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RESUMEN

En el presente estudio se describe el disefio, elaboracion y evaluacion de una membrana
inmovilizando 2,4,5-trifenilimidazol en acetato de polivinilo, la misma que es capaz de
detectar nitratos en muestras de agua. La longitud de onda de maxima absorcion de la
membrana fue alrededor de 310 nm. La membrana presento una pendiente de 1.1977E-
04, un intercepto de 0.00125 y un R? = 0.9996, ademas segun el analisis de varianza se
obtuvo que P = 3.8844x107° <0.05, demostrando la existencia de una alta correlacion

entre los datos de concentracion y absorbancia. Asi mismo se obtuvo un limite de
deteccion de 12.6321 mg L y un limite de cuantificacion de 33.9896 mg L™ los cuales

se encuentran por debajo de los limites de calidad para la provisidn de agua potable que

segln la EPA es de 50 mg Lde NO3_ . Como regenerador de la membrana se utiliz6

cloruro de sodio. Por otro lado se demostré que la membrana es selectiva para nitratos

frente a varios aniones y cationes, sin embargo el anién NO, se presenté como una

fuerte interferencia.
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ABSTRACT

In the present study the design, development and evaluation of a membrane
immobilizing 2,4,5 triphenylimidazole in polyvinyl acetate is described, the same which
is capable of detecting nitrates in water samples. The wavelength of maximum
absorption was about 310 nm. The membrane present a slope of 1.1977E-04, an
intercept of 0.00125 and R? = 0.9996, as well as analysis of variance was obtained,

p=3.8844x10" <0.05 demonstrating the existence of a high correlation between
concentration and absorbance data. Also a detection limit of 12.6321 mg L™ and a limit
of quantification of 33.9896 mg L was obtained, this values are below the quality
limits for the provision of potable wéter, according to EPA is 50 mg L of NO; .

Sodium chloride was used for regeneration of the membrane by to present a good
recovery percentage. In other hand it was shown that the membrane is selective for

nitrates against various anions and cations, however it present a strong interference by

the anion NO, .
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Capitulo 1
Introduccion

El anidn nitrato pueden estar presente de manera natural en el agua debido a su
transformacion a lo largo del ciclo biogeoquimico del nitrégeno. No obstante, en los
ultimos 200 afios el aporte de nitratos procedente de las actividades antropogénicas ha
incrementado su nivel en las corrientes de agua de manera considerable}?3. Los
principales problemas medioambientales asociados a la contaminacion por nitratos en
los medios acuaticos son: acidificacion de rios y lagos; eutrofizacion de las aguas dulces

y marinas; ademas de los efectos toxicos para los organismos acuéticos. 4°3

La toxicidad del nitrato en los humanos estd relacionada principalmente con la
habilidad del nitrato para oxidar la hemoglobina a metahemoglobina, la cual no permite
transportar el oxigeno a los tejidos, este proceso afecta principalmente a los bebes y
nifios®”#°. Asi mismo, el nitrato por un proceso de desnitrificacion se obtiene nitrito el
cual tiene un efecto cancerigeno en el aparato gastrointestinal por la formacion de
nitrosaminas y nitrosamidas, del mismo modo fueron reportados efectos de

malformacion congénital®11.1213,

En la actualidad se tienen innumerables técnicas para el analisis de nitratos en
laboratorio, sin embargo, estos métodos tienen ciertas limitaciones, ya que en muchas
ocasiones es necesario realizar los analisis fuera del laboratorio “in situ”, asi por
ejemplo en una planta de tratamiento de aguas residuales, en un cuerpo de agua, en
pozos, en abonos, suelos u otras muchas situaciones o bien por parte del publico en
general que desee conocer el nivel de este i6n en agua u otra muestra. Es por ello que
recientemente se viene incrementando la investigacion de métodos sencillos y fiables,
tal es el caso de membranas en sensores opticos las cuales presentan muchas ventajas,
entre ellas: una alta sensibilidad, facil deteccion, bajo costo, y un monitoreo rapido en

tiempo real 1415,

El ion nitrato es un anién con un débil caréacter basico y coordinado, por lo que el
reconocimiento selectivo de nitrato requiere tanto complementariedad en tamafio como
en forma por parte del receptor. Diferentes receptores sintéticos han sido estudiados
para el reconocimiento de nitrato, principalmente los basados en enlaces de hidrogeno.

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE UNIVERSIDAD

TESIS UCSM

CATOLICA .
DE SANTA MARIA

En el caso anterior, los grupos enlazantes se disponen de forma convergente y rigida,
empleando receptores con simetria C3, para ajustarse a la funcionalidad del nitrato, al
igual que en los receptores basados en amidas?® o los receptores basados en tioureas!’, o
en tiofenos®®. En otros casos, se ha usado para el reconocimiento de nitrato receptores
con amidas donadoras de enlaces de hidrogeno y una contribucion electrostatica por
parte de un centro metélico, como es el caso del platino (11) nicotinamida®o el Cd (lI)

coordinado a partir de un oxidazol?

Otro de los ensayos competitivos espectrofotometrico para nitratos, basado en el
desplazamiento de un indicador anionico, es el rojo de metilo o la resorufina, que se
acomplejan con el receptor al afiadir nitrato?’. Sin embargo el empleo de mezclas

metanol/cloroformo (1:1) como disolvente impide su uso en muestras reales.

También se sintetizaron y se exploraron como una nueva generacion de receptores
para la union de mdltiples aniones receptores bistripodales hexasustituidos a base de
benceno, esta estructura cristalina de estado sélido mostrando una encapsulacién de
cuatro aniones de nitrato de manera bistripodal con conformacion "ababab" del
receptor??. Otro receptor bastante interesante fue el cation tetra ciclo [4] pirrol éter
(C4PE) que fue utilizado como un elemento de reconocimiento en forma de un material
compuesto con pasta de carbon como un electrodo selectivo para la deteccidn
potenciométrica de nitrato en muestras de agua. El electrodo tubo una respuesta lineal a
nitrato con un limite de deteccion de 1 x 10° mol L%, con un tiempo de respuesta rapido

a menos de 10 s*

Otra propuesta para la deteccion de nitratos fue una sonda fluorogénica basado en
fenilenvinileno bispyridinium z-conjugado soluble en agua el cual se desarrollé6 como
un sensor quimico fluorescente novedoso para la deteccion altamente selectiva, sensible
y rapida de NOs en un medio acuoso &cido. Es importante destacar que este sensor
quimico se ha empleado por primera vez para la deteccion de fluorescencia del anién
NOjs intracelular en células cultivadas.?* %

Dada la funcionalidad de los receptores basados en amida rigidas con simetria C3 el
cual controla el patrén anidn selectividad del elemento Optico. Se desarrollaron sensores
a base de absorcion dptica para el nitrato donde el elemento de nitrato-sensible es un
receptor de ciclofano biciclico junto a un colorante lipofilo sensible al pH adecuado
inmovilizado en una membrana polimérica plastificada.?®.
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Diversos investigadores estudiaron las propiedades del 2,4,5 —Trifenilimidazol y sus
derivados debido a sus propiedades dpticas Unicas 27 28 29 30 31 32 33 34 'Fn México, se
presentd una nueva caracterizacion de lofina como capa sensible para medir nitrato en el
agua potable. La caracterizacion se realizé con un portaobjetos estandar y una fibra
multimodo estandar recubierto con una capa sensible de lofina (2,4,5 -Trifenilimidazol
(C,1H1¢N,)). La caracterizacion espectrofotometrica se llevé a cabo en el rango de
longitud de onda desde 300 hasta 1100 nm obteniendo una longitud de onda de méxima
absorcion alrededor de 319 nm*®.

El efecto de la matriz de polimérica en el cambio de sefal relativa, sensibilidad y
selectividad también fue estudiado. Se demostré que la sensibilidad y la selectividad
para el nitrato sobre otros aniones depende fuertemente de la lipoficidad y la polaridad
del polimero: con el incremento de la lipoficidad resulta una mayor sensibilidad y
selectividad. Como resultado, la respuesta del sensor puede ser bien calibrada por la
eleccion apropiada del material de polimero®®.

Por otro lado en cuanto a los interferentes en la determinacion de nitratos, se suele
considerar a los cloruros y nitritos. Es por ello que en algunos estudios se opta por
eliminar la interferencia de cloruros y detectar nitratos y nitritos®’ 38 39 40 41 42 Fg
posible eliminar la interferencia por nitritos por acomplejacion del nitrito con

sulfanilamida®.

En el presente trabajo se pretende evaluar la eficiencia de una membrana de 2,4,5-
trifenilimidazol inmovilizado en acetato de polivinilo, para la deteccion de nitratos en
muestras de aguas. Asi mismo se evaluara la posterior construccion de un prototipo de

sensor optico y pueda ser aplicado in situ.

