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Introduccidn

En el mundo actual, la calidad y seguridad de los alimentos y bebidas que
consumimos juega un papel fundamental en la salud publica y la satisfaccion del
consumidor. Entre los diversos componentes alimentarios que requieren un monitoreo
constante, especialmente en bebidas analcohdlicas gasificadas tipo cola (en adelante,
bebidas cola), el fésforo total ( ) es de particular interés por su impacto tanto en la
calidad de estos productos como en la salud humana. En esta, el consumo excesivo de
fésforo (P), especialmente a través de estas bebidas, puede tener efectos adversos, como
la hiperfosfatemia y la desmineralizacion ésea, la alteracion de la absorcidn de minerales
esenciales, o generar problemas endocrinos, renales, cardiovasculares, digestivos o
metabdlicos en general.(Bird & Eskin, 2021)

En este contexto, el método de Murphy-Riley para la determinacion de a través de
la formacion del complejo azul de fosfomolibdeno (PMB, por sus siglas en inglés), ha
demostrado ser una alternativa efectiva para la cuantificacién del en bebidas
cola.(Cho & Nielsen, 2017) Sin embargo, este método implica el uso de diversas
disoluciones y la utilizacién de espectroscopia UV-Vis para medir el complejo, lo que
dificulta su répida implementacién y su aplicabilidad en campo, ademas de encarecerla.

Por otra parte, la espectroscopia y el procesamiento de imagenes han surgido como
herramientas poderosas en el andlisis de alimentos y bebidas, brindando una capacidad
Unica para la determinacién rapida, simple y precisa de componentes quimicos, tales
como el contenido de P en alimentos. En este sentido, su incorporacion en metodologias
analiticas que a la vez integren tecnologias disruptivas como la impresiéon 3D y los
smartphones, resulta crucial en el desarrollo de enfoques innovadores méas accesibles,
practicos, y eficaces.

Esta tesina estd orientada a la aplicacion de la espectroscopia y procesamiento de
imagenes para la determinacion colorimétrica del en bebidas cola mediante una
modificacién al método de Murphy-Riley. El objetivo principal de este trabajo es
desarrollar un sistema econémico, portatil y de facil uso que permita a la industria
alimentaria y los organismos de control verificar el contenido de en estas bebidas
de manera rapida, simple y precisa, sin la necesidad de equipos de laboratorio costosos
y complicados de usar. Para lograr este objetivo, se empleara la reaccion de formacién
del complejo PMB, se disefard e imprimird en 3D un portaceldas que pueda ser
retroiluminado con luz ambiente, y se utilizard un software de cédigo abierto para el
procesamiento de imégenes que permita usar la medida del color para cuantificar el

A través de este trabajo de tesina, esperamos contribuir al campo del andlisis de
alimentos y bebidas al proporcionar una soluciéon innovadora y accesible para la
determinacion colorimétrica de en bebidas cola, mejorando asi el control de la
calidad de estos productos, la seguridad alimentaria, y promover la salud publica.
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El Fésforo

- Este elemento, fundamental en numerosos compuestos inorgénicos y

O

organicos, asume diversos roles en sistemas bioldgicos y ambientales.
| La forma mas prevalente de P en la naturaleza son los fosfatos,

-

;—;w‘p\" O_ principalmente, iones de ortofosfato (PO.*).(lheagwara et al., 2013)
O - Estos oxoaniones de P consisten en un d&tomo de P unido a cuatro

O atomos de oxigeno. Se encuentran ampliamente distribuidos en
diversos entornos, incluyendo el agua, suelos, rocas, minerales y organismos vivos, ya
sea en forma de fosfatos inorgénicos u orgéanicos solubles o en biomoléculas.(Bringhurst

etal., 2011; Gutiérrez, 2020; Heaney, 2004)

El fésforo en la salud humana

El P desempena un papel crucial en el
funcionamiento del cuerpo. Contribuye a la
formacion de huesos y dientes, trabajando en
conjunto con el calcio (Ca) para mantener la salud
6sea y dental. Ademsds, el P es un componente
esencial de las moléculas de ATP (adenosin
trifosfato), la principal fuente de energia para las
células, vital para las funciones celulares vy
metabdlicas. Su presencia también es necesaria
para la comunicacién entre las células nerviosas y
la contraccion muscular, desempefiando un papel
clave en la transmision de sefiales nerviosas y la

funcion  muscular.  Participa en  procesos

metabdlicos como la sintesis de protel'nas, la Esta foto de Autor desconocido esté bajo licencia CC BY-SA-NC
produccion de ADN y ARN, y la activacidn enzimética. Ademas, es esencial para mantener
el equilibrio 4cido-base en el cuerpo, crucial para el funcionamiento de muchas enzimas
y procesos bioquimicos, tales como la entrega de oxigeno a través de la molécula de 2,3-
difosfoglicerato.(Bird & Eskin, 2021) Por este motivo, es esencial para la salud ésea y
sistémica mantener un equilibrio adecuado de P, Ca y demés minerales en el organismo
mediante una dieta balanceada.

Aunque la ingesta diaria recomendada de P varia segun la edad y la actividad fisica,
oscilando generalmente entre 700y 1250 mg para adultos, es fundamental garantizar un
consumo adecuado de este mineral en la dieta diaria.(Calvo & Uribarri, 2013; Dietary
Reference Intakes for Calcium, Phosphorus, Magnesium, Vitamin D, and Fluoride, 1997)
Esto se puede lograr incorporando alimentos ricos en P, tales como carnes, lacteos,
nueces, legumbres y granos enteros, entre otros, como parte de una alimentacion
equilibrada.
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El fésforo en alimentos y bebidas

Los PO4* se encuentran presentes como constituyentes de los alimentos utilizados
tanto para la nutricion humana como animal.(Picard et al., 2023) Ademas, desempefian
un papel fundamental en la industria alimentaria como aditivos funcionales en productos
procesados, ultraprocesados y bebidas, cumpliendo multiples funciones, incluyendo la
regulaciéon de la acidez, la proteccién antioxidante y la emulsificacion. Estas
funcionalidades contribuyen significativamente a mantener o mejorar la estabilidad,

textura, apariencia y otras propiedades organolépticas o tecnoldgicas de alimentos y
bebidas.(Tomaska & Brooke-Taylor, 2014)

La cantidad de P en alimentos, bebidas y refrescos
puede variar segun su tipo y procesamiento. En
alimentos con alto contenido de P como las carnes
magras de pollo, pavo, cerdo y ternera, el
contenido de P suele estar entre 200 y 300 mg de

P por cada 700 g de carne. En pescados, tales : S%
como salmdn, atin y bacalao, suele estar entre 200 ... 100 de Autor desconocido esté bajo licencia CC 8v-5A NC

y 400 mg por cada 100 g de pescado, dependiendo del tipo. En productos lacteos como
leche, yogur y queso, este contenido puede variar entre 120 mg por cada 100 mL de
alimento para la leche y 700 mg o mas por cada 100 g de alimento para el queso. En
legumbres, tales como lentejas, garbanzos y frijoles suele estar entre 100 y 200 mg por
cada 100 g de alimento. Y, en frutos secos y semillas como almendras, nueces y semillas
de girasol, este contenido puede variar de 300 - 400 mg por cada 100 g de
alimento.(Cupisti et al., 2012; Cupisti & Kalantar-Zadeh, 2013)

En lo que respecta a las bebidas, el agua carece de una
cantidad apreciable de P, mientras que los jugos de
frutas como naranja, manzana y uva tienen cantidades
inferiores a 10 mg por cada 100 mL de bebida. Por su
parte, algunas bebidas deportivas pueden contener P
agregado como PO,*, segun la marca y el tipo,
superando los 50 mg por cada 100 mL de bebida en

Esta foto de Autor desconocido esti bajo icencia CCBY-NCND — @lQUNOS casos. Las gaseosas como las bebidas cola en
su mayoria no poseen P en su composicion original, sim embargo, pueden contener PO4*
afiadidos como reguladores de acidez o conservantes. En estas, el contenido de P puede
oscilar entre 10 y 50 mg por cada 12 oz (equivalentes a 355 mL de bebida en envase
personal), dependiendo de la marca y el tipo de bebida.(Wickham, 2014)

Riesgos asociados al consumo inadecuado de fésforo

El consumo inapropiado de P en bebidas, especialmente cuando se affiaden PO4*,
acarrea diversos riesgos para la salud. Uno de estos riesgos esté relacionado con el
desequilibrio entre el Ca y el P. Un exceso de P en comparaciéon con el Ca puede
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perturbar el equilibrio mineral en el organismo, disminuyendo la absorcién de Ca 'y
aumentando el riesgo de trastornos éseos, como la osteoporosis, especialmente en
casos de baja ingesta de Ca.(Anderson et al., 1996) Actualmente, se recomienda
mantener una relacién Ca/P igual o superior a 1, ya que relaciones inferiores a este
umbral se consideran un factor desencadenante de la pérdida de masa dsea.(Levenson
& Bockman, 2009; Teegarden et al., 1998) Asi también, las personas que padecen de
enfermedad renal crénica pueden enfrentarse a problemas renales, ya que experimentan
dificultades para eliminar el exceso de P a través de sus rifiones. Esto puede llevar a
niveles elevados de P en la sangre, conocido como hiperfosfatemia, lo que contribuye al
deterioro de la funcién renal y puede ocasionar otras complicaciones. Ademas, varios
estudios sugieren que el consumo elevado de P en bebidas puede aumentar el riesgo
de desarrollar enfermedades cardiovasculares, como hipertension arterial y calcificacion
de las arterias.(Wickham, 2014) Por otra parte, el exceso de P puede interferir en la
absorcién de otros minerales esenciales, como zinc y magnesio, afectando la salud
general.(Reinhold et al.,, 1976; Vohra & Kratzer, 1966)

El P inherente a los alimentos en su estado natural raramente conlleva riesgos
significativos para la salud, dado que tiende a absorberse eficientemente en el
organismo cuando forma parte de una alimentacion balanceada. No obstante, como se
ha sefialado anteriormente, la ingesta de bebidas o alimentos, especialmente
procesados y ultraprocesados, con un alto contenido de P anadido, puede inducir
desequilibrios nutricionales y contribuir al desarrollo de problemas de salud a largo
plazo.

