED azul 472nm
pinMode(3,0UTPUT); // LED azul 472nm
pinMode(4, OUTPUT); //LED verde 532 nm
pinMode(5,0UTPUT); // LED verde 532 nm
pinMode(6, OUTPUT); // LED rojo 638nm
pinMode(7,0UTPUT); // LED rojo 638nm

pinMode(dim, OUTPUT); //EL PIN DE SALIDA

¥
void loop(){
tension = analogRead(pot); //lee la tension en el pin
analogWrite(dim, tension/4);
/ICondicionespara control a través del puerto Serial
if (Serial.available() > 0) {
Il {int dato=Serial.read();
Boton=Serial.read();

}

if( Boton==1){

digitalWrite(2,LOW);
Boton=0;
delay(2000);

for(i=0; i<10; ++i){

xla +=analogRead(potPinl);
¥
IIx1a=(((x1a/10)*5)/1024); //read the blank
digitalWrite(2,HIGH);
digitalWrite(3,LOW);
delay(2000);
for(i=0; i<10; ++i){

yla +=analogRead(potPin2);
¥

/llyla = (((yla/10)*5)/1024); //read the blank

digitalWrite(3,HIGH);



x1alLSB=x1a&?255;
x1aMSB=(x1a&65280)>>8;

ylaLSB=yla&255;
ylaMSB=(yla&65280)>>8;

Serial.write(x1aLSB);
Serial.write(x1aMSB);

Serial.write(ylaLSB);
Serial.write(ylaMSB);

}

if( Boton==2){
digitalWrite(4,LOW);
Boton=0;
delay(2000);

for(i=0; i<10; ++i){

x3a +=analogRead(potPin3);

¥
/1/x3a=(((x3a/10)*5)/1024); //read the blank
digitalWrite(4,HIGH);
digitalWrite(5,LOW);
delay(2000);
for(i=0; i<10; ++i){

y3a +=analogRead(potPin4);
}
Ily3a = (((y3a/10)*5)/1024); //read the blank
digitalWrite(5,HIGH);
x3aLSB=x3a&255;
x3aMSB=(x3a&65280)>>8;

y3aLSB=y3a&?255;
y3aMSB=(y3a&65280)>>8;

Serial.write(x3aLSB);
Serial.write(x3aMSB);

Serial.write(y3aLSB);
Serial.write(y3aMSB);

¥

if( Boton==3){
digitalWrite(6,LOW);
Boton=0;
delay(2000);
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for(i=0; i<10; ++i){
x5a +=analogRead(potPin5);
}
I/x5a=(((x5a/10)*5)/1024); //read the blank
digitalWrite(6,HIGH);
digitalWrite(7,LOW);
delay(2000);
for(i=0; i<10; ++i){
yba +=analogRead(potPin6);
}
Ily5a = (((y5a/10)*5)/1024); //read the blank
digitalWrite(7,HIGH);
x5aL.SB=x5a&255;
x5aMSB=(x5a&65280)>>8;

y5aLSB=y5a&255;

y5aMSB=(y5a&65280)>>8;
Serial.write(x5aLSB);

Serial.write(x5aMSB);

Serial.write(y5aLSB);
Serial.write(y5aMSB);
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2. Cddigo Control Matlab (Adquirir las sefiales muestra blanco y muestra

real)

close all

clear

clc

delete (instrfind ({'Port'}

, {'COM5'}));

