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RESUMEN de la tesis de Verdugo Parra Martin Antonio, presentada como
requisito para obtener el grado de INGENIERO EN NANOTECNOLOGIA, de la
Facultad de Ingenieria, Arquitectura y Disefio (FIAD) de la UABC. Ensenada, Baja
California, México, Mayo 2023.
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Director de Tesis Codirector deTesis

Resumen: Uno de los reactivos mas utilizados para el tratamiento de agua,
blanqueamiento, y tratamiento de alimentos es el peréxido de hidrégeno (H202). El
H.O: al ser dafiino para la salud y estar presente en productos de consumo humano
y animal, resulta de vital importancia detectarlo de forma fiable y precisa. En este
trabajo de tesis, se propone emplear nanoparticulas de plata (Ag NPs) sintetizadas
por el método Turkevich para detectar la presencia de H202 en soluciones
preparadas. Las Ag NPs obtenidas en este trabajo, presentan un pico de
absorbancia caracteristico en los 440 nm y un tamafio de entre 60 y 80 nm. Las
pruebas realizadas por espectrofotometria UV-Vis demuestran que las Ag NPs son
adecuadas para detectar y cuantificar niveles de concentracion de H20:.
Adicionalmente, se lleva a cabo un analisis visual colorimétrico como prueba rapida
complementaria, capaz de evaluar cualitativamente la concentracion de H202.
Finalmente, se disefia e implementa un dispositivo portatil de medicion cuantitativa
de concentracién de H202 a partir de las Ag NPs. Los resultados experimentales
obtenidos demostraron que el dispositivo es confiable para detectar la presencia de
H,O a través de analisis precisos y rapidos, evitando el uso de equipo complejo y

medios de deteccion inestables.
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SYNTHESIS AND APPLICATION OF SILVER NANOPARTICLES AS
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Abstract: One of the most widely used reagents for water treatment, bleaching, and
food treatment is hydrogen peroxide (H20z2). H20z2 is harmful to health and is present
in products for human and animal consumption, so it is of vital importance to detect it
reliably and accurately. In this thesis work, it is proposed to use silver nanoparticies
(Ag NPs) synthesized by the Turkevich method to detect the presence of H202 in
prepared solutions. The Ag NPs obtained in this work show a characteristic
absorbance peak at 440 nm and a size between 60 and 80 nm. The tests performed
by UV-Vis spectrophotometry demonstrate that the Ag NPs are suitable for detecting
and quantifying H202 concentration levels. Additionally, a visual colorimetric analysis
is carried out as a complementary rapid test, capable of qualitatively assessing H202
concentrations. Finally, a portable device for quantitative measurement of H202
concentration from Ag NPs is designed and implemented. The experimental results
obtained showed that the device is reliable to detect the presence of H20:2 through
accurate and fast analysis, avoiding the use of complex equipment and unstable

detection media.

Keywords: silver nanoparticles, hydrogen peroxide, sensor, Turkevich synthesis.
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Capitulo 1. Introduccion

1.1. Importancia del H20>

Debido a sus propiedades antisépticas y blanqueadoras, el peréxido de
hidrogeno (H202) es una sustancia quimica de gran importancia para diversas
industrias gracias a su gran numero de aplicaciones como oxidante, bactericida,
esporicida, desinfectante y antiséptico en el area alimenticia y médica, blanqueador
en el area de textiles y papel, asi como descontaminante para el tratamiento de
agua contaminada con metales pesados [1-3]. Fue descubierto en 1818 por el
quimico y farmacéutico francés Louis Jacques Thénard [4], quien logré identificarlo
como resultado de la reaccién de peréxido de bario (BaOz2) y acido nitrico (HNO3).

Al no cambiar el sabor de los alimentos con los que entra en contacto, el
H202 ha sido utilizado como esterilizante quimico para el tratamiento de alimentos
desde hace mas de 100 anos [5], ya sea para su limpieza y desinfeccion o como
conservador, gracias a su capacidad de aletargar el deterioro de alimentos como
frutas y lacteos a causa de bacterias [6] , ademas no genera residuos toxicos ni
contaminantes al degradarse, produciendo unicamente oxigeno (O2) y agua (H20).
Es asi como la amplia gama de aplicaciones del H202 lo hace presente de manera
significativa en la mayoria de las industrias, y se estima que antes del ano 2024 su

uso representara hasta 6 mil millones de délares en aplicaciones [7].

A pesar de su amplio uso, no fue sino hasta el afo de 1956 en que ciertas
investigaciones detectaron los efectos negativos que presenta para la salud, cuando
se ingiere de forma directa [8]. La teoria del envejecimiento de Denham Harman

basada en la toxicidad de los radicales libres presentes en el H202, propone que el



envejecimiento del ser humano se debe al efecto dafiino de los radicales libres de
origen mitocondrial. Asi, aun cuando el H202 presenta grandes ventajas en su uso,
su presencia residual en productos de consumo humano (en particular en
alimentos), puede causar efectos adversos a la salud tales como enfermedades
cardiovasculares, problemas gastrointestinales, desdrdenes neurodegenerativos,
entre otros [9]. Debido a la gran variedad de aplicaciones del H202 y la importancia
que se tiene en detectarlo de forma fiable en los productos y alimentos dirigidos
para el consumo humano [10], ha llevado al desarrollo de numerosos métodos para
su deteccién en sustancias y disoluciones, entre los cuales destacan los métodos
enzimaticos, titrimétricos y espectrofotométricos [11,12]. Sin embargo, estos
metodos presentan desventajas, por ejemplo: baja estabilidad y precision, asi como
el requerimiento de equipo complejo para su medicion, por lo que, resulta importante
desarrollar e implementar un método sencillo, confiable y de bajo costo para la

deteccion eficiente de H202 [13].

Actualmente la nanotecnologia ha encontrado que las nanoparticulas de plata
(Ag NPs) presentan una alta sensibilidad y selectividad para la detecciéon de H20:2
[14]. Las Ag NPs gracias a su utilidad como agente antibacteriano, asi como su
amplio abanico de aplicaciones en areas tales como fisica, quimica y biologia, asi
como en catalisis, Optica, electrénica, sensores quimicos, biosensores vy
biotecnologia, se han convertido en unas de las nanoparticulas mas comunmente

utilizadas en todas las areas industriales y de investigacion [15].

En este trabajo de tesis se presenta el desarrollo e implementacion de un

sensor capaz de detectar H202 de forma precisa en muestras liquidas y de



alimentos basado en nanoparticulas de plata sintetizadas utilizando el método
Turkevich. Se aprovecha su alta actividad catalitica al oxidarse al entrar en contacto
con el H202, cambiando visiblemente de coloracién, y la intensidad de su banda de
absorbancia. La efectividad de las Ag NPs se verifica cuantitativamente utilizando el

espectrofotometro UV-Vis.



Capitulo 2. Hipétesis y objetivos
2.1. Hipobtesis

La utilizacion de nanoparticulas de plata provee un medio de deteccion y
medicion de H202 en soluciones a partir del cambio de coloracion e intensidad de

absorbancia de las nanoparticulas.

