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Resumen

En los dltimos afios se han actualizado diversos equipos de laboratorio con la finalidad de
mejorar su resolucién, portabilidad y disminuir su precio. Por ello, en la presente tesis se
disefid un espectrofluordmetro portéatil compuesto por una aplicacion para teléfono
inteligente (App) acoplada a una lampara LED, para medir la auto fluorescencia de la
clorofila en hojas de la planta Impatiens walleriana. Los cambios en este parametro fueron
medidos utilizando el sensor de luz integrado al dispositivo mévil. Los resultados obtenidos
demuestran que la fluorescencia de la clorofila puede ser registrada en una hoja recién cortada
y en menor proporcion en hojas semisecas o en hojas tratadas con etanol. El
espectrofluorémetro portatil desarrollado tiene el potencial de ser utilizado en el campo y se
podria sustituir en un futuro a un espectrofluorémetro clésico de laboratorio, con las ventajas

de tener un menor costo y mayor accesibilidad.
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1. Antecedentes
La ciencia, tecnologia e innovacion se han consolidado como pilares importantes en el

desarrollo de la sociedad con el paso del tiempo. Lo anterior es posible debido a que los tres
aspectos del conocimiento se encuentran entrelazados. Por ejemplo, la ciencia e innovacién
contribuyen en diversas formas al desarrollo de implementos tecnoldgicos, en forma de
herramientas y técnicas que permitan estudios mas detallados y reproducibles. De igual
forma, no se pueden concebir los desarrollos tecnoldgicos -basados en el método cientifico-
sin un componente sustancial de innovacion. En tal sentido, es comin encontrar adecuaciones
a técnicas de laboratorio y/o métodos analiticos ya existentes con miras a proporcionar
innovaciones en los campos cientifico o industrial. Tales adecuaciones facilitan la
investigacion aplicada, desarrollo y perfeccionamiento de nuevas tecnologias, permitiendo

asi el desarrollo de la ciencia en beneficio de la sociedad [Brooks, 1994] [Laurens, 2009].

El trabajo en los laboratorios de investigacion requiere usualmente equipos altamente
especializados para realizar mediciones. En muchos casos, tales equipos pueden ser costosos,
de dificil obtencion o de dificil utilizacion en el campo. Esto ocasiona que muchos
experimentos de campo no sean realizados in situ. Por lo anterior, los resultados obtenidos
de muestras trasladadas al laboratorio pueden verse afectados, debido a que las condiciones
durante el traslado de las muestras de estudio pueden variar. Un ejemplo que permite ilustrar
lo anterior, se da en el analisis de muestras usando espectrofotometros vy
espectrofluorémetros. En muchas ocasiones, este tipo de dispositivos son de dificil
transporte. Sin embargo, son instrumentos muy Utiles que permiten detectar y/o cuantificar

compuestos especificos en una muestra [Valentine y cols, 2013].
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El espectrofluorémetro tiene varias aplicaciones, entre las que figuran el estudio de la cinética
de reacciones [Fernandez, 2001], el estudio de interacciones lipidos-proteinas, relaciones
estructura-funcion e interacciones de biomoléculas (proteinas y acidos nucleicos),
secuenciacion de &cidos nucleicos, inmunoensayos empleados en el anélisis clinico [Cérsico,
2013], determinacion de calidad del agua mediante la medicién de materia organica [Zhang
y cols., 2013], determinacion de la autenticidad de vinos [Ranaweera y cols. 2020] e incluso
en la investigacion de la fotoquimica de sistemas bioldgicos, como es el caso de la medicion
de la autofluorescencia de la clorofila. En el caso de este ultimo ejemplo, el andlisis de
fluorescencia permite caracterizar la homeostasis de los fotosistemas en organismos
fototrofos. Estos indicadores nos permiten elucidar -entre otras cosas- como es que las plantas
responden a cambios ambientales y nos permiten identificar caracteristicas fenotipicas
deseables de estas [Neil y cols., 2004]. Estas mediciones se pueden llevar a cabo con mucha
facilidad. No obstante, a pesar de que este método es relativamente sencillo de implementar,
existen factores que pueden interferir con la reproducibilidad de los resultados y usualmente
los equipos disefiados para medir autofluorescencia de la clorofila son de elevado precio. Este
ultimo factor limita considerablemente la utilizacion de estas tecnologias en muchos

laboratorios [Murchie y cols., 2013] [Sauer y cols., 2011].

Por las razones anteriormente mencionadas, en el presente trabajo de tesis se decidié disefiar
un espectrofluorometro portatil haciendo uso de los sensores integrados en un teléfono
inteligente. Un espectrofotdmetro portatil disefiado a partir de un teléfono inteligente podria
constituir una alternativa de sencillo uso y bajo costo a los espectrofotometros portéatiles
disponibles en el mercado. Para ilustrar la aplicabilidad del espectrofluorémetro portatil, se

decidié medir la fluorescencia de la clorofila en hojas de la planta I. walleriana.

14



1.1 Espectrofotometros y fluorémetros

La espectrofotometria se centra en aquellas técnicas que permiten el anélisis de la absorbencia
de una muestra. Esta disciplina hace uso de equipos que miden cambios en la intensidad de
la luz al pasar a través de una muestra. Estos equipos tipicamente se componende las
siguientes partes: la fuente de radiacion (por ejemplo ldmparas de xenén, laser o Light
Emitting Diodes (LEDs) que permiten generar luz en regiones especificas del espectro
electromagnético); un monocromador de excitacién (que selecciona la longitud de onda
adecuada para la excitacion de la muestra) y un fotomultiplicador, que recibira las ondas
luminicas y las transformara en una sefial eléctrica asociada a un convertidor que traduce la
sefial en un valor numérico relacionado con la intensidad de la luz que se emitio

[AGSanalitica, 2021].

Un espectrofotometro de buena calidad debe tener una fuente de luz brillante, estable, de
larga vida dtil y bajo costo. La mayoria de los espectrofotometros convencionales trabajan
con dos tipos de lampara: tungsteno/haldgena, la cual es la que se utiliza para los rangos
visibles ya que emite luz de 340 nm a 3500 nm en el infrarrojo cercano y la lampara de
deuterio (un is6topo de hidrogeno que contiene un neutrén adicional en su nucleo) para las
mediciones ultravioleta ya que esta ldmpara emite luz de 150 nm a 400 nm [Shimadzu, 2021].
Cabe mencionar que otros equipos utilizan otro tipo de lamparas como la lampara de xendn,

flash entre otros [AGSanalitica, 2021 ].

Los espectrofotometros convenciones también utilizan un monocromador para la separacion
de las ondas de luz, ya que estos dispositivos hacen que la luz se refracte y entre en el nuevo
medio a un angulo diferente, asi como lo describe el principio de Huygens [Rajabalipanah y

cols., 2019]. Este indice de refraccién en muchos materiales varia con la longitud de onda o
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la luz utilizada, lo que ocasiona que diferentes luces se refracten de manera diferente
[Shimadzu, 2021]. En los equipos convencionales de espectrofotometria se utilizan dos tipos
de monocromadores: el prisma y las rejillas de difraccion, debido a las propiedades de las
rejillas de difraccion, los equipos son méas compactos, por lo que se utilizan estos ultimos con
mayor frecuencia. El prisma logra la dispersion debido a la diferencia en el indice de
refraccion del material segun la longitud de onda y la rejilla de difraccion utiliza la diferencia
en la direccion de difraccion para cada longitud de onda debido a la interferencia [Cao y

cols.,2019; Shimadzu, 2021].

En la actualidad los espectrofotometros se disefian utilizando una matriz de diodos. Esta
caracteristica les permite mediciones rapidas y simultdneas en el espectro UV/visible
completo. Estos instrumentos tipicamente son de haz Unico y su rejilla de difraccion esta
detras de la muestra para dispersar directamente la luz desde el detector de diodos [Shimadzu,
2021]. Cuentan con un detector de matriz de fotodiodos (PDA): Una matriz lineal de
fotodiodos en un solo chip de circuito integrado (IC). El detector de red de diodos permite la
recoleccion rapida de lecturas. Un instrumento con esta matriz recopila un espectro UV /
Visible de rango completo dentro de un intervalo de milisegundos a segundos (s), segun el
disefio. Por esta razén los equipos con este disefio son ideales para la recoleccion de datos

completos sobre distintos tipos de muestras.

Existen dos tipos de sistemas espectrofotométricos: El simple (un solo haz) y el de haz doble.
En el primero, la luz monocromatica ingresa al compartimiento de la muestra y se dirige al
detector directamente. En los sistemas de haz doble, el monocromador se divide en un haz de

muestra y haz de referencia antes de dirigirse al detector, este Gltimo tiene un disefio mas
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complejo debido a que presenta un mecanismo que dividide el haz en dos: El de muestra y

de referencia [Shimadzu, 2021].

Existen otros tipos espectrofotometros de alto rendimiento (HP) en donde el instrumento
puede detectar ondas en el espectro UV/Visy UV/ Vis/ NIR. Se pueden diferenciar estos dos
ultimos por medio de una rejilla de difraccion para el rango espectral del espectrofotometro
de infrarrojo cercano (NIR). Estos equipos tienen un componente clave que permite medir
valores muy bajos en el porcentual de transmitancia (%T). Estos instrumentos de alto
rendimiento tienen dos rejillas del mismo tipo que trabajan en conjunto para reducir la luz de
ruido de los instrumentos, la cual es la radiacion que sale del monocromador de todas las

longitudes de onda distintas del ancho de banda deseado [Shimadzu, 2021].

Los espectrofotometros de laboratorio varian en precio en funcion de las caracteristicas del
equipo, sus accesorios y la sensibilidad que poseen en cuanto a la deteccidn de muestras. No
obstante, el precio de lista de muchos equipos sigue siendo relativamente elevado (ver anexo

1).

Por otro lado, los fluorémetros o espectrofluorémetros son dispositivos de funcionamiento
similar a los espectrofotometros. Ambos siguen principios de funcionamiento similares: Una
fuente de luz llamada “de excitacion” pasa por el filtro o monocromador siendo incidida sobre
la muestra. Sin embargo, en el caso de los fluorometros la luz que incide sobre las moléculas
de una muestra excita electrones en estas y al regresar a su estado basal, hay un proceso de
liberacion de energia en forma de un foton (efecto Compton). Esta luz fluorescente es emitida
en todas direcciones, pero algunas de ellas pasan por un segundo filtro o0 monocromador de
emisién llegando al detector que se encuentra a 90 ° con respecto al haz de luz incidente.
Esto se hace para minimizar el riesgo de que la luz incidente
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transmitida llegue al detector de fluorescencia, donde ahi pasara al detector y se obtendra un

valor numérico de la muestra medida (Fig. 1).

