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SISTEMA ELECTRONICQ DE UN DISPOSITIVO SENSOR DE TOXINA
AMNESICA DE MAREA ROJA

Existen especies de algas marinas que bajo determinadas condiciones
ambientales pueden generar los denominados “florecimientos algales nocivos
(FANs), fendmenos donde crecen desmedidamente y llegan a producir
sustancias nocivas que tienen un fuerte impacto para el ecosistema, causando
problemas de salud e incluso la muerte tanto a organismos marinos como al ser
humano. La intoxicacion amnésica por moluscos (ASP) es un sindrome
causado por la toxina llamada acido domoico (AD). Este envenenamiento
ocurre por la ingestion de moluscos durante o después de FANs de especies
productoras de la toxina, ya que ésta se acumula en los organismos, los
sintomas pueden ser leves, pero en casos severos inducir al coma e incluso la
muerte. La ocurrencia de FANs muestra un aumento progresivo, por ello
cientificos e investigadores concluyen que se deben implementar programas
gue abarquen el estudio, monitoreo, prediccion y regulacién de la toxina. En el
presente trabajo se desarroll6 una metodologia para la deteccion y
cuantificacion de la toxina, tomando como base la separacion por cromatografia
en capa fina y métodos espectrofotométricos. Se corrieron muestras de tejido
biolégico en placas cromatogréficas para separar el AD de los demas
componentes. Posteriormente, se revelaron las placas con una sustancia
guimica (revelador) gque reaccion6 con la toxina formando un complejo AD-
revelador. Finalmente se midié la disminucion de un haz de luz proveniente de
un LED cuya longitud de onda fue similar a la de maxima absorbancia del
complejo. Esta medicion se llevé a cabo utilizando el sensor TSL202R,
funcionando con sefiales generadas y reguladas por un ADuC706x, con
parametros que fueron definidos desde una aplicacibn de computadora
programada en Visual Studio. Las respuestas del sensor se digitalizaron por el
microcontrolador y enviaron a la computadora para ser analizadas. Se
definieron 4 tipos de indicadores y generaron modelos de prediccién al
considerarlos como variable en funcién de la cantidad de AD cargada en las
placas. EI mejor modelo obtenido tuvo una correlacion lineal r = 0.99424. El
presente trabajo concluye como un estudio exploratorio del método de
deteccién, generandose resultados positivos e informacién que define el rumbo
de futuras investigaciones.
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|. INTRODUCCION.

I.1. Florecimientos algales nocivos.
Existen unas 5000 especies de algas en el plancton marino. Se calcula

que alrededor de 300 pueden presentar un crecimiento desmedido bajo
determinadas condiciones ambientales. Debido a que estas especies producen
ciertas sustancias nocivas, estos fendmenos son denominados “florecimientos
algales nocivos (FANs)”. Durante estos florecimientos la cantidad de
organismos por litro de agua puede ser excesiva, sobrepasando el millén de
células, lo que llega a ocasionar cambios en la coloracion del agua, ya que el
rojo es el color mas comun, también son llamados “mareas rojas”.

Los FANSs tienen un fuerte impacto para el ecosistema ya que las algas
planctonicas representan uno de los componentes principales de la dieta de
moluscos, larvas de crustaceos y peces que son aprovechados por la industria
acuicola; pueden llegar a causar problemas de salud e incluso la muerte tanto a
peces, moluscos, mamiferos acuaticos y aves marinas como al ser humano, de
ahi el calificativo de “nocivos” (Hallegraeff, 1993; Anderson et al., 2002). Se han
definido dos tipos de FANS, los toxicos y los no téxicos con base en el origen de
la peligrosidad del florecimiento. Los FANs toxicos son aquellos en los que las
especies de algas producen toxinas que se bioacumulan en los organismos
marinos y se biomagnifican a lo largo de las cadenas tréficas, llegando a causar

envenenamientos a los mismos o0 a quienes se alimentan de ellos. Unas 40



especies de algas pueden producir ficotoxinas marinas altamente téxicas,
siendo las principales las toxinas paraliticas, diarreicas, amnésicas,
neurotoxicas, azaspiracidas y las ciguatoxinas (Hallegraeff, 1993; FAO, 2005;
CIIEPH y HSPH, 2013).

La caracteristica que define a los FANs no toxicos es que la nocividad del
florecimiento al ecosistema se debe al exceso de la biomasa producida. La
cantidad de oxigeno disuelto en el agua disminuye, generandose condiciones
hipoxicas y anoxicas. El oxigeno es consumido por las microalgas al respirar
durante la noche o periodos de luz tenue. En mucho mayor medida el oxigeno
es requerido para la respiracion de las bacterias que degradan materia organica
proveniente del decaimiento del florecimiento o de organismos que murieron
como resultado de la alteracién al ecosistema. Las microalgas en exceso
pueden obstruir y dafiar las branquias de peces e invertebrados o formar
espumas en la superficie marina que obstruyen el paso de la luz, evitando que
la vegetacion submarina realice adecuadamente la fotosintesis (Hallegraeff,
1993; Anderson et al., 2002; FAO, 2005; Heisler et al., 2008; Band-Schmidt et
al., 2011; CIIEPH y HSPH, 2013).

La extension de los FANs en estuarios y regiones costeras, asi como la
identificacion de especies toxicas a lo largo del mundo se estan incrementando.
Se desconocen las razones, pero se ha llegado a la conclusion de que tres
factores importantes son la eutroficacion de los ecosistemas debida a la
contaminacion, el calentamiento global y el creciente interés por investigar este

fendbmeno debido a los dafios que ocasiona a la salud humana, al ecosistema y



a la economia (Anderson et al., 2002; GEOHAB, 2006; Heisler et al., 2008;
CIIEPH y HSPH, 2013).

Los FANs ocurren de forma comun en México. En el océano Pacifico, el
Golfo de Meéxico y el mar Caribe, al igual que en el resto del mundo, Ila
ocurrencia de FANs muestra un aumento progresivo. Por esta razén, un gran
namero de cientificos e investigadores concluyen que se deben implementar
programas que abarquen el estudio de estos fendmenos y de los organismos
gue los ocasionan, contemplando el monitoreo, la prediccién y la regulacion de
la presencia de toxinas en mariscos (I0C, 1995; GEOHAB, 2006; Band-Schmidt

et al., 2011).

l.2. Intoxicacion amnésica por moluscos.
La intoxicaciébn amnésica por moluscos (ASP por sus siglas en inglés,

amnesic shellfish poisoning) es un sindrome causado por la toxina llamada
acido domoico (AD). Este envenenamiento ocurre por la ingestion de moluscos
durante o después de FANs de especies productoras de la toxina, ya que ésta
se acumula en los organismos.

Se registraron casos de ASP en humanos por primera vez en 1987 en
Canada, el total fue de 143 intoxicaciones y 4 muertes, la toxina fue producida
por la especie de diatomea Pseudo-nitzschia pungens f. multiseries. A partir de
este suceso se han vigilado las costas donde se identifican la toxina o especies

productoras para evitar nuevas intoxicaciones. El monitoreo ha consistido



principalmente en analisis alimentarios rutinarios para evitar que productos
contaminados sean comercializados y consumidos, evitando asi dafios a la
salud publica y pérdidas economicas al sector pesquero (FAO, 2005).

Durante la ASP se presentan dos tipos de sintomas; los
gastrointestinales, siendo los mas comunes los calambres abdominales,
nauseas, vomitos y diarreas; y los neuroldgicos, de los cuales los mas
importantes son cefaleas, desorientacion, convulsiones y pérdida de la memoria
a corto plazo. Es precisamente este ultimo sintoma el mas caracteristico de la
intoxicacién por AD y a él se debe su nombre. Los sintomas pueden ser leves,
pero en casos severos inducir al coma e incluso la muerte.

Las éareas del cerebro afectadas por el consumo de productos
contaminados por AD son el hipocampo y la amigdala, donde se presentan
necrosis y pérdida neuronal. Lo anterior explica la amnesia anterograda, ya que
el hipocampo interviene en la consolidacion de la memoria reciente (FAO, 2005;

Alvarez-Falconi, 2009; Lefebvre y Robertson, 2010).

1.3 Toxina amnésica.
La toxina fue aislada por primera vez en Japon en 1958 de la rodofita

Chondria armata, identificando sus propiedades como antihelmintico e
insecticida. Se tienen registradas 6 especies de algas rojas y 14 especies de
diatomeas como productoras de AD. Entre las diatomeas, las especies del

género Pseudo-nitzschia son las productoras mas importantes; en 1995,



estaban identificadas apenas 5 especies de este género, numero que se
incrementd a 9 en el aflo 2000 y a 12 en 2010. En aguas mexicanas se han
identificado aproximadamente 21 especies del género Pseudo-nitzschia, de las
cuales por lo menos 10 son téxicas o potencialmente téxicas al producir AD. En
el golfo de México estas especies son P. australis, P. calliantha, P. cuspidata, P.
galaxiae, P. pseudodelicatissima y P. pungens, mientras que en el Pacifico
encontramos a P. australis, P. brasiliana, P. fraudulenta y P. pungens (Hasle,
2002; Lefebvre y Robertson, 2010; Trainer et al., 2012).

El AD es un aminoacido no proteico, es un polvo blanco, cristalino,
incoloro, polar y soluble en agua. Su molécula esta constituida por un anillo de
prolina, tres grupos carboxilicos y un grupo amino que permiten la existencia de
5 formas i6nicas segun el pH del medio. La estructura del AD tiene algunas
similitudes con la de los acidos kainico, glutamico y aspartico, lo cual permite
que actle como analogo del glutamato y clasificarlo dentro del grupo de los
cainoides.

La neurotoxicidad del AD se debe a su agonismo con algunos de los
receptores glutdmicos presentes en el cerebro de mamiferos. El 4cido glutdmico
es el principal neurotransmisor excitatorio en el cerebro, es un componente
indispensable para la transmision sinaptica. La sobrexcitacion de los receptores
glutamicos provoca una cascada de reacciones que pueden llevar a producir
dafo o muerte celular.

El AD es altamente hidrofilico, por lo que al ser administrado por via

parenteral en el organismo es depositado en la corriente sanguinea, se



distribuye a todos los tejidos del cuerpo y es eliminado a través de la orina
rapidamente. En cambio, si es administrado por via oral, la absorcién y
eliminacidon son lentas. La biotransformacion en el organismo es practicamente
nula, pero depende del tiempo que tarde en ser eliminado. (Jeffery et al., 2003;

FAO, 2005; Alvarez-Falconi, 2009; Lefebvre y Robertson, 2010).

l.4. Ley de Beer-Lambert.
La Ley de Beer habla de la relaciéon entre la absorcion de luz por un gas

0 solucion y la concentracién de la fase absorbente. En cambio, la Ley de
Lambert trata sobre la relacién entre la absorbancia de la luz y el camino
recorrido por ella. En conjunto, estas leyes describen como un rayo incidente I
penetrando un recipiente con una solucion de concentracion ¢ que recorre una
distancia x, sufrirh una disminucion de la intensidad del rayo |, y que una
distancia extra dx supondra una disminucion extra de la intensidad dl. EI manejo

matematico de estas formulas lleva a:
Io
Log (T) = &cx (1)

donde:



Io . .
7 = Transmitancia.
£ = Constante de absortividad molar.

