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Resumen

La presente tesis de doctorado es un trabajo interdisciplinario en el cual la Quimica
Analitica y la Ingenierfa de Computacién atravesaron sus propios limites y métodos de
investigacion para alcanzar resultados originales que fueron validados en congresos nacionales
e internacionales y en revistas cientificas. El objetivo primario fue el desarrollo de sistemas
automaticos para evaluar estandares de calidad en diferentes matrices con especial interés en
combustibles, alimentos y medio ambiente. En las tres dreas se realizaron aportes importantes

que tienen ademads la potencialidad de convertirse en transferencia de tecnologia.

La tesis se desarrolla en 6 partes. En las primeras dos, se enmarca la investigacion en
cuanto a la metodologia y las herramientas de trabajo que fueron desarrolladas y utilizadas
a lo largo de las investigaciones. En las siguientes tres partes se presentan los resultados
obtenidos en biocombustibles, alimentos y medioambiente respectivamente. En el caso de
las primeras dos matrices, las técnicas planteadas fueron contrastadas con los métodos de
referencia y se utilizaron para esto muestras provistas por el sector productivo/industrial. Es
ademas importante destacar, que las soluciones alcanzadas no sélo tienen una alta efectividad
en el procesamiento de la informacién sino que ademas reducen el costo econémico de las
determinaciones y permiten la portabilidad de los instrumentos debido a su reducido peso
y tamano. En el caso de medioambiente, el estudio refiere a un modelo de comunicacion de
sensores subacuaticos para la determinacion de variables ambientales. Debido a los elevados
costos asociados a este tipo de sensores, en este caso la evaluacion de la propuesta se realizd
por medio de simulaciones y no fue posible la implementacién fisica de la red. Finalmente
en la dltima parte presentan las conclusiones generales y se dejan planteadas las lineas de

investigacion futuras.

Palabras claves: Interdisciplinario, Analizadores automaéticos, Flow-batch, Biocombusti-

bles, Alimentos, Medioambiente.
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Abstract

This PhD thesis is an interdisciplinary work in which Analytical Chemistry and Com-
puter Engineering went through their own limits and research methods to achieve original
results that were validated in national and international conferences and in scientific journals.
The main objective was the development of automatic systems to evaluate quality standards
in different matrices with special interest in fuels, food and environment. In the three areas,
important contributions were made that also have the potential to become technology trans-
fer.

The thesis is divided in 6 parts. In the first two, research is framed in terms of methodo-
logy and work tools that were developed and used throughout the investigations. The results
obtained in biofuels, food and environment respectively are presented in the following three
parts. In the case of the first two matrices, the techniques proposed were contrasted with
the reference methods and samples provided by the productive/industrial sector were used
for this. It is also important to emphasize that the solutions achieved not only have a high
effectiveness in the processing of information but also reduce the economic cost of the deter-
minations and allow the portability of the instruments since their reduced weight and size.
In the case of the environment, the study refers to a communication model of underwater
sensors for the determination of environmental variables. Due to the high costs associated
with this type of sensors, in this case the evaluation of the proposal was made through si-
mulations and the physical implementation of the network was not possible. Finally, in the

last part, the general conclusions and the future research lines are presented.

Keywords: Interdisciplinary, Automatic analyzers, Flow-batch, Biofuels, Food, Environ-

ment.
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Parte 1

Introduccion



Resumen

En esta parte se presentan los ejes principales sobre los que se desarrollard la tesis, su

objetivo general como los especificos, la metodologia de trabajo y la validacion de la misma.



Capitulo 1

Marco de Referencia

1.1. Motivacion

Las universidades modernas tal como las conocemos hoy fueron creadas en Europa du-
rante el siglo XVIII con un énfasis en la investigacion y la formacion académica de calidad de
sus estudiantes, la igualdad de desarrollo de la docencia y la investigacién, la jerarquizacién
de todas las disciplinas y la libertad académica. Si bien las actividades interdisciplinarias
siempre existieron, no fue hasta finales del siglo XX que éstas tomaron fuerza. A partir de
ese momento, y a pesar de multiples obstaculos estructurales, se comenzé a tomar como
prioridad en las politicas de desarrollo cientifico el crecimiento de dreas de colaboracién e
intercambio entre las distintas ramas de la ciencia hasta transformarse en si misma en un
area. El camino para lograr este objetivo encuentra dificultades en el modo en que estan
organizadas las universidades e instituciones de ciencia y técnica con procesos de evaluacion
y acreditacion particulares para cada area, y en la que resulta dificil encuadrar un proceso
compartido. En el siglo que comienza, la creacién de conocimiento y la expansion del mismo
asi como la generacion de nuevas tecnologias obliga a enfocar entre todos los campos aque-
llos que integran distintas disciplinas. Esto requiere de un esfuerzo econémico por un lado, y

vencer prejuicios que ven en estas actividades a una disciplina como prestadora de servicios



CAPITULO 1. MARCO DE REFERENCIA

a otra [1].

Estructuras de pensamiento colaborativas, trabajo de integracion de resultados, andlisis
de causas y consecuencias empujan al investigador a abordar temas desde una vision holistica
y abarcativa. Esta tendencia es la que asumi al inicio de este trabajo de tesis en el cual dos
departamentos académicos diferentes, dos institutos del CONICET distintos y dos investi-
gadores de areas distantes como la Quimica Analitica y la Ingenieria de Computacién vieron
la posibilidad de realizar un trabajo de este tipo. Al momento de comenzar este camino no
habia experiencia previa de colaboracion en este nivel entre los departamentos mencionados
ni entre los institutos. Es en si mismo un hecho nuevo la colaboracién en trabajos de tesis
de doctorado todo el trabajo realizado.

En este capitulo se presenta entonces los ejes principales sobre los que se desarrollara la
tesis, su objetivo general como los especificos, la metodologia de trabajo y la validacion de

la misma.

1.2. Objetivo General

El objetivo general de esta tesis es la formacion de recursos humanos en un area don-
de convergen las disciplinas de la ingenieria de computacion y la quimica analitica, para el
diseno y realizacién de sistemas basados en la metodologia flow-batch. A partir de algunos
resultados experimentales previos se observa como muy promisorio la idea de desarrollar
sistemas automaticos para evaluar estandares de calidad en diferentes matrices. Los anali-
tos pueden provenir de distintas areas de interés como alimentos, combustibles o efluentes

industriales.

1.2.1. Objetivos Especificos

1. Revision de estado del arte en el campo de estudio y aplicacion.

2. Comprender las caracteristicas y aplicaciones de los diferentes montajes de los sistemas

4
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10.

1.3.

que emplean la metodologia flow-batch.

Definir y documentar los diferentes requisitos del sistema a desarrollar segun el/los

pardmetro/s a determinar.

Modelar el sistema a partir de los requerimientos funcionales y no funcionales utilizando
técnicas de implementacion basadas en arquitecturas del tipo SoB (Systems on Board)

o embebidos.

Disenar los experimentos necesarios para validar las diferentes propuestas de imple-

mentacion.

Incorporar andlisis multivariado por medio del procesamiento digital de las senales
obtenidas de las interfaces en los procedimientos flow-batch mejorando de esta manera

la capacidad del sistema.

Optimizar las variables electronicas, quimicas y flow-batch del sistema.

. Aplicacion del o los métodos propuestos a muestras reales.

. Validar experimentalmente los desarrollos y contrastar los resultados con métodos de

referencia.

Extender las especificaciones y requerimientos por sobre los disenos de laboratorio

actuales, para alcanzar el grado industrial.

Estado del Conocimiento en los distintos aspectos

a estudiar

1.3.1. Biocombustibles

El incremento en los valores de comercializacion de los combustibles fésiles, asi como el

impacto ecolégico que estos causan en el medio ambiente, han motivado estudios relacio-
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nados con la obtencién de energias limpias que no produzcan emanaciones, o si lo hacen,
generen el minimo posible. Los cuatro principales factores que favorecen el desarrollo de los
biocombustibles son: el creciente consumo de petréleo a nivel mundial (100 millones de ba-
rriles/dia), la disminucién en el suministro de combustibles fésiles, el calentamiento global y
la intencién de reducir la dependencia en importaciones de combustible. Adicionalmente, la
mayoria de los biocombustibles son producidos mediante procesos sencillos, son facilmente
biodegradables, no téxicos, tienen un bajo perfil de emisiones y pueden usarse directamente

o mezclados con combustibles convencionales.

En la Argentina, desde el ano 2000, debido a la necesidad de sustitucion de importaciones
y la diversificacién de la matriz energética nacional, los combustibles fésiles son mezclados
con biocombustibles (ley 26.093). Dado que la calidad del biodiésel producido es un factor
fundamental, que define el modo de funcionamiento y el tiempo de vida de un motor, es
esencial garantizar la misma. Especificaciones y controles de calidad durante la producciéon y
distribucién del biodiésel son de suma importancia para asegurar la confiabilidad y compa-
tibilidad de los combustibles. Para ser aceptado como combustible, el biodiésel debe cumplir
con todas las especificaciones impuestas por la normativa vigente. Esta es independiente de
los procesos de produccion y del tipo de materia prima utilizado, por lo que el proceso de
refinado de los ésteres obtenidos de la transesterificacion es extremadamente importante.
Los aspectos mas importantes en la produccion de biodiésel para asegurar una operacion
libre de problemas en los motores diésel son: reacciéon completa; ausencia de écidos grasos
libres; remocién de glicerol, catalizadores, metales, fosforo, alcoholes y agua. Si alguno de
estos parametros no se encuadra dentro de las especificaciones que rige la norma, se pre-
sentan diferentes tipos de problemas en el motor, tales como formacién excesiva de jabones,

formaciéon de depdsitos en la boquillas de inyeccién, corrosion, etc.

En Argentina, el organismo que define y establece los parametros de calidad de este bio-
combustible es el Instituto de Racionalizaciéon Argentino de Materiales (IRAM). El IRAM,

en la norma 6515-1 [2] establece los requisitos y métodos de ensayos para el biodiésel, para

6
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ser comercializado y suministrado en nuestro pais como combustible para vehiculos auto-
motores equipados con motores diésel, al 100 % de concentracién, o como aditivo del gasoil
para uso automotor. Dicho organismo se basa en las normativas de la Sociedad Americana
de Pruebas y Materiales (ASTM, American Society for Testing Materials), y el Comité Eu-
ropeo de Normalizacién (CEN) [3]. Es importante destacar que las determinaciones de estos
parametros por los métodos de ensayo que establecen la ASTM e IRAM, utilizan equipos
sofisticados que suelen ser importados y de precio elevado. Se puede citar, por ejemplo, los
métodos de NBR 15341 y NBR 15342, que emplean cromatografia de gases, una técnica
que es laboriosa, de alto costo de mantenimiento y operacion, y que requiere de reactivos,
disolventes y patrones quimicos que a veces resultan perjudiciales para el medio ambiente y
para la salud humana [4] [5]. En este sentido, es muy importante y necesario el desarrollo de

nuevos métodos de analisis que puedan evitar o minimizar estos inconvenientes.

1.3.2. Alimentos

Desde el punto de vista alimenticio, los productos apicolas son valiosos suplementos nu-
tricionales destinados a suplir carencias de la dieta moderna, basada en alimentos refinados
e industrializados. El gran contenido de aminoécidos, enzimas, vitaminas, antioxidantes, aci-
dos organicos y minerales, convierte a la colmena en una valiosisima fuente proveedora de
salud y vitalidad [6]. Dentro de los productos apicolas, la miel, polen y propéleos merecen
especial atencién. La actividad apicola Argentina se encuentra desde hace algunos anos en
franca expansién. En los tltimos anos en nuestro pais se observo el surgimiento de nuevos
polos productivos apicolas y el crecimiento de la actividad en distintas provincias generando
puestos de trabajo e incrementando las exportaciones debido ademas, a un aumento de la
demanda externa en los diferentes mercados. Algunas de las exigencias que rigen actualmente
en los mercados exportadores de productos apicolas son la obtencién de productos alimenti-
cios inocuos, genuinos y que preserven el medio ambiente. Esto esta relacionado directamente

con el concepto de calidad alimentaria.
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Actualmente se exige que estos productos cumplan con un minimo de exigencias hi-
giénico-sanitarias, estén libres o contengan un minimo de residuos de antibidticos, insectici-
das, plaguicidas y/o contaminantes, que posean certificaciones sanitarias para el ingreso a
determinados paises y que posean calidad diferenciada por su origen (boténico o geogréfico),
atributos organolépticos (color, sabor, textura, etc.), composicién quimica, etc [7]. Dentro
de los posibles contaminantes de los productos apicolas se puede mencionar insecticidas,
antibiéticos y metales.

El control de la calidad sanitario de los alimentos permitira proponer soluciones co-
rrectivas a problemas recurrentes en la aplicacion inadecuada de plaguicidas y de farmacos
veterinarios cuyos residuos deterioran la salud humana. Ademds, en algunos casos pueden
contener metales contaminantes. El desarrollo de nuevos métodos analiticos rapidos, sencillos
y de bajo costo que se basen en el grado de confianza que se exige a los resultados con la

normativa vigente, seria una alternativa adecuada para este fin.

1.3.3. Medio ambiente

El deterioro de la calidad de los ambientes acuaticos es motivo de preocupacion a nivel
mundial desde hace varias décadas. Este deterioro se incrementa con el crecimiento de la
poblacién humana, la expansion de la actividad industrial y agricola y el cambio climético
que causa importantes alteraciones en los ciclos hidrologicos. El emplazamiento de grandes
zonas urbanas e industriales (alimentaria, petrolera, petroquimica, entre otras) en las areas
costeras ha ocasionado un aumento de los niveles de contaminantes persistentes (CP) en
diferentes cuerpos de agua, como por ejemplo pesticidas, hidrocarburos policiclicos aromati-
cos (PAHs), herbicidas y bifenilos policlorados (PCBs) [8, [@]. Estos xenobiéticos reducen
la calidad de los ambientes modificando y/o disminuyendo el recurso pesquero e ingresan a
los ecosistemas principalmente por tres rutas: a) vertidos accidentales; b) aguas residuales y
efluentes industriales; y ¢) por lixiviacién y escorrentias desde suelos agricolas.

Los rios y estuarios argentinos reciben los aportes de efluentes urbanos e industriales con
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diferentes grados de tratamiento presentando caracteristicas muy diferentes con respecto a
estos contaminantes, dependiendo no solo de las diversas clases de industrias que los generan
sino también variando temporalmente incluso dentro de una misma industria [10].

El empleo de biomarcadores ha tomado gran importancia en los 1ltimos anos en progra-
mas de biovigilancia, una valiosa herramienta especifica para evaluar el estado fisiologico y el
estrés en los sistema naturales y promover la comprensién de los mecanismos por los cuales
los organismos responden a los cambios ambientales. Las respuestas de los biomarcadores,
representa una senal integrada del nivel de contaminacién de una determinada zona y, por
consiguiente, constituye un indicador del nivel de riesgo toxicolégico al que puede ser someti-
da una determinada poblacién natural [11, [12]. A pesar de su importante contribucién para
asegurar que los cuerpos de agua sean mantenidos o restaurados y proteger los ecosistemas
acuaticos, su inclusion no es aceptada en programas locales por su costo y existe un gran
nimero de preguntas sin resolver acerca de su sensibilidad y reproducibilidad.

Los resultados de esta tesis contribuiran a establecer nuevos métodos automaticos para
evaluar la presencia, toxicidad y acumulacion de estos contaminantes en rios y estuarios

argentinos.

1.4. Analizadores Flow Batch

Los sistemas autométicos permiten una gran mejoria en el desempeno de los procesos,
teniendo un aumento significativo en la frecuencia, precisién y exactitud de los anélisis.
Estos sistemas permiten la manipulacién de sustancias inestables, toxicas, explosivas y hasta
radioactivas, ademéds de posibilitar un monitoreo continuo en cualquier proceso, reduciendo
los costos para grandes volimenes de analisis y control de los equipamientos con una minima
intervencion de los operadores.

Un analizador puede definirse como una serie de elementos de los cuales uno como minimo

es un instrumento que opera con diferentes grados de automatizacién y ha sido disenado para
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la determinacién cualitativa o cuantitativa de uno o varios analitos, en una sola muestra o
una serie de ellas. Los métodos en flujo continuo desarrollados han permitido la obtencién
de una elevada frecuencia de muestreo, buena reproducibilidad, la reduccién al minimo de
la manipulaciéon por el operador y la no necesidad de que la reaccion finalice, lo cual ha
generado el nacimiento empirico de una nueva metodologia que ha revitalizado la Quimica
Analitica [13, [14]. Hace menos de doce afios aparece una nueva modalidad de anélisis en
flujo llamada Flow Batch, la cual resalta la versatilidad (cardcter multitarea) y discrepancia
en los fundamentos respecto a la métodos en flujo continuo ya existentes [15]. Este tipo de
sistemas pueden considerarse sistemas hibridos, ya que combinan las ventajas intrinsecas
de los sistemas de flujo continuo con las ventajas inherentes a los métodos en batch. Desde
un punto de vista conceptual, uno de los principales aportes que produce el flow-batch
consiste en la sustitucion de los volimenes de insercion por tiempos de insercion, permitiendo
desarrollar time-based sampling methods. Esta metodologia se caracteriza por ser un sistema
activo, versatil y facil de reconfigurar gracias a la implementacion de valvulas solenoides, que
convierten al sistema de flujo en una estructura funcional controlada por una computadora.
En un sistema flow-batch se introduce la muestra, el medio y el reactivo en una camara
de mezclado, de forma secuencial o bien simultaneamente. La medida de la senal analitica
generada puede realizarse en flujo o en camara abierta, logrando de esta manera la maxima
sensibilidad, pues los equilibrios fisico-quimicos del proceso analitico pueden ser controlados

I16).

1.5. Actividades y metodologia

La hipotesis sobre la que se desarrolla este plan de trabajo es que la utilizacién de las
técnicas de flow-batch con control automatico a partir de sistemas electronicos y de compu-
tacion permiten reducir los costos, ampliar la cantidad de variables a estudiar y abreviar

tiempo en el control de calidad del elemento analizado.

10
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A continuacion se refiere para cada objetivo especifico las actividades y metodologias
realizadas para alcanzarlo. Sélo se indican cuestiones generales ya que lo importante son los

resultados que se detallan en las partes sucesivas.

Revision de estado del arte en el campo de estudio y aplicacién Para el desarrollo
de este objetivo se contd con la infraestructura de la Universidad y los Institutos de Investi-
gacién con acceso a publicaciones y bibliotecas digitales. Se revisaran las publicaciones mas
recientes tanto en el campo de las técnicas de flow-batch como en el modelado y diseno de

los sistemas embebidos.

Comprender las caracteristicas y aplicaciones de los diferentes montajes de los
sistemas que emplean la metodologia flow-batch Este objetivo esta relacionado con
el area de la quimica analitica. Para alcanzarlo se trabajo junto con otros estudiantes de
grado y postgrado y se tomaron materias basicas y de postgrado en el Departamento de
Quimica. Con esto se adquirié conocimiento sobre la naturaleza de los procesos quimicos

que se producen en las camaras y como reaccionan los diferentes componentes.

Definir y documentar los diferentes requisitos del sistema a desarrollar segiin
el/los parametros a determinar Este objetivo es fundamental para documentar el tra-

bajo y permitir avanzar hacia nuevas soluciones.

Modelar el sistema a partir de los requerimientos funcionales y no funcionales
utilizando técnicas de implementacion basadas en arquitecturas del tipo SoB
(Systems on Board) o embebidos La determinacién de los requisitos del sistema que
son funcionales (qué hace) y los no funcionales (cémo y de qué manera lo hace) es fundamental
para el estudio, diseno y evaluacion del sistema. Para realizar esto. Los conocimientos para
alcanzar estas habilidades se tomaron en cursos de postgrado dictados en el Departamento

de Ingenieria Eléctrica y de Computadoras.

11
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Disenar los experimentos necesarios para validar las diferentes propuestas de
implementacién Tan importante como el experimento es poder asegurar que el mismo
cubre las posibilidades y que detectara aquellas anomalias que debe detectar. Las técnicas
de diseno de experimentos se aprendieron en cursos de postgrado dictados por el Depto. de

Quimica.

Incorporar analisis multivariado por medio del procesamiento digital de las
senales obtenidas de las interfaces en los procedimientos flow-batch mejorando
de esta manera la capacidad del sistema Entre las técnicas propuestas para alcanzar
este objetivo se encuentra el analisis de covarianza o correlacion entre distintas variables
sensadas o sobre diferentes corridas del sistema que pueden ser 1tiles para el modelado co-
rrecto de la muestra analizada. En todos los trabajos publicados se realizaron aportes en los

algoritmos para el andlisis de los datos obtenidos.

Optimizar las variables electrénicas, quimicas y flow-batch del sistema La reali-
zacion de este objetivo es complementaria de los anteriores. Un andlisis cualitativo y cuan-
titativo es necesario para lograrlo y se apoyd sobre los cursos de postgrado y la estadia de

investigacion llevada a cabo en la Universidad Federal de Joao Pesoa.

Aplicacién del o los métodos propuestos a muestras comerciales La naturaleza
aplicada del plan propuesto requirio el contraste de las propuestas con muestras comerciales
para su validacién. El proyecto cuenta con la colaboracién de Petrobras (Refinerfa Bahia

Blanca) , YPF, Cooperativa de Trabajo Apicola Pampero Ltda, INTA Ascasubi y CORFO.

Validar experimentalmente los desarrollos y contrastar los resultados con méto-
dos de referencia Este objetivo estd enlazado con el anterior y se alcanzo gracias a la
disponibilidad del INQUISUR para acceder al equipamiento de referencia y poder asi validar

el trabajo realizado.

12
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Extender las especificaciones y requerimientos por sobre los disenos de laborato-
rio actuales, para alcanzar el grado industrial El trabajo realizado es de caracteristi-
cas académicas pues esta orientado a la formacion de un doctor en ingenieria. Sin embargo,
la realizacion de la tesis requiere una interacciéon importante con la industria y la posibilidad
de realizar un aporte concreto de tecnologia en un area prioritaria para el pais. En cada ma-
triz de trabajo y en cada caso se logré avanzar sobre prototipos experimentales que fueron

adoptados por el INQUISUR para continuar con su uso en otros proyectos.

1.6. Contribucion

Este trabajo de tesis encuentra respaldo académico en las siguientes publicaciones en

revistas indexadas, congresos y presentaciones a congresos.

1.6.1. Revistas ISI

1. EGGLY, GABRIEL M.; BLACKHALL, MATIAS: DE ARAUJO GOMES, ADRIANO;
SANTOS, RODRIGO; DE ARAUJO, MARIO CESAR UGULINO; PISTONESI, MAR-
CELO F. Emitter/receiver piezoelectric films coupled to flow-batch analyzer for acous-

tic determination of free glycerol in biodiesel without chemicals/external pretreatment

MICROCHEMICAL JOURNAL; Ano: 2018 vol. 138 p. 296 - 302

2. GABRIEL M. EGGLY; MARTIN NABAES; MARIA SUSANA DINEZIO; MARIA
EUGENIA CENTURION; RODRIGO SANTOS; MARCELO F. PISTONESI, Em-
bedded flow-batch System with Electrochemical Detection for the Determination of
Lead in Propolis Samples INTERNATIONAL JOURNAL OF ENVIRONMENTAL
ANALYTICAL CHEMISTRY; Ano: 2017

3. RODRIGO M. SANTOS; JAVIER OROZCO; SERGIO F. OCHOA; ROC MESE-
GUER; GABRIEL M. EGGLY; MARCELO F. PISTONESI A MAC Protocol to Sup-
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port Monitoring of Underwater Spaces SENSORS; Lugar: Basel; Anio: 2016 vol. 16 p.

