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Hay una necesidad a nivel mundial de dispositivos compactos, de bajo costo y con alta sensibilidad y selectividad
para monitoreo de aguas y andlisis médicos y bioldgicos. La mayoria de los equipos del mercado adecuados para
este tipo de aplicaciones son de dimensiones grandes y/o costos excesivos. Otro tipo de métodos requieren pre-
tratamientos de las muestras haciendo que el andlisis consuma mucho tiempo. En este trabajo se muestra el disefio
de un sistema de lente térmica compacto y de bajo costo para monitoreo de aguas. El dispositivo consta de dos
laseres compactos (punteros) con longitudes de onda de excitacion de 405nm y 532 nm, modulados a baja
frecuencia (4 y 7 Hz respectivamente), lo cual permite una medicion diferencial en tiempo real. Ademas, posee
un diodo rojo como haz de prueba cuyo haz atraviesa la muestra en forma colineal con los haces de excitacion y
una pequefia fraccion de su luz es colectada por una fibra dptica de 200 um, que la guia a un fotodiodo. La sefial
del detector es digitalizada por una placa Arduino y enviada a una PC para ser analizada. El procesamiento se
realiza en tiempo real aplicando una transformada rapida de Fourier para diferenciar las sefiales provenientes de
ambas fuentes de excitacion. Se implementd un sistema de inyeccidn en flujo que permite agilizar las mediciones.
En este trabajo se muestra el funcionamiento del sistema haciendo uso de colorantes de baja toxicidad.
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There is a worldwide need for low cost devices with high sensitivity and selectivity for water monitoring and
medical and biological analysis. Most commercial equipments suitable for this type of applications are of big
dimensions and / or excessive costs. Other types of methods require sample pre-treatments or pre-concentrations
making them time consuming. In this work we show the design of a compact low cost thermal lens system for
water monitoring. The device is made up of two compact excitation lasers (pointers) of different wavelengths,
405 nm and 532 nm, modulated at low frequencies (4 and 7 Hz respectively), allowing differential measurements
in real time. It also includes a red laser diode as probe which goes through the sample collinearly with the
excitation beams. A small sample of the probe beam impinges on a 200um core optic fiber and is guided to a
photodiode. The detector signal is digitized by an Arduino microcontroller and sent to a PC to be analyzed. The
signal processing is made in real time applying a Fast Fourier Transform to distinguish the signals that come from
both excitation sources. A flow injection analysis system was implemented in order to speed up measurements. In
this work we show how this system works using low toxicity dyes.
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I. INTRODUCCION

Los métodos de medicién de trazas contaminantes
en liquidos poseen un creciente interés debido a la
importancia de monitorear los factores (naturales y
antropogénicos) que pueden afectar el agua de rios,
lagos y napas™®. Entre ellos se encuentran la
espectrofotometria de absorcién atémica (AAS)?, la
espectrometria de emision atomica con plasma
inductivamente acoplado®, la espectrometria de masas®,
la colorimetria®, métodos electroquimicos® 'y
combinaciones de éstas’. Con el fin de alcanzar una
sensibilidad y un limite de deteccién adecuados para la
deteccion de trazas, dichas técnicas frecuentemente
requieren pre-tratar, pre-concentrar o fraccionar por
cromatografia la muestra a analizar. Esto, ademas de
encarecer considerablemente el proceso de medicién, lo
vuelve inviable para monitoreo in situ debido al tiempo
de procesamiento de muestras y el tamafio de los
equipos.

La espectrometria basada en el fendmeno de lente
térmica (LT) constituye uno de los métodos alternativos
conocidos de mayor sensibilidad®. Esta consiste en la
excitacion luminica de una muestra liquida absorbente
dando lugar a un calentamiento local que se manifiesta
como una lente térmica.”'® Un haz de prueba que la
atraviesa permite determinar su foco, el cual es
proporcional al coeficiente de absorcién de la muestra.
Algunas ventajas de esta técnica son la falta de
necesidad de pre-concentracidn para detectar trazas, la
obtencion de bajos limites de deteccion y alta
sensibilidad y la posibilidad de pre-tratamientos en flujo
para agilizar el procesamiento de muestras.