Log (170) = Absorbancia.

En el andlisis espectrofotométrico es preferible calcular la transmitancia,

y en base a ella determinar la absorbancia (Walton y Reyes, 2005).

|.5. Espectroscopia molecular.
La radiacion electromagnética es un tipo de energia que se transmite a

través del espacio a gran velocidad. Se desplaza transversalmente a la
direccion en que se propaga y no requiere un medio de transporte, lo cual le
permite propagarse en el vacio. Ademas de comportarse como onda, la
radiacion electromagnética puede ser considerada como una corriente de
paquetes discretos de ondas que se comportan como particulas denominadas
fotones. Esta naturaleza dual de la luz permite explicar fenébmenos fisicos como
la absorcion y emision de energia radiante.

Los fotones tienen una cantidad de energia E denominada cuanto, esta
energia es directamente proporcional a su frecuencia v y a la constante de

Planck h, lo que se muestra a continuacion:

by
Il

hv (2



donde:

E = Energia del foton (J).

h=6.63x103Jes

V= Frecuencia (Hz).

Una molécula que es expuesta a radiacion electromagnética puede
absorber un foton dependiendo de dos factores, la energia del fotén y la
diferencia de energia entre dos estados electronicos de la molécula, a este
fendbmeno se le denomina resonancia, la absorcion se da cuando se cumple la

siguiente ecuacion:

donde:

AE = Diferencia entre los estados de energia.

E; = Estado de energia basal.

E, = Estado de energia excitado.

hv = Energia del foton absorbido.



Las moléculas son muy selectivas respecto a las frecuencias que
absorben, lo cual depende de los grupos funcionales y por ende su estructura
molecular y los tipos de enlaces que posee. Los instrumentos utilizados para
medir las absorbancias se llaman espectrometros y permiten identificar las
energias fotonicas particulares de las moléculas o complejos. Una molécula
puede absorber energia a distintas frecuencias, la relacion entre éstas y la
absorcion se denomina espectro, a partir del cual se puede obtener informacion

estructural de las moléculas y complejos (Skoog et al., 2001; Carey, 2006).

[.6. Sensor TSL202R.
TSL202R es un sensor producido por la empresa Texas Advanced

Optoelectronics Solutions. Es un arreglo lineal de dos grupos de 64 pixeles
conformados cada uno por fotodiodo y circuito integrador que pueden funcionar
en paralelo, como dos sensores independientes de 64 pixeles o en serie como
un solo arreglo de 128 pixeles, segun la conexion del dispositivo. Para
funcionar, el sensor requiere de dos sefales légicas externas, una entrada
serial (Sl) que activara el sensor cuando cambien a un 1 logico y una sefal de
reloj (CLK) que indicara la frecuencia de salida a la cual se proporcionaran los
valores de voltaje de los pixeles. La luz incidente en los fotodiodos genera
corriente eléctrica que es integrada por un circuito interno, generando un valor

de voltaje (Vout), cuyo comportamiento esta dado por la formula:



Vour = Vark + (Re)(Ee)(tint) (4)

donde:

V..t = Voltaje de salida (V).
V4,1 = Voltaje de salida en condiciones de oscuridad (V).
R, = Responsividad del sensor a determinada longitud de onda.
E .= Irradiancia incidente (MW/cm?).

tint = Tiempo de integracion (s).

El tiempo de integracion es el tiempo transcurrido entre dos entradas

seriales (Texas Advanced Optoelectronics Solutions [TAOS], 2002).

1.7. Microcontrolador ADUc706x.
ADUc706x es un sistema de adquisicién de datos que tiene integrado

una serie de componentes que le permiten desarrollar distintas funciones. Sus
caracteristicas mas importantes son: posee el MCU ARM7TDMI, memoria
Flash/EE y convertidores analdgico-digital 2-A multicanal de 24 bits. Incluye un
oscilador y un circuito PLL que le permiten operar a una frecuencia de hasta
10.24 MHz, puede operar en un modo de bajo consumo, posee fuentes de

corriente para excitar componentes desde 200 pyA a 2 mA, interfaces de
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comunicaciéon SPI, 1,C y UART, 6 canales PWM, 14 pins de propdsito general,
fuente de poder digital a 2.5 V y 4 contadores multipropdsito integrados, de los
cuales uno es configurable como despertador y otro como watchdog (Analog

Devices, 2012).

1.8.Visual Studio y Visual Basic.
Visual Studio es una familia de productos, herramientas y tecnologias

gue puede utilizarse para compilar aplicaciones eficaces y de alto rendimiento
para equipos de escritorio, web, teléfonos y consolas de juegos.

Visual Basic es un lenguaje de programacion de alto nivel de proposito
general para generar aplicaciones en Visual Studio. Fue disefiado para que
principiantes puedan aprender a utilizarlo facilmente, y que usuarios mas
experimentados puedan sacarle gran provecho. La sintaxis es similar al inglés y
por lo tanto facil de comprender. Se considera una gran herramienta, flexible y

productiva (Microsoft, 2013).

1.9. Cromatografia en capa fina.
La cromatografia en capa fina es un método para analizar muestras

mediante la separacion de sus componentes. El método tiene tres aplicaciones
principales; determinar el ndmero de componentes en una muestra;
identificacion de componentes y purificacion de compuestos. El método se basa
en cargar una mezcla de compuestos en una placa cromatografica hecha de

una fase estacionaria sobre un soporte mecanico, el borde de la placa se pone
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en contacto con un solvente que corre sobre la placa por capilaridad y arrastra
los distintos compuestos a través de la placa. La distancia que recorre cada
compuesto depende de la polaridad del solvente, el compuesto y la fase
estacionaria, el pH del solvente, la densidad de la fase estacionaria, la cantidad
de compuesto cargada y otros factores a considerar. Por lo anterior es que
dependiendo de los compuestos presentes y los que se desean separar, se
tiene que preparar una mezcla de solventes adecuada para las caracteristicas
del sistema (Striegel y Hill, 1997).

Se ejemplifican 2 recipientes, en el recipiente 1 se muestra una placa
cargada recién puesta en contacto con el solvente, mientras que en el
recipiente 2 se ejemplifica una placa corrida, el solvente sube por capilaridad y
los compuestos son separados segun su interaccion con la fase estacionaria y
el solvente. En la zona de la placa donde se cargd la muestra pueden quedar

residuos de compuestos que no son arrastrados por el solvente (Figura 1).
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Figura 1. Placa de cromatografia en capa fina.

1.10. Terminologia.
Exclusivamente para la comprensién del presente documento:

< Sistema electrénico: dispositivo formado por los componentes épticos,
circuiteria, fuente de voltaje y microcontrolador. Permite hacer
mediciones Opticas, y enviar una serie de valores digitales a una
computadora mediante comunicacion serial.

<- Componentes oOpticos: LED y sensor TSL202R.

< Circuiteria: Cables, resistencias y capacitores utilizados para comunicar
los componentes, armar el divisor de voltaje, hacer funcionar los

componentes Yy filtrar ruido.
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Fuente de voltaje: Fuente de poder utilizada para generar voltajes de -2.5
V para polarizar el LED y 5 V para alimentar el sensor TSL202R.
Microcontrolador: ADuC706x.

Muestra: muestra de tejido biolégico sometida previamente a varios
procesos para ser analizada (homogenizacion, filtracion, separacion por
cromatografia en capa fina y revelado quimico).

Absorbancia: Valor que serd determinado de forma indirecta para las
muestras a una A cercana al pico de absorcibn maxima del complejo
guimico obtenido del proceso de revelado.

Sensado: registro de un par de datos t-Vout por cada pixel del sensor
(configurable a 64 o 128 pixeles).

t;: tiempo de lectura de cada uno de los pixeles, el cual es constante y
configurable por programacion entre 0.2 us y 200 ps.

Vout: VOltaje de salida del sensor TSL202R expuesto a un haz de luz
monocromatico proveniente de un diodo LED en condiciones de
oscuridad.

Saturacién del sensor: se da cuando uno o mas de los pixeles reciben la
suficiente luz para que su voltaje de salida sea maximo (3.5 V) por lo que
los sensados dejan de ser representativos de las mediciones.

Toxina: acido domoico / toxina amnésica / analito.

Revelador: sustancia quimica utilizada para detectar la presencia de AD
mediante la formacion de un complejo toxina-revelador con propiedades

Opticas bien definidas.
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IIl. ANTECEDENTES.

II.1. Métodos de sensado.
Existen distintos métodos para la deteccion y cuantificacion de AD,

algunos de los cuales se describen brevemente en la Tabla I. Otras alternativas
para la deteccion y cuantificacion de AD son el disefio de sensores basados en
los métodos mencionados anteriormente, como los inmunosensores basados
en resonancia del plasmén superficial (SPR por su siglas en inglés, surface
plasmon resonance) (Lotierzo et al., 2004; Yu et al., 2005; Stevens et al., 2006),
inmunosensores electroquimicos (Kreuzer et al., 2002), biosensores basados
en fluorescencia (McGrath, 2013), separacion por cromatografias de afinidad,

etc. (Kubo et al., 2006).

Tabla I. Métodos para deteccion de acido domoico.

(Jeffery et al., 2004; FAO, 2005; Lefebvre y Robertson, 2010).