$Leer el puerto serie

port = serial ('COM5");

set (port, 'Baudrate', 9600) ;

set (port, 'DataBits', 8);

set (port, 'Parity', 'none');

set (port, 'StopBits',1);

set (port, 'FlowControl', "'none');

fopen (port) ;

que=1;

ph=input (' Introduzca el ph: ');
indicador=input (' Introduzca el indicador: ');
fprintf ('\r\npresione enter para comenzar');
pause;

for h=1:50
for n=1:3
fwrite (port,n, 'uint8');
ardu = fread(port,4, 'uint8");
xla=ardu (1l)+ (ardu(2) *256) ;
xla2=((xla)*5)/1024;
vblanco(n,h)=x1la2;
yla=ardu (3) + (ardu (4) *256) ;
yla2=((yla)*5)/1024;
vmuestra (n,h)=ylaz;
end
end
figure (1)
plot (vmuestra(l,:), 'b")
hold on
plot (vmuestra(2,:),'g")

plot (vmuestra (3,:),'r")

figure (2)

plot (vblanco(l,:),'b")

hold on

plot (vblanco (2,:),'g")

plot (vblanco (3,:),'r")
nombre=strcat (indicador, num2str (ph), "avr.mat")
save (nombre, 'vblanco', 'vmuestra', 'ph', 'indicador")
fclose (port); % se cilierra el objeto; si no se cierra y luego se
intenta abrir de nuevo, este puerto se bloquea
delete (port) ;

clear port;
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1. Protocolo de medida

ANEXO 2

Preparar la muestra

Llenar las cubetas con un
volumen de 1.5 ml

Tomar la temperatura
de cada muestra

Encender el equipo

—>

Introducir las cubetas de
referencia en el canal 1,3
y5

Introducir las cubetas
con la mezcla de la
muestra e indicador a
medir2,4,y 6

\/

Cerrar la carcaza del
sistema

Introducir en la interfaz
el valor del pH de la
muestray el indicador
utilizado

Presionar para registrar
las absorbancia relativa
para las tres longitudes
de onda
(Vblanco/Vmuestra)
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Desarrollo de un pH-metro éptico para medidas “in-situ”

Anais lvonne Gomez, Juan Manuel Gutiérrez
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RESUMEN

En este trabajo se describe el disefio de un sistema 6ptico-portable para la medicién del pH
en volumenes pequeiios de muestra. El pH-metro éptico disefiado consta de un conjunto de
diodos emisores de luz (LED) con una longitud de onda de 638 nm, 532 nm, 472 nm y un
detector que se compone de un fotodiodo de silicio y un amplificador de transimpedancia en
un mismo circuito CMQOS, lo que permite registrar valores de absorbancia no mayores a 1.0.
El disefio del sistema integra caracteristicas tales como la capacidad de realizar mediciones
continuas, un bajo consumo de energia y ensayos in situ. Lo que aventaja el proceso
electroquimico clasico de medir el pH en un entorno de laboratorio empleando un electrodo
combinado de pH (basado en un electrodo de referencia de Ag/AgCl y un electrodo de
membrana de vidrio).

La instrumentacion del sistema dptico disefiado, utiliza la plataforma de software libre de
Arduino lo que permite analizar la respuesta de intensidad de las diferentes longitudes de
onda descritas. Las muestras analizadas con el pH-metro dptico disefiado son buffers de pH
conteniendo diferentes indicadores colorimétricos tales como Bromocresol purpura,
Bromocresol verde, Bromocresol verde/Methyl Red, Indigo Carmine.

PALABRAS CLAVE: pH, Optico, LED, Absorbancia, Arduino.
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1.-INTRODUCCION

El agua es la fuente y la base de la vida. Como solvente y agente de transporte, no
solamente contiene metales y nutrientes vitales, sino también sustancias contaminantes que
se acumulan en organismos acuaticos o terrestres. Para el control de calidad y la evaluacién
de riesgos, los laboratorios de analisis de agua necesitan instrumentos y métodos rentables y
efectivos que permitan identificar una gran variedad de compuestos peligrosos a niveles de
deteccidon cada vez mas bajos. El pH es el pardmetro mds cominmente medido en diversas
sustancias; desde la determinacién en agua potable, aguas superficiales, subterrdneas y
residuales, hasta la determinacidon del pH en el agua de uso farmacéutico [1].