2.2.  Objetivos
2.2.1. Objetivo general

Desarrollar un método de deteccién capaz de monitorear de forma sencilla la
presencia de H202 en soluciones, utilizando el cambio de color y absorbancia de las

nanoparticulas de plata en presencia de H20:.

2.2.2. Objetivos especificos

e Sintetizar Ag NPs a través del método de sintesis de NPs metalicas de
Turkevich.

e \Verificar la correcta sintesis de las Ag NPs utilizando el espectrofotometro UV-
Vis para obtener el espectro de absorbancia de la muestra y el microscopio de
fuerza atdomica para obtener su tamafo y distribucion.

e Utilizar la espectrofotometria UV-Vis para evaluar el funcionamiento de la
dispersién de nanoparticulas de plata como sensor de H202 al comparar el
espectro de absorbancia de las Ag NPs al mezclarse con distintas
concentraciones de H20:.

e Obtener una curva de calibracion que relacione la intensidad de absorbancia de

una muestra de Ag NPs a su concentraciéon de H20z2.



Capitulo 3. Marco tedrico y antecedentes

3.1 Nanomateriales

Se considera a la nanotecnologia como el manejo de la materia, ya sea a su
nivel atdmico o molecular, dentro del orden de magnitud menor a 100 nanémetros
(nm) [16,17], un nm se representa como 1X10° de metro. El uso de materiales de
dimensiones nanométricas, conocidos como nanomateriales, ha resultado de gran
interés para nuevas y diversas aplicaciones debido a que a esta escala, la materia
se comporta de forma muy distinta a su contraparte macrométrica [18], de forma que
al acercarse a la escala nanométrica, las propiedades de los nanomateriales
cambian de forma drastica, apareciendo propiedades fisicas y quimicas unicas [19],
lo que ha llevado a la busqueda de diversas formas de aplicar estas nuevas

propiedades.

Dentro de la gama de los nanomateriales existentes se ubican las
nanoparticulas; cuyo tamafno no excede la escala nanométrica en ninguna de sus
tres dimensiones [20]. A pesar de desconocer la existencia de éstas hasta el siglo
XX, las nanoparticulas han estado presentes durante miles de afos en industrias
como la cristaleria y alfareria, como lo revela el caso de la copa de Licurgo [21], en
la que se sabe actualmente que la presencia de nanoparticulas de oro (Au NPs) y
plata (Ag NPs) dan origen al efecto de filtro dicroico [22]. La copa muestra un color
rojo cuando la luz atraviesa su interior, y un color verde cuando la luz es reflejada
por su superficie exterior (Figura 1), en la actualidad esto se explica por el

comportamiento de las propiedades Opticas nanométricas del oro y la plata.



Figura 1: La copa de Licurgo (a) reflejando y (b) transmitiendo luz [23].

3.2 Nanoparticulas de plata

Debido a sus excelentes propiedades, las nanoparticulas metalicas han
encontrado aplicaciones en areas como la medicina, cosmética, Optica,
biotecnologia, electrénica, entre otras [24]. Una de las principales caracteristicas de
las nanoparticulas metalicas, y en especial de metales nobles como la Ag, es su
fuerte absorcion de luz con una alta sensibilidad a su tamano, morfologia,
constitucién y entorno [25], lo que resulta de gran utilidad para diferentes
aplicaciones, como por ejemplo, en sensores Opticos disefiados para entre el visible
con longitudes de onda A=400 a 800 nm y el infrarrojo cercano (NIR, por sus siglas

en inglés) con longitudes de onda A=750 a 2600 nm [26].

Gracias a sus propiedades antibacterianas, desinfectantes, cataliticas vy
opticas [27], las Ag NPs se han convertido en uno de los materiales mas utilizados
comercialmente [28], o que a su vez ha llevado al desarrollo de nuevas tecnologias

que hagan uso de ellas. Las Ag NPs en solucién acuosa se perciben como color



amarillo, causado por una fuerte banda de absorcion alrededor de los 400 nm de
longitud de onda, propiedad que es faciimente detectable a través de la

espectroscopia UV-Vis [29].

3.3 Sintesis de nanoparticulas de plata por el método de
Turkevich

Uno de los métodos para la sintesis de nanoparticulas metalicas como las Ag NPs
mejor conocidos es el de Turkevich. La sintesis por este medio emplea citrato de
sodio (Na3sCsHs507) como reductor, que al combinarse con una sal precursora del
metal, como por ejemplo, el nitrato de plata (AgNO3) a una temperatura superior a
los 90 °C en soluciéon acuosa [30], da como resultado una suspensiéon estable de

nanoparticulas de plata cuasiesféricas (Figura 2).

Figura 2: Imagenes de microscopio electronico de barrido (SEM) de nanoparticulas
preparadas por el método Turkevich (barra de escala de 200 nm) [30].



El método de Turkevich presenta grandes ventajas para la sintesis de
nanoparticulas metalicas, ya que ademas de ser un meétodo seguro, de bajo costo y
de gran control de los resultados a través de sus parametros [31], permite obviar el
uso de un agente estabilizador adicional, ya que recientes estudios han demostrado
que el ion citrato obtenido en el proceso de sintesis de las nanoparticulas funciona
como agente estabilizador electrostatico [32,33], formando una monocapa por efecto
de la solvatacion del citrato, alrededor de las Ag NPs y evitando su aglomeracion

[34] (Figura 3).
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Figura 3: Diagrama de la funcién del ion citrato como agente estabilizador en la
superficie de NPs metalicas sintetizadas por el método Turkevich [34].



3.4 Aplicacion de Ag-NPs como sensor de H202

Cuando el H202 entra en contacto con una dispersion de Ag NPs, estas proveen un
medio catalitico que acelera la descomposicion H202 (Ecuacién 1), en la que el ion
superdxido (O27) de la solucion de H202 oxida las Ag NPs, resultando en la
reduccion de oxigeno (O2), y la formacién de H20 y plata en su forma Ag* (Ecuacion
2), degradando las Ag NPs [35]. Es viable de esta forma, detectar la presencia de
H202 en una dispersién de Ag NPs, ya que a medida que las Ag NPs se degradan,
la dispersion pierde la intensidad de su absorbancia caracteristica y presenta un
notable cambio en su coloracién, lo que permite su medicidon y calibracién

cuantitativa a través del espectrofotometro UV-Vis.

AgNP + H,0, — AgNP + 05 +2H* (1)

AgNP + 05 + 2H* — Ag* + 0, + H,0 (2)



Capitulo 4. Técnicas de caracterizacion

4.1 Espectroscopia UV-Visible

Se le llama espectroscopia UV-Vis a la medicién de la absorcion de la luz por
muestra en funcién de la longitud de onda de la luz absorbida [36]. Por este medio,
se obtiene informacién relacionada a la configuracion de la capa exterior de
electrones en los atomos y su excitacion al ser incididos por luz [37], como lo
describe la ley de Beer-Lambert [38], que relaciona la atenuacién de la luz absorbida
por el material analizado y su concentracion.