Bioensayos
En ratén Se inyecta la to,xina al anim’al y se registra el tiempo en morir
asi como los sintomas presentados
De enlace de Identifica la disminucién de neurotransmisores antagdnicos
receptores marcados
De cortes Se registran las respuestas neuronales extracelulares de
hipocampales ciertas regiones del cerebro
Ensayos Bioquimicos
Varios Utilizan el método ELISA con gnticuerpos especificos para la
toxina
Ensayos quimicos
Se purifican extractos y se corren sobre placas para separar
Cromatografia sus componentes, se nebuliza con ciertos reactivos que
en capa fina. provocan un cambio de color y se identifica la presencia del
analito

15




Las muestras son separadas por cromatografia de
intercambio iénico, y las fracciones son analizadas por
espectrofotometria a una longitud de onda de 570 nm

Analisis de
aminoacidos

Esta validada como método oficial de deteccion, Se aisla el
AD de forma selectiva para cuantificarse por métodos
espectrofotomeétricos

Cromatografia
liquida

Se carga tejido en un capilar con solucién tampon, se aplica
Electroforesis una diferencia de potencial en los extremos, las sustancias

capilar migran dependiendo su carga y son identificadas mediante un
fotodetector

Se provoca una electronebulizacion de las muestras y el
detector registra patrones que son distintos para cada atomo,
en base a lo cual se determina la presencia y cantidad de AD

Espectrometria
de masas

I1.2. Investigacion previa.
En el laboratorio de Farmacologia y Toxicologia Marina de la Universidad

Auténoma de Baja California se trabajé anteriormente con la toxina marina
acido domoico. Se llevo a cabo investigacion en cuanto a la separacion por
cromatografia en capa fina, identificando posibles soportes para la fase
estacionaria y tipos de la misma. Se hicieron pruebas con distintas sustancias
para revelar la muestra, identificando las que permitian diferenciar la toxina de
otros compuestos que pudieran representar ruido para la cuantificacion. Se
determinaron los espectros de absorcion de los complejos toxina-revelador. Lo
anterior forma la base del presente trabajo y otros que se realizan
simultdneamente con el fin de desarrollar un método para la deteccion y

cuantificacion de la toxina (Guerra-Rivas, entrevista, junio 1, 2013).
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1I.3. Desarrollo de un método para deteccién de acido domoico.
En el presente trabajo se desarrolla una metodologia para la deteccion y

cuantificacion de la toxina, tomando como base la separacion por cromatografia
en capa fina y métodos espectrofotométricos. Se busca correr muestras de
tejido biolégico en placas cromatograficas para separar el AD de los demas
componentes. Posteriormente, revelar las placas con una sustancia quimica
(revelador) que reaccione con la toxina para formar un complejo AD-revelador.
Finalmente, poder medir la disminucion de un haz de luz proveniente de un LED
cuya longitud de onda sea similar a la de maxima absorbancia del complejo.
Esta medicion se llevara a cabo utilizando el sensor TSL202R, funcionando con
sefales generadas y reguladas por un ADuC706x, con parametros que puedan
ser definidos desde una computadora. Las respuestas del sensor seran
digitalizadas por el microcontrolador y enviadas a la computadora para su
analisis y definir un modelo de prediccion para determinar la cantidad de toxina

amnésica en otras muestras.

l1l. HIPOTESIS:

< La cantidad de acido domoico en una muestra es cuantificable mediante
un modelo predictivo generado con base en la regresion de datos

digitalizados por el sistema electrénico.
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<~ Algunas de las curvas de regresion generadas al contrastar indicadores
(calculados a partir de los sensados de muestras) en funcion de la
cantidad de AD, muestran un comportamiento lineal y poseen la
suficiente correlacion como para ser utilizadas como modelos de

prediccion.

< EI limite de deteccién del método analitico propuesto es menor que la

concentracion maxima de toxina permitida en mariscos para consumo.

V. OBJETIVOS.

IV.1. Objetivo general.
< Desarrollar un dispositivo electrénico que permita detectar y cuantificar

acido domoico en muestras de mariscos.

I\V.2. Objetivos especificos.
< Disefar una interfaz que permita modificar las condiciones de operacion

del sensor y registrar en una computadora el sensado de las

muestras.

<~ Definir indicadores a obtener a partir de los datos del sensado, que

reflejen el comportamiento lineal de la absorbancia.
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<~ Crear curvas de regresion de indicadores en funcién de la cantidad de

toxina y evaluar cual de ellas representa el mejor modelo predictivo.

V. Metodologia.

V.1. Condiciones de operacién del sensor TSL202R.
Se armaron en placas de pruebas los circuitos descritos en las hojas de

especificaciones proporcionadas por el fabricante del sensor TSL202R para
hacer pruebas con sus configuraciones en serie y paralelo (Figura 2 y Figura 3).
Se modificaron las frecuencias de reloj (fc.k) producidas con un generador de
funciones y de entrada serial (fs)) generada con un temporizador LM555 y un
inversor l6gico respectivamente. La respuesta Vo fue analizada mediante un
osciloscopio, verificando el funcionamiento del sensor a distintos parametros de
operacion recomendados por el fabricante. Se aprecia al sensor siendo excitado
con un LED vy revisando su funcionamiento con el osciloscopio de NI ELVIS I

(Figura 4).

19



Voo
sit
’ CLK
> A0

EEELEL

~ Veo

Figura 2. Configuracion en serie del sensor TSL202R.
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Figura 3. Configuracion en paralelo del sensor TSL202R.

(TAOS, 2002)

20



Figura 4. TSL202R funcionando en serie y siendo verificado en osciloscopio.

V.2. Posicion del LED.
Una vez verificado el funcionamiento de ambas configuraciones se armé

el circuito en serie, se centrd y posiciond el LED que excitaria al sensor con una
estructura metalica que permitia regular la distancia entre ambos. Se calcul6 la
distancia necesaria (d) entre el LED y el sensor para que de acuerdo al angulo
de apertura (a = 5°) el diametro del area iluminada fuera igual a la longitud de la
linea de 128 pixeles activos (I = 1.829 cm) y con ello poder crear un modelo de
la dispersion de luz sobre la superficie del sensor. Para ello se consideré un
triangulo rectangulo, cuyo angulo a se forma entre la vertical d que une la punta
del LED con el centro de la linea de los pixeles y la diagonal que lo une con
alguno de los pixeles laterales. Como catetos se consideraron alarectady a la
recta I, formada sobre la mitad de la linea de pixeles (Figura 5).

La distancia d fue calculada como se muestra a continuacion:

l, == (5)
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1.829 cm

I, = . = 0.9145cm (6)

tana = 2 7

ana = - (7

d= 2 = 2N _ 104527 cm = 10.5cm ®)
tana tan5°

Finalmente el LED fue colocado a 10.5 cm sobre el sensor.

s0plaSom

Figura 5. Triangulo considerado para el calculo de la distancia del LED.

V.3. Programacion del microcontrolador ADuC706x.
Se trabajé con el sistema de adquisicibn de datos ADuC706x, fue

programado utilizando el compilador KEIL pVision3. La programacion se explica

en forma de bloques que estructuran al programa.
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V.3.1. Seinales de reloj y entrada serial.
Uno de los bloques principales del programa es el encargado de generar

las sefiales de reloj (CLK) y entrada serial (SlI) con la sincronia requerida para
inicializar el sensor TSL202R y con la posibilidad de modificar el tiempo de
integracion. La sefal S| se gener6é conmutando el P0.0 entre un 0 y un 1 l6gico,
tras generarse esta sefal se conmutaba de igual manera el P0O.1 en 130
ocasiones, con la finalidad de funcionar como CLK. La frecuencia de estas
conmutaciones fue de 8 kHz para el CLK, mientras que Sl era inicializada
mediante una sefial externa recibida por comunicacion serial UART enviada
desde una aplicacion de computadora generada en Microsoft Visual Studio

2010.

V.3.2. Regulacion de la intensidad del LED.
Para tener un mayor rango de posibilidades al experimentar, se

aprovecho la fuente de excitaciéon del ADuC706x, la cual permite regular la
intensidad del LED. Primeramente fue necesario polarizar de forma directa el
LED, conectando el catodo a un voltaje de -2.5 V y el &nodo a IEXCO. Se
verificO que con la minima corriente generable se produjera una diferencia de
potencial necesaria para polarizar el LED. La modificacion de la corriente se da
modificando el registro IEXCON, nuevamente el valor a cargar en el registro se

mando desde la computadora por comunicacion serial UART, primeramente
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como un comando que provoca la entrada a un condicional, donde se carga el
registro con un valor, segun la corriente que se desea generar. Las intensidades
de corriente seleccionables desde la computadora fueron 0.0, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8,
1.0, 1.2,1.6 y 2.0 mA. Los primeros 6 valores se producen con una sola fuente
(IEXCO0), mientras que para los 3 valores mas altos fue necesario configurar en

paralelo a IEXCO e IEXC1 en PIEXCO.

V.3.3. Conversion analogica-digital.
Una vez que el TAOS y el LED funcionaban con sefiales generadas por

el ADuC706x, se configurd la conversion analégica-digital, para poder enviar las
lecturas de Vo de cada pixel a la computadora para su posterior analisis. Se
configurd el convertidor para funcionar en modo continuo, unipolar, utilizando la
referencia interna del microcontrolador de 1.3 V, con ganancia unitaria. Se
programaron las autocalibraciones para ganancia y tension de offset. El
convertidor se configuré6 para comenzar a trabajar a partir de que el usuario
desde la computadora programaba las condiciones de operacion del
experimento e iniciaba la operacion, pero la transmision de datos ocurria cada
determinado tiempo seleccionado por el usuario mediante la computadora, cada
que se cumplia ese lapso, se tomaban los 16 bits mas significativos de las
conversiones, lo que le permite tomar valores entre 0 y 65535 que guardaban
en un vector y se enviaban una por una mediante UART para ser graficadas y

almacenadas.
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V.4. Interfaz microcontrolador-computadora.
Se programo una aplicacion en Microsoft Visual Studio 2010 que permitia

comunicar al microcontrolador con la computadora mediante UART, dando la
posibilidad de modificar sus registros, regular la intensidad del LED en tiempo
real desde la computadora durante la realizacién de los experimentos, modificar
valores para el tiempo de integracién del sensor (tiy), registrar los datos de
sensado en un archivo de texto, seleccionar la frecuencia del registro, ver en
tiempo real la grafica de los datos transmitidos, correr un reloj durante el tiempo
del experimento, mostrar la cantidad de registros que se tienen, iniciar y
terminar el experimento. En la ventana de la aplicacién se seleccionaban la
corriente deseada para el LED, frecuencia de registro y tiempo de integracion,
se mandaban por UART una serie de valores que indicaban al microcontrolador
en qué condicional entrar y en qué registros se debian de cargar cada uno de
los valores enviados. Posteriormente se seleccionaba iniciar y comenzaba a
funcionar el sensor hasta que el usuario deseara detener el experimento y

guardar los registros en el archivo de texto mencionado anteriormente.

V.5. Divisor de voltaje.
El convertidor anal6gico-digital fue el encargado de digitalizar la sefial de

salida del TSL202R. Para que la sefial a digitalizar no sobrepasara el valor del
voltaje de referencia de 1.3 V, se midio el voltaje real de salida en condiciones
de saturacion, el cual fue de aproximadamente 3.7 V. Se decidi6 armar un

divisor de voltaje con un factor de %, para asegurar que no se llega al voltaje
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de saturacion del convertidor. El divisor se armé con 4 resistencias de 330 Q

siguiendo la estructura mostrada Se evaluo la sefial de entrada contra la sefal

de salida del divisor de voltaje en condiciones de saturacion, luz ambiente y

oscuridad para determinar el factor real en los extremos y centro del rango de

funcionamiento del sensor (Figura 6).

Figura 6. Divisor de voltaje comun.

Para que el factor de division fuera de %, se tomaron en cuenta las

siguientes consideraciones:

V=IR,+IR,=I(R,+ R,)

4
] = —2
(R1 +R2)
. v _ R,
b = IR, = (Ry + Ry) (Ry) = VR1+R2

R1=R3=R4=R5=330.Q

R; = Ry + R, + Rg = 9900

(9)

(10)

(11)

(12)

(13)
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330 .2 3301
Vv, = V——2__ =y =V (14)
330024990 N 1320 2

donde:

V = V,,+ = Voltaje de salida del TSL202R (V).