Tradicionalmente la determinacion del pH se ha realizado mediante técnicas
electroquimicas [2] en donde suele emplearse sensores con alta especificidad. Sin embargo,
dichos procesos presentan algunas desventajas que deben tenerse en cuenta durante las
fases de medicion. Con la aplicacion de los métodos épticos en la quimica, se abre la
posibilidad no solo de simplificar las medidas (al no necesitar de un electrodo de referencia),
sino también de aprovechar la alta inmunidad a las interferencias eléctricas vy
electromagnéticas. Hoy en dia, diferentes sistemas analiticos disefiados para la
determinacion de compuestos presentes en liquidos y gases, basan su operacién en técnicas
espectrofotométricas que emplean diodos emisores de luz (LED) de los cuales obtienen
beneficios tales como un bajo consumo de energia y dimensiones reducidas [3-7]. Por ello, el
disefio de un sistema Optico para la determinacion del pH resulta atractivo, al integrar
caracteristicas tales como la capacidad de realizar mediciones continuas, en un instrumento
de caracteristicas portatiles, de bajo costo, mantenimiento minimo y capaz de implementar
las pruebas de identificacion de pH en volimenes reducidos de muestra basandose en el
principio de absorbancia de una sustancia, cuya magnitud varia dependiendo de la
composicidn y concentracion de los elementos que la componen [8].

2 METODO Y MATERIALES
2.1  Disefio y construccion del medidor de pH-metro 6ptico

En este trabajo se describe el desarrollo de un sistema dptico portatil usando LEDs, para
mediciones espectrofotométricas en diferentes soluciones buffer de pH utilizando cuatro
clases de indicadores colorimétricos. El prototipo desarrollado dispone de 6 canales; para
cada longitud de onda disponible, realizando una comparativa de 2 LEDs del mismo rango de
luz visible para la medicién de la muestra de referencia (blanco) y aquella en la que se
determinara el pH (basada en una solucién buffer de pH y un indicador colorimétrico).

En la figura 1 se muestra la distribucidn de los canales destinados para cada una de las
muestras.
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Figura 1. Distribucién de las muestras con respecto a las longitudes de ondas (A;=472 nm, A,=532nm
A3=638 nm).

El disefio general del instrumento se divide en 5 etapas: Selector de fuente de luz, etapa
de acoplamiento de la sefal (sensor), sistema de medicién de absorbancia programado

dentro del microcontrolador, andlisis de la sefial y finalmente la identificacion del pH de las
muestras (vea figura 2).

Sistema de Medicion
de Absorbancia
? Selector de
Microcentrolador Fuente de
[
Lazo de control (Cambio
de fuente de luz) = J
&= .
Etapa de
X . acoplamiento
Calibracién Medicién de la de la sefial
del sistema muestra ¥ (sensor)
registro
gl %
- dl ela Lo | Identificacién del pH de
R las muestras

Figura 2. Diagrama a bloques del sistema 6ptico (Flecha negra haz de luz seleccionado y flecha azul control
electrénico).

El sistema opera en diferentes mddulos. El primer mddulo consiste en un selector de
fuente de luz, de tal forma que se pueda elegir que longitud de onda a incidir y excitar a la
muestra. Después se encuentra la etapa de acoplamiento de la sefial, donde la sefal
entregada por el sensor se acondiciona para ser enviada al sistema de registro en el
microcontrolador Arduino. Este ultimo serd el encargado de controlar el sistema para

obtener las sefiales de absorbancia y por consiguiente analizar las sefiales incidentes de la
muestra entregadas del sistema.
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Los materiales utilizados para la fabricacidon del instrumento tienen una alta resistencia
quimica y estd debidamente aislado de la luz externa con la finalidad de reducir
interferencias dpticas que afecten al sistema dptico disefiado. Por ello, para el chasis del
prototipo se utilizé una lamina de acrilico negro pulido de la empresa Plastico Acrilico y
celdas de plastico desechables para analisis espectrofotométricos en la regién UV-VIS de la
empresa BRAND [9]. En la figura 3a) se muestra la placa shield MegaArduino 2560 del
instrumento disefiado y en la figura 3b) se observa el principio bdsico de Ia
espectrofotometria del sistema.