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE Xk UNIVERSIDAD

CATOLICA

TESIS UCSM DE SANTA MARIA

Capitulo 2
Marco Teorico
1. 2,4,5-Trifenil imidazol

2,4,5-trifenilimidazol, conocido como lofina, es un compuesto organico quimico con

la formula C, H, N, perteneciente a los imidazoles, a temperatura ambiente es un

solido cristalino blanco o crema, es ampliamente conocido por sus propiedades
quimioluminiscentes, reportados por primera vez por Radziszewski en 1877, emite una
luz amarilla cuando reacciona con oxigeno en presencia de una base fuerte**. La Fig. 1

muestra la estructura molecular del 2,4,5-trifenilimidazol.

NH

Figura 1. Estructura molecular del 2,4,5-trifenilimidazol*®

2. Contaminacion y efectos toxicos por compuestos nitrogenados

En el medio acuético el nitrégeno normalmente esta en forma inorganica ya sea en
forma de amonio (NH}), nitrito (NO;) o nitrato (NO3). Estos iones pueden estar
presentes de manera natural en el agua debido a su transformacién a lo largo del ciclo
biogeoquimico del nitrogeno®. Sin embargo, en los Gltimos afios el aporte de nitrogeno
procedente de la actividad antropogénica ha incrementado su concentracién en las

corrientes de agua de manera considerable® *.
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La contaminacion antropogénica de las aguas por compuestos nitrogenados procede
principalmente de actividades de tipo agricola?, industrial y urbano. El uso
indiscriminado de fertilizantes nitrogenados sobre terrenos de cultivo se ha constituido
como una de las fuentes mas importantes de aporte de nitrégeno inorganico (NH; 'y
NO3) a las corrientes de agua superficial y subterranea, siendo los fenémenos de
escorrentia y percolacion los responsables de su movimiento a través del suelo. Tan s6lo
un 10-15% de la cantidad de fertilizante aplicada al suelo es empleada por las plantas e

incorporado a la cadena alimentaria.

Los problemas ambientales mas relevantes asociados con la contaminacion por
compuestos nitrogenados son el proceso de eutrofizacion, acidificacion y disminucion
significativa del oxigeno disuelto®. El efecto toxico por compuestos nitrogenados, se da
principalmente por el consumo de agua o alimentos contaminados®, produciendo por
ejemplo hipoxia en los organismos acuaticos*, metahemoglobinemia en los seres
humanos, siendo los infantes menores de cuatro meses los mas susceptibles® ” 8 ° asi
mismo el nitrito y el nitrato estdn ampliamente relacionados con casos de deformaciones
en recién nacidos, infecciones en el tracto respiratorio y enfermedades coronarias, entre
otras*’. Por otro lado los nitratos y nitritos al interior de cuerpo se transforman en
7 10 13 12

nitrosaminas los cuales tienen un alto potencial cancerigeno y mutagénico

también se reportaron riesgos de cancer de ovario en mujeres postmenopausicas'’.
3. Sensores opticos a base de diodos

La importancia de la salud, el medio ambiente y la supervision de la seguridad ha
aumentado considerablemente en la Gltima década debido a nuestro conocimiento de los
efectos y las consecuencias a largo plazo de la contaminacion del medio ambiente, es
por ello que se necesitan metodos de andlisis precisos robustos y portéatiles, para lograr
un seguimiento de tal manera que las muestras puedan ser analizadas en campo.
Obteniendo resultados disponibles en corto tiempo, a bajo costo y ademas de la

disminucién de contaminacién en las muestras*.

El avance en las fuentes LED Yy las tecnologias de fotodetectores proporcionan una
solucién a estos problemas, ya que son compactos, de baja potencia y los detectores
usados son de bajo costo para la incorporacion de métodos de analisis colorimétricos en

los dispositivos*®
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3.1. Componentes
3.1.1. Diodo Emisor de Luz (LED)

Holonyak et al. Desarrollaron el primer LED en 1962 basado en capas de GaAsP,
que emiten una luz roja>. Desde entonces, los LED han jugado un papel destacado en
los sensores Opticos, los avances significativos en los procesos de fabricacion de nitruro
I11-V se han traducido en LEDs de alta potencia disponibles comercialmente en la
region desde 247 hasta 1550 nm°L.

Un diodo emisor de luz (LED) esta formado por la union de dos semiconductores,
uno tipo P y otro tipo N. Cuando esta union es polarizada directamente, el diodo

conduce, emiten luz. Cuando es polarizada inversamente el diodo no conduce.>

Para conseguir modificar la longitud de onda de la radiacién de la onda luminosa y
asi conseguir diodos con emisiones de diferentes colores (roja, naranja, verde, amarilla,
azul, o infrarroja), se contaminan los cristales de una forma adecuada, asi por ejemplo,
los diodos luminiscentes fabricados con Galio y Fosforo (GaP) emiten luz roja cuando
se les afiade Oxido de cinc y emiten luz verde con la adicion de nitrégeno.>®

Las aplicaciones generales de LEDs son multiples, destacando su uso como
indicador de las luces para circuitos electronicos, pero cada vez més LEDs también se
utilizan para aplicaciones de iluminacion, en particular en forma de dispositivos
emisores de luz blanca. Por Invisibles LEDs invisibles cercanos al IR se utilizan para
mandos a distancia y puertas automaticas, LEDs UV cercanos se utilizan para el examen

de billetes falsos. LEDs-UV profundo tienen potencial para su uso en la desinfeccion.®
3.1.2. Detectores
Fototransistores

Los fototransistores proporcionan tipicamente una salida de corriente 1,5-2
veces mayor que los fotodiodos aunque con un costo superior. La desventaja de los
fototransistores es que tienen un tiempo de respuesta lento. La mayoria de los
fototransistores tendran tiempos de respuesta medidos en decenas de microsegundos,
que es aproximadamente 100 veces mas lento que los fotodiodos. También tienen la
desventaja de tener pequefias areas activas y altos niveles de ruido*
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Fotodiodos

Hasta la fecha, uno de los detectores méas utilizados en la fotometria es el
fotodiodo!“. Este dispositivo es un diodo especialmente disefiado para que sea sensible a
las radiaciones luminosas que en el incidan, de tal forma que al aumentar estas, también
lo haga la corriente inversa que fluya por el fotodiodo. Una de las aplicaciones
fundamentales de este dispositivo es como fotodetector, elemento capaz de transformar

una magnitud luminosa en eléctrica.>
Resistencias dependientes de la luz

Una resistencia dependiente de la luz (LDR) por sus siglas en ingles, es barata y
de tamafio pequefio, no suele emplearse comdnmente en los sensores Opticos, ya que
poseen desventajas de tiempos de respuesta lentos en comparacion con los fotodiodos y
los que son dispositivos no lineales, son mas idealmente empleados para la deteccién de

presencia / ausencia de luz que para mediciones precisas de la intensidad de la luz4.
Series de fotodiodos

Los LEDs son sustitutos ideales para la sustitucion de fuentes de luz
voluminosos y consumo alto de potencia, tales como de tungsteno-haldgeno o las
lamparas de deuterio, que se utilizan comunmente en conjuncion con detectores de

matriz de fotodiodos en la instrumentacion espectroscopica.
3.2. Indicadores 6pticos.

La eleccion de un reactivo adecuado para la construccion de un sensor Optico
depende, fundamentalmente, del analito y del método Optico de medida. En la
actualidad, existe un gran ndmero de compuestos quimicos comerciales cuyas
propiedades Opticas se ven modificadas en funcién del medio o especie al que se ven

expuestos.>*
Los requisitos que debe reunir un indicador que forme parte de un sensor éptico son:

- Propiedades opticas (espectros de absorcién y/o emision) sensibles a la
presencia del analito y compatibles tanto con la fuente de excitacion como con el
detector.

- Los indicadores luminiscentes deben, idealmente, exhibir un alto rendimiento

cuéntico (O) y largo tiempo de vida de emision (T). Estos dos factores permiten
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aumentar la sensibilidad del método, a la vez que contribuyen a simplificar y
abaratar la instrumentacion.

- Los compuestos en los que la banda de emision estd muy desplazada con
respecto a la de absorcion (desplazamiento de Stokes) permiten la facil
discriminacion entre la luz procedente de la fuente y la emision del indicador
con simples filtros coloreados.

- Maéxima estabilidad quimica y fotoquimica, que evite su degradacion tras largos
tiempos de exposicion del sensor a fuentes de luz intensas, aumentando la vida
operativa util del optodo.

- No ser tdxicos y ser comerciales o, en su defecto, facilmente obtenibles a través
de sencillos pasos de sintesis y purificacion, a precios asequibles. Un elevado
coste del indicador exigiria una mayor durabilidad para poder competir con el
resto de sistemas de medida, mientras que la construccion de terminales
sensibles econdmicos permitiria su uso desechable.