I, = Voltaje del divisor (V).

V.6. Armazon del sensor.
Después de armarse el sensor en una placa de pruebas y definir la

distancia del LED, se utiliz6 una fuente de voltaje doble, para generar los
voltajes necesarios para la polarizacion del LED y hacer funcionar al TSL202R.
Se fabricd una estructura en placa de PVC para fijar la placa y un arco para
montar el LED a la distancia requerida. Se fij6 la fuente de voltaje y se pintd en
negro mate, para evitar que la luz fuera reflejada dentro de la estructura. Se
fabrico y pint6 de igual manera una tapa que permitié aislar la estructura de la
luz exterior para poder trabajar en condiciones de oscuridad. Se muestran el

proceso y la estructura final (Figura 7).
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Figura 7. Proceso de elaboracion de estructura para el sensor.

V.7. Desarrollo de cromatografias y sensados.

V.7.1. Determinacion de condiciones del sensado.
Se identifico la intensidad maxima que no saturaba al sensor con una

placa de referencia (blanco sin AD). Debido a la cercania con la saturacion, se
decidié trabajar con una tolerancia mayor. Para ello se utiliz6 un valor de
intensidad menor. Lo anterior se realizé con un tiempo de integracién de 50 ms,
el menor configurable, el cual se defini6 como 6ptimo, ya que al utilizar uno
mayor el sensor llegaba a saturacion. Se decidid sensar cada segundo, el
minimo tiempo seleccionable, ya que se corrié un ensayo y se determin6 que de
aumentar este tiempo, la reaccion de revelado avanzaria y no podriamos

evaluar la consistencia en las lecturas del sensor.
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V.7.2. Cromatografias y sensados preliminares.
Se hicieron pruebas para comprobar la separacion y el revelado de la

toxina en distintas fases estacionarias y soportes, hasta determinar la que tenia
mayores ventajas y mejores resultados. Algunas fabricadas en el laboratorio y
otras comerciales. Se anoto la distancia recorrida por la toxina y se hicieron los
arreglos para que al posicionar las placas sobre el sensor, la toxina quedara
centrada en los pixeles 64 y 65. Para determinar el tiempo de reaccion y el
tiempo de lectura se corrié una placa con 2 ul de AD a 400 ppm, después de
revelarse fue leida en 115 ocasiones, con un intervalo de 60 segundos entre

cada medicion.

V.7.3. Cromatografias y sensados finales.
Se corrieron cromatografias en capa fina, cargando 2 ul de &acido

domoico en solucion sobre cada placa. Se llevaron a cabo los experimentos,
con un blanco (Cromatografia 1), muestras a 5 concentraciones distintas
(Cromatografias 11-VI), y con el LED apagado utilizando muestras blanco
(Cromatografia 0). La cromatografia O fue llevada a cabo para determinar el
ruido en el sensor, se hicieron registros con el fin de determinar el valor de
voltaje de cada pixel llamado Vg4, para posteriormente poder determinar los
valores de absorbancia y transmitancia de la muestra de una manera mas
exacta. Se trabajo por triplicado, asignando a las réplicas las letras A, By C. El
tiempo de corrida, secado, revelado y sensado fueron constantes. La

temperatura del medio no fue regulada ni registrada, mientras que la
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temperatura de la plancha utilizada para secar las placas después de la corrida
y el revelado fue constante.

Se midi6é cada placa 15 veces con un periodo de un segundo. Por cada
réplica se generd un archivo nombrado con el nimero de cromatografia seguido
de la letra de la réplica. Estos archivos fueron registrados en la computadora.

Las concentraciones, la cantidad de acido domoico utilizadas y los

nombres de los archivos de datos generados se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2. Concentraciones y cantidad de AD cargadas en las placas.

Nombre del archivo | Concentracién de AD | Cantidad de AD cargada
de datos generado (ppm) (ng)
IA, 1B, IC 0 0
lIA, 1IB, IIC 50 100
A, 1B, IlIC 100 200
IVA, IVB, IVC 200 400
VA, VB, VC 300 600
VIA, VIB, VIC 400 800
0 0
0A, 0B, 0C LED apagado, condiciones de oscuridad

V.8. Definicion y calculo de indicadores.

V.8.1. Célculo de irradiancia.
Se determind una formula para calcular la irradiancia incidente en cada

pixel a partir del valor digital que se registra y el ruido o voltaje tipico en

condiciones de oscuridad. Para ello se trabajo a partir de la ecuacion 4:
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E — Vouti_ Vdrki — Vouti_ Vdrki — Vouti_Vdrki
€i (Re)(tint) (0.48)(501) (0.024)

Vark, = (7.65)(Vg,)

Sustituyendo 17 y 19 en 15, tenemos:

_ (4)(VDi) B (7'65)(V5i)

€i (0.024)

1.3

Vb, = Vaig, 65535

= Vyi5,(19.8367x1076)

1.3

Ve, = Varkaig, coegz = Varkaig;(19-8367x107°)
Insertando las ecuaciones 21y 22 en 20 y factorizando:

Ee, = 2207 ()(Vy,) — (7.65)(Vi,))

0.24

Como ecuacion final se tiene la siguiente:

(15)

(16)

(17)

(18)

(19)

(20)

(21)

(22)

(23)

31



E, = 826.53x107° ((4)(VDi) - (7.65)(VEi)) (24)

donde:

V..t = Voltaje de salida (V).
V41 = Voltaje de salida en condiciones de oscuridad (V).
R, = Responsividad del sensor a determinada longitud de onda.
E .= Irradiancia incidente (MW/cm?).
tint = Tiempo de integracion (s).
i = Valor referente al i-ésimo pixel.

I/, = Voltaje del divisor en respuesta a Vot (V).
V; = Voltaje del divisor para en respuesta a Vg (V).
Vaig = Voltaje digitalizado.

Varkaig = Voltaje en condiciones de oscuridad digitalizado.

Con esta ecuacion se calcularon las irradiancias incidentes de cada pixel

en los registros de las lecturas para utilizarse posteriormente.

V.8.2. Calculo de indicadores.
Se determinaron 4 tipos de indicadores identificados con la etiqueta I-1, I-

2, I-3 e I-4. De cada uno se calcularon 4 variantes denominadas con un guion y
un numero arabigo seguido a la nomenclatura anterior. Los indicadores se

describen en la Tabla 3.
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Tabla 3. Indicadores y variantes calculados.

Variable
. 1 2 3 4
Indicador
Negativo del
Disminucion Razon entre | logaritmo de
Valor del valor el valor la razén entre
L. maximo de maximo el valor
1 maximo de . : L
: los registros medido y el maximo
los registros L2 :
con respecto | valor maximo | medidoy el
a un blanco blanco valor maximo
blanco
. Negativo del
- . Razon entre .
Disminucion : logaritmo de
la sumatoria :
. de la la sumatoria
Sumatoria : de los
sumatoria de : de los
2 de los . registros .
i los registros . registros
registros medidos y la .
con respecto ; medidos y la
sumatoria del :
a un blanco sumatoria del
valor blanco
valor blanco
Negativo del
L Razon entre | logaritmo de
Disminucion . .
: el promedio | la razén entre
. del promedio .
Promedio de los el promedio
de los i
3 de los . registros de los
i registros con ; i
registros medidos y el registros
respecto a un ) :
promedio del | medidosy el
blanco )
valor blanco | promedio del
valor blanco
Disminucion Negativo del
. del promedio | Razon entre | logaritmo de
Promedio . N .
de la la irradiancia | la razon entre
de la , L . o
: S irradiancia calculada de | lairradiancia
irradiancia
calculada de los dos calculada de
4 calculada :
los dos pixeles los dos
en los dos . .
. pixeles centrales y el pixeles
pixeles .
centrales con | promedio del | centralesy el
centrales ;
respecto aun | valor blanco | promedio del
blanco valor blanco
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VI. Andlisis estadistico.

Se determind el coeficiente de correlacion de Pearson para cada uno de
los indicadores calculados y evaluar la bondad de ajuste del modelo lineal al
conjunto de datos. Posteriormente se trataron los datos a partir de los cuales se
obtuvo el coeficiente de correlacion con mayor valor y se determind su
normalidad, tanto para las repeticiones de las lecturas del sensor como para
las réplicas de las muestras por el método de Shapiro-Wilk. Por el método de
minimos cuadrados se defini6 la funcion lineal que mejor se ajustaba al
conjunto de datos seleccionados. En la seccidn de anexos se muestran las

tablas de resultados de los analisis estadisticos generadas en SPSS.

VIl. Resultados.

VII.1. Operacion del sensor.
En la Tabla 4 se muestran las frecuencias de operacion que fueron

verificadas en la configuracibn en serie. Segun las especificaciones
proporcionadas por el fabricante el sensor puede trabajar con frecuencias de
CLK entre 5 y 5000 kHz. Las frecuencias de Sl deben encontrarse entre 10 y
38.5 kHz. Se comprobd el correcto funcionamiento del sensor entre las
frecuencias recomendadas.

En las condiciones 1 y 2 la salida proporcionada por el sensor se notaba

disminuida en comparacion a las demas condiciones. En las condiciones 3 a 8
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la salida Vo del sensor no fue afectada por la frecuencia CLK, lo que si ocurrié
al cambiar Sl. Con las mismas condiciones de luz y la misma frecuencia Sl el

valor de salida del sensor se comportaba de manera constante.

Tabla 4. Frecuencias de operacion verificadas en la configuracion en serie.

Condicion | CLK (Hz) | Sl (Hz) | Funcionamiento
1 1k 5 No
2 1k 5m No
3 5k 5 Si
4 5k 5m Si
5 100 k 5 Si
6 100 k 5m Si
7 500 k 5 Si
8 500 k 5m Si
9 1M 5 Si
10 1M 5m Si

Para comprobar el correcto funcionamiento de los 128 pixeles, se
utilizaron frecuencias CLK y Sl que cumplieran con las especificaciones del
fabricante. Se muestran 6 cuadros que representan pruebas realizadas (Figura
8). En el cuadro 1 el sensor presenta saturacion en todos sus pixeles. En los
cuadros 2 a 6 fue expuesto a luz tenue, a partir del cuadro 3 se impide la
incidencia de luz en algunos pixeles. Los 128 pixeles reaccionaban

adecuadamente.
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L

Figura 8. Verificacion del funcionamiento de los pixeles del circuito armado.