Métodos para la determinacion de

Desde 1920, cuando Denigés informd por primera vez una reacciéon de color
extremadamente sensible entre molibdato de P y cloruro estafnoso (SnCl) en
condiciones adecuadas,(Deniges, 1920) el método colorimétrico para cuantificar P
basado en esta reaccion ha sido modificado y estudiado extensamente durante mas de
un siglo.(Mahajan et al.,, 2018; Truog & Meyer, 1929) La sustituciéon de SnCl; por acido
ascorbico como agente reductor; el uso de tartrato de antimonio potasico como
catalizador, asi como el uso de calentamiento o variaciones en condiciones
acidas(Murphy & Riley, 1962) han sido algunas de las modificaciones que ha sufrido el
método original de Denigés para ampliar las capacidades analiticas del complejo PMB
(ver Figura 7). Esto ha permitido la determinacién de P en una amplia variedad de
muestras, incluyendo orinay sangre,(Bell & Doisy, 1920) aguas naturales,(Murphy & Riley,
1962) suelos y biofertilizantes,(Santos de Souza et al., 2023) y alimentos.(Cho & Nielsen,
2017)

La reaccién de formacién del complejo PMB ha sido ampliamente utilizada debido a su
asequibilidad, simplicidad, sensibilidad y robustez. El uso de este complejo se extiende
desde proyectos de investigacion colaborativos, dirigidos por organismos
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internacionales,(Pulliainen & Wallin, 1996) hasta
innovaciones analiticas originales(Gliszczynska-
Swigto & Rybicka, 2021) enfocadas en la
determinacién del contenido de P en una
amplia gama de productos alimenticios, tales
como harinas, embutidos, productos carnicos y
lacteos, entre otros. Desde que
Murphy(Murphy, 1983) y Lozano-Calero et
al.(Lozano-Calero et al., 1996) propusieron los
primeros métodos colorimétricos para el

analisis del contenido de P en bebidas
Figura 1. Estructura del ion de Keggin [PMo12040}

(12-PMA) precursor del complejo PMB. La esfera . . 8
naranja representa al P; y las esferas violetas y rojas NUMErosos enfoques analiticos para investigar

utilizando el complejo PMB, han surgido

al Mo y O respectivamente. en esta area. Estos enfoques comprenden la
Fuente: Haga clic aqui. . ., .
determinacién de orto-, poli- y metafosfatos
mediante cromatografia en capa fina y de columna de intercambio iénico;(Tonogai &
lwaida, 1981) la adaptacion del método de Murphy a un sistema de microinyeccion en
flujo (uFIA, por sus siglas en inglés) para la determinacién de fosfatos;(Shafi Al-Jorani &
Hussien Al-Sowdani, 2020) y la evaluacion cuantitativa del 4dcido metilfosfénico como
estandar en 3'P-RMN para estimar el contenido de P en bebidas,(Kéllo et al., 2013) entre

otros.

Determinacién de en alimentos y bebidas

Como se ha indicado previamente, los fosfatos no solo poseen un valor intrinseco
debido a la relevancia del P en las reacciones metabdlicas y funciones fisiolégicas del
cuerpo humano, sino que también presentan propiedades tecnoldgicas significativas. En
el dmbito de las bebidas embotelladas, ampliamente conocidas como refrescos o
gaseosas, tales como las bebidas cola, es habitual la inclusion de estos compuestos.
Sustancias como el acido fosférico o sus sales sddicas o potésicas son empleadas con
regularidad como acidulantes o reguladores de acidez, otorgando de esta manera un
sabor acido o agrio caracteristico a dichas bebidas.(Smith, 2007)

Dada la influencia del P en la salud humana y su prevalencia en las bebidas cola, por los
fosfatos usados como aditivos, la cuantificacion de este elemento es de suma
importancia. En general, la determinacion de P en alimentos y bebidas, denotada como

, se requiere con frecuencia para evaluar la calidad de estos productos, cumplir con
las normas regulatorias nacionales y las recomendaciones internacionales, tales como las
establecidas por organismos como la ANMAT en Argentina o la Comisién del Codex
Alimentarius de las Naciones Unidas.

La metodologia cominmente empleada para determinar el contenido de en
alimentos, se describe en la norma oficial AOAC 995.11.(AOAC INTERNATIONAL, 2016)
La metodologia adoptada se fundamenta en la formacién del complejo PMB vy su
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posterior cuantificacion mediante espectrofotometria UV-Vis en el rango de longitudes
de onda de 600 a 700 nm. La formacién de dicho complejo se produce mediante la
interaccién entre los fosfatos solubles en el alimento, previamente calcinado, y una
solucién compuesta por molibdato de sodio y acido ascdérbico, empleados como
agentes complejante y reductor, respectivamente, y con calentamiento vigoroso.

Alternativas para la determinacién de

La creacion de métodos analiticos eficientes y precisos es necesaria para garantizar
mediciones con una calidad analitica adecuada y el cumplimiento de las normativas
alimentarias vigentes. Esta necesidad se hace especialmente relevante en el &mbito de
la determinacidn del contenido de en bebidas cola, no solo para establecer su
calidad, sino también cuando se requiere evaluar sus posibles impactos en la salud
publica y concientizar a los consumidores. En este sentido, el desarrollo de nuevas
metodologias analiticas que implementen el uso de smartphonesy laimpresién 3D, entre
otras tecnologias, deben ser eficaces y confiables ademas de rapidas, practicas,
econdmicas y amigables con el ambiente.

En afnos recientes han surgido alternativas instrumentales a la espectroscopia UV-Vis
convencional, entre las que se destaca la espectroscopia de iméagenes o
imagenoespectroscopia. Esta técnica, considerada moderna y eficiente, presenta
potenciales beneficios practicos para simplificar la evaluacién del contenido de en
bebidas cola.

Espectroscopia de imagenes

La espectroscopia de imagenes es una técnica que combina los principios de la
espectroscopia y la imagenologia (formacién de imagenes).(Gupta, 2018) Esta técnica
permite la adquisicion de iméagenes digitales y la obtencién de informaciéon espectral,
parcial o completa, a partir de los pixeles que las conforman. Estas imagenes, por sus
caracteristicas, reciben el nombre de imégenes espectrales y se clasifican, segun las
bandas o rangos de longitudes de onda del espectro electromagnético que registren,
en: imagenes multiespectrales, hiperespectrales o de espectro completo (ver Figura 2).
Las imédgenes multiespectrales se forman a partir de un nimero acotado de bandas del
espectro electromagnético, que varian en su ancho y continuidad, y las hiperespectrales,
a partir de una regién concreta del espectro o del espectro completo, y se caracterizan
por tener una mayor resolucidn espectral. Ademés de la resolucidn espectral, las
imagenes espectrales poseen otra caracteristica importante, la resolucion espacial; la
cual esta relacionada con el nimero de pixeles del sensor utilizado para capturarlas. Por
esta razon, la informacion obtenida a partir de las imégenes espectrales se representa
comunmente en forma de cubos de imagenes, como si fuera un cubo de datos.(Kim et
al., 2007; Schweizer & Moura, 2001)
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En la actualidad, la adquisicion,
procesamiento y andlisis de imagenes
espectrales se aplican en campos tan
variados y distintos entre si como la

herramientas han adquirido especial e 4
relevancia en los  dltimos  afos,

particularmente en el campo de la quimica

analitica.(Chen et al.,, 2002) En esta, la
deteccion basada en imagenes
espectroscopicas ofrece la posibilidad de

relacionar  la  informacion  espectral

astrofisica, la medicina y la quimica. Estas | “

. . o . Figura 2. Representacion gréfica de una imagen
contenida en la imagen con la distribucién, hiperespectral de la deteccién de un tumor glandular.

identidad y composicion quimica de los Fuente: Haga clic aqui

objetos en ella; o lo que es lo mismo, permite obtener mapas espaciales de variacién
espectral. Por esto y por caracteristicas como la minima preparacion de la muestra, los
rapidos tiempos de adquisicion y medicion simultdnea de compuestos quimicos, esta
técnica se ha convertido en una herramienta versatil, simple, de bajo costo y alta eficacia,
para el desarrollo de nuevos métodos analiticos aplicados al estudio de sistemas
quimicos.(Mehl et al., 2004)

En las Ultimas dos décadas, se han propuesto métodos analiticos que incorporan el uso
de dispositivos de captura de imagenes, tales como smartphones o cdmaras digitales,
como detectores en determinaciones imagenoespectroscopicas o colorimétricas,(Gaiao
et al., 2006; Valeria Springer et al., 2020) fluorimétricas,(Uriarte et al., 2021; Yu et al.,
2014) y nefelométricas.(Byrne et al., 2000; Vidal et al., 2021) Otras aplicaciones de estos
dispositivos también incluyen, la medicion de propiedades dpticas como el indice de
refraccion y la densidad éptica para la clasificaciéon y cuantificacion de muestras
liquidas,(Eriksson & Igbal, 2014) y la determinacion de distintos contaminantes
emergentes, tales como farmacos(Cheng et al., 2022) y pesticidas.(Khalaf et al., 2023)

Procesamiento y analisis de imagenes

La relacion entre el andlisis de imagenes y el procesamiento de imagenes es
fundamental en el contexto del anélisis quimico mediante imagenes espectrales. El
procesamiento de imagenes implica la aplicacién de procedimientos para mejorarlas o
extraer informacion util, lo que constituye la base para anélisis posteriores.(da Silva &
Mendonca, 2005) Por otro lado, el anélisis de imégenes se centra en extraer informacién
significativa de las imdgenes mediante técnicas de procesamiento de imagenes, lo cual
es crucial para tareas como el reconocimiento de objetos, anélisis estadistico cuali- y
cuantitativo.(Dempster, 2001)

En el ambito del andlisis quimico mediante imagenes espectrales, estos conceptos se
entrelazan para permitir la extraccion de informacién quimica valiosa de datos complejos
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producidos por espectroscopia UV-Vis u otras técnicas dpticas. Las técnicas de imagenes
espectrales (multi- o hiperespectrales) generan datos de imdgenes multivariables, donde
cada pixel o grupo de pixeles representa un espectro o vector de intensidades de luz o
color correspondientes a diferentes compuestos quimicos.(Geladi et al., 1986) Al utilizar
métodos de procesamiento de imdgenes como el ajuste de contraste, ecualizacion de
histograma, eliminacién de ruido, segmentacion y anélisis de regiones de interés (ROI),
entre otros, se pueden mejorar las imagenes espectrales para una interpretacién del
color més clara y precisa, y extraer informacidén quimica detallada a partir de datos
complejos.(Geladi et al., 1992)

Determinacion de por espectroscopia de imagenes

El anélisis quimico por espectroscopia de imagenes ha experimentado un notable
incremento en la investigacion cientifica en los Ultimos afos. Este tipo de andlisis
aprovecha dispositivos cotidianos como camaras digitales, escaneres, cdmaras web y
smartphones para la captura y procesamiento de imagenes.(Barbosa et al., 2016;
Dominguez & Centuriéon, 2015; Masawat et al., 2017; PASSARETTI FILHO, 2015; Schults
etal., 2019)

Un ejemplo destacado es el método desarrollado por Phansi et al., quienes emplearon
dispositivos analiticos microfluidicos de papel (uPADs) junto con la cdmara de un
smartphone para determinar el contenido de fosfato en muestras de agua y suelo. Este
método involucra la formacion del complejo PMB, utilizando &cido ascérbico como
agente reductor, y la preconcentracién de la muestra para mejorar la sensibilidad. La
deteccion del complejo PMB se lleva a cabo mediante espectroscopia de imagenes, y el
analisis subsiguiente se realiza utilizando el programa ImageJ®. Este método presenta un
intervalo lineal de concentraciones entre Oy 100 mg L' de P, con un limite de deteccion
de 0,7 mg L' de Py una precision del 3,1 % de RSD para 50 mg L' de P.(Phansi et al.,
2022)

