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Resumen

Hemos incursionado en el desarrollo de un detector de fluorescencia para determinar,
de forma cualitativa y cuantitativa, la presencia de metales pesados que se encuentren
disueltos en medios acuosos y que causan problemas de salud publica en nuestro pais;
iniciando los primeros ensayos con muestras patron de Hg(ll). Las caracteristicas de
innovacion de dicho instrumento, a diferencia de los equipos de laboratorio de grandes
dimensiones y altos precios, son: costo moderado; los materiales que requiere pueden
ser adquiridos en cualquier tienda de electrénica; de operacion, ya que no excede las
dimensiones de 9 dm?®; sélo requiere una fuente de 12 volts y algunos reactivos
analiticos para la adecuacion de la muestra acuosa. La electronica esta conformada por
un sensor de fluorescencia, una fuente de emision de luz UV en el rango de 480-510
nm, un microprocesador y una pantalla sensible al tacto como interface. Estos son

todos los elementos de electrénica basica para la propuesta de dicho instrumento.
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1. Introduccidn

La determinacion de metales pesados en medios acuosos, generalmente agua, ha
estado regulado por las normas mexicanas desarrolladas a partir de normas
norteamericanas y europeas [1,2,3]. Dichas normas aseguran la trazabilidad y
repetibilidad de las mediciones para la determinacion de dichos contaminantes. Algunas
de las caracteristicas de estos andlisis son los de sus costos relativamente elevados y
la necesidad de requerir procedimientos de muestreo, conservacién y transporte
indicado en dichas normas para su posterior examen en laboratorios certificados.

Sin dejar de lado los requerimientos minimos necesarias para un analisis de calidad en
laboratorio, nos hemos propuesto disefiar un detector de contaminantes del tipo
metales pesados inicialmente para mercurio, que se encuentren disueltos en medios
acuosos y que representan un problema de salud publica. Existen en el mercado,
instrumentos de deteccion de metales que utilizan diferentes y muy variados detectores;
todos ellos, equipos de laboratorio de que van de dimensiones significativas y altos
costos [4] hasta equipos de mesa para aplicaciones especificas pero de costos
relativamente altos [5]. Para el caso de metales en medios acuosos, se utilizan equipos
de espectrometria que van desde la absorcion atémica, hasta las tecnologias de
plasma—masas pasando por el plasma de acoplamiento inductivo. Todas estas
tecnologias son meramente de deteccion espectral; es decir, se detecta y se interpreta
el espectro de emision que una muestra acuosa que previamente fue excitada por una

fuente de alta frecuencia (plasma) o por una radiacién no ionizante (luz UV).

En una primera instancia, intentamos que dicho instrumento pueda ser utilizado “in situ”
sin requerir la conservacion y el traslado de muestras. La necesidad de desarrollar
dicho equipo surge como una respuesta dada a las comunidades humanas que se
encuentran cerca de cuerpos de agua (rios, lagos, presas) y que son susceptibles de
enfermedades derivadas de la mala calidad del liquido que consumen. Aunque existen

muchos y muy variados tipos de contaminantes en agua, nos enfocamos a la parte de
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metales pasados ya que estos representan un problema que aqueja a ciertas
comunidades del norte del pais y, concretamente, a las mas cercanas a las industrias

petroleray minero — metallrgicas.

El desarrollo del prototipo, pensado inicialmente para la rama de andlisis de agua,
consta de dos fases; el desarrollo de la marcha analitica y el desarrollo del prototipo
electrénico. La marcha analitica se basa en la propiedad que tiene la 8-
hidroxiquinoleina para conformar quelatos en metales que se encuentran previamente
disueltos en medios acuosos [4,5]. Dichos quelatos, al cambiar su conformacion
espacial, atrapan al metal y adquieren propiedades de fluorescencia cuando es
irradiado por una fuente de excitacién [5]. El desarrollo del prototipo electrénico esta
basado en perfilar los mecanismos de control que permitan excitar la muestra con una
fuente UV, detectar la fluorescencia generada a partir de un sensor en el rango de los
450-510 nm e interpretarla [6]. En un inicio, comenzamos con un proceso de deteccién
cualitativa; es decir, poder determinar si, a partir de las lecturas de sefial medida,
podemos revelar o no al contaminante; y en una segunda fase, determinar la cantidad