5/ d °|

FUENTE DE ILUMINACION MUESTRA DETECTOR

3b
Figura 3. (3a) Distribucion del Diagrama Shield MegaArduino : A) Emision de luz; B) Recepcidn de luz C)
Regulador de corriente de alta tension para 6 canales para iluminacion LED; D) Interruptores de LED; E) Control
del sistema dptico con Arduino; F) Alimentacion del sistema ; G) Cargador Li-Po mini USB; H) Salida de los datos
(UsB) .
(3b) Sistema éptico del haz incidente a la muestra y salida al detector.

2.1.1 Emisién de Luz

El instrumento usa 3 diferentes diodos emisores de luz, como se observa en la figura 3b),
para lo cual el LED 1 (modelo LTL2R3TBV3KS-032A) tiene una longitud de onda de A; =472
nm; el LED 2 (modelo LTL2R3TGY3KS-032A) posee una longitud de onda de A;=532 nm y para
el LED 3 (modelo L/4268-H4TL-4268-H3) conserva una longitud de onda de A3=638 nm. Los
tres LED son de la marca Lite On Electronics Inc.

2.1.2 Recepcion de Luz

El modulo del detector se compone de un fotodiodo de silicio y un amplificador de
transimpedancia en un mismo circuito CMOS, y se encarga de convertir la luz a voltaje
(TSL254r de TAOS Inc). El voltaje de salida es directamente proporcional a la intensidad de la
luz (irradiancia) en el fotodiodo asociado a un ciclo de trabajo. La figura 4 muestra la
calibracion de los sensores con diferentes ciclos de trabajo y su respuesta en voltaje.
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Figura 4. Grafica que muestra la relacion del Voltaje vs Ciclo de trabajo.
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2.1.3 Regulador de corriente de alta tension de 6 canales para iluminacion LED

En esta etapa se usa un regulador de corriente para mantener la corriente constante de los
LEDs, a través de una carga independiente de su valor resistivo. El LM3432 de Texas
Instrumensts es un regulador de corriente de alta tensién de 6 canales con programacion en
cadena para aplicaciones de LEDs. Los seis canales se pueden ajur de 15 mA a 40 mA por una
resistencia externa. Las salidas de los canales pueden soportar hasta 80 V para una cadena de
72 LEDs. Tanto la sefal de atenuacion de PWM como la sefial analdgica se pueden utilizar
para controlar el ciclo de trabajo de los seis canales. La sefial de respuesta del LED, sera la luz
que incidird en la muestra y la sefial de salida es la sefial entregada al arduino Mega. En la
figura 5 se muestra la aplicacién tipica para el manejo de una red de LEDs a una corriente de
20 mA por lo que se ajusta al disefio implementado.

ViIN = BV — 40V

Cun

Tioeun

Fault o MCU
fomtatot, |

1pFHOV 547k
PIVM digial dimiming
‘conirol input =
> HLE—
—

o
ch_N[_

FAULTE VIN
oTMb

VOHE
COHC

MODE

LM3432/LM3432B
e 1ouT1
loutz
outs
1oUT4
oM 1ouTs

10uTE

N AGND  PGND

VLED = 48V

3

yxyywn

louts :I:

louts :I:

louts T

GHD

louts I
Lrl

Figura 5. Esquematico del driver LM3432 para 6 LEDs (@20 mA).
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La determinacion de los componentes externos solo requiere de:
1. La programacién en cadena de la salida lours @ louts €S obtenida por una

resistencia externa R;zpr mediante la ecuacion (1)

1.094
Riger = Toor M n KQ (1)

La corriente de referencia definida por la Ec. (1) para una aplicacidn tipica es de
20 mA, por lo tanto

1.094
RIREF = = 54‘.7 kﬂ (2)
lout
Considerando el valor calculado, se empleard el valor resistivo comercial de

54.9 kQ

2. Para un funcionamiento adecuado, se requiere de un capacitor de salida Cy- de
al menos 680 nF por razones de estabilidad eléctrica. En el sistema se empled un
capacitor de 1 pF.