Por su parte, Barros et al. utilizaron el analisis de imagenes digitales (DIA, por sus siglas
en inglés), una forma de denotar al andlisis imagenoespectroscépico, para medir la
concentracion de Al(lll), Feior, NO>~y H.PO4~ en muestras de agua. Para esto, emplearon
una camara web en la captura de las iméagenes digitales y convirtieron las intensidades
de rojo, verde y azul en absorbancias. Obtuvieron resultados éptimos para Al(lll) y NO>~
al medir la absorbancia en el verde, mientras que para Feiww y H2PO4 utilizaron
combinaciones de absorbancia en verde-azul y rojo-azul, mejorando tanto la sensibilidad
como los coeficientes de determinacidon.(Barros et al., 2017) El DIA demostrd ser eficaz
también en la deteccién precisa de P en concentraciones bajas. Ademas, en otro estudio
reciente, se propuso un método colorimétrico para detectar POs* en muestras de agua
tras preconcentrarlo utilizando una centrifugadora de papel circular (Paperfuge) y tubos
dopados con adsorbentes. Se observé que la intensidad del PMB en los adsorbentes
mostraba una relacién lineal con la concentracidn de PO/, con un intervalo lineal de
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concentraciones de 0 a 5 uM (R?= 0,9921) y un limite de deteccion de 0,19 uM.(Puno et
al., 2017)

Otro estudio condujo al desarrollo de wuna aplicacion para el analisis
imagenoespectroscopico utilizando dispositivos inteligentes como smartphones vy
tablets. La aplicaciéon, denominada PhotoMetrix®, emplea técnicas simples de correlacién
lineal en el andlisis univariado y de componentes principales (PCA, por sus siglas en
inglés) en el analisis multivariado exploratorio.(Helfer et al., 2016) PhotoMetrix® se ha
utilizado para determinar la concentracién de iones de F~y PO, en aguas tratadas y
naturales mediante espectrofotometria UV-Vis, utilizando el compuesto SPADNS para la
medicion de F~y la reaccidn de formacion del PMB para la medicién colorimétrica de P.
Los coeficientes de determinacion (R?) para F~ y PO, mediante el método
espectrofotométrico y el método imagenoespectroscépico fueron 0,990y 0,998,y 0,999
y 0,999, respectivamente.(Ben da Costa et al., 2019)

En resumen, la espectroscopia de imagenes, aprovechando dispositivos de bajo costo,
tales como smartphones, tablets y otros, se ha convertido en una herramienta util y cada
vez mas comun en la investigacidon cientifica. Su aplicacion en la identificacion y
cuantificacién de diversas especies quimicas estd ganando terreno rdpidamente, siendo
utilizada con frecuencia en el analisis de matrices como alimentos,(Barreto et al., 2020)
muestras bioldgicas,(Luiz et al.,, 2019) medicamentos(Jain et al., 2021) y suelos,(de
Oliveira Morais et al., 2019; Morais et al., 2019) por mencionar algunas.
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Objetivos

Objetivo general

En esta tesina se propone el desarrollo de un método alternativo para la
determinacién del contenido de en bebidas cola. Este método se basa en la
reaccion de formacion del complejo PMB y su posterior medicion colorimétrica mediante
espectroscopia de imagenes. Para llevar a cabo este método, se empleara una solucién
acuosa de cloruro estafioso (SnCl;), como reductor, y acido sulfurico (H2SO.) para la
formacién del complejo PMB. Ademas, se explorard el uso de la espectroscopia de
imadgenes y la colorimetria CIE como alternativas a la espectrofotometria UV-Vis
convencional. En este método se implementard un sistema de analisis portatil constituido
por la cdmara de un smartphone, un portaceldas dual (PCD) impreso en 3D y luz
ambiente como iluminante.

Hipdtesis de trabajo:

El contenido de en muestras de bebidas cola puede ser medido por
espectroscopia de imagenes y colorimetria CIE, utilizando un portaceldas dual portatil
impreso en 3D que permita la adquisicién de imagenes digitales de disoluciones que
contengan PMB.

Objetivos especificos

e Disenar y fabricar, mediante la tecnologia de impresién 3D, el prototipo del PCD
portatil acoplable a un smartphone que permita la captura de iméagenes digitales de
disoluciones con PMB para su posterior anélisis. En el dispositivo se podran emplear
elementos dpticos, tales como difusores u otros elementos, que mejoren la precisién,
sensibilidad, especificidad y/o eficacia del sistema.

e Implementar metodologias analiticas para la determinacién del contenido de en
bebidas cola de forma simple, réapida y eficaz. Se usard una Unica soluciéon acida de
SnCl, como agente reductor en la formacién del PMB para evitar el uso de
catalizadores y calentamiento. Ademas, se emplearan técnicas de espectroscopia y
procesamiento de iméagenes digitales, incluyendo la colorimetria CIE.

e Los resultados obtenidos mediante el método propuesto se validaran por
comparacién con los obtenidos a partir de referencias metrolégicamente apropiadas,
como la norma AOAC 995.11, comUnmente usada en la determinacién de en
alimentos.
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Metodologia

Aparatos, instrumentos y software

Aparatos

Se utilizé una balanza de laboratorio estandar de precision Ohaus TS 120S (Ohaus
Europe GmbH, Nanikon, Suiza). Se emplearon pipetas Dragon Lab MicroPette (Dragon
Laboratory Instruments Limited, Beijing, China) con tres rangos de volumen distintos, que
incluyen 20 - 200 pL, 100 - 1000 uL y 1000 - 5000 pL. Se utilizé un agitador Vortex Velp
Scientifica ZX3 (Velp Scientifica SRL, Milan, Italia). Se empled un limpiador ultrasénico
Arcano PS-10A que opera a una frecuencia de 40 kHz (80 W), equipado con un elemento
calefactor (Instrumental Pasteur SRL, Buenos Aires, Argentina), y se utilizd una impresora
3D Creality Ender 3 (Shenzhen Creality 3D Technology Co., Shenzhen, China).

Instrumentos

Se utilizé un espectrofotémetro UV-Vis con arreglo lineal de diodos Agilent 8453
(Agilent Technologies, Avondale, PA, EE. UU.) para recopilar los espectros del PMB. Se
emplearon una celda espectrométrica de vidrio Karaltay de 4,5 mL con un camino éptico
de 1 cm (Beijing Karaltay Scientific Instruments Co. Ltd., Beijing, China) y una celda
espectrométrica de poliestireno éptico DeltaLlab de 1,5 mL con un camino éptico de 1
cm (DeltaLlab Group, Barcelona, Espafa). El espectrofotémetro se operé en modo
estandar utilizando el software Agilent Chemstation. Para capturar imagenes digitales a
color (sRGB), se usé la cdmara trasera principal de un smartphone Samsung Galaxy S20
FE con sensor CMOS de 12 MP (f/1,8, 26 mm, 1/1,76" 1,8 um, Dual Pixel PDAF, OIS)
(Samsung Electronics Limited, Seul, Corea).

Software

Se uso el software de disefio asistido por computadora (CAD, por sus siglas en
inglés) SolidWorks® Premium 2019 (version SP 0.0, Dassault Systémes SolidWorks Corp.,
Velizy-Villacoublay, Francia) y el software de impresion 3D UltiMaker Cura (version 4.13.1,
Ultimaker B.V., Utrecht, Paises Bajos) para el disefio y fabricacion de todos los
componentes que conforman el PCD. Las imagenes digitales fueron analizadas con el
software de dominio publico ImageJ® (version 1.54e, Imaged, National Institutes of
Health, Maryland, Estados Unidos). Los datos RGB y espectrales fueron analizados y
graficados utilizando el software Microsoft Excel® (version Microsoft 365, Microsoft
Corporation, Redmond, Washington, Estados Unidos). El software MATLAB® R2010a
(version 7.10.0.499., 64-bit (winé4), 05-02-2010, The MathWorks, Inc., Natick, United
States) y ULC 2.0 (versién ULC 2.0.1 Build 20080117, final/lanzamiento, Oleguer Huguet
Ibars y Ricard Boqué Marti, QAQO, Universitat Rovira | Virgili, Cataluna, Espana) se
utilizaron para realizar los célculos estadisticos en la calibracién y validacién del método
propuesto.
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Reactivos, soluciones, muestras y materiales

Se utilizaron reactivos quimicos de grado para analisis y agua ultrapura (resistividad
de 18,3 Q2 cm') para la preparacién de soluciones. El material de vidrio y de laboratorio
se limpidé adecuadamente con un detergente libre de PO.*, enjuagdndose siempre con
agua destilada desionizada y agua ultrapura antes de usarlo.

Reactivos

Se utilizé fosfato monopotésico (KH.PO, Nimero CAS 7778-77-0) (Anedra® de
Research-AG S.A., Argentina), molibdato de sodio dihidratado (Na:MoO4.2H,0O, Niumero
CAS 10102-40-6) (Anedra® de Research-AG S.A., Argentina), acido clorhidrico al 37 %y
1,19 g mL" (HCl, Ndmero CAS 7647-01-0) (Anedra® de Research-AG S.A., Argentina),
acido sulfurico al 98 %y 1,84 g mL" (H.SO4, Nimero CAS 7664-93-9) (J.T. Baker® de
Avantor, EE. UU.), tartrato de antimonio y potasio (CsH4K20125b2.3H.O, Numero CAS
28300-74-5) (Anedra® de Research-AG S.A., Argentina), acido ascérbico L (+) (CsHsOs,
Numero CAS 50-81-7), y cloruro estafioso dihidratado (SnCl..2H.0O, Niumero CAS 10025-
69-1) (Anedra® de Research-AG S.A., Argentina).

Soluciones

En todos los casos en esta Seccidn, las soluciones de trabajo de P se prepararon en
el dia de su uso a partir de una solucién stock de P que contenia 0,7570 mg mL" de P
(almacenada a 5 °C para minimizar el crecimiento microbiano). La solucidn stock de P se
prepard diluyendo una cantidad exactamente pesada de monofosfato de potasio
(secado por 2 h a 105 °C) en agua ultrapura.

Usadas en la aplicacién del método propuesto

Como agente complejante, se usé una solucidn recién preparada de molibdato
de sodio en acido sulfdrico, con una relacion molar de 71:24 en 0,5 L. Como agente
reductor, se empled una solucién acida de SnCl; en H.SO4 con una relacion molar de
1:52 en 0,1 L. A esta solucién se agregaron granallas de estafo metdlico. Se utilizd
también una solucién estandar de trabajo de P de 0,0370 mg mL" de P (31,0 ppm de P),
para preparar una curva de calibraciéon de P en un intervalo de concentraciones de
0,0070 a 0,0700 g de P-Os por cada 100 mL de muestra. Las concentraciones de las
soluciones en esta Seccion se adoptaron a partir del estudio realizado por Amarilla et
al.(Amarilla, 2019) a partir del trabajo publicado por Nagul et al.(Nagul et al., 2015)

Usadas en la aplicacién de la norma AOAC 995.11

Se utilizdé una solucién acida de molibdato de sodio en acido sulfurico, con una
relacion molarde 0,0717:1en 0,5 L, y una solucidn de acido ascorbico (0,030 M) para crear
una soluciéon mixta de Na:MoO42H20 y CsHsOs, sirviendo como agente complejante y
reductor, respectivamente, en la formacién del complejo PMB. La soluciéon de
Na:MoO4.2H>0 - CsHsOs, se prepard con una relacion molar de 2,83:1en 0,1 L. Se utilizd
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una solucion estandar de trabajo de P que contenia 0,01 mg mL" de P (10 ppm de P),
para construir una curva de calibrado de P en un intervalo de concentraciones desde 0,01
hasta 0,06 mg mL"" de P.