de contaminante presente en dicha muestra.
2. Desarrollo

Se construyeron tres prototipos; cada uno consecuencia de mejoras en el prototipo
anterior. Describimos el desarrollo de cada uno y los componentes a manera de
modulos que los conforman. En la parte final del desarrollo, se lista una tabla de los

diversos médulos que conforman el prototipo final.

Trabajamos sobre el concepto preliminar de un dispositivo que detecte una emision de
fluorescencia generada por una reaccién fisicoquimica iniciada por una fuente UV de
alta potencia. Dicha emision, una vez amplificada, es interpretada por un
microcontrolador que, acoplado a una interfaz gréfica (analdgica o digital), nos indique
cualitativa y cuantitativamente el o los contaminantes presentes en el medio acuso
analizado [7,8] (Ver fig. 1).
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Fig. 1. Planteamiento conceptual del dispositivo.

Utilizamos como dispositivo para la interpretacion electrénica, al procesador ATMega
2560 por la versatilidad de sus conexiones; tanto analégicos como digitales. Se
programan, como principio inicial en los tres prototipos, tres sefales analdgicas de
entrada, una sefial de salida y una interpretacion de datos, mismos que son mostrados

en una pantalla alfanumérica.
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Cémo dispositivo de captura de radiacibn no ionizante, trabajamos sobre dos
propuestas: una fotoresistencia de sulfuro de cadmio (CdS) que genera sefiales de
respuesta en el rango de 1.2 a 3.5 Volts, y un detector de radiacion de ferricianuro de
silice (SiFe(CN),) de tres canales de alta sensibilidad que trabaja en el rango de 0.1 a
0.6 mV (ver Fig. 2).

Fig. 2. Sensor de SiFe(CN),de tres canales.

Como la interaccién luz — materia es compleja, una fuente de longitud de onda corta
nos puede proporcionar mayor eficiencia cuantica para la deteccién. Sin embargo, las
posibilidades de que dicha energia se convierta en calor, son muy altas. Es por ello
que, una vez determinada la longitud de onda en la que nuestro analito puede ser
excitado, es necesario medir las respuestas de fluorescencia generadas [9,10,11]. Esto
nos lleva a la necesidad de encontrar las diferentes respuestas que tienen diferentes

fuentes de longitud de onda [12].

Previo a la definicion del tipo de fuente a utilizar, se tomaron lecturas con LED’s de

diferentes longitud de onda; todas de 1 watt de potencia (ver Tabla 1).
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Voltaje de
operacién
Longitud de onda del LED
Min Max
375-380 azul 3.8 4.5
405 - 410 azul 3.8 4.5
420 azul 3.5 4.0
490 — 540 verde 2.0 3.5
550 — 600 amarillo 2.5 3.5

Tabla 1. LED s utilizados como fuente de emision.

Los LED’s presentan la misma conformacion fisica. Es necesario, por las necesidades
de su consumo y por seguridad para no estropearlo, regular el voltaje de entrada a los
rangos maximos indicados en la tabla 1. Todos los LED’s usados en este prototipo son

montados sobre una base estandar para regular el voltaje (Fig. 3).

Fig. 3. LED UV del rango de 405 — 410 nm.
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Se reciben tres sefales de tipo analdgico con rangos de 0.003 a 2.7 volts; una por cada
rango de deteccion. Todo el dispositivo es alimentado con por una fuente de 5 volts

para un consumo de 0.6 amps.

El contenedor de la muestra acuosa se monta sobre una base donde se instalan tanto
el detector como la fuente de emision. Dicho contenedor se prefiere totalmente oscuro y

sin superficies reflejantes (fig.4).