984 - 1003

1.6.2. Congresos

1. GABRIEL M. EGGLY; MATIAS MICHELETTO; JUAN P. D’AMICO; SANTIAGO
J. CROCIONI, Desarrollo de una aplicacién movil para célculos de pulverizaciones
agricolas, 46 Jornadas Argentinas de Informatica, Congreso de Agrolnformatica, Lugar:

Cordoba; Ano: 2017;

2. MATIAS MICHELETTO; ALEJANDRO BORGHERO; GABRIEL M. EGGLY, Pla-
nificacién ()ptima de un Sistema Multiprocesador de Tiempo Real con Restricciones
de Precedencia, Comunicacién y Energia, XXV Jornadas de Jovenes Investigadores,

Lugar: Encarnacion; Ano: 2017

3. GABRIEL M. EGGLY; RITA CANELO; LUCAS A. SIQUEIRA; RICARDO A. CA-
VALCANTL; MARIO UGULINO DE ARAUJO; RODRIGO M. SANTOS; MARCELO
F. PISTONESI; MARIA SUSANA DINEZIO, Desarrollo de un prototipo con sensor
capacitivo para la determinacién del contenido de humedad en miel, 9° Congreso Ar-

gentino de Quimica Analitica, Lugar: Rio Cuarto; Ano: 2017.

4. RODRIGO M. SANTOS; LEONARDO ORDINEZ; GABRIEL M. EGGLY, El En-
foque de Cajas Negra y Blanca para la Ensenanza de Sistemas Embebidos, IEEE
ARGENCON 2016, Lugar: Buenos Aires; Ano: 2016;

5. RODRIGO M. SANTOS; LEONARDO ORDINEZ; GABRIEL M. EGGLY, Using
Open Hardware in a Harsh Environment: A Case Study IEEE ARGENCON 2016,

Lugar: Buenos Aires; Ano: 2016.

6. MATIAS MICHELETTO; GABRIEL M. EGGLY; RODRIGO M. SANTOS, Disefio

de un registrador de esfuerzos para maquinaria agricola, 45 Jornadas Argentinas de
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10.

Informética, Congreso de Agrolnformatica Lugar: Tres de Febrero; Ano: 2016.

GABRIEL M. EGGLY; MATIAS BLACKHALL; PAULO H. G. D. DINIZ; ADRIANO
A. GOMES; RODRIGO M. SANTOS; MARIO UGULINO DE ARAUJO; MARCELO
F. PISTONESI, Desarrollo de un detector ultrasoénico de bajo costo para la determina-
cién de cloruro de potasio y cloruro de sodio en productos farmacéuticos. 8vo Congreso

Argentino de Quimica Analitica, Lugar: La Plata; Ano: 2015.

MATIAS BLACKHALL; GABRIEL M. EGGLY; PABLO NOGUEIRA TELES MO-
REIRA; RODRIGO M. SANTOS; MARCELO F. PISTONESI; MARIO UGULINO
DE ARAUJO; BEATRIZ S. FERNANDEZ BAND, Sistema automéatico flow-batch pa-
ra la determinacién de glicerol libre en biodiésel utilizando piezoeléctricos, 7° Congreso

Argentino de Quimica Analitica, Lugar: Mendoza; Ano: 2013.

GABRIEL M. EGGLY; PAULO H. G. D. DINIZ; RODRIGO M. SANTOS; MAR-
CELO F. PISTONESL; BEATRIZ S. FERNANDEZ BAND; MARIO M. C. U. DE
ARAUJO, An Embedded System for Determining Free Glycerol Level in Biodiesel,

IIT Brazilian Symposium on Computing Systems Engineering, Lugar: Niteroi, Rio De

Janeiro; Ano: 2013.

GABRIEL M. EGGLY; PAULO H. G. D. DINIZ; RODRIGO M. SANTOS; MAR-
CELO F. PISTONEST; MARIO M. C. U. DE ARAUJO; BEATRIZ S. FERNANDEZ
BAND, Sistema Flow-Bach/FIA para determinacién del glicerol libre en muestras de
biodiésel, 5to Congreso Iberoamericano de Quimica Analitica, Lugar: Montevideo; Ano:

2012;
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Parte 11

Sistemas flow-batch
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Resumen

En esta parte se abordan las etapas de diseno e implementacion de un prototipo de equipo
de laboratorio pensado para el desarrollo de trabajos donde se requiera implementar metodo-

logias flow-batch.
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Capitulo 2

Desarrollo de un prototipo de

controlador flow-batch

2.1. Motivacion

En los distintos sistemas donde se ha empleado la metodologia flow-batch (FB) se han
podido observar una serie de componentes comunes. Estos son esenciales para lograr un
proceso completamente automatizado [16]. Entre ellos podemos mencionar la unidad de
propulsién, que tiene como misién establecer un flujo de soluciones y/o reactivos lo més
constante posible, ausente de pulsos y, principalmente, perfectamente reproducible. Para
lograr esto, la opcién més acertada es la utilizacién de una bomba peristaltica con multiples
canales para la propulsién de fluidos en simultaneo. Este tipo de bombas cuenta con una
cubierta circular y una serie de rodillos que comprimen un tubo flexible (tubo de bomba) el
cual contiene los fluidos (soluciones o reactivos). Mientras que el rotor gira, la seccién del
tubo bajo compresién se cierra, forzando, de esta manera, a desplazar el fluido a través del
tubo en el sentido de rotacion. De este modo, controlando las revoluciones del rotor y en
funcién del diametro del tubo de bomba seleccionado, se puede obtener un caudal preciso

y, cuantos mas rodillos tenga el rotor, menos pulsante. La figura [1| muestra los pasos del
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funcionamiento de una bomba peristaltica con 3 rodillos.

0 2 u

K 4 \ ) 5 ) 5]
@ &)
Figura 1: Esquema paso a paso del funcionamiento de una bomba peristéltica

El uso de este tipo de bombas en aplicaciones FB requiere el uso de un sistema de multi-
conmutacion. Esto brinda un control total de aquellos fluidos que deben ingresar a la camara
de mezclado. Teniendo un control del tiempo y la rotacién de la bomba, se puede calcular
con precision el volumen total inyectado. En la mayoria de los casos, la multiconmutacion

en sistemas FB se logra con el uso de védlvulas solenoides de 3 vias como las de la figura [2]

Figura 2: a) Vélvula solenoide de 3 vias NResearch 225T031. b) Simbolo de una valvula solenoide

de 3 vias (norma ISA-S5.1). ¢) Simbolo esquemaético utilizado para descripcién de sistemas flow-
batch

Estas valvulas son accionadas por una interfaz electrénica, la cual es controlada por un
programa de PC. Un caso frecuente en la literatura consultada, es el uso de un accionador
de valvulas “lab-made” construido con transistores de potencia, el cual es controlado por
un software propietario de PC a través de un adquisidor comercial USB (por ejemplo, un

adquisidor NI USB6000 y el software NI LabView). Esto le da una gran versatilidad al sistema
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FB, ya que la aplicacion es facilmente reprogramable, y con una interfaz muy amigable para
el usuario. Sin embargo, el uso de estos elementos conlleva un alto coste en la licencia del
programa, y también del dispositivo USB.

En los ultimos anos el uso de las plataformas de hardware abierto como Arduino permitio
el desarrollo de sistemas embebidos de bajo costo que permiten resolver distintos problemas
sin necesidad de realizar el diseno completo. Estas plataformas presentan interfaces abiertas
en las cuales los desarrolladores de sistemas y aplicaciones pueden conectar sensores y actua-
dores varios. Habitualmente disponen de una interface de programacién sencilla en lenguaje
C y una amplia comunidad que publica sus desarrollos tanto en hardware como en software.
Este nuevo modo de desarrollar sistemas ha potenciado la realizacién de proyectos bajo el
paradigma commercial off-the-shelf (COTS) que se basa en la implementacién de sistemas

en base a componentes discretos existentes en el mercado.

2.1.1. Objetivo

En este capitulo se detalla el desarrollo y construcciéon de un prototipo de controlador
flow-batch para diversas aplicaciones en quimica analitica donde se pueda aplicar esta me-

todologia. Este aparato contara con:

1. Bomba peristaltica con capacidad de variar de 0 a 48 rpm.
2. Salidas digitales de 0/12 V para el sistema de multiconmutacién.

3. Interfaz de usuario amigable para poder configurar todos los parametros de aplicacion

de un sistema flow-batch.

4. Memorias para almacenar procedimientos flow-batch.

Las siguientes secciones detallan las etapas de construccion tanto en hardware como en

software.
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2.2. Desarrollo del hardware

Esta seccion describe el desarrollo del prototipo siguiendo una metodologia de diseno en
funcion de los requerimientos funcionales expuestos anteriormente. Se sigue una secuencia

paso a paso de las distintas partes que conforman el prototipo.

Fuente de alimentacion

A 4

N
HMicrocontrolador N\
- ) Uy !

HMI Accionador Bomba
peristaltica

Figura 3: Diagrama esquemaético del hardware a desarrollar

2.2.1. Bomba peristaltica

Con el objetivo de lograr un flujo constante y ausente de pulsos, se prosigui6 a disenar un
cabezal de bomba con 10 rodillos de acero inoxidable. Este cabezal cuenta con una capacidad
de propulsién de hasta 6 canales. Utilizando el software FreeCad se disenaron las distintas

partes que conforman el cabezal.

Figura 4: Modelo 3D del cabezal de la bomba peristaltica

Una caracteristica fundamental en las bombas peristalticas es que se puede controlar
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la velocidad del motor para que, de este modo, el caudal resultante sea proporcional a
ésta velocidad. Un punto a tener en cuenta es que el torque puede variar en funcién de la
velocidad. Los motores paso a paso (PaP) son dispositivos electromecanicos que convierten
una secuencia de impulsos eléctricos en desplazamientos angulares discretos. Esto permite
un control muy preciso de la rotacién sin necesidad de realimentacién. Ademéds mantienen
su maximo torque en la mayor parte de su rango de velocidad. Para mover el cabezal de
la bomba peristaltica se escogié un motor PaP bipolar Nema 17 de alto torque con una
reductora de 5:1 acoplada al eje. Esto permite incrementar atin més el torque, y a su vez,
suavizar el movimiento discreto de este tipo de motor. Para poder gobernar de forma eficiente
el motor desde la unidad de control, se utiliz6é un driver Pololu DRV8825. Esta placa cuenta
con un controlador de motor paso a paso bipolar DRV8825 con microstepping desarrollado
por TI. Cuenta con limitacion de corriente ajustable, protecciéon contra sobrecorriente y
sobretemperatura, y seis resoluciones de microstep (hasta 1/32-step). Funciona de 8,2 V a

45 V y puede entregar hasta aproximadamente 1,5 A por fase sin un disipador.

— l0giC power supply 8.2-4

(2.5-5.25 V)
-—| 00 uF

VMOT I 1
GND

VDD

RESET
SLEEP
— STEP
—DIR

microcontroller

D

Figura 5: Diagrama de conexionado entre el microcontrolador y el driver de motor paso a paso
DRV8825 (modo de paso completo). Motor NEMA 17 con caja reductora con relacién 5:1.

2.2.2. Accionador

Los actuadores méas comunmente encontrados en los montajes FB son las valvulas sole-
noides y agitadores hechos con motores de corriente continua (CC). Para poder comandar
desde la unidad de control este tipo de actuadores, se construyé un circuito que consiste en un

arreglo de transistores de potencia que acondicionan las senales digitales de baja intensidad
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(de las compuertas l6gicas CMOS, TTL, etc.). Para simplificar el diseno, se utilizé el circuito
integrado ULN2803A, que tiene un arreglo de 8 transistores Darlington con emisor comun
y diodos damper para cargas inductivas @ Cada Darlington puede entregar una corriente
continua de 500 mA (600 mA de pico) y soporta una tensiéon de hasta 50 V. Ademsds, las

salidas se pueden conectar en paralelo para aumentar la capacidad de corriente.

VCC

Qout
27k

R2 R1

—T
72k 3k

I

IN O

11
K QGND

Figura 6: Diagrama esquemdtico del circuito integrado ULN2803.

La resistencia R3 de 2,7Kohm en la entrada permite que el circuito sea compatible para
interfaces TTL y CMOS de 5V. La corriente de entrada tipica es de ImA aproximadamente,

con lo cual no se cargan los puertos digitales de la unidad de control.

2.2.3. Interfaz HMI

Para poder interactuar con el sistema, éste cuenta con una interfaz HMI compuesta
por un display LCD de 20x4 y 5 botones para navegacién entre menus y configuracién de
pardmetros del sistema. El display cuenta con un conversor 12C a paralelo (PCF8574) para
reducir la cantidad de pines. La figura [7| muestra el diseno del panel del prototipo con la
interfaz grafica y la disposicién de los botones con los cuales el usuario interactia con el

equipo.

24



CAPITULO 2. DESARROLLO DE UN PROTOTIPO DE CONTROLADOR
FLOW-BATCH

Figura 7: Diseno en 3D del panel frontal con la interfaz HMI. Cuenta con 5 botones cuyas funciones
son: K1:Atras; K2:Seleccién; K3:Arriba; K4:Abajo; K5:Ment/Especial.

2.2.4. Microcontrolador

En la seleccion de la plataforma de hardware se tuvieron en cuenta algunos aspectos
tales como: disponibilidad en el mercado local, buena relacién costo-prestaciones, robustez,
y por ultimo, que la cantidad de puertos disponibles de E/S sea suficiente para interactuar
con todos los dispositivos del sistema. Bajo estas restricciones hemos elegido una plataforma
Arduino Nano, basada en el microcontrolador Atmel ATMegad28, que satisface todos los
requerimientos mencionados. El ATMega328 cuenta con 6 canales analégicos de 10 bit, 23
puertos digitales de E/S, 3 timers, unidades de comunicacion serie, y cuenta con una gran
comunidad de desarrollo. La plataforma abierta Arduino cuenta con una interfaz de desarrollo
simple y una gran libreria de periféricos. Ademas, es posible obtener diversos kits compatibles

para desarrollo de sistemas COTS.

Los puertos de entrada/salida son utilizados por los diferentes periféricos conectados al
equipo para relacionarse con el usuario y el sistema flow-batch. La mayoria de los pines del
microcontrolador son multipropédsito, es decir, que su funcionamiento va a depender de la
configuracién que el programador le dé. La tabla |l| detalla la asignacién de entradas/salidas

y la funcién de los diferentes puertos del microcontrolador.
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Tabla 1: Asignacién de Entradas/Salidas del microcontrolador ATMega328

N° de pin  Nombre Funcién
1 PORTD3 Entrada Botén K4 (Abajo)
2 PORTD4 Entrada Botén K3 (Arriba)
9 PORTD5 Entrada Botén K2 (Seleccién)
10 PORTD6 Entrada Botén K1 (Atras)
11 PORTD7 Salida O5 (ULN2803)
12 PORTBO Salida O6 (ULN2803)
13 PORTB1 Salida STEP (DRV8825)
14 PORTB2 Salida M1 (DRV8825)
15 PORTB3 Salida M2 (DRV8825)
16 PORTB4 Salida O8 (RELE)
17 PORTB5 Salida O7 (RELE)
23 PORTCO Salida O4 (ULN2803)
24 PORTC1 Salida O3 (ULN2803)
25 PORTC2 Salida O2 (ULN2803)
26 PORTC3 Salida O1 (ULN2803)
27 SDA Conexion SDA a display LCD
28 SCL Conexién SCL a display LCD
30 Rx Linea Rx de comunicacion
31 Tx Linea Tx de comunicacién
32 PORTD2 Entrada Botén K5 (Ment/Especial)

2.3. Desarrollo del software

El software fue desarrollado en un entorno de desarrollo (IDE) basado en processing y un

lenguaje de programacién basado en wiring. El microcontrolador se programa desde la PC,

usando comunicacién serie mediante un conversor USB a TTL serial, gracias al cargador de
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arranque (bootloader).

Debido a las restricciones de confiabilidad, coste y tiempo, se ha adoptado para la meto-

dologia de desarrollo una simplificacién de UML.

1. Definiciéon de requerimientos: se definen y documentan los diferentes requisitos del

sistema a desarrollar.
2. Determinaciéon de los actores.

3. Descripcion de los casos de usos en modo grafico y textual. Identificacion de las rela-

ciones, atributos y caracteristicas principales asociadas.
4. Diagrama de actividades para cada caso de uso.
5. Implementacién de clases y funciones. Definicién de atributos.
6. Verificacion del producto final y contraste respecto de los requerimientos.

7. Test operacional del sistema: se realizan las pruebas y ensayos sobre un escenario real.

2.3.1. Diagrama de casos de usos

Para la realizacion de este software se definieron 3 actores: el usuario, el Arduino en el rol

de interfaz, y el Arduino en el rol de controlador. A continuaciéon describimos un diagrama

de casos de uso simplificado.

Guardar
Procedimiento
Flow-batch

Ejecutar
Procedimiento
Flow-Batch

Crear
Procedimiento
Flow-batch

Visualizacion de
parametros

<include>

Control de
revoluciones del
motor

Cargar
Procedimiento
Flow-Batch

Manipulacion del
equipo

<include>
Arduino/

Usuario Arduino/
Control

HMI

Control del
accionador de
valvulas

Control manual de
bomba peristaltica

Figura 8: Diagrama de casos de uso simplificado
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A continuacién se detallan los casos de uso més importantes:

Caso de uso 1: Manipulacién del equipo.

» Actores: Usuario y Arduino/HMI.

» Descripcion: El Usuario a través de los botones del panel frontal puede navegar por

los distintos ments como también configurar parametros del sistema.

» Métodos implementados: int getButton(uint16_t *variable, int lowerLimit, int up-

perLimit, uint8_t multiplier); void manageMenu(int comando).

= Variables involucradas: Para capturar las pulsaciones de los botones se utiliza una
variable para almacenar el comando ejecutado por el usuario. Ademé&s se manipulan

variables de estado que indican el menu actual y la posicion del cursor en la pantalla.

» Entradas/Salidas involucradas: Entradas digitales de los botones K1, K2, K3, K4
y K5.

Caso de uso 2: Visualizacion de pardametros.

» Actores: Usuario y Arduino/HMI.

= Descripcion: A través del display LCD de 4 lineas y hasta 20 caracteres por linea,
el Arduino-HMI imprime las pantallas de cada ment, las cuales se almacenan en la

memoria de programa para evitar el consumo excesivo de memoria RAM.

» Métodos implementados: void printMenu(int menu, int line, int display_mode);

pgm _read_word (address_short).

= Variables involucradas: se reserva una porcién de memoria RAM para leer y guardar

las constantes Strings almacenadas en la memoria de programa.

» Entradas/Salidas involucradas: Salida 12C del Arduino para comandar el display

LCD.
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Caso de uso 3: Crear/configurar procedimiento flow-batch.

» Actores: Usuario y Arduino/HMI.

= Descripcion: El Usuario a través de la interfaz HMI configura todos los pardmetros
de ejecucién de una secuencia de automatizacion de un procedimiento flow-batch. Los
parametros mas importantes son: La cantidad de pasos, las rpm de la bomba en cada

paso, la salida activa en cada paso, y el tiempo en cada paso.
» Métodos implementados: bool createFB().

» Variables involucradas: Cantidad de pasos (steps), y tres arreglos para almacenar

las rpm, salida y tiempo.

» Entradas/Salidas involucradas: Se incluyen los casos de uso de manipulacién y

visualizacién de datos con sus respectivos métodos y usos de entradas/salidas.

Caso de uso 4: Ejecutar procedimiento flow-batch.

» Actores: Arduino/control.

= Descripcion: El Arduino-control ejecuta las tareas preestablecidas para lograr una
secuencia flow-batch. En base a la cantidad de pasos de la secuencia y los tiempos de
permanencia en cada uno, el Arduino-control establece las rpm de la bomba y la salida
activa en cada caso. Una vez finalizada la secuencia, el sistema vuelve al estado inicial

a la espera de una nueva orden.

» Métodos implementados: void executeFB(); void setSpeed(uint16_t rpm); void

setOuput(int output).

= Variables involucradas: Estan involucradas las mismas variables que en el caso de

uso anterior.
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» Entradas/Salidas involucradas: Se controlan las salidas digitales de las salidas para
accionar las valvulas (O1, 02, ..., O8), asi como también las salidas que controlan el

motor paso a paso (STEP, M1, M2).

2.3.2. Navegacién por menus

A continuacion se detalla la implementacién de la navegacién entre ments y configuracién

de parametros para la realizacion de procedimientos flow-batch.

| Menu Principal
+ Bomba Peristaltica > Menu Bomba P.
+ Sistema Flow-Batch + Encendido/Apagado
+ Configuracion H +RPMs
+Modo
menu
menuOimenut
Menu Sistema FB l
+ Nuevo P Nuevo Procedimiento Config: Step (1a M)
+ Cargar Procedimiento + Nombre ID: REGO +RPM: X
+ Volver + Numero de pasos' M + Salida: X
+ Aceptar + Tiempo: X
menuOimenu2
imenu2imenud imenudmenu
L——>» Menu Configuracion
+ Config1 Cargar Procedimiento Confirmacién
+ Config2 + Registro 0 + Editar Ejecucion: Step (1a M)
+ Volver + Registro 1 + Ejecutar +RPM: X
+ Registro 2 + Salir + Salida: X
menuimenu3
+ Tiempo: X
imenu2imenus menuaimend?
menuTimenug

Figura 9: Diagrama de navegacion entre ments.

2.4. Ensamblado del sistema

En la figura se muestra el conexionado entre las partes descritas en las secciones
anteriores. El sistema cuenta con una placa Arduino Nano basada en el microcontrolador
ATmega328p, una interfaz de usuario amigable, y drivers para controlar las valvulas y el

motor paso a paso.
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Figura 10: Diagrama esquematico del sistema completo.

El diseno del circuito impreso fue realizado con el software Proteus. En la figura [11] se

muestra el resultado del diseno del PCB y una vista 3D virtualizada del diseno final.

LM25396

Figura 11: Disenio de la placa controladora del sistema flow-batch. a)Disenio del PCB del sistema.
b)Vista 3D de la placa.

El gabinete del sistema fue realizado en plastico PLA en una impresora 3D.
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Figura 12: Controlador flow-batch. a)Diagrama de ensamble. b)Foto del equipo.
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Resumen

En esta parte se presentan dos trabajos que aportan soluciones originales aplicadas al
campo de instrumentacion para el control de calidad de biocombustibles. La disposicion de
los capitulos se debe a un orden cronolégico del desarrollo de los trabajos. En el capitulo final,
se realiza una comparacion entre los métodos desarrollados, y otros relacionados, resaltando

las fortalezas y debilidades de cada uno.
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Capitulo 3

Introduccion general de

biocombustibles

3.1. Matriz energética

Desde hace algunas décadas se vienen buscando sustancias alternativas a los combustibles
derivados del petroleo, ya que estos recursos no son renovables y se prevé que se agoten en un
futuro no muy lejano. Como resultado de estas investigaciones se han desarrollado biocom-
bustibles, que presentan la ventaja de ser menos contaminantes, renovables y sustentables

comparados con los derivados del petroleo.