Muestras

Se adquirieron ocho muestras diferentes de bebidas cola de distintas marcas
provenientes de varios comercios de Bahia Blanca (Buenos Aires - Argentina). Esta
seleccion de muestras incluye las variantes: regular, light y sin aztcar de cuatro marcas
de bebidas cola: dos marcas internacionales (Coca Cola® y Pepsi®) y dos marcas
nacionales (Goliat® y Cunnington®). Todas estas variantes estan etiquetadas con el
nombre especifico no genérico de "Bebida carbonatada no alcohdlica y dietética (segun
el caso) elaborada a partir de extractos vegetales". La Tabla 1 detalla la lista de
ingredientes en los rétulos de los envases de las muestras.

Tabla 1. Cédigos alfanuméricos utilizados para etiquetar las muestras reales de bebidas cola y los
ingredientes indicados en sus rétulos.

Etiquetas de muestras’ Lista de ingredientes ™
MBC-1-CO Agua Carbonatada, Azucares, COL 150d, ARO, ACI 338. Contiene Cafeina.
Agua Carbonatada, COL 150d, ARO, ACI 338, EDU Aspartamo (24 mg/100 mL) -
MBC-2-CSA Acesulfame K (16 mg /100 mL), CONS Benzoato de Sodio, ACREG 331 ii. Contiene:
Cafeina.

Agua Carbonatada, COL 150d, ARO, EDU Aspartame (24 mg/100 mL) - Acesulfame K(16
MBC-3-CL mg/100 mL), ACI 330 - 338, CONS Benzoato de Sodio. Contiene Cafeina.
Fenilcetonuricos: Contiene Fenilalanina.

Agua ’Carbonatada; Azlcar; Cafeina; COL: Caramelo (INS 150d), ARO: Sabores Naturales;
MBC-4-PO ACI: Acido Fosférico (INS 338); EDU: Acesulfame K (5,4 mg/100 mL) (INS 950),
Sucralosa (2 mg/100 mL) (INS 955).

Agua Carbqnatada, Jarabe de Maiz con Alto Contenido de Fructosa (HFCS), Acido
MBC-5-PL Fosférico, Acido Citrico, Benzoato de Sodio (Conservante de Frescura), Citrato de Sodio,
Cafeina, Goma Arébiga, Sabor Natural.

Agua Carbonatada; Endulzante: Jarabe de Maiz con Alto Contenido de Fructosa (HFCS);
Colorante: Caramelo IV; Saborizante: Sabor Natural a Cola (Emulsién); Acidulantes:

MBC-6-GO Acido Fosférico, Acido Citrico; Conservantes: Benzoato de Sodio; Edulcorantes No
Nutritivos: Aspartamo (15 mg/100 mL), Acesulfame K (11 mg/100 mL). Fenilcetonuricos:
Contiene Fenilalanina.

Agua Carbonatada; Azlcar o HFCS; COL: 150d; ARO, ACI: 338; CONS: Benzoato de
Sodio. Contiene Cafeina.

Agua Carbonatada, COL: 150d, ARO, EDU: Ciclamato (0,070 %), Aspartame (0,0045 %),
MBC-8-CNSA Acesulfame K (0,0045 %), Sacarina (0,003 %), ACI: 338, CONS: Benzoato de Sodio.
Contiene Cafeina. Fenilcetonuricos: Contiene Fenilalanina.

MBC-7-CNO

*En las etiquetas de las muestras: O: Original (también Regular), SA: Sin Azicar (también Cero), y L;' Light. )
** En negrita: Aditivos alimentarios que contienen P. Los acidulantes 330 y 338 corresponden a Acido Citrico y Acido Fosférico
(también &cido ortofosfdrico), respectivamente, segun el Sistema Internacional de Numeracién (INS, por sus siglas en inglés).

Materiales

Se utilizé un filamento de acido polilactico (PLA, por sus siglas en inglés) de color
negro con un diametro de 1,75 mm (NTH, Chivilcoy, Argentina) para fabricar las piezas
del PCD. Adicionalmente, se empled una [dmina comercial de poliestireno translicido
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blanco con dimensiones de 37 x 27 x 3,15 mm como pantalla difusora para la adquisicion
de imagenes retroiluminadas.

Procedimientos

Desarrollo y aplicacion del método propuesto

Desarrollo del sistema imagenoespectroscépico portatil

El sistema portétil para el andlisis por espectroscopia de imagenes (en adelante ‘el
sistema’) (ver Figura. 3) esta constituido por la cdmara posterior principal del smartphone
Samsung Galaxy S20 FE acoplado al PCD equipado con una ldmina traslicida de
poliestireno blanco utilizada como difusor. Como fuente de iluminacién se usé luz
ambiente, y para sostener todo el sistema, se utilizd un soporte comercial para
smartphone montado en un tripode.

b C

ANCLAJE RANURAS

d0sn4dia
Q

PANTALLA DEL SMARTPHONE

VISTA LATERAL DEL PCD  VISTA FRONTAL DEL PCD

Figura 3. Sistema portatil para el anélisis por espectroscopia de imagenes basado en el uso de
un smartphone acoplado al PCD. (a). Vista lateral del smartphone. (b). Anclaje del PCD al borde
superior del smartphone. (c). Ranuras para las celdas de medicién cubiertas con una tapa de PLA.
(d). Extremo frontal del PCD con el difusor de poliestireno blanco translicido.

Como se muestra en la Fig. 3 (a), el PCD estéd soportado sobre el borde superior del
smartphone mediante un anclaje impreso en 3D, previamente unido al PCD con un
superadhesivo de secado rédpido a base de cianoacrilato. Los detalles sobre el disefio,
impresion y ensamblaje de las piezas del PCD se proporcionan en la Seccién 3.3.1.1.1.
La pantalla trasltcida de poliestireno blanco retroiluminada utilizada como difusor fue
hecha a mano cortando una pieza de 37 x 27 x 3,15 mm de la ldamina original de
poliestireno utilizando una herramienta rotativa mecanica. El difusor se instalé en el PCD
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deslizédndolo a través de la ranura disefada para tal fin (ver Figura 4 en la Seccidn
3.3.1.1.1.).

Modelado 3D del PCD

El proceso de modelado 3D del PCD se hizo usando el software SolidWorks®
CAD para el disefio y el software UltiMaker® Cura para la impresién 3D. El PCD fue
meticulosamente elaborado, siguiendo las dimensiones delineadas en la Figura 4 y
utilizando las herramientas de esbozo y extrusion del software SolidWorks®. La técnica
de impresién elegida para producir los componentes del PCD (es decir, el soporte, el
cubre-cubetas y el anclaje) fue la deposicidon de material fundido (FDM, por sus siglas en
inglés). Los pardmetros de impresion fueron los siguientes: altura de capa de 0,2 mm;
grosor de pared de 0,8 mm; densidad de relleno del 20 %; temperatura de la boquilla
de 200 °C; temperatura de la cama caliente de 60 °C; enfriamiento activado y una
velocidad de impresion de 50,0 mm/s. Todos los componentes del PCD se imprimieron
en PLA color negro mate utilizando la impresora 3D Creality Ender 3.

4-Dé\nc/a/e del PCD Cubre-cubetas
1 110.00 30.00 28.00
B
3 gl O S| &
il v oh
w S o — %)
w‘i' _ ~ S %
f Vista /gfggl del PCD S 30.00 3?
©
2,90 Q Q
l il AN R Y0 o)
----------------------- 4 ol o s
g g s ol
S I— 1] Rt =L [ I
I i [28.00] [25.00] 9}
o
113.40 Portaceldas dual (PCD)

Figura 4. Croquis del portaceldas dual (PCD) disefiado a medida usando el software
SolidWorks®. Todas las dimensiones se encuentran dadas en milimetros.

Calibracion metodolégica y analisis de muestras reales

La curva de calibracién de P abarcé un intervalo de concentraciones desde 0,0072
hasta 0,0684 g de P-Os por 100 mL de muestra (0,13 a 1,179 mg L' de P) y se construyé
usando el logaritmo natural negativo de la ratio de luminancia (Y) [-Ln(Y; / Yo)], usado
como respuesta analitica, versus la cantidad en g de P.Os por 100 mL de muestra. La curva
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de calibraciéon se prepard por triplicado, mezclando cantidades adecuadas de una
solucién estandar de trabajo de P (ver Seccion 3.2.2.1.) con 1000 uL de una solucién acida
de Mo(VI) en H:SOq4; 200 pL de una solucidn acida de Sn(ll) en H-SO, y ahadiendo agua
hasta un volumen final de 5,00 mL (ver concentracion de las soluciones en la Seccién
3.2.2.1.). Se prepard una solucion blanco de reactivos utilizando el mismo procedimiento.

Las soluciones blanco/estandar de P, luego de ser homogeneizadas con un agitador
Vortex durante 3 s y después de 5 min de espera, fueron transferidas consecutivamente
en orden creciente de concentracién a una cubeta de poliestireno éptico transparente
de 4 mL. Esta cubeta se colocé en la ranura derecha del PCD, junto con otra cubeta que
contenia agua destilada posicionada en la ranura izquierda. Se capturaron imagenes
digitales de ambas cubetas en el PCD utilizando los pardmetros de captura que se
muestran en la Tabla 2, Seccién 3.3.2.1.1. Las imdgenes de las soluciones estandar de P
se procesaron secuencialmente, siguiendo el orden de preparaciéon para facilitar su
andlisis. El procesamiento digital de las imagenes y la correlaciéon del -Ln(Y) con el
contenido de P en soluciones en blanco y estandar se ejecutaron siguiendo el
procedimiento descrito en la Seccion 3.3.2.1.2.

Las muestras listadas en la Tabla 1 (ver en pag. 15) fueron analizadas de forma homéloga
a las soluciones estdndar de P en la calibracion, sustituyendo el volumen de la solucién
estandar de P por 20 pL de cada muestra. Las muestras fueron desgasificadas por 10 min
en un bano de ultrasonidos. No se requirié de ninguln tratamiento previo a su andlisis. Las
muestras fueran analizadas por triplicado.