- Poseer en su estructura quimica algin grupo funcional que permita el anclado
del compuesto a un soporte adecuado, o bien ser facilmente modificable para

estos fines, sin que ello conlleve una pérdida de sensibilidad hacia el analito.

3.3. Métodos de inmovilizacion.

Una vez seleccionado el indicador éptico mas adecuado para la fabricacion del
sensor oOptico, tras un exhaustivo analisis de sus propiedades en disolucion, se hace
necesario la inmovilizacion del compuesto sobre un soporte que constituya la
denominada fase sensible. Dado que la principal funcion de los soportes es proporcionar
robustez al sensor sin afectar su sensibilidad hacia el analito, se suelen utilizar
materiales rigidos o semirrigidos y Opticamente transparentes, que permitan el facil
acceso de la especie objetivo hasta el indicador. Deben, idealmente, ser permeables al
analito e impermeables al resto de sustancias que puedan actuar como interferentes,
siendo responsables, en la mayoria de los casos, de la selectividad del sensor y de su
tiempo de respuesta. Asimismo, los soportes son los encargados de evitar el lavado o

arrastre del indicador cuando la fase sensible se sumerge en la muestra.>® 6 57

Los soportes solidos que forman parte de las fases reactivas de los sensores opticos

pueden ser materiales muy diversos, tanto organicos como inorganicos:
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- Polimeros de condensacion derivados del acido silicico: sol-gel, vidrio poroso,

zeolitas y gel de silice.

El vidrio, en sus diferentes formas, permite la inmovilizacion covalente de
indicadores Opticos tanto hidrofilos como hidrofobos, mediante la oportuna
modificacion de su superficie. EI empleo de vidrio de poro controlado (CPG, del inglés
controlled pore glass), comercializado en forma de fino polvo, aumenta
considerablemente la superficie de contacto con el indicador, proporcionando al mismo
tiempo un control sobre la selectividad del sensor derivado de la eleccion del tamafio de
poro®®, El caracter inerte y la gran estabilidad mecanica de este tipo de soportes son dos
factores muy apreciados. Sin embargo, no existe una exposicion directa del indicador
con el analito cuando éste se encuentra en disolucién, siendo necesario el empleo de
membranas permeables que envuelvan al soporte facilitando el acceso del analito hasta

el indicador, pero evitando que la muestra arrastre las particulas de CPG *°

Uno de los soportes mas populares para la construccion de sensores opticos de los
ultimos afos es el denominado sol-gel. Estos vidrios porosos de silice, obtenidos a partir
de la hidrolisis y posterior condensacion de tetraalcoxisilanos (Si(OR)4) en disoluciones

hidroalcohdlicas, permiten el atrapamiento en su interior de moléculas indicadoras®
61

- Siliconas.

Al contrario que la mayoria de los polimeros con los que se construyen los sensores
opticos, las siliconas no incorporan plastificantes que, aunque son los responsables de
las propiedades mecénicas de las membranas, suelen estar constituidos por compuestos
fluorescentes que introducen un fondo que puede causar interferencia en la medida del
sensor Optico o experimentan un lavado por la disolucién de medida, que convierte en
fragiles a las membranas sensibles. Por otro lado las siliconas no permiten el anclaje
covalente del indicador a su superficie ya que ésta no puede modificarse facilmente, por

lo que el reactivo sensible suele encontrarse embebido en su interior®? 63

- Polimeros orgénicos lineales: poli (cloruro de vinilo) (pvc), polietileno, poli

(tetrafluoroetileno) (ptfe), poliestireno.

La gran variedad de polimeros lineales que existen en el mercado permite elegir el
mas adecuado en funcion de la naturaleza del indicador que se pretende inmovilizar y la
especie objetivo. Como se ha mencionado anteriormente en la descripcion de las
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siliconas, un inconveniente que presentan estas matrices son los plastificantes que
incorporan algunas de ellas, introduciendo un fondo en las medidas que puede causar
interferencias.? ® % 67 Ademas de los polimeros hidrofobicos convencionales, se
pueden utilizar soportes poliméricos adecuadamente funcionalizados con distintos

grupos anidnicos o catidnicos en su superficie.

- Intercambiadores iénicos.

Poseen en su superficie grupos aniénicos (SO3, CO;5 ) o catiénicos (NH; , NR3H")
que retienen electrostaticamente moléculas de carga contraria. Se encuentran
disponibles en forma de resinas 0 membranas de intercambio i6nico. Las primeras,
ademas de no constituir un soporte robusto, se hinchan reversiblemente tras la
exposicion al medio acuoso o humedad. Las membranas, sin embargo, no sufren
hinchamiento y son facilmente manejables. En ambos casos, la fuerza ionica del medio
puede provocar el lavado del indicador, al igual que los pH extremos, que protonan o

desprotonan los grupos funcionales neutralizando el soporte.
- Matrices poliméricas hidrofilicas.

Las celulosas son polimeros que permiten el flujo del agua. Pueden incorporar
grupos funcionales en su superficie facilitando la union electrostatica o por fuerzas de
tipo Van der Waals de los indicadores. Sin embargo, estas membranas no son
excesivamente robustas y son susceptibles de contaminacion bacteriana. Ademas, no
evitan el lavado del indicador, al encontrarse éste Unicamente adsorbido en su

superficie® %8,

Otros polimeros hidrofilicos empleados en la construccion de sensores 6pticos son
el nylon, las poli (acrilamidas), el poli(etilenglicol) y el poli(alcohol vinilico). Estas
matrices poseen una considerable estabilidad quimica y pueden modificarse
convenientemente para una posible union de tipo covalente a un indicador. Al igual que
las resinas de intercambio idnico, algunos de estos soportes se hinchan en disolucion,

disminuyendo la reproducibilidad de las medidas.
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Capitulo 3
Metodologia

1. Técnicas, instrumentos y materiales de verificacion:
1.1. Técnicas.
1.1.1. Fabricacion de la membrana

Se realizaran pruebas con diferentes matrices poliméricas hasta conseguir una membrana

transparente y pueda ser evaluada espectrofotométricamente.
1.1.2. Evaluacion de la membrana

Se evaluara la membrana espectrofotométricamente y se validara su uso a diferentes
concentraciones de Nitrato y a diferentes valores de pH, asi mismo se evaluaran pardmetros

tales como Linealidad, sensibilidad, precision, regeneracion y tiempo de vida de la membrana.
1.1.3. Selectividad de la membrana para nitratos

Para verificar que la membrana desarrollada es selectiva Unicamente para nitratos en
presencia de otros aniones y cationes, se determinara los coeficientes de selectividad en
presencia y ausencia de concentraciones conocidas de analito e interferente®. El coeficiente

de selectividad estara definido por la siguiente ecuacion:

k

Interferente

NOj; /Interferente - k
NO;

El resultado puede ser negativo o positivo dependiendo del efecto del interferente. Un
coeficiente de selectividad mayor a 1 o menor a -1 indica que es mas selectivo para el
interferente que para el analito. Las sensibilidades (k) para el nitrato y el interferente seran

calculadas segun las ecuaciones:

=P
N [NO;]
3
k _ AbS[N03‘]+[Interferente] - k[Nog] X [NO3 ]
Interferente —

[Interferente]
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1.1.4. Disefioy construccion del sensor ¢ptico

Se disefara el sensor éptico de tal manera que sea factible su uso en Campo.
1.2.Instrumentos

1.2.1. Documentales

El instrumento documental estard conformado por un cuaderno donde se consignara la
descripcién de los procedimientos, asi como los resultados obtenidos en el desarrollo de la

tesis.
1.2.2. Mecéanicos

Para la evaluacion de la membrana se utilizaran instrumentos relacionados a la
espectrofotometria, asi mismo se utilizara todo lo relacionado con la electrénica para la

fabricacidn del sensor éptico.

1.2.3. Reactivos

Para el presente trabajo de investigacidn, se utilizara agua ultrapura de 18.2 MQ obtenida de
un equipo EASYPURE Il RF de Barnstead Thermo Scientific. Los reactivos empleados seran de
grado analitico sin purificacion adicional. Se preparara una solucion stock de nitrato de potasio
a 1000 mg - L™, Para la preparacién de la membrana sensora se utilizara 2,4,5 —
Trifenilimidazol; como matriz polimérica se probara con Cloruro de polivinilo (PVA), Acetato de
polivinilo (PVA) y Silicona Acética comun; asi mismo se utilizaran los siguientes plastificantes:
2-Nitrophenyloctyl ether (O-NOE), Bis cetyl hexyl sebacate (BCHS), como solvente se utilizara

tetrahidrofurano.
2. Campo de verificacion
2.1. Ubicacion espacial

Las pruebas se realizaran en las instalaciones de la Universidad Catdlica de Santa Maria.