Los biocombustibles se identifican con aquellos obtenidos a partir de biomasa (Figura
mediante su procesamiento quimico, térmico o biotecnoldgico [I7]. Entre ellos se pueden
mencionar el biodiésel, bioetanol, biogés y biohidrégeno [I8]. Se obtienen a partir de materias
primas de origen agricola, ganadero y desechos organicos, los cuales pueden ser substitutos
de forma parcial o total de los combustibles de origen fésil, y en algunos casos, sin necesidad

de modificar los motores o el disefio de los vehiculos [19].
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Figura 13: Energias  renovables.  Fuente:  Agencia  Valenciana de  Energia

http://www.aven.es/energia/renovables.html

En este momento, el biodiésel y el bioetanol son los principales combustibles alternativos,
impulsados por regulaciones recientes como el Programa Federal de Bioproductos de Procura
Prioritaria (FB4P, sigla en inglés), del Departamento de Energia de los Estados Unidos, y
la Directiva 2003/30/EC de la Unién Europea.

3.1.1. Biodiésel

El término biodiésel se refiere a ésteres monoalquilicos de acidos grasos, generalmente
ésteres de acido metilico grasos, que se producen a partir de aceite vegetal, grasa animal
o restos de aceite de cocina en una reacciéon quimica conocida como transesterificacion em-

pleando un catalizador que puede ser alcalino, acido o enzimatico [20].

36



CAPITULO 3. INTRODUCCION GENERAL DE BIOCOMBUSTIBLES

[ACEITE VEGETAL
Yio
GRASA ANIMAL

METANOL

ESTERIFICACION
ACIDEZ LIBRE

Metanel - — -
—> velagariaa,
CATALIZADOR s
Ha {OH) J, Biodiésel
— TRANS-
L |esteriFicacion|—M o ‘
AR o 5
i = @ Oxigeno
v . liceri
Acino I ‘ ‘Q Glicerina @ Carbono
Hl o
L {ueumavizacion] . Tﬁgﬂcéfido.s | Transesterificacidn |
Eliminacidn del alcohol | DESTILACION
METANOL
DECANTAGION
¥
GLICERINA,
ey BIODIESEL

Figura 14: Proceso de obtencién del biodiésel.

De los principales beneficios de este biocombustible se pueden destacar que es 100 %
biodegradable, ecoldgico, bajo contenido de azufre y que, debido a la presencia de oxigeno en
su composicion quimica, su combustién es mas completa respecto a los derivados del petroleo,
reduciendo asi la emision de particulas, monodxido de carbono e hidrocarburos no quemados,
entre otros contaminantes. Cabe destacar ademéas que el uso de biodiésel puede extender la
vida 1til de motores porque posee un alto poder lubricante y protege el motor reduciendo
su desgaste asi como sus gastos de mantenimiento. También es importante destacar el poder
detergente del biodiésel, que mantiene limpios los sistemas de conduccién e inyeccion del
circuito de combustible de los motores [21]. Las emisiones de diéxido de carbono son entre
un 20 % y un 80 % menos que las producidas por los combustibles derivados del petréleo
tanto en el ciclo biolégico, en su produccién como en el uso [22]. La Agencia de Proteccién
del Medio Ambiente (Enviroment Protection Agency, EPA) contempla al biodiésel como
combustible puro con las siglas B100, y cuando es mezclado con gasoil fésil y como aditivo

se lo representa como BX, donde X representa la cantidad porcentual de biodiésel [23], 24].
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3.1.2. Produccién de biodiésel en Argentina

A partir del auge global de biocombustibles, se fundé en nuestro pais en el ano 2006
la Camara Argentina de Energias Renovables (CADER), con el objetivo de organizar la
industria nacional en materia de recursos renovables y brindarle una proyeccion global lo
suficientemente sélida como para posicionar a la Argentina como referente en el escenario de
las grandes potencias mundiales. En la Figura [15| se observa el crecimiento en la produccion

de biodiésel en la Argentina.

3.000.000 [

2.500.000

2.000.000 B Produccion Tn

1.500.000 M Exportacian Tn

1.000.000 B Doméstico Tn
500000

Figura 15: Evolucién de la produccién, consumo domestico y exportaciones de biodiésel de 2008
a 2016. Fuente: CARBIO

De acuerdo a registros de la Secretaria de Energia cerca del 25 % del diésel que se consume
en nuestro pais es importado. Desde el ano 2006, cuando el parlamento sanciond la ley
26.093 de promocion a los biocombustibles, se determiné incorporar biodiésel a la matriz
energética, no solo por su pureza frente al medio ambiente, sino también como una opcién
para compensar la escasa capacidad de produccion que presenta la industria petrolera.

La industria de los biocombustibles tuvo un gran desarrollo en los iltimos anos en Argen-
tina, siendo hoy el principal exportador mundial y el tercer productor mundial de biodiésel.
Se estima que hay alrededor de 38 plantas de biodiésel con una capacidad instalada de
4.518.000 tn/ano. De las 38 plantas instaladas, sélo 12 poseen una capacidad igual o mayor

a 100.000 tn/ano.
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La entrada en vigencia de la ley de biocombustibles establecié el corte (mezcla) obligatorio
del biodiésel con el gasoil para el mercado argentino. Los porcentajes de corte tedrico de gasoil
con biodiésel fueron los siguientes: a) Desde marzo/abril de 2010: 5% (B5), b) Desde agosto
de 2010: 7% (B7), c¢) Desde agosto de 2013: 8 % (B8), d) Desde Enero de 2014: 9% (B9), e)
Desde febrero de 2014: 10 % (B10). Al dia de hoy, el corte atin continda siendo del 10 %.

3.1.3. Estandares de calidad: Glicerol en el biodiésel (B100)

El glicerol es el principal subproducto, cuya produccién es equivalente a aproximadamente
el 10% en peso del total de biodiésel producido [25] 26]. La glicerina representa un co-
producto muy valioso que, de ser refinada a grado puro o farmacoldgico, puede llegar a
cubrir algunos costos operativos de una planta productora de biodiésel [27]. El glicerol es
soluble en agua y alcohol pero no en hidrocarburos y ésteres, presenta gran estabilidad bajo

condiciones normales de almacenamiento, no es téxico y es biodegradable.

La presencia de altos residuos de glicerina libre en el biodiésel se debe principalmente a
una separacién incompleta de la fase de glicerina/biodiésel o una inadecuada purificacién del
biocombustible en el proceso de lavado. Niveles altos pueden causar problemas de depdsitos
en el inyector, asi como colmatacion de filtros. Pueden danar los sistemas de inyeccién y
producir corrosién el los tanques de los vehiculos, debido a los compuestos inorganicos y
jabones que se acumulan en la glicerina. Si la cantidad de glicerina es superior al 0,5 %, ésta

puede afectar al contenido de residuo carbonoso [28] 29, [30].

El desarrollo de las especificaciones para los biocombustibles empezo en 2001 luego de la
publicacién de la norma D6751 de la ASTM (American Society for Testing and Materials),
especificacién para las existencias de mezclas binarias de combustible biodiésel (B100) y
diésel (Tabla [2)). En Argentina, el organismo que define los pardmetros de control de bio-

combustibles es el Instituto de Racionalizacién Argentino de Materiales (IRAM).
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Tabla 2: Pardmetros de referencia para el biodiésel (B100). ASTM D6751

PARAMETROS UNIDAD LIMITE ASTM CEN/ISO

Masa especifica a 20°C kg/m3 850-900 D 1298 EN/ISO 3675
D 4052 EN/ISO 12185

Viscosidad Cinemaética a 40°C mm2/s 3,0-6,0 D445 EN/ISO 3104

Contenido de Agua, méx. mg/kg 500 D 6304 EN/ISO 12937
Punto de inflamacién, min. °C 100,0 D 93 EN/ISO 3679
Contenido de estér, min. % masa 96,5 - EN 14103
Residuo de carbono % masa 0,050 D 4530 -
Cenizas sulfatadas, méx. % masa 0,020 D 874  EN/ISO 3987
Azufre total, max. mg/kg 50 D 5453 EN/ISO 20846

EN/ISO 20884
Fésforo, méx. mg/kg 10 D 4951 EN 14107
Corrosividad con ldmina de - 1 D 130 EN/ISO 2160

cobre, 3h a 50°C, méx.

Numero de Cetano min 47 D 613 EN/ISO 5165
D 6890
Punto de obstruccién de °C 19 D 6371 EN 116

filtro en frio, max.

Indice de acidez, max. mg KOH/g 0,50 D 664 EN 14104
Glicerol libre, méx. % masa 0,02 D 6584 EN 14105
Glicerol total, max. % masa 0,25 D 6584 EN 14105
Metanol o Etanol, méx. % masa 0,20 - EN 14110

Como se muestra en la tabla[2] la norma ASTM D6751 establece que el méximo permitido

de glicerol libre en biodiésel sea del 0,02 % [m/m] [3].

40



CAPITULO 3. INTRODUCCION GENERAL DE BIOCOMBUSTIBLES

3.1.4. Meétodo de referencia

Como se observo en la tabla anterior, se desarrollaron dos métodos de cromatografia de
gases, EN14105 y D6584, para la determinacién de glicerol libre en biodiésel [17, [18]. Ambos
métodos son casi idénticos en la preparacion de la muestra, la configuracién del instrumento,
las condiciones de operacién y la generacion de informes. Dado que la glicerina y los glicéri-
dos son polares y de alto punto de ebullicién, primero deben derivatizarse para mejorar la
volatilidad y reducir la actividad antes de la inyeccion en el cromatografo gaseoso CG. Se
utilizan una entrada de columna fria (COC) y una columna capilar de alta temperatura
para facilitar el analisis de estos compuestos. Otra consideracion importante al usar estos
métodos es la fuente del biodiésel. Ambos métodos se desarrollaron para B100 derivado de
aceites vegetales como colza, soja, girasol y palma. Estos métodos no son adecuados para

B100 derivado de aceites de acido laurico, tales como aceites de coco y de almendra de palma.

3.1.5. Trabajos realizados por el grupo

En la bibliografia se pueden encontrar varios métodos para la determinacion de glicerol
libre en biodiésel, empleando técnicas cromatograficas (con diferentes detectores), ampe-
rométricas, y espectrofotométricas [31), 32] 33 134, [35].

En [36] Lima propone un sistema flow-batch para la determinacién de glicerol libre en
muestras de biodiésel mediante una reaccion de derivatizacion en donde se obtiene un produc-
to fluorescente. En este sistema se puede observar por primera vez un método de extraccion
online liquido-liquido del glicerol del biodiésel. Este procedimiento es lo que permite que el
sistema sea totalmente automatizado, desde la toma de muestra hasta la determinaciéon no
hay manipulaciéon de la muestra por el usuario.

En [37] Diniz propuso un método flow-batch sonoluminiscente para la determinacién de
glicerol libre en biodiésel. En este trabajo, se utilizo la solucién acuosa proveniente de la etapa

de extraccién como medio para generar una cavitacion y producir senales sonoluminiscentes,
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las cuales son moduladas por el efecto quenching asociado al glicerol presente. El método
requiere el uso de un luminémetro construido con un tubo fotomultiplicador (PMT) como
detector. Este detector debe estar provisto de una fuente estabilizada de alto voltaje para
lograr una razonable sensibilidad e inmunidad al ruido. La generacién de cavitacion se logra

mediante la aplicaciéon de una onda ultrasénica generada por un dispositivo piezoeléctrico.
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Capitulo 4

Determinacion de glicerol libre en
biodiésel: Fotometro lab-made -

Efecto Schlieren

4.1. Motivacion

En esta seccion, se propone un sistema embebido que combina las metodologias flow-
batch (FB), y andlisis por inyeccién en flujo (FIA), para el pre tratamiento de la muestra
y para la determinacion de glicerol libre en biodiésel respectivamente. El tratamiento de la
muestra se basa en la técnica desarrollada propuesto por Lima en [36] donde se realiza una
extraccion online liquido-liquido del glicerol libre presenta en la muestra de biodiésel. La
cuantificacion del analito se realiza en flujo usando la técnica FIA y utilizando deteccion
fotométrica sobre la celda de flujo explotando el efecto Schlieren producido en los limites

interfaciales.
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4.1.1. Efecto Schlieren

En los sistemas FIA con deteccién espectrofotométrica, los perfiles analiticos de las senales
producidas por las muestras son generalmente reproducibles y ausentes de ruido. Sin embar-
go, cuando la zona de la muestra presenta gradientes de concentracion y estas se asocian a
gradientes de indice de refraccion, las senales analiticas se tornan ruidosas, disminuyendo asi
la sensibilidad analitica. A este fenémeno se lo conoce como “Efecto Schlieren”. Este efecto
puede ser un factor limitante para las medidas espectrofotométricas en sistemas FIA, aca-
rreando serios efectos sobre la exactitud, la precisién y los limites de detecciéon. Esto ocurre
porque cualquier cambio en el indice de refraccién entre la solucién portadora o “carrier”,
y la muestra inyectada provoca un cambio en la transmision de la luz a través de la celda
de flujo [38]. A pesar de que el efecto Schlieren esta asociado normalmente a ruidos en los
sistemas de andlisis en flujo, en situaciones en las cuales las condiciones de flujo y la configu-
racion optica del sistema de deteccion son adecuadas, los gradientes de indice de refraccion
de las soluciones incoloras generan senales Schlieren reproducibles. El primer efecto, que es
reproducible, ocurre cuando el indice de refraccion de un liquido inyectado difiere del indice
del liquido portador. Bajo condiciones de flujo laminar, los limites interfaciales del volumen
inyectado pueden formar lentes liquidas parabdlicas en el frente y el final de la zona de la
muestra inyectada. La luz que pasa a lo largo del eje 6ptico de una celda de flujo es refrac-
tada por esas lentes. Dependiendo de la intensidad relativa de los indices de refraccién de
la muestra y la solucién portadora, puede haber dispersion o convergencia de los rayos de

luz desde fuente en direccién al detector o fuera de éste, dando origen a las senales o picos

Schlieren (Figura [16)).

N\
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A

Figura 16: Efecto Schlieren: a) convergencia y b) dispersién de los haces de luz.
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El segundo efecto esta asociado a variaciones localizadas en los indices de refraccién de
elementos de la muestra inyectada y la solucién portadora que surgen debido a diferencias de
temperatura, viscosidad o concentracion, lo que es agravado por las pulsaciones de la bomba
y una mezcla ineficiente de las zonas de los flujos confluentes. Este efecto produce una mezcla

estriada dentro de la celda de flujo y genera ruido aleatorio de linea de base (Figura .

Figura 17: Efecto Schlieren: variaciones localizadas de los indices de refraccion.

En 1978, Betteridge construyoé un fotémetro a base de LED y fototransistor con un camino
6ptico axial al flujo, para la determinacion de salinidad [39]. Se observé que la inyeccién de
muestras incoloras utilizando agua como carrier, generaba una senal analitica caracterizada
por un pico positivo seguido de un pico invertido (Figura , los cuales fueron atribuidos
a la formacién de un gradiente de concentracién dependiente del indice de refraccién de
las muestras inyectadas. La celda empleada favorecio la obtencion de senales reproducibles
independientemente del tipo de sustancia analizada. Se verificd también que estas medidas

dependian del tipo de substancia analizada y que los picos presentaban perfiles reproducibles.

sefal
‘.\‘H“"\,‘V%
;—'/”"

T
tiempo

Figura 18: Senal analitica obtenida por efecto Schlieren.

La concentracion del analito se relaciona con los datos primarios de altura o area de pico
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que se obtienen en el fiagrama.

4.2. Descripcion del sistema

En la Figura[19|se presenta el esquema del sistema propuesto. Este sistema esta compuesto
por dos cdmaras para el pre-tratamiento de la muestra (CM) y la cuantificacién del analito
(CD). Ademés se muestran los aparatos y materiales necesarios para la implementacién del

prototipo experimental.

c/B—BP v, ”m”“
_P ’
HO—2F OV, oM
v, —>
V4 > Desecho
H.0
m
o
Desechoé

Figura 19: Sistema propuesto: BP: bomba peristéltica; Vi: valvulas solenoides; CM: cdmara de
extraccion (sistema FB); B: base biodiésel; A: fase extractiva (agua); G/B: Solucién patrén de
glicerol/Muestra de biodiésel; AG: agitador (sistema FB); CD: celda de deteccién (Sistema FIA)

Los componentes necesarios para la implementacion del sistema son:

» Controlador flow-batch.

s Valvulas solenoides de tres vias.

= Conexiones de teflén de 0,8 mm, y tubos de bomba de 1,29 mm y 2,06 mm de didmetro

interno.
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s Camara de extraccion.

» Celda de deteccién (fotémetro “lab-made” en celda FIA).

4.2.1. Camara de extraccion - Sistema flow-batch

Se utilizo teflon para su fabricacion debido a la propiedad hidrofébica del mismo. La
camara estd construida sobre una pieza cilindrica de 25 mm de altura, 40 mm de didmetro
externo, 12 mm de didmetro interno, 14 mm de profundidad y volumen interno de 1,5 mL.

Para la entrada/salida de fluidos la cdmara dispone de cuatro canales (Figura[20)).

Figura 20: Camara de extraccion.

Para extraer el glicerol presente en el biodiésel a la fase acuosa se utiliza un motor de
corriente continua de iman permanente y de baja potencia. Este motor es ensamblado en la
parte superior de la camara de flow-batch. Como se observa en la Figura [21} el motor tiene

unido al eje para generar la agitacién/extraccién entre las dos fases (biodiésel/agua).

Figura 21: Agitador y ensamblaje del mismo en la ciAmara de extraccion.

El control de la velocidad se realiza por medio de una senal PWM regulada desde la

unidad de control.
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4.2.2. Celda de deteccion

La celda de flujo estd construida a partir de una pieza cilindrica de teflon, con una
longitud de 40 mm y un didmetro de 15 mm. El formato de la celda es de tipo Z, con la
entrada y la salida de fluidos de forma perpendicular al camino éptico. Esta tiene en sus
extremos el LED y el fototransistor (Figura . Sus encapsulados fueron cortados en forma
plana y pulidos para evitar que las burbujas de aire queden atrapadas a su alrededor e
influyan negativamente en la propagacién de la radiacion, lo que implicaria una pérdida de

sensibilidad del detector.

Salida
area del I
Fototransistor cam:’nonptjco
- N, A
\ 4

.
I camino optico
Entrada

Figura 22: Fotometro acoplado a la celda de flujo.

Los principales variables a optimizar para el disefio de la celda de flujo son la longitud y la
seccion del camino éptico. Estos valores se seleccionaron tomando como referencia un trabajo
de determinacién de glucosa, NaCl y KCl en sueros inyectables [40] donde se utiliz6 el efecto
Schlieren en sistemas FIA. La longitud del camino éptico es el parametro a optimizar para
incrementar la sensibilidad del método y la reproducibilidad de la senal analitica registrada
en el fiagrama. En la figura [23| se observan las dimensiones de la celda de flujo construida en

teflén.
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400

50

15.0 50

Figura 23: Dimensiones de la celda de flujo.

Como las refracciones de los haces de luz provenientes del LED ocurren con mayor inten-
sidad para longitudes de onda mas cortas, se utiliz6 un LED de alta luminosidad azul con
pico de emision maxima en 470 nm. El sensor 6ptico esta implementado con un fototransistor
con la juntura Base-Colector polarizada inversamente y expuesta a la radiacion del LED.
Una lente clara enfoca la luz sobre la juntura para incrementar la sensibilidad. El fototran-
sistor opera de la misma forma que un fotodiodo a excepcién de que puede proporcionar una
mayor corriente y su sensibilidad es de 50 a 100 veces mayor que un fotodiodo estandar. La

figura [24] muestra el circuito que compone el fotémetro.

\ies

Y

LED
Y NG

Id

Ip

RD
Circuito
500 ohm medidor de

corriente

Figura 24: Circuito esquematico del fotometro.

Todo el circuito se encuentra alimentado a Vcc. La caida de tensién de un LED de alta
luminosidad es de aproximadamente Vd, por lo que, para polarizarlo a una corriente Id se

ajusta el valor de Rd a:

B Vee—-Vd

d
R Id

(4.2.1)
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La corriente de polarizacién del LED debe ajustarse para obtener el mejor resultado y
para asegurar que no se produzca un embalaje térmico, y por ende, un desplazamiento en
la linea de base del registro. El fototransistor se conecta en configuraciéon colector comun.
La corriente en el emisor estd determinada por la cantidad de luz incidente en la base

multiplicada por un factor de amplificacion.

Le = Ly % (hps + 1) (4.2.2)

4.2.3. Circuito acondicionador

El circuito acoplado al emisor del fototransistor tiene la funciéon de detectar cambios en
la senal y realizar un acondicionamiento antes de ser muestreada por el conversor analdgico-
digital. Esta etapa de acondicionamiento estéd confeccionada con un circuito integrado OPA2350
que contiene dos amplificadores operacionales de precisién, bajo ruido y baja potencia. El

circuito de acondicionamiento de la sefial consta de dos etapas de amplificacién (Figura [25)).

Figura 25: Circuito esquemadtico del acondicionador de senales.

En la primera etapa se implementé un amplificador de transimpedancia para convertir
la corriente fotoinducida a un valor de voltaje. La tensién de salida (Vp) queda determinada

por:
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V,=1,xR 4.2.3
P P f

El capacitor Cf se utiliza para evitar la oscilaciones y para ajustar el ancho de banda de la
sefial (1/2*%m* Ry +Cy). En la segunda etapa se implementé un amplificador no inversor con
realimentacién serie-paralelo. Esta configuracion es la mas comin para amplificar tensiones,
donde la ganancia estd definida por las resistencias RV y R1, y la tension de salida queda

determinada por:

R,
Vout = (E +1) %V, (4.2.4)

La resistencia RV es un preset multivuelta para ajustar el valor de la ganancia segin la

necesidad de amplitud de la senal de salida.

4.3. Experimental

4.3.1. Soluciones y muestras

La solucién patrén se preparé disolviendo 67,3 mg de glicerol (99,5 %, Mallinckrodt)
en 250 ml de agua. Las muestras de biodiésel se obtuvieron de la refineria de Petrobras
ubicada en la ciudad de Bahia Blanca, Argentina. Se utiliz6 exclusivamente agua desionizada-

destilada (18 MOhm / cm) a lo largo de todo el estudio.

4.3.2. Procedimiento flow-batch

Antes del anélisis, se accionan las valvulas V1 (biodiésel/glicerol) y V2 (agua) durante
2 s para que las respectivas soluciones ingresen a los canales que se acoplan a la camara de
extraccion. Luego, la solucion en la camara es descartada al recipiente de desecho accionando
la valvula V4 (descarte) durante 4 s.

La preparacién de las soluciones testigos (39 — 330 mgL~! de glicerol libre equivalente
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a 200 — 1692 mgKg~! en biodiésel) se realiza en linea en la cdmara FB usando diferentes
relaciones volumétricas de glicerol/agua cambiando el tiempo de activacién/desactivacion de

las valvulas V1 y V2.