3. El propdsito del capacitor en Vj,, es suministrar la corriente transitoria al
dispositivo y suprimir el ruido de V;, con el fin de garantizar un funcionamiento
correcto por lo que se recomienda capacitor de 0.1 uF a 1 pF.

4. Larelacién que existe entre la frecuencia de atenuacién PWM vy la capacitancia se

muestra como:
1.65x1073

(3)

frwm = C
MODE
1.65x107°  1.65X1075

= =3.3674 x 1078 (4)
frwm 490 Hz

~ Cyopg =

Donde los 490 Hz que se muestra en la Ec. (4) es la frecuencia PWM propio de Arduino. El
capacitor empleado es de un valor comercial de 33 nF.

En la grafica 6 donde se muestra la calibracién lineal del driver para cada uno de los LED del

sistema, ademas del ciclo de trabajo con respecto a la corriente de referencia obtenida de la
Ec.(2) para el funcionamiento del driver.
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Figura 6. Grafica que muestra la relacion de Intensidad vs Ciclo de trabajo obtenido con el LM3436.

2.1.4 Interruptores de LED

Se utilizaron 6 relevadores a modo biestable en cada una de las salidas de los canales del
driver selector de longitud de onda. Los relés modelo P2-V23079-D1001 de la marca AXICOM
tienen un voltaje de operacion Vpc de 100uV hasta 220V /2A y tiempo de respuesta de
operacion 2ms.

2.1.5 Control del sistema ¢ptico con Arduino

Para cada una de las mediciones, los LEDs son activados de forma alternada y las sefales
obtenidas de cada uno de ellos son enviadas al Microcontrolador ATMega 2560. Este
microcontrolador tiene 16 entradas analdgicas, cada uno de los cuales proporcionan 10 bits
de resolucion (es decir, 1024 valores diferentes). A una frecuencia de 16 MHz requiere
operar a un voltaje de 5V, tiene una memoria Flash de 256 KB de los cuales 8 KB es utilizado
por el gestor de arranque.

La Absorbancia se define como la relacidn entre la intensidad de la luz que incide (/) sobre
una muestra y la intensidad de esa misma luz que es transmitida (Iy) a través de ella (ver Ec.
5). Cuando la luz de una longitud de onda determinada seleccionada por un filtro incide
sobre una muestra, parte de esa luz es absorbida [7]. Considerando esta definicién se
implementd dentro del microntrolador para que la absorbancia éptica medida sea mostrada
en una computadora personal por medio de una interfaz disefiada en entorno de Matlab
2009a

A =logyq (i) (5)

2.1.6 Alimentacion del sistema

La tarjeta arduino Mega se alimenta por 5Vpc del puerto de una PC. La tarjeta shield arduino
gue se elabord necesita una alimentacién de 8V para activar el driver LM3432 y controlar el
encendido de los LEDs, para tal fin se utilizaron 4 baterias de Li-Po de 3.7 V @2500mAh. Es
necesario el uso de estas 4 baterias de manera separada para que la intensidad de los LEDs
no se vea afectada y el sistema pueda realizar medidas continuas.
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2.1.7 Cargador LiPo mini USB

El sistema disefado dispone de un sistema de carga para las baterias de Li-Po de 3.7 V
@2500mAh conectadas de dos en dos en serie, dos para las terminales de ENABLE (EN), y dos
para el Vin del driver. Considerando la Ec. 6, la duracidn de la bateria en la operacién del
instrumento es de aproximadamente 13 horas-

. ) Capacidad de la bateria en mAH
Vida de la bateria = =

Carga de la corriente mAh
2500 mAh

50 mA(Arduino Mega) + 40mA(Driver) + 100 mA(reles)
=13.1578 h (6)

El circuito implementado para el cargador mini USB es el MCP73831 de la marca Microchip
(vea figura 7).
Connection to 3.7V System

LiPo Battery B4
i P 2
mimlUSE |
Set for S@BmA charging 5 | = |
E L1 4] 4]t
@ Bus A um vesT |

PRI
GND = 2 MCP?3831

=1 STAT WSS

GMD

Figura 7. Diagrama eléctrico del cargador de bateria Li.Po.