Captura y procesamiento de imagenes
Captura de imagenes

Las imagenes digitales a color del sistema quimico en estudio fueron adquiridas
utilizando el modo Pro de la aplicacién de la cdmara principal del Samsung Galaxy S20
FE, empleando los parametros de captura que se muestran en la Tabla 2. El color
percibido en las imagenes digitales adquiridas esté representado en el espacio de color
SRGB. Las mismas tienen 2268 por 4032 pixeles (9 MP) de alto y ancho, respectivamente;
y mantienen una relacidon de aspecto de 9:16. Fueron tomadas con un retraso de 2 s sin
el uso de flash. La longitud focal de captura fue de 26 mm, con una compensacion
automatica de exposicidn y una apertura de -0,8 EV y /1,8, correspondientemente.
Después de su adquisicion, las iméagenes fueron transferidas a una computadora para su
posterior procesamiento y analisis.

Tabla 2. Configuracién de la cdmara utilizada para capturar iméagenes con el modo
Pro de la aplicacién de camara del Samsung Galaxy S20 FE.

Parametro Valor
IsO 80
Velocidad de captura 1/350 s
Modo de enfoque Multiple (auto)
Balance de Blanco (WB) 5700 K
Modo de medicién Matricial
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Procesamiento de imagenes

El procesamiento de iméagenes digitales se llevé a cabo utilizando el software
ImageJ®. La medicidn de los valores RGB en las imagenes digitales se realizé mediante
una funcién Macro disefada para el procesamiento por lotes, en la cual se integré el
plugin de medicién RGB. Este procedimiento incluyd la importacién de las secuencias de
imagenes de las soluciones de calibracién y de las muestras, y la seleccién y duplicado
de tres regiones de interés (ROI) de 190 x 340 pixeles para luego almacenarlas y
procesarlas posteriormente. Para conocer sobre la programacién de la funcién Macro en
ImageJ®, haga clic aqui.

Después de medir los valores RGB en las imagenes de color sRGB, como se describid
anteriormente, estos se procesaron y transformaron adecuadamente en valores de la
colorimetria CIE utilizando el software Microsoft Excel®. La conversién de los valores
SRGB no lineales a datos RGB lineales, implicdé la aplicaciéon del ajuste lineal de niveles,
la normalizacién y la inversion de la correccion gamma (ver ecuaciones Ecs. 1, 2y 3, en la
Secciéon 4.1.2.3.). Posteriormente, los datos normalizados vy linealizados fueron

transformados en valores de la colorimetria CIE XYZ empleando la Ec. 4 (ver Seccidén
4.1.2.3.).
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Figura 5. Flujo de trabajo de ImageJ® para medir los valores RGB en imégenes digitales a

color en formato sRGB. A: Interfaz del software ImageJ®; B: Ventana de secuencia de

imédgenes sRGB importadas; C: Ventana del administrador de ROl (ROI 1: Cubeta derecha,

ROI 2: Cubeta izquierda (referencia blanca), ROl 3: Referencia negra; D: Ventana de valores

RGB medidos.
La concentracion de P de las soluciones estandar y muestras (valores denotados como
Y:), se determind relacionando el -Ln(Y; / Yy) en el espacio de color CIE XYZ de estas
soluciones frente a la del blanco de referencia (valor denotado como Y)). Este proceso
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implicé el célculo de los valores de luminancia obtenidos a partir de la ROl en la celda de
medicién derecha (Yi) (ROI 1, Fig. 5), que contenia las soluciones estandar de P/muestras
y el blanco de reactivos, y aquellos de la celda de medicién izquierda, que contenia agua
ultrapuray se usé como blanco de referencia (Yo) (ROI 2, Fig. 5). Los valores RGB medidos
en la ROl izquierda (ROI 2, Fig. 5), denominados también sRGBy en la Ec. 1 (Seccidn
4.1.2.3.), representan el drea mas iluminada de las imégenes digitales. Para establecer
los valores RGB minimos medidos en las imégenes, denotados también como sRGB,, en
la Ec. 1 (Seccion 4.1.2.3.), se eligié una ROl en la esquina inferior izquierda (ROI 3, Fig. 5)
de las imagenes digitales, abarcando el &rea méas oscura de estas. Esta RO/ se usé como
negro de referencia para el ajuste lineal de niveles (ver Seccién 4.1.2.3.). La relacién Y; /
Yo se compard con la concentracién de P en las soluciones estandar y el blanco de
reactivos para construir la curva de calibracidon correspondiente, como se menciond
anteriormente. Posteriormente, se predijo la concentracién de P en las muestras de
bebidas cola usando esta misma relacién, y los resultados se expresaron en g de P>Os
por 100 mL de muestra.

Aplicacién de la norma AOAC 995.11

La norma oficial AOAC 995.11 se aplicé a las muestras inscritas en la Tabla 1 (ver en
pag. 14) para contrastar los resultados obtenidos mediante el método propuesto. El
procedimiento descrito en esta norma implicé la preparacidn de soluciones estandar de
P, utilizando las cantidades necesarias de la solucién estdndar de trabajo de P (ver
Seccion 3.2.2.2.), para construir una curva de calibracion en un intervalo de
concentraciones desde 0,0180 hasta 0,1081 g de P.Os por cada 100 mL de muestra
(0,314 a 1,886 ppm de P). Los espectros UV-Vis de las soluciones estdndar y muestras con
PMB se midieron después de calentarlas vigorosamente durante 10 min, y se usé la
absorbancia maxima en el intervalo de 700 a 800 nm como respuesta analitica.
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Resultados y discusion

Desarrollo y aplicacion del método propuesto

Sistema imagenoespectroscépico portatil

Para la captura de las imagenes digitales a color del sistema quimico en estudio
usando el sistema descrito en la Figura 3 (Seccién 3.3.1.1) se empled la cdmara principal
trasera de un smartphone Samsung Galaxy S20 FE, equipada con un objetivo de dngulo
normal. Para evitar distorsiones épticas en las capturas del sistema quimico, se prescindio
del uso de la cdmara gran angular del smartphone.

La captura de las imagenes se realizé por retroiluminacion con luz natural, utilizando los
ajustes de captura de la cdmara especificados en la Tabla 2 (Seccién 3.3.2.1.1.). Se optd
por utilizar la luz natural como iluminante para evitar el uso de fuentes de iluminaciéon
adicionales que requirieran alimentacién eléctrica externa, mejorar la portabilidad del
sistema y posibilitar su uso en exteriores. Ademads, para suavizar y homogeneizar la luz
ambiente proveniente del exterior, se incorpord un difusor de poliestireno translicido
blanco de 3,75 mm de grosor. Este se insertd en la ranura del PCD disefiada para tal fin.

El sistema fue estratégicamente ubicado frente a una ventana bien iluminada del
laboratorio orientada hacia el este. Para fijar su posicién se utilizé un tripode fotografico
y un soporte para smartphones. Las capturas fueron hechas siempre aproximadamente a
las 12:00 horas ART (UTC -3), con el objetivo de asegurar una iluminacién adecuada y
consistente. Las imagenes se almacenaron por defecto en formato JPEG y el espacio de
color sRGB. Posteriormente, fueron transferidas a una computadora para su
procesamiento y analisis.

Disefio del PCD

El croquis del PCD que se muestra en la Figura 4 (ver Seccién 3.3.1.1.1.) fue
disefiado a medida para lograr la portabilidad y robustez deseadas. Asimismo, para
obtenerimégenes siempre enfocadas de las cubetas de medicién de poliestireno éptico
en el encuadre de la imagen, se consideré la distancia minima de enfoque del objetivo
de dngulo normal de la cdmara del smartphone, la cual es de 7 cm aprox. Este valor no
es proporcionado por el fabricante del teléfono.

Las distancias delineadas en la Figura 4 se establecieron para ajustar el disefio del PCD a
las dimensiones del panel de cdmaras trasero del smartphone y a la distancia minima de
enfoque de la camara. Este ajuste, junto con el uso de un cubre-cubetas, permitid
eliminar las filtraciones de luz en el interior del PCD que luego pudieran afectar las
mediciones de color. Ademas, ajustar el disefio del PCD de esta manera permitid
optimizar el uso del material de impresién (PLA), reduciendo su desperdicio. Las medidas
del panel trasero del smartphone se realizaron usando un calibre digital, mientras que las
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demés medidas del PCD se hicieron utilizando la herramienta de regla del software CAD
SolidWorks®.

Para facilitar y agilizar el acople del PCD al extremo superior del smartphone, se adiciond
al disefio un anclaje en forma de gancho que se adhirié al PCD con superpegamento.

Formacion, captura y procesamiento de imagenes, y colorimetria
CIE

Formacién de imagen

El proceso de formacion de imagenes es fundamental para comprender cémo
sensores, tales como los semiconductores de éxido de metal complementario (CMOS,
por sus siglas en inglés), responden a la radiacién. Estos sensores, asi como los conos 'y
bastones en la retina del sistema de visién humana, son especialmente sensibles a la luz
visible (en el rango de 380 a 700 nm) del espectro electromagnético. Los CMOS muestran
una respuesta favorable a la radiacién visible gracias a que usan un material fotosensible
en su composicién, silice. Este material semiconductor convierte la energia de los fotones
de la luz en corriente eléctrica, y a la eficacia con la que logra hacer esta conversion se la
denomina eficiencia cuéntica. Esta propiedad determina en gran medida la sensibilidad
de los CMOS, aunque la eficiencia cuantica de los filtros de color que se usan en estos
también influye sobre ella.(Distante & Distante, 2020; Padeste, 2007)

La superficie de los sensores suele estar conformada por arreglos lineales o matriciales
de fotositios, también denominados pixeles. Estos, capturan los electrones de los fotones
de luz que incide sobre la superficie expuesta del sensor. A la medida de la cantidad de
luz incidente se le denomina luminancia, la cual esta afectada también por el tiempo de
exposicion. Asi entonces, unaimagen, se puede entender como la representacién gréfica
de la luminancia. Esta representacién no solo depende del nimero, tamafo y capacidad
de los fotositios, sino también de factores como el ruido y la cuantizacién, asi como del
tipo de filtros y su disposicion sobre el sensor. La capacidad de los fotositios se relaciona
con su tamafo y determina su nivel de saturacion. Esta establece la carga méaxima de
fotones antes de que la respuesta del sensor se vuelva no lineal (alrededor del 80 % de
saturacién). Cuanto mayor sea la absorcion de fotones de los fotositios, mayores seran el
rango dinédmico y la profundidad de bits del sensor. El rango dindmico del sensor,
definido como la relacién entre la capacidad de carga y el ruido registrado, varia entre
sensores (CMQOS, CCD u otros).(Bull & Zhang, 2021; Kaufmann M., 2012; Stsstrunk, 2007c)

Cuando se representa un objeto en una posicion especifica de una imagen, la irradiancia
espectral en el sensor es proporcional al producto de la reflectancia y la distribucién
espectral de potencia relativa (SPD, por sus siglas en inglés) de la fuente de iluminacidn
(iluminante). Las propiedades fisicas de la superficie del objeto, asi como la iluminacién
y el dngulo de vision de este pueden desestimarse cuando se usa la SPD en lugar de
medidas fisicas de la radiancia. Asi, la SPD es suficiente para medir el estimulo de color
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o sefal, y resulta adecuada para la formacién de iméagenes a color en distintas
condiciones de iluminacion.(Sasstrunk, 2007c¢)