La tabla [3| muestra el procedimiento para el analisis de muestras reales. Mediante la
activacion secuencial de las valvulas V1 y V2, el biodiésel y el agua ingresan a la cdmara
FB (paso 1y 2). Luego, el agitador comienza a girar, produciendo un vértice en la mezcla
(paso 3). Esto permite la extraccién del glicerol del biodiésel a la fase acuosa. Luego de

transcurrido el tiempo de extraccién (240 s), el agitador se detiene.

Finalizada la etapa de extraccién, se activa la valvula V3 (fase acuosa) durante 10 s para
llenar el canal entre la camara y la celda. La linea de base se registra a partir del agua que
fluye por la celda (carrier) mientras la vélvula V3 se encuentra desactivada. Luego, cuando
se activa nuevamente la valvula V3 durante 3 s, un volumen constante de la fase acuosa es
inyectado en la celda, y se registra la senal analitica. Este procedimiento se realiza dos veces

para luego promediar los datos primarios individuales.

Para limpiar la cdmara de extraccion, al terminar la medicion se activan simultaneamente
la valvula V1, V4 y el agitador. Este procedimiento es llevado a cabo durante 30 s para

asegurar la limpieza de la camara.
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Tabla 3: Procedimiento flow-batch para el analisis de muestras reales de biodiésel

Paso Evento Tiempo PP  Volumen

s]  [pm]  [ul]

1 Agua (V1) 3,8 48 970,6

2 Biodiésel (V2) 1,0 10 17,5

3 Agitacién 240 0 0

4 Deteccion (V3) 4 0 0

5 Desecho (V4) 4,2 48 0

6 Agua (V1) 3,9 48 1,000

7 Agitacion 30 0 0

8 Desecho (V4) 4,2 48 0

4.4. Resultados y discusién

4.4.1. Optimizacién del sistema

Antes de integrar todas las partes del sistema, se definieron ciertos parametros para poder
realizar los ajustes necesarios para que el sistema realice mediciones confiables. Estos ajustes

fueron realizados sobre los sistemas de pre-tratamiento y de deteccién.

Etapa de pre-tratamiento de la muestra

En la camara de flow-batch se realizaron las extracciones del glicerol presente en las mues-
tras de biodiésel. Las condiciones operacionales para realizar el tratamiento de la muestra
fueron basadas en el sistema desarrollado por Lima y colaboradores [30].

Para lograr la extraccion completa del analito presente en la muestra se necesita que el
agitador se encuentre encendido como minimo por 240 s. Para mayores tiempos no se observa
una mejor respuesta [36]. Las revoluciones del agitador no deben superar las 200 rpm para
evitar la formacion de burbujas y emulsiones en la mezcla. Esta velocidad se logra ajustando

la senal PWM a un 10 %.
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Etapa de deteccién

Se realizaron estudios acerca del caudal y tamano de muestra adecuada para que las
senales sean reproducibles, y para obtener la mayor relacion senal-ruido. Adicionalmente,
se ajustaron los parametros de intensidad luminica del LED y ganancia del amplificador
para ajustar el rango de la senal adquirida. A continuacion, se presentan las hipétesis de las

elecciones tomadas:

Los caudales altos provocan dispersion axial y radial de la zona de la muestra dentro del
fluido portador, imposibilitando la formacion de lentes en las regiones frontal y trasera de
la zona de la muestra. Eso favorece a la refraccién irregular de la radiaciéon proveniente del
LED dentro de la celda de flujo, adicionando ruido al detector. Por lo tanto, se escogié un
caudal bajo de inferior a 0,5 mL/min, ya que se mantiene una condicién de flujo laminar.
Seleccionando un tubo de bomba de 1,29 mm de didmetro interno y una velocidad de la
bomba de 3 rpm se logra un caudal de aproximadamente 0,4 mL/min, el cual es 6ptimo para
el desarrollo del experimento.

En cuanto al tamano de la muestra, se puede decir que a mayor volumen inyectado los
picos de las senales seran mayores, llegando a su maximo valor cuando la muestra ocupa
todo el volumen de la zona entre el LED y el fototransistor. El volumen contenido en la zona

del camino éptico (co) es de:

Vol =7 xa’ *l,, = 15 mm® = 15 pL (4.4.1)

Este volumen se logra con un tiempo de activacion de la valvula durante 3 s. Para tener
una referencia estable, el circuito del fotometro se aliment6 a una tension de 5 V mediante

un regulador LM7805. Para una corriente de 10 mA en el LED se calculé la resistencia:

Ry = @ — 10092 (4.4.2)
d

Esta corriente de polarizacion del LED asegura que no se produzca un embalaje térmico,
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y por ende, un desplazamiento en la linea de base del registro. Debido a la baja concentracion
de analito en la muestra, las variaciones en la senal producida en el fototransistor eran muy

débiles, por lo que se escogié una ganancia de 200 V/V ajustando el valor de Rv.

4.4.2. Curva de calibrado

Para la calibracién se prepararon 8 soluciones testigo con concentraciones por debajo y
por encima del valor establecido por la norma ASTM, realizando diluciones de una solucién
patron. La solucién patréon fue de 330 ppm. Para la determinacion de glicerol se midié la
altura del pico de la senal analitica (efecto Schlieren) para cada medicién. Los resultados de

la calibracién se muestran en la Figura |26}
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Figura 26: Curva de calibrado del sistema FIA.

El sistema presenta las siguientes caracteristicas: intervalo lineal 39 — 330 mgL~"' de
glicerol libre equivalente a 200 — 1692 mgKg~! en biodiésel con un limite de deteccién
0,20 mgL~ (80 mgKg~') de glicerol libre. Basado en los valores de las mediciones, se
realizé una regresiéon de minimos cuadrados para determinar la funcion de prediccion de la

concentracion de glicerol en las muestras de biodiésel. La ecuacion de la recta es la siguiente:
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y = 66,416 * x — 0, 3589 (4.4.3)

Donde y es la diferencia entre el valor maximo de la senal y la linea de base en [mV],
y X es la concentracién de glicerol en biodiésel en [gL~!]. El coeficiente de la regresién fue

R* = 0,996.

4.4.3. Validacion del método

Las muestras comerciales seleccionadas fueron analizadas por el método propuesto y por
el método de referencia (ASTM D6584-07). Aplicando el método propuesto a las muestras
se obtuvieron los resultados mostrados en la Tabla 4k

Tabla 4: Andlisis de muestras comerciales de biodiésel (B100)

Muestra Senal obtenida Prediccion Referencia Error

[mV] lgL™"] lgL™"] [ 7]
M11 25,25 0,3856 0,3895 -1,00
M12 26,00 0,3969 0,3895 +1,90
M13 28,50 0,4345 0,4285 +1,40
M21 15,30 0,2358 0,2372 -0,59
M?22 14,33 0,2212 0,2215 -0,14
M23 15,00 0,2313 0,2358 -1,91
M41 7,25 0,1146 0,1140 +0,53
M42 6,66 0,1057 0,1045 +1,15
M43 7,00 0,1108 0,1094 +1,28

o6



Capitulo 5

Determinacion de glicerol libre en

biodiésel: Detector piezoeléctrico

5.1. Motivacion

El trabajo realizado por Diniz et al. en [37] utiliza la solucién acuosa proveniente de la
etapa de extraccion como medio para generar, mediante un dispositivo piezoeléctrico, una
cavitacién que produce senales sonoluminiscentes. El éxito de este trabajo guié al grupo
de investigacion a buscar nuevas aplicaciones en base a dispositivos piezoeléctricos y su
utilizaciéon como sensor, con el objetivo de reducir el costo de instrumentacion utilizada en

trabajos previos.

En este trabajo se describe la utilizacién de un detector compuesto por un piezoeléctrico
emisor (PZTE) y un piezoeléctrico receptor (PZTR) para la determinacién de glicerol libre
en biodiésel, sin necesidad de usar reactivos o tratamiento externo. Mientras PZTE sonica la
solucion, PZTR traduce la senal actstica recibida en una senal eléctrica, la cual es registrada
por un osciloscopio digital. Los modelos de calibracién multivariados se construyeron rela-
cionando la concentracion de glicerol libre y la senal multivariada registrada en PZTR. Para

fines de comparacién, se utilizé la regresién de minimos cuadrados parciales (PLS), PLS con
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seleccién de intervalo (iPLS), y PLS junto con el algoritmo de proyecciones sucesivas para

la seleccién de intervalos (iISPA-PLS) [41, 42].

5.1.1. Tecnologia piezoeléctrica

El uso de dispositivos piezoeléctricos ha tenido un incremento significativo en los iltimos
anos ya que pueden ser usados tanto como sensor o actuador debido a su capacidad trans-
ductora [43], 44, [45]. Como todo transductor, éstos convierten una forma de energia en otra
(en este caso, mecanica en eléctrica, y vice versa). Producen un voltaje o carga proporcional

a la deformacion dindmica aplicada, tanto en amplitud como en frecuencia.

En 1969, Kawai descubrié actividad piezoeléctrica en fluoropolimeros polarizados (fluo-
ruro de polivinilideno o PVDF por sus siglas en inglés) [46]. Desde entonces se han ido
desarrollando nuevos co-polimeros de PVDEF lo que ha expandido la aplicacién de senso-
res a base de estos materiales. Una de las mayores ventajas de estos piezoeléctricos sobre
los ceramicos es su baja impedancia actstica, la cual es cercana a la del agua, tejido hu-
mano y otros materiales organicos. Esto permite una transduccién mas eficiente de la senal
acustica que atraviesa una solucion acuosa. Ademas, estas laminas piezoeléctricas tienen ba-
ja densidad y una excelente sensibilidad, y son mecanicamente resistentes, lo cual permite

que puedan unirse directamente a una estructura rigida sin alterar su movimiento mecanico

[47, 48]

5.2. Descripcién del analizador flow-batch

La figura [27] muestra un diagrama esquemadtico del analizador flow-batch (FBA) desarro-

llado para la determinacién de glicerol libre en biodiésel.
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Figura 27: Diagrama esquemadtico del analizador flow-batch. G/B: solucién esténdar de glicerol
o muestra de biodiésel; Vi: Vélvulas solenoide de tres vias (V1: agua, V2: biodiésel, V3: descarte
inferior, V4 descarte superior); BP: bomba peristéltica lab-made; B: fase biodiésel; A: fase extractiva
(agua); PZTE: piezoeléctrico emisor; PZTR: piezoeléctrico receptor; D: desecho.

El sistema FBA cuenta con los siguientes componentes:

Controlador flow-batch.

Valvulas solenoide de tres vias NResearch modelo 161T031.

= Conexiones de teflén de 0,8 mm, y tubos de bomba de Tygon (1,29 y 2,06 mm d.i.).

Céamara de mezcla y deteccion.

Osciloscopio Digital OWON DS7072.

5.2.1. Camara de mezcla y detector piezoeléctrico

La camara donde se produce la extraccion del glicerol del biodiésel esta construida en
teflén con un volumen total de 2,5 mL. Sobre la parte superior de la cdmara de flow-batch se
encuentra un agitador, el cual es accionado por un motor de CC (MDN3 de 12VCC). Esta
camara cuenta con un sistema de deteccién acustica/ultrasénica basado en ldminas piezo-

eléctricas. Estas laminas flexibles se encuentran colocadas sobre las paredes interiores de la
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camara, y cumplen la funcién de emisor y receptor de una senal acustica o ultrasénica. Como
se ve en la figura[27] las ldminas se encuentran enfrentadas una a otra para asi capturar en el
piezoeléctrico receptor de manera mas eficiente la senal producida por el piezoeléctrico emi-
sor. La senal eléctrica generada en el piezoeléctrico receptor es registrada por el osciloscopio

digital. Esta senal sera posteriormente procesada para obtener la informacién analitica.

5.3. Experimental

5.3.1. Soluciones y muestras

La solucién patrén se preparé disolviendo 83,9 mg de glicerol (99,5 %, Mallinckrodt) en
250 ml de agua. Las muestras de biodiésel se obtuvieron de la refineria Petrobras ubicada en
la ciudad de Bahia Blanca, Argentina. Se utilizé exclusivamente agua desionizada-destilada

(18 MOhm / c¢m) a lo largo de todo el estudio.

5.3.2. Procedimiento flow-batch

Al inicio, se llenan los canales con las soluciones desde sus respectivos recipientes hasta
la cdmara activando en simultaneo las valvulas V1 (agua) y V2 (glicerol/biodiésel) durante
5 s. Luego, se desecha el contenido de la cdmara de mezcla activando la valvula V3 (desecho
inferior) durante 20 s, y se procede a un ciclo de lavado.

La preparacién de las soluciones de calibracién (18 — 93 mgL~! de glicerol, equivalentes
a 72 — 372 mgkg™" de glicerol libre en biodiésel) se realiza en linea en la cAmara FB usando
diferentes relaciones volumétricas de glicerol/agua. Esto se logra cambiando el tiempo de
activacién/desactivacion de las vélvulas V1 y V2 para insertar diferentes cantidades de so-
lucion estandar de glicerol y agua en la camara FB. Una vez llenada la camara, el agitador
se enciende durante 240 s. Al finalizar este paso, el agitador se detiene y comienza la etapa

de deteccion. Para ello, se aplica una onda cuadrada sobre la lamina piezoeléctrica emisora
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(PZTE) durante 5 s, y la senal actstica recibida en la lamina PZTR es traducida a una senal
eléctrica y medida con un osciloscopio. Solo el ultimo milisegundo se registra para el andlisis.
Los datos generados se descargan en archivos con formato de hojas de calculo utilizando
el software Oscilloscope PC Suite de Lilliput ®. Vale la pena destacar que se observa una
disminucién en la amplitud de la senal con una mayor concentracion de glicerol.

A continuacién, en la tabla [5 se muestran los pasos a realizar por el sistema para la

determinacion de glicerol libre en muestras de biodiésel.

Tabla 5: Procedimiento flow-batch

Paso Evento Tiempo Bomba P. Volumen

[s] [rpm] [mL]

1 Agua (V1) 15,2 20 1,600

2 Biodiésel (V2) 30,7 10 0,455

3 Agitacién 240 0 0

4 Desecho (V4) 10 20 0

) Deteccion ) 0 0

6  Desecho (V3) H 20 20 0

7 Agua (V1) @ 15,2 20 1,600

8 Agitacién ¢ 30 0 0

9  Desecho (V3) @ 20 20 0

“Limpieza.

La extraccion de glicerol libre de las muestras de biodiésel se lleva a cabo dentro de
camara FB segun lo descrito por Lima et al. [36]. Después de la extraccién, la valvula V4
(desecho superior) se activa durante 10 s para eliminar la fase de biodiésel (BP). A partir
de entonces, el registro de la senal de la muestra se obtiene de igual manera que la de los
testigos.

Se realiza un ciclo de lavado después de cada medicién. Para este propdsito, se agrega

agua en la CM activando vélvula V1 durante 15,2 s, y luego, agitando durante 30 s. Al
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finalizar, el contenido de la CM se vacia activando la valvula V3 durante 20 s. El proceso de

lavado se realiza por triplicado.

5.3.3. Procedimiento quimiométrico

Para este trabajo se escogieron modelos multivariados basados en regresién de cuadrado
minimos parciales (PLS, por sus siglas en inglés de Partial Least Squares). El enfoque en
variables latentes hace que estos modelos sean menos sensibles al ruido instrumental. Ademas,
se investigaron los beneficios de descartar variables no informativas mediante los modelos
de seleccion de intervalo: iPLS e iSPA-PLS. Todos los modelos se realizaron en MatLab

utilizando las herramientas MCV1 [49] e iPLSToolbox [50].

5.4. Resultados y discusiones

5.4.1. Ajustes de los parametros del sistema

Al establecer la velocidad de rotaciéon del agitador a 200 rpm (cambiando la magnitud de
PWM), el sistema no necesita de un tiempo para la separacién de fases, y se evitan también
emulsiones, segiin Lima y colaboradores [36].

Se realizé un barrido de frecuencia en el rango de 200 Hz a 100 KHz, y se observd que
la mejor sensibilidad se logré con una onda cuadrada a bajas frecuencias. Sin embargo, la
mejor reproducibilidad se logré con una frecuencia de 1 KHz.

El osciloscopio registré 5000 valores de voltaje durante 1 ms de cada senal recibida (todas
las mediciones se realizaron con la misma senal emitida). Los datos brutos se suavizaron
utilizando un filtro de Savitzky-Golay con una ventana de 33 puntos y un polinomio de
segundo orden para eliminar el ruido sistematico. La figura [2§ muestra curvas a partir de
la senal emitida y la senal recibida preprocesada de diferentes concentraciones de glicerol en

solucién acuosa (soluciones de calibracién).
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Figura 28: Curvas de la senal emitida (linea azul) y las senales recibidas preprocesadas de
18,736 mgL~! (linea roja), 84,312 mgL~! (linea verde) y 93,680 mgL~"' (linea negra) de glicerol
en solucién acuosa.

5.4.2. Interferencias

Se llevo a cabo un estudio de posibles variaciones de temperatura causadas por los piezo-
eléctricos en las soluciones y muestras. Como el tiempo de sonicacién fue de corta duracion
(5 s), y la frecuencia y amplitud aplicadas al piezoeléctrico fueron bajas, no se observé una

variacién de temperatura significativa.

Después de la produccion, el biodiésel se lava exhaustivamente con agua para minimizar
los residuos no deseados de reactivos y coproductos antes de la comercializacion. Sin embargo,
el glicerol permanece como la mayor impureza. Después de la extraccién, los efectos de otras
posibles interferencias como alcoholes (metanol o etanol), monoglicéridos y diglicéridos son
insignificantes. La selectividad del método propuesto fue confirmada por CG comparando la
forma y el tiempo de retencién de las muestras de biodiésel con los cromatogramas de las

soluciones estdndar, y no se observaron otros picos aparte del glicerol.
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5.4.3. Determinacion de glicerol libre en muestras reales

Los datos multivariados registrados por el sensor piezoeléctrico se organizaron en dos
matrices: Xcal (18 x 2500) y Xpred (6 x 2500), correspondientes a las soluciones estandar de
calibracién y un conjunto externo de prediccién (muestras de biodiésel). Con el propésito de
construir modelos PLS, Xcal se evalué mediante validacién cruzada dejando uno fuera (cross-
validation leave-one-out) para seleccionar el nimero de factores PLS (variables latentes).
Para todos los modelos PLS (Fig , el punto minimo se obtiene utilizando tres variables
latentes, y esta informacion se confirmé mediante la realizacion de un test F con un nivel de

confianza del 75 %, el mismo criterio utilizado por Haaland y Thomas [51].

54X 10° |
~e—Full PLS
——iPLS
29 ISPA-PLS
2,
w
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% 2 4 6 8 10

Variables Latentes

Figura 29: Curvas Press versus variables latentes para modelos PLS construidos con validacién
cruzada.

Se construyeron utilizando tres factores, los modelos full PLS, iPLS e iSPA-PLS. El ren-
dimiento de estos modelos se demostré en la cuantificacion de glicerol libre en seis muestras

de biodiésel. El resumen estadistico de ajuste y prediccién se muestra en la Tabla [6]
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Tabla 6: Resumen estadistico de aptitud y prediccién para todos los modelos PLS

Modelo * PLS iPLS iSPA-PLS
RMSEC (mg/Kg) 0,419 0,354 0,346
RPD 6,150 7,270 7,440
R? 0,978 0,959 0,985
Valor de referencia Valor predecido

5,9+0,1 6,3+0,1 5,8+0,1 5,9+0,1
6,14+0,1 6,5+0,2 5,3+£0,4 5,8+0,2
7,5+0,2 7,9+0,2 7,1£0,3 7,440,2
4,840,1 5,34+0,1 4,440,2 5,0+0,1
7,5+0,1 7,8+0,1 7,5+0,2 7,9+0,1
11,84+0,2 12,440,4 12,5+0,3 11,940,4
8,5+0,2 9,2+0,3 7,9+0,4 8,4+0,3
REMSP (mg/Kg) 0,498 0,522 0,210
REP( %) 6,57 7,01 2,82
RPD 4,58 4,37 10,87
R? 0,946 0,981 0,991
LD (min/max) [mg/Kg] 0,64/0,95 0,59/0,89 0,54/0,79
LC (min/max) [mg/Kg] 1,94/2,84 1,77/2,67 1,62/2,38

*Todos los modelos PLS fueron construidos usando 3 variables latentes.

RMSEC: Error de Calibracién de la Media Cuadrética.

RMSEP: Error de Prediccién de la Media Cuadratica (Root Mean Square Error Prediction).

REP: Error Relativo de Prediccién (Relative Error Prediction).

LD: Limite de Deteccién, y LC: Limite de Cuantificacién.

RPD = SD/RMSE: Tasa de Performance (Ratio of Performance to Deviation); SD = Desviacién estdndar

de la muestra.

Como puede observarse en la tabla[6] se obtuvieron valores bajos de error de calibracién

(RMSEC) para todos los modelos, y valores altos de R*. Ademds, el valor RPD refuerza la
idea de modelos bien ajustados.

En la prediccion de un conjunto de prueba independiente, la mejor precision se logréd

cuando el modelo PLS se utilizé en conjunto con SPA para la seleccién de intervalos (iSPA-
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PLS). La prediccién del error relativo (REP) obtenida por el modelo iSPA-PLS fue un 57,1 %
menor en comparacion con el modelo PLS completo. Por otro lado, el modelo iPLS presenté
una precision ligeramente menor que el modelo PLS completo. Como se discutié en otros
trabajos [52), 53], un valor de RPD mayor o igual a 5 se puede usar para control de calidad.

Para justificar el rendimiento obtenido por iSPA PLS, se examind el intervalo seleccionado

(ver Fig. para cada modelo (iPLS e iSPA PLS) teniendo en cuenta el modelo PLS

completo.
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Figura 30: Intervalos seleccionados por modelos iPLS (A) e iSPA-PLS (B). Coeficiente de corre-
lacién de Pearson de cada variable con respecto al contenido de glicerol libre para el conjunto de
calibracién (C). Superficie de contorno para la covarianza de los datos de calibracién (D).

Se puede observar que el modelo iPLS selecciona solo el primer intervalo en el que la

intensidad de la sefial analftica es mds pronunciada (véase la Fig. [30]A). Sin embargo, el
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modelo PLS basado solo en este intervalo condujo a resultados con menor precision en
comparacion con el modelo PLS completo. Por otro lado, iSPA-PLS selecciona tres intervalos
(primero, tercero y décimo, ver Fig. )

En la Fig. se muestra el coeficiente de correlaciéon de Pearson de cada variable con
respecto al contenido de glicerol libre para el conjunto de calibraciéon. Como se puede ver, una
parte de las variables seleccionadas por el iPLS tiene una baja correlacién con el contenido
de glicerol libre. Ademas, la correlacién de las variables entre si es pronunciada, es decir, una
gran cantidad de informacién redundante (ver la figura ) que presenta una superficie de
contorno para la covarianza de los datos de calibracién, obtenida como X7 X. Los elementos
diagonales de X7 X corresponden a la varianza de cada vector de columna en X, y los valores
fuera de la diagonal son la covarianza de una variable en relacién con la otra. Los valores
de alta covarianza implican informacién redundante para el modelo, lo que puede afectar la
calidad del modelo en mayor o menor medida.