Fig. 4. Primer prototipo con celda para probeta de muestra, LED UV y detector.

La sefal del detector es llevada a la electronica de amplificacion, que a su vez, esta
habilitada por un buffer para evitar caidas de tensién. Todo ello se encuentra

alimentado por una fuente de 5 volts (fig. 5).
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Fig. 5. Circuito con amplificador operacional y buffer para caidas de tension.

La sefal, una vez amplificada y estabilizada, es llevada a la electronica de
interpretaciébn que nos permite obtener una lectura presuntiva (en una primera fase) del

analito buscado; esto como un primer prototipo (fig. 6).

Fig. 6. Prototipo 1 completo, incluyendo sistema de adquisicion de datos y pantalla
analogica.
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El segundo prototipo mejorado incluye una interface grafica de control y de
interpretacion de datos. Se utiliza, como interface de comunicaciones, una pantalla
sensible al tacto de 8.5 por 6 cm alimentada con 5 volts con dos canales de
transmision y recepcion de datos desde el micro controlador. Dicha pantalla es
programada y configurada para apagar y encender el equipo, para detectar las tres
seflales en los tres rangos posibles y para dar lectura a la sefial mas intensa

previamente ponderada (ver fig. 7)

SENALES PRESUNTIVAS DEL ANALITO BUSCADO

Cinvestav

T nT T T
U0 Uygls U0 yigles i_u_n_n_ Volts

Canal 1 Canal 2

R n

Lectura ponderada

Fig. 7. Modelo previo de disefio de interface para control del dispositivo.

La electrénica mejorada incluye un filtro en la sefial y la posibilidad de intercambiar las
fuentes de emision en diferentes rangos de longitud de onda en el UV, pero no las
fuentes de deteccion; es decir, estamos dejando fija la fuente de deteccion ya que, para
este segundo prototipo, no hemos considerado intercambiar el fotodetector por algin
otro con mejor respuesta. También no consideramos aun un cambio o mejora en la
celda de deteccidon que contiene, ademas de la fuente de emision y al fotodetector, la

probeta con la muestra previamente tratada (fig. 8).
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Fig. 8. Prototipo 2 con pantalla sensible al tacto como interface.

Como parte de las mejoras en el disefio y la programacion, recogemos en la interface
gréfica, las sefales de los canales utilizados para la lectura de la fluorescencia emitida
por la muestra. Se toma como predominante a aquella sefial de mayor potencia y se
compara, estadisticamente, con los demas canales; obteniendo asi, una sefal

ponderada (fig. 9).
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Fig. 9. Interface activa; tres canales y sefial ponderada.

El tercer modelo de desarrollo del prototipo se derivd en dos fases; la primera consistié
en la adecuacion y mejoramiento de la electrénica desarrollando una fuente de poder
bipolar de 12 y 5 volts (fig. 10), asi como el arreglo dimensional en lo que ahora es la

estructura fisica del instrumento (fig. 11).

Fig. 10. Fuente de alimentacién bipolar de (+/-) 5y 12 volts.
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Fig. 11. Arreglo dimensional de la estructura fisica del dispositivo.

La segunda fase consistio en el desarrollo de una nueva celda de deteccion; la cual
cuenta con la peculiaridad de poder intercambiar tanto el detector como la fuente de
emision UV. Dicha celda se concibié como un cuerpo negro con la menor superficie
reflejante y con el espacio necesario para la introduccién de la muestra contenida en

una probeta cubica (fig 12).
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Fig. 12. Celda de deteccién con fuente de emision, detector y ranura porta probeta. Fuera
del instrumento (a), y empotrado en el mismo (b).