Esta técnica es de gran utilidad para el analisis de muestras tanto organicas
como inorganicas, ya que ademas de ser simple, rapida, no destructiva y de bajo
costo, es capaz de proveer informacion acerca del proceso y mecanismo de
reaccion en la muestra analizada [39]. La instrumentacion de un espectrofotometro
UV-Vis (Figura 4) suele consistir de una o mas fuentes de luz policromaticas,
comunmente lamparas de tungsteno y deuterio, un monocromador que separa los
componentes de longitud de onda de la radiacion, un detector de luz que mida la
radiacion que interactua con la muestra [40], y un procesador de datos que entregue
los resultados al usuario. La espectroscopia UV-Vis es utilizada, entre otras
aplicaciones, para encontrar informacién acerca de la resonancia del plasmén
superficial de las nanoparticulas metalicas, de forma que esta técnica permite
confirmar la formacion de Ag NPs, ademas de proporcionar informacioén acerca de
su concentracion y tamario [41], lo que resulta de gran utilidad para la calibracién de

sensores opticos.
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Muestra Fotodetector
Monocromador

Figura 4: Diagrama de la instrumentacion de un espectrofotometro UV-Vis estandar
[40].

En este trabajo de tesis, aplicamos esta técnica para obtener informacion
importante como la formacion propia de las Ag NPs, asi como el de su
concentracion y tamafo aproximado. Por su parte, como el mecanismo de deteccion
del sensor depende de la concentracion de las Ag NPs, y a su vez del coloramiento
y la intensidad del pico absorbancia de la muestra. Al usar las Ag NPs como sensor
de H202 se puede validar también mediante la espectrofotometria UV-Vis, ya que
cuando la dispersién de las Ag NPs se combinan con una soluciéon que contiene
H202, el pico caracteristico en el espectro de absorbancia de la muestra disminuye

en menor o mayor magnitud, dependiendo de la concentracion de H202 agregado.
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De esta forma obtenemos una curva de calibracién para el sensor, la cual compara
la intensidad del pico de absorbancia de distintas muestras de Ag NPs, con
diferentes grados de concentracion en H202 presente en la muestra. Se observa y
valida que a mayor concentracién de H202, la muestra bajo andlisis presenta una

menor intensidad en su pico de absorbancia.

4.2 Microscopio de Fuerza Atomica

La Microscopia de Fuerza Atomica (AFM, por sus siglas en inglés),
desarrollada por el doctor Gerd Binning en 1986, surge a partir del microscopio de
efecto tunel (STM, por sus siglas en inglés). EI STM hace un barrido microscépico
sobre la muestra para medir la corriente entre la punta de una sonda microscopica y
un sustrato conductor con una diferencia de voltaje [42]. E| AFM mide el cambio de
movimiento de un cantiléver al realizar un barrido sobre la muestra, el cual, es
empujado por fuerzas interatémicas, con sensibilidad de atomos individuales [43].
Esto permite obtener microscopias de materiales aislantes como haluros de plata,
materiales organicos, macromoléculas biolégicas, polimeros, ceramicas, vidrios [44],
entre muchos otros. De esta forma, el AFM permite obtener imagenes topograficas
de todo tipo de superficies con resolucion atémica [45], lo que lo convierte en una de
las técnicas de microscopia mas versatiles actualmente utilizadas. La
instrumentacion del AFM consiste comunmente de una sonda en la punta de un
cantiléver, el cual, mientras la sonda barre la muestra, se deforma elasticamente
debido a las interacciones interatomicas, permitiendo medir esta deformacién a

partir de la desviacion de un laser reflejado sobre el cantiléver hacia un fotodetector,
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adicionalmente, por medio de un escaner piezoeléctrico se puede controlar la

posicion de la muestra o la sonda (Figura 5) [46, 47].

Laser Fotodetector

Piezodetector

Sonda

\ . r
Cantiléver

Muestra

Figura 5: Diagrama de la instrumentacién de un microscopio de fuerza atomica
estandar [47].

Al ser utilizada sobre una muestra de Ag NPs, el AFM permite obtener
informacidn acerca de las propiedades de la superficie de las Ag NPs [48,49] como
su tamafo y propiedades mecanicas, las cuales son de gran relevancia para la

aplicacion de las mismas.
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Capitulo 5. Metodologia

5.1. Materiales y reactivos

Se utiliza nitrato de plata (AgNO3) 99.0% como precursor del metal, asi como
citrato trisédico dihidratado (CeHaNaszOg - 2H20) 99.0% como agente reductor para
la sintesis de Ag NPs. Ambos reactivos fueron adquiridos de Sigma Aldrich. Las
pruebas se realizaron a partir de H202 al 30% p/p (8.2 M) adquirido de Jalmek

Cientifica.
5.2. Equipo

La sintesis de Ag NPs se lleva a cabo sobre un matraz de fondo redondo de
100 mL sobre un agitador magnético con calentamiento Thermo Scientific Cimarec+.

El matraz se conecta a un destilador de vidrio, en modo de reflujo.

5.3. Sintesis de Ag NPs

Se sigue el método de Turkevich para la sintesis de nanoparticulas de plata,
a partir del proceso de sintesis adaptado y publicado por Mazzonello et al. [30]
(Figura 6). Se pesan 8.49 mg de AgNOs y se diluye en un matraz de aforado de 50
mL con agua destilada, para obtener una solucion AgNO3 a 1.0 mM. Similarmente,
se pesan 100 mg de citrato de sodio dihidratado (CsHoNa3Og) y se afora a 10 mL
con agua destilada, para obtener una solucién a 34 mM. Ambas soluciones se

agitan manualmente hasta estar completamente disueltas.
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Se vierte la solucion de AgNOs a un matraz de fondo redondo de 100 mL, y
se coloca sobre un agitador magnético con calentamiento. El sistema se integra con
un condensador en modo reflujo para evitar pérdidas en el volumen de la muestra
de Ag NPs. El matraz con la soluciéon de AgNOs se calienta y se mantiene en
agitacion constante hasta alcanzar 100 °C. A esta temperatura, se adiciona a la
solucion de AgNOs, 1.4 mL de la solucion de citrato trisddico dihidratado 34 mM con
una pipeta, lo que da pie a la formacion de Ag NPs. Se calienta la solucién en el
matraz durante 15 minutos bajo agitacién constante, durante este proceso se
observa un cambio de coloracion de transparente gris-azulado a un amarillo-marrén,
el calentamiento y la agitacion se mantiene durante 15 minutos mas. La solucion se
deja enfriar a temperatura ambiente y se vierte a un tubo Falcén de 50 mL para su

almacenamiento y uso posterior.
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Figura 6: Diagrama de sintesis de Ag NPs por el método de Turkevich.
5.4. Caracterizacion

5.4.1. Espectrofotometro UV-Vis

a) Espectro de absorbancia de las Ag NPs sintetizadas

Para obtener el espectro de absorbancia de las nanoparticulas de plata se usa la
espectrofotometria UV-Vis, utilizando el espectrofotometro Thermo Scientific
GENESYS 10S Vis (Figura 7 A). Esto permite tener una idea aproximada del nivel
de concentracion y tamafio de las nanoparticulas. Para lo cual, se agregan 2 mL de

la muestra de Ag NPs a una celda de cuarzo (Figura 7 B) y se realiza un barrido en
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longitud de onda de 270 a 600 nm sobre la suspensién para obtener el

comportamiento del espectro correspondiente.