La propuesta de este trabajo es la construccion y
estudio de un dispositivo para espectroscopia de lente
térmica multi-longitud de onda con ciertas ventajas
respecto a otros sistemas de LT 2, Estas consisten en
gue sea compacto y econdmico al emplear Gnicamente
luz de punteros laser, que no requiera equipos costosos
para la adquisicion y que sea de alineacion facil y
estable. Ademas el uso de varias longitudes de onda de
excitacion permitiria detectar la presencia de mas de un
compuesto disuelto en la muestra o hacer mediciones
diferenciales.

Dado que el dispositivo propuesto utiliza dos
longitudes de onda de excitacion es necesario
diferenciar las sefiales provenientes de las mismas. Para
ello se implementd un andlisis por Transformada Rapida
de Fourier que permite distinguirlas en tiempo real. Esta
forma de andlisis rapido cobra especial importancia
cuando se estudian muestras en flujo debido a que
permite ver la evolucion de las sefiales de ambas
longitudes de onda durante la medicion.

La utilizacion de sistemas de flujo durante el analisis
de muestras es importante ya que permite integrar el
sistema de medicion a otros equipos o procesos, hacer
reacciones en flujo en caso de ser necesario, realizar
mediciones consecutivas rapidamente y evita dafiar
muestras fotosensibles ya que reduce su tiempo de
exposicion a la luz de los laseres®. Por este motivo se
implementd un sistema de analisis de inyeccion en flujo
(FIA, por sus siglas en inglés) en el dispositivo LT. En

este trabajo se muestra el funcionamiento del sistema
LT-FIA disefiado haciendo uso de colorantes de baja
toxicidad.

I.,TEORIA

[I.1 Teoriade LT general

La técnica de LT consiste en excitar un compuesto
absorbente disuelto en un liquido con radiacidn visible o
UV enfocada. Si la relajacion es térmica (no radiativa),
el aumento de temperatura genera un gradiente de indice
de refraccion que da lugar a la formacion de la llamada

S . . 1 .

LT en la region irradiada **°. Su potencia ~— que estd
LT

relacionada con la concentracion del compuesto, se

mide determinando el desenfoque producido en un

segundo haz, llamado de prueba, que atraviesa la
muestra sin excitarla (fig. 1).
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Figura 1: Diagrama esquematico de un dispositivo para
espectrometria de LT. El aumento de temperatura 6T
generado por el haz de excitacion en la muestra da lugar a la
formacion de una lente con distancia focal f 1, que se estudia
mediante un haz de prueba.

La distancia focal f;; se obtiene a partir de la
ecuacion®*:
1 dn a%sT )
fir dT lr=ry 972 lr=g
Donde r es la distancia al eje de propagacion, L es la
longitud de camino a través de la muestra excitada,
6T es la variacién de temperatura respecto a la
temperatura de la muestra sin excitar (Ty), y el

.. d . T
coeficiente ﬁ representa el cambio de indice de
refraccion por unidad de cambio de temperatura. Asi, la

. . . 1 -
potencia de la lente térmica, o escala de manera lineal
LT

con 8Ty depende del tiempo a través del coeficiente
a%sT
37 r=0
vez, una dindmica regida por la ecuacion de difusion en
la que se considera una fuente de calentamiento
localizado producido por la excitacién laser®®*.