Pabellén H-202 Laboratorio de Investigacion y Laboratorio de Farmacotecnia H-203.
2.2. Ubicacion temporal

El presente estudio es coyuntural, ya que se evaluard el disefio, y construccién de un sensor

para la determinacidn de nitratos.
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2.3. Unidades de estudio

Se probaran diferentes materiales para la fabricacidon de la membrana, asi mismo se propondra

un sistema adecuado para la deteccidn de nitratos con un sensor éptico.
3. Estrategia de recoleccion de datos

Para la recoleccion de datos se emplearan pruebas estadisticas paramétricas o no

paramétricas, segun la distribucién de los resultados.
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Capitulo 4

Resultados y Discusion

En el presente trabajo de investigacion se disefio, elaboro y evalu6 membrana de

2,4,5-trifenilimidazol inmovilizada en acetato de polivinilo para la deteccidn de nitratos

en muestras de agua, Asi mismo se disefid y construyd un prototipo de sensor éptico.

1. Fabricacion de una membrana para la deteccién de nitratos.

Se realizaron pruebas con distintas matrices poliméricas con el fin de obtener una

membrana Optima para su posterior evaluaciéon espectrofotométrica, se trabajé con 3

matrices: Acetato de polivinilo (PVA), Cloruro de polivinilo (PVC), Silicona Acética

(PDMS diluido en acetona) y 2 plastificantes diferentes: 2-Nitrophenyloctyl ether (O-

NOE), Bis cetyl hexyl sebacate (BCHS), se realizaron 9 pruebas variando la matriz

polimérica y el plastificante segun la tabla 1.

Tabla 1. Pruebas con distintas matrices poliméricas

N° de prueba

Matriz Polimérica

Plastificante

1

© 00 N oo o B~ W DN

PVA
PVA
PVA
PVC
PVC
PVC
PDMS
PDMS
PDMS

Sin plastificante
O-NOE

BCHS

Sin plastificante
O-NOE

BCHS

Sin plastificante
O-NOE

BCHS

La composicién utilizada en todas las membranas fue la misma, como se muestra en

la tabla 2, Cada membrana se obtuvo disolviendo en primer lugar 2,4,5 trifenilimidazol

en 0.5 mL de tetrahidrofurano (THF), afiadiendo luego la matriz polimérica y el

plastificante segun sea la prueba.
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Tabla 2. Composicién de las membranas

Compuesto Cantidad Porcentaje (aprox.)
2,4,5-trifenilimidazol 2 mg 16.64%
Matriz polimérica 10 mg 83.19%
Plastificante 20pL 0.002%

Los resultados obtenidos de las pruebas realizadas se muestran en la tabla 3.

Tabla 3. Membranas con distintas matrices poliméricas

Pruebas

Las membranas de las pruebas 1 y 2, obtenidas con acetato de polivinilo resultaron
con mas transparencia frente a las de cloruro de polivinilo y PDMS, sin embargo la
membrana de la prueba 1 resulto pegajosa, la membrana de la prueba 2 resulto pegajosa
y grasienta. La membrana de la prueba 3 resulto poco transparente, pegajosa y grasienta.
La membrana de la prueba 4 resulto poco transparente y quebradiza debido a la falta de
plastificante, las membrana de las pruebas 5 y 6 resultaron elésticas y poco
transparentes. Las membranas de las pruebas 7, 8 y 9 resultaron igualmente elésticas y
poco transparentes.

Dado que se realizara una evaluacion espectrofotométrica se busca una membrana
con buena transparencia y buena adherencia al vidrio por lo que se decidi6 realizar otra
serie de pruebas Unicamente con acetato de polivinilo, para lo cual se cambi6 el solvente
de THF por etanol, y se varid las cantidades de 2,4,5 trifenilimidazol y el plastificante
segun la tabla 4.
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Tabla 4. Pruebas con acetato de polivinilo

e N
(mg)
1 0.1014 10 160 1
2 0.1071 10 0 1
3 0.1787 20 160 1
4 0.1076 20 0 1
S 0.1074 30 160 1
6 0.1010 30 0 1
Tabla 5. Membranas con acetato de polivinilo
Pruebas
1 2 3 4 5 6

Las membranas obtenidas con acetato de polivinilo, variando las cantidades de 2,4,5
trifenilimidazol se muestran en la tabla 5, las mismas que resultaron saturadas y opacas,
por lo que se redujo la cantidad de 2,4,5 trifenilimidazol: asimismo se cambié el
solvente por uno mas afin al acetato de polivinilo que es el metanol. La composicién
final que se utilizé para la fabricacion de la membrana con acetato de polivinilo fue la

gue se muestra en la tabla 6.

Tabla 6. Composicion final de la membrana con acetato de polivinilo

Compuesto Cantidad Porcentaje (sobre la
matriz polimérica)
2,4,5-Trifenil imidazol 1mg 1%
Matriz polimérica (PVA) 100 mg 100%

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM e DE SANTA MARIA

Figura 2. Membrana con acetato de polivinilo

La Fig. 1 muestra la membrana obtenida con acetato de polivinilo, la cual cuenta
con la transparencia adecuada para su evaluacion espectrofotométrica, la consistencia
para ser adherida adecuadamente en un soporte de cuarzo sin separarse del mismo y el

espesor necesario para interactuar con el analito.

2. Evaluacion espectrofotométrica de la membrana de acetato de polivinilo.

2.1. Espectro de absorcion de la membrana

El espectro de la membrana fue medido con un espectrofotémetro UV-Vis Agilent
Cary 60, para lo cual se la deposito por inmersion directa en una celda de cuarzo, se
encontr6 que la membrana de 2,4,5 trifenilimidazol inmovilizado en acetato de
polivinilo tiene una longitud de onda de méxima absorcion alrededor de 310 nm tal

como se muestra en la Fig. 2.

0,8

(B)
0,6

Abs

0,4

0,2

(a)

E‘
0,0

T T 1
250 300 350 400
Long.de onda (nm)

Figura 3. Espectro de absorcion de: (A) membrana de Acetato de polivinilo sin 2,4,5
trifenilimidazol, (B) membrana de 2,4,5 trifenilimidazol inmovilizado en acetato de

polivinilo.
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2.2. Influencia del pH sobre la respuesta de la membrana

Para la determinacion de la influencia del pH sobre la respuesta de la membrana, se
prepardé una solucién buffer Britton Robinson 0.1 M, a partir de la cual se prepararon
una serie de buffers con la adicion de hidroxido de sodio, obteniendo pHs en el rango de
2 — 12. La respuesta a distintos pHs se evalud inmediatamente después del contacto
entre el analito y el medio. Se encontré que la respuesta a pH 2 muestra una mayor
sensibilidad, sin embargo a pHs mayores a 4 obtenemos una respuesta estable
independientemente del pH. Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 7 y la Fig.
3.

Tabla 7. Influencia del pH sobre la respuesta de la membrana

Ph Absorbancia Absorbancia

29091 mgLtde NO;  a 230.77mgL™de NO;

2 0.0140 0.0280
4 0.0095 0.0195
6 0.0085 0.0195
7 0.0100 0.0200
8 0.0080 0.0200
10 0.0090 0.0195
12 0.0080 0.0185
* 90.91mglL"’
e 230.77mgl”

0.030 -

0.025 -
A
S — 0.020 . . ° .
8< .
5 <
8
< 0015-

0.010 - e .

I ) 1 L T I :
2 4 6 8 10 12
pH

Figura 4. Influencia del pH sobre la respuesta de la membrana a 90.91 y 230. 77 mg L™
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2.3. Linealidad

Para la determinacion de la linealidad de la membrana se preparé una solucién

madre de 1000 mg - L= de NO; | se determiné la linealidad adicionando un volumen de

la solucion madre a 1 mL de Agua ultra pura en la celda adherida con la membrana de

acetato de polivinilo segun la tabla 8.