Los sensores pueden incorporar diferentes filtros o canales, cada uno con sensibilidades
particulares. En iméagenes tricromaticas, la respuesta de color es un vector con tres
componentes distintas en una ubicacion especifica dentro del sistema sensor.
Convencionalmente, las denominaciones RGB indican las respuestas de color para
sensores con maxima sensibilidad en los segmentos de longitud de onda larga (R para
red), media (G para green) y corta (B para blue) del espectro visible. En otros sensores,
las designaciones XYZ representan las respuestas de color segun las funciones de ajuste
de color de la colorimetria CIE (del francés, Commission Internationale de I'Eclairage),
como en el espacio de color CIE XYZ (CIE 1931). Aqui, Y representa la luminancia,
mientras que X'y Z describen todas las posibles cromaticidades.(Stsstrunk, 2007c)

La colorimetria CIE comprende el estudio y estandarizacién de la percepcién del color
del sistema de visidn humano u otros similares, asi como también abarca el desarrollo de
modelos y metodologias para la medicién y descripcién precisa del color. Ademas,
proporciona un enfoque estructurado para comunicar eficazmente informacién sobre el

color en una amplia variedad de aplicaciones, incluidas la imagenoespectroscopia y
otras.(Schanda J., 2007)

Captura de imagen

La captura de imagenes digitales se asemeja al proceso de formacién de
imagenes del sistema de vision humano. En este, la luz entra en el ojo, se convierte en
sefiales neurales que son procesadas por el cerebro y finalmente percibidas como
informacion visual, imdgenes. Ambos sistemas se valen de la conversion de la luz en
sefiales para su procesamiento, almacenamiento e interpretacion, aunque utilicen
mecanismos diferentes para lograrlo.

Las cdmaras de los smartphones, como la cdmara trasera del Samsung Galaxy S20 FE u
otras similares, capturan imagenes digitales a través de un proceso simple: la luz entra
en lalente, pasa através de la apertura que controla la cantidad de luz que llega al sensor,
y el obturador determina el tiempo de exposicion de este. Cuando la luz golpea el sensor
(tipicamente un sensor CMOS), genera sefales eléctricas proporcionales a la intensidad
de la luz entrante. Estas sefales son digitalizadas y procesadas por el procesador de
sefales de imagen del smartphone (ISP, por sus siglas en inglés), realizando una serie de
tareas para mejorar la calidad de laimagen capturada, incluyendo la correccion de color,
entre otras. Finalmente, la imagen procesada se almacena en la memoria del dispositivo
(frecuentemente en formato JPEG) y se muestra en la pantalla del teléfono.(Tang et al.,
2023)

La correccion de color implica ajustar los colores capturados por el sensor para garantizar
su precision y consistencia en la imagen final, aunque cambien las condiciones de
iluminacidn, las configuraciones de la cdmara o las caracteristicas del sensor y la lente.
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Las cdmaras de los smartphones utilizan diversos algoritmos para corregir el color,
incluyendo el ajuste del balance de blancos (WB, por sus siglas en inglés) para mantener
los tonos neutros. La correccion gamma, el mapeo de colores, asi como el ajuste fino de
tonos, niveles de saturacion y contraste, también se emplean para lograr iméagenes
visualmente atractivas y naturales que representen fielmente los colores en laimagen sin

NE 1931 Colour Space Diagram
| @& nano metres(nm)

distorsion o imprecisiones.(Zhang et al., 2023)

Después de que la imagen es capturada
por el sensor y procesada por el ISP, un
sistema estructurado se encarga de la

representacién del color, su codificacién
y almacenamiento. Esto implica el uso de
sistemas de representacién del color,
tales como el RGB o XYZ, para definir los
rangos de color -gamut- (ver Figura 6), asi y
como de cédigos para su representacién
numérica y para su interpretacion vy

definicién del método de
almacenamiento. En los espacios de

color, como el sRGB, se asignan valores

numéricos a los colores dentro de dicho T

espacio. Esto permite la codificacion del X sant mediacouk

color dentro del archivo de la im agen, Figura6.Comparacion de diferentes espacios de color, incluyendo
los espacios de color CIEXYZ (CIE 1931) y sRGB. Esta foto de Autor
desconocido estd bajo licencia CC BY-SA

especificando el formato de archivo
(JPEG, PNG u otro), el espacio de colory
el método de codificacién, como por ejemplo el sSRGB con 8 bits por canal paraimégenes
JPEG.(SUsstrunk, 2007a, 2007b)

Parédmetros de captura de la imagen

Las cdmaras de los smartphones, como la del Samsung Galaxy S20 FE utilizada en
este trabajo, ofrecen a los usuarios una variedad de parametros ajustables para controlar
la exposicion al capturar imagenes. Estos pardmetros incluyen el ISO (sensibilidad del
sensor), la velocidad de obturacién (medida en fracciones de segundos, milisegundos),
la apertura (medida en f-stops), la compensacién de exposiciéon, el enfoque y el WB
(medido en Kelvin), asi como los modos de medicidn (matricial, puntual o ponderado al
centro) y otras funcionalidades. Es importante destacar que tanto el ISO, la velocidad de
obturaciény la apertura conforman la base del tridngulo de exposicién (ver Figura 7) —un
concepto fundamental en fotografia (también aplicable a la imagenologia digital) que
describe la relacidon entre estos parametros y determina el nivel de exposicidn de una
imagen.(Peterson, 2016)
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El ISO, que determina la sensibilidad del
sensor a la luz, afecta tanto al ruido como
al brillo general de la imagen. La
velocidad de obturacién controla el
desenfoque y el tiempo de exposicidn,
permitiendo congelar la accidn o capturar

el movimiento. Estos ajustes operan en

EXPOSURE ' s
s é’ TRIANGLE conjunto dentro del tridngulo de
WAy 4 \ % L , ‘
& inf B %% exposicién, donde cambios en un ajuste

requieren cambios compensatorios en
otros para mantener una exposicion

| ACICICIEICICIE; equilibrada y lograr resultados precisos

GRAIN en lareproduccién del color en laimagen.

- -
DARKER BRIGHTER

Figura 7. Triangulo de exposicién descripto por Bryan Esta triada, influyente en la exposicion,

Peterson en 1990 en “Understanding Exposure”. Esta impacta directamente en los valores de
foto de Autor Desconocido esté bajo licencia CC BY- color crudos capturados durante la
exposicion. Los demdas parédmetros de captura se registran como etiquetas de metadatos
dentro del archivo de laimagen. Estos incluyen el WB, que ajusta la temperatura del color
para asegurar una representacion precisa de este, y el modo de medicion, que determina

como la cdmara evalta la luz, influyendo en los niveles de exposicién.(Barnett, 2007;
Wadller, 2007)

El ajuste adecuado de todos estos parametros es crucial para evitar problemas durante
la exposicion, como el recorte de negros o blancos (pérdida de detalle en sombras o
realces), la subexposicién (resultando en imagenes oscuras) o la sobreexposicion
(causando iméagenes brillantes y lavadas), tal como se ilustra en la Figura 8. Ademas,
comprender el funcionamiento de estos parametros y ajustarlos correctamente, resulta
clave para mejorar significativamente la calidad de las imégenes y asegurar la medicidn
precisa del color.

En relacién con la configuracion de los parédmetros de captura de la cdmara del Samsung
Galaxy S20 FE, que se detallan en la Tabla 2 (Seccién 3.3.2.1.1.), su seleccidn se llevé a
cabo considerando el principio del tridngulo de exposicidén descrito por Peterson. Este
principio busca generar imagenes con una exposicion adecuada (un histograma
equilibrado) y la calidad deseada, evitando el recorte de negros o blancos (con una
velocidad de captura de ~2,8 ms), reduciendo el ruido (usando un ISO 80) y manteniendo
colores perceptiblemente aceptables (con un WB de 5700 K).
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‘ '

Shadows Midtones Highlights

Figura 8. Comparacién de la distribucién tonal en histogramas para un recorte de
altas luces (A), recorte de sombras (B) e imagen equilibrada (C). Esta foto de Autor
Desconocido esta bajo licencia CC BY-SA. Fuente: www.adobe.com.

Procesamiento de imagenes y colorimetria CIE

El procesamiento de iméagenes implica realizar operaciones en una imagen para
mejorarla u obtener informaciéon importante, mientras que el anélisis de imagenes
consiste en obtener informacién cualitativa y cuantitativa a partir de estas para extraer
conclusiones significativas que permitan diferenciar objetos o regiones. Este proceso
abarca varios pasos, desde la segmentacion para definir sesgmentos o ROl dentro de la
imagen, hasta el mejoramiento de estas mediante la manipulacién o ajuste del colory la
luminancia para mejorar la calidad visual y la representacion del color. Durante el
procesamiento de imagenes, es comun ajustar parametros como el contraste mediante
técnicas como el estiramiento o el ajuste lineal de niveles, junto con la aplicacién de
transformaciones colorimétricas, como las funciones de la colorimetria CIE, que permiten
mejorar el color y la informacién cuantitativa de manera efectiva.(Bagaria, 2022;
Susstrunk, 2007b; Tan & Jiang, 2019)

Por su parte, el ajuste lineal de niveles(Tan & Jiang, 2019) se aplica generalmente cuando
una imagen tiene bajo contraste o cuando se necesita expandir el rango dindmico de la
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imagen para utilizar todo el intervalo de valores de los pixeles en ella. Este procedimiento
también permite aumentar la diferencia entre las areas oscuras y claras de una imagen,
como las obtenidas utilizando el sistema propuesto (ver Fig. 3, Seccién 3.3.1.1.).

En este trabajo, ademas de realizar el ajuste lineal de niveles, aplicamos la normalizacidn
de datos (segun las Ecs. 1y 2, respectivamente) a los valores RGB medidos como se
menciona en la Seccién 3.3.2.1.2. Este procedimiento se aplica para escalar los valores
RGB medidos, tipicamente en un rango entre 0 y 255, a un intervalo entre 0 y 1 al
dividirlos por 255. Esta operacion convierte los valores RGB originales, representados
como enteros de 8 bits, a una representacién normalizada en punto flotante. Para
procesar estos valores se empled el software de procesamiento de datos Microsoft
Excel®. Estos procedimientos matematicos se llevaron a cabo para evaluar el impacto de
aplicar operaciones tipicas de procesamiento de imagenes en el rendimiento analitico
del método imagenocolorimétrico presentado en este trabajo. La evaluacién se realizd
tanto de manera individual como en combinacidén con otras operaciones descritas
posteriormente, observando su impacto a través de los cambios en los parametros de
regresion de las curvas de calibracién y en otras métricas de desempefio del método
propuesto.