VII.2. Programacién del ADuC706x.
Se logré configurar el microcontrolador para hacer funcional al TAOS con

distintos tiempos de integracion. En la parte superior de las Figuras 9, 10, 11,
12 y 13 se aprecia Vo, mientras que debajo de ellas se observan Sl y CLK. Se
colocaron las sefiales en distintas posiciones para poder comparar entre las
entradas en la parte inferior y salidas del sensor en la seccion superior, ademas
se utilizaron distintas escalas de voltaje al analizar en osciloscopio para
diferenciar entre Sl y CLK. La escala de frecuencia fue constante en las
imagenes mencionadas anteriormente. La Figura 14 permite apreciar una

diferencia aproximada de 8.1 divisiones entre el inicio y final de la frecuencia de
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CLK, lo que resulta en 16.2 ms. Ya que cada division representa una escala de
2 ms, los 130 pulsos de CLK tienen una frecuencia de 61.7 Hz. Cada pulso una
diferencia de 124.6 ms, lo que resulta en una frecuencia de CLK es 8 kHz. La

frecuencia de CLK es independiente de SI.

11111 A

Figura 9. SI = 50 ms, t/Div=100 ms, V/Div: V,;=500mV, SI=1V, CLK=2V.

ARRENE LI__L'

Figura 10. SI = 100 ms, t/Div=100 ms, V/Div: Vo,=500mV, SI=1V, CLK=2V.
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Figura 11. SI = 200 ms, t/Div=100 ms, V/Div: V,,=500mV, SI=1V, CLK=2V.

Figura 12. Sl = 250 ms, t/Div=100 ms, V/Div: V,,=500mV, SI=1V, CLK=2V.

Figura 13. Sl = 250 ms, t/Div=100 ms, V/Div: V,,=500mV, SI=1V, CLK=2V.
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Figura 14. Sl = x ms, t/Div=2 ms, V/Div: V,,=500mV, SI=1V, CLK=2V.

Se comprob6 que la diferencia de potencial generada entre el voltaje
negativo de la fuente y PIEXCO cuando este ultimo es activado, es suficiente
para sobrepasar los voltajes de polarizacion reales y tedricos de la
configuracion en directo de los LEDs utilizados. Se excitaron dos LEDs
candidatos a utilizarse, denominados LED1 y LED2 (Figura 15). Las ventajas y
desventajas de cada LED con respecto a algunas caracteristicas se muestran a
continuacion (Tabla 5). Se seleccion6 y utilizé el LED1 para el prototipo de

Sensor.

LED1 LED2,

Figura 15. Haz de luz de LED1 y LED?2.
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Tabla 5. Caracteristicas LED1 y LED2.

Caracteristicas LED1 LED2
Longitud de onda 5 por debajo del 10 por encima del
pico (nm) complejo a cuantificar | complejo a cuantificar
Variacion de
Longitud de onda +10 Desconocido
pico (nm)
Angulo de
iluminacion 5o 350
respecto a la
horizontal
Pote][]ua optico 8.4 mW @ 20mA Desconocido
rontal
Intensidad luminosa Desconocido 250 a 300 mcd
Corriente maxima 30 mA 20 mA
Haz de luz hDegradfado Degradado uniforme
eterogéneo

VIL.3. Interfaz ADuC706x-computadora y parametros de
operacion.

La aplicaciobn generada para comunicar el microcontrolador y la
computadora permiti6 comunicar exitosamente ambos dispositivos desde una
pantalla de aplicacién (Figura 16). Se muestra la pantalla principal al entrar a la
aplicacion (Figura 16-Cuadro 1). La primer configuracion requerida fue el puerto
de comunicacion COM, que era revisado en la computadora y registrado en la
aplicacion (Figura 16-Cuadro 2), consecutivo a esto se seleccionaba el tiempo
de integracion a 50, 100, 150, 250 o 500 ms (Figura 16-Cuadro 3), corriente del
LED a 0.0, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1.0, 1.2, 1.6 o 2.0 mA (Figura 16-Cuadro 4),

frecuencia de registro a 1, 5, 15, 30, 60 s o ninguna (Figura 16-Cuadro 5). Una

vez configurados los parametros de operacion se seleccionaba el boton de
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inicializar, se escribia el nombre de la muestra a analizar y la ubicacion donde
se guardaba (Figura 16-Cuadro 6). Finalmente se mostraba una grafica que
mostraba en el eje x cada uno de los 128 pixeles y en el eje y el valor de Vo
correspondiente a cada uno. La gréfica era en tiempo real y se guardaban
registros segun lo seleccionado en la configuracién, indicando en un contador el
namero de registros que se tenian. Cuando se deseaba terminar se
seleccionaba el boton de alto y se generaba un archivo de texto (Figura 17).
Este archivo en la parte superior izquierda muestra los parametros de operacion
y la fecha del experimento, presenta los datos en forma de 128 columnas y un

renglon por cada registro tomado.
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Figura 16. Interfaz ADuC706x-computadora.
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B Ovdvk: Bloc de motas

dedwo [dodn Fomato ver Ayode

Mediciones de! Toximetro UABC

Fecha de experimento: 18/12/2013

Tiempo de integracion: 50 mS Registro 1
Corriente del LED: 0.0 mA Condiciones de operacion Pixeles 1 a 1
Frecuencia de registro: 1 Seg_
|24 405 690 653 659 643 649 649 645 651|
30 405 688 645 658 649 650 657 650 655

25 400 695 647 659 642 655 653 645 655
21 404 686 659 652 651 654 652 639 653
22 409 685 653 658 659 661 655 649 648
24 415 693 652 654 651 653 656 654 648
24 408 692 652 659 648 658 651 653 656
20 408 689 647 662 640 651 651 650 641
22 407 690 657 660 643 659 658 654 651

25 405 689 657 657 647 657 659 650 652

Figura 17. Archivo de registros.

VIl.4. Divisor de voltaje.

Se muestran las sefales de entrada y salida del divisor de voltaje en
condiciones de saturacion (Figura 18), luz ambiente (Figura 19) y oscuridad
(Figura 20). La relacion entre los voltajes de ambas nos permiten conocer los
factores reales del divisor para distintos valores de la sefial de entrada. Para la
primer condicién el factor real fue de 1/4.07 y para la segunda condicién de
1/4.02, son tan pequefas las variaciones que se pueden aproximar a 1/4. En
condiciones de oscuridad el factor real del divisor de voltaje fue de 1/7.65 (Tabla

6).

43



Yo
CoFE -
4 Ersblec
- el 2 S $s Wb bihed s s 1 e ey g g b Peg .
1 - -
e ver iy
0 Poziton (D¢

-
1 - Sops
o e —— ——— . . — et ———a—, A ;
v el
v
Ay 2
Run Uty -
. L Stop A Log e
i > —_ Faph A 4 ’
bl oy e | B P A Anccale % i = || let] @

s Set Aovanced Fettngs
Souce
SCOPE - -
™ DRy, Ll
- X - - -
ar e N vertics
Yoits O aton (D mbor

< 4
- o Sope
Edge - t |
~ =3 ol
‘/ han -
P -
A ~
- - Rum Cortruoust -

7 Cirsors On

Yoo o wwoh

.': o4 ¢ Propertes Autnscaie L N -— EJ’ 9
e UM 3 - =

Figura 19. Vo, luz ambiente, antes-después del divisor de voltaje, factor=1/4.
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Figura 20. Vo, oscuridad, antes-después del divisor de voltaje, factor=1/4.

Tabla 6. Divisor de voltaje en distintas condiciones del sensor.

Condicion Vout Vou*Factores | Factor de division
Saturacion 3.66 V 0.899 V 1/4.07

Luz Ambiente 2.09V 0.519V 1/4.02
Oscuridad 0.09833 V 0.01286 V 1/7.65

VIL.5. Parametros de sensado.
Se encontro que utilizando una placa blanco, a un Tl = 50 ms, se llegaba

a saturacion del TAOS con una corriente de 1 mA. Con el mismo Tl y una
corriente de 0.8 mA la diferencia entre los pixeles centrales y saturacion era

muy pequeia. Se decidid. Utilizar el minimo Tl como valor final y una corriente
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de 0.6 para asegurar que aun en caso de una placa mas delgada no se saturara

el sensor.

VIl.6. Resultados de los ensayos.
Para una placa fabricada en el laboratorio cargada con 800 ng de acido

domoico la reaccién con el revelador tarda aproximadamente 90 minutos en
terminar, la temperatura no fue medida. La dispersién de la mancha en la placa
produce la disminucién de la transmitancia en 50 pixeles. Se graficaron los
resultados cada 5 minutos desde el minuto 5 hasta el 95 (Figura 21), en ese
lapso de tiempo la reaccién no se detuvo, por lo que se decidié medir cada
muestra a un tiempo especifico después del revelado. El secado de las placas y
su colocacion en el sensor requerian un poco mas de 5 minutos, por lo que se
decidié comenzar a leer a partir del minuto 9, guardando 15 registros por placa.

Se calcul6 la irradiancia incidente sobre cada pixel, midiéndose las
distintas placas cargadas con distintas cantidades de toxina (Ecuacion 23), la
grafica generada (Figura 22) nos permiti6 observar el comportamiento del
sensor y tomar decisiones sobre los indicadores.

En los 4 tipos de los indicadores calculados (Tabla 7, Tabla 8, Tabla 9y
Tabla 10), al considerarlos como variable en funcién de la cantidad de AD
cargada en las placas, la variante nUmero 4 presentaba una mejor correlacion
lineal. La mayor correlacion se obtuvo con el indicador 1-4-4 (r = 0.99424). La

ecuacion de regresion lineal (Figura 23) es:
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(I—4—4) = (0.003)(ng de AD) + 0.0139 (25)

Despejando llegamos a:

(1-4-4)- (0.0139)

ng de AD = (0.003) (26)
Tiempo de reaccidn Minuto
30000 >
— 5

25000

// —1
20000 / —_—35
15000 45

20

K N
10000 R
5000 —75
85
0 —95

0 20 40 60 80 100 120 140
e hlanco

Pixel

Figura 21. Comportamiento de la reaccion en el tiempo.
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Tabla 7. Indicador 1.

43820.56667

0

1

Figura 22. Irradiancia incidente sobre el sensor
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38811.1

5009.466667

0.885682294

0.052722037

38349.2

5471.366667

0.875141581

0.057921681

37490.26667

6330.3

0.855540435

0.06775946

35233.66667

8586.9

0.804044068

0.094720148
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0.822408352

0.084912488

0.833442741

0.833442741

0.833442741

0.845999678
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Tabla 8. Indicador 2.

4265256.7 0 1 0
3949512.767 315743.9333 0.925973053 0.033401652
4033890.033 231366.6667 0.945755512 0.024221119
3909229.367 356027.3333 0.91652851 0.037854021

3654398.4 610858.3 0.856782758 0.067129282

3675428.3 589828.4 0.86171327 0.064637219
0.911270121 0.911270121 0.911270121 0.915834966

Tabla 9. Indicador 3.