Tabla 8. Adiciones de la solucién madre para diferentes concentraciones de NO,

Solucion de NO; Volumen Final en la [NO3']
celda
1000 mg- L1 mg L*
(L) (mL)
0.05 1.05 47.6190
0.1 1.1 90.9091
0.2 1.2 166.6667
0.3 1.3 230.7692
0.4 1.4 285.7143
0.5 1.5 333.3333
0.6 1.6 375.0000
0.7 1.7 411.7647
0.8 1.8 444.4444

Tabla 9. Datos para la determinacion de linealidad

[NO, ] Abs 1 Abs 2 Abs 3 Prom.

mg L (Abs)

47.6190 0.0080 0.0080 0.0060 0.0073 0.0012
90.9091 0.0130 0.0130 0.0110 0.0123 0.0012
166.6667  0.0210 0.0210 0.0210 0.0210 0.0000
230.7692  0.0280 0.0290 0.0290 0.0287 0.0006
285.7143  0.0340 0.0350 0.0360 0.0350 0.0010
333.3333  0.0400 0.0410 0.0410 0.0407 0.0006
375.0000  0.0460 0.0460 0.0470 0.0463 0.0006
411.7647  0.0500 0.0510 0.0520 0.0510 0.0010
444.4444  0.0540 0.0550 0.0550 0.0547 0.0006
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Figura 5. Gréfico de calibracion a diferentes concentraciones de NO;
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Figura 6. Espectros de absorcion a diferentes concentraciones de NO3’
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La tabla 9 muestra los datos de absorbancia por triplicado obtenidos a diferentes

concentraciones de NO; | en la Fig. 4 se muestra la regresion lineal, donde se obtuvo

un coeficiente de determinacion R? igual a 0.9996, una pendiente de 1.1977E-04 y un

intercepto de 0.00125, parametros que se muestran en la tabla 10. La Fig. 5 muestra los

espectros de absorcién obtenidos a diferentes concentraciones de NO; .

Tabla 10. Parametros de la regresion lineal

Valor Error estandar
Intercepto 0.00125 2.7023E-04
Pendiente 1.1977E-04 9.1095E-07

El estudio de la linealidad no solo implica una grafica de calibracion sino
también un analisis estadistico para certificar la existencia de una correlacién, por ello
se realiza el test t para regresion lineal simple con n-2 grados de libertad en un intervalo

de confianza al 95%, la ecuacion 1 muestra la formula para calcular el valor de tregresion

|ﬂJn—2
N1-r2

El analisis estadistico de la regresion se muestra en la tabla 11

i (Ecuacion 1)

Tabla 11. Analisis estadistico de la regresion

Estadisticas de la regresion

Coeficiente de correlacion maltiple 0.9998
Coeficiente de determinacion R? 0.9996
R? ajustado 0.9995
Error tipico 0.00036
Observaciones 9

Realizando el calculo correspondiente se obtiene:

t =149.9699

regresion
Buscando el valor de t de tabla se obtiene:

ttabla = 22621
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Dados los resultados se certifica la existencia de una correlacion significativa entre los

datos de concentracién de NO; y absorbancia.

Por otro lado también se efectia un analisis de varianza, los resultados se

muestran en la tabla 12, dado que ,0=3.8844><10_13 <0.05, se demuestra la existencia

de una alta correlacion entre los datos de concentracion y absorbancia,

Tabla 12. Anélisis de varianza para la certificacion de la linealidad

Grados de Suma de Promedio de los = Valor critico
libertad cuadrados cuadrados de F
Regresion 1 0.00228561 0.00228561 17285.6352  3.8844E-13
Residuos 7 9.2558E-07 1.3223E-07
Total 8 0.00228654
Inferior Superior
Coeficientes Error tipico Estadistico t Probabilidad 95% 95%

Intercepcion  0.00124555 0.00027023 4.60914817 0.00245745 0.00060655 0.00188455
Variable X1  0.00011977 9.1095E-07 131.474846 3.8844E-13 0.00011761 0.00012192

2.4. Sensibilidad

Este parametro se encuentra relacionado con la minima cantidad de analito que puede
producir un resultado significativo. Los valores necesarios para su determinacion se

encuentran en la tabla 13.

Tabla 13. Valores para la determinacion de la sensibilidad

Respuesta cuando x es cero Yi 0.0013
Desviacon estandar cuando
« 65 CEro oy 0.0011
Numero de datos N 9
Pendiente B 1.1977x107*

Los parametros a calcular son:
Limite de deteccion:

Se entiende por limite de deteccién a la minima cantidad de analito que puede ser
detectado pero no cuantificado por un método.

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM =-2  DESANTA MARIA

Para el calculo de limite de deteccién se utiliz6 la férmula de la ecuacion 2

Y, +3S 1
D=2 by — (Ecuacion 2)
b Jn

Siendo el limite de deteccion del método de 12.6321 mg L.
Limite de cuantificacion:

El limite de cuantificacion es la minima cantidad de analito que el método puede

determinar y cuantificar con precision y exactitud.

Para el calculo de limite de cuantificacion se utilizd la formula: de la ecuacion 3

Y, +10S, 1
LQ :%xﬁ (Ecuacion 3)

Siendo el limite de cuantificacion del método de 33.9896 mg L.

Encontrados los limites de deteccion y cuantificacion se deduce que la membrana podria
servir para detectar concentraciones bajas del anion nitrato, los cuales se encuentran por

debajo de los limites de calidad para la provision de agua potable que segin la EPA es

de 50 mg L™'de NO;

2.5. Precision

Esta refleja la medida en que los valores de una muestra homogénea analizada
repetidas veces, sean semejantes entre si. Para esta determinacion se realiz6 una serie de
medidas de una solucion a 90.91 mg L™, en el ensayo se obtuvo una desviacion estandar
relativa (RSD) de 13.79 % y estd segun la USP 30 se considera como una RSD
aceptable. Los valores para la determinacion de la precision se muestran en la tabla 14.

Para determinar si existe una diferencia significativa entre la concentracion tedrica y
la hallada se realizd una prueba estadistica de t Student, el analisis se muestra en la tabla
14, donde encontramos que P>0.05 indicando que no existe una diferencia significativa
entre la concentracién tedrica y la concentracién hallada, por lo que se puede afirmar
que el andlisis de nitratos con una membrana 2,4,5-trifenilimidazol inmovilizada en

acetato de polivinilo es un método preciso.
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Tabla 14. Valores para la determinacion de la precision

Concentracion tedrica Concentracion

N° de muestra ) 1

(mg L™) encontrada (mg L™)
1 90.91 98.105
2 90.91 98.105
3 90.91 73.057
4 90.91 81.406
5 90.91 89.755
6 90.91 98.105
7 90.91 73.057
8 90.91 73.057
Promedio 85.581
D.S. 11.808
R.S.D. 13.797
Limites de confianza (+/-) 8.182

Tabla 15. Analisis estadistico para la determinacion de la precision

Concentracion tedrica Concentracion
(mg LY encontrada (mg L)
Media 90.91 85.581
Varianza 0 139.423
Observaciones 8 8
Diferencia Hipotética de las 0
medidas
Grados de Libertad 7
Estadistico t -1.2766
P(T <t ) dos colas 0.2225
Valor Critico de t (dos colas) 2.3646
2.6. Selectividad

Para verificar que la membrana desarrollada es selectiva Unicamente para nitratos en
presencia de otros aniones y cationes, se determiné los coeficientes de selectividad, las
ecuaciones 4, 5 y 6 muestran las férmulas utilizadas para el calculo de dichos

coeficientes.
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La tabla 16 muestra los resultados para algunos aniones y la tabla 17 muestra los
resultados para algunos cationes, si se obtiene un coeficiente de selectividad mayor a 1
0 menor a -1 indica que es mas selectivo para el interferente que para el analito. Las
sensibilidades (k) para el nitrato y el interferente seran calculadas segun las ecuaciones
4y 5, el coeficiente de selectividad del nitrato sobre el interferente sera calculado segun

la ecuacion 6.

Abs
k =—101 (Ecuacion 4)
" NG, ]

Abs x[NO; ]

[NO;3 J+[ Interferente] B k[NOg ]
[ Interferente]

k

(Ecuacion 5)

Interferente

k

__ Interferente
NOjz /Interferente - k
NO;

(Ecuacion 6)

Tabla 16. Coeficientes de selectividad para algunos aniones

Coeficiente de
i Abs
Interferen [NO; ] Abs [Interferente] INO. ] ’ ’ selectividad
3
mg L' - -1 + NO; Interferente
te [NO; ] mg L NO; /Interferente
[Interf.]
-2
SO, 9091  0.013 43.48 0013  1.43E-04 -2.39E-19 0.0
Cl- 9091  0.01 226.28 0.006 1.10E-04 -1.77E-05 02
CN- 9091 001 43.48 0009 1.10E-04 -2.30E-05 02
-2
CO, 90.91  0.011 33.31 0.011  121E-04  0.00E+00 0.0
F 9091  0.01 43.48 0008  1.10E-04 -4.60E-05 0.4
-2
HPO, 9091 0011 43.48 0009  121E-04  -4.60E-05 04
I- 9091  0.012 43.48 0012  1.32E-04  0.00E+00 0.0
NO, 9001 0013 90.91 0029 000014  0.00018 1.2
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Tabla 17. Coeficientes de selectividad para algunos cationes