Entre las diferencias entre un fluorémetro y un espectrofluorometro destaca que, en un
fluorémetro, el haz de luz pasa por un filtro (Fig. 1A) mientras que, en un

espectrofluorémetro, este para a traves de un monocromador (Fig.1B) [Charro C., 2018].

A) Aberturas
que definen
el haz
luminoso

“ N

Lampara de arco de

2 Lente de /
mercurio »
Filtro de

cuarzo o

vidrio l excitacién

——
Filtro de
emision

Haz de
frecuencia

, -
Dispositivo 1
de lectura e

B) Monocromador de excitacién

Q

¥ Monocromador de excitacién

Fuente
Celdade [ |[ N....cemeee=fohocceacann...

muestra LY T e dfene et

Transductor

Dispositivo p
]
de lectura L]

Figura 1. Esquema de funcionamiento de un (A) fluorometro y un (B) espectrofluorémetro. La
diferencia méas grande entre ambos es que el fluorémetro usa filtros dpticos para el paso de luz
ubicados, mientras que el espectrofluorémetro usa monocromadores. Imagen modificada de Charro,

2018.

Como se menciond anteriormente, un fluordmetro mide la fluorescencia o bien la luz emitida

por las muestras experimentales. Cuando la fluorescencia aumenta, la luz a una longitud de
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onda especifica excita a los electrones de la muestra, y al regresar al estado basal emiten luz

en una longitud de onda mayor.

La fluorescencia producida emite en longitudes de onda especificas, del cual se selecciona
luz a través de un monocromador conectado a un detector fotomultiplicador similar al
espectrofotometro. Es importante saber que un fluorébmetro detecta la cantidad de luz que
regresa hacia el sensor, no la cantidad de objetos que brillan por la fluorescencia. De esta
manera el fluorébmetro nos permite estudiar varios atributos de la fluorescencia en una
muestra de estudio (intensidad, longitud de onda espectral, vida dtil, interacciones de
disolvente-soluto, interacciones intermoleculares y macromoleculares, entre otros). La
medicion de la fluorescencia por medio de los fluorometros es cominmente usada para el
analisis cualitativo y cuantitativo en las muestras de estudio. Esto hace su utilizacién muy
comun en las ramas de la quimica, bioquimica y biologia entre otras disciplinas [HORIBA,
2021; Oceannetworks, 2021].

1.1.1 Aplicaciones de un espectrofluorometro: La clorofila como unanalito.

Existen diversas técnicas de medicion por medio del espectrofluorémetro. Algunas de las
mas usadas en la actualidad son: el analizador de eficiencia fotosintética de la planta (PEA),
[Strasser y cols.,1992], fluorometria de bomba y sonda (P&P) [Mauzerall, 1972; Falkowski
y cols., 1986], tasa de repeticion rapida (FRR) [Kolber y cols., 1998], bomba durante la
fluorometria de la sonda (PDP) [Strasser, 2001]. La técnica de induccién y relajacion de
fluorescencia (FIRe) [MY Gorbunov, 2004], fluorometria laser avanzada (ALF) [Chekalyuk
y cols., 2008], excitacion continua y modulacién por pulso (PAM) [Hansatech instrument.

2021; Schreiber y cols., 1986]. Estas dos Ultimas técnicas son similares a la que se pretende
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utilizar en el presente proyecto, en términos de sus principios y funcién. Este tipo de
fluorémetros utiliza luz LED roja de alta intensidad, con el objetivo de inducir una respuesta

rapida de fluorescencia de clorofila en una muestra vegetal adaptada a la oscuridad.

Por lo anterior, estos equipos constan de un adaptador de hojas y una herramienta que
proporciona una aclimatacion a la oscuridad para la muestra (para la medicion de la maxima
eficiencia fotoquimica de la hoja a analizar). Este instrumento define el area de medicién
mientras evita la entrada de luz ambiental hacia el fotodiodo altamente sensible que contiene
el sistema para la deteccion de fluorescencia de clorofila (Fig.2) [Hansatech

instrument.,2021].

Figura 2. Fluorémetro de clorofila de excitacion contindia avanzada portéatil, modelo Handy PEA+, de la
empresa, Hansatech-instrument. El equipo contiene: A) Estuche portatil, donde se guarda el instrumento y
accesorios para recolectar resultados en el campo, B) La unidad del sensor compacto y de teclado tactil con su
matriz de 3 LED rojos ultrabrillantes C) Leafclip de hojas de adaptacién a la oscuridad para mantener a las hojas
en un estado de relajacion.

El sistema Handy PEA+ esta disefiado para adaptar a la hoja a un ambiente de oscuridad,
ocasionando que el conjunto de aceptores de electrones de PSII se oxide gradualmente, hasta
que llegue al punto en que todos los centros de reaccion de PSII sean capaces de realizar

fotoquimica. Al ser activada la fuente de luz sobre la muestra, se observara un aumento
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exponencial de la fluorescencia de la clorofila por alrededor de un segundo. Posteriormente
la fluorescencia presentard una disminucion paulatina y sostenida, hasta llegar a valores

constantes [Hansatech., 2021].

Este tipo de mediciones son relativas. La fluorescencia depende de la intensidad de luz de
emision, la respuesta que presente la planta ante esas nuevas condiciones de luz que se le esté
proporcionando y la concentracion de clorofila que tenga en las hojas estudiadas. Es
importante que las mediciones se realicen en circunstancias comparables (en caso de que sea
necesaria la comparacién o bien para realizar mediciones de un procedimiento experimental).
También es importante saber que, si los datos de fluorescencia minima (Fo) y maxima (Fm)
no son determinados con precision, todos los valores calculados seran inexactos, ya que Fo
depende del disefio del instrumento. Este tipo de dispositivos registran rapidamente la sefial
de fluorescencia inducida por la iluminacién y también utilizan un sistema de deteccién
rapido capaz de registrar cada 10 microsegundos cambios en la fluorescencia, siempre y
cuando la radiacion de excitacion no varie en intensidad durante la medicion. Si esto sucede,
Fo y Fm no podran compararse. Una ventaja que tiene este equipo al usar luz LED es que
alcanza casi instantdneamente la intensidad maxima cuando se ilumina. Por esta razon, la luz
debe ser de intensidad suficiente para saturar a los fotosistemas de la planta, de tal forma que
no provoque fluorescencia adicional. Si la intensidad luminosa no es saturante, la
fluorescencia alcanzara un pico, pero no sera la sefial de fluorescencia maxima posible (es
decir Fm) y por lo tanto no se podra calcular la relacion entre Fm/Fo [Hansatech, 2021;

Kautsky y cols., 1931].

La fluorescencia del sistema PAM se usa para el estudio de la induccién y extincion de la

fluorescencia de la clorofila. Este tipo de sistemas usan una luz de excitacion pulsante rapida
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para inducir una emision de fluorescencia correspondiente. Utilizan tres tipos de fuentes de
luz distintas: Luz de pulso débil (<0.1 umol fotones / m 2 / s), luz actinica de intensidad
moderada (0 a 3000 umol fotones / m 2/ s) la cual impulsa la fotosintesis -y, por Gltimo- una
luz saturante de alta intensidad (hasta 18.000 umol fotones / m 2 / s), de tal manera que este
equipo puede detectar y medir la sefial de fluorescencia y despreciar cualquier otro tipo de

sefial [Hansatech,2021; Brooks y cols., 2011].

El pico de emisidn de fluorescencia esta entre la region roja del espectro (685 nm) y se

extiende a la region infrarroja de 800 nm [Krause y cols., 1991] (Ver figura 3).

Figura 3. Fluorémetro de clorofila de pulso modulado portatil de campo (FMS 2+) de la empresa
Hansatech-Instruments. A) unidad de control que aloja todos los componentes electrénicos, opticos y fuentes
de luz. B) Clip de hojas FMS / PTL, para mediciones de luz ambiental con el cable de fibra 6ptica. C) Sistema
de bateria intercambiable en campo. D) Bateria de 2,0 Ahr plomo-&cido, capaz de durar 5 horas de iluminacién
actinica continua de 3,500 mol/m s. E) Leafclip de hojas de adaptacidn a la oscuridad FMS. F) adaptadores de
cable de fibra dptica.
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Una diferencia entre PAM vy el sistema de extincion continua es que este ultimo discrimina
algunas sefiales de luz usando la luz actinica (650 nm), la cual se encarga de impulsar la
fotoquimica, evitando de esta manera longitudes de onda no fluorescentes. Otra desventaja
que se tiene con este sistema es que debe de protegerse de la luz ambiental durante su uso ya
que el componente rojo / rojo lejano de la luz diurna se adiciona a la sefial de fluorescencia,

con la consecuente afectacion en los resultados experimentales [Hansatech, 2021].

Por esto, el uso de PAM evita que la luz ambiental afecte a los resultados, ya que usa una
modulacion a pulso, separando de esta manera la luz actinica de la sefial de fluorescencia
[Ogreny cols., 1985]. La separacion de estas sefiales se debe a que la luz LED de color ambar
induce una sefial de fluorescencia pulsada de la muestra, excluyendo de esta manera a la luz
ambiental. También posee un filtrado Optico que permite que sélo tres sefiales lleguen al
detector: Luz ambiental de longitudes de onda de fluorescencia, la sefial de fluorescencia no
pulsada inducida por la luz ambiental y la sefial de fluorescencia inducida por el haz

modulador [Hansatech, 2021].

1.1.2 Efecto Kautsky, un sistema de medicion modulado.

El efecto Kautsky fue descubierto por Kautsky y Hirsch en el afio 1931. Ellos notaron en
varios tipos de hojas que las transiciones de condiciones obscuras a luminosas se
caracterizaban por un rapido aumento de la intensidad de la fluorescencia en la planta. Al
cabo de unos segundos registraron una disminucion paulatina en la fluorescencia, hasta llegar
con el tiempo a un nivel minimo. Ellos observaron que la fluorescencia se mantenia en un

estado minimo por un periodo relativamente largo de tiempo [Kalaji y cols.,2017]. Al
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permanecer estable, este valor minimo indicaba un valor estacionario denominado “extincion
no fotoquimica” producida por un probable mecanismo de proteccion que tiene la planta,

evitando de esta manera los dafios debidos al exceso de luz. [Kautsky y cols., 1931].