Como se menciond anteriormente, la potencia de la
lente térmica generada se obtiene haciendo incidir un
haz de prueba a través de la misma y determinando su
desenfoque. Un modo usual de medirlo es excitando la
muestra periédicamente y detectando, con un fotodiodo,
la variacion de intensidad | de luz que ingresa a una
apertura circular (pinhole) luego de atravesar la muestra.
Se define la sefial LT (S.7) como la variacion relativa de
intensidad | respecto a una muestra no excitada (ver ec.
2). Se puede probar que bajo ciertas aproximaciones

. La variacion de temperatura (6T), sigue, a su
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(muestra de baja absorbancia, area transversal de la
, . .. d
muestra mucho mayor al &rea de excitacion, %

aproximadamente constante y campo lejano, entre otras
%) que la sefial LT de un dado sistema es funcién lineal

de la concentracién de la sustancia absorbente®*’;

Syr = L~ — 22 K (ay)C 2)
Iy fir

Dondel;r, I, corresponden a las intensidades detectadas
para una muestra excitada y no excitada
respectivamente; z' es la distancia entre la cintura del
haz de prueba y el centro de la muestra; C es la
concentracion y K(a;) es una constante de calibracion
que depende de la constante de absorcion «;del
compuesto para la longitud de onda 4 y de condiciones
de contorno del sistema. De este modo, mediando una
calibracion con muestras de concentracion conocida, es
posible inferir la concentracion de contaminante en otra
muestra a partir de medir su S;r. De este modo la
sensibilidad del método queda ligada al valor de K(«,),
por lo que resulta de interés optimizar la alineacion del
sistema para maximizar la S, de una dada muestra. Es
importante sefialar que la ecuacion (2) es véalida cuando
los haces de excitacidn y de prueba se enfocan de modo
que z" <<f;r Y z" <<d (d, la distancia entre la muestra y
el pinhole), lo cual impide aumentar z° indefinidamente
para incrementar S 1. Existen multiples modelos para
describir el valor de z° 6ptimo®****** dependiendo de
las condiciones de contorno y de la configuracién del
sistema 6ptico. Un valor generalmente aceptado es
zopt' = /32, donde zz es la distancia de Rayleigh del
haz de prueba. Este valor fue obtenido en primera
instancia para una configuracion de haces coincidentes
0 mode matched (haz de prueba y de excitacion con
igual cintura, divergencia y posicién de enfoque)**y fue
luego generalizado para sistemas con haces no
coincidentes o mode mismatched (haz de prueba y de
excitacion con diferente cintura, divergencia Yy/o
posicion de enfoque). Shen et al demostraron, a su vez,
que los sistemas, cuyos haces son altamente no
coincidentes poseen mayor sensibilidad que los sistemas
con haces coincidentes™.

I1.2 Aplicacion de la teoria LT en el caso de dos
fuentes de excitacién

En este trabajo se propone el uso de dos laseres
modulados a diferentes frecuencias para excitar las
muestras. Por este motivo se busca modelar la sefial de
forma simple a partir de una generalizacién de la teoria
ya existente®>'°. Considerando que la ecuacién de
difusién es lineal y las variaciones térmicas producidas
en la muestra por ambos haces son independientes se
obtiene:

6T (r,z,t) = 8Ty, (r,z,t) + 8Ty, (r,z,t) 3

donde 6Ty (r,z,t) y 68T (r,zt) corresponden a la
variacion de temperatura generadas por los laseres de
excitacion modulados a las frecuencias f; y f
respectivamente. En este caso se enfatiza la dependencia
en el eje de propagacion z ya que los laseres pueden no
estar enfocados en la misma posicion generando
gradientes de temperatura en dos lugares distintos sobre
el eje de la muestra. También es necesario tener

presente la dependencia temporal ya que ambos laseres
de excitacion se modulan a frecuencias distintas.
Reemplazando la ecuacién (3) en (1) se obtiene:

1 dn 828T ¢, dn 8257y,
—=—L — —L —L— 4
fir dT T=Ty or? r=0 dar T=T, ar? T=0( )

Y reemplazando en la ecuacién 4 obtenemos:
S1r(8) 27' 27"
T fir1@®)  fur2(®)
~ K (az,)h, (©)C + K(ay, )y, (6)C (5)

De este modo, obtenemos la sefial LT correspondiente a
excitar con dos longitudes de onda (4;y4,)
simultaneamente. Es necesario enfatizar que, al estar los
laseres modulados a frecuencias f, y f, las sefiales LT
varian en el tiempo con una dependencia hg (t) Yy
hg, (t). Por ello, para conocer las constantes K(a,ll) y
K(a;,), hay que aplicar algln método que permita
independencia de la variacion temporal. En este trabajo
se utiliza la Transformada Rapida de Fourier (FFT) la
cual permite identificar facilmente la sefial LT
proveniente del laser de longitud de onda A, del de A,
ya que estan modulados a frecuencias f; y f,
respectivamente.