33322.31797 0 1 0

30855.56849 2466.749479 0.925973053 0.033401652
31514.76589 1807.552083 0.945755512 0.024221119
30540.85443 2781.463542 0.91652851 0.037854021
28549.9875 4772.330469 0.856782758 0.067129282
28714.28359 4608.034375 0.86171327 0.064637219
0.911270121 0.911270121 0.911270121 0.915834966

Tabla 10. Indicador 4.

l-4-1 I-4-2 -4-3 l-4-4
139.27354 0 1 0
123.09476 | 16.1787737 | 0.883834544 | 0.053629028
114.28974 | 24.9837978 | 0.820613458 | 0.085861365
98.120992 | 41.152543 | 0.704520009 | 0.152106668
82.20489 | 57.0686455 | 0.590240562 | 0.228970948
74.924869 | 64.3486666 | 0.537969173 | 0.26924261
-0.983457 | 0.98345679 | 0.983456786 | 0.994182593
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(I-4-4) = 0.0003(ng de AD) + 0.0139

Linea real y recta de ajuste 1-4-4 R = 0.9942

0.3

0.25 /
Doz

0.2

0.15

I-4-4

—1-4-4

0.1 Lineal (I-4-4)

0.05 +——

0 200 400 600 800 1000
ng de AD

Figura 23. Linea real y recta de ajuste |-4-4.

VII.7. Resultados del analisis estadistico.
Para analizar los datos se formaron “grupos” tomando las 10 primeras

mediciones de cada archivo mencionado en la Tabla 2, asignandole a cada
grupo de datos el mismo nombre que el archivo del cual fueron extraidos.
También se tomaron los grupos de datos obtenidos de las réplicas de una
cromatografia y se les asign6 el nombre de “Conjunto”, seguido del numero de
la cromatografia de la cual provienen los datos.

Después del analisis estadistico, se obtuvo que 19 de 21 grupos de datos
se comportaron normalmente. De los conjuntos de datos 4 de 7 cumplieron con
el supuesto de normalidad. Todos los conjuntos mostraron homogeneidad de
varianzas y solo 1 no presento diferencias significativas entre los grupos que lo

conformaban (Tabla 11).
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Tabla 11. Pruebas estadisticas realizadas sobre los conjuntos de datos.

Datos

Normalidad

Homogeneidad
de varianzas

ANOVA

Grupo IA

Grupo 1B

Grupo IC

Conjuntol

Grupo 1A

Grupo 11B

Grupo lIC

Conjuntoll

Grupo 1A

Grupo I1IB

Grupo llIC

Conjuntolll

Grupo IVA

Grupo IVB

Grupo IVC

ConjuntolV

Grupo VA

Grupo VB

Grupo VC

ConjuntoV

Grupo VIA

Grupo VIB

Grupo VIC

ConjuntoVI

Grupo OA

Grupo 0B

Grupo 0C

Conjunto0

El conjunto de datos pasa la prueba

X

El conjunto de datos no pasa la prueba

No aplica la prueba al conjunto de datos
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VIII. Discusion.

Una vez que se determind que el sensor Optico TSL202R funcionaba
dentro de los parametros de operacion establecidos por el fabricante (Tabla 4),
gue idealmente su respuesta Vot N0 se veia afectada por la frecuencia CLK,
solamente por Sl, y ademas, todos los pixeles funcionaban correctamente en
las configuraciones en serie y paralelo (Figura 8), fue necesario decidir la
configuracion y frecuencias a utilizar.

En experimentos previos se comprobo que la longitud de la marca del AD
con respecto al eje sobre el cual corre la muestra, no superaba los 0.5 cm, en
algunos tipos de placas el tamafio era menor incluso a 0.1 cm, lo que indica que
utilizar la mitad de los pixeles del sensor (configuracion en paralelo, 64 pixeles,
0.9145 cm) permitia registrar la medicion a lo largo de toda la marca. Por otro
lado el utilizar la configuracion en serie nos permitiria registrar datos de otros
componentes que se quedaban atras a una mayor distancia en la separacién de
componentes. Para el prototipo experimental result6 mas conveniente una
configuracion en serie (Figura 2) y poder analizar una linea mas amplia de la
placa. Pero de esta forma es importante considerar que el sensor sera excitado
por un LED cuyo haz de luz no es homogéneo (LED1, Figura 15), que el punto
mas uniforme es el centro del haz y que éste se colocaria perpendicularmente
al centro de la linea de pixeles y entre ambos la seccién de la placa donde se
ubicaba la muestra de AD. Lo anterior nos permite llegar a la conclusién que de

analizar otros compuestos que se encuentren tras la marca de AD, las lecturas
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y registros serian validos solo en dos casos: que la heterogeneidad del haz de
luz sea constante en todos los LEDs fabricados y que el posicionamiento del
mismo sea respetado; o bien, que el analisis sea considerado valido sélo para
el prototipo en el cual se realiz6 el experimento. Debido a que el prototipo
definitivo sdOlo va a trabajar sobre la marca a analizar, o mas conveniente sera
una configuracion en paralelo (Figura 3) y trabajar solamente con 64 pixeles, lo
gue implicaria cambiar la programacion del microcontrolador y exigirle que tras
S| sélo se generen 64 pulsos de CLK mas un pulso extra que se requiere para
descargar el sistema. Lo anterior implicaria una optimizacién de los recursos del
ADuUC706x.

Desde este punto se sabia que el sensor seria excitado por un
microcontrolador que generaria las dos funciones de entrada, que la sefial de
salida del sensor posee la misma frecuencia que CLK, y que debido a lo
anterior, la frecuencia del convertidor analégico-digital representaba una
limitante o variable a considerar para la seleccién de las frecuencias. ADuC706x
tiene un cristal que le permite trabajar a una frecuencia de 10.24 MHz, cada
instruccion del programa requiere distinto nimero de ciclos de reloj para ser
ejecutada, generalmente 4, lo que significa que un programa muy simple podria
trabajar a frecuencias cercanas a los 2.56 MHz, tomando en cuenta que se
requieren de configuraciones mas complejas para generar las sefales, hacer
las conversiones, almacenar y transmitir, se trabajara con frecuencias bastante
bajas en comparaciéon de los 5 MHz que es la frecuencia maxima a la cual

puede funcionar el sensor. La frecuencia maxima a la cual puede funcionar el
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convertidor analégico digital del ADuC706x es de 8 kHz (t=125 us), por lo que
se decidié que esta frecuencia es una buena opcion para CLK, lo que requeriria
una Sl con un tiempo mayor o igual a 129 pulsos (t=16.125 ms, f=62 Hz). Con
base en esto se considerdé apropiado programar un tiempo de integracion
minimo de 50 ms y programar otros valores multiplos de este valor, lo que
permitiria analizar visualmente de una manera mas sencilla la grafica de Vou
generada en la aplicacién programada (Figura 16). Se programaron tiempos de
integracion seleccionables de 50, 100, 150, 250 y 500 ms, aunque la hoja de
datos de TSL202R recomienda un valor maximo de 100 ms. El tiempo de
integracion seleccionado para operar fue de 50 ms, ya que permitia utilizar 4
intensidades de corriente sin que el sensor llegara a saturaciéon analizando
placas blanco (0.2, 0.4, 0.6 y 0.8 mA). Al trabajar con 100 ms sélo hubo dos
intensidades que no provocaban saturacion al analizar placas blanco (0.2 y 0.4
mA). Ademas de los argumentos expuestos anteriormente, los valores
seleccionables como tiempo de integracion mayores que 100 ms, estaban fuera
de los pardmetros recomendados, y con ello no se asegura el comportamiento
de Vo explicado en la ecuacion (4), lo que provocaria que al querer en un
futuro calcular los valores de irradiancia incidente en los pixeles, se obtuvieran
valores erroneos.

La seleccidon de parametros de operacion fue llevada a cabo tomando en
cuenta que se utilizaria LED1. La seleccion del LED fue complicada, el
argumento mas fuerte para seleccionar LED1 fue que la longitud de onda pico

se encontraba apenas 5 nm por debajo del complejo que seria cuantificado,
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mientras que el de LED2 era de 10 nm. Esto implica una mayor responsividad
del sensor al complejo que queremos cuantificar, esto es muy importante ya
gue a pesar de que en el presente trabajo se utilizaron muestras cargadas solo
con la toxina, se desea cuantificar toxina en placas cargadas con extractos de
mariscos, y se desea que el sensor reaccione lo menos posible con los
componentes de las muestras.

Se deseaba definir una ecuacion que aproximara el valor de la irradiancia
incidente sobre cada pixel, para ello se requeria que el haz fuera dispersado
solamente sobre la linea de pixeles, pero se decidié omitir este paso, pues el
haz de luz de LED1 era irregular y se desconocia el valor de intensidad
luminosa producida, lo que implica que la aproximacion seria incorrecta. Con
LED2 se podria haber generado esta ecuacion, pero su angulo de iluminacion
es muy amplio y se tendria que colocar muy cerca del sensor, lo que provocaria
saturacion e incluso falta de espacio para los componentes que podria requerir
el prototipo final del sensor. Si se tuviera un LED con las mismas caracteristicas
que LED1, pero con un haz homogéneo se podria calcular esta ecuacién para
comparar con los valores que pueden ser calculados.

Para lograr hacer funcionar el sensor, el voltaje a digitalizar debe ser
menor que el voltaje de referencia del convertidor (1.3 V), el voltaje de salida
maximo teorico del sensor en condiciones de saturacion deberia ser de 3.5V,
pero fue de 3.66 V. Por lo anterior fue necesario armar un divisor de voltaje
(Figura 6), se decidio armar el circuito mas sencillo, con resistencias de una

sola denominacion (330 Q), si el factor de division a utilizar fuera 3, el voltaje
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maximo alcanzado seria de 1.22 V, lo cual no saturaria el convertidor. En caso
de que el voltaje de referencia interno estuviera por debajo de las
especificaciones del componente se saturaria, para asegurar se decidio utilizar
un factor de division de 4.

Para valores de voltaje cercanos a la saturacion el factor de division se
mantenia, al igual que en los valores medios del rango de salida de voltaje,
caso contrario en el voltaje generado en condiciones de oscuridad, el factor
calculado (Tabla 6) fue de 7.65, esto puede ser debido al mismo ruido generado
por el dispositivo o por el osciloscopio, pero fue tomado como tal para el calculo
de irradiancia en base a la ecuacién de voltaje de TSL202R.

El ensayo previo corrido para determinar el tiempo de inicio de registro
arrojo una gréfica que permite ver la evolucion de la reaccion en el tiempo
(Figura 21). En esta reaccién se cargaron 2 ul de una solucion a 400 ppm (800
ppm), en los 55 minutos mostrados en la gréfica la reaccion no termina, por lo
que la absorbancia del complejo continia aumentando. El objetivo del proyecto
es crear un dispositivo electrénico que permita determinar la cantidad de AD en
muestras de mariscos, de una forma rapida y sencilla, por lo que esperar a que
termine la reaccion no fue una opcién aceptable. Por ello la medicion se llevé a
cabo durante un tiempo fijo después de revelar la muestra, sin importar la
cantidad de éacido domoico cargada. El tiempo elegido fue de 9 minutos,
primeramente por necesidad, ya que tras el revelado la placa tenia que ser
secada para acelerar la reaccion y después ser colocada sobre el sensor. Para

optimizar este tiempo seria recomendable correr un conjunto de placas
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cargadas con distintas cantidades de AD y evaluar los tiempos de finalizacion
de la reaccion en funcion de la cantidad de toxina cargada. También es
importante considerar que una muestra menos concentrada implicaria un menor
tiempo de reaccidn y una muestra mezclada con otros componentes podria
requerir mayor tiempo. Para el prototipo final se tendrian que hacer todas las
pruebas con placas cargadas con extractos contaminados intencionalmente.