Valor sRGB ajustado = 0 + ((sRGB — sRGB,,)/(sRGBy, — sRGB,,)) x (255 — 0) Ec. 1

EnlaEc. 1,sRGB representa los datos de color medidos en la ROl de la solucion de blanco
de reactivos/solucion estdndar de P o muestra en cada imagen, y sRGB,, y sSRGBy denotan
los valores RGB minimo y maximo medidos en las RO/ de negro y blanco de referencia,
respectivamente (ver Fig. 5, Seccién 3.3.2.1.2.).

Valor sRGB normalizado = (A- RGB data/255) Ec. 2

En la Ec. 2, A-sRGB representa el valor RGB ajustado usando la Ec. 1.

La informacién de color en las imagenes digitales se codifica cominmente segun el
espacio de color sRGB, un estdndar que asigna valores numéricos a los colores. En las
imagenes sRGB, los valores RGB se someten a una codificacion gamma que implica la
aplicacién de una curva o funcién de correcciéon gamma (tipicamente con un exponente
de 1/2,4). Esta codificacion compensa la respuesta no lineal de la vision humana a los
cambios en la intensidad luminica. A diferencia del sensor de una cdmara digital, como
el CMOS, que percibe la intensidad luminica de forma lineal, esta codificacidn no lineal
mejora la distribucion de los valores tonales en la imagen, especialmente en las sombras
y los medios tonos, lo que a su vez mejora el contraste, la saturaciéon del color y la
reproduccién consistente en diversos dispositivos.(Stsstrunk, 2007a)

Para revertir la correccion gamma de los valores RGB medidos en las imégenes (es decir,
para linealizar los valores RGB), se debe aplicar una inversién de la funcidn
gamma.(Susstrunk, 2007a) En este estudio, la correccién gamma aplicada a los valores
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SRGB se invirtié empleando la Ec. 3, linealizando los valores RGB previamente ajustados
y normalizados utilizando las Ecs. 1y 2, respectivamente.

Valor N- sRGB + 0,055)/1,055)?%; si valor sRGB > 0.04045
(«

Valor RGB linealizado = { N-5sRGB value/12,92; caso contrario

Ec. 3

En la Ec. 3, N-sRGB es el dato sRGB medido y normalizado usando la Ec. 2.

Dado que sRGB representa el color en un espacio no lineal, los valores RGB obtenidos
de imagenes digitales sRGB deben ser convertidos a un espacio de color lineal
apropiado, como por ejemplo el espacio de color CIE XYZ de la colorimetria CIE, después
de aplicar previamente la inversion de la correccién gamma.(Schanda J., 2007) De esta
manera, se garantiza una interpretacién precisa del color y un anélisis colorimétrico
adecuado de las imagenes sujetas a estudio en este trabajo.

Los valores RGB, linealizados y normalizados utilizando las Ecs. 3 y 2,
correspondientemente, se transformaron en valores CIE XYZ empleando la Ec. 4. Para
esto se usé el software Microsoft Excel®.

X =LN-R % 0.4124564 + LN-G * 0.3575761 + LN- B * 0.1804375
Valor CIE XYZ =Y = LN-R % 0.2126729 + LN-G % 0.7151522 + LN- B % 0.0721750 Ec.4
Z =LN-R %0.0193339 + LN-G % 0.1191920 + LN- B % 0.9503041

Enla Ec. 4, LN-RGB representa los valores RGB linealizados y normalizados, mientras que
Y denota la luminancia medida dentro del espacio de color CIE XYZ.

Calibracién metodolégica

La luminancia Y, seleccionada como la sefal analitica en el método propuesto, se
obtuvo tras procesar adecuadamente los datos RGB medidos a partir de las imagenes
sRGB del sistema quimico estudiado, tal como se describié en la seccién anterior. La
relacidn entre la respuesta analitica, -Ln(Y;/ Ys), y el contenido de en las soluciones
estandar, expresada como g de P.Os por 100 mL de muestra (ver Seccién 3.3.2.), se
evalué utilizando el método de regresién lineal por minimos cuadrados ordinarios (OLS)
a través del software Microsoft Excel®.

Pardmetros de la regresidn y cifras de mérito

Para estimar el efecto de las operaciones de procesamiento de imagenes
mencionadas en la Seccion 4.1.2.3. sobre la relacién entre el -Ln(Y;/Yy)y la concentracion
de en las soluciones estandar, se observaron los parametros de la regresion del
modelo lineal y las cifras de mérito del método analitico (CDM). Tales parametros y cifras
incluyen la sensibilidad de calibraciéon (estimada a través de la pendiente de la curva), la
sensibilidad analitica (determinada por la relacién entre la sensibilidad de calibracién y
el ruido instrumental), el limite de deteccion (LOD), el limite de cuantificacién (LOQ)y el
coeficiente de correlacidn lineal (R?). El limite de deteccién (LOD) y el limite de
cuantificacién (LOQ) se calcularon como 3,3 veces So y 10 veces So, respectivamente,
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donde Sy representa la desviacién estdndar de la concentraciéon predicha para un blanco
de reactivos, siguiendo las pautas establecidas por la IUPAC y la ISO.(Currie, 1995, 1999)

Tabla 3. Cifras de mérito del MOR AOAC 995.11 y del método propuesto al utilizar diferentes operaciones para
procesar la respuesta analitica.

Datos RGB usados en la calibracion metodolégica

CcbMm?® N-sRGB A-sRGB LN-RGB AL-RGB LA-RGB CIE XYZ' CIE XYZ? CIE XYZ3 MOR*

St 7,37 9,46 12,7 15,5 13,4 13,7 17,2 14,5 15,4
SDs ¢ 0,12 0,16 0,24 0,30 0,24 0,22 0,27 0,23 0,19
Syn? 0,013 0,018 0,027 0,034 0,027 0,025 0,031 0.026 0,029
ve 550 529 477 458 498 547 562 566 541
LODf 0,0019 0,0020 0,0022 0,0023 0,0021 0,0020 0,0019 0,0019 0,0027
LOQ? 0,0059 0,0061 0,0068 0,0071 0,0065 0,0059 0,0058 0,0057 0,0081
R2h 0,994 0,994 0,992 0,992 0,0993 0,0994 0,995 0,995 0,998
QCrean '’ 7,8 7,3 7,2 6,9 6,9 6,7 6,2 6,5 7,5

2 Cifras de mérito; ® Sensibilidad de la calibracién (Pendiente) (g P2Os x 100 mL"Y'; < Desviacién estandar de la pendiente (g P2Os x
100 mL")"; @ Desviacién estandar de los residuales de la regresidn linear (g P2Os x 100 mL™')"; ¢ Sensibilidad analitica (S/ Sy) (g P2Os
x 100 mL")";  Limite de deteccién (g P2Os x 100 mL"); 9 Limite de cuantificacién (g P2Os x 100 mL""); h Coeficiente de correlacién; '
Coeficiente de calidad; ! Calculado desde LN-RGB data; ? Calculado desde AL-RGB data; ° Calculado desde LA-RGB data; * Método
oficial de referencia, AOAC 995.11
La Tabla 3 presenta las CDM del método propuesto al emplear los datos de color
normalizados (N-sRGB), ajustados (A-sRGB), linealizados (LN-RGB), y de la colorimetria
CIE (CIE XYZ) como fuente de la respuesta analitica en la calibracién metodoldgica. Las
curvas de calibrado se construyeron considerando un intervalo lineal entre 0,0072 y
0,0684 g de P-Os por 100 mL de muestra. Al utilizar el método oficial de referencia (MOR)
segun la norma AOAC 995.11, el intervalo lineal fue de 0,07180 a 0,1081 g de P,Os por
100 mL de muestra. Los datos de color CIE XYZ en la Tabla 3, derivados directamente de
los datos LN-RGB, se calcularon también a partir de los datos N-RGB inicialmente
ajustados o linealizados, como se indica en el pie de la tabla. Ademas, se presentan las

CDM del MOR en la misma tabla.

Las CDM de los métodos que se basan en los fendmenos de absorcién o de transmision
de la luz se ven principalmente influenciados por la relacidon que existe entre la respuesta
analitica 'y la concentracién del analito. En el caso de los métodos
imagenoespectroscopicos, estas caracteristicas no solo pueden ser afectadas por estos
fendmenos, sino también por las operaciones de procesamiento de imagenes aplicadas
para transformar la informacion de color obtenida de tales iméagenes.

Como se muestra en la Tabla 3, la curva de calibrado basada en la estimacidon de Y
(calculada como el promedio de los valores RGB) a partir de los datos N-sRGB exhibe la
menor sensibilidad de calibracién (S) con respecto a la concentracion de PMB en las
soluciones estandar de P, en comparacidn con las curvas construidas utilizando las demas
operaciones aplicadas a los datos de color RGB en este estudio, asi como con el MOR.
Esta falta de sensibilidad de calibracion surge de las caracteristicas inherentes de la no
linealidad de los datos de color dentro del espacio de color sRGB. Esta caracteristica
persiste incluso cuando se emplean los datos RGB ajustados (A-sRGB), aunque con un
ligero aumento en el valor de S debido al ajuste. Esto indica que el ajuste lineal de niveles
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mejora el rango tonal de los colores en la imagen, asi como el brillo y contraste, mas no
revierte las operaciones no lineales (como la correccién gamma) que se aplican en su
procesamiento y almacenamiento.

Por su parte, la curva de calibracién basada en los valores de Y de los datos LN-RGB (con
correcciéon gamma invertida) muestra un valor de S mas alto y cercano al valor de S del
MOR, al igual que aquellas con valores de Y derivados de LN-RGB, tales como AL-RGB,
LA-RGB y CIE XYZ. La inversidon de la correccion gamma (ver Ec. 3, Seccién 4.1.2.3.)
revierte la funcién de potenciacidn aplicada a los valores de los pixeles para ajustar la
percepcion no lineal del brillo (luminancia) en el sensor CMOS de la cdmara. Por lo tanto,
se espera que los datos LN-RGB y sus derivados produzcan un valor de S mayor y mas
comparable en relacién con las otras operaciones no lineales y con el MOR,
respectivamente. Esta mejora se atribuye a la capacidad de la inversién de la correccion
gamma para linealizar los valores de Y, haciéndolos similares a los de un archivo de
imagen RAW o a la medicién espectroscépica de la transmitancia/absorbancia de la luz
por un fotodetector. Esto se refleja finalmente en la proporcionalidad de estas curvas con
respecto a la ley de Lambert-Beer y en su comparabilidad con el MOR.

Es notable también que la curva de los datos AL-RGB exhibe un valor de S similar al del
MOR, lo que indica que la aplicacién del ajuste lineal de niveles antes de la inversién de
la correccién gamma afecta favorablemente la sensibilidad de calibracién del método. La
operacion de ajuste lineal de niveles influye en el brillo y contraste al estrechar el
histograma y la distribucion de los valores en este. Esto mejora el contraste tonal en
regiones de la imagen sin o con poca saturacién, intensificando la oscuridad de los
pixeles oscuros y el brillo de los pixeles claros, pero conservando al mismo tiempo las
diferencias relativas de Y entre los pixeles en la imagen.