En otras palabras, las hojas de la planta se tienen que adaptar a la oscuridad para que el
conjunto de aceptores de electrones de fotosistema Il (PSII) se oxide gradualmente. En estas
condiciones todos los centros de reaccion de PSII son capaces de realizar la fotoquimica de
la clorofila. Cuando la hoja es iluminada repentinamente con una fuente de luz de alta
intensidad, se observard un rapido aumento de la fluorescencia seguido de una lenta
disminucion en la intensidad de la fluorescencia (aproximadamente 2 min) como lo indica el

efecto Kautsky, hasta que la fluorescencia llegue a un nivel asintotico [Hansatech, 2021].

Por otra parte, las curvas de induccion de Kautsky se deben de trazar en un eje logaritmico
para observar el aumento polifasico del sistema, hasta obtener un maximo valor de
fluorescencia de la clorofila debido a que las reacciones que causan las diferentes cinéticas

ocurren tipicamente en los primeros 300 ms de iluminacion (3 s) [Strasser y cols, 2001].

a. Laclorofila como pigmento fluorescente

Los pigmentos fotosintéticos son sustancias capaces de desempefiar multiples funciones
fisioldgicas, tales como la captacion de energia luminica y transformarla en energia quimica
mediante el proceso de la fotosintesis. Los pigmentos de la planta tienen también otras
funciones como regular la adaptabilidad de la planta ante cambios en las condiciones del

ambiente, la atraccion de especies polinizadoras, etc. [Reol, 2003].

Las clorofilas son el pigmento bioldégico més abundante en la tierra y deben su coloracion
verde a la capacidad de absorber las fracciones roja y azul de la luz solar [Reol, 2003]. La

mayor proporcion de la energia absorbida por los organismos vivos (45 %) esta concentrada
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entre los 380 nm y los 710 nm, que constituye el rango de absorcion de las clorofilas y los
pigmentos accesorios [Larcher, 1995], no absorbiendo asi los demas colores cuya mezcla
apreciamos en diversos tonos de verde. Las hojas pueden llegar a contener hasta 1 g/m?2 de
clorofila, aunque esta concentracion es muy variable entre especies y sobre todo depende,
entre otros factores, de la especie, el tamafio de hojas, estado nutricional, la edad o la historia
luminica previa de la planta [Reo, 2003]. Sin importar la concentracion, la clorofila permite
que otras moléculas contenidas en las membranas tilacoidales (i.e. plastoquinonas) funcionen

como acarreadores de electrones durante el proceso de la fotosintesis [David y cols., 2013].
b. Caracteristicas bioguimicas de la clorofila

Las clorofilas son pigmentos fotosintéticos verdosos que poseen una estructura primaria
soluble en solventes como el etanol y en lipidos. Se componen por un ion magnesio central
(Mg?*), unido en un anillo de porfirina y una cadena hidré6foba larga, haciendo que este
conjunto sea el responsable de transferir electrones durante la fotosintesis [YSI, 2013;

Morangais y cols., 2018].

En la naturaleza existen varios tipos de clorofilas: Clorofilas a, b, ¢ y d. Estos tipos de clorofila
son muy similares y solo varian en su sustituyente del ciclo Il del anillo tetrapirrélicode su
estructura. Las mas abundantes son las clorofilas a (chl a) y la b (chl b). La chl a se encuentra
en las microalgas verdes y las plantas terrestres presentan chl a como la chl b. Estasdos
clorofilas se diferencian como mencionamos en el sustituyente del anillo del compuesto
tetrapirrolico, el chl a tiene en el tercer carbono tiene un grupo metilo unido, mientras que
en el chl b, su tercer carbono esta unido a un grupo aldehido. [Morangais y cols., 2018]. La
chl a es esencial en el proceso de la fotoquimica, mientras que la chl b es importante para la

fotosintesis y también es necesaria para fijar algunas proteinas que se unen a la clorofila para
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la captacion de luz. La chl b se sintetiza a partir de la chl a, y se cataboliza después de

reconvertirse en chl a [Tanaka y cols, 2011].

Durante la fotosintesis, la energia luminosa es acoplada a reacciones redox y de bombeo de
protones en las membranas tilacoidales de los cloroplastos. Al igual que en las mitocondrias,
en cloroplastos el bombeo de protones contribuye al establecimiento de una fuerza
protonmotriz (Ap) descrita por Mitchell [David y cols., 2013; Berg y cols., 2002]. El Ap es
utilizado por la ATP sintasa de cloroplastos para la sintesis de ATP. Por lo anterior, la
clorofila es un pigmento de importancia para la homeostasis de los cloroplastos y de sus
multiples procesos metabdlicos y de transporte derivados. De esta forma la fotosintesis activa
reacciones metabolicas para asimilar el dioxido de carbono o carbohidratos, convirtiendo de
esta manera la energia luminosa en energia quimica [Butler, 1978; Pflindel, 1998 ; Baker,

2008].

La intensidad de emision de la fluorescencia de la clorofila de los sistemas de hojas enteras
es débil para ser visto a simple vista. Se puede ver a partir de extractos iluminados de una
solucion de clorofila, donde el pico de fluorescencia de la clorofila ocurre en el rango del
espectro de 685 nm extendiéndose a la regidn infrarroja 800 nm. [Hansatech, 2021]. Por lo
tanto, la fluorescencia de la clorofila se debe en gran medida a la luz reemitida por PSII,
[Strasser y cols., 2004]. Al igual que con otros compuestos fluorescentes, la longitud de onda
de emision de las clorofilas es mayor a la de la luz absorbida, donde el rendimiento de
fluorescencia se puede cuantificar exponiendo una hoja a un haz de luz de longitud de onda
definida y midiendo la cantidad de luz emitida a longitudes de onda mayores [Maxwell y
cols., 2000], de tal forma que esta caracteristica de la clorofila puede ser usada como una

sonda fotoquimica no invasiva rapida, fiable y medible.
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Las caracteristicas de fluorescencia de la clorofila han permitido a los cientificos estudiar
fendmenos tan importantes como el efecto de las estaciones del afio en el desarrollo de las
plantas a nivel global [Voiland, 2011] ya que el verdor de las hojas disminuye debido a las
sequias, heladas u otro tipo de eventos que limiten el proceso de la fotosintesis, haciendo que

la fluorescencia disminuya ante estos sucesos (Fig. 4).

Julio e Diciembre i
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Figura 4. Efecto de las estaciones en la fluorescencia de la clorofila a nivel global en plantas terrestres.
Imagen generada a partir de la suma de secuencias fotograficas satelitales en escala de morado [Imagen
modificada de NASA's Earth Observatory].

Por otra parte, los estudios de la fluorescencia en la clorofila pueden ser Gtiles para mejorar
las estrategias de cultivo de diversas especies vegetales. Esto tiene particular relevancia ya
que en muchos sitios de cultivo solamente se utiliza la evaluacion visual en las plantas para
observar si los vegetales se encuentran en buenas condiciones. Por esto es a veces dificil saber
si una planta esta dafiada a temprana edad, por lo que las mediciones de fluorescencia de la
clorofila constituyen un diagndstico rapido y sencillo del estado de homeostasis en diversas

plantas [Neil y cols., 2004].

Los cientificos han podido relacionar la eficiencia de la fotosintesis (medida en funcion de la
autofluorescencia de la clorofila) y la asimilacion de CO., para detectar la respuesta que

tienen las plantas ante desafios ambientales y con esto poder identificar que tolerancia de
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estrés pueden soportar. La asimilacion de CO: puede variar dependiendo de varios factores,
entre los que destacan: Contaminantes, variacion en la temperatura, cambios en la intensidad
de luz, disponibilidad de nutrientes, radiacion UV o déficit de agua [Voiland, 2011; Neil, y

cols., 2004].

Por ultimo, en la actualidad se han realizado diversas investigaciones por medio de la
fluorescencia de la clorofila donde se ha investigado las caracteristicas bioenergéticas y
metabdlicas del uniportador de calcio mitocondrial en cloroplastos, observando los cambios

que tienen algunas plantas cuando se le irradia fluorescencia (ver figura 5).

Figura 5. Cloroplastos aislados de Spinacia oleracea A, B y Arabidopsis thaliana C, D al ser irradiadas con
luz blanca (A 'y C) y en el campo de autofluorescencia de la clorofila al ser excitada a 400nm (B y D).
Micrografias representativas. Imagen tomada de (Vazquez Maldonado, 2021).

c. Simplificacion tecnologica y el avance de la ciencia

En la actualidad, existen numerosas invenciones que han revolucionado la forma en que se
hace ciencia. Un ejemplo de suma importancia es la invencion de la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) por Kary Mullis [Paradowski, 2021]. A partir de este suceso, la
identificacion de genes especificos en muestras de diversos origenes forma parte de
procedimientos de rutina en multiples disciplinas que se sustentan en esta metodologia. Por

ejemplo, en la industria alimenticia para la deteccion en alimentos, bebidas, cereales,
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productos lacteos, frutas, especias y frutos secos. alimentos preparados, pescado y mariscos
[Palomino y cols., 2014]. En la industria farmacéutica para la deteccion de medicamentos y
en la elaboracién de pruebas toxicologicas [Arikawa y cols., 2015]. Otros ejemplos son en
las investigaciones de tipo clinico como de céancer, investigaciones viroldgicas,
microbioldgicas parasitoldgicas y &mbito odontoldgico. [valones y cols., 2009]. Sin embargo,
en un inicio esta tecnologia no solo no era accesible para muchos laboratorios, sino que los
equipos disefiados ex profeso para llevar a cabo estas reacciones eran muy costosos. Con el
paso del tiempo, tanto los equipos como los reactivos para realizar la PCR han disminuido en
costo y se han sido més accesible debido a que este tipo de técnicas se han ido innovado
constantemente, la PCR-Real Time (RT-PCR) se ha vuelto la mas comun en laboratorios de
investigacion y de diagnostico clinico de manera que sus resultados son mas rapidos, precisos
y cuantitativos comparandolo con la técnica convencional de PCR [Cha y cols., 2016; MarX,

2015 ; Valones y cols., 2009].