A diferencia del modelo iPLS, iSPA-PLS selecciona el primer intervalo, pero también
selecciona el tercero (alta correlacién, ver Fig. [30k) y el décimo (regién con menos variables
redundantes, ver Fig. ) Por lo tanto, se cree que las mejoras en los ajustes del modelo
PLS estan asociadas a la eliminaciéon de variables redundantes y no informativas.

El rendimiento de los modelos PLS puede examinarse utilizando curvas mostradas en la
Fig.[31] En la Fig.[31}, el contenido de glicerol libre previsto se muestra como una funcién de
los valores obtenidos por el método de referencia (representado como contenido de glicerol
libre real). Tenga en cuenta que los valores predichos por iSPA-PLS se ajustan mejor a la
linea ideal (linea gris) de acuerdo con el bajo valor de REP encontrado. No menos importante,
la ausencia de sesgo significativo (con un nivel de confianza del 95 %) en el modelo iISPA-PLS
se puede contemplar en la figura|31p. Tenga en cuenta que las regiones de confianza de unién
eliptica (EJCR) para el modelo iSPA-PLS contienen el punto ideal para la pendiente (1) y

la interseccién (0).
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Figura 31: Prediccién versus Referencia (A), y regiones de confianza de la unién eliptica (B) para
los modelos PLS.
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Conclusiones de la parte 111

Los métodos desarrollado en este trabajo fueron validados contrastando los resultados

obtenidos con el método de referencia de la cromatografia de gases (ASTM D6584-07).

Los sistemas desarrollados tienen las siguientes caracteristicas:

1. Sistema automatico simple, requiriendo una minima participacion humana.
2. Répido, permitiendo el andlisis de un gran nimero de muestras.

3. Bajo consumo de muestra.

4. Buena precision en el andlisis a un bajo costo.

5. Evitar el uso de reactivos y la generacién de residuos, cumpliendo con uno de los

principales requisitos de la Quimica Verde.

En la siguiente tabla se comparan las caracteristicas analiticas del sistema propuesto con

otros procedimientos descriptos en la bibliografia.
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Tabla 7: Comparaciéon de métodos de determinacién de glicerol

FBF [36] FBS [37] Sistema I Sistema II
Limite de
Deteccién 0,144 4,021076 80,0 0,54
[mgKg]
Frecuencia
de muestreo 14 14 14 8
[h1)
Agua, acido acético,
Reactivos acetato de amonio, Agua Agua Agua
periodato de potasio,
acetilacetona, isoctano
Muestra 15,4 15,4 15,4 400
[myg]
Instrumento  Espectrofluorimetro  Luminometro  fotémetro Sensor

“lab-made” “lab-made”  piezoeléctrico

Los métodos propuestos no emplean reactivos quimicos en ninguna de las fases de analisis,

y solo se utiliza agua como solvente para la extraccion en linea del glicerol del biodiésel. La

misma solucion es usada también para la deteccion, donde se desarrollaron instrumentos de

bajo costo, en comparacion con los otros trabajos.

El primer sistema presenta una opcién mas econémica de implementacion y resultados

muy buenos que podrian considerarse para un método de screening. A pesar de que el rango

dinamico es acotado, el instrumento puede detectar con precisién concentraciones de glicerol

por debajo y por encima de lo establecido por la norma ASTM. La sencillez del método y la

utilizacion de componentes de bajo costo, hacen que el equipo tenga una proyeccion industrial

y sea capaz de instalarse en el proceso de produccion sin necesidad de realizar grandes

cambios. Sin embargo, la deteccion en FIA puede presentar algunos problemas asociados a

70



CAPITULO 6. CONCLUSIONES DE LA PARTE III

la generacion de burbujas en la celda de flujo, afectado a veces a las medidas realizadas.

El segundo sistema tuvo como propésito reducir el costo y la complejidad de instrumen-
tacion utilizada en el trabajo de sono-quimioluminiscencia, y obtener una mejor sensibilidad
que en el caso del primer sistema desarrollado. Esta implementado completamente bajo la
metodologia flow-batch, y utiliza una sola camara donde se realiza la extraccion y la detec-
cién. En base al analisis sobre los resultados obtenidos se pudo observar que ambos objetivos
fueron cumplidos, gracias en gran parte al aporte de la quimiometria. El equipo se ve encare-
cido por el uso de un osciloscopio digital, aunque para un trabajo futuro se puede pensar en
sustituir este instrumento por un microcontrolador con un conversor AD de alta velocidad
y aceptable resolucion, que ademas debe ser capaz de procesar el algoritmo quimiométrico

para la estimacion del glicerol presente en el biodiésel.
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Resumen

Esta parte estd orientada al desarrollo de nuevos métodos analiticos, aplicados a productos
apicolas de la region de Bahia Blanca y su zona de influencia. Estos métodos deben evaluar
la calidad comercial y diferenciada de estos productos con el objeto de asequrar su inocuidad,
y que sean aptos para el consumo humano. El aporte en esta parte se basa en el desarrollo
de instrumentacion de bajo costo basado en COTS, y la automatizacion de técnicas electro-
analiticas mediante sistemas flow-batch para monitorear la presencia de metales toxicos en

propoleos.
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Determinacion de plomo en propodleos:

Detector electro-quimico

7.1. Motivacion

Las actividades antropogénicas, como la industrial y la urbana, son las principales respon-
sables de la contaminacién en alimentos y en el medio ambiente, convirtiéndose en un tema
de gran interés y preocupacion social debido a los efectos adversos sobre la salud humana
[54].

La abeja y sus productos (miel, propdleos, cera, etc.) son excelentes (bio)indicadores de
la contaminacién medioambiental [55]. En la literatura hay estudios que indican que la con-
taminacion del medioambiente produce un aumento de residuos sobre el cuerpo de las abejas
y de su mortalidad. Esto trae como consecuencia danos en la colmena y la contaminacion
de sus productos [56]. Entre los productos apicolas se encuentra el propdleos, compuesto de
sustancias resinosas elaborado por las abejas (Apis mellifera) a partir de ciertas especies ve-
getales, que son transportadas al interior de la colmena y modificadas parcialmente con sus
secreciones salivares [57]. La composicién del propdleos es muy compleja y variada en fun-

cién de la diversidad fitogeografica de las zonas de recoleccion y época del ano. El propdleos,
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segiin han demostrado varios estudios cientificos, posee destacadas propiedades medicinales,
entre las que se le reconocen: antibidticas (fungicida y bacteriana), cicatrizantes, antiinfla-
matorias, analgésicas, antialérgicas, epitelizantes y anestésicas, entre otras [58]. Uno de los
principales metales contaminantes del propdleos es el plomo, un metal toxico que puede pro-
venir de diferentes fuentes antropogénicas y naturales. La OMS ha incluido el plomo dentro
de una lista de diez productos quimicos causantes de graves problemas de salud ptblica que
exigen la intervencion de los Estados Miembros para proteger la salud de los trabajadores,
los ninos y las mujeres en edad fecunda. El Cédigo Alimentario de Argentina establece que

la concentracion méaxima de plomo en el propéleos bruto debe ser de 2mgKg~' [59).

Actualmente, los procedimientos de anélisis para determinar la presencia y/o cuantifi-
caciéon de contaminantes en las muestras de alimentos requieren altos tiempos de analisis,
analista altamente capacitado, equipos sofisticados y costosos, y a veces, el consumo de reac-
tivos téxicos y de alto costo. Bezerra dos Santos et al. determinan zinc y plomo usando un
electrodo de diamante dopado con boro y una celda de flujo electroquimico [60], y en otro
trabajo se determina plomo y cadmio con un analizador electroquimico con transmision de
datos en linea y un sistema de posicionamiento global [61]. Los mismos autores emplearon
una celda de flujo electroquimico termostatizada con un electrodo de pelicula de bismuto pa-
ra determinar cadmio y plomo [62]. Pierini et al. determina metales en muestras de propdleos

bruto con un electrodo de pelicula de bismuto y un potenciostato comercial [63] [64].

Los nuevos procesos analiticos requieren el uso de prototipos ligeros y automatizados que
implican un desafio para los grupos de investigacion multidisciplinarios. La ingenieria de sis-
temas computacionales juega un papel importante en este proceso. Los sistemas informéticos
integrados (ECS) se han convertido en una disciplina de ingenierfa importante con principios
arraigados en la electrénica, los sistemas operativos en tiempo real y la ingenieria de softwa-
re. Estan presentes en la vida cotidiana, desde plantas industriales hasta electrodomésticos.
La mayoria de ellos se implementan con tecnologia de sistema en un chip (SoC) que integra

interfaces de entrada/salida, memoria y CPU en un solo chip. Por lo general, interactian
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con el entorno midiendo ciertas variables y controlando otras. En la actualidad es frecuente

el uso de ECS para instrumentacién portatil.

Varios grupos han disenado y fabricado potenciostatos miniaturizados de un solo chip a
partir de silicio que pueden integrarse [65], [66]. La ventaja de este enfoque es que los poten-
ciostatos pueden hacerse muy pequenos, lo que los hace ideales para aplicaciones tales como
el monitoreo de neurotransmisores in vivo [67, [68]. Sin embargo, los costos de instalacién
y fabricacién hacen que este enfoque sea demasiado costoso para una produccién de pocos
dispositivos de analisis.

La eleccién de componentes bajo el paradigma Commercial-Off-The-Shelf (COTS) ayuda
a reducir el tiempo y los costos de disenio, y al mismo tiempo simplifica la implementacién.
Con este paradigma, muchos investigadores han desarrollado sus propios dispositivos para
diversas aplicaciones [69, [70, [71]. Sin embargo, en todos los trabajos antes mencionados
siempre esta presente el problema de manejar las muestras y las soluciones de forma manual,
lo que puede acarrear errores humanos y riesgos para la salud al manipular sustancias toxicas.

En este trabajo se propuso desarrollar en primer lugar un potenciostato lab-made utili-
zando plataformas de hardware libre de bajo costo basada en microcontroladores (Arduino
UNO) y un diseno personalizado con amplificadores operacionales para lograr la miniaturiza-
cién de instrumentacion a bajo costo. Luego, el prototipo se integrd a un sistema flow-batch
para evaluar la concentraciéon de plomo en muestras de propoleos empleando un electrodo

de film de bismuto y voltametria de redisolucién anddica de onda cuadrada (VRAOC) [63].

7.2. Diseno de un potenciostato lab-made

En las técnicas voltamétricas, el potenciostato es responsable de establecer un potencial
controlado entre los electrodos de trabajo y de referencia para generar una reaccion redox
y, por lo tanto, para medir la corriente obtenida. Sobre esta base, se implementé un sistema

integrado capaz de establecer un potencial controlado y registrar la corriente generada. Este
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potenciostato se conecta a tres electrodos: el electrodo de trabajo (ET), el electrodo de
referencia (ER) y el contra electrodo (CE). El primero es la plataforma en la que tiene
lugar la reaccion electroquimica, el ER, se utiliza como punto de referencia en la celda
electroquimica para el control y la medicién de potenciales. El CE se encarga de cerrar el
lazo actual con el ET.

Para este trabajo, el potenciostato a desarrollar debe ser capaz de implementar las técni-
cas de barrido lineal, ciclica y voltamperometria de onda cuadrada. Asimismo, debe permitir
aplicar un potencial constante durante un tiempo preestablecido. El intervalo de potenciales
del potenciostato es de -2,0 a 2,0 V. La minima corriente a ser medida por el potenciostato
debe ser de 1 uA. Con estos requerimientos se llego al circuito esquematico del potenciostato

mostrado en la figura [32]

7.2.1. Diseno del hardware

La Figura [32] muestra el circuito esquemaético con la topologia elegida para el potencios-
tato.

Para evitar variaciones en el potencial del electrodo de referencia por el flujo de corriente,
éste se conecta al terminal no inversor de un amplificador operacional (Op-Amp) con una alta
impedancia de entrada. Para el dispositivo denotado U2 en la figura, se eligio el amplificador
operacional LMP7721 que tiene una impedancia de entrada muy alta. Estas caracteristicas
aseguran un buen rendimiento para la aplicacién propuesta.

En esta topologia, el ET se fijé a un voltaje constante por el potencial aplicado al terminal
positivo del amplificador operacional denominado U3. Como el sistema tiene una tunica fuente
de voltaje de 5 V, se decidio establecer el potencial de ET en 2,048 V a través del circuito
integrado de referencia de voltaje REF5020. Por lo tanto, la diferencia de potencial de voltaje
entre el ET y el ER se considera negativa o positiva dependiendo de si el potencial de ER
es superior a 2,048 V o no, respectivamente.

En la etapa de amplificacién (amplificador operacional Ul), la diferencia de potencial
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Figura 32: Circuito esquematico del potenciostato desarrollado.

entre ET y ER se compara con el valor de Vbias (referencia de DAC). La comparacion se
usa para ajustar el voltaje del CE, forzando una corriente a través de él que polariza el ET,
haciendo que la diferencia de potencial entre el ER y ET sea igual al Vbias deseado. El
capacitor C1 en la realimentacion mejora la estabilidad del amplificador. Para esta etapa,
se eligio el amplificador operacional OPA363 porque tiene un modo de rechazo de modo
comun muy alto (90db) y una ganancia alta de lazo abierto (100db). Para el conversor
digital a analégico (DAC) se selecciond el DAC7571 con una resolucién de 12 bits, interfaz

de comunicacion 12C, referencia interna y bajo error de offset.

Para medir la corriente, se disené un amplificador de transimpedancia. El sistema tiene
que poder medir diferentes intensidades de corriente, por lo tanto, es necesario tener un
mando de ganancia variable para controlar la sensibilidad del amplificador. Como las co-

rrientes pueden ser tan bajas como 1uA, el amplificador se dividié en dos etapas: La primera
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es un amplificador de transimpedancia con una ganancia variable de hasta 100.000 V/A;
y en la segunda un amplificador de voltaje con una ganancia variable de hasta 100 V/V.
En ambas etapas, las resistencias de realimentacion, RWA y RWB, se implementaron con
un potenciometro digital dual TPL0102 conectado al bus [12C del microcontrolador. Para
el amplificador de transimpedancia, se eligié un op-amp LMP7721 debido a su muy alta
impedancia de entrada. El amplificador de voltaje se implementé con un amplificador opera-
cional OPA320. La salida de la etapa amplificadora esta conectada a un conversor analégico
a digital (ADC) ADS1014 con 12 bits de precisién, interfaz de comunicacién 12C y referencia

externa. La Figura [33| muestra la placa de circuito desarrollada.
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Figura 33: Placa del potenciostato lab-made.

Ambos conversores y el potenciometro digital descrito anteriormente deben ser contro-
lados por un microcontrolador. Los registros de medidas se guardan en una memoria SD o
se transmiten a una computadora para su posterior procesamiento y andlisis. La seleccion
del hardware del microcontrolador se realizé siguiendo los principios del paradigma COTS.
Se usé un médulo de memoria TF microSD con interfaz SPI para almacenar los datos. Es-
te médulo tiene un circuito de conversién de nivel que puede interconectar los puertos de

entrada/salida TTL 5 V de la placa Arduino con el TTL 3.3 V de la tarjeta de memoria.
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7.2.2. Firmware del potenciostato

El software del sistema embebido generalmente se denomina firmware ya que incluye
tanto la aplicacién como los controladores de los diferentes dispositivos de entrada/salida.
En el caso de la plataforma Arduino, existe un entorno de desarrollo integrado abierto que
simplifica el desarrollo del firmware. El firmware del potenciostato debe ser capaz de imple-
mentar las técnicas electroanaliticas requeridas para la etapa de determinacion. El software

tiene seis bloques principales que se enumeran a continuacién:

1. Administrar el puerto serie para el intercambio de paquetes con otros dispositivos.

2. Ajustar la ganancia de la etapa de medicién actual.

3. Cargar la funcién que se realizard (Pretratamiento, barrido lineal, onda cuadrada).

4. Cargar los parametros de la funcién seleccionada.

5. Ejecutar el proceso, que se detiene automaticamente al final de la tarea programada.

6. Grabar los datos en la tarjeta de memoria SD.

El sistema estd configurado para muestrear la corriente cada 10 ms en el caso del pre-
tratamiento o dos veces por periodo en el caso de la onda cuadrada en la que el usuario
preconfigura la frecuencia. Siguiendo las pautas definidas en el punto anterior, el cédigo de
firmware se escribié usando el siguiente esquema:

Inicializacién

En esta parte, los pardmetros de comunicacién de UART, SPI, I2C deben ser configura-
dos. Las variables que luego utilizara el sistema se inicializan y se establece una diferencia

de potencial de 0 V entre el CE y ET.

Funcién principal
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En esta parte, se realizan las tareas peridédicas de controlar, medir y guardar los datos.
Una vez seleccionada la funcién para realizar y los pardmetros, comienza a ejecutarse y solo
se detiene cuando el proceso se completa.

Comunicacién

Para controlar el potenciostato, se desarroll6 un protocolo de comunicaciéon para inter-
actuar con él desde otros dispositivos. La comunicacién se realiza a través del puerto serie
y se lleva a cabo intercambiando paquetes de informacion. El dispositivo que interactia con
el potenciostato envia un cardcter especial (comando), que es interpretado por el MCU de
Arduino, y luego envia los valores de las variables involucradas en el proceso seleccionado

(pardametros). La Tabla |8 muestra los comandos disponibles y la informacién detallada de

cada uno.
Tabla 8: Set de comandos con informacién detallada
Comando: g
Funcion: Establece la ganancia de la etapa amplificadora de corriente
Parametros: Gain: desde 10 a 100000000
Comando: $
Funcion: Setea la funcién de barrido lineal
Parametros: L;, E;, AL:
Comando: %
Funcion: Setea la funcién de onda cuadrada
Parametros: L;, E;, AL, f, AEg,:
Comando: +#
Funcion: Setea la funcién de pre-tratamiento
Parametros: FE, t:
Comando: &
Funcion: Habilita el modo ciclico
Parametros: none
7.2.3. Comparaciéon con un potenciostato comercial

Para estudiar el rendimiento del prototipo, se analizé la respuesta de 2,5 mmolL~! de he-
xacianoferrato de potasio (II) trihidrato (Sigma-Aldrich) en cloruro de potasio 0,1 mmol L™

(Merck) como electrolito de soporte, usando la técnica de voltametria de barrido lineal (LSV).
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La respuesta electroquimica de este prototipo se compard con un potenciostato comercial
(BASi-Bioanalytical System, EE. UU.). En ambos casos, se emple6 una configuracién de
tres electrodos con: un electrodo de trabajo de carbono vitreo, un electrodo de referencia
Ag/AgCl (NaCl 3 M), y un cable de platino como contraelectrodo. Todos los experimentos

electroquimicos se realizaron a temperatura ambiente y en presencia de oxigeno.

La respuesta electroquimica se llevé a cabo de 0 a 800 mV a diferentes velocidades de
barrido de 10 a 100 mVs™!. La Figura muestra los voltamogramas obtenidos por el
prototipo y el potenciostato comercial. Se puede observar que muestran un comportamiento

similar, en términos de forma, pico de corriente y potencial.

40—

Corriente [UA]

o} 100 200 300 400 500 6800 700 800
Potencial [mV]

Figura 34: La comparacién entre el sistema BASi-Bioanalytical (a) y el potenciostato propuesto
(b) LSV se llev6 a cabo en una solucién de ferrocianuro de potasio 2,5 mM en cloruro de potasio

0,1 M. El LSV se llev6 a cabo con los siguientes parametros: E; = 0V, Ey = 0,8 V, scanRate =
100 mVs—L.

7.3. Descripcién del sistema flow-batch

En esta seccién, discutimos el diseno y la implementacion del hardware del sistema de

control y medicién. La Figura |35 muestra el sistema propuesto y sus diferentes partes.
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Unidad de
Control

salidas Digitales

Figura 35: Sistema embebido flow-batch con deteccién electroquimica. MP: bomba de diafragma;
CM: celda electroquimica; AM: agitador magnético; Bufer: solucién Bufer de 0,1 M de acetato de
sodio; Bis: solucién de bismuto; P/M: solucién estandar de plomo o muestra.

Los componentes necesarios para la implementacion del sistema son:

Potenciostato lab-made.

Celda electroquimica.

Sistema de distribucién.

Unidad de control.

7.3.1. Celda electroquimica

La reaccién electroquimica tiene lugar en una cdmara de vidrio (CM). Esta cdmara ofrece
las siguientes caracteristicas: volumen interno de 20 mL, cuatro orificios que permiten la
admisién de los diferentes fluidos y, en la parte inferior, un orificio para eliminar el desecho.
Ademéds, contiene una tapa de teflon (PTFE) con tres orificios para conectar los electrodos.
Un agitador magnético (AM) se coloca en la parte inferior de la CM para homogeneizar las

soluciones.
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7.3.2. Sistema de distribuciéon

El sistema de distribucién esta conformado por bombas dosificadoras de diafragma MLP-
200 con un desplazamiento de 200 L por ciclo. Para el transporte de fluidos entre las partes
del sistema, se utilizan tubos flexibles de 2,06 mm de diametro. Una bomba colocada en la

salida descarga los fluidos no utilizados, para limpiar y descargar la CM.

7.3.3. Unidad de control

Al igual que en el caso del potenciostato, la automatizacién del sistema se realizé con un
MCU ATMega328 (plataforma de hardware abierto Arduino UNO). Se disefié un shield con
los componentes electronicos necesarios para poder controlar a través de los puertos digitales
los diversos componentes del sistema flow-batch. La figura [36| muestra la placa desarrollada

en formato de Shield de Arduino.

Figura 36: Shield de Arduino para controlar los componentes del sistema flow-batch.

El shield cuenta con una fuente DC-DC implementada con el circuito integrado LM2596
para regular el voltaje a 5V. El controlador para las bombas de diafragma se implementé con
el circuito integrado ULN2803. La unidad UART del microcontrolador se usé para enviar los

comandos al MCU del potenciostato, y para descargar los datos almacenados en la tarjeta
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de memoria SD para su posterior procesamiento.

7.4. Experimental

7.4.1. Soluciones y muestras

Para los experimentos se utilizé agua ultra pura (> 18 mf2), y reactivos de calidad

analitica.

1. Electrolito soporte: empleado para eliminar la corriente de migracion fue una solucién
reguladora de acetato de sodio-acido acético 0,1 M (pH 4,50). Esta solucién se preparé

empleando acetato de sodio trihidratado y dcido acético (Cicarelli).

2. Solucién patrén de bismuto: se prepard a partir de su sal, Bi(NO3) 3.5H20 (99,999 %
Sigma-Aldrich). Para evitar que el bismuto se hidrolice, la solucién patrén se acidifico

con 5 mL de 4cido nitrico (20 % v/v).

3. Solucién patrén de plomo de 0,504mgPb/100mL: se prepar6 a partir de Pb (NO3)2

(Merck) acidificada con acido nitrico.

Las muestras de propdleos en bruto se obtuvieron de diferentes apiarios en la provincia de
Buenos Aires (Tornquist, Bahia Blanca e Hilario Ascasubi). Estas muestras se acondicionaron
y se realiz6 un tratamiento de mineralizaciéon: las muestras de propdleo bruto se pesaron y
se calcinaron en horno a 400 °C' a cenizas blancas, se retomaron con una solucién de acido

nitrico al 20 % (v / v), se filtraron y completaron hasta 25,0 ml con agua [63].