De este ensayo también se desprende una teoria sobre la composicion
de las placas. Al notar que en las regiones terminales de la linea de pixeles, a
pesar de haber sido reveladas con el mismo quimico y se espera que no se
encuentren en esas zonas residuos de la toxina, se aprecia un comportamiento
distinto con respecto a un blanco sin correr. Después de haber sido corrida la
placa la primer seccion permite pasar mas luz, mientras que la region terminal
se comporta en el sentido inverso, deja pasar menos luz, lo que podria deberse
a que la matriz es lavada y las particulas sueltas son acumuladas en la regién
final. Debido a este hecho y a que estas placas eran irregulares en su grosor se
decidio trabajar los ensayos finales con placas comerciales, aunque respetando
los parametros seleccionados. La irregularidad de las placas se consideré un
fuerte elemento en contra de su utilizacibn en los ensayos, se obstruia
irregularmente el paso de la luz, y la distribucion del calor al secar las placas, lo
que evitaria que los experimentos fueran comparables entre si, y los modelos
generados a partir de estos experimentos no serian representativos.

Del experimento anterior se tomo la decision de utilizar un segundo entre

cada medicion, ya que la reacciéon no se detenia y por ello la frecuencia de
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registro deberia ser la minima configurable. Se utilizO un segundo entre cada
medicion y se guardaron 10 registros consecutivos para analizar la normalidad
de los registros del sensor. De 21 muestras corridas, tres no se comportaron
normalmente, esas 21 muestras representan tres réplicas de siete experimentos
de placas cargados con distintas cantidades de acido domoico. De los grupos
de datos obtenidos en cada uno de esos siete experimentos distintos tres no se
comportaron normalmente. Para concluir con lo obtenido en el andlisis
estadistico de los siete grupos de datos, todos presentaron homogeneidad de
varianzas y solo uno no tuvo diferencias significativas entre los grupos internos.
Para asegurar la normalidad de los datos se propone programar la interfaz en
futuros ensayos para que muestree con dos contadores. Con uno se le indicaria
el tiempo entre cada registro y con el otro el nimero de registros cada vez, para
este ultimo deberd utilizarse el menor tiempo requerido por el microcontrolador,
para disminuir el ruido que ocasiona el avance de la reaccién en el tiempo.

Los resultados del andlisis estadistico son confusos en el aspecto de que
algunos grupos se comportan normalmente y otros no, por lo cual no es posible
utilizar estadistica no paramétrica para analizar los datos. A pesar de que los
grupos internos de los conjuntos presentaron homegeneidad de varianzas, por
lo que el anélisis ANOVA es aplicable, se encontré que existieron diferencias
significativas entre grupos de datos que debieron ser practicamente idénticos.

Existen herramientas estadisticas que permiten evaluar la existencia de
diferencias significativas entre grupos y conjuntos de datos y que pueden refutar

resultados arrojados por el analisis ANOVA. Se decidio no aplicarlas ya que la
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irregularidad de los datos se le atribuydé a una variable no considerada, la cual
es la temperatura. Es decir, tanto la temperatura del medio, como la
temperatura de la plancha de calentamiento en la cual fueron secadas las
muestras después de la corrida y del revelado, son hechos a los que se les
puede atribuir que la velocidad de reaccidén fue mas alta en algunas muestras
que en otras.

De estos experimentos se desprendio que la influencia del ambiente y el
tiempo de trabajo de la plancha en la temperatura de su superficie deben ser
consideradas como variables de los experimentos. La irregularidad de la
temperatura implica distinta velocidad y tiempo de reaccion, el funcionamiento
de TSL202R también es afectado por la temperatura, por ello colocar placas a
distintas temperaturas provoca cambios en las mediciones.

Para evitar problemas con la temperatura es necesario trabajar a
temperatura constante, recomendable entre 20 y 25 °C. Esta temperatura es
apropiada pues es ligeramente superior a las temperaturas registradas en el
laboratorio, lo que implicaria siempre tener que aumentar un poco la
temperatura dentro del sistema y poder trabajar a la temperatura mencionada.
Para ello es posible aislar el sistema electronico en una estructura que evite o
retrase la transferencia de calor entre el medio y el interior de la misma. La
temperatura puede ser registrada programando el ADuC706x para que utilice la
termoresistencia que tiene integrada y el convertidor analdgico digital. Mediante

su convertidor digital analdgico se puede excitar una resistencia térmica que
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esté en contacto con las placas y que regule la temperatura en un ambiente
cerrado.

A pesar de que algunos datos no cumplieron con la normalidad esperada
y existieron diferencias significativas donde no debia haberlas, se calcularon los
indicadores y las variaciones de los mismos mencionados anteriormente (Tabla
3).

Cada uno de los indicadores y variaciones se definio con un objetivo,
para comprobar o desmentir una hipétesis.

El indicador nimero 1 identificaba el valor maximo registrado en los 128
pixeles. El valor maximo para las muestras se registré en los pixeles 64 y 65
(Figura 22), ya que el LED se posiciond para que el centro de su haz iluminara
entre estos pixeles. De igual manera las placas fueron acomodadas para que la
marca de AD quedara centrada en esta zona. El valor de este indicador
disminuiria al aumentar la cantidad de toxina en la marca, pues el complejo
absorbia luz a una longitud de onda cercana a la de emision del LED. Tras las
mediciones se detectd que en placas que fueron cargadas con mas de 100 ng
de toxina este indicador deja de ser valido, pues los pixeles de la zona que
presenta disminuciébn comenzaron a registrar valores menores que los de las
zonas donde no hubo disminucién. Por lo tanto los valores maximos se
estancan, dejan de representar la disminucion ocasionada por el aumento de la
cantidad de toxina y se vuelven dependientes de la homogeneidad de las
placas y el deslave que sufren con las corridas. Debido a lo anterior el indicador

1 fue descartado en el presente trabajo para obtener una recta de regresion,
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pero considerando que puede ser utilizado en un experimento donde las
cantidades cargadas no sobrepasen los 100 ng de toxina, esto seria 0til, pues
se espera que el sensor detecte en alimentos concentraciones cercanas a las
40 ppm, si se extrajera efectivamente esta cantidad de las muestras, y se
cargaran 2 pl de toxina, el indicador seria viable. Es importante considerar que
los métodos de extraccion o purificacion de muestra deben ser sencillos, y por
ello es muy probable que poco efectivos, por lo que es posible que la proporcién
extraida sea incluso mas pequefia.

El indicador numero 2, que se generaba de sumar los valores medidos
de cada pixel, también fue descartado, a pesar de aumentar la disminucién en
los pixeles centrales, el comportamiento de los pixeles laterales variaba, incluso
de forma irregular entre algunas muestras al aumentar la concentracién de AD
(Figura 22), la irradiancia sobre los pixeles centrales disminuia y en los laterales
aumentaba, mientras que entre otras placas el comportamiento fue el inverso.
Este fendmeno puede deberse a problemas al correr las placas, pero no se
tiene una prueba que lo confirme. Otro punto importante a resaltar es que este
indicador tenia una finalidad meramente experimental, pues al correr muestras
contaminadas con otras toxinas que se empalmen o acerquen demasiado a la
marca de AD, el indicador seria afectado fuertemente. Una opcion para
disminuir este ruido es definir el indicador como cierto nimero de pixeles, sobre
los cuales no se empalmen otros compuestos distintos a los que se encuentren

en los blancos.
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Con el indicador numero 3 y sus derivados, se obtuvieron valores de
correlacion superiores a 0.9, con valores muy cercanos al indicador niumero 3,
pero por las mismas razones fue descartado. Este indicador proviene del
promedio de los valores registrados en todos los pixeles, pero la irregularidad
en el comportamiento de los pixeles laterales hace perder credibilidad sobre
este indicador.

Finalmente el indicador niamero 4 fue el que nos permitié obtener la
mayor correlacion (r=0.9942) con la cantidad de toxina cargada en la placa, fue
precisamente con la variante nimero 4. La variante nimero 4 se calcula como
el negativo del logaritmo del indicador nimero 3, el cual a su vez, se calcula
como el valor medio de irradiancia calculado de los pixeles 64 y 65 entre el
mismo calculo de la muestra blanco. Lo anterior se debe a que se quiere hacer
un calculo similar al que realizan los equipos espectrofotométricos. El indicador
puede ser calculado de igual manera, como el logaritmo de la division del valor
blanco sobre el valor calculado, esta relacion es equivalente a determinar la
transmitancia, la cual debe mostrar un comportamiento logaritmico, y al calcular
el logaritmo de esta relacion, se obtiene otro valor similar a la absorbancia, la
cual debe mostrar un comportamiento lineal. EI comportamiento de los datos
tendio a la linealidad (Figura 23). Es importante mencionar que se desconoce si
al trabajar a condiciones constantes de temperatura se podran generar modelos
con una mayor correlacion lineal. Este modelo surgiéo de un conjunto de datos
que no tuvieron el comportamiento esperado y aun mas importante, no se

puede asegurar que el modelo sea representado por la Ley de Beer-Lambert,
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pues esta parte del supuesto de que el haz de luz atraviesa un volumen
constante donde la concentracion de analito varia, y en el presente trabajo no
se pudo determinar la dispersion del AD sobre la placa y como influenciaba la
cantidad cargada en esta distribucion.

Las ventajas de este indicador es que utiliza solo una porcidon muy
pequefia de la placa, esto permite que en caso de que se traslape la marca de
AD con la de otro compuesto que se presente de forma variable, se pueda
utilizar otro pixel, siempre y cuando se coloque el centro del haz de luz
perpendicularmente sobre él.

Para finalizar esta discusion, es necesario hacer algunas
recomendaciones para futuros experimentos como éste. Es necesario un LED
con pico de emision a la misma longitud de onda y angulo de apertura que
LED1 pero con un haz homogéneo. Si emite luz a una longitud de onda o
angulo distinto, las condiciones de operacion deberan calcularse nuevamente.

El tiempo entre registros debe ser lo menor posible para poder evaluar la
normalidad en la toma de registros y evitar que el avance de la reaccién
interfiera en el célculo.