Este procedimiento, es el utilizado para verificar de forma cuantitativa la
funcionalidad y sensibilidad de las Ag NPs como sensor de H202. De esta forma, se
obtiene una curva de calibracion caracteristica del sensor que relaciona la
intensidad de la absorbancia de la muestra de Ag NPs relativa a la concentracion de

H20o2.

Figura 7: Espectrofotometro UV-Vis Thermo Scientific GENESYS 10S Vis y B)
muestra de Ag NPs siendo cargada al espectrofotémetro.

b) Pruebas Individuales de Ag NPs como sensor de H202

En la Tabla 1, se muestran diferentes soluciones de Ag NPs a distintos niveles de
concentraciéon de H202. Para cada una de las muestras se obtiene su curva de
absorbancia, con el fin de analizar y comparar los respectivos espectros en relacion
a las distintas concentraciones de H20x2.

Tabla 1: Diferentes concentraciones de H202 en soluciones con Ag NPs.
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Volumen Ag NPs Volumen H202 8.2M | Concentracion H20:2
Prueba (uL) (uL) (mM)

1 1499.85 0.15 0.82
2 1499.7 0.3 1.64
3 1499.55 0.45 2.46
4 1499.4 0.6 3.28
5 1499.25 0.75 4.1
6 1498.5 1.5 8.2
7 1497.75 2.25 12.3
8 1497 3 16.4
9 1496.25 3.75 20.5
10 1492.5 7.5 41
11 1488.75 11.25 61.5
12 1485 15 82
13 1481.25 18.75 102.5
14 1477.5 22.5 123
15 1473.75 26.25 143.5
16 1470 30 164
17 1466.25 33.75 184.5
18 1462.5 37.5 205
19 1455 45 246
20 1440 60 328
21 1425 75 410
22 1406.25 93.75 512.5
23 1387.5 112.5 615
24 1350 150 820
25 1275 225 1230
26 1200 300 1640

Por otra parte, se lleva a cabo un analisis visual cualitativo sobre el cambio
colorimétrico de las muestras de la Tabla 1, al colocar cada muestra en un tubo de

centrifuga de 1.5 mL y observar su comportamiento en cambio de coloracién.

c) Pruebas sobre muestra unica de Ag NPs como sensor de H202

Se realizan pruebas espectrofotométricas complementarias para comparar el

comportamiento en la absorbancia de una muestra de Ag NPs empleada como
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sensor tras 72 horas de su sintesis. Asi como también, se analiza el

comportamiento de las Ag NPs en una solucién con y sin H202. Para esto se

ejecutan una serie de barridos espectrofotométricos sobre una unica muestra de Ag

NPs, a la cual, se le va agregando H202 entre cada medicion. En la Tabla 2, se

muestra la secuencia sobre una muestra inicial de 1500 uL de Ag NPs a la que se le

van agregando 5 pL de H202 8.2 M después de cada barrido espectrofotométrico

hasta los 300 uL de H202 8.2 M, alcanzando una concentracion final de H202 de

1366.67 mM.

Tabla 2: Diferentes concentraciones de H202 sobre una muestra unica de Ag NPs.

Prueba Volumen total Ag Volumen total
NPs (uL) H202 8.2M (uL)
0 1500 0
1 1500 5
2 1500 10
3 1500 15
4 1500 20
5 1500 25
6 1500 50
7 1500 75
8 1500 100
9 1500 125
10 1500 150
11 1500 200
12 1500 300

5.4.2. Microscopio de Fuerza Atomica

Concentracion
H202 (mM)

0
27.24
54.30
81.19

107.90
134.43
264.52
390.47
512.5
630.77
745.45
964.70
1366.67

19



La morfologia y el tamafio de las Ag NPs, se determina con el apoyo del
microscopio Nanosurf Easyscan 2 (Figura 8). La muestra se prepara colocando 250
WL de suspension de Ag NPs sobre un sustrato de vidrio, y se seca a 40 °C durante

1 h. Los resultados que se presentan corresponden a un barrido de 781 x 781 nm.

Figura 8: Microscopio de fuerza atdmica Nanosurf Easyscan 2 y muestra de
nanoparticulas de plata sobre sustrato de vidrio.

Capitulo 6. Resultados y Discusion

6.1. Sintesis de Ag NPs por el método de Turkevich
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Siguiendo el método descrito en la seccién 5.3, se lleva a cabo la sintesis de
Ag NPs por el método de Turkevich utilizando el Nitrato de Plata (AgNO3s) como
precursor metalico y citrato trisédico dihidratado (CeHoaNaszOg9) como agente reductor.
En la Figura 9 se muestra el cambio de coloracién de la muestra a lo largo de la
sintesis dentro de un matraz de fondo redondo. Se observa que la solucion inicial de

AgNOs, pasa de un color gris a un amarillo-marréon conforme se agrega el citrato

trisodico.

Figura 9: Progreso de reaccion de la solucién de AgNOs en presencia de citrato
trisddico. A) Solucién AgNOs. B) Solucion AgNOs al afadirse citrato trisodico. C)
Soluciéon AgNOs tras 15 minutos de anadirse citrato trisddico.

6.2. Espectrofotometria UV-Vis
6.2.1 Espectro de absorbancia de las Ag NPs sintetizadas

Siguiendo el a la técnica descrita en la seccion 5.4, se lleva a cabo un
analisis espectrofotométrico sobre las muestras obtenidas con el propdsito de
verificar la correcta sintesis de Ag NPs por el método Turkevich. En la Figura 10 se
muestra un espectro de absorbancia sobre un barrido en longitud de onda de 270 a
600 nm. El pico de absorbancia se encuentra a los 440 nm aproximadamente, y
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corresponde al comportamiento caracteristico de una suspensién de Ag NPs con

tamano de particula menor a 100 nm [50].

Absorbancia (U.A.)

T § . 5 i T H . : E T f 5 ; 5 1
300 400 500 600
Longitud de onda (nm)

Figura 10: Espectro de absorbancia de la suspension de Ag NPs sintetizadas por el

método Turkevich.