En el enfoque colorimétrico CIE XYZ, no solo se revierte la correccién gamma, sino que
también se utilizan coeficientes de transformacién matricial que representan constantes
dependientes de la cromaticidad. Estas constantes estan asociadas con los primarios
imaginarios de la caracterizacién espectral dentro del sistema de color XYZ, a diferencia
del RGB, que se basa en la aditividad de tres colores primarios. El espacio de color CIE
XYZ abarca todos los estimulos de color visualmente perceptibles, incluyendo aquellos
en espacios de color como el sSRGB. Por lo tanto, el CIE XYZ sirve como una referencia
estandar colorimétrica debido a su amplio rango, independencia del dispositivo y
caracteristicas perceptualmente uniformes.

Se espera que las curvas derivadas del CIE XYZ exhiban una mayor sensibilidad de
calibracién que las alternativas no colorimétricas. Sin embargo, dentro de los
tratamientos colorimétricos CIE XYZ aplicados a los valores RGB medidos, las curvas
derivadas de los datos LA-RGB muestran CDM significativamente més altas. Esto se debe
a las ventajas inherentes de aplicar previamente un ajuste lineal de niveles y la
consecuente y necesaria linealizacién mediante la inversion de la correccion gamma
antes de la transformacién matricial del sistema XYZ.
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Como resultado, la implementacion de mejoras en el contraste, linealizacidon y
transformacion al espacio colorimétrico CIE XYZ en datos sRGB demuestra mejoras
sustanciales en las propiedades analiticas del método imagenocolorimétrico (S, y, LOD,
LOQ y R?) basado en el procesamiento de imagenes digitales para determinar el
contenido de mediante la formacion del complejo PMB.

EnlaTabla 3, los valores de QCnean representan el coeficiente de calidad (QCpean) definido
y propuesto por Vankeerberghen y Smeyers-Verbeke(Vankeerberghen & Smeyers-
Verbeke, 1992) para evaluar la calidad de las curvas de calibraciéon. Entre las curvas que
utilizan los datos N-RGB y CIE XYZ derivados de LA-RGB, la primera muestra el valor de
QChrean mas alto (7,8), mientras que la Gltima muestra el mas bajo (6,2). Estos valores
difieren notablemente del valor de QCpe.n del MOR, que es de 7,5, que se establece
como umbral de referencia definido por el usuario segin Vankeerberghen et al.

Estos resultados indican que los datos N-RGB producen curvas de calibracién de menor
calidad en comparacién con el MOR, ya que, segun Vankeerberghen et al., valores de
QCrean por encima del umbral de referencia implican una disminucién en la calidad de |a
calibracién. Sin embargo, los datos CIE XYZ derivados de AL-RGB generan curvas de
calibracion con valores de QCre.n satisfactorios. Segun Vankeerberghen et al., las curvas
de calibracion con valores de QCrean por debajo del umbral especificado por el usuario
pueden considerarse de calidad satisfactoria, lo que elimina la necesidad de investigar
errores. (De Beer et al.,, 2012; Riu & Rius, 1996) Por este motivo, se eligié la curva de
calibracién obtenida a partir de los datos CIE XYZ derivados de AL-RGB para analizar el
contenido de en muestras reales de bebidas cola.

Analisis de muestras reales

Para evaluar la eficacia del método imagenocolorimétrico desarrollado en este
trabajo para predecir la concentracion de en bebidas cola, se seleccioné un
conjunto de ocho muestras reales de distintas marcas de bebidas comerciales. Estas
bebidas declaran dentro de las listas de ingredientes en sus rétulos (ver Tabla 1, pag. 15),
la inclusion de acido fosférico como acidulante, identificado por la nomenclatura ACI o
INS 338. El Cédigo Alimentario Argentino (CAA) no exige la declaracion del contenido
de en bebidas, lo que hace que la cantidad de este en las muestras sea desconocida.
Sin embargo, el CAA si establece un umbral méximo de 0,07 g de P.Os por 100 mL de
bebida para la adicion de ACI o INS 338.(ANMAT, 2023)

La Tabla 4 (ver pagina siguiente) presenta los resultados de la aplicaciéon del método
imagenocolorimétrico para la evaluacion del contenido de en muestras reales de
bebidas cola, empleando las operaciones de procesamiento de imagenes AL-RGBy CIE
XYZ derivado de AL-RGB. También se muestran los resultados obtenidos mediante el
MOR para su comparacion. Es importante destacar que el contenido de medido en
todas las muestras estuvo por debajo del limite méaximo de 0.07 g de P-Os por 100 mL de
muestra estipulado por el CAA.
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Tabla 4. Evaluacién comparativa de la determinacién del contenido de fésforo utilizando colorimetria CIE XYZ y el MOR

AOAC 995.11.

Resultados y discusion

Contenido de fésforo en g de P.Os cada 100 mL de bebida

(Conc.media = SD)*

Cédigo de muestra™

AL-RGB

CIE XYZ

M O R***

MBC-1-CO 0,0449 +0,0031 0,0429 +0,0031 0,0437 = 0,0004
MBC-2-CSA 0,0443 +0,0022 0,0429 +0,0019 0,0406 = 0,0010
MBC-3-CL 0,0412 +0,0014 0,0396 +0,0012 0,0414 = 0,0007
MBC-4-PO 0,0429 +0,0034 0,0412 +0,0030 0,0444 = 0,0008
MBC-5-PL 0,0412 + 0,0052 0,0394 + 0,0046 0,0383 = 0,0002
MBC-6-GO 0,0580 + 0,0010 0,0571 +0,0017 0,0566 = 0,0012
MBC-7-CNO 0,0526 + 0,0059 0,0503 = 0,0058 0,0442 +0,0027
MBC-8-CNSA 0,0587 +0,0024 0,0566 +0,0022 0,0552 = 0,0010

* | a concentracién media y su desviacién estandar fueron computadas basdndose en la medicién de 3 réplicas.
** *En los cédigos de las muestras: O: Original (también Regular), SA: Sin Azdcar (también Cero), y L: Light.
*** Método oficial de referencia AOAC 995.11

Validacion del método propuesto

Para evaluar la exactitud de los resultados obtenidos mediante el método
imagenocolorimétrico propuesto en este trabajo (ver Tabla 4), se realizé un estudio
comparativo con los resultados obtenidos mediante el MOR (AOAC 995.11). Este
método oficial de referencia es reconocido internacionalmente en el campo del anélisis
de alimentos por la rigurosidad y confiabilidad de su metodologia, por esto se selecciond
como referencia metrolégica adecuada para evaluar el desempefio analitico del método
propuesto.

La comparacion entre dichos resultados se llevd a cabo mediante una subrutina
implementada en el software MATLAB®. Esta subrutina involucra la ejecuciéon de una
prueba de confianza conjunta para los coeficientes de regresién basada en el método de
calibraciéon de minimos cuadrados bivariados (BLS). El BLS resulta una prueba adecuada
para el anélisis de regresién, ya que ajusta los errores presentes en ambas variables,(Riu
& Rius, 1996) las cuales se relacionan con la concentracion de en las muestras,
determinada a partir de las metodologias basadas en los datos AL-RGB y CIE XYZ
derivado de AL-RGB, por una parte; y, por otra, con el MOR.

Para evaluar la desviacién de los coeficientes de regresién de los valores teéricos de
interseccién 0 y pendiente 1, se puede emplear la prueba de intervalo de confianza
conjunta tanto para la pendiente como para la interseccién. Esta prueba confirma si el
punto tedrico de interseccion 0 y pendiente 1 se encuentra dentro de la regién de
confianza conjunta en forma de elipse centrada alrededor de los valores de pendiente e
interseccién de la linea de regresién lineal.(Llamas et al., 2009; Martinez et al., 2000)
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Figura 9. Regiones elipticas de confianza conjunta para la regresién de minimos cuadrados bivariados (BLS) a un nivel
de significancia del 5 %: Comparacién de coeficientes empiricos (o) con la hipdtesis nula tedrica de interseccién 0y
pendiente 1 (o) para AL-RGB vs. MOR (A), y CIE XYZ vs. MOR (B) con Y=1,05X-0,01 y Y=1,08X-0,01, respectivamente.

La Figura 9 muestra las regiones de confianza conjunta en forma de elipse resultantes de
la aplicacion del método de calibraciéon BLS, contrastando los resultados entre los
enfoques AL-RGB y CIE XYZ, y el MOR. Puede notarse que las pendientes de las curvas
de regresion para ambas aproximaciones se acercaron estrechamente a 1 (1,05 para AL-
RGB y 1,08 para CIE XYZ), lo que sugiere una correlacion sélida. Ademads, las
intersecciones estuvieron cerca de 0 (0,07 en ambos casos), lo que indica un sesgo
minimo. El coeficiente de correlacion para estas relaciones lineales superd 0,99,
proporcionando evidencia adicional de la fuerte correlacién entre los conjuntos de datos.
Estos resultados indican que las metodologias propuestas proporcionan resultados que
se alinean correctamente con las concentraciones determinadas por el MOR, con un
sesgo estadisticamente no significativo para los valores obtenidos a través del método

propuesto.
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Conclusiones

En esta tesina se desarrollé un método imagenocolorimétrico alternativo basado en
un sistema de captura y procesamiento de imagenes para la determinacién indirecta del
contenido de en bebidas cola, mediante la reaccién de formacién del complejo
PMB y su subsiguiente medicién colorimétrica utilizando colorimetria CIE.

El uso de una solucién de cloruro estafnoso (SnCl;) en &cido sulfurico (H.SO4) como
agente reductor del 12-PMA, precursor en la formacion del complejo PMB, resulté ser
una alternativa mas répida y eficiente que el reactivo de Murphy-Riley utilizado en la
metodologia del MOR. Esto permitié maximizar la respuesta analitica del método y

realizar la determinacién del complejo en un tiempo sustancialmente més corto que con
el MOR (5 min).

Ademas, se desarrollé un dispositivo portétil de impresién 3D (PCD) acoplable a un
smartphone convencional que permitié la implementacion de la espectroscopia de
imdgenes como sistema de detecciéon. El uso de imagenes retroiluminadas con luz
ambiente difusa, resultd ser una alternativa eficiente, confiable y econdmica en términos
energéticos, en comparaciéon con iluminantes electrodependientes de uso comun, como
las luces LED u otros, para la medicién de la luminancia como sefial analitica.

El empleo conjunto de técnicas de procesamiento de imagenes digitales, como el ajuste
lineal de niveles, la inversién de la correccion gamma y la colorimetria CIE, permitié
obtener curvas de calibrado con un desempeno analitico destacable, mostrando
sensibilidades de calibracién y analiticas superiores a las del MOR, asi como valores de
LOD y LOQ inferiores a los obtenidos con este método. Los coeficientes de linealidad
también resultaron ser comparables.

El método imagenocolorimétrico propuesto permitié la determinacién del contenido de

en muestras de ocho marcas comerciales diferentes de bebidas cola con una
precision adecuada y una exactitud comparable a la del MOR, tal como se evidencié por
los resultados de la prueba de confianza conjunta para los coeficientes de regresién,
basada en el método de calibracién de minimos cuadrados bivariados (BLS).
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