7.4.2. Procedimiento flow-batch

Se utilizé una configuracion de tres electrodos: un film de bismuto preparado “in situ”

en un electrodo de carbono vitreo [63], Ag/AgCl (NaCl 3 M) y un espiral de platino como
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electrodos de trabajo, referencia y contraelectrodo, respectivamente. La superficie del elec-
trodo de carbono vitreo se pulié manualmente con diferentes tamanos de particula (0,3 pum
y 0,05 pm) de aliminas y se sonicé en agua durante 30 s. Este procedimiento se realizé antes
de comenzar a trabajar y no es necesario repetirlo.

La Tabla |§] muestra los parametros flow-batch (tiempo y configuracién de la bomba)

seleccionados para la determinacién del plomo en las muestras de propoleos.

Tabla 9: Procedimiento flow-batch

Paso Evento Tiempo rpm Volumen

[s] [wL]Q1H 2z [mL]

1 Bufer (MP1) 75 200 15

2 Bismuto (MP2) 25 200 5

3 Muestra (MP3) 5 20 0,1

4 Electrodeposicién 120 0 0

5 Espera 10 0 0

6 Deteccién (VOC) 32 0 0

7 Limpieza 30 0 0

Las medidas de Voltamperometria de Redisolucién Anddica con Onda Cuadrada (VRAOC),
se llevaron a cabo depositando el film de bismuto sobre el electrodo de trabajo aplicando
un potencial de deposicién de -1,4 V durante 120 s, bajo condiciones de convecciéon forzada
(agitacion). Luego de este tiempo la agitacién se detiene, se esperan 10 s para realizar el paso
determinativo. Las medidas de Voltamperometria de la Onda Cuadrada (VOC) se llevaron a
cabo en el intervalo de potenciales entre -1,4 V hasta 0,2 V, salto de potencial (AFEs) 2 mV,
frecuencia (f) 25 Hz y amplitud de la onda cuadrada (AEsw) 50 mV. Luego de transcurrida
la medida, se realiza un paso de limpieza para asegurar que no quede depositado bismuto o
el analito. Para ello, se aplica un potencial de 0,2 V durante 30 s en condiciones de agitacion

mecanica. Todas las medidas se realizaron en presencia de oxigeno.
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7.5. Resultados y discusiones

7.5.1. Interferentes

El propdleos en bruto contiene en su composicién zinc y cobre que pueden interferir en
la determinacion del plomo. En [63] los autores demostraron que la concentracién de zinc
no influye en la determinacion cuantitativa del plomo. Para enmascarar completamente el
cobre en estas muestras, usaron pequenas cantidades de solucién de hexacianoferrato (II)

(1 mmolL™1).

7.5.2. Parametros analiticos

Para determinar el plomo en las muestras de propdleos, las mediciones de VRAOC se
llevaron a cabo con una solucién bifer de acetato de sodio-acido acético con un pH de 4,50
que contenia 1000 gL~! de bismuto. El rango de concentraciones de plomo estaba entre
30 y 150 pugL~!. La Figura [37] muestra los voltamogramas obtenidos y se observaron picos

muy bien definidos a un potencial de -450 mV.
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Figura 37: Mediciones de VRAOC para diferentes concentraciones de plomo. Electrodo de carbono
vitrio, Ag / AgCl (NaCl 3M) y una ldmina de platino se usaron como trabajo, referencia y contador,
respectivamente. El potenciostato se configurd con los siguientes parametros: Fi = —1,4 V. Ef =
0,2 V,AEs=2mV,f =25 Hz, AEsw = 50 mV.
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La Figura [38 muestra la curva de calibracién. Considerando que el contenido de plomo es

diferente en las muestras analizadas, se seleccionaron dos volimenes de solucién calcinada.
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Figura 38: Curva de calibracién para la concentracién de plomo en el rango de 30 a 150 pugL™!.

En el caso de las muestras de Tornquist y Bahia Blanca, el volumen fue de 0,100 mL
proporcionando un rango de concentracién de 7,50 — 37,50 mgKg~! de Pb en propdleos
bruto y un limite de detecciéon (LD) de 3,33 mgKg~'. Ademas, se analizaron 0,400mL
para la muestra de Hilario Ascasubi y el rango lineal fue de 1,88 — 9,38 mgKg~! de Pb en
propéleos puros con un LD de 0, 83 mgK ¢g~!. El limite de deteccién se calculé en ambos casos,
como 3 veces Sy/x/pendiente [72]. La repetibilidad y la reproducibilidad se calcularon como
el porcentaje de la desviacion estandar relativa de diez mediciones utilizando una solucion

estdndar de 50 gL~!. Los valores obtenidos fueron 6,38 % y 7,45 % respectivamente.

7.5.3. Analisis de muestras reales

El contenido de plomo en las muestras analizadas se muestra en la Tabla Se pue-
de observar que el contenido de plomo en las muestras analizadas fue superior al méaximo
establecido por el Cédigo Alimentario Argentino en el propéleos bruto (2 mgKg™'). Este
hecho puede deberse a que las muestras fueron recolectadas en apiarios ubicados en zonas de

transito industrial y vehicular: Bahia Blanca (zona industrial), Tornquist (cerca de la ruta

89



CAPITULO 7. DETERMINACION DE PLOMO EN PROPOLEOS: DETECTOR
ELECTRO-QUIMICO

nacional 33, RN33) e Hilario Ascasubi (cerca de la ruta 3 (RN3)).

Para validar el método, las concentraciones de plomo obtenidas con el método propuesto
se compararon con las obtenidas por espectroscopia de emision atémica con plasma aco-
plado inductivamente (ICP-AES, Shimadzu 9000). Los resultados detallados en la Tabla
muestran un buen acuerdo entre ambas técnicas. Ademads, la aplicacién de una prueba t
de Student confirmé que no hay diferencias estadisticas entre los resultados obtenidos por
ambos procedimientos (testimated = —0,49, ttabulated = 4,30,n = 3 y a = 0,05).

Tabla 10: Resultados de la determinacién de plomo en muestras de propéleos bruto con el método
propuesto y la técnica ICP-AES

Pb[mgKg™']
Muestra Error
Método propuesto | ICP-EAS

Tornquist 11,00 4+ 0,08 9,94 4+0,03 | +10,6

Bahia Blanca 7,15+0,10 7,694+0,02 | —7,0

H. Ascasubi 3,18 £0,05 2,94+£0,01 | +8,1

7.6. Conclusiones

Se diseno un prototipo portable lab-made que consiste en un potenciostato con un sistema
automatizado utilizando el paradigma de COTS. Este enfoque facilita una implementacién
rapida con componentes ya probados que estan disponibles en el mercado con una minima
personalizacién, y permite la creacion rapida de prototipos al concentrar el esfuerzo en la
funcién del dispositivo y no en detalles de hardware.

El potenciostato permite mediciones electroanaliticas, como la voltamperometria ciclica
y de onda cuadrada. La etapa de automatizacion se llevd a cabo mediante la metodologia
flow-batch empleando una cdmara vitrea con tres electrodos. Los datos de medicion se al-
macenan en la memoria integrada del dispositivo y se pueden transferir a una PC para un

procesamiento posterior. Esta es una caracteristica bastante importante del sistema desa-
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rrollado ya que la informacién puede analizarse y compararse fuera de linea con resultados
previos o incluso datos obtenidos con dispositivos complementarios.

El sistema flow-batch con deteccion electroquimica es simple, de bajo costo, bajo consumo
de reactivos y proporciona resultados en considerablemente menos tiempo. Adema&s, como
esta automatizado, puede repetirse con ajustes idénticos tantas veces como sea necesario,
proporcionando datos obtenidos bajo las mismas estrictas condiciones.

El prototipo disenado se evalué mediante voltametria de barrido lineal (LSV) del par
redox ferroanio potésico/ferricianuro. Los resultados se compararon con los obtenidos con el
equipo BASi-Bioanalytical. Ambos instrumentos proporcionan informacion similar que mues-
tra el buen rendimiento de nuestro prototipo hecho en laboratorio de bajo costo. Ademas, se
utilizé la voltametria de redisolucién anddica de onda cuadrada y un electrodo de bismuto
para determinar el plomo en el propdleos. El contenido de plomo se comparé con los obteni-
dos con espectroscopia de emisién atémica con plasma acoplado inductivamente (ICP-AES)

y los resultados fueron satisfactorios.
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Parte V

Medio ambiente
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Resumen

En esta parte se abordan aspectos relacionados al monitoreo medioambiental. En el plan-
teo del desarrollo del trabajo de tesis, éste aspecto resultaba de interés tanto al darea de quimica
analitica en cuanto a la posibilidad de desarrollar nuevas tecnologias e instrumentos de me-
dicion que pudieran evaluar el impacto de las actividades humanas sobre el medio ambiente
como también al drea de ingenieria y en particular la de ingenieria de computacion ya que las
mediciones en campo requieren en la mayoria de las situaciones del transporte de datos por
medio de una red de comunicaciones. En esta parte entonces se presentan tanto avances en
la instrumentacion para la determinacion de pardametros como asi también en las propuestas

de comunicacion.
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Capitulo 8

Protocolo de comunicacion en redes

de sensores subacuaticos

8.1. Motivacion

El planeta tierra estd cubierto en el 71 % por el océano y éste a su vez contiene el 97 % del
agua. A pesar de esto, el 95 % del mundo submarino permanece inexplorado. Al respecto la
UNESCO indica que el 90 % del espacio habitable del planeta se encuentra en el mar y que
cerca del 80 % de los seres vivos se encuentran en él. Las predicciones sobre la evolucién de
las especies y la contaminacién son bastante malas ya que se espera que en el proximo siglo,
la mitad de las especies marinas se hayan extinguido o estén por hacerlo [73]. Esto muestra
s6lo algunas de las razones por las que estudiar lo que ocurre bajo la superficie del agua es
importante para nuestra vida en particular y para la subsistencia del planeta tal como lo
conocemos hoy.

En este escenario, las redes de sensores subacuaticas permiten obtener informacion valiosa
para abordar estos desafios [74]. Sin embargo, tener sensores subacudticos implica también
comunicarlos unos con otros y es aqui donde surgen los primeros inconvenientes si el enlace

entre ellos no sera cableado. En ese caso, las comunicaciones con portadoras de radiofrecuen-
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cia no son factibles debido a que el agua atenta la propagacion de las mismas de una manera
tan importante que obliga a la utilizaciéon de grandes potencias lo que resulta imposible de
mantener desde el punto de vista energético. Otro tipo de tecnologia como el laser permiten
un alta ancho de banda y alcanzar grandes distancias, sin embargo cualquier interferencia
en el agua, cambio de densidad o incluso de temperatura ocasiona una dispersién y/o di-
fraccién del haz imposibilitando la comunicacién. Ante todo esto, el medio més adecuado
resulta la transmision inalambrica utilizando una portadora acustica. Estas pueden viajar
grandes distancias y alcanzan anchos de banda que pueden ser razonables. En el caso de
las senales acusticas, la transmision se puede ver afectada por la presencia de corrientes,
olas en superficie, tipos de fondos y la presencia de eventuales obstdculos como animales o
embarcaciones. A pesar de todos estas posibles interferencias, este tipo de tecnologia es el
unico que en la actualidad es factible de ser desarrollado bajo el agua para la comunicacién

75].

Las redes de sensores subacudticas acisticas inaldambricas (UWASN, por sus iniciales en
inglés), tienen varios desafios a resolver para una implementacién exitosa. El primero de ellos
se refiere a la natural atenuaciéon del medio sobre el cual se transmite. A pesar de que las
senales actsticas se propagan adecuadamente en el agua, tienen una atenuacién importante
por la absorcién que se produce en cada reflexion ya sea en el fondo o en la superficie. La
amplitud de la senal se ve afectada entonces por este fenémenos. Por otro lado, el movimiento
del agua en la superficie genera una reverberacion que puede enmascarar el mensaje que se
transmite debido al ruido que se genera un punto de reflexién mévil. Por su parte la presencia
de corrientes por un lado y de embarcaciones pueden introducir efecto Doppler sobre la senal
modificando sus propiedades. Hay ademas que considerar el modo en que se transmite ya
que se puede seguir un modelo esférico en el cual se emite en todas las direcciones o uno

cilindrico que orienta la senal en una direccién predeterminada [76].

El segundo desafio esta relacionado con la naturaleza de las senales utilizadas para la

transmision de la informacién. Hay muchas fuentes de ruido generadas por el hombre, en
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especial en las zonas costeras (puertos, playas y ciudades), que interfieren. La presencia
de embarcaciones, actividades recreativas y deportivas y el ruido propio generado en las
ciudades. Hay a su vez ruidos naturales que también interfieren como la presencia de olas,
viento, lluvias y animales que son fuentes de sonidos. Finalmente y quizds no presente en

todos los sitios, hay ruido sismico, que en lugares especificos pueden interferir también.

El tercer desafio esta relacionado con el modo en que se propagan las senales en el agua.
En esencia, éstas van reflejandose en la superficie y el fondo. Como la fuente del sonido
transmite en un arco, se generan multiples caminos en la propagacion. Asi el receptor, puede
escuchar muchas veces el mismo mensaje proveniente de una fuente simplemente porque

hicieron distinto recorrido.

El cuarto desafio refiere al consumo de energia. Una red de sensores de este tipo es de
dificil mantenimiento por lo que no es posible estar reemplazando las baterias. Por este
motivo es preciso que el consumo sea acotado y bajo para poder permitir una vida til del
sensor mayor. En los equipos de transmision comerciales, el consumo del sensor en reposo
es bajo pero aumenta mucho cuando transmite o recibe y es proporcional al cuadrado de la
distancia a la cual se pretende transmitir. Para reducir el consumo es preferible utilizar una
tasa de transferencia alta durante periodos cortos de tiempo. Por otro lado, la transmision
a largas distancias requiere de alta potencia y baja tasa de transferencia. Por este motivo,
transmitir a grandes distancias a tasa alta es impracticable. Para solucionar esto es posible
intercalar nodos repetidores de senal. Finalmente, para garantizar un buen “throughput” de
la red, se toman valores relativamente bajos de volumen de datos, la portadora varia entre
20 y 70 KHz, la velocidad de propagacién del sonido es de aproximadamente 1.5 km/s, la
distancia maxima que se maneja entre dos sensores es de 2km para un enlace punto a punto.
Las variaciones en los tiempos de transmision introduce un nivel de incerteza que se refleja
en un bajo ancho de banda o velocidad efectiva de transmisién, asumiendo asi una posicion
pesimista para considerar el peor caso[75]. La tecnologia mas utilizada para la transmisién

subacudtica en cuando a modulacién es la basada en un cambio de frecuencia (frequency-shift
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keying with frequency-hopping (FH-FSK)) [77].

Hay un componente transversal que abarca casi todos los problemas mencionados y es el
mecanismo de control de acceso al medio (MAC en inglés). El protocolo que se defina para
esto es importante ya que ordena el modo en que los distintos sensores acceden al medio. En
esta tesis se desarrolla entonces una aproximacién al problema de los sensores subacuaticos
para monitoreo ambiental y el modo en que la informacién puede ser transmitida de nodo
en nodo hasta alcanzar un punto que permita pasar a una red de datos estandar. Para esto
se presenta un protocolo basado en la multiplexacién por tiempo al que llamamos UWSO-
TDMA por sus iniciales en inglés. El mecanismo es jerarquico y sincroniza los nodos desde
el nodo que conecta con la red estable hacia los nodos terminales. La asignacion de tiempos
para transmision en la trama se realiza siguiendo un algoritmo distribuido. En cada salto,
hay un tdnico que actia como sincronizador de los nodos que lo siguen y concentra los
mensajes para transferirlos hacia las capas superiores. Una vez que todos los nodos tienen
asignados sus instantes de transmision la trama se revierte de modo tal que en sélo una
trama se puedan transmitir todos los mensajes desde los extremos del arbol hacia la raiz. En
el resto del capitulo se realiza una breve resena bibliografica, la descripcion del algoritmo,

una evaluacién del mismo y las conclusiones.

8.2. Trabajos Relacionados

Las redes acusticas de sensores subacudticas (UWASN) tienen diversos aspectos a conside-
rar que hasta el momento no fueron definidas. Entre ellos podemos mencionar los protocolos
utilizados en cada una de las capas del modelo de comunicacién ISO/OSTI: fisica, enlace, red
y transporte [78, [79, 80, 8I]. En la bibliografia se mencionan tres aproximaciones principales
para implementar el control de acceso al medio en la capa de enlace (MAC): multiplexado
de frecuencia para miltiples accesos (FDMA), deteccién de portadora con prevencién de

colisiones (CSMA/CA) y multiplexado de tiempo (TDMA), [82]. La primera no se puede
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implementar en transmisiones subacuaticas debido a que los anchos de banda en torno de las
frecuencias no son suficientes y su vulnerabilidad a la interferencia por ejemplo proveniente
de los multiplos caminos. La segunda opcién fue propuesta en trabajos previos [83, 84 85],
pero tiene problemas con las estaciones ocultas y expuestas por un lado y la propagacion
lenta de las senales por otro. Finalmente, TDMA tiene problemas de sincronizaciéon y una

subutilizacién del ancho de banda disponible.

En [86], los autores proponen un sistema de miiltiple acceso con prevencién de colisiones
(MACA), un protocolo basado en el uso de mensajes cortos para la reserva del canal de
comunicacion, RTS para el requerimiento del canal y CTS para el otorgamiento del mismo,
seguidos por mensajes con datos que son reconocidos con mensajes ACK. Este mecanismo se
implementé con éxito en el proyecto Seaweb [87]. Antes de enviar datos, el nodo debe reservar
el canal con un RTS y luego esperar el CTS para acceder. Los nodos vecinos escuchan la
reserva también y si escuchan el CTS no intentan utilizar el canal hasta que no quede
liberado. Si hay una colisiéon en mensajes RTS, entonces los nodos que los generaron corren
un algoritmo de retroceso aleatorio hasta que alguno de los involucrados gane el acceso al

canal.

En [88], los autores extienden el protocolo MACA y lo nombran MACA para inalambrico
(MACAW). Proponen un algoritmo menos agresivo para el retroceso e introduce la secuencia
RTS-CTS-DATA-ACK. En situaciones de baja carga en la red, esta propuesta tiene un
performance menor pero cuando hay sobrecarga en la red se comporta més eficiente que el

anterior.

En [89], los autores introducen el UW-MAC para sensores actsticos subacudaticos. El
acceso al medio se hace por medio de un CDMA con un sistema de lazo cerrado en un
algoritmo distribuido para controlar la potencia y el tipo de codificacion para minimizar
los problemas de cercania-lejania. El algoritmo compensaba el efecto de caminos multiples
explotando las caracteristicas del canal subacudatico. Con esto se logra un alto porcentaje de

utilizacion del canal. El protocolo funciona para nodos méviles o estaticos en aguas profundas
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O 1no.

SO-TDMA [90] y ASO-TDMA [82] usan un TDMA que se auto-organiza. Sin embargo,
estos protocolos fueron pensados para las frecuencias de radio de VHF y son utilizados para

la geolocalizacién de embarcaciones en el océano.

Finalmente, el usode TDMA en ambientes subacudticos requiere de protocolos de sincro-
nizacién de relojes. Estos tienen variaciones naturales que se ven afectadas ademas por las
caracteristicas del medio en el que se encuentran. Las variaciones de temperatura, las varia-
ciones de voltaje en la alimentacién o los movimientos y el envejecimiento son entre otros
factores los que colaboran con los corrimientos. La precision de un reloj basado en un cristal
de cuarzo esta dada en partes por millon ppm. La precisién tipica encontrada en simulaciones
en métodos de sincronizacién es de 40 ppm. [91], distintos protocolos de sincronizacién son
analizados.

El UWSO-TDMA propuesto en este capitulo permite ser utilizado en redes de sensores
con requerimientos de tiempo real dado que acota el retardo en la red de los mensajes

brindando predictibilidad.

8.3. Descripcion del Protocolo UWSO-TDMA

Las redes de sensores como la propuesta aqui estan orientadas a la recoleccion de informa-
cién y/o datos. Esto implica que mientras hay numerosas fuentes de datos (nodos sensores),
los mismos viajan hacia unos pocos nodos receptores. Este hecho simplifica el modelo de
propagacién de la informacién dado que no se precisa establecer caminos entre cualquier par
de nodos en la red. En la Seccién se presenta el modelo utilizado para esta red con
detalle. Por el momento, es suficiente con decir que a medida que la informacién es retrans-
mitida por nodos intermedios hacia el receptor, éstos realizan una composicion de los datos
de modo tal que en un mismo mensaje se incorporan todos los datos provenientes de capas

inferiores del arbol més los propios generados en ese nodo intermedio.
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El protocolo se basa en la predictibilidad que brinda TDMA frente a la aleatoriedad de
CSMA/CA. Cada nodo usa una ranura de tiempo dentro de una trama que se asigna por
medio de un algoritmo parcialmente distribuido que se explica méas adelante. Este esquema
descentralizado en el que los nodos son responsables de compartir el iinico canal de comu-
nicacién (actstico subacudtico) y la sincronizacién de los relojes. En el caso de UWASN,
el tiempo universal coordinado (UTC) no se encuentra disponible para todos los nodos ya
que éstos estan sumergidos sin posibilidad de adquirir senales satelitales. Por este motivo,
se utiliza un nodo especial al que llamaremos sonoboya (SB) que se encontrard fondeado
en un lugar conveniente y que estando en la superficie si tiene acceso al UTC. Este nodo
serd el encargado por un lado de brindar la senal de sincronizacién adecuada al resto de
los nodos de la red y por el otro sera el receptor final de toda la informacién. Asumimos
que los nodos generan informacion de manera periédica de modo que la misma puede ser
empaquetada en una trama que se transmite del mismo modo hacia la SB. El periodo de la
trama es notado Ty. También se supone que todos los mensajes tienen la misma duraciéon
en tiempo aun cuando haya nodos que agrupan datos provenientes de capas inferiores. Es
posible también utilizar s6lo nodos subacuaticos sin la presencia de una SB sincronizada con
el UTC; en ese caso uno de los nodos con su reloj tomaria el control de la sincronizacién. Sin
embargo, preferimos la utilizacion de la SB ya que esto brinda una sincronizacién no sélo

interna de la red sino que también lo hace con la red exterior.

Debido a la atenuacion de las senales actsticas, no todos los nodos escuchan la sincro-
nizacion generada por la SB. En el caso de que un nodo no se encuentre en el rango de
transmision de la SB, se sincroniza en fases subsiguientes a partir de otros nodos que si
hayan sincronizado con ella. Para lograr esto, la trama se divide en m sub-tramas (SF'). En
la primera sub-trama, SFj, inicamente la SB transmite. En la siguiente sub-trama, SF7,
los nodos escuchando a la SB pueden transmitir y son utilizados para sincronizar un nodo
que se encuentran a dos saltos. En SFy, los nodos a dos saltos de la SB pueden transmitir

y sincronizan a los nodos que se encuentran a tres y de ese modo jerarquicamente se van
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sincronizando todos los nodos de la red. Asi en forma genérica, los nodos en SF} son sin-
cronizados por los nodos en SFj;_;. Cada sub-trama tiene sélo un nodo sincronizador que
es seleccionado siguiendo el procedimiento descripto en la seccién Como los nodos a
dos saltos de distancia no interfieren, pueden compartir las ranuras de tiempo en sub-tramas
generadas por nodos sincronizadores diferentes, transmitiendo de este modo en simultaneo.
La longitud de las sub-tramas depende del niimero de nodos que son sincronizados. Como la
SB no conoce la estructura de la red a priori, la longitud final de la trama no se define sino
hasta que todos los nodos fueron sincronizados. La sub-trama SF; s6lo tiene una ranura.
Es posible pensar en una red con mas de una SB, sin embargo no hay un beneficio
directo en hacer esto y la complejidad de la red aumentaria mucho. El tema queda abierto

para posteriores investigaciones.