[ll. MONTAJE EXPERIMENTAL

El sistema LT disefiado utiliza como fuentes de
excitacion dos punteros laser de 405 nm y 532 nm (70
mW@532 nm Tinhofire y 60mW @405 nm M-T50 1)
modulados por tension con una onda cuadrada a 4 Hz y
7 Hz respectivamente. Dado que son punteros
comerciales de bajo costo no estdn preparados para
permanecer encendidos por tiempos largos; sin
embargo, al modularlos del modo elegido para realizar
la experiencia de LT, pueden mantenerse encendidos
por horas.

Figura 2: Esquema de dispositivo para espectrometria de
lente térmica con doble haz de excitacion. LP: Laser de
prueba, D1y D2: espejos dicrdicos, L1: Lente, L405nmy
L532: Laseres de 405 y 532 nm respectivamente, C: Cubeta,
PXY: posicionador XYZ , FO: Fibra Optica, F1: filtro
pasabanda, D: Fotodetector, SA: Adquisicidn de sefial
mediante microntrolador Arduino, M: Motor servo controlado
por Arduino, FM: Filtro mévil , MP: Medidor de potencia.

Como haz de prueba se utiliz6 un diodo rojo (Thorlabs,
compact module 45 mW @635nm, modo cuasi-
gaussiano). El sistema fue alineado como se observa en
la figura haciendo uso de espejos dicroicos adecuados.
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Los tres haces se alinearon de forma colineal y se
enfocaron sobre la cubeta que contiene la muestra
haciendo uso de wuna lente (lente Edmund sin
recubrimiento PCX F.L. 18 mm, SCHOTT: N-SF5). Se
puede hacer uso de la aberracién cromatica de la misma
para que los haces se enfoquen en diferentes puntos de
la muestra lo cual mejora la sefial respecto al caso de
tener los haces de excitacién-prueba enfocados en el
mismo lugar ***'* En particular, se eligi6 la lente
disponible (n=1.678 @ 532 nm en nuestro caso)que mas
se aproximaba a la relacién éptima entre z° y zz para el
haz verde quedando, en este caso, z = 1.5 z. En el
caso del haz violeta, se maximiz6 la sefial LT
experimentalmente ajustando la posicion de su lente de
colimacién.

Para colectar la luz del haz de prueba, luego de pasar
por la muestra, se utilizé una fibra éptica de 200 um de
nlcleo a modo de pinhole. Dicha fibra se conecta en su
otro extremo a un fotodiodo que mide las variaciones en
la luz que recibe. Para eliminar las contribuciones de luz
provenientes de los laseres de excitacion se coloca un
filtro pasabanda (Edmund 632 nm FWHM 10 nm)
delante del fotodiodo.

La sefial del fotodiodo se adquiere con un
microntrolador Arduino (modelo MEGA 2560) con un
amplificador de ganancia programable (Adafruit
ADS1115). Esto permite una resolucién de 15 bit a una
frecuencia de muestreo de 500 Sa/s.

Para monitorear la potencia de los laseres en todo
momento se utilizé una reflexién en el segundo espejo
dicroico. La medicién de potencia se realiz6 con un
medidor piroeléctrico (Gentec) conectado a la PC. La
medicion de ambos laseres se hizo introduciendo un
motor servo controlado por Arduino que mueve un filtro
(Edmund Dichroic Blue filter, cut off 505 nm) que se
coloca o sale del campo de visién del piroeléctrico. Esto
permite medir alternativamente solo el laser violeta o el
laser violeta sumado al verde y conocer la potencia de
ambos en todo momento.