6.2.2 Pruebas individuales de Ag NPs como sensor de H20:2

En la Figura 11 se presentan los espectros de absorbancia de las muestras
preparadas utilizando el espectrofotometro UV-Vis. De la Figura se puede observar
que para las muestras de menor concentraciéon de H202 se mantiene en gran
medida el pico de absorbancia caracteristico de las Ag NPs. El cual va
disminuyendo paulatinamente en intensidad a mayores concentraciones, por lo que,

de demuestra una relacion inversa en intensidad de absorbancia y concentracién del
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H202. Para las muestras de concentracion media (82 mM — 512.5 mM) se observa

que los picos caracteristicos en los espectros de absorbancia van perdiendo

definicion y disminuyen en intensidad. Asi mismo, para las muestras de mayor

concentracion (= 615 mM) se observa una pérdida del pico caracteristico mostrando

un espectro de absorbancia practicamente plano. Este comportamiento de

aplanamiento en el espectro de absorbancia se debe a la oxidacion que gradual de

las Ag NPs, hasta llegar a la oxidacion completa de las mismas debido a la

concentracion de H20z.

Absorbancia (U.A.)

—— Ag NPs
—0.82mM
1.64 mM
—2.46 MM
—3.28mM
——4.1mM
—82mM
—12.3mM
——16.4 mM
—20.5mM
— 41 mM
—61.5mM
— 82 mM
— 102.5 mM
——123 mM
— 143.5mM
— 164 mM
184.5 mM
—— 205 mM
— 246 mM
— 328 mM
—— 410 mM
—512.5mM
— 615 mM
— 820 mM
— 1230 mM
— 1640 mM
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Figura 11: Espectro de absorbancia de las muestras de Ag NPs a distintas

concentraciones de H202, utilizando el UV-VIS.

En la Figura 12, se muestra el banco de muestras sintetizadas en este trabajo de

tesis. Se observa claramente un cambio de coloracidon en relacion a los niveles de
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concentracion en H202. Se evidencia que las muestras de menor concentracion de
H202 no presentan un cambio significativo en la coloracion amarillo-marrén que es el
color caracteristico de las Ag NPs. Sin embargo, en la Figura se observa también
que a medida que la concentraciéon de H202 aumenta, el color de la muestra se
torna marrdon oscuro hasta perder el color completamente en la muestra a 512.50
mM de H202. Por su parte, las muestras son completamente transparente a
concentraciones mayores. De esta manera se evidencia que para muestras que
presentan un ligero cambio de coloracién corresponden a menores niveles de
concentracion de H202, mientras que un cambio drastico en coloracién

corresponden a muestras con niveles de concentracion mayores a 500 mM de H20:2.
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082mM 164mM 264mM 328mM 410mM 820 mM 1230 mM 16.40 mM

—
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184.50 mM  205.0mM 246.0mM 328.0mM 4100 mM 51250 mM 6150 mM 820.0 mM 1230.0 mM 1640.0 mM

Figura 12: Muestras de suspensién de Ag NPs a distintas concentraciones de H20x2.

6.2.3 Pruebas sobre muestra unica de Ag NPs como sensor de
H20:2
En la Figura 13 se muestra el comportamiento de los espectros de
absorbancia obtenidos al agregar H202 a las Ag NPs tras 72 horas de su sintesis.
En relacion a la Figura se hace evidente un comportamiento similar al mostrado
anteriormente (Figura 9). Se manifiesta y se valida la relacion inversa entre la

intensidad del pico de absorbancia del sensor de Ag NPs y la concentracion de H202
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presente en una muestra, es decir, a mayores niveles de concentracion de H20:2

menor es pico de absorbancia.

——Ag NPs
6 - —27.24 mM
54.30 mM
——81.18 mM
—107.89 mM
-134.42 mM
——264.51 mM
——390.47 mM
—512.50mM
——630.76 mM
——745.45 mM
——964.70 mM
—1366.66 mM

Absorbancia (U.A.)

T
300 400 500 600
Longitud de onda (nm)

Figura 13: Espectro de absorbancia de las Ag NPs al aumentar la concentracién de
H202 sobre una Unica muestra.

En la Figura 14 se muestra un comparativo en los espectros de absorbancia
para dos muestras preparadas con 300 uL, una con H202 y otra con H20. Aqui se
observa que la muestra que contiene H20, no modifica el espectro de absorbancia
caracteristico de las de las Ag NPs, conservando su pico de absorbancia en los 440
nm de longitud de onda. Por su parte, la muestra preparada con H202 no presenta
ninguna absorbancia en 440nm.

En relacion a las Figuras 11, 13 y 14 nos permite ver el comportamiento y
operatividad que tiene una solucion de Ag NPs como sensor de H20:2. Es decir, para
una solucion con Ag NPs siempre se ve afectado su pico de absorbancia en los 440

nm bajo la presencia de H202 en la solucién bajo una relacién inversa.
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Figura 14: Espectros de absorbancia de Ag NPs + H202 y Ag NPs + H20.

6.2.4 Curva de calibracion
En la Figura 15 se muestra la curva de calibracion obtenida para las

diferentes pruebas llevadas a cabo en la soluciéon de Ag NPs como sensor de H202.
La Figura 15A es la calibracion llevada a cabo sobre las distintas muestras a
diferentes concentraciones de H202 (ver Figura 11) y que corresponden a los
espectros mostrados en la Figura 10. La Figura 15B corresponde a la calibracion
sobre una misma solucién de Ag NPs a diferentes concentraciones de H202y que

corresponden a los espectros mostrados en la Figura 12. Las curvas de calibracion
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para ambas pruebas (Figura 15 A y B) valida la relacién inversa entre el nivel de
absorbancia de la solucion de Ag NPs con el nivel de concentracién de H202. Las
curvas de calibracion de la Figura 15 se obtienen de las Tablas 3 y 4, y que
corresponden a la aplicacion de la regresion de Boltzmann a los resultados
experimentales que se muestran en las Tablas 1 y 2 respectivamente. De los
resultados experimentales y acorde a las curvas de calibracién, se valida que es
factible evaluar la concentracion de H202 a partir de 50 mM (0.17 % p/p) de
concentracion, con un limite de 850 mM (2.9 % p/p) y 1000 mM (3.4 % p/p) para las
pruebas sobre distintas muestras y una unica muestra respectivamente. Los rangos
de detecciéon fueron establecidos buscando un rango con un error de deteccion
minimo, con un valor de 26.51 mM y 23.65 mM para las pruebas sobre distintas

muestras y una unica muestra respectivamente.
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Figura 15: A) Intensidad del pico de absorbancia de Ag NPs a distintas concentraciones de
H20; en pruebas sobre muestras individuales y B) intensidad del pico de absorbancia de Ag
NPs a distintas concentraciones de H2O2 sobre una misma muestra
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Tabla 3: Concentraciones de H20:2 preparadas y medidas a partir de la absorbancia
de la muestra para las pruebas de muestras individuales. El rango de deteccion se
indica con los valores en negritas.