Finalmente, la conjugacion de todas las fases nos da como resultado el tercer prototipo
terminado. Esta version del instrumento engloba: fuente de poder regulada bipolar,
electrénica de emision y control de radiacion UV, celda de emision UV - deteccion de
fluorescencia UV, electronica de recepcion — amplificacion de sefal y microprocesador
de deteccion e interpretacion de sefial (ver tabla 2). Todos estos elementos, a
excepcion de la fuente bipolar regulada, estan controlados por la pantalla sensible al

taco que funciona como interface entre el usuario y el instrumento (fig. 13).
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Moédulos construidos

Aplicacién

Fuente bipolar (+/-) 5y 12 volts

Suministro y regulacién de energia

Electrénica de emision y

radiacion UV

Suministro de radiacion UV no ionizante con control

de intensidad

Celda de emision UV — deteccion

fluorescencia

Zona de emision de radiacion UV hacia la muestra
acuosa y de deteccién de fluorescencia generada

por el analito buscado.

Electrénica de recepcion —

amplificacion de sefial.

Recepcion de la sefial emitida y potenciada

mediante amplificadores operacionales.

Sistema de microprocesador —

interpretacion de sefal

Recibe la sefal amplificada y, mediante un algoritmo

previamente programado, interpreta la sefal.

Interfaz gréfica

Control del instrumento y presentacion gréafica de los
resultados.

Tabla 2. Médulos que componen al 3er prototipo.
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Fig. 13. El prototipo No. 3. (a) Armado y operando y (b) con laradiacién UV no ionizante

incidiendo en la probeta con la muestra.

Las pruebas de deteccion cualitativa y cuantitativa para el Hg(ll) se realizaron desde la
puesta en marcha del ler prototipo. La evolucion en el disefio y mejora en la electronica
de deteccion se concentraron en el desarrollo de modelo de la interfaz gréfica de control
y en la celda de deteccién, misma que presentd mayor complejidad en su disefio debido
a la necesidad de contar con espacios no reflejantes y con una alineacién entre emisor
— muestra — detector lo mas precisa posible. Esto se logré midiendo las desviaciones
en las lecturas de salida del detector con respecto a la posicion horizontal del emisor.
En este sentido, la muestra no requiere ajuste en cuanto a su ubicacion, ya que se
encuentra fija en la parte central de la celda, y la radiacion incide sobre una seccion

horizontal de la misma.
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3. Resultados

Para el caso del sensor de tres canales que utiliza como sustrato silice, medimos su
respuesta espectral debido a que las muestras presentan emision para rangos de
longitud de onda entre 300 a 520 nm (ver fig. 14).

0.3

0.2

Fotosensitividad (A/W)
o
™
—

o©
=y

V-

0 200 400 600 800 1000 1200
Longitud de onda (nm)

o

Fig. 14. Respuesta espectral del detector de SiFe(CN),.

Utilizando diferentes fuentes de emisibn de 1watt, observamos una respuesta
consistente para el detector de tres canales con rangos de alimentacion de 1.75 a 3.70
miliVolts, con salidas de potencia entre 100 y 1100 miliWatts por centimetro cuadrado.
Para el caso de la generacion de fluorescencia, requerimos mayor energia para poder
excitar la muestra formada por el quelato metélico y la 8-hidroxiquinoleina. Nuestras

opciones se acercan mas a la utilizacion del LED en los rangos de 375 a 410 nm (ver
fig. 15).
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Fig. 15. Respuesta del fotodiodo para diversos tipos de fuente de emision.

Esperamos una respuesta consistente para el fotodiodo de tres canales la cual no
requiera ajustes o transformaciones logaritmicas que nos obliguen llevarlo a una
transformacion lineal. Para este caso, la respuesta experimental es muy consistente con
minimas desviaciones y con una R de 0.993 (ver fig. 16).
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Fig. 16. Respuesta del fotodiodo para rangos de 3 a 9 miliVolts.
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Con una concentracion conocida de Hg patron, disuelto HNO3z y preparado con
diferentes diluciones para generar muestras de diferentes concentraciones (0 a 0.024
gr/lt) se procedié a la formacién de los quelatos con solucion de 8-hidroxiquinoleina
ajustado todo a un pH de 8.5 con solucion buffer y con la adicion de Tris-
hidroxiaminometano. Una vez estabilizado, se procedid a la lectura en el aparato
obteniendo la siguiente curva de concentraciones para una repetibilidad de 8 pruebas

en dias diferidos con el mismo analista (ver fig. 17).