Abs Coeficiente de
Interferen [NO] . Abs [Interferente] [NS; ] K K selectividad
e mo [NG. mg L* [Interfe > e KNogllnterferente
rente]
Al 90.91 0.013 22.22 0.013 1.43E-04  7.81E-20 0.0
Ba*? 90.91 0.01 22.22 0.009 1.10E-04 -4.50E-05 -0.4
Ca™ 90.91 0.01 22.22 0.009 1.10E-04 -4.50E-05 -0.4
Cd*? 90.91 0.011 22.22 0.011 1.21E-04 0.00E+00 0.0
Cu™ 90.91 0.01 22.22 0.009 1.10E-04 -4.50E-05 -0.4
Hg+2 90.91 0.011 22.22 0.01 1.21E-04 -4.50E-05 -0.4
Mg” 90.91 0.01 43.48 0.009 1.10E-04  -2.30E-05 -0.2
Pb* 90.91 0.009 43.48 0.01 9.90E-05  2.30E-05 0.2
Sr 90.91 0.01 22.22 0.01 1.10E-04  0.00E+00 0.0
Zn* 90.91 0.01 0.01 1.10E-04 0.00E+00 0.0

Se debe considerar que la mayor interferencia en la determinacion de nitratos se puede
presentar por un alto contenido de cloruros®, sin embargo para la presente investigacion
los cloruros no representaron una interferencia a considerar. Por otro lado segln los
resultados mostrados en la tabla 16, vemos que el nitrito representa una interferencia a
considerar por el valor obtenido del coeficiente de selectividad de 1.2, indicando que el
método seria mas selectivo para el nitrito que para el nitrato. Dada este resultado se
procedi6 a realizar una curva de calibracion de la membrana a diferentes
concentraciones de nitrito como se muestra en la tabla 18 y la Fig. 6, se obtuvo un
coeficiente de correlacion R? igual a 0.9992, una pendiente (b) de 0.0002 y un
intercepto de -0.0008. Asi mismo se muestra los espectros de absorcion para diferentes

concentraciones de nitrito en la Fig. 7.
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Tabla 18. Datos de absorbancia frente a la concentracion de nitrito

[NO2]mg L™ Absorbancia
90.9091 0.018
166.6667 0.033
230.7692 0.047
285.7143 0.057
333.3333 0.068
0.07
0.06
0.05
©
2
g <° 0.04 S
S <
< 003
0.02
0.01 T T T T I T ! T r T 5 T
50 100 150 200 250 300 350
[NO,ITmgL"

Figura 7. Regresion lineal para la Absorbancia de la membrana frente a la
concentracion de nitrito

0,8+

0,6

0,2+

T T
250 300 350 400
Long.de onda (nm)

Figura 8. Espectro de absorcion a diferentes concentraciones de nitrito.
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Los resultados mostrados indican que la membrana es factible de usar tanto para nitratos
y nitritos, sin embargo no es el objetivo de la presente investigacion por lo que se busco
una alternativa que atenué la interferencia de nitritos. La interferencia de nitrito puede

ser eliminada por acomplejacion del nitrito con sulfanilamida en 0.01N de H2304, esto
a concentraciones mayores de 45 mg L't de NO, . Por lo que se realizé un ensayo con

sulfanilamida para lo cual se hizo reaccionar 1.98x10~ moles de NO, con moles de

sulfanilamida segdn la tabla 19.

Tabla 19. Eliminacidn de nitritos con sulfanilamida

Moles de Moles de Sefial de 3 o
NOZ' sulfanilamida NOZ' Sefal con sulfanilamida
1.98x10°" 4.66x107° 0.017 0.019

1.98x1077 9.32x10°° 0.017 0.023

1.98x1077 1.86x10°° 0.017 No se obtuvo una sefal

Al aumentar la cantidad de sulfanilamida la sefial de la membrana desaparecid, y
mientras que a menos moles de sulfanilamida se acercaba mas a la sefial de nitritos sin
embargo no eliminaba la interferencia, por lo tanto no se logro eliminar la interferencia

con sulfanilamida.

Se pretendié también eliminar la interferencia de nitritos con Acido sulfanilico, &cido
sulfamico y &cido clorhidrico, todos estos eliminaban a ambos analitos, tanto nitritos
como nitratos, es asi que no se logro eliminar la interferencia de nitritos con estos

compuestos.

2.7. Regeneracion de la membrana

Para evaluar la regeneracion de la membrana se experimento con soluciones de sulfato
de sodio 0.01M, cloruro de calcio 0.01M y cloruro de sodio 0.01M, para tal efecto se
dejo la membrana con la solucién regeneradora por 12 horas aprox.
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Figura 9. % de recuperacion con diferentes regeneradores

El porcentaje de recuperacion de la membrana se muestra en la Fig. 8, donde se ve que
el sulfato de Sodio y cloruro de sodio tienen un alto porcentaje de recuperacion,

mientras que el cloruro de calcio no logro una recuperacién adecuada.

2.8. Tiempo de vida de la membrana

El tiempo de vida de la membrana dependera mucho de la continuidad en el uso de la
membrana y su almacenamiento. Durante la evaluacién espectrofotométrica no se
presentaron problemas en la respuesta de la membrana teniendo en cuenta un adecuado
almacenamiento preferiblemente en una solucion de cloruro de sodio y fuera del alcance
de la luz. A los 15 dias de experimentacion se vio una disminucion en la sefial de la
membrana de 2,4,5-trifenilimidazol en un 10.01 %, a 35 dias de experimentacion la
disminucion de la sefial de la membrana de 2,4,5-trifenilimidazol fue de 26.27% tal
como se muestra en la tabla 20. Extrapolando los datos de la tabla 19 se calcula que la
membrana tendria un tiempo de vida maximo alrededor de los 3 meses. La Fig. 9
muestra una regresion del tiempo de vida de la membrana de 2,4,5-trifenilimidazol

inmovilizado en acetato de polivinilo.
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Tabla 20. Disminucién en la sefial de la membrana de 2,4,5-trifenilimidazol

N Disminucion en la sefial de la
Sefal de la membrana

Dias membrana
(Abs)
(%)
0 0.609
15 0.548 10.01
35 0.449 26.27
1004 =
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Figura 10. Regresion del tiempo de vida de la membrana de 2,4,5-trifenilimidazol
inmovilizado en acetato de polivinilo.
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3. Disefio y construccién del sensor optico.

3.1. Sistema de deteccion Optica

El sistema estd compuesto por dos partes principales: la fuente de luz, la cual varia
segun la longitud de onda y un receptor que capta un determinado rango de longitud de

onda, la Fig. 9 muestra el circuito utilizado para el sistema de deteccidn Optica con un

LDR.
SiM1
[ |
+5v +5v
A A el o
AREF
13
2
R1 S
10k
R2 7
[ 2% + 5
: |42 |3 2
-
LDR2 Tl
GZ D1 § LDR ¥
LED-BIGY = % SIMULING UNO

Figura 11. Circuito del Sistema de deteccion éptica con un LDR

El sistema cuenta ademéas de otro componente, una placa Arduino Uno-R3 en donde la
sefial es recibida y procesada por un microcontrolador atmega328 el cual fue
programado mediante la placa. En el sensor la intensidad de la luz es recibida y
convertida a voltaje por el fotodiodo receptor, luego esta es procesada y calculada por el
microcontrolador ATmega 328. La Fig.10 muestra la placa Arduino Uno-R3. Otras

caracteristicas se muestran en el anexo 01
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Figura 12. Placa Arduino Uno-R3.

3.2. Fuente de luz y receptor

Se buscé en el mercado local e internacional los componentes primordiales para el
sensor optico como son la fuente de luz y el receptor, en ambos casos se dispuso de
ciertas caracteristicas técnicas, tales como el bajo costo y el tiempo de entrega, la tabla

19 y la tabla 21 muestran los dispositivos encontrados.

Tabla 21. Fuentes de Luz

) Tiempo de Costo unitario
Fuente de Luz Longitud de onda
entrega S/.
Diodo LED UV 400 nm inmediato 10.00
Diodo LED UV 310 nm 60 dias 150.00

Tabla 22. Receptores

Rango de Tiempo de Consto unitario
Receptor .
deteccion entrega S/.
LDR (Light Dependent )
_ 390 — 800 nm Inmediato 1.00
Resistor)
Mdodulo UVM-30A UV 220 - 370 nm Inmediato 50.00

La Fig. 11 muestra la longitud de onda del Diodo LED UV de 400 nm. No se logro
realizar las pruebas a 310 nm dado que al soldar el LED y acoplarlo en el sistema de
deteccidn sufri6 una fractura deteriorandose el cobre del LED.
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En cuanto a los receptores, el LDR es facilmente adquirido en cualquier tienda
electrénica, y el médulo UVM-30A-UV se consiguié en mercado libre, el modulo
UVM-30A-UV cuenta con un fotodiodo GUVA-S10GD, el rango de deteccion del

mismo es de 220 a 370 nm.