Los equipos de gPCR incluyen un termociclador que contiene una unidad capaz de detectar
sefiales fluorescentes (fluorémetro) cuya finalidad es detectar y medir las sefiales de
amplificacion proporcionales a la cantidad del producto de PCR generado, las sefiales de
amplificadas son registradas y capturadas en el software para su analisis [Aguilera y cols.,
2014]. Estos equipos presentan versatilidad en la deteccion y cuantificacion de secuencias
especificas de diversas fuentes, dando asi una mayor sensibilidad, reproducibilidad, precision
con un proceso de analisis relativamente rapido, de mejor control de la calidad y durante el
proceso da un menor riesgo de contaminacion [Valones y Cols, 2009]. Este tipo de
instrumentos también estan sujetos a mejorias constantes, de tal manera que actualmente

existen equipos miniaturizados que funcionan con baterias y tienen accesorios que les
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permiten conectividad a teléfonos inteligentes para la captura y evaluacion de datos en tiempo

real [Yi-Fan y Cols., 2013 ;https://www.minipcr.com].

d. Elteléfono inteligente como herramienta cientifica

En afios recientes la tecnologia en teléfonos mdviles ha crecido rapidamente siendo asi que
los procesadores, pantallas y baterias que componen estos dispositivos han mejorado con el
paso del tiempo, lo que también permite un inusitado poder de procesamiento de datos aunado
a capacidades de conectividad a internet. Se estima que para el afio 2022 existiran mas de
3,800 millones de teléfonos inteligentes [Kooistra, 2018]. Los teléfonos maviles

actuales tienen integrados algunos sensores para el mejor funcionamiento del equipo, que
pueden ser utilizados para diversas mediciones resumidas en la Tabla Suplementaria 2 (ver
Anexo 2). Por lo cual el uso de esta tecnologia puede ser usado como una computadora
portatil personal, reduciendo de esta manera los costos para el desarrollo de distintas
aplicaciones basadas en las necesidades de cada individuo [McCracken y cols., 2016; Vashist

y cols., 2015; Contreras y cols., 2016].

Uno de los sensores en los teléfonos inteligentes mas usados en la actualidad es el sensor de
luz ambiental y de proximidad (ALS) integrado en los dispositivos. Este es un fotodiodo con
un rango de deteccion espectral de 350 nm-1000 nm. El ALS usualmente es ubicado en la
parte frontal en el dispositivo inteligente y es usado para minimizar el consumo de energia
de bateria del dispositivo, ya que al percibir cambios en la luz ambiental los teléfonos
inteligentes pueden acoplar cambios en el control del brillo del panel automaticamente. Los
teléfonos inteligentes tipicamente cuentan con un sensor Avago APDS-9930 o AMS AG
(TAOS) TMD2771 [TAOS inc., 2011] [Broadcom y cols., 2015]. Estos sensores usan dos

fotodiodos: El de deteccion de luz (CHO) y el de proximidad (CH1), de modo que la
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capacidad de fotodiodo CHO varia de 350 nm a 1000 nm, mientras que el fotodiodo CH1
tiene un rango de 450 a 1000nm. El fotodiodo CHO tiene un rango de medicion Lux de 0
Luz-20000 Lux con una resolucion de 0.01 Lux. Por lo anterior, el ALS podria ser usado
como una alternativa de fotodetector de laboratorio, ya que posee un alto rango dinamico y
resolucion acoplados a un hardware de un aparato inteligente moderno. Estas caracteristicas
de disefio son iddneas para desarrollar aplicaciones de analisis, interpretacion y transmision
de datos en equipos de espectroscopica [Hussain y cols., 2021]. Este tipo de integracion ha
sido utilizado para adaptar los dispositivos inteligentes como instrumento experimental en
varios casos. Por ejemplo, en la deteccion de Escherichia coli en muestras liquidas. En este
caso, el dispositivo utiliza algunos capilares, luz de excitacion LED (las cuales excitan células
de E. coli) y la camara del dispositivo mévil donde se obtiene una imagen usando una lente
adicional que se inserta entre el capilar y el teléfono celular [Zhu y cols., 2013]. Otros
instrumentos se han elaborado utilizando teléfonos inteligentes como punto de partida para
obtener imagenes fluorescentes de nanoparticulas en ensayos de transferencia de energia por
resonancia Foster (FRET) de baliza molecular [Yu y cols., 2015]. Esta tecnologia permite
detectar secuencias de &cidos nucleicos de una muestra liquida. Esto se logra mediante un
mecanismo que detecta cambios en la eficiencia de extincion entre moléculas donante-
aceptor emparejados, donde se etiqueta con un fluoréforo que reconoce especificamente el
analito diana utilizando un laser color verde (potencia = 300 mW y longitud de onda = 532
nm) para excitar los emisores fluorescentes colocados en una cubeta transparente y una fibra
Optica colocada con el fin de minimizar la luz recogida del laser de excitacion. La salida de
la fibra dptica se alimenta a un espectrémetro basado en un teléfono inteligente [Yu y cols.,
2015]. Este dispositivo fue mejorado por Hossain y cols. Utilizando una rejilla de polimero

recubierta de oro -personalizada como elemento dispersivo- utilizando nano impresion para
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el desarrollo de larecubierta. La luz LED de excitacion se alimentd con la bateria del teléfono,
una rejilla de reflexion y usando una imagen de la camara del teléfono. Esto ultimopara el
posterior procesado de la imagen usando una aplicacion de Android para decodificarla
intensidad de fluorescencia frente a la curva de longitud de onda dentro de la interfaz de la
aplicacion y de esta manera cuantificar la concentracion de moléculas de interés como la

creatina y glucosa en orina [Hossain y cols., 2015; Hussain y cols., 2021].

e. Control de sensores de un teléfono inteligente: Programacién por bloques

Como se mencion0 anteriormente, los dispositivos moviles en la actualidad han evolucionado
rdpidamente y se espera que en los afios que vienen evolucionen aun mas. En el futuro, se
espera que los sensores de los dispositivos maéviles se fusionen con el aprendizaje automatico
y la realidad virtual. La diferencia entre una computadora de escritorio o portatil con un
teléfono movil moderno es que el teléfono contiene varios sensores que permiten recopilar
informacion personal y de nuestro entorno al momento, sin que el dispositivo se encuentre

activo [Trafton, 2015].

En la actualidad se estan disefiando nuevos sensores con el motivo de que puedan ser
utilizados de otra manera. Por ejemplo, el sensor GPS que ha sido de utilidad tanto en el
disefio de mapas, envios de comida, transporte publico (Uber), ubicaciones de lugares
turisticos, entre otras. Los cientificos del Instituto Tecnologico de Massachusetts (MIT) han
desarrollado un sensor capaz de detectar de forma inalambrica tipos de gases peligrosos y
contaminantes ambientales, de tal forma que se pueda leer los datos en el dispositivo movil
en tiempo real [Trafton, 2015]. En este caso en especifico, los investigadores agregaron
enlaces al circuito hecho por nanotubos de carbono, donde cada tubo pertenece a un gas en

particular, cambiando la forma en que los tubos manejan la electricidad. El dispositivo al
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detectar el cambio de corriente en el sensor le indica al teléfono el tipo de gas detectado

[Joseph y cols., 2014; Trafton, 2015]

En el futuro se espera que los sensores se puedan combinar con los datos de aprendizaje
automatico que tiene con el dispositivo junto con la realidad virtual donde puedan rastrear y
registrar datos de nuestra salud y bienestar. Se espera que los sensores puedan habilitar autos
auténomos y monitorear maquinas industriales, edificios y puentes. También los sensores
permitiran recopilar datos globales que ayudaran a la distribucion de servicios en la
agricultura y del agua, el monitoreo ambiental, asi como de informacion sobre desastres

naturales o producidos por el hombre, entre otros [Murphy, 2017].

El uso de los sensores en los dispositivos mdviles requiere herramientas de codificacion
basadas en lenguajes de programacion. De igual forma, en la actualidad existen plataformas
de programacion en blogues de comandos y permiten probar las aplicaciones cargadas en un
teléfono o usando un emulador en la computadora. Este tipo de programas otorga a las
personas sin conocimientos avanzados en programacion la posibilidad de crear aplicaciones
basicas y completamente funcionales [Rodriguez, 2014]. La programacién en bloques se ha
vuelto tendencia a nivel global ya que esta puede ser usada incluso por nifios o adultos que
deseen programar sin conocimientos extensivos previos. En este sentido, existen plataformas
que permiten elaborar estas Apps destacando el MIT App Inventor, Thunkable, AppyBuilder
y Kodular (Makeroid), entre otros [Rodriguez, 2014]. Todas las aplicaciones mencionadas
tienen el mismo funcionamiento: Una plataforma de disefio grafico de la aplicacion y otra
seccidn que permite editar los bloques de comandos para realizar y controlar los sensores en

el teléfono inteligente.
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2. Justificacion

En el presente trabajo de tesis se propuso disefiar una App para controlar el sensor de luz que
tiene integrado el teléfono inteligente, el cual usualmente funciona para que el equipo module
la luminosidad de la pantalla dependiendo de la cantidad de luz ambiental. Lo anterior es
particularmente relevante ya que esto permitiria convertir un dispositivo de uso comdn, en
un poderoso equipo para llevar a cabo mediciones experimentales a un costo relativamente

bajo.

3. Hipotesis

Si el sensor de luz de un teléfono inteligente es capaz de cuantificar luz ambiental, entonces

este también podréa cuantificar la auto fluorescencia de la clorofila.

4. Objetivo

4.1 Objetivo general.

Desarrollar una aplicacién para teléfono inteligente que permita medir cambios en la

fluorescencia de la clorofila detectados en hojas de Impatiens walleriana.

4.2 Objetivos particulares.
e Desarrollar una aplicacion en la plataforma MIT App inventor® para Android para

medir cambios en la luz detectada en el sensor ALS.

e Adaptar los sensores de emision y deteccion de luz del telefono para medir

autofluorescencia de la clorofila.

e Medir cambios en la fluorescencia de hojas de I. walleriana.
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Desarrollar un filtro de luz UV que permita el libre paso de la luz roja emitida por la
clorofila.