Concentracion calculada
a través de regresion de Concentracion Error de medicion
Muestra Boltzmann (mM) Preparada (mM) (mM)

1 44.97 0 -27.9983
2 -27.17 0.82 -29.109
3 -27.46 1.64 -41.5255
4 -39.06 2.46 14.21982
5 17.49 3.28 -17.954
6 -13.85 4.1 -25.0078
7 -16.80 8.2 -8.08541
8 4.21 12.3 10.86291
9 27.26 16.4 27.14227
10 47.64 20.5 -23.515
11 17.48 41 -6.48065
12 55.01 61.5 -20.7673
13 61.23 82 16.37264
14 118.87 102.5 9.77856
15 132.77 123 10.92524
16 154.42 143.5 22.62308
17 186.62 164 10.90608
18 195.40 184.5 6.53761
19 211.53 205 -5.15352
20 240.84 246 -11.9799
21 316.02 328 -44.3045
22 365.69 410 -41.4378
23 573.56 512.5 153.6167
24 666.11 615 13.2941
25 833.29 820 -370.26
26 859.73 1230 -717.826
27 92217 1640 -27.9983
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Tabla 4: Concentraciones de H20:2 reales y medidas a partir de la absorbancia de la
muestra para las pruebas sobre una unica muestra. El rango de deteccion se indica
con los valores en negritas.

Concentracién calculada
a través de regresion de Concentracion Error de medicion
Muestra Boltzmann (mM) Preparada (mM) (mM)

1 9.21406 0 9.21406
2 19.80039 27.24 -7.44213492
3 53.35 54.30 -0.94886576
4 74.01 81.18 -7.17594881
5 107.62 107.89 -0.2661068
6 131.66 134.42 -2.7583095
7 291.56 264.51 27.045561
8 394.89 390.47 4.4174895
9 479.26 512.5 -33.23494
10 612.10 630.76 -18.6627208
11 730.43 745.45 -15.0205955
12 1082.07 964.70 117.3741076

6.3 Microscopia de Fuerza Atdmica

En relacién a la seccién 3.2, la Figura 16 muestra un barrido microscopico de

las nanoparticulas de plata sintetizadas utilizando el AFM con el propdsito de

conocer el tamafio y su estado de aglomeracién. La informacion obtenida del

barrido muestra la formacion homogénea de Ag NPs con un tamafo de

particula entre 60 y 80 nm, ademas no presentan una notable aglomeracion.
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Figura 16: (A) Imagen 3D del barrido AFM y (B) seccion transversal de las Ag NPs
sintetizadas.
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Capitulo 7. Dispositivo Portatil

7.1 Desarrollo de dispositivo portatil

En relacion a los resultados experimentales y acorde a las curvas de
calibracion de la seccién 6.2.4, se demuestra y valida que es factible cuantificar los
niveles de concentracién de H202 en soluciones de Ag NPs. La Figura 11 hace
evidente que a medida que la concentracién de H202 aumenta en la solucion, el
color de la muestra se torna marrén oscuro hasta perder el color en niveles de
concentracion de 512.50 mM de H202. En este sentido, la solucion de Ag NPs
puede emplearse como sensor colorimétrico sensible al H202. Con la finalidad de
contar con una prueba complementaria en base a un método de deteccion de color,
que sea sencillo, fiable, de bajo costo y manejo, se disefia e implementa un
dispositivo portatil para la cuantificacion in situ de H202 presente en soluciones de
Ag NPs. El dispositivo desarrollado esta inspirado en el funcionamiento del
espectrofotometro UV-Vis. En la Figura 17 se muestra un diagrama general del

dispositivo propuesto.

Muestra
LED
440 nm Salida
—d - — Procesador de
- datos
Fotodetector

Figura 17: Diagrama de funcionamiento del dispositivo propuesto.
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El dispositivo emplea como fuente de luz un diodo emisor de luz (LED) de
longitud de onda de 440 nm, y que corresponde a la longitud de onda a la que se
encuentra el pico de absorbancia caracteristico de las Ag NPs. El haz de luz incide
de forma normal sobre la muestra bajo analisis y la luz transmitida es recibida por un
fotodetector. En relacion a la intensidad de luz captada por el fotodetector se envia
una sefal para ser procesada y ajustada a un dato numérico del nivel de
concentracion de H202 de la muestra. En la Figura 18 se muestra el LED de emision
a los 440 nm y el mdédulo sensor de luz TCS230 (fotodetector) empleados en el

dispositivo.

A) B)

Figura 18: LED azul de 440 nm (A) y modulo sensor de color TCS230 (B).

La Figura 19 muestra la placa programable Arduino Nano empleada como

controlador y procesador de datos.
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Figura 19: Placa programable Arduino Nano.
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El sensor de color TCS230 cuenta con un arreglo de 16 fototransistores con filtros
para cada uno de los colores primarios (rojo, verde y azul) y 16 fototransistores de
filtro transparente, los cuales producen una senal de salida de onda cuadrada de
frecuencia proporcional a la intensidad de la luz recibida por el fototransistor. De
esta forma, con la fuente de luz a la misma longitud de onda que la absorbancia de
las Ag NPs, el moédulo TCS230 genera una sefial cuadrada de frecuencia
proporcional a la concentracion de H202 en la muestra. El médulo TCS230 cuenta
también con 4 LEDs utilizados como fuente de luz para la deteccién de color, los
cuales fueron removidos para evitar interferencias con el LED de 440 nm.

En la Figura 20 se muestra el disefio del circuito electrénico que integra todos
los componentes del dispositivo portatil para la cuantificacion in situ de H20:2
presente en soluciones de Ag NPs. La Figura 20A muestra las conexiones eléctricas
entre los componentes, donde la placa programable Arduino Nano es el elemento
de control del médulo TCS230 y el LED. Como se muestra en la misma, los pines
S0-S3 del moédulo TCS230 son utilizados para seleccionar el filtro de color y se
conectan cada uno a un pin digital de la placa Arduino. El pin OUT del mddulo
TCS230 envia un pulso por un pin digital de entrada de la placa Arduino. Los pines
VCC y GND del médulo TCS230 se conectan al pin de salida de 5 V y al pin de
GND respectivamente de la placa Arduino. El LED se conecta a la salida de 3.3 V
de la placa Arduino en serie con una resistencia eléctrica de 220 Q con el fin de
mantener una fuente de voltaje regulada. Finalmente se conecta un boton pulsador
normalmente abierto con el que se controla el dispositivo. La Figura 20B muestra el

diagrama eléctrico con sus componentes fisicos.
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Figura 20: Diagrama de A) circuito electrénico y B) alambrado del dispositivo
propuesto.

Por otra parte, para el analisis y manipulacion de las muestras en el
espectrofotometro UV-Vis se emplean celdas de cuarzo como contenedores para
las soluciones, lo que requiere de un manejo cuidadoso. El dispositivo desarrollado
contempla el uso de tubos de microcentrifuga de 200 uL de polipropileno, material
que presenta absorbancia solo en espectro de luz ultravioleta lo que resulta
apropiado en el analisis de las soluciones de Ag NPs. En la Figura 21 se muestra el

espectro de absorbancia del polipropileno [51].
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Figura 21: Espectro de absorbancia del portamuestras de polipropileno [51].
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Finalmente, se disefia e implementa un contenedor que permita alojar los
compenentes electrénicos y llevar acabo el analisis de las muestras respectivas. El
disefio se hace mediante el software gratuito en linea TinkerCAD®. La Figura 22
muestra la integracion global del dispositivo portatil. La Figura 22A muestra la
carcasa de dos contenedores, uno para los componentes electrénicos y el otro para
el alojamiento de la muestra bajo analisis. La Figura 22B presenta el disefio de la
base soporte para los tubos de microcentrifuga de 200 uL de polipropileno. La
Figura 22C muestra el ensamble general del dispositivo y la Figura 22D muestra el
dispositivo final. La carcasa y los elementos de soporte para los tubos de
polipropileno se obtuvieron por impresion 3D con la impresora Flashforge Creator y

utilizando acido polilactico (PLA) como material.