_______________________________
———————————————————————————————
.....................................
90000

T T T T T
400 20 240 g0 420
Longitud de onda (i)

Figura 13. Longitud de onda del diodo LED UV de 400 nm
3.3. Cuerpo del sensor 6ptico

El cuerpo del sensor dptico se construyé en base a poliamida, un material de bajo
peso especifico con gran resistencia a los aceites, grasas, disolventes, productos
quimicos, y a la corrosion ademas de una alta resistencia a la deformacion térmica. Las

dimensiones del cuerpo se muestran en la figura 12.

La inyeccion de luz se efecta en forma directa hacia la membrana adherida a una
ventana de cuarzo, garantizando de esta manera la interaccion membrana-analito, el
fotodiodo receptor se encuentra en frente del sistema de inyeccion de luz, como se
muestra en la Fig. 13. Una fotografia del montaje utilizado para la deteccion de nitratos

en el sensor Optico se muestra en la Fig. 14
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Figura 14. Cuerpo del sensor optico
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Figura 15. Paso de la Luz

Figura 16. Fotografia del montaje para la deteccién de nitratos en el sensor dptico
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CONCLUSIONES

1. Se logré elaborar una membrana inmovilizando 2,4,5-trifenilimidazol en acetato
de polivinilo.

2. La membrana de 2,4,5-trifenilimidazol inmovilizado en acetato de polivinilo es
capaz de detectar nitratos en muestras de agua. presentando una pendiente de
1.1977E-04, un intercepto de 0.00125 y un R? = 0.9996. Se obtuvo un limite de

deteccion de 12.6321 mg L't de NO; y un limite de cuantificacién de 33.9896
mg L? de NO; los cuales se encuentran por debajo de los limites de calidad

para la provisién de agua potable que segiin la EPA es de 50 mg L'2de NO; .

3. Se demostr6 que la membrana es Selectiva para nitratos frente a varios aniones y

cationes, sin embargo presento una fuerte interferencia por parte del anion NO,

4. Se disefio y construy6 un prototipo de sensor 6ptico en base de diodos.
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SUGERENCIAS

1. Se sugiere investigar mas en el campo de los sensores Opticos dado que es una
técnica sencilla, fiable y facil de aplicar.

2. La fuente de luz y el detector son las piezas fundamentales para un sensor
optico, por lo que se sugiere tener la seguridad de contar con dichas piezas.

3. Asi mismo para la fabricacion de las membranas se sugiere trabajar con otras
matrices poliméricas tales como siliconas.

4. Dado que el nitrito resulto como una interferencia fuerte, se sugiere investigar
las condiciones de la aplicacion de la membrana para el andlisis de ambos

aniones nitratos y nitritos.
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Product Overview

The Arduino Uno is a microcontroller board based on the ATmega328 (datasheet). It has 14 digital
input/output pins (of which 6 can be used as PWM outputs), 6 analog inputs, a 16 MHz crystal oscillator, a
USB connection, a power jack, an ICSP header, and a reset button. It contains everything needed to
support the microcontroller; simply connect it to a computer with a USB cable or power it with a AC-to-DC
adapter or battery to get started. The Uno differs from all preceding boards in that it does not use the FTDI
USB-to-serial driver chip. Instead, it features the Atmega8U2 programmed as a USB-to-serial converter.

"Uno" means one in Italian and is named to mark the upcoming release of Arduino 1.0. The Uno and version
1.0 will be the reference versions of Arduno, moving forward. The Uno is the latest in a series of USB

Arduino boards, and the reference model for the Arduino platform; for a comparison with previous versions,
see the index of Arduino boards.
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Technical Specification

EAGLE files: arduino-duemilanove-uno-design.zip Schematic: arduino-uno-schematic.pdf
Summar
Microcontroller ATmega328
Operating Voltage 5V
Input Voltage (recommended) 7-12V
Input Voltage (limits) 6-20V
Digital 1/0 Pins 14 (of which 6 provide PWM output)
Analog Input Pins 6
DC Current per 1/0O Pin 40 mA
DC Current for 3.3V Pin 50 mA
Flash Memory 32 KB of which 0.5 KB used by
bootloader
SRAM 2 KB
EEPROM 1 KB
Clock Speed 16 MHz
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The Arduino Uno can be powered via the USB connection or with an external power supply. The power
source is selected automatically.

External (non-USB) power can come either from an AC-to-DC adapter (wall-wart) or battery. The adapter
can be connected by plugging a 2.1mm center-positive plug into the board's power jack. Leads from a
battery can be inserted in the Gnd and Vin pin headers of the POWER connector.

The board can operate on an external supply of 6 to 20 volts. If supplied with less than 7V, however, the 5V
pin may supply less than five volts and the board may be unstable. If using more than 12V, the voltage
regulator may overheat and damage the board. The recommended range is 7 to 12 volts.

The power pins are as follows:

¢ VIN. The input voltage to the Arduino board when it's using an external power source (as opposed to
5 volts from the USB connection or other regulated power source). You can supply voltage through
this pin, or, if supplying voltage via the power jack, access it through this pin.

e 5V. The regulated power supply used to power the microcontroller and other components on the
board. This can come either from VIN via an on-board regulator, or be supplied by USB or another
regulated 5V supply.

e 3V3. A 3.3 volt supply generated by the on-board regulator. Maximum current draw is 50 mA.

¢ GND. Ground pins.

The Atmega328 has 32 KB of flash memory for storing code (of which 0,5 KB is used for the bootloader); It
has also 2 KB of SRAM and 1 KB of EEPROM (which can be read and written with the EEPROM library).

Input and Output

Each of the 14 digital pins on the Uno can be used as an input or output, using pinMode(), digitalWrite(), and
digitalRead() functions. They operate at 5 volts. Each pin can provide or receive a maximum of 40 mA and
has an internal pull-up resistor (disconnected by default) of 20-50 kOhms. In addition, some pins have
specialized functions:

e Serial: 0 (RX) and 1 (TX). Used to receive (RX) and transmit (TX) TTL serial data. TThese pins are
connected to the corresponding pins of the ATmega8U2 USB-to-TTL Serial chip .

« External Interrupts: 2 and 3. These pins can be configured to trigger an interrupt on a low value, a
rising or falling edge, or a change in value. See the attachinterrupt() function for details.

« PWM:3,5,6,9, 10, and 11. Provide 8-bit PWM output with the analogWrite() function.

« SPI: 10 (SS), 11 (MOSI), 12 (MISO), 13 (SCK). These pins support SPI communication, which,
although provided by the underlying hardware, is not currently included in the Arduino language.

e LED: 13. There is a built-in LED connected to digital pin 13. When the pin is HIGH value, the LED is
on, when the pin is LOW, it's off.

@ @ Rad/ospares RADIONICS

ALLIED ELECTRONICS
ANELECTROCOMPORENTS COMPANY

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis



http://arduino.cc/en/Reference/AnalogWrite
http://arduino.cc/en/Reference/AttachInterrupt
http://arduino.cc/en/Reference/DigitalRead
http://arduino.cc/en/Reference/DigitalWrite
http://arduino.cc/en/Reference/PinMode
http://www.arduino.cc/en/Reference/EEPROM

REPOSITORIO DE UNIVERSIDAD

: CATOLICA
TESIS UCSM =<2 DE SANTA MARIA

The Uno has 6 analog inputs, each of which provide 10 bits of resolution (i.e. 1024 different values). By
default they measure from ground to 5 volts, though is it possible to change the upper end of their range
using the AREF pin and the analogReference() function. Additionally, some pins have specialized
functionality:

+ I’C: 4 (SDA) and 5 (SCL). Support I’C (TWI) communication using the Wire library.
There are a couple of other pins on the board:

« AREF. Reference voltage for the analog inputs. Used with analogReference().
« Reset. Bring this line LOW to reset the microcontroller. Typically used to add a reset button to
shields which block the one on the board.

See also the mapping between Arduino pins and Atmega328 ports.

Communication

The Arduino Uno has a number of facilities for communicating with a computer, another Arduino, or other
microcontrollers. The ATmega328 provides UART TTL (5V) serial communication, which is available on
digital pins 0 (RX) and 1 (TX). An ATmega8U2 on the board channels this serial communication over USB
and appears as a virtual com port to software on the computer. The '8U2 firmware uses the standard USB
COM drivers, and no external driver is needed. However, on Windows, an *.inf file is required..

The Arduino software includes a serial monitor which allows simple textual data to be sent to and from the
Arduino board. The RX and TX LEDs on the board will flash when data is being transmitted via the USB-to-
serial chip and USB connection to the computer (but not for serial communication on pins 0 and 1).

A SoftwareSerial library allows for serial communication on any of the Uno's digital pins.