Obtener graficas de fluorescencia vs tiempo y calcular parametros comunes en el
analisis de la fluorescencia de la clorofila.

Comprobar si la sensibilidad de un espectrofluorémetro portéatil es semejante a la de

un espectrofluorémetro convencional.

5. Metodologia y procedimiento experimental
5.1 Materiales

Teléfono Moto Z2 Play

Sistema Operativo Android (8.0.0)

Computadora HP Pavilion x360 con sistema operativo CORE i5
15 hojas de la planta Impatiens walleriana verdes

4 hojas de la planta Impatiens walleriana semiverde
4 hojas de la planta Impatiens walleriana amarillas
Fuente de poder (autocargador)

LED’s 390 nm

Léaser 405 + 10 nm

Lampara UV 395 nm

Mini caja negra 1 cm x 5 cm (elaboracion casera)

4 portaobjetos

4 cubreobjetos

1 plumén naranja

Silicon frio
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e Regla

e 1 Leafclip de hojas de adaptacion Hansatech
o 1 lapiz

e Tijeras

e 10 contenedores (vasos de plastico)

e 100 mL Agua

e 2% de cucharadas de sal de cocina

200 mL de etanol

6. Resultados

6.1 Disefio de la App
La aplicacion para controlar al sensor de luz del teléfono inteligente y capturar e imprimir los

valores de las lecturas a la interfase grafica fue disefiada en el ambiente grafico MIT App

inventor® (http://appinventor.mit.edu).

Este ambiente gréfico utiliza herramientas de codigo preestablecidas llamadas “bloques”.
Cada bloque tiene diferentes funciones. Por ello, se buscaron los blogues especificos para
controlar al sensor de luz (ALS) y que la App imprima en pantalla los datos numericos

asociados a cambios en las lecturas reportadas por el sensor ALS.

Para poder validar el funcionamiento de la aplicacion, este programa cuenta con un emulador
que permite evaluar la funcionalidad del codigo en bloque sin necesidad de descargar la

aplicacion al teléfono movil.
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Figura 6. Captura de pantalla del disefio grafico MIT App inventor®, donde nos muestra los componentes,
propiedades, medios, interfaces, sensores, animaciones y bloques de almacenamiento que se pueden instalar en
la aplicacion que se desea construir. La plataforma muestra la pantalla de un celular digital, para el disefio visual
de la aplicacion y el como se vera después de la transferencia de dicha aplicacién al dispositivo inteligente.

La extension de ejecucion (cddigo) cuya funcién es proporcionar el andamio principal de la
App es la extensidn de control del sensor de luz (ver https://puravidaapps.com/light.php). Al
descargarlo e importarlo en el ambiente gréfico, se pueden utilizar los blogques I6gicos del
tipo “CUANDO (argumento), EJECUTAR (argumento)”. El uso del bloque llamado
“illuminance” (Fig.) es donde se controla el ALS usando un bot6n (botén 1) y al ser presionado
en la interfase gréfica, se activa el sensor ALS y la App imprime el valor numéricode la
intensidad luminosa detectada. Este valor sera colocado en el lugar indicado dentro de la
interfaz grafica de la App. El blogue azul fue usado para proporcionar el formato numérico

entero adquirido con el bloque de control de ALS (blogue naranja) de la siguiente manera:

cuando QEL{TINE]5M8 -LightChanged

illuminance

ejecutar  poner [EEICHEED - GEEES como dar formato decimal al nimero [l 1oIEld illuminance ~
decimales | EECIEIED [

—

Figura 7. M6dulo de bloques “illuminance” el cual permite controlar el sensor de luz ALS en forma condicional
utilizando un boton en la interfase grafica para obtener valores.
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Para que los valores fueran visibles en la pantalla, se insert6 un control adicional de impresion
en pantalla. Esto permitid visualizar los resultados en la pantalla del teléfono inteligente una

vez que el teléfono estuviese funcionando (Fig. 8).

cuando .BoténAtras
ejecutar @ si (l ¢ @8 TaifunLight1 ~ B8 Disponible -

entonces llamar B Gliile: s a8 MostrarAlerta

aviso
N

Figura 8. Mddulo de bloques que permite controlar el sensor de luz ALS y los cambios que pueda detectar
este sensor pueda ser visible en la pantalla del dispositivo movil.

Después de obtener los valores visibles de luminiscencia en la pantalla del celular se decidid
adicionar un médulo de bloques que permitieran registrar un cimulo de datos registrados con
respecto al tiempo en formato de grafica. Este tipo de captura de datos es Gtil para visualizar
el comportamiento de la intensidad luminosa durante el transcurso del tiempo. Por ello se
agrego el control del sensor de luz (blogue dorado), cuando el sensor de luz estuviera
conectado (blogue dorado y verde). Donde si los valores fueran mayores o igual a cero
(bloque verde y azul), activara los valores de las variables iniciando en el valor 0 (blogques

naranjas) (Fig. 10).

Los bloques naranjas indican cuales son las variables en la App. En este caso se definieron
cuatro variables globales: X, Y, X_before y Y_before (Fig. 9). Se les otorgd un valor inicial
de cero para que inicien en el origen de una gréafica y para que los valores en la gréfica del
eje X pudieran avanzar con respecto al tiempo. A cada valor adquirido se le sumé 0.1 en el
eje global X anterior (ver Fig. 10A), con el objeto de obtener un algoritmo que permita

desplegar un gréfico de luminosidad con respecto al tiempo.
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inicializar global (7 N O ]

inicializar global (£ como

B}

inicializar global

inicializar glebal [7) como | [

Figura 9. Modulo de bloques “variables” usados para el disefio de la grafica, fueron usadas para darle una
secuencia de ejes a la grafica lineal que se disefio, el eje superior Y, representa la luminiscencia (LUX) que hay
alrededor del dispositivo que pueda ser medible mientras tanto los blogues de la construccion del eje X,
representa el tiempo.

Para que los valores fueran visibles en la grafica, se utiliz un bloque especifico del accesorio
del lienzo (blogue morado), donde el primer punto fuera X1= X_before (blogue naranja),
Y1=Y_beforey este eje mostrara los valores en la parte superior (bloque verde), el siguiente

punto seran las variables Xy Y (ver Fig. 10A), recordando que este es igual a la variable X

méas 0.1y la variable Y en la parte superior de la grafica (blogues naranjas).

También se agregaron bloques que indicaran qué blogue seria el eje de las X y qué bloque
seria el eje de las Y en las coordenadas de la gréfica. Especificamente, el bloque Y serian los
valores de luminosidad (LUX) y los valores en X incrementarian automaticamente al tratarse
de la variable tiempo (Fig. 10). Finalmente, para imprimir los valores en forma gréfica se uso

el modulo de blogues morado “Lienzol” (Fig. 10, B).
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cuando [ERITEENEREIES LightChanged
3
ejecutar | (o] si | LightSensor1 - | Disponible - |
aocesif{(o i [ LightSensor1 - & Lux - ;> - I 0]
entonces poﬁer global X_before ~ EMEE =14 global X - |
1= global Y before - MBS 1i='d global Y ~
(4 global Y - W LightSensort - M Lux - |
poner CIEEEED a | (%) (omar FRTRED | +
poner (ERTECIES - (=GRS como [ tomar (&S
LUl Lienzo1 - [ ColorDePintura ~ Jevi)
{ poner [ LightSensort - | como | [NV
llamar _Dibujarlinea
x1 111~ g global X_before «
VAR icnzot - M Alto - JR =1 global Y _before -
X2 | tomar F[FERED
2 (Lienzo1 - 4 Aito - NERERHZ' global Y - |
(o) si (%14 global X - [Lienzo1 - 4 Ancho - ]
entonces  llamar [KEFZ50ES Limpiar
(3128 global X_before -

_porer global X - EWM 0]

Figura 10. Programacién modular en bloques de la App para el uso del sensor ALS del dispositivo mévil.
La estructura jerarquica de los mddulos comprende el control condicional del sensor ALS mediado por la
disponibilidad de un ALS y por la disposicion secuencial de datos numéricos al ser activado.

La Fig. 11 muestra la interfase grafica de la App cargada en el dispositivo inteligente Moto
Z2 Play. Cuando la grafica llega al final de la pantalla, la App automaticamente reinicia un
nuevo proceso de graficado en la pantalla. Para lograr esto se incluyo en el disefio de bloques
una condicional (blogue dorado). En este caso, si el valor de la variable X (bloque naranja)
es mayor o igual al ancho de la pantalla de nuestro celular (bloque verde), se dara la orden de
limpiar la pantalla de la grafica automaticamente (bloque morado). De esta forma el eje X
inicia desde el valor 0 antes y después de los valores que se seleccionaron (bloque naranja y

azul) si es que el sensor de luz no detecta cambios en la luminosidad del entorno.

Una vez terminada la programacion en bloques (Fig. 10) se cargd el software en el teléfono
inteligente. Una manera para comprobar su funcionalidad fue por medio del cédigo QR
(Descargar MIT app inventor en el celular antes) y constar su funcionalidad o por medio de

un emulador que posee este programa.
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$ 0 W | 45% m 6:30

lluminucencia= 41.00 Lux

Huminucencia=

Fluorescencia (Lux) vs Tiempo (Seg)
Fluorescencia (Lux) vs Tiempo (Seg)

Texto para Etiquetat

Figura 11. Interfase grafica de la App en el ambiente grafico y en el dispositivo movil donde se pueden
apreciar cambios en los niveles de luz ambiental (unidades LUX) con respecto al tiempo.

La figura 11 muestra la interfase grafica y un ejemplo de captura de lecturas iniciales al variar
deliberadamente la luminosidad en una recamara. Una vez terminada la programacion y al
haber cargado la informacion en el teléfono, se guardd el cdodigo en la direccion web del
Laboratorio de Bioenergética de Plantas del Departamento de Bioguimica de la Facultad de

Quimica, UNAM (https://sites.google.com/view/lab115/home).
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cuando REDTIE]{IES LighiChanged

J
ejecutar  poner [LILNTIES - G708 como | dar formato decimal al nmero | fomar [MTLTEIENE
e S decimal - 2 ]

cuando GBS -BotonAlras
ejecutar | (o] si no
enlonces  llamar [[[IIIFTTEIES MostrarAlerta

CEEVEDC]

Figura 12. Esquema final de programacion por bloques de la App, por medio de la aplicacion MIT App
Inventor @, el cual permite detectar por medio del sensor ALS la cantidad de luminosidad que hay alrededor del
dispositivo movil, graficando la cantidad de luminiscencia respecto al tiempo.