La temperatura debe ser constante, es importante que se elijja una
temperatura superior a la del ambiente donde sera utilizado el sensor, pues
mientras la temperatura deseada sea superior a la ambiente esta se podra
elevar, en cambio si la deseada es inferior a la temperatura ambiente, es muy

dificil crear un sistema de enfriamiento dentro de la cabina del sensor.
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Para disminuir la luz del LED en caso de ser necesario, o enfocarla a un
solo punto es posible utilizar filtros y colimadores, lo que seria de utilidad para
gue distintos sensores trabajaran de una forma mas homogénea.

Los indicadores que fueron descartados en este trabajo pueden resultar
aplicables, pero para ello es necesario hacer nuevos experimentos con las
recomendaciones mencionadas y posiblemente restringir el nimero de pixeles a

considerar para su calculo.

IX. Conclusiones.

< El dispositivo electrénico generado utilizando el sensor TSL202R, el
sistema de adquisicion de datos ADuC706x, el fotodiodo denominado
LED1 y la interfaz programada, registra datos de ensayos de
cromatografia en capa fina que permiten detectar 4cido domoico en

soluciones con concentracion minima de 50 ppm.

<~ El indicador denominado I-4-4 permitid generar una curva de regresion

lineal con un r=0.9942.

< Para el modelo final del sensor es mas conveniente una configuracion de

TSL202 en paralelo.
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<~ Es necesario utilizar un LED con las mismas especificaciones que
LED1 pero que su haz de luz tenga un comportamiento regular, o utilizar
filtros y colimadores para homogenizar el funcionamiento de distintos

LED.

<- La temperatura es un parametro variable que no fue considerado al
realizar la parte experimental, lo que provocé respuestas inesperadas e
irregulares en los registros del sensor que le hacen perder validez a los

modelos generados a partir de ellos.

<> Es necesario repetir los experimentos realizados en el presente trabajo
pero tomando en consideracién las recomendaciones generadas en

esta tesis.

< No se encontraron argumentos definitivos que indiquen que el dispositivo
gue se esta diseflando no pueda detectar o cuantificar concentraciones
de AD por debajo de las que fueron verificadas en el presente trabajo o
de los limites permisibles en alimentos, es necesario realizar ensayos

con concentraciones menores de la toxina

< El presente trabajo concluye como un estudio exploratorio del método de
deteccion, generandose conocimiento que define el rumbo de futuras

investigaciones.
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XI. Anexos.

XI.1. SPSS, Tabla de resultados de normalidad, datos 3 réplicas.

Pruebas de normalidad

Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk
Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
Conjuntol .066 30 200" 991 30 .996
Conjuntoll 404 30 .000 .635 30 .000]
Conjuntolll .132 30 193 .943 30 .107
ConjuntolV .182 30 .012 916 30 .021
ConjuntoV .149 30 .086 919 30 .025
ConjuntoVI 119 30 .200° 943 30 .108
Conjunto0 117 30 .200° 958 30 274
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Xl.2. SPSS, Tabla de resultados de normalidad, datos cada

réplica.
Pruebas de normalidad
Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk
Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
Datos  IA .168 10 200" 966 10 852
B 177 10 200" 965 10 839
IC 146 10 200" 965 10 844
Datos  IIA 202 10 200" 920 10 359
1B 184 10 200" 974 10 926
Ic 147 10 200" 912 10 296
Datos  IlIA 153 10 200" 930 10 452
nB .108 10 200" .960 10 791
e 196 10 200" 917 10 330
Datos  IVA 205 10 200" 930 10 444
IVB 255 10 .065 884 10 146
IVC 130 10 200" 956 10 745
Datos VA 197 10 200" .898 10 208
VB 132 10 200" 957 10 754
IVC 185 10 200" .895 10 192
Datos  VIA 233 10 132 935 10 496
VIB 192 10 200" 911 10 289
VIC 338 10 .002 795 10 012
Datos  OA 250 10 .076 824 10 .028
0B 211 10 200" 938 10 534
oC 186 10 200" .898 10 209
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X1.3. SPSS, Tabla de resultados de ANOVA de un factor

Conjuntol
Prueba de homogeneidad de varianzas
Datos
Estadistico de
Levene g1 gl2 Sig.
227 2 27 .799]
ANOVA
Datos
Suma de
cuadrados gl Media cuadratica F Sig.
Inter-grupos 803.317 2 401.658 1.287 .293
Intra-grupos 8429.650 27 312.209
Total 9232.967 29

HSD de Tukey

Comparaciones multiples

Intervalo de confianza al 95%
Diferencia de
() J) medias (I-J) Error tipico Sig. Limite inferior | Limite superior
1A 1B -11.6500000 7.9020157 319 -31.242397 7.942397
IC -10.1500000 7.9020157 416 -29.742397 9.442397
B IA 11.6500000 7.9020157 .319 -7.942397 31.242397
IC 1.5000000 7.9020157 .980 -18.092397 21.092397
IC 1A 10.1500000 7.9020157 416 -9.442397 29.742397
1B -1.5000000 7.9020157 .980 -21.092397 18.092397




Conjuntoll
Prueba de homogeneidad de varianzas

Datos

Estadistico de

Levene gll gl2 Sig.
2.613 2 27 .092
ANOVA
Datos
Suma de
cuadrados gl Media cuadratica F Sig.
Inter-grupos 2716636.067 2 1358318.033| 6452.505 .000]
Intra-grupos 5683.775 27 210.510
Total 2722319.842 29

Comparaciones multiples

HSD de Tukey

Intervalo de confianza al 95%
Diferencia de
() J) medias (I-J) Error tipico Sig. Limite inferior | Limite superior
A 1B -2.5000000 6.4886083 .922 -18.587970 13.587970
Ic -6.3960000E2 6.4886083 .000 -655.687970 -623.512030
1B A 2.5000000 6.4886083 .922 -13.587970 18.587970
Ic -6.3710000E2 6.4886083 .000 -653.187970 -621.012030
Ic A 639.6000000 6.4886083 .000 623.512030 655.687970
1B 637.1000000|  6.4886083 .000 621.012030 653.187970
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Conjuntolll

Prueba de homogeneidad de varianzas

Datos

Estadistico de

Levene gll gl2 Sig.
.082 2 27 921
ANOVA
Datos
Suma de
cuadrados gl Media cuadratica F Sig.
Inter-grupos 81792.867 2 40896.433 194.553 .000
Intra-grupos 5675.600 27 210.207
Total 87468.467 29

HSD de Tukey

Comparaciones multiples

Intervalo de confianza al 95%
Diferencia de
() J) medias (I-J) Error tipico Sig. Limite inferior | Limite superior
A 1B 64.3000000 |  6.4839403 .000 48.223604 80.376396
nc 127.9000000° 6.4839403 .000 111.823604 143.976396
1B A -64.3000000 |  6.4839403 .000 -80.376396 -48.223604
nc 63.6000000° 6.4839403 .000 47.523604 79.676396
nc A -1.2790000E2 6.4839403 .000 -143.976396 -111.823604
B -63.6000000 |  6.4839403 .000 -79.676396 -47.523604

74



ConjuntolV

Prueba de homogeneidad de varianzas

Datos

Estadistico de

Levene gll gl2 Sig.
3.124 2 27 .060
ANOVA

Datos

Suma de

cuadrados gl Media cuadrética F Sig.
Inter-grupos 50364.317 2 25182.158 105.480 .000
Intra-grupos 6445.925 27 238.738
Total 56810.242 29

HSD de Tukey

Comparaciones multiples

Intervalo de confianza al 95%
Diferencia de
n J) medias (I-J) Error tipico Sig. Limite inferior | Limite superior
IVA IvVB 24.9000000  6.9099633 .003 7.767315 42.032685
IVC 96.6500000 6.9099633 .000 79.517315 113.782685
VB IVA -24.9000000° 6.9099633 .003 -42.032685 -7.767315
IVvC 71.7500000  6.9099633 .000 54.617315 88.882685
IvVC IVA -96.6500000° 6.9099633 .000 -113.782685 -79.517315
VB -71.7500000° 6.9099633 .000 -88.882685 -54.617315
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ConjuntoV

Prueba de homogeneidad de varianzas

Datos

Estadistico de

Levene gll gl2 Sig.
.586 2 27 .564
ANOVA
Datos
Suma de
cuadrados gl Media cuadratica F Sig.
Inter-grupos 170443.850 2 85221.925 279.392 .000
Intra-grupos 8235.725 27 305.027
Total 178679.575 29

HSD de Tukey

Comparaciones multiples

Intervalo de confianza al 95%
Diferencia de
() J) medias (I-J) Error tipico Sig. Limite inferior | Limite superior
v VB 105.7000000°|  7.8105935 .000 86.334276 125.065724
VC 183.9500000° 7.8105935 .000 164.584276 203.315724
VB v -1.0570000E2 7.8105935 .000 -125.065724 -86.334276
VC 78.2500000° 7.8105935 .000 58.884276 97.615724
VC v -1.8395000E2 7.8105935 .000 -203.315724 -164.584276
VB -78.2500000|  7.8105935 .000 -97.615724 -58.884276
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ConjuntoVI

Prueba de homogeneidad de varianzas

Datos

Estadistico de

Levene gll gl2 Sig.
.070 2 27 .932
ANOVA

Datos

Suma de

cuadrados gl Media cuadratica F Sig.
Inter-grupos 10778.867 2 5389.433 74.734 .000
Intra-grupos 1947.100 27 72.115
Total 12725.967 29

HSD de Tukey

Comparaciones multiples

Intervalo de confianza al 95%
Diferencia de
() J) medias (I-J) Error tipico Sig. Limite inferior | Limite superior
VIA VIB 27.1000000" 3.7977576 .000 17.683773 36.516227
VIC 46.2000000 3.7977576 .000 36.783773 55.616227
VIB VIA -27.1000000° 3.7977576 .000 -36.516227 -17.683773
VIC 19.1000000° 3.7977576 .000 9.683773 28.516227
VIC VIA -46.2000000° 3.7977576 .000 -55.616227 -36.783773
ViB -19.1000000" 3.7977576 .000 -28.516227 -9.683773
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Conjunto0

Prueba de homogeneidad de varianzas

Datos

Estadistico de

Levene gll gl2 Sig.
.506 2 27 .609]
ANOVA
Datos
Suma de
cuadrados gl Media cuadratica F Sig.
Inter-grupos 64.267 2 32.133 3.546 .043
Intra-grupos 244,700 27 9.063
Total 308.967 29
Comparaciones multiples
Datos

HSD de Tukey

Intervalo de confianza al 95%

Diferencia de
() J) medias (I-J) Error tipico Sig. Limite inferior | Limite superior
0A oB -3.0000000 1.3463256 .084 -6.338103 .338103
ocC .2000000 1.3463256 .988 -3.138103 3.538103
oB 0A 3.0000000 1.3463256 .084 -.338103 6.338103
ocC 3.2000000 1.3463256 .062 -.138103 6.538103
ocC OA -.2000000 1.3463256 .988 -3.538103 3.138103
oB -3.2000000 1.3463256 .062 -6.538103 .138103