Bomba
peristaltica
Flujo(de carrier

- P
Ulaves de
3vias
A *

¥ \Volumen de
aire

Inyeccion de

muestra I8 - A |
(@=> T @
Volumen de
inyeccion

Desperdicios

Cubeta

Figura 3: Esquema de sistema de flujo.

Se implementd un sistema de inyeccién en flujo para
agilizar las mediciones (figura 3). Este consta de una
bomba peristaltica (PreFluid BL100) de caudal
regulable, mangueras de 3 mm de diametro, un
ensamble de cuatro llaves de tres vias que permiten
introducir muestras de volumen fijo en el flujo y una
cubeta (Lianyungang Highborn Technology mod. QS-
74, camino oOptico 1 cm y volumen 480 ul) conectada
luego del sistema de inyeccién. Ademas, entre el
ensamble de llaves y la cubeta se coloc6 un volumen de
aire que actia como filtro de las vibraciones
introducidas por la bomba y reduce la presencia de
burbujas introducidas accidentalmente en el proceso de

inyeccion. Esto permitio reducir 13% la dispersion de la
sefial de fondo.

Se determind la velocidad de flujo y el volumen de
inyeccion Optimos. Para ello, en primer lugar, se
probaron experimentalmente velocidades entre 0.5 y
2.25 ml/min. Se encontr6é que para velocidades de flujo
bajas las mediciones toman mucho tiempo y la muestra
se difunde mucho. Esto provoca que la sefial sea en
promedio mas baja, ya que estd mas diluida, y se
incremente la incidencia del ruido de fondo durante la
medicién. Por este motivo la dispersion medida entre
inyecciones de una misma muestra a 0.5 ml/min alcanza
hasta un 30%. Por otro lado, a mayor velocidad, se
encuentra un aumento en el ruido de fondo lo cual
también incrementa hasta un 12% la dispersion entre
sefiales provenientes de inyecciones de la misma
muestra. De este modo se determind que 1.25 ml/min es
un compromiso adecuado entre el tiempo demorado
entre inyecciones y la baja dispersién de sefial entre
ellas (inferior a 6%). En cuanto al volumen de
inyeccion, dado el volumen de la cubeta y la velocidad
de flujo elegida, se determin6 que el adecuado era 600
pl de manera de minimizar desperdicios y a la vez no
perder sensibilidad por difusion de volimenes
demasiado pequefios.

En las experiencias realizadas se utilizd agua
deionizada como solvente y como portador o carrier del
sistema de flujo. Para las pruebas con el sistema se
utilizd como sustancia a medir un colorante de baja
toxicidad denominado Orange Il (CAS no. 633-96-5)
gue absorbe en ambas longitudes de onda de excitacién
(coeficiente de extincién de 40,2 L g 'cm™a 405 nmy
36,3 Lg“cm™ a 532 nm). Para realizar la calibracion se
armaron soluciones acuosas de concentracion conocida
utilizando matraces aforados y micropipetas graduadas
automaticas. Todos los elementos de vidrio fueron
limpiados con agua deionizada, detergentes con bajo
contenido residual y etanol 99,5% (Cicarelli).

IV. RESULTADOS

Considerando el esquema de excitacion y enfoque
planteado en la seccion anterior, en nuestro sistema, una
sefial LT tipica producida por excitacion modulada se
manifiesta como un incremento en la sefial debido al
calentamiento que se produce en el medio cuando el
laser se encuentra encendido y un decaimiento del orden
de algunos milisegundos cuando el laser se apaga. Una
sefial LT tipica se observa en la figura 4(a).

Para estudiar el correcto funcionamiento del equipo
disefiado se decidio verificar experimentalmente la
validez de la ecuacién (5). Para ello se midié en forma
estanca una muestra de Orange Il. La figura 4 muestra
la medicién de la muestra con ambos laseres de
excitacion por separado en (a) y (b) y en forma
simultanea en (c). Se puede observar que al sumar las
sefiales provenientes de las excitaciones por separado se
obtiene la misma sefial que al medirlos en simultaneo
validando el uso de la ecuacion (5) para los parametros
experimentales utilizados.