6.2 Disefio de los componentes fisicos del espectrofluorémetro

Para el presente trabajo de tesis se hicieron 4 variaciones o adecuaciones a los componentes
fisicos (hardware) del modelo inicial del espectrofluorobmetro como se describe a

continuacion:

6.2.1 Modelo 1

Inicialmente se elabord el accesorio “mddulo de luz” que diera el destello de luminosidad
usando un LED UV (390nm-400nm) para obtener el valor minimo de fluorescencia de
clorofila (FO) cubriendo con el accesorio y mantener en un estado de relajacién a la hoja de

estudio. La fuente de luz LED se coloc6 dentro del accesorio que se elaboré anteriormente y
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en estrecho contacto con una ranura para insertar la hoja de estudio. De esta manera el rayo
de luz pasa a través de la muestra y posteriormente a través un filtro de luz (transiluminador)
(Fig. 14). Posteriormente, se agrego0 la hoja de estudio en un orificio que se encuentra en la
parte superior del accesorio y por medio de la aplicacion del teléfono celular se midié y
registro la luz filtrada correspondiente a la fluorescencia de clorofila de la hoja I. walleriana

(ver grafica 1).

A)

I. walleriana

Sensor ALS

Computadora

l

[ Transiluminador
Accesorio

portatil

Fuente de
energia

/R

Teléfono
celular

Figura 13. A) Montaje experimental del primer prototipo del espectrofluorémetro portéatil. B) Esquema
del primer espectrofluorémetro disefiado, donde el dispositivo inteligente mévil ya con la aplicacion conectada
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se pone en el orificio construido para el dispositivo mévil y con el sensor ALS queda centrado con el LED UV
(390nm) para que posteriormente se inicie el registro de los resultados obtenidos.

El esquema de la Fig. 13 representa el primer sistema de deteccion que se construyo para la
elaboracion de un espectrofluorémetro portatil a base de papeleria de casa. De esta manera
se disminuyeron significativamente los costos para su construccion. Para obtener los registros
de las variaciones en la fluorescencia minimizando interferencias, la luz LED entrd de forma
perpendicular hacia la hoja de la planta, con la intencion de solo medir la sefial asociada a la
fluorescencia de la muestra y tener la menor contribucion del haz de excitacién incidente
(Fig. 13). El filtro de color naranja (Fig. 14), usado como el transiluminador del dispositivo
fue un cubreobjetos pintado con plumén naranja permanente, que permitio filtrar la luz azul
de la fuente de excitacion proveniente del LED/UV y con ello obtener resultados

correspondientes a la fluorescencia de la clorofila.

Figura 14. Transiluminador o filtro de luz casero. Este fue elaborado por medio de cubreobjetos pintado de color naranja
con un sharpin (plumén) para la absorcion de luz azul que emita el foco LED UV, este cubreobjetos marcado de color

naranja estara en la parte interior de la caja en una distancia de 1.0 cm al sensor de luz.

6.2.2 Modelo 2
El disefio del experimento fue cambiando ya que se encontraron algunos puntos de mejora
en el primer dispositivo propuesto. Por ejemplo, se optd por utilizar un alimentador de
corriente portatil con un cable conectado a una mayor cantidad de diodos LED (3) para

obtener fuente de iluminacion de mayor potencia y que de esta manera el sensor ALS pudiera
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obtener una mayor relacion sefial: ruido de la hoja de estudio. Asi mismo, este nuevo
implemento permitiria a la fuente de luz una vida atil mayor, ya que, en el disefio original, el
foco led se fundia muy rapido por la potencia que se le daba no era la adecuada. Por lo
anterior, el foco led iba disminuyendo su intensidad en poco tiempo (aproximadamente 3
horas), por lo cual a este disefio fueron agregados resistencias en los LEDs para que su tiempo
de duracion fuera mayor. Con estas mejoras, las hojas que se estuvieran estudiando iban a
tener una mayor cantidad de luz para poder determinar valores de Fm y comprobar si la hoja
presenta cambios significativos, claros y reproducibles de los resultados obtenidos. Este
instrumento se disefid para que fuera mas pequefio y comodo, comparandolo con el de la Fig.
13 debido a que en el equipo anterior se dificultaba centralizar al sensor ALS con la luz

trasmitida por el foco LED UV y con ello los valores de Fm eran muy variables.

Por las razones anteriores, se decidi6 incluir en el Modelo 2 un dispositivo dividido en dos
partes (ver Fig. 15A). El accesorio “1” contenia al filtro o transiluminador, ubicado en linea
recta con el sensor ALS. El accesorio “2” contenia tres diodos UV y a su alrededor el
contenedor que cubria a la hoja con la finalidad de minimizar la cantidad de luz externa o
“contaminante” (ver Fig.15A). Una ventaja del anterior dispositivo es que la fuente de luz
LED tendria mayor potencia y esta estaria mas cercana al sensor de ALS del dispositivo

inteligente (Ver Fig.15B).
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Figura 15. A) Montaje experimental del segundo disefio del espectrofluorémetro portétil B) Esquema del
segundo espectrofluorémetro disefiado, donde el dispositivo movil activado y con la aplicaciéon conectada se
superpone el accesorio 1 en el sensor ALS, después de ello se agrega la hoja de estudio para que posteriormente
se agregue el accesorio 2 y se inicie el experimento encendiendo las luz de los LED’s con la fuente de energia
portatil, una vez obteniendo los resultados se llevan a una computadora para registrar los resultados obtenidos.

El esquema del segundo espectrofluorometro disefiado (ver Fig. 15 B) muestra un prototipo
mas compacto en comparacion al espectrofluorémetro disefiado anteriormente (ver Fig.13).
De esta manera, la luz emitida por los diodos LED’s se encontraba méas cercana a la hoja.
Esto permitiria aumentar -en principio- incrementar la intensidad de la luz en el punto de

incidencia sobre la muestra y con ello el sensor ALS detectaria una probable sefial mejorada.
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6.2.3 Modelo 3

Para el tercer prototipo de espectrofluorometro portétil se usé una fuente de luz con mayor
potencia, la cual se basé en una fuente de luz laser de 405 + 10 nm. En este modelo se
obtuvieron valores maximos de lecturas en el sensor ALS. (Fig. 16). El disefio de este
espectrofluorémetro era similar al de la Fig. 15 presentando variaciones solamente en el tipo
de fuente de luz y alimentacién. El laser LED cuenta con una potencia mayor al presentar un
haz de luz coherente a 405 + 10 nm. Este disefio permitiria -en principio- minimizar el tamafio

del dispositivo.
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Figura 16. A) Montaje experimental del tercer disefio del espectrofluorémetro portatil B) Esquema del tercer
espectrofluorometro disefiado, donde el dispositivo movil activado y con la aplicacién conectada se superpone
el accesorio 1 en el sensor ALS, después de ello se agrega la hoja de estudio para que posteriormente se agregue
el accesorio 2 y se inicie el experimento encendiendo la luz laser LED (405 nm), una vez obteniendo los
resultados se llevan a una computadora para registrar los resultados obtenidos.

Este equipo se integro6 junto con un adaptador parecido a los disefios para colocar la muestra
descritos con anterioridad (ver Figs. 13 y 15), de tal manera que la hoja a estudiar estuviera
en un estado basal sin estrés de luz externa (Fig. 16A). Acoplado al laser se agregé el filtro
transiluminador para eliminar la luz azul proveniente de la fuente de emisién. Esto permitié

minimizar la presencia de ruido en la medicién (Fig. 16B). Esta adecuacion redundé en un
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dispositivo mas pequefio y simple que los anteriores dispositivos y con mayor resolucion

respecto a los modelos anteriores.

Posteriormente se monto el espectrofluorémetro portéatil y se colocé la hoja para su estudio.
La salida de luz del filtro fue colocada sobre el sensor de luz del teléfono inteligente con la
App activada (Fig. 16 A). En estas condiciones se aseguro que el area de la hoja a estudiar
estuviese en condiciones de obscuridad durante 15 min. y con ello poder hacer las mediciones

correspondientes con este modelo.

6.2.4 Modelo 4

Para el cuarto y ultimo modelo se us6 una lampara de luz UV a 395 nm equipada con un
reflector convergente externo como fuente de excitacion. Este lente se utiliza como un
“colimador” para mantener el haz de luz en constante y paralelo y con un didmetro aceptable
para las mediciones maximizando asi la excitacion de la clorofila de la hoja. Este Gltimo
modelo permitié acoplar un “clip” para fijar a la hoja y de esta forma dejando la muestra en

un estado de oscuridad temporal permitiendo asi obtener lecturas mas precisas (Fig. 17).
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Figura 17. A) Montaje experimental del cuarto disefio del espectrofluorémetro portatil B) Esquema del segundo
espectrofluorémetro disefiado, donde el dispositivo movil activado y con la aplicacién conectada se superpone
el accesorio 1 en el sensor ALS, después de ello se agrega la hoja de estudio para que posteriormente se agrega
el accesorio 2 y se inicie el experimento encendiendo la lAmpara LED como fuente de energia portatil, una vez
obteniendo los resultados se llevan a una computadora para registrar los resultados obtenidos.

En el cuarto modelo, el filtro transiluminador esta adosado a un Leafclip (Hansatech) que
permite fijar a la hoja muestra cerca del sensor ALS del teléfono (ver fig. 17A). El Leafclip

cuenta con una pequefia apertura que permite la entrada de luz del accesorio 2 al sensor ALS,
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y de esta manera incidir con la hoja y del otro lado que salga luz de fluorescencia roja al

sensor.

6.3 Mediciones de fluorescencia
Para probar el sistema usando el Modelo 1, se colocaron hojas de la planta I. walleriana en

el orificio o puerto para las muestras descrito anteriormente (Fig. 13). Se efectuaron tres

mediciones en hojas recién cortadas durante 60 s. En cada experimento se permitid que las
muestras permanecieran en condiciones de obscuridad durante 15 min. y posteriormente se

monitored la fluorescencia basal durante 10 s en condiciones de oscuridad para que la

clorofila se mantuviera en un estado de fluorescencia minima. Posteriormente se activo el

sistema de luz UV construido durante 60s (Fig. 12). Los trazos fueron almacenados en el

dispositivo mdvil y posteriormente exportados a una computadora. Donde fueron

promediados y graficados como se observan en la gréfica 1.
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Gréfica 1. Evaluacién de las variaciones en la relacién Fmax/Fo: Modelo 1. Resultados promedio de tres
determinaciones obtenidas con el Modelo 1 con hojas recién cortadas, pero en diferente estado de pigmentacion.
Se muestra la relacién Fmax/Fo con respecto al tiempo (s) durante 60 segundos. A los 10s se activo el haz de
luz LED UV (flecha).