8.3.1. Modelo de la red

La red se modela como un grafo dirigido G = (V, E), en el que V es el conjunto de nodos
de la red y E es el conjunto de aristas. Si dos nodos v y v se encuentran dentro del rango
de transmisién, hay una arista que los conecta, e = (u, v). La asignacién de ranuras para la
transmisién es una extensién del problema de coloreo de grafos [92], en el cual el objetivo es
pintar cada nodo con un color diferente al de sus vecinos (nodos conectados y nodos a dos
saltos) minimizando el nimero de colores. El problema es similar al etiquetados de grafos
L(2,1) y la asignacién de frecuencias [93].

La asignacién de ranuras en una trama es un problema clasico de optimizacion que puede
ser resuelta por programacion lineal entera o alguna heuristica especial. Sin embargo, esta
aproximacion supone un conocimiento completo de la red con un procedimiento de asignacién
centralizado que es dificil de adaptar cuando hay cambios en los nodos. La latencia asociada
a la trama es minima dado que la trama en si es minima. En esta tesis, proponemos el uso
de una heuristica de asignacion que distribuye las ranuras en base a conocimiento local y se

realiza de manera jerdrquica en cada nodo sincronizador. Presentamos el uso de sub-tramas
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para las distintas capas y con esto se simplifica el procedimiento de asignacién. Sin embargo,
el uso de sub-tramas puede incrementar la latencia del TDMA, dado que no resulta minima.
De todos modos, se prefiere esta estructura porque ademés de ser distribuida, permite una
re-organizacion periddica de la red actualizando la lista de nodos activos.

Durante la fase de inicializacién, en el cual los nodos sincronizan sus relojes y siguen
la asignacién de ranuras, el grafo que representa la topologia de la red es construido. Mas
ain, cada nodo reconoce a sus vecinos, el camino al siguiente concentrador y eventualmente,

caminos alternativos para el caso de enlaces caidos o fallas en los nodos.

8.3.2. Fase de inicializacion

8.3.2.1. Sincronizacién de relojes

La sincronizacion de los relojes es de suma importancia en los protocolos de acceso al
medio basados en TDMA [94], O1]. A pesar que los nodos cuentan con relojes de tiempo real
asociados (RTC), estos usualmente tienen derivas que obligan a sincronizarlos. Las senales
acusticas subacudticas se propagan a un promedio de 1,5 km/s. Con esta velocidad, nodos
en el rango de transmision pero suficientemente distantes, reciben la misma senal en ins-
tantes diferentes. Mas atn, usualmente, la longitud de una ranura es menor al tiempo de
propagacién; entonces, el mismo mensaje puede ser escuchado por un nodo en un momento
y mas tarde por otro. La Tabla [11| presenta la demora en la propagacion para distintas dis-
tancias. Si la transmision se realiza a 9600 b/s, que es estdndar para transmisiones actsticas
subacudticas, el tiempo requerido para transmitir 256 bytes es 0,213 s. Por lo tanto, nodos
que se encuentran a mas de 500 metros reciben el mensaje luego de que este fue transmitido
completamente por el nodo transmisor. Por este motivo, se puede producir una colisiéon sin
ser notado por los nodos involucrados.

El protocolo de sincronizacién es jerarquico. Primero los nodos en el rango de la SB son

sincronizados, luego éstos lo hacen con los nodos que tienen en su rango de transmision. A
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continuacion se describe el proceso respecto de la SB.

Distancia [m] | Prop. Demora [s]
50 0.0333
100 0.0667
200 0.1333
500 0.3333
1000 0.6666

Tabla 11: Demora en propagacién

En el caso de las senales acusticas subacudticas, el rango de la transmision no es facilmen-
te determinable dado que depende de la potencia del transmisor, la sensibilidad del receptor,
la frecuencia de la portadora, el nivel de senal-ruido y otros factores como la temperatura y
la salinidad del agua y la profundidad en la que se encuentran los sensores y las corrientes
presentes en el lugar. En efecto, un nodo puede descubrir a sus vecinos en el rango de trans-
misién, pero no la distancia que los separa. Para esta primer etapa, consideramos parametros
estandar para calcular el alcance de las comunicaciones en la zona en la que se instalan los
nodos.

En el inicio del sistema, durante la fase de inicializacién, la red utiliza un protocolo
CSMA para la sincronizacion de los relojes y la seleccion de ranuras. Como méas de un nodo
puede intentar transmitir simultaneamente, puede haber colisiones. Los nodos no conocen la
presencia de los vecinos y de la SB, por lo que no saben en que momento llegara el mensaje
de sincronizacién o la cantidad de respuestas que recibiran.

La SB envia un mensaje synch. Este tiene un campo de identificacién (ID) del nodo y
una etiqueta de tiempo obtenida del UTC. Los nodos en el rango de transmisién de la SB
recibirdn este mensaje en distintos instantes dependiendo del retardo que es basicamente
una funcién de la distancia entre ellos como se muestra en la Tabla[11] Luego de que el nodo
recibe el mensaje synch, responde con un mensaje asynch. Este mensaje tiene también un
campo de identificacién (ID), el instante en que fue recibido el mensaje synch y el momento
en que finalmente el mensaje asynch fue transmitido. Antes de transmitir, el nodo verifica el

canal para detectar actividad, si escucha que otro nodo esta transmitiendo, espera y corre un
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algoritmo de retroceso aleatorio para determinar el momento en que intentard nuevamente
transmitir. Dado que el retardo de propagacion es importante, transmisiones superpuestas
pueden ser detectadas por los nodos o la SB. Si un nodo encuentra el canal libre y transmite,
el mensaje puede colisionar mas tarde sin que el transmisor lo note. Por esta razén, todos los
mensajes deben ser reconocidos por el receptor, en este caso la SB. Si no hay reconocimiento,
entonces el nodo debe asumir que el mensaje no llegé a destino y debe re-enviarlo utilizando

el algoritmo de retroceso.

El algoritmo de retroceso es similar al basico utilizado en las redes de CSMA. Luego
de la primera colisién, los nodos involucran sucesivamente y aleatoriamente el retardo que
varia desde ninguna a dieciséis ranuras. En la primera ronda, se elige entre cero y una, en
la segunda entre cero y tres, en la tercera ronda entre cero y siete y finalmente entre cero y

quince. Estos ntimeros pueden variar si la densidad de nodos es particularmente alta.

Durante la fase de sincronizaciéon, la SB no no conoce la cantidad de nodos en su rango
de transmision ni el retardo que existe entre ellos. Por este motivo, la SB debe esperar un
tiempo bastante largo para permitir la transmision de todos los nodos con sus eventuales
procedimientos de retroceso. Dado el maximo rango de transmisién, la SB espera por un
tiempo equivalente a 2(c + 2) del tiempo méaximo de propagacién, en el que ¢ es el nimero
esperado de nodos en contacto directo con la SB. La duracién de este tiempo puede ser
variada en funcion del conocimiento previo que se tenga de la red. Por ejemplo, si suponemos
un rango maximo de 500 metros y tres nodos en contacto directo, el tiempo de espera seria
3.33 s de acuerdo a la Tabla [I1] Luego de este periodo, la SB enviard un mensaje synch.
Este segundo mensaje tendra ID, etiqueta de tiempo y los IDs de los nodos sincronizados
sucesivamente con el tiempo ajustado para cada uno de ellos. Un nodo que respondié al
primer mensaje synch, pero que no fue reconocido en el segundo debera enviar nuevamente

un mensaje asynch.

La figure [39| muestra el intercambio de mensajes y la evolucién temporal para el proceso

cuando no hay colisiones.
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Figura 39: Protocolo de Sincronizacion

En la Figura [39] cuando el nodo 2 recibe el mensaje synch de la SB, debe incluir su
propia etiqueta de tiempoTs;. Luego, en Thy esta en condiciones de enviar el mensaje asynch
a la SB. El nodo 3 que estd mas lejos repite las acciones del nodo 2. En 775 la SB recibe el
mensaje asynch del nodo 2 y toma su propio tiempo. El mensaje asynch contiene Ty, Ty y

T5. Con esta informacién la sincronizacion se puede realizar en la SB:

Ati - T21 - T11
At} =Ty — Ty

Las correcciones requeridas se obtienen de:

A — A
B 2

A (8.3.1)

Este protocolo es similar al propuesto por el protocolo de sincronizacién propuesto en
Internet, Network Time Protocol (NTP, RFC 5905) [95].

El proceso descripto se sigue desde la raiz (SB) hacia las bases del grafo. Si un nodo tiene
mas de un “padre” tiene posibilidad de sincronizar con todos ellos. En este caso, el nodo
“sincronizado” elige al “padre” con menor demora. Si hubiera dos o méas nodos con el mismo
retardo elige al primero que recibio.

La Figura [40| muestra el proceso de sincronizacién. Primero la SB envia el mensaje synch
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Figura 40: Ejemplo del Proceso de Sincronizacién

t11, synch,

.,

(k)

t10, asynch, C

()

)
(58)
® (®
©
(i)

(Figura |8.40(a)). Ambos nodos A y B escuchan este mensaje. Ellos desconocen la presencia

del otro respectivamente, de modo tal que responden con un mensaje asynch siguiendo el

protocolo descripto anteriormente. Supongamos que no hay colision y que responden de

modo sucesivo (Figuras [8.40(b)|y [8.40(c)|). La SB reconoce ambos mensajes con un nuevo

synch indicando la correccion en el reloj de cada uno de los nodos y la distancia calculada

a la SB (Figura[8.40(d))). Con este mensaje, ambos nodos A y B toman conocimiento de la

presencia del otro. Como ambos conocen la demora a la SB y este es un parametro usado para

establecer el orden en la sincronizacién, el nodo B envia primero el mensaje synch (Figura

8.40(e))), y el nodo C lo reconoce con un asynch (Figura [8.40(f)]). Luego, el nodo B envia
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un nuevo mensaje synch con la correccion del reloj para el nodo C y la demora al nodo B
(Figura . La SB recibe este mensaje también y envia un nuevo synch reconociendo
la presencia de C (Figura . El nodo A aprende de este modo sobre C por escuchar
el intercambio entre la SB y B. Ahora es el turno de A de enviar un mensaje synch (Figura
. El nodo C lo escucha y detecta que A tiene menos demora que B, por lo que cambia
el nodo sincronizador y responde con un asynch (Figura |8.40(j)). Este mensaje es también
recibido por el nodo B que aprende de este modo que C trabajara con A. A, entonces envia
un mensaje synch indicando la nueva correccién de reloj y la demora (Figura . Este
mensaje también es recibido por la SB que actualiza la topologia de la red, envia un tltimo
synch en el que indica la correccién de reloj para cada nodo y las demoras a la SB (Figura

8.40(1)). Una vez finalizado este proceso se contintia con la asignacién de ranuras.

El proceso de sincronizaciéon es utilizado por los nodos que van escuchando el conjunto
de nodos vecinos de modo de ir encaminando la seleccién de ranuras. Aun si los nodos no
se encuentran en el rango de transmision entre si, los mensajes synch de los nodos sincro-
nizadores van revelando la estructura de la red. El proceso de sincronizacion es similar al
de seleccién de un lider [96]. Para cada sub-trama, inicamente un nodo actia como fuente
de sincronizacién. El conjunto de nodos de sincronizacién se almacenan en S = {s;}. El
conjunto de nodos sincronizados por s; se nota V; = {v;1, V2, ..., Vin }; y estdn ordenados por
retardo ascendente a s;. Si cualquier v;; escucha a mas de un nodo de sincronizacién como se
muestra en la Figura [0} sélo uno de ellos es seleccionado y el resto queda como resguardo
en caso de una interrupcién de la comunicacion. En el mensaje asynch el nodo indica cual
de los nodos fue sincronizado y esta informacién se pasa hacia los niveles superiores hasta
alcanzar a la SB. El conjunto de nodos compartidos que pueden ser sincronizados por mas
de un nodo se nota Sh; = {v;;}. Los nodos con esta condicién indican la presencia de todas
los posibles nodos que pudieran sincronizarlos hacia el nivel superior. Esta informacion es
utilizada luego en el algoritmo de seleccién de ranuras como se explica en la seccién [8.3.2.2

La informacion se confirma en el siguiente mensaje synch.
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Una vez que los nodos sincronizadores fueron seleccionados, la informacién fluye entre
la SB y los nodos terminales siguiendo un camino fijo que se mantiene hasta el siguiente

proceso de inicializacion.

8.3.2.2. Asignacion de ranuras

Finalizada la sincronizacion, el proceso de seleccion de las ranuras por parte de los nodos
puede comenzar. Esta fase también se realiza de manera jerarquica comenzando por la SB.
Los nodos sincronizadores ya fueron seleccionados para cada sub-trama en la etapa anterior,
resta elegir la longitud de la trama y la posicion o ranura en que cada nodo transmitira
dentro de ella. Los nodos sincronizadores conocen la cantidad de nodos que se encuentran
bajo su dominio por lo que pueden definir la cantidad de ranuras que tendra la sub-trama.
Con esta informacion se puede entonces realizar la asignacién. Los mensajes que envian los
nodos sincronizadores, son escuchados tantos por los nodos aguas arriba como los de agua
abajo de modo tal que la topologia de la red y la estructura de las sub-tramas es propagada
hacia ambos extremos durante el proceso de inicializacion.

En este punto es preciso definir el concepto de transmisién simultanea. Dos nodos trans-
miten en forma simultanea, si sus mensajes colisionan en algin otro nodo de la red en
escucha. Para evitar esto, la distancia al nodo sincronizador medida como la demora en la
propagacion del mensaje entre los nodos, ya medida durante el proceso de sincronizacion, se
utiliza para ordenar la asignacion de ranuras dentro de la trama. La primera ranura entonces
es para el nodo més cercano mientras que la ultima para el mas lejano. En el caso de la
Figura [40] los nodos B y A deberfan usar la primera y la segunda ranura respectivamente.
Aunque esta asignacion evita el problema de la estacion oculta cuando transmiten nodos de
la sub-trama ¢ hacia el nodo sincronizador en la sub-trama ¢ — 1, pueden existir colisiones
entre nodos en la misma sub-trama pero con diferente nodo sincronizador como cuando en
el caso del nodo C, tiene méas de un nodo sincronizador en alcance. En la Figura este

caso se presenta extendiendo el ejemplo anterior. En rojo, marcamos una de las ramas de
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sincronizacién y en azul la otra. En este caso, a pesar de que C esta sincronizado por A y
por lo tanto la asignacién de ranuras es decidida por A, el problema de la estacién oculta

debe ser considerado en B, dado que los nodos F y G pueden transmitir en simultaneo con

C.
O,
ONENO

Figura 41: Asignacién de ranuras - Situacién I

La situacion descripta debe ser resuelta por los nodos A y B. Ambos conocen que C esta
dentro del rango de transmisiéon y por lo tanto deben resolver la asignacién de su ranura
de modo tal que no produzca colisiones. En este caso, el criterio de asignacién cambia.
Para cada nivel de sub-trama, un conjunto de ranuras es reservado para aquellos nodos
que pueden conectarse con mas de un nodo sincronizador (nodos compartidos). La cantidad
de ranuras reservadas para estos es el doble de los nodos en esta condicién. El resto de
los nodos se asignan luego de la reserva de estas ranuras siguiendo el criterio de distancia.
Entre las ranuras reservadas, cada nodo sincronizador asigna los nodos con posibles conflictos
siguiendo el mismo criterio y dejando libres las ranuras reservadas sucesivas. El procedimiento
es repetido en el resto de los nodos sincronizadores. Si se encontrara una colision, los nodos
informan esto al nivel anterior y se reordena la asignacion.

En el caso descripto en la Figura [41] los nodos sincronizadores comparten la misma sub-
trama dado que ambos son sincronizados por el mismo nodo. En la Figura la situacion se
repite pero en este caso, los dos posibles nodos sincronizadores se encuentran en sub-tramas
diferentes, dado que no son sincronizados por la SB sino por los nodos 1 y 2 respectivamente.
En este caso, como se explica en la seccién [8.3.2.1] los nodos A y B conocen la existencia del
otro, dado que C les informa a ambos en el mensaje asynch. Dado que no estan bajo el mismo

nodo sincronizador, saben que estan en sub-tramas diferentes también. Esta informacion se
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pasa a los nodos 1 y 2 de modo que ellos incorporen tantas ranuras de reserva vacias como
nodos compartidos. De este modo, A y B deben utilizar diferentes ranuras para evitar la

colision en el nodo C.

Figura 42: Asignacién de ranuras - Situacién I1

Luego de varias iteraciones la asignacién debe converger a una solucién estable dado que
hay mas ranuras que nodo disponibles para su utilizacion. El nimero de ranuras libres en
las sub-tramas ayuda en el proceso de inicializacion pero agrega una latencia mayor en la
transmision de datos en la red.

Una sub-trama sincronizada por el nodo s; € S se nota SF;; = {t,to, ... ,tsflij}, donde
el subindie j indica la cantidad de saltos y el nimero 7 el nodo sincronizador; sfl;; indica
la cantidad de ranuras dentro de la sub-trama. La Figura 43| presenta el algoritmo para el
proceso de seleccion de las ranuras. En este punto, podemos asegurar que el problema de
la estacién expuesta no sucede con esta configuracion ya que nodos dentro del rango de
transmision siempre tienen asignadas ranuras diferentes.

Para la red mostrada en la Figura [44] en [92] los autores muestran como su algoritmo
resulta optimo para la asignacion de ranuras. La Figura |45 muestra la asignacién que realizan.
Como se puede ver, inicamente con sélo 4 ranuras todos los nodos pueden transmitir sus
mensajes a la raiz del arbol. Con nuestra propuesta distribuida, el SO-UWSN asigna las
ranuras de acuerdo a la Figura Requiere algunas ranuras mas con lo cual se incrementa
la latencia. Sin embargo, el método es distribuido y no se necesita conocer la cantidad de
nodos ni su ubicaciéon para realizar la asignacion. Como el protocolo ademds prevee una

re-inicializacion periddica, nodos que dejen de funcionar pueden ser desafectados mientras
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Asignacién de ranuras Dados S,Sh;,V; {
1. Para cada s; € S{
a) Si (Sh £ ®){
1) sfl; =< 2size(Sh;) + size(V; — Sh;)
2) Para cada v;; € Sh{

a’ Siretardo de v;; a s; es el menor, entonces asignar v;; a t;

b’ Sino dejar libre ¢; y asignar v;; a t;1q
¥
3) Para cada v;; € V; — Sh{

a’ Asignar v;; a t;
}
}
b) Sino{
1) sfl; =« size(V;)
2) Para cada v;; € Vi{

a’ Asignar v;; to t;

}

Figura 43: Algoritmo de asignaciéon de ranuras

que otros pueden incorporarse dinamicamente.

8.3.3. Fase de transmision de datos

La Figura {47 muestra la fase de transmision de datos. En esta fase, los nodos transmiten
sus datos en las ranuras seleccionadas junto con la demora a la SB y la profundidad. Como
todo los nodos dentro del alcance escuchan esta informacién, pueden mantener actualizada la
topologia de la red actual. Como la transmisiéon subacuética es susceptible a tener corrupcion

de datos, cada mensajes tiene un reconocimiento de parte del nodo sincronizador en las
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Figura 44: Modelo ejemplo de red

Slots

vlwlo|le

1

1
718
4

6

Figura 45: Trama

sub-tramas anteriores. Si un mensaje no fue reconocido, el transmisor lo retransmite en la
siguiente trama. En el caso de que un nuevo mensaje fuera generado en ese periodo, los dos
mensajes se agregan o si el mensaje anterior se vencié se descarta, pero en cualquier caso esta
situacion se indica para que los nodos de capas superiores lo conozcan. Al comienzo de cada
trama/sub-trama, los nodos esperan por el mensaje de sincronizacién con el reconocimiento
de los mensajes previos. Si este mensaje no se recibe con los reconocimientos, los nodos en
la sub-trama deben asumir que el nodo sincronizador no esta operativo y si hubiera un nodo

de sincronizacion de resguardo deberan cambiarse a éste. Si no hubiera nodo de resguardo,

Slots 0 1 2 3 4 5 6 7

SFO ,T

se1(10] 6 | 8

sF2 |2

SF3 | 5

9
SF4 4|

Figura 46: SO-UWSN Trama
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los nodos pasan al modo de incializacién y esperan al préximo ciclo.
Los mensajes de datos difieren de los mensajes de sincronizacion. Los primeros tinicamente
contienen informacién sobre el proceso mientras que los segundos son utilizados durante la

fase de sincronizacion y asignacién.

8.3.4. Mejoras

El mecanismo béasico de asignacién contempla tnicamente una ranura por nodo. Sin
embargo, algunos nodos pueden tener mas informacién para transmitir dado que actian
como intermediarios entre distintos niveles. En efecto los nodos sincronizadores integran los
mensajes provenientes de los nodos en su sub-trama. En el caso de redes grandes con muchos
nodos, los nodos sincronizadores proximos a la SB tendran una gran cantidad de informacién

para transmitir pero sélo una ranura. Para solucionar esto, una vez finalizada la etapa de
Transmision
de datos

Modo Synch
presente?

Nodo Backup™~_NO

presente?

NO

ACK del msj
v previo?

Retransmitir Msj agregado
Synch nodos del SF inf S|

"
B3

A 4
Transmitir Msj Agregado
Synch nodos del SF inf

>

S

Modificar
Topologia

h 4

Conexion perdida
Fase de inicializacion

L

Escuchar MSJ del
SF inferior

Figura 47: Diagrama de flujo de transmisién de datos
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sincronizacién algunos nodos pueden recibir mas de una ranura para la transmision.

Los protocolos de control de acceso al medio por TDMA suelen introducir demoras im-
portantes dado que los mensajes requieren de varios saltos para alcanzar el destino. En casos
como el propuesto aqui, es 1til invertir el orden de la trama. De este modo, el mensaje del
nodo mas alejado de la SB inicia la transmisién. En la propagacion hacia la SB, en cada
salto se va integrado la informacién que luego llega a destino en la duracién de una tnica

trama.

Las mejoras anteriores facilitan otra adicional que es la posibilidad de realizar streaming
en esta clase de redes. En el estado actual el TDMA supone que hay un corto periodo de
transmision en el cual todos los nodo estan listos para transmitir y recibir informacion seguido
de un periodo més largo en silencio en el cual los nodos pueden dormir ahorrando energia.
Sin embargo, en algunos casos o en ciertos escenarios particulares, la transmision en orden
inverso de la trama permite una transmision casi continua de informacién. De hecho, como
la asignacion de ranuras garantiza que no hay colisiones, una nueva trama puede iniciarse a
dos ranuras de distancia. Esta alternativa puede ser usada en los casos en que una ranura
es insuficiente para transmitir toda la informacién requerida, por ejemplo en los casos de
streaming de audio o video. Més atn, la red puede operar en diferentes modos segin sean

las condiciones, de acuerdo al consumo de energia deseado.