Figura 22: (A) Vista 3D del disefio de carcasa, (B) portamuestras y (C) ensamblaje,
y (D) foto del prototipo del dispositivo desarrollado.

La Figura 23 muestra el diagrama de flujo del programa desarrollado para el

funcionamiento el dispositivo portatil de medicién in situ de H202 en soluciones de
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Ag NPs, el cual permite obtener, procesar y desplegar la informaciéon en un monitor
serial. El programa consiste en una pantalla de inicio, seguida de un ciclo en el que
se inserta la muestra, y tras presionar el botén, se enciende el LED y se toman
mediciones tras 2 segundos, para permitir al fotorreceptor estabilizarse. La salida
del programa es la longitud del pulso (PWM, por sus siglas en inglés) promedio de 5
mediciones que emite el médulo TCS230 a lo largo de un segundo, resultando en
una senal proporcional a la absorbancia de la muestra, y por ende a la presencia de

H202 en la misma. El cédigo del programa descrito se encuentra anexado al final del

trabajo.
A
"Sensor "Inserte /
cambie
it H202{, pulse Presionar sy Insertar Drasionar
el botén para Pt ' | st botén
iniciar" prebsé?gs. &
\J
- bluePW = <
Suenls pulseln(sensorOut, l«—— delay(2000) |« EiZeait (BLED,
bluePW Low) T LOW)
es

Y
\ ] analogWrite(bLED, ‘ meanBlue
delay(200) } B, L +§-» HIGH) r 59

Yes >

\J
J meanBlue =
<No i++ meanBlue +
‘ blue[i]

Figura 23: Diagrama de flujo del programa realizado para obtener una longitud de
pulso relacionada a la concentracion de H202 en Ag NPs.
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La Tabla 5 muestra las soluciones de Ag NPs a distintas concentraciones de
H202 empleadas para la calibracion del dispositivo portatil. La Figura 24, muestra el
ajuste de Boltzmann sobre las mediciones, con coeficiente de determinacién
R2=0.9937, lo que permite obtener un valor aproximado de concentracion de H202
en la muestra a partir de la ecuacion obtenida del despeje de la variable de

concentracion del ajuste de Boltzmann (Ecuacion 3).

A —A
M=+ B 108 )
1+4+e dax

Donde A, = 284545, A, = 0.2167, X, = 138.94, dx = 131.19

En la Figura 25 se presenta el diagrama de flujo que se desarrolla para controlar el
dispositivo en relacién a su calibraciéon basado en la ecuacién de ajuste.

Tabla 5: Concentraciones de muestras preparadas para la calibracion del
dispositivo portatil.

Concentracion
Preparada con
Prueba H202 (mM)

1 0.82
1.64
2.46
3.28
4.1
8.2
12.3
16.4
20.5
41
61.5
82

© [0 |N O ||~ W N

-
o

—_
—_

—
N
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13 102.5
14 123
15 143.5
16 164
17 184.5
18 205
19 246
20 328
21 410
22 512.5
23 615
24 820
25 1230
26 1640
—s— PW
- — — Regresién Boltzmann
6000 ~ e R A el

<D(_

=

8- 2000

04

T T T 1
500 1000 1500 2000

o -

Concentracién Hz0. (mM)

Figura 24: Calibracion y regresion de Boltzmann de longitud de pulso contra
concentracion de H202 de la muestra medida por el dispositivo portatil.
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244.38328
Yes
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No

Figura 25: Funcion utilizada en el programa para calibrar, y filtrar resultados.

La Tabla 6 muestra las mediciones en niveles de concentracion de H202 medidas
por el dispositivo portatil en relacion a la concentracion real de preparacion de las
muestras. La Figura 26 presenta graficamente un comparativo entre la
concentracion real de H202 presente en las muestras, en relacion a las mediciones
obtenidas con el espectrofotdmetro UV-Vis y el dispositivo portatil desarrollado en
este trabajo de tesis, en la que se observa como, en conjunto a la suspensién de Ag
NPs, el dispositivo portatii fue capaz de medir correctamente muestras de
concentracion de H202 a partir de 150 hasta 540 mM, rango en el cual las
mediciones presentaron un error de medicion promedio menor a 25 mM (23.72 mM).
La presencia de H202 en concentraciones mayores a 550 mM en la dispersion de Ag
NPs causa que estas se deterioren por completo, causando que las mediciones
obtengan el mismo resultado para muestras a concentraciones de H202 mayores a
este valor. Asi mismo, el uso del espectrofotometro UV-Vis permitid la correcta
medicion de muestras de Ag NPs con concentraciones de H202 entre 50 y 800, con

un error de medicion promedio de 26.51 mM para ese rango.
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Tabla 6: Concentraciones reales y medidas a de las muestras medidas utilizando el
dispositivo portatil. El rango de deteccion se indica con los valores en negritas.

Concentracion obtenida Concentracion Error de medicion
Muestra por el dispositivo (mM) Preparada (mM) (mM)
1 0 0.82 -0.82
2 20.47 1.64 18.83
3 68.22 2.46 65.76
4 111.61 3.28 108.33
5 145.05 4.1 140.95
6 142.96 8.2 134.76
7 152.23 12.3 139.93
8 114.2 16.4 97.89
9 136.39 20.5 115.89
10 44.80 41 3.80
11 0 61.5 -61.5
12 76.08 82 -5.915
13 49.89 102.5 -52.60
14 119.57 123 -3.42
15 168.50 143.5 25.00
16 198.81 164 34.81
17 200.36 184.5 15.86
18 226.14 205 2114
19 245.12 246 -0.87
20 309.76 328 -18.23
21 364.23 410 -45.76
22 540.76 512.5 28.26
23 600 615 -15
24 600 820 -220
25 600 1230 -630
26 600 1640 -1040
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Figura 26: Comparacion de mediciones realizadas sobre las Ag NPs a distintas

concentraciones con el espectrofotometro UV-Vis y el sensor portatil.

Capitulo 8. Conclusiones y trabajo a futuro

Se desarrollé un método sencillo de sintesis y aplicacion de Ag NPs como
medio para la deteccion y medicion de H202 utilizando Ag NPs sintetizadas
por el método de Turkevich.

El analisis espectrofotométrico de las muestras de Ag NPs permitié conocer
la concentracion H202 de la muestra a partir de su absorbancia, con un rango

de deteccion entre 50 y 800 mM (0.17% - 2.7% p/p) y un error promedio de
26.51 mM.