En el caso de la hoja verde se observé un aumento en la relacion Fmax/Fo al activar la fuente
de luz. Esta relacién fue decayendo con respecto al tiempo debido al blanqueamiento de la
hoja hasta permanecer relativamente constante. Posteriormente se determind la misma
relacion en una hoja semiverde recién cortada. En estas condiciones, la relacion Fmax/Fo fue
mayor al activar la fuente de luz y decay6 con respecto al tiempo. Finalmente, al llevar a cabo
el mismo experimento en una hoja seca y al activar la fuente de luz, se observé un ligero
incremento en la relacion Fmax/Fo, pero en menor proporcién que en las condiciones
anteriores. Estos experimentos demuestran que se pueden obtener mediciones de
fluorescencia con el Modelo 1, pero hubo variaciones en los resultados debido a varios
inconvenientes en el modelo, primero el accesorio que se utilizé (Fig. 13) no embonaba con
el sensor del celular, segundo la hoja no se mantenia fija en el accesorio y por dltimo la

cantidad de luz LED que se obtuvo era de baja intensidad.

Para evaluar si una fuente de luz con mayor potencia podria originar resultados con mayor

resolucion, se intercambio la fuente LED por un conjunto de 3 LED’s UV (Modelo 2).

Las hojas analizadas en esta serie de experimentos se dejaron nuevamente en un estado de
oscuridad durante 15 minutos y estas fueron posteriormente entrepuestas entre los accesorios
uno y dos del Modelo 2 (Fig. 15). Las hojas se dejaron en el espectrofluorometro y en el
segundo diez se encendid el haz de luz del conjunto de focos LED’s para registrar los
resultados. Se observo que en este dispositivo se obtuvo un aumento en la relacién Fmax/Fo

al encender la fuente de luz en hojas verdes cercana a 2.5 ( Grafica 1). A partir de los 15 s se
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observo una disminucion paulatina en la relacion hasta obtener lecturas constantes. También
se observo que los valores tenian relacion a lo que se reporto en la literatura, notando que la
clorofila de la hoja verde contenia mayor fluorescencia que las hojas semiverdes y a su vez

la hoja amarilla contenia menos fluorescencia que la anteriores.
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Gréfica 2. Evaluacion de las variaciones en la relacién Fmax/Fo: Modelo 2. Resultados promedio obtenidos
con el Modelo 2 con hojas recién cortadas, pero en diferente estado de pigmentacion. Se muestra la relacion
Fmax/Fo con respecto al tiempo (s) durante 60 segundos. A los 10s se activé el haz de luz LED UV (flecha).

En estas condiciones, las lecturas con las hojas semiverdes fueron muy similares en magnitud
y cinética a las hojas amarillas. Finalmente se observé una relacion Fmax/Fo cercana a 1 con
hojas amarillas aun en presencia de luz UV, sugiriendo que el efecto es especifico de la

clorofila.

Para el Modelo 3, se decidio evaluar la relacion Fmax/Fo en respuesta a irradiacion con una
fuente de luz laser de mayor potencia en hojas con las mismas caracteristicas (Grafica

3). En estas condiciones se observé un comportamiento similar en las hojas estudiadas
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anteriormente. Especificamente se observd un incremento en la relacion Fmax/Fo al incidir
el haz de luz. Conforme el tiempo de irradiacion aumentaba se comenzo a detectar un
decaimiento en la relacion. Es importante recalcar que el comportamiento con hojas
semiverdes fue muy similar al de hojas verdes con el Modelo 3. En este sentido se observo
una relacion Fmax/Fo cercana a 1 en hojas secas. Cabe mencionar que con este modelo la
superficie de radiacidén era menor que la observada con los anteriores. En forma adicional,
era relativamente dificil centrar el sensor del dispositivo movil (por el disefio del laser) al haz
de luz lo cual derivd en la obtencion de variaciones sustanciales en las lecturas entre

replicados.
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Gréfica 3. Evaluacion de las variaciones en la relacion Fmax/Fo: Modelo 3 Resultados promedio obtenidos
con el Modelo 3 con hojas recién cortadas, pero en diferente estado de pigmentacién. Se muestra la relacién
Fmax/Fo con respecto al tiempo (s) durante 60 segundos. A los 10s se activé el haz de luz LED UV (flecha).

El Modelo 4 permitié la obtencion de datos de Fmax/Fo con la mejor resolucion. Esto se

debi¢ especificamente a mejoras respecto a la mayor superficie de irradiacion y a una mayor
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intensidad de luminiscencia (Fig. 17). Se cortaron hojas con las caracteristicas descritas
anteriormente y se aislaron de la luz durante 15 min. Posteriormente se adicion6 una hoja
verde en el Leafclip y se inici6 el trazo (Grafica 4). Se registraron valores basales durante
10s. Posteriormente se activo la fuente de luz y se registré un incremento en la relacion
Fmax/Fo seguido de una disminucion gradual y con mucha mayor resolucion a la observada
con los tres modelos anteriores. Al hacer el experimento con una hoja semiverde se observé
un comportamiento practicamente idéntico al observado con la hoja verde (Gréafica 4, trazo
naranja). Finalmente, al hacer los experimentos con una hoja seca, la relacion Fmax/Fo se
mantuvo constante y siempre cercana a un valor de 1, lo que sugiere que el método es

especifico para la fluorescencia de la clorofila (Gréfica 4, trazo amarillo).
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Gréfica 4. Evaluacion de las variaciones en la relacion Fmax/Fo: Modelo 4. Resultados promedio obtenidos
con el Modelo 4 con hojas recién cortadas, pero en diferente estado de pigmentacién. Se muestra la relacién
Fmax/Fo con respecto al tiempo (s) durante 60 segundos. A los 10s se activé el haz de luz LED UV (flecha).

Los resultados mostrados demuestran que es posible construir un espectrofluorémetro a partir

de materiales accesibles, lo que incrementa el potencial de utilizacion de estos dispositivos
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en el campo. Es importante mencionar que se estan llevando a cabo pruebas preliminares de
medicién de fluorescencia en hojas sometidas a diversos tratamientos, los cuales se detallan

en el Anexo.

/. Discusion de Resultados

7.1 Elaboracion de la aplicacion para teléfono inteligente

En la figura 12 se observa el disefio de bloques completo para la aplicacion disefiada en el
transcurso del proyecto con la ayuda de la plataforma MIT App inventor®. Los resultados
mostraron que fue posible controlar el sensor ALS del dispositivo Moto Z2 play en forma
exitosa, ya que al modular la luz del medio se detectaron cambios en las medidas de
luminosidad en la pantalla del celular. Cabe mencionar que los valores obtenidos con esta
aplicacion eran solamente numeros enteros. Para poder obtener nimeros con decimales sera
necesario programar el bloque de control de ALS ya que la salida de datos de este sensor es
en forma de nimeros enteros. En este sentido existen dispositivos nuevos que cuentan con
sensores ALS con mayor capacidad y sensibilidad debidos a una mayor superficie de
captacion de luz. Los resultados obtenidos fueron registrados en forma gréfica de acuerdo
con el disefio de la App hasta los 47s. Los datos obtenidos posteriores a ese umbral de tiempo
fueron re graficados al inicio del grafico (la grafica se reinicializaba). Los resultados fueron
posteriormente transferidos a la computadora en forma manual. Serd objeto de futuras
adecuaciones al Modelo 4 la capacidad de transferir datos en forma alambrica o inalambrica

a una computadora.
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La plataforma MIT app inventor® presenta un ambiente grafico de programacion en bloques
para construir aplicaciones en cuestion de minutos. En ese sentido el uso de lenguajes como
Python también presentan ventajas sobre la programacion en bloques ya que es posible una
mayor adecuacion de la App en funcién de las necesidades del programador. Sin embargo,
para los alcances del presente proyecto, la utilizacion de la plataforma MIT app inventor®

superd con creces las expectativas en cuanto al desarrollo de la App.

7.2 Disefio del espectrofluorometro y mediciones en hojas con diferente
estado de pigmentacion.

La Fig. 13 muestra algunas imagenes del Modelo 1 disefiado junto al esquema que se utiliz6
para ser construido. Este sistema const6 de un diodo LED UV (390 nm) el cual estaba en un
dispositivo construido ex profeso para albergar a la fuente de luz, otro para insertar la hoja
de estudio y de esa manera cuantificar la fluorescencia de emision de la muestra al activar el
foco LED UV. Esta fue medida y registrada a través del sensor ALS del dispositivo movil
(MOTO Z2 Play) y finalmente registrado y graficados los datos a través de la PC con el uso
del programa Excel (ver gréafica 1). Se opt6 utilizar un filtro de luz partiendo de un
portaobjetos recubierto con plumén color naranja para evitar el paso de luz azul en base a
filtros disponibles en forma comercial. Especificamente se tratd de igualar el color a un filtro
disponible en un transiluminador en el laboratorio usado para visualizar DNA en muestras

que son separadas por electroforesis (ver Fig. 14).

Los resultados obtenidos al realizar las mediciones en diferentes tipos de hojas mostraron un
comportamiento similar al reportado en la literatura (ver grafica 1). Sin embargo, es
importante mencionar que los valores de fluorescencia obtenidos en hojas semiverdes en

ocasiones eran mayores a las de hojas verdes. Esto podria deberse a una menor penetracion
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del rayo de luz a través de las hojas verdes en comparacion con las semiverdes. De igual
forma, en hojas secas constantemente se monitoreaban valores mayores de fluorescencia en
comparacion con las hojas verdes y semiverdes. Es por esta razon que se decidié procesar los
datos crudos y evaluar la relacion Fmax/Fo como un indicador mas adecuado de los cambios

en la fluorescencia de la clorofila [Miller y cols., 2001].