8.4. Ejemplo de Aplicacién

La Figura presenta un ejemplo con una distribucién de nodos en una UWASN. La
SB es el centro del circulo rojo que marca el rango de comunicacién de la misma que se fijé
en 500 m. Como se puede ver, dos nodos estan en contacto directo con ella pero no se ven
mutuamente (e.g. nodos 1 y 2). Ambos, sincronizan con la SB. Como tiene practicamente
la misma demora a la SN, se les asignan las ranuras 1 y 2 respectivamente en la SF;. En

el area asociado al siguiente salto hay tres nodos. Como en el caso previo, ain estando

115



CAPITULO 8. PROTOCOLO DE COMUNICACION EN REDES DE SENSORES
SUBACUATICOS

aproximadamente a la misma distancia de la SB, tienen nodos de sincronizacién diferentes
y por lo tanto caminos distintos también. El nodo 2 sincroniza al 3 y al 4 en SF3, y el nodo
4 sincroniza al nodo 5 SF3.

La asignacién de ranuras es trivial para este ejemplo. Un mensaje que se inicia en el nodo
5 debe atravesar los nodos 4 y 2 antes de alcanzar la SB. En cambio, el nodo 3 esta en el
rango del 2, los mensajes que se inician en él pasan por el nodo 2 antes de llegar a la SB.
Este ejemplo muestra que atin cuando los nodos 3, 4 y 5 estan en la zona de dos rangos de
transmision, de la SB, la cantidad de saltos necesarios para alcanzarla son diferentes en cada
caso.

Durate esta etapa los nodos construyen la topologia de la red para determinar los cami-
nos a la SB. Cada nodo en el sistema tiene asignada una ranura en la trama, informa su
profundidad, demora a la SB (si se encuentra a un salto), la demora acumulada y el camino
hacia la SB. En el ejemplo mostrado en la Figura |48, el nodo 4 informa el retardo a la SB y
el camino por medio del nodo 2. En este modo, el nodo 5 puede determinar su propia demora

a la SB y su camino.

Figura 48: Caso 1: Disposicién de la red y rangos de transmision

En la Figura 48], el nodo 5 es el ultimo y sus mensajes deben atravesar los nodos 4 y
2 para alcanzar la SB. En este caso el nodo 4, integra la informacion del nodo 5 con la

propia, los mismo hace el nodo 2 con los mensajes de 4 y 5. La Figura 49| extiende el ejemplo
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incorporando nuevos nodos. Como la red se re-inicializa periédicamente, nodo 1 descubrira
la presencia del nodo 6 y este ultimo la del nodo 7 que también es descubierto por el nodo
5. Supongamos que el retardo entre los nodos 6 y 7 es menor que la de los nodos 5 y 7.
Con esta consideracién, el nodo 1 sincroniza al 6 y éste al 7. En este caso el camino del 6
a la SB es por medio del nodo 1. Sin embargo, como puede verse, nodo 7 también escucha
al nodo 5 por medio de 6. El nodo 5 esta en la tercera sub-trama, mientras que el 6 en la
segunda. La integracion de la informacion se realiza iinicamente por los nodos que actian de
sincronizadores en el camino a la SB. Si hay dos nodos que escuchan un mensaje, solamente
el encargado de transferir la informacién hacia el siguiente nivel integra. El resto de los nodos
guardan una copia del mensaje por si fuera necesario en caso de una falla de transmision

como respaldo.

Figura 49: Case 2: Disposicién y rangos de transmision.

La Figura[b0] presenta la topologia de la UWASN representada en la Figura[49] Las lineas
punteadas representan las diferentes sub-tramas usadas en la transmisién de mensajes. Como
se puede ver, si el nodo 6 desaparece, la red puede reconfigurarse y el nodo 7 estara en una
nueva sub-trama sincronizada por el nodo 5. Del mismo modo, si el nodo 4 se apagara, el

nodo 5 podria enviar sus mensajes por medio del 7.
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sub-frame 0

sub-frame 1

sub-frame 2

sub-frame 3

Figura 50: Topologda de la red en el caso 2

Slots 0 1 2 3 4 5 6
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sF1| 12

SF2
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5 |

Figura 51: Asignacién de ranuras en la trama del ejemplo

8.5. Escenario de aplicacién

Las UWSN pueden ser usadas en distintas aplicaciones de vigilancia desde el area militar
hasta escenarios relacionados con el medio-ambiente. Como se explicé anteriormente, mas
del 70 % de la tierra estd cubierta por el océano y todavia permanece sin explorar. Uno de
los tépicos de investigacién con mas interés en los ultimos afios es la interaccion entre el mar
y los rios con sus costas en la presencia de actividades desarrolladas por el hombre. En este
sentido, el disenio de una red subacudtica resulta 1til para el estudio de diversas cuestiones
ambientales en la region del estuario de Bahia Blanca y su zona de influencia.

La ciudad de Bahia Blanca tiene una de las terminales portuarias mas importantes de
la Argentina, el puerto de Ingeniero White. En un principio éste estuvo disenado para la
exportaciéon de granos y frutas provenientes del Valle de Rio Negro y la region pampeana.
En los tdltimos 30 anos, el puerto ademas se transformé en un polo industrial petroquimico
(polietileno, fertilizantes, refinerias entre otros) y expandi6 sus actividades hacia el transporte

de combustibles liquidos y gaseosos. Ademas recientemente, a fin de permitir el ingreso
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de barcos de mayor porte, el canal de acceso y sus sitios se dragaron hasta lograr una
profundidad de 50 pies aun con la marea en bajamar. Hay por lo tanto un movimiento
importante de buques en la zona portuaria. Hay que agregar ademas que los residuos cloacales
se drenan practicamente sin tratamiento al estuario y la presencia mas cerca del ingreso al
canal de acceso al puerto de otra ciudad como es Punta Alta con la Base Naval Puerto
Belgrano y una terminal adicional para el intercambio de combustibles. A todo lo anterior
se suma como es habitual en todos los puertos actividad pesquera artesanal y la realizacién

de multiples actividades deportivas.

El impacto ambiental que todas estas cuestiones implican sobre el estuario han sido
motivo de estudio a lo largo del tiempo, sobre todo en su parte interior por ser la que se
encuentra expuesta principalmente a las fuentes de contaminacion de manera directa. Hay
por lo tanto series grandes de datos fisico quimicos que reflejan la evolucion de la calidad del
agua y el suelo submarino. Las series reflejan valores en las desembocaduras de los cursos de
agua dulce sobre el estuario y en los residuos eliminados por las ciudades asi como también
el valor en diversos puntos. El estuario consiste en si mismo en un ecosistema muy particular
que se corresponde con una planicie de marea en el cual hay un intercambio continuo entre la
tierra y el mar que la cubre peridédicamente con las mareas. En este ecosistema se encuentra
una rica vida silvestre que abarca desde crustdceos, peces y aves migratorias a mamiferos
marinos y especies migratorias. Las actividades humanas en torno de las ciudades y los

puertos en el estuario han modificado este ecosistema.

En este momento, la influencia del puerto, las actividades industriales y las ciudades
mismas estd siendo analizado en la parte exterior del estuario y en su zona de influencia.
En ciudades cercanas a Bahia Blanca, en general de caracteristicas turisticas, se esta reali-
zando muestreo y analisis de datos para evaluar como el puerto las afectas. De este modo,
Pehuen-Co, Monte Hermoso y Reta son tres conocidos balnearios ubicados a 50, 80 y 170
km respectivamente del Puerto. En el caso de Pehuen-Co, ya se demostro que el ecosistema

propio se ha acoplado al estuario de manera completa de modo que la influencia de las activi-
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dades en el puerto lo afecta directamente. El estuario tiene una fuerte corriente de marea que
en subiente ingresa desde el mar abierto y en bajante desagota en el mismo. Monte Hermoso
vy Reta se consideran fuera del estuario a diferencia de Pehuen-Co que se encuentra en la
“desembocadura” del mismo. La Figura[52] muestra una captura de una imagen satelital que
muestra parte del estuario con la ciudad de Bahia Blanca y el Puerto en el extremo izquierdo
y las ciudades balnearias en la costa. Los circulos negros marcan las posibles localizaciones

de los sensores.

Figura 52: Fotografia satelital del estuario de Bahia Blanca

El proyecto intenta determinar si el Puerto modifica el ecosistema de las playas vecinas.
Para esto, se intenta sembrar una red de sensores en el area que permita medir diferentes
parametros como la turbidez del agua, la radiacién de temperatura, densidad, salinidad,
materia organica volatil y compuestos inorganicos. Estos pardmetros deben ser medidos en
diferentes profundidades y a distintas distancias de la playa a lo largo de varios meses para
poder recoger las variaciones estacionales propias. A pesar de que es posible instrumentar
una red cableada, en la zona de la rompiente con la presencia de olas, presenta algunos
problemas a los que se podria sumar la intervencién no deseada de curiosos que pudieran
danar la red.

Distintos grupos de sensores pueden ser sembrados a lo largo de la costa para determinar

los contaminantes y sus variaciones en consonancia con las corrientes de marea y el efecto
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del viento. El primer grupo deberia colocarse en las proximidades del puerto. Un segundo
grupo deberia ubicarse en proximidades de la boca del puerto y un tercero frente a Pehuen-
Co. Entre este balneario y Monte Hermoso hay 25 km de playa sin desembocaduras de
cursos de agua dulce ni actividades desarrolladas por el hombre. Por lo tanto el cuarto grupo
de sensores deberia instalarse en Monte Hermoso. Para llegar al dltimo punto de interés,
Reta, hay que pasar dos desembocaduras de cursos de agua dulce, el mas importante el rio
Sauce Grande que se origina en Sierra de la Ventana, se endica en Paso de las Piedras para
proveer agua potable a la regién, recorre los partidos de Bahia Blanca, Coronel Rosales,
Coronel Dorrego, forma la Laguna Sauce Grande y finalmente desemboca al este de Monte
Hermoso. El otro curso de agua es el Quequén Salado. En estos puntos es importante medir
ya que los rios acarrean desechos organicos y agroquimicos provenientes de los campos que
recorren. Finalmente en Reta también se plantea sembrar grupos de sensores tanto en la

desembocadura del arroyo el Gaucho como en el mar.

Cada grupo esta compuesto por varios nodos subacudticos y una SB que actia como
interface con la red. Anclados a diferentes profundidades, los nodos cubren un area cercana
a los 500 m comenzando de la linea de bajamar con una profundidad de 2 metros y tomando
informacion hasta los 10 metros de profundidad si los hubiera. Los nodos se encontrarian
a 1, 2, 5y 10 m de profundidad. El primer grupo en el puerto sirve de referencia al resto.
Evaluar el tiempo de propagacion de un hecho que suceda en el puerto hacia afuera, y como
los parametros fisico quimicos van variando a medida que nos alejamos del nticleo. La Figura
muestra una distribuciéon aproximada de la red. Especificamente los sensores mediran:
temperatura, salinidad, pH, turbidez, oxigeno y nitrégeno disueltos, nutrientes disueltos (ni-
tratos, nitritos y fosfatos) y clorofila. Todos estos sensores funcionaran a demanda basados

en los principios del anélisis quimico por inyeccién de flujo.
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10m

1000m

Figura 53: Disposicién de la red en la costa

8.6. Proceso de Evaluacion

En esta seccién evaluamos la performance de la propuesta de MAC utilizando el escenario
descripto antes. Comparamos el comportamiento general de nuestra propuesta con el de
MACA-U [97]. Para este proceso de evaluacién suponemos que cada nodo tiene un rango de
transmision acustica de 500 m, la portadora se elige en 40KHz [08] y la tasa de transferencia
en 9600 b/s. Cada ranura tendrd una duracién de 167 ms para 160 bytes. La Figura
muestra la estructura de la trama luego de la fase de inicializacion para la topologia de red
mostrada en la Figura Como se puede ver, hay 7 ranuras usadas. La trama completa se

transmite en 1.167 s.

Las tramas pueden comenzar con diferente periodicidad, por ejemplo cada 10 s. En este
caso, la demanda de potencia (e.g. consumo de energia) del sistema de comunicacién en el
nodo serd ligeramente superior al 10 %. Luego de la fase de inicializacién, un mensaje del
nodo méas alejado (en este caso el nodo 7), requeriria tres tramas para alcanzar la SB o lo que
es lo mismo 30 s. El reconocimiento, mensaje ACK se efectiia en tres pasos. Primero el nodo
6 reconoce la recepcién del mensaje del nodo 7, en la siguiente trama, el nodo 1 reconoce el

mensaje del 6 compuesto por el mensaje de 7 y el propio del 6 y finalmente la SB reconoce el
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mensaje compuesto de los nodos 7, 6 y 1 provenientes. Si el mecanismo de invertir la trama
es implementado, el mensaje alcanza a la SB en sélo 10 s y el reconocimiento llegara en los

siguientes 10 y el factor de utilizacién general de la red sera muy cercano al 10 %.

En el caso del protocolo MACA-U, los nodos pueden transmitir en cualquier momento que
tengan informacion disponible y logren acceso al canal actstico por medio de los mensajes
RTS-CTS hacia el siguiente nodo en la red. Para establecer el protocolo se precisa controlar
el tiempo de transmision y el retardo para alcanzar el destino. Considerando que la senal
acustica en el agua se propaga un promedio de 1,5 km/s, el tiempo para alcanzar un nodo
en el limite del rango establecido sera de 0.333 s; por lo tanto la maxima demora en ida y
vuelta de un mensaje es Tax = 0,667s. Mantenemos la misma duracion de ranuras para el
proposito de comparar, 0,167 s. En el caso del nodo 7 cuando tiene un mensaje para enviar,
envia un RT'S y espera por mysx + tsior = 0,834s. Si en este tiempo, el nodo recibe el mensaje
CTS, entonces adquiere el control del canal y puede transmitir su mensaje. En ese caso el
tiempo total requerido por el nodo 7 para enviar su mensaje a la SB serd de cerca de 3 s
sin colisiones. Sin embargo, el nodo 7 puede ser demorado por colisiones con el nodo 5 y 6.
En este caso, si suponemos una unica colisién con cada uno de ellos, tardara en alcanzar el
nodo 6 cerca de 3 s. Con la misma consideraciéon en cuanto a las colisiones, el mensaje del
nodo 6 requerira de otros 3 s para llegar al nodo 1 y de este otros mas para alcanzar la SB.
En total, considerando una sola colisién con cada vecino por salto, la propagacién requerira

de 10 s para recorrer de extremo a extremo la red.

Este simple ejemplo muestra como la complejidad de los mecanismos de prevencién de
colisiones en medios con demoras tan importantes pueden comprometer la performance de
la red de modo considerable atin cuando se trate de pocos nodos. En cambio, el mecanismo
de acceso al medio por TDMA garantiza una latencia constante que hace a la red al menos
desde el punto de vista temporal en predecible. Esto es importante cuando debemos acotar

el tiempo de propagacion por restricciones temporales en los mensajes.
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8.7. Conclusiones

En este capitulo propusimos una red acustica inaldmbrica subacuatica con control de
acceso al medio administrado por TDMA. La sincronizacién de relojes y la asignacion de
ranuras se realiza de modo distribuido y esto permite prescindir de un nodo central admi-
nistrador con conocimiento completo de la red. El protocolo propuesto permite computar la
demora de un mensaje entre extremos de la red.

La propuesta se evalué mediando simulaciones en una arquitectura de sensores a sembrar
en la costa del mar entre el Puerto de Ingeniero White y el balneario Reta a fin de evaluar

la influencia del polo industrial-portuario en estas localidades proximas.
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Conclusiones y Trabajos Futuros
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Resumen

En esta parte se presentan las conclusiones generales resaltando los aspectos mds impor-
tantes del trabajo de esta tesis, el cardcter interdisciplinario de la misma y algunos temas

transversales a cada uno de los prototipos desarrollados.
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Conclusiones generales

En el ano 2012, se desarroll6 el primer prototipo denominado “Sistema Flow-Batch/FIA
para la determinacién de Glicerol Libre en Biodiésel”. Este hecho marcé un hito importante
para los grupos de investigacion del area de Sistemas Digitales del DIEC, y del area de
Quimica analitica del DQ. Desde entonces, ambos grupos han fortalecido su vinculo para

trabajar de forma interdisciplinaria logrando desarrollos tecnoldgicos innovadores.

Durante los trabajos de investigacién de esta tesis se han desarrollado y finalizado cinco
proyectos finales de carrera de Ing. Electrénica, como es el caso del Ing. Martin Nabaes con
su proyecto “Desarrollo de un Potenciostato portatil para control de calidad en productos
apicolas” en el 2015, y el de los Ing. Fermin Fueyo y Federico Fuentes quienes desarrollaron
un “Driver piezoeléctrico aplicado a la degradacion de propdleos” también en el mismo ano.
En 2016, el Ing. Matias Blackhall desarrollé6 un “Detector ultrasénico de bajo costo para
la determinacion de glicerol en biodiésel”, y en el ano 2017, los Ing. Guillermo Schneider y
Carlos Grassi desarrollaron un “Dispositivo de Medicién Multiparamétrico para Medicién de
Cursos y Espejos de Agua”, y el Ing. Esteban Binsak un “Analizador espectrofotométrico

con procesamiento de imégenes”.

Algunos resultados obtenidos de esta investigacion han sido transferidos al sector pro-

ductivo, logrando generar un fuerte impacto en el sector social y productivo.
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9.1. Sobre los sistemas flow-batch

Los analizadores basados en la metodologia flow-batch (FBA) se destacan de otros ti-
pos de analizadores de flujo debido a su versatilidad. Dada su flexibilidad y disponibilidad
de variables a controlar, se pueden realizar procedimientos analiticos diferentes sin cambiar
significativamente la configuracion fisica del sistema. Esto se debe a que los pardmetros ope-
racionales en FBA se cambian y se especifican para diferentes sistemas analiticos simplemente
en funcién de la temporizaciéon y conmutacion de las valvulas.

Los sistemas FBA estudiados en la literatura integran una serie de componentes de la-
boratorios tales como bombas peristalticas, accionadores de véalvulas y adquisidores USB
para el control del sistema por Software de PC. Durante el desarrollo de la tesis, se disend
e implementé un prototipo de controlador FB que integra todos los componentes comunes
utilizados en dichos sistemas. Este equipo cuenta con una bomba peristaltica y un acciona-
dor de vélvulas. El sistema descrito en el capitulo [2] se disené bajo el paradigma COTS.
La interfaz de usuario es amigable e intuitiva para el primer uso. Permite al usuario rapida-
mente configurar un nuevo procedimiento FB, y guardarlo en uno de sus tres registros para

posteriormente cargarlo y/o editarlo.

9.2. Sobre las matrices analizadas

Se desarrollaron diferentes sistemas de automatizacion y medicion para determinacion
de compuestos en diversas matrices relacionadas con biocombustibles, alimentos y medio
ambiente. Estas matrices estudiadas y analizadas son consideradas muy importantes tanto
en el contexto nacional como internacional.

En la parte [[I]] se describieron dos trabajos orientados al control de calidad del biodiésel.
Dado que nuestro pais es uno de los mayores productores de biodiésel en el mundo, contar con

instrumentos de bajo costo y portables, es de mucho interés para los pequenos y medianos

128



CAPITULO 9. CONCLUSIONES GENERALES

productores de biodiésel. Con éstos podrian analizar rapidamente el producto generado y
realizar correcciones inmediatas en el proceso productivo en caso de que el dispositivo indique
niveles altos de glicerina.

En la parte [V] se trabajé sobre el andlisis en matrices de alimentos, especificamente
productos apicolas. Estos productos, destinados al consumo humano y a la exportacion,
deben ser inocuos y cumplir con las disposiciones legales y regulaciones vigentes. Por ello, se
desarroll6 un sistema automatico y de bajo costo que permitié evaluar la calidad comercial
y diferenciada de estos alimentos.

En la parte [V] se diseni6 un protocolo de control de acceso al medio para una red de
sensores subacuaticos para aplicacién directa sobre estudios de medio ambiente. En este caso,
el cumplimento de restricciones temporales obligd a extender algunas soluciones existentes.
Para este escenario se planted un analisis técnico especifico que incluyo el alcance, la potencia,
el costo por byte, el mantenimiento, y el consumo de energia, entre otros. La disponibilidad
de este tipo de red permite augurar que en un futuro cercano se dispondra de un ecosistema
de sensores auténomos capaz de monitorear adecuadamente distintas variables. En el caso
de un curso o espejo de agua podrian ser caudal, temperatura, turbidez, pH, conductividad,
etc, en el caso del aire podria ser presencia de compuestos como amoniaco, CO2, CO, etc.

En el caso de suelos podria ser conductividad, dureza, nitrégeno, materia organica, etc.

9.3. Sobre los métodos quimiométricos

En el trabajo sobre la determinacién de glicerol libre del capitulo [5 se construyeron
varios modelos PLS que relacionan la concentracion de glicerol libre y la senal multivariada
registrada con el osciloscopio. La mejor precision se logré cuando el método PLS se acoplé con
SPA para la seleccion de intervalos. Los resultados obtenidos mostraron que con equipos més
simples y econémicos que en los trabajos anteriores, la presencia de glicerol libre en biodiésel

puede predecirse con precisién gracias a la adecuada utilizacion de métodos quimiométricos.

129



130



Capitulo 10

Trabajos futuros

El anélisis quimiométrico arroja resultados sobre una muestra, es decir, que en la practica
analiza una situacién del pasado. Sin embargo, hay una gran cantidad de procesos dindami-
cos, en especial todos los asociados a la contaminacién del medio ambiente, en el que el
muestreo es puntual y asociado a un conjunto determinado de parametros. La ciencia de
la computacion, y en particular, las técnicas de anélisis de grandes datos pueden proveer

nuevos enfoques a las tradicionales.

La propuesta de un trabajo futuro supone la generacion de nuevas herramientas que
permitan combinar los algoritmos aplicados en quimiometria con aquellos propios del pro-
cesamiento y andlisis de grandes series de datos. Por ejemplo, en la parte IV se desarrolld
un sistema que puede determinar la presencia de un contaminante como plomo a partir
de su deteccién en un producto apicola como el propdleos. Sin embargo, esto requiere un
procedimiento especifico sobre una muestra que es analizada por medio de una técnica elec-
troquimica implementada con un instrumento como el potenciostato. Para el andlisis de la
senal eléctrica nuevamente se utilizaron técnicas de filtrado y regresiones que permitieron
determinar la presencia de plomo. El desarrollo de este objetivo entonces pretende introdu-
cir nuevas variables en el analisis que puedan ser incorporadas durante todo el proceso de

produccién de propdleos en la colmena. La contaminacién con plomo proviene del medio am-

131



CAPITULO 10. TRABAJOS FUTUROS

biente debido fundamentalmente al tréfico vehicular (autos, camiones, trenes). Por lo tanto,
se podrian incluir sensores en el suelo y aire ubicados a diferentes distancias de las vias de
comunicacion. Todos estos parametros pueden ser contrastados luego con la presencia o no
de contaminantes en productos apicolas, y de esta forma poder inferir la mejor ubicacion de

la colmena.
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