0.97

0.96 SN

0.95

0.94

0.93

0.92

0.91

o
©

Respuesta del detector (miliVolts)

0.89

0.88 T T T T 1
0 0.005 0.01 0.015 0.02 0.025

Concentracion del analito (gr/It)

Fig. 17. Concentracion vs respuesta del detector.

No realizamos pruebas de reproducibilidad porque el instrumento alin se encuentra en
fase de pruebas. Las reacciones con los diferentes analitos presentan variaciones pero,
en general, los resultados en la repetibilidad de muestras patron es consistente. Sin
embargo, estamos a la espera en la adquisicién de algunos reactivos que nos permitan
llevar acabo més pruebas, tanto de reproducibilidad como de repetibilidad para el caso

del Hg. Es claro, por la informacion recopilada en cuanto a la fluorescencia que
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presentan algunos metales que son sometidos a un cierto tratamiento quimico previo,
que podemos ampliar la aplicabilidad del instrumento hacia la deteccion de otros
metales disueltos en medios acuosos [13]. En este sentido, sabemos que el instrumento
es capaz de detectar emisiones de fluorescencia en los rangos espectrales de 360 a
500 nm. Sin embargo, desarrollar la metodologia para la marcha analitica de deteccion
es la fase méas sensible en cuanto a la utilidad total del instrumento. Para esto,
requerimos de toda una bateria de reactivos de calidad “Grado Analitico” para la
preparacion de muestras patrOn; que en conjunto representan una inversion
considerable. En este sentido estamos en espera de presupuesto para ello. A la par,
estamos considerando desarrollar una version mejorada y mas robusta del 3er prototipo
para una gama de por lo menos tres metales; a saber. Cadmio, Plomo y Cobre, cuyos
espectros de emision pueden ser recogidos por el fotodetector; y que sabemos
representan problemas de contaminacion en cuerpos de agua [14,15]. Con esto, es
posible realizar métodos de identificacion de contaminantes susceptibles de ser

removidos de los lugares donde generan problemas de salud publica [16,17].

4. Conclusiones

Al lograr detectar emisiones de fluorescencia para Hg por rangos entre 0.004 a 0.025
gl/lt estamos mas cerca de enfatizar la utilidad de dicho instrumento. El abanico de
fluorescencias que el sensor puede detectar, potenciado por el amplificador
operacional, nos asegura una aplicabilidad para la deteccion de metales disueltos en
agua con un precio bajo y, sobre todo, con el elemento de portabilidad de que dispone
el aparato. Hemos pensado en utilizar una bateria de detectores de rango mayor (410 -
950 nm) y de alta sensibilidad para asi abarcar un mayor espectro de emision que
permitiria detectar otros compuestos quelados sensibles a la 8-hidroxiquinoleina;
aunque esto no es privativo de este compuesto. Cualquier quelante capaz de generar
fluorescencia al cambiar su conformacion electrénica, es candidato a ser usado para
medir cualitativa y cuantitativamente un compuesto previamente disuelto o tratado. El

aparato, al ser capaz de detectar una fluorescencia con una electronica de bajo costo,
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podra convertirse en un instrumento versatil para toda aquella muestra inorganica u

organica susceptible de ser cuantificada por métodos espectrométricos en el rango del

ultravioleta al de luz visible. La portabilidad del instrumento, que es el mayor valor

agregado que le damos, nos permite visualizar su aplicacién directamente en el lugar

donde sean necesarios estudios ambientales que requieran soluciones inmediatas para

resolver una problematica de contaminacién en agua. Este instrumento no pretende

sustituir a los estudios realizados con mayor profundidad por centros y laboratorios

certificados, sin embargo, estamos seguros que es una opcion viable para analisis

presuntivos en cuerpos de agua. Sus posibilidades, las comenzamos a explorar.
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