Barreiro et al. / Anales AFA Vol. 29 Nro.3 (2018) 90-96

93



Senfal de excitacién con 532 nm
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Figura 4: Sefial adquirida para ambas fuentes de excitacion
en forma independiente (a) y (b) y en forma simultanea (c). Se
observa que al sumar las sefiales obtenidas
independientemente (suma tedrica) se obtiene la misma forma
de onda que al medir ambas simultdneamente (suma
experimental). Para adquirir la sefial se utiliza una muestra
de Orange Il que absorbe en ambas longitudes de onda.

Dada la validez de la ecuacidn (5) es posible utilizar
la transformada réapida de Fourier sobre la sefial
temporal y obtener la sefial proveniente de excitar con
cada longitud de onda por separado. En la figura 5 se
observa la transformada de Fourier de la sefial realizada
sobre una ventana de 0,9 segundos. En ella hay dos
picos, uno a 4 Hz y otro a 7 Hz, provenientes de la
excitacion a 405 nm y 532 nm respectivamente.

A continuacién se aplicé este método de analisis
para medir muestras de Orange Il inyectadas en un flujo
de agua deionizada. Es necesario recordar que, al estar
fluyendo, la muestra se difunde en el carrier por lo que
la sefial tendra un perfil que se incrementa y luego
disminuye acorde al tiempo transcurrido desde la
inyeccion. A mayor tiempo, mayor sera la difusion y
por lo tanto la muestra Ilegard diluida a la cubeta donde
se realiza la medicion. Es por ello que es necesario
seleccionar un caudal de carrier y un largo de manguera
que permitan reducir la difusion y optimizar la sefial.

Transformada de Fourier de Sefiales LT

©
(&1}

\SLT

verde

—

SLT,

violeta

FFT de Sefal (u.a.)
3

G .

0 5 10 15
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Figura 5: Transformada Rapida de Fourier aplicada a una
sefial LT adquirida utilizando ambas fuentes de excitacion
simultdneamente. Se observan dos picos correspondientes a la
excitacion modulada a 4 Hz y 7 Hz. Dado que la excitacién no
es sinusoidal se observan armonicos. Por practicidad solo
consideraremos el primer arménico de cada frecuencia de
excitacion.

Dado que se utiliza la transformada de Fourier para
hacer el analisis de las muestras es necesario elegir una
ventana temporal adecuada al fendmeno fisico que se
esta midiendo. Por este motivo hay que considerar que
una ventana temporal pequefia redundaria en una baja
resolucion del espectro en frecuencias y una muy grande
reduciria la resolucion temporal. En particular se
determind que para la frecuencia de muestreo utilizada
una ventana de entre 1 y 2 segundos permite distinguir
la evolucion temporal de la sefial. Al aplicar el
algoritmo descrito en la Ref. 16 se determind que el
tamafio Optimo de ventana temporal para hallar con
mayor precisién los maximos de amplitud de la FFT es
alrededor de 1,5 seg. Con estas amplitudes obtenidas
para excitacion con laseres violeta y verde se obtiene la
evolucion temporal de ambas sefiales en simultaneo. En
la figura 6 se observan las sefiales LT obtenidas al
inyectar tres muestras de Orange Il. Cada punto se
normaliza respecto de la potencia del laser de excitacion
respectivo.

0.5 9
Sefial LT normalizada (verde)

Sefial LT normalizada (violeta) b

0.45n

o o
© N © w ©
NG w G s

Sefial LT normalizada [1/mW]

I3
-

2(‘)0 460 6(;0 8(‘30 1000 12‘00 14‘00
Tiempo (s)
Figura 6: Evolucion temporal de la sefial LT normalizada a la
potencia obtenida al inyectar 3 muestras de Orange Il de
igual concentracion (2 mg/l) en un carrier de agua
deionizada.