42



e Se desarrolld un sensor portatii capaz de evaluar cuantitativamente la
concentracion de H202 en una suspension de Ag NPs de forma rapida,
sencilla y precisa, permitiendo realizar un analisis sin la necesidad de
emplear métodos de deteccion de mayor inestabilidad, y sin utilizar equipo o
técnicas complejas para su medicion, con un rango de deteccion entre 150 y
500 mM (0.51 % - 1.7% p/p) y un error promedio de 23.72 mM.

e Como trabajo a futuro, el dispositivo portatil podria ser ampliamente
mejorado, especialmente a través del uso de componentes electronicos de
mayor sensibilidad, tales como un fotodetector de mayor precisibn o una
fuente de luz disenada especificamente para el dispositivo, lo que permitiria

la deteccion de H202 con un mayor rango de deteccidén y mayor precision.
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10 Anexos

10.1. Cddigo del programa para obtener valor de PWM del

dispositivo portatil.

/*
Sensor de H202 de Ag NPs, salida PWM
*/

/I Pines TCS230 + LEDs + potencidometros

#define SO 3
#define S1 2
#define S2 5
#define S3 6
#define sensorOut 4
#define bLED 8

[/l Variables para medicion de concentracion

int bluePW = 0;
int blue1[5];

float meanBlue1;
int M;

void setup() {
Serial.begin(9600);

// Pines SO - S3 como outputs
pinMode(S0, OUTPUT);
pinMode(S1, OUTPUT);
pinMode(S2, OUTPUT);
pinMode(S3, OUTPUT)

/I Pin Sensor output como input
pinMode(sensorOut, INPUT);

/I Pin LED azul como output
pinMode(bLED, OUTPUT);

// Pin botén como input
pinMode(7, INPUT);
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digitalWrite(7, HIGH);

/I Escalado de frecuencia a 2%
digitalWrite(S0, LOW);
digitalWrite(S1, HIGH);

/I Apagar LED azul
digitalWrite(bLED, HIGH);

/I Setup Serial Monitor
Serial.begin(9600);

/I Despliegue inicio del programa

Serial.printin("--Sensor de H202 de Ag NPs--");
Serial.printin(" Presione el botdn para continuar”);

int boton = digitalRead(7);
//IEspera de input de boton

while(boton == 1){

delay(10);
boton=digitalRead(7);
}
while(boton == 0){
delay(10);
boton=digitalRead(7);
}
1
void loop() {

int boton = digitalRead(7);

Serial.printin(" ");
Serial.printin("Inserte la muestra y presione el boton");

while(boton == 1){
delay(10);
boton=digitalRead(7);

}

while(boton == 0){
delay(10);
boton=digitalRead(7);
}

Serial.printin("Obteniendo valores...");
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}

/I Funcion para leer PWM azul de TCS230

// Encender LED azul

analogWrite(bLED, LOW);
delay(2000);

/[Tomar 5 mediciones

for (int i=0; i < 5; i++){
bluePW = getBluePW();
blue1[i] = bluePW;
delay(200);

}

/I Calcular promedio de mediciones
meanBlue1 = 0;

for (int i=0; i < 5; i++){

meanBlue1 = meanBlue1 + blue1([i];

}
meanBlue1 = meanBlue1 / 5;

/I Desplegar valor PWM obtenido

Serial.print("PW =");
Serial.printin(meanBlue1);

Serial.printin(" ");

digitalWrite(bLED, HIGH);

int getBluePW() {

/I Polarizar a filtro azul
digitalWrite(S2, LOW);
digitalWrite(S3, HIGH);

/I Variable para almacenar PW
int PW;

/I Obtener la senal

PW = pulseln(sensorOut, LOW);
/I Regresar el valor

return PW;,
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10.2. Cddigo del programa para obtener el valor de
concentracion de la muestra del dispositivo portatil.

/*
Sensor de H202 de Ag NPs , salida concentracion
*/

// Pines TCS230 + LEDs + potenciémetros

#define SO 3
#define S1 2
#define S2 5
#define S3 6
#define sensorOut 4
#define bLED 8

/I Variables para medicién de concentracion

int bluePW = 0;
int blue1[5];

float meanBlue1;
int M;

void setup() {
Serial.begin(9600);

/I Pines SO - S3 como outputs
pinMode(S0, OUTPUT);
pinMode(S1, OUTPUT);
pinMode(S2, OUTPUT);
pinMode(S3, OUTPUT)

/I Pin Sensor output como input
pinMode(sensorOut, INPUT);

// Pin LED azul como output
pinMode(bLED, OUTPUT);

/I Pin botén como input
pinMode(7, INPUT);
digitalWrite(7, HIGH);

/I Escalado de frecuencia a 2%

digitalWrite(S0, LOW);
digitalWrite(S1, HIGH);
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/I Apagar LED azul
digitalWrite(bLED, HIGH);

/I Setup Serial Monitor
Serial.begin(9600);

/I Despliegue inicio del programa

Serial.printin("--Sensor de H202 de Ag NPs--");
Serial.printin(" Presione el botén para continuar");

int boton = digitalRead(7);
//[Espera de input de botén

while(boton == 1){

delay(10);
boton=digitalRead(7);
}
while(boton == 0){
delay(10);
boton=digitalRead(7);
}
}
void loop() {

int boton = digitalRead(7);

Serial.printin(" ");
Serial.printin("Inserte la muestra y presione el boton");

while(boton == 1){
delay(10);
boton=digitalRead(7);

}

while(boton == 0){
delay(10);
boton=digitalRead(7);

}

Serial.printin("Obteniendo valores...");
/l Encender LED azul

analogWrite(bLED, LOW);
delay(2000);
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/[Tomar 5 mediciones

for (int i=0; i < 5; i++){
bluePW = getBluePW();
blue1[i] = bluePW;
delay(200);

}

/I Calcular promedio de mediciones

meanBlue1 = 0;
for (int i=0; i < 5; i++){
meanBlue1 = meanBlue1 + blue[i];

}

meanBlue1 = meanBlue1/ 5;
/I Obtener concentracion de la medicion y desplegar
M = calib(meanBlue1);

Serial.print("M =");
Serial.print(M);
Serial.printin(" mM");
Serial.printin(" ");

/I Apagar LED azul
digitalWrite(bLED, HIGH);

}

/I Funcion para leer PWM azul de TCS230
int getBluePW() {

// Polarizar a filtro azul
digitalWrite(S2, LOW);
digitalWrite(S3, HIGH);

/I Variable para almacenar PW
int PW;

/I Obtener la senal

PW = pulseln(sensorOut, LOW);
/I Regresar el valor

return PW;,

}

/I Funcion para calcular molaridad
int calib(float meanblue) {



/[ Variable para almacenar M

int mol;

/I Calculo de M de regresion lineal

mol = 78.925%*log(-((meanblue)/((meanblue)-80))+(5373/((meanblue)-80)))+244.38328;
/I Filtro de resultados fuera del alcance del sensor

if(mol > 550){mol=600;}

if(mol < 0){mol=0;}

/I Regresar el valor

return mol;
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