Los resultados hasta este punto fueron alentadores. Por esta razon se decidio disefiar el
Modelo 2 con mejoras sustanciales (Fig. 15). Este modelo presenté un tamarfio reducido y
mayor potencia de excitacion al agregar tres diodos UV hacia la hoja. En la grafica 2, la hoja
verde presento una sefial de fluorescencia mayor que la hoja semiverde. La sefial detectada
con hojas amarillas fue baja y constante. A pesar de que el Modelo 2 presenté una mejoria
en la sefial de excitacion, las lecturas en el equipo siguieron siendo relativamente bajas, razon

por la cual se decidio disefiar el Modelo 3 (Fig. 16).

Al implementar un laser LED UV en el Modelo 3, se pretendié incrementar la relacion
sefial/ruido en las lecturas (Fig.16). Esto fue gracias a que el laser cont6 con una mayor
potencia asociada al haz de luz coherente a 405 +/-10 nm. Después de estos cambios en la
fuente de luz, se esperaba que esta fuera capaz de aumentar la excitacion de clorofila. Sin
embargo -como se muestra en la grafica 3- estos valores aun carecian de la resolucion deseada

probablemente debidos a una superficie de radiacion menor.

Por las razones anteriormente descritas, se opto por implementar el Modelo 4 (Fig. 17). Este
cuarto y tltimo modelo constd de una lampara UV (A=395 nm) que contenia un lente convexo
para enfocar el haz de luz a un punto en especifico. A este modelo se acoplé un Leafclip del
fluorémetro comercial Hansatech FM2+ disponible en el laboratorio para fijar las hojas en
linea entre el haz de luz y el sensor ALS en el pequerio orificio del clip. Este arreglo permitid
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eliminar la contaminacion de luz externa. Las muestras fueron colocadas en el Modelo 4

durante 15 minutos para realizar las mediciones correspondientes.

Los resultados obtenidos con este dispositivo presentaron mucha mayor resolucion y fue
posible detectar el fendmeno de apagamiento 0 “blanqueamiento” de la fluorescencia de la
clorofila. Este incremento en la resolucion de las lecturas probablemente se debi6 a potencia

de la lampara acoplada al lente convexo.

7.3 Comparacion de los resultados con un espectrofluorometro convencional

Los resultados fueron comparados con resultados obtenidos de la literatura [Ralph y cols.,
2010; Miller y cols., 2001], con la finalidad de observar las similitudes que existen entre un
dispositivo convencional y el elaborado durante el presente trabajo. La grafica 5 muestra un
trazo tipico de auto fluorescencia de la clorofila [Ralph y cols., 2010]. En este trazo se
observa una sefial basal previa al pulso de luz. Al incidir el haz de luz de elevada potencia a
los 20s, se observa un rapido incremento en la sefial asociado a un estado maximo de
fluorescencia de la clorofila. Posterior a este estado de excitacion se presenta un decaimiento
paulatino en la sefial el cual no vuelve a recuperarse en el intervalo de tiempo medido a pesar
de que se activé la fuente de luz. En nuestros experimentos se observd el mismo fenémeno
ya que al volver a incidir luz sobre las muestras, no se observé un incremento en la sefial

(resultados no mostrados).

59



Fluorescence (a. u.)

A

o
4]
-t
o

15 20 25

time (min)

Gréfica 5. Sefal de fluorescencia de clorofila a (Chl a) medida con un fluorémetro PAM en una hoja de Arabidopsis
thaliana. Después de una fase de adaptacion a la oscuridad, se mide el nivel minimo de fluorescencia (Fo). Cuando se da
un pulso de luz saturante, las reacciones de luz fotosintética aumentan y la fluorescencia alcanza un nivel maximo (Fm).
Con luz actinica continua un exceso moderado de luz (fotones de 750 pmol m —2 s —1; la luz de crecimiento fue de
fotones de 130 pmol m—2 s—1), una combinacion de qP y NPQ reduce el rendimiento de fluorescencia. NPQ (qE + qT +
ql) es la diferencia entre Fm y la fluorescencia méxima medida después de un pulso de luz de saturacion durante la
iluminacién (F'm): NPQ = (Fm -F'm) /F'm. Después de apagar la luz actinica, se puede observar el decaimiento en el nivel
F’0. Ademas, la recuperacion de F'm en unos pocos minutos refleja la relajacion del componente gE de NPQ. gT toma
mas tiempo para relajarse mientras gl es un enfriamiento sostenido. Adaptado de Ralph y cols. 2010.

8. Conclusiones.
1) Se desarrollaron cuatro modelos de fluorémetro portéatil controlados con una

aplicacion en la plataforma MIT App inventor®.

2) Los cuatro dispositivos permitieron detectar cambios en la fluorescencia de hojas I.
walleriana en condiciones distintas.

3) Laaplicacion proporciono una interfase grafica intuitiva que permitira mejoras en la

toma de datos y su utilizacion.
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4) El modelo 4 permitio obtener la mejor resolucion de lecturas dentro de los modelos

disefiados.

9. Perspectivas.
1) Implementar mejoras en el codigo que permitan incrementar la sensibilidad en las

mediciones.
2) Adicionar un médulo de exportacion de datos a la computadora para que los datos
Ileguen automaticamente a la computadora.

3) Acoplar al dispositivo de emision de luz LED un concentrador de radiacion (lupa).
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ANEXO

diferentes marcas comerciales.

Marca Modelo Caracteristicas Costo
(délares)
Jenway | 6850/ 115V /1Q0Q $13,803.30
Hach DR $10,104.12
6000™ UV VIS Spe
ctrophotometer
Unico Unico SQ4802 g $7,312.16
Double Beam
UV/Vis
Spectrophotometer \ =
METASH UV-8000A $6,471.50
Thermo AquaMate 7100 $3,535.84
Scientific
Jenway | Jenway 630501 6300 $2,269.80
Visible
Spectrophotometer

ANEXO 1. Costos promedio de diferentes espectrofluorometros de laboratorio de
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Scilogex Scilogex $1,260.00

401021010009

ANEXO 2. Sensores comunmente encontrados en dispositivos moviles inteligentes

Parametro Sensor Propdsito original

Temperatura Termopar Detectar la temperatura interna y

externa del dispositivo

lluminancia Sensor de luz | Este sensor calcula la iluminancia del
del entorno entorno y envia los datos al
dispositivo para el ajuste de

iluminacién de pantalla automatica.

Velocidad Giroscopio Se utiliza para rastrear la rotacion del

angular dispositivo.

Orientacion Acelerdmetro | Calcula la orientacidon de tres ejes del
dispositivo y envia los datos a las

aplicaciones y juegos requeridos.

Detecta un Proximidad Activa un rayo de luz que se reflejay
objeto el dispositivo apaga la visualizacion
cercano de la pantalla temporalmente.
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Presion Barometro Funciona con el sensor GPS sobre
atmosférica las mediciones del nivel del mar del
para una mayor precision del GPS.
Frecuencia Monitor de Calcula el pulso del usuario por
cardiaca frecuencia minuto al ponerlo en el sensor y lo
cardiaca muestra en la pantalla.
Detector de huellas Tiene varias funciones, pero la mas
huellas dactilares importante es para desbloquear el
dispositivo
Numero de Poddmetro Calcula el numero de pasos que da el
pasos usuario.
Lugar de GPS Se conecta al satélite y dard un
posicion resultado de posicién preciso parael
usuario.
Funciones Pantalla tactil Sensor que funciona con el tacto en
con el la pantalla para realizar diversas
contacto funciones.

Detector de

imanes

Sensor Hall

cubiertas abatibles que eran
funcionales, como si tuviera una
opcidn para apagar la pantalla

cuando los enciende,
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Este sensor proporciona la posicion y

Indica Brujula digital
posicion y direcciones directas del dispositivo a
direccién las aplicaciones sin ningun problema.
Gréficay Realidad virtual | Estos ayudaran mas tarde a organizar
profundiza y aumentada diferentes cosas a través de AR 0
imagenes VR.
Trabaja con Sensor de Este escaner se utiliza
la radiacion infrarrojos principalmente para cifrar el
emitida dispositivo con los datos faciales de
cualquier persona.
Detecta la Sensor de Detecta la cantidad de presién que se
presion en presion ejerce sobre el dispositivo en los
dispositivo lados o en la pantalla
Detectar el Escaner de iris | Escanear el patron que se encuentra

patron del iris

de la persona.

en el iris de las personas, esto es para
encriptar el dispositivo con los 0jos

de una persona en particular.

Utilizan el mando a distancia por

Manejo de Control remoto
dispositivos por infrarrojos infrarrojos para recibir sefiales y
realizar una funcién determinada.
Medicion de Sensor de Se utiliza para encontrar el nivel de
humedad en humedad del humedad en el aire.
el aire aire
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Mide Oximetro de Se usa para encontrar la cantidad de
cantidad de pulso oxigeno que se encuentra en su
oxigeno en sangre.

sangre
Transferencia NFC Se usa para realizar transacciones
de datos financieras e incluso se puede usar
para compartir fotos y videos.
Enfocar la Léser Se usa para medir realmente la
camara distancia entre el teléfono movil y lo
que esta detras. Incluso se puede
utilizar para enfocar su camara con
mayor precision.
Control de Gesto de aire Se usa para hacer funciones en el
celular celular solamente moviendo los
brazos, sin tocar el celular.

ANEXO 3. Estudios de fluorescencia en hojas de plantas sometidas a diferentes
condiciones y concentraciones

Los resultados mostrados a continuacién denotan pruebas hechas con el Modelo 4 en hojas
sometidas a las condiciones detalladas en el pie de figura. De todas ellas, las dos condiciones
gue ocasionaron una disminucidon sustancial en la sefial de la clorofila fueron a las hojas
sometidas a un tratamiento con agua caliente (HAC) (Gréafica Suplementaria 1) y a un
tratamientode extraccién con etanol (HEE) (Gréfica Suplementaria 2).

También las hojas sometidas en diferentes concentraciones de NaOH se muestran como

graficas suplementarias 3y 4.
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Gréfica Suplementaria 1. Resultados obtenidos con el Modelo 4 de un promedio de tres repeticiones. Las
hojas estuvieron en diferentes condiciones durante 5 minutos: Hoja normal sin ninguna sustancia (HN) una hoja
en agua caliente (HAC), una hoja en agua fria (HAF), una hoja en etanol al 