Se encontrd una leve variacion entre las amplitudes
de las sefiales pertenecientes a diferentes inyecciones.
Esto se debe a que el proceso de inyeccion requiere
mover las cuatro llaves de tres vias simultaneamente
para asegurar que la difusion ocurra regularmente.
Como esto no es posible con el sistema disefiado, la
muestra no siempre cuenta estrictamente con la misma
cantidad de tiempo de difusion una vez incorporada al
carrier (se estima un error de hasta 10 segundos). Esto
produce que la dilucién en el carrier no sea siempre
igual y la amplitud maxima del pico varie entre
inyecciones de una misma muestra. Sin embargo, al
asegurar un volumen fijo de inyeccion se encuentra que
el area bajo la curva de la sefial LT es constante para
diferentes inyecciones de una misma muestra aunque el
tiempo de difusion varie. Es por este motivo que se re-
definié la sefial como la integral temporal de cada
inyeccion para un tiempo fijo de 320 segundos
asegurando que se integra el total del pico (ver figura 7).
En este caso las incertezas de las mediciones se deben
mayormente al ruido eléctrico, a vibraciones mecanicas,
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aparicion de burbujas o impurezas en las muestras, leves
variaciones en la potencia de excitacion (menor al 1%),
entre otras, y en ningln caso superan un 5% de la sefial
LT. Por otro lado se estima un error relativo del 5% en
la elaboracion de las muestras debido a que deben
considerarse las incertezas al hacer las diluciones.

Finalmente, se decidid realizar una calibracion para
ambas longitudes de onda en simultdneo como primera
prueba del funcionamiento del sistema. Para ello se
prepararon soluciones de Orange Il en agua de
diferentes concentraciones (entre 0,5 y 2,25 mg/l). Para
cada solucidn se realizaron 3 inyecciones en el sistema
y de ellas se determin6 un valor medio y una desviacién
estandar. Luego se midio el blanco (concentracion 0
mg/l) inyectando agua destilada diez veces y siguiendo
el mismo procedimiento de determinacion de sefial que
con las muestras de Orange Il. A partir de esta
informacion se busco obtener los limites de deteccion
del sistema para ambas longitudes de onda de excitacién
en simultaneo.
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Figura 7: Sefal LT integrada en el tiempo y normalizada a la
potencia (concentracion 2 mg/l). Las lineas punteadas
verticales indican el inicio y final considerado para cada
inyeccion (periodo de 320 seg donde se alcanza el valor
asintdtico de cada pico). Las lineas horizontales indican las
amplitudes consideradas para las 3 muestras inyectadas
(desde el inicio de las mismas) para las sefiales provenientes
de excitar con los laseres de 405 nm (linea fucsia) y 532 nm
(linea verde).

Los datos de calibracién obtenidos se observan en la
figura 8. Se observa que se pudieron realizar ajustes
lineales y se obtuvieron limites de deteccion de 13747
pg/l y 383+8 pg/l para excitacion con laser violeta y
verde respectivamente. En este caso el limite de
deteccion cuantitativo se definio como 10 veces la
desviacion estandar del blanco dividida por la pendiente
de la recta ajustada. Considerando la absorbancia de la
muestra utilizada y los limites de deteccidn encontrados
se puede concluir que la técnica es apta para monitorear
la presencia de sustancias toxicas en el agua. Por
ejemplo, sustancias como el Cr(VI) en complejo con
1,5-difenilcarbacida®, Fe(ll) en complejo coni,10-
fenantrolina® y Co(Il) en complejo con cumarina-
tiocarbonohidrazona'’  presentan  coeficientes  de
extincion entre 10 y 20 veces mayores a este colorante

por lo que se esperan limites de deteccién cuantitativa
del orden de decenas pg/l o incluso menos.