The ATmega328 also support 12C (TWI) and SPI communication. The Arduino software includes a Wire
library to simplify use of the 12C bus; see the documentation for details. To use the SPI communication,
please see the ATmega328 datasheet.

Programming

The Arduino Uno can be programmed with the Arduino software (download). Select "Arduino Uno w/
ATmega328" from the Tools > Board menu (according to the microcontroller on your board). For details,
see the reference and tutorials.

The ATmega328 on the Arduino Uno comes preburned with a bootloader that allows you to upload new code
to it without the use of an external hardware programmer. It communicates using the original STK500
protocol (reference, C header files).

You can also bypass the bootloader and program the microcontroller through the ICSP (In-Circuit Serial
Programming) header; see these instructions for details.

The ATmega8U2 firmware source code is available . The ATmega8U2 is loaded with a DFU bootloader,
which can be activated by connecting the solder jumper on the back of the board (near the map of Italy) and
then resetting the 8U2. You can then use Atmel's FLIP software (Windows) or the DFU programmer (Mac
OS X and Linux) to load a new firmware. Or you can use the ISP header with an external programmer
(overwriting the DFU bootloader).
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Automatic (Software) Reset

Rather than requiring a physical press of the reset button before an upload, the Arduino Uno is designed in a
way that allows it to be reset by software running on a connected computer. One of the hardware flow control
lines (DTR) of the ATmega8U2 is connected to the reset line of the ATmega328 via a 100 nanofarad
capacitor. When this line is asserted (taken low), the reset line drops long enough to reset the chip. The
Arduino software uses this capability to allow you to upload code by simply pressing the upload button in the
Arduino environment. This means that the bootloader can have a shorter timeout, as the lowering of DTR
can be well-coordinated with the start of the upload.

This setup has other implications. When the Uno is connected to either a computer running Mac OS X or
Linux, it resets each time a connection is made to it from software (via USB). For the following half-second or
so, the bootloader is running on the Uno. While it is programmed to ignore malformed data (i.e. anything
besides an upload of new code), it will intercept the first few bytes of data sent to the board after a
connection is opened. If a sketch running on the board receives one-time configuration or other data when it
first starts, make sure that the software with which it communicates waits a second after opening the
connection and before sending this data.

The Uno contains a trace that can be cut to disable the auto-reset. The pads on either side of the trace can
be soldered together to re-enable it. It's labeled "RESET-EN". You may also be able to disable the auto-reset
by connecting a 110 ohm resistor from 5V to the reset line; see this forum thread for details.

USB Overcurrent Protection

The Arduino Uno has a resettable polyfuse that protects your computer's USB ports from shorts and
overcurrent. Although most computers provide their own internal protection, the fuse provides an extra layer
of protection. If more than 500 mA is applied to the USB port, the fuse will automatically break the connection
until the short or overload is removed.

Physical Characteristics

The maximum length and width of the Uno PCB are 2.7 and 2.1 inches respectively, with the USB connector
and power jack extending beyond the former dimension. Three screw holes allow the board to be attached to
a surface or case. Note that the distance between digital pins 7 and 8 is 160 mil (0.16"), not an even multiple
of the 100 mil spacing of the other pins.
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How fto use Arduino

Arduino can sense the environment by receiving input from a variety of sensors and can affect its
surroundings by controlling lights, motors, and other actuators. The microcontroller on the board is
programmed using the Arduino programming language (based on Wiring) and the Arduino
development environment (based on Processing). Arduino projects can be stand-alone or they can
communicate with software on running on a computer (e.g. Flash, Processing, MaxMSP).

Arduino is a cross-platoform program. You'll have to follow different instructions for your personal
OS. Check on the Arduino site for the latest instructions. http:/arduino.cc/en/Guide/HomePage

Linux Install Windows Install Mac Install

Once you have downloaded/unzipped the arduino IDE, you can Plug the Arduino to your PC via USB cable.

Blink led

Now you’re actually ready to “burn” your e —— R=E
first program on the arduino board. To
select “blink led”, the physical translation DI
of the well known programming “hello

world”, select
int ledPin = 13; A4 LED comnected to digital pin 13
Fi|e>Sketchb°ok> /¢ The setup() method runs once, when the sketch starts
Arduino-0017>Examples> void setwp() 1
P . A4 dnitialize the digital pin as an output:
Dlglta|>B||nk pinMode [ledPin, DUTPST:I: : :
}
Once you have your Skecth you’” 44 the loopi) method rL-ms over and owver again,
. 44 as long as the Arduino has power
see something very close to the
. woid Lo
screenshot on the right. et
digitalllrite(ledPin, HIGH): A4 set the LED on
delay (1000) A4 wait for a second
|n TOO|S>Board SeleCt digitallirite (ledPin, LOW): /7 set the LED off
delay (1000} 2 A4 wait for a second

Now you have to go to
Tools>SerialPort

and select the right serial port, the
one arduino is attached to.

[emm | [ T
° Done compiling ﬁlfﬂ"b"n_o'
: |eT |

R
Press Compile butt S
(to theck Tor errors] TX RX Flashing St i Lzl

e
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http://arduino.cc/en/Guide/HomePage
http://www.processing.org/
http://wiring.org.co/
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Dimensioned Drawing
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Terms & Conditions O,

1. Warranties

1.1 The producer warrants that its products will conform to the Specifications. This warranty lasts for one (1) years from the date of the sale. The
producer shall not be liable for any defects that are caused by neglect, misuse or mistreatment by the Customer, including improper installation or testing,
or for any products that have been altered or modified in any way by a Customer. Moreover, The producer shall not be liable for any defects that result from
Customer's design, specifications or instructions for such products. Testing and other quality control techniques are used to the extent the producer deems
necessary.

1.2 Ifany products fail to conform to the warranty set forth above, the producer's sole liability shall be to replace such products. The producer's liability
shall be limited to products that are determined by the producer not to conform to such warranty. If the producer elects to replace such products, the
producer shall have a reasonable time to replacements. Replaced products shall be warranted for a new full warranty period.

1.3 EXCEPT AS SET FORTH ABOVE, PRODUCTS ARE PROVIDED "AS IS" AND "WITH ALL FAULTS." THE PRODUCER DISCLAIMS ALL OTHER
WARRANTIES, EXPRESS OR IMPLIED, REGARDING PRODUCTS, INCLUDING BUT NOT LIMITED TO, ANY IMPLIED WARRANTIES OF
MERCHANTABILITY OR FITNESS FOR A PARTICULAR PURPOSE

1.4 Customer agrees that prior to using any systems that include the producer products, Customer will test such systems and the functionality of the
products as used in such systems. The producer may provide technical, applications or design advice, quality characterization, reliability data or other
services. Customer acknowledges and agrees that providing these services shall not expand or otherwise alter the producer's warranties, as set forth
above, and no additional obligations or liabilities shall arise from the producer providing such services.

1.5 The Arduinod products are not authorized for use in safety-critical applications where a failure of the product would reasonably be expected to cause
severe personal injury or death. Safety-Critical Applications include, without limitation, life support devices and systems, equipment or systems for the
operation of nuclear facilities and weapons systems. Arduinol products are neither designed nor intended for use in military or aerospace applications or
environments and for automotive applications or environment. Customer acknowledges and agrees that any such use of Arduinod products which is solely
at the Customer's risk, and that Customer is solely responsible for compliance with all legal and regulatory requirements in connection with such use.

1.6 Customer acknowledges and agrees that it is solely responsible for compliance with all legal, regulatory and safety-related requirements concerning its
products and any use of Arduinol products in Customer's applications, notwithstanding any applications-related information or support that may be
provided by the producer.

2. Indemnification

The Customer acknowledges and agrees to defend, indemnify and hold harmless the producer from and against any and all third-party losses, damages,
liabilities and expenses it incurs to the extent directly caused by: (i) an actual breach by a Customer of the representation and warranties made under this
terms and conditions or (ii) the gross negligence or willful misconduct by the Customer.

3. Consequential Damages Waiver

In no event the producer shall be liable to the Customer or any third parties for any special, collateral, indirect, punitive, incidental, consequential or
exemplary damages in connection with or arising out of the products provided hereunder, regardless of whether the producer has been advised of the
possibility of such damages. This section will survive the termination of the warranty period.

4. Changes to specifications

The producer may make changes to specifications and product descriptions at any time, without notice. The Customer must not rely on the absence or
characteristics of any features or instructions marked "reserved" or "undefined." The producer reserves these for future definition and shall have no
responsibility whatsoever for conflicts or incompatibilities arising from future changes to them. The product information on the Web Site or Materials is
subject to change without notice. Do not finalize a design with this information.

Enviromental Policies

The producer of Arduinod has joined the Impatto Zero®
policy of LifeGate.it. For each Arduino board produced is
created / looked after half squared Km of Costa Rica’s
forest’s.
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