2.1.8 Salida de los datos
La comunicacion entre la computadora y el sistema Arduino se realiza a través de
comunicacion serial con Matlab.

2.1.9 Reactivos

Las muestras elaboradas fueron obtenidas de la mezcla de diferente soluciones buffer de pH
del rango del 1 al 13 con 4 indicadores colorimétricos: Purpura de Bromocresol
(C21H15BrNaOsS ), Verde de Bromocresol (C,1H13BrsNaOsS ), Verde de Bromocresol con rojo
de metilo e Indigo Carmine (C16HsN>Na,0sS,). Todos los reactivos fueron de grado analitico
de la empresa Sigma Aldrich.

Se dispone de un total de 156 muestras patrén para ser analizadas por los 3 LEDs y 3
muestras de referencia (agua bidestilada) actuando como blanco. En la figura 8 se muestran
las soluciones elaboradas.
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Figura 8. Muestras de pH.
3.-RESULTADQOS

Como principal resultado se tiene el prototipo del sistema dptico portatil con todas sus
etapas ensambladas y circuitos electrénicos en PCB, tal como se muestra en la figura 9.

Figura 9. Prototipo dptico portatil para mediciones de pH, A) vista frontal, B) ubicacién de las muestras y C)
circuito electrdénico.

Del mismo modo, se tienen las medidas obtenidas de las pruebas realizadas y el
comportamiento de las muestras ante la excitacidon de cada uno de los LEDs y cada uno de los
indicadores colorimétricos [10]. De dichos registros de absorbancia se tiene lo siguiente: para
el led 1 (A=472 nm) es posible identificar el pH en 4 con abs=0.6047 usando verde de
bromocresol y el pH 9 con Indigo Carmine; para el led 2 (A=532 nm) se identifica el pH 5.0 con
abs=0.5215 con purpura de bromocresol y para el led 3 (A=638 nm) se identifican pH 7, pH 11
y pH 12, para los dos primeros usando purpura de bromocresol y el tercero usando verde de
bromocresol con rojo de metilo. En las graficas 10, 11 y 12 se puede observar la identificacion
de los pH mencionados.
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Figura 10. Intensidad del LED 1 A=472 nm para los 4 indicadores colorimétricos.
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Figura 11. Intensidad del LED 2 A=532 nm para los 4 indicadores colorimétricos.
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Figura 12. Intensidad del LED 3 (A=638 nm) para los 4 indicadores colorimétricos.
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4.-DISCUSION DE RESULTADOS

Observando los resultados es posible mencionar que el indicador colorimétrico que presenta
mejor respuesta para identificar pH es el Purpura de bromocresol para los tres LEDs
mencionados. Asi mismo el indicador colorimétrico Verde de Bromocresol con rojo de metilo
no ofrecié una respuesta de deteccién aceptable de pH para los LED 1 (A=472 nm) y LED 2
A=532 nm. El sistema obtenido cumple con el objetivo de ser portable ya que las dimensiones
del chasis final son de 32x10.5x22 cm y la fuente de alimentacién se basa en baterias
recargables de Li-Po.

5.-CONCLUSIONES

El prototipo actual cumple con las caracteristicas necesarias para realizar las medidas
pertinentes de absorbancia y voltaje de las muestras preparadas. Para discriminar entre las
medidas realizadas de absorbancia, solo se consideraron aquellos cercanos a 1. De forma que
fue posible identificar las combinaciones entre los detectores de luz y los indicadores
colorimétricos que favorecen la determinacion de pH en las muestras analizadas.

De los resultados obtenidos hasta el momento, es posible establecer que las medidas de
absorbancia se ven favorecidas empleando una longitud de onda de A=532 nm en
combinacidn con el indicador purpura de bromocresol.
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