En la figura 8 se observan leves desviaciones de los
puntos medidos respecto a la recta de calibracion. Esto
puede deberse mayormente a errores en la preparacion
de las soluciones, variaciones en la sefial debido a
aparicion de burbujas de aire introducidas
accidentalmente en el carrier durante la inyeccion o a
una leve desalineacion del sistema.

Algunos de estos problemas pueden ser resueltos
cambiando el sistema de inyeccion por uno mas
eficiente (por ejemplo un inyector de cromatografia),
utilizando mangueras de didmetro menor, cubetas de
menor volumen y volimenes de inyeccion mas
pequefios. Esto permitiria una difusion mas homogénea
y menor introduccién de burbujas de aire. Dado que el
sistema es altamente sensible a la alineacion es
necesario utilizar sistemas de montaje méas estables y
compactos cuyas piezas sean solidarias entre si.

Calibracion y ajuste lineal
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Figura 8: Datos de calibracion del sistema LT-FIA a doble
longitud de onda de excitacion utilizando muestras de Orange
11 de baja concentracion. Se ajustaron rectas de calibracion y
obtuvieron limites de deteccion para ambas longitudes de
onda simultaneamente.

En los gréficos de la figura 8 se observa un punto
con forma de estrella. Este punto, que no fue incluido
dentro de los utilizados para ajustar la recta de
calibracion, se utiliza como muestra incognita con el fin
de analizar la incerteza del método a la hora de
determinarla concentracion de una muestra desconocida.
Para esta muestra incdgnita, la sefial LT integrada y
normalizada a la potencia de excitacion es 36,2+0,9
s/mW al excitar con el haz verde y 37,0+0,6 s/mW al
excitar con el haz violeta. De este modo el sistema
predice una concentracion de 1,76+0,07 mg/I al utilizar
la calibracion con laser verde y de 1,79+0,09 mg/l
usando la calibracion con laser violeta. Dado que la
solucién incognita armada corresponde a una
concentracion de 1,75+0,07 mg/l se encuentra un
solapamiento adecuado entre todos los valores siendo el
error en la determinacidn inferior al 3% en ambos casos.

V. CONCLUSIONES

Se disefio un sistema LT-FIA compacto que permite
medir con dos longitudes de onda de excitacién (405 nm
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y 532 nm) simultineamente y utiliza un
microcontrolador Arduino con un amplificador de
ganancia programable para digitalizar la sefial en 15 bit.
Se mostré experimentalmente en un colorante diluido en
agua la validez de medir en ambas longitudes de onda
de excitacién simultaneamente. A partir de esto se
desarrolld una metodologia para medir ambas sefiales
LT, en tiempo real para su aplicacién en sistemas de
analisis de inyeccidn de flujo. Para ello se fraccionaron
los datos en ventanas de aproximadamente 1,5 segundos
a las que se aplicé una FFT y se obtuvo la evolucidén de
las sefiales pertenecientes a excitar con 405 nm y 532
nm en forma simultdnea. Luego se implementéd un
sistema de flujo a partir de una bomba peristéltica y un
dispositivo de inyeccion y se determin6 una velocidad
de flujo 6ptima de 1,25 ml/min. Se redefinio la sefal
como el area bajo la curva de los datos obtenidos en
cada inyeccion dado que de este modo se reduce el error
cometido en caso de difusién inhomogénea y aparicion
de burbujas en el carrier. Finalmente se calibro el
dispositivo utilizando un colorante de baja toxicidad
llamado Orange Il obteniendo limites de deteccion
cuantitativos de 137x7 pg/l y 383x8 pg/l para
excitacion con laser violeta y verde respectivamente. Si
bien se observé que dichos limites harian factible el uso
del dispositivo LT-FIA para monitorio de sustancias
toxicas, se determinaron posibles mejoras a
implementar para reducir errores y hacer el sistema aun
mas estable.

Finalmente se estudio el error en la determinacion de la
concentracion de una muestra incégnita y se encontro
que el error cometido en la determinacién utilizando
cualquiera de los dos laseres de excitacion es inferior al
3% haciéndolo un método muy adecuado para la
determinacion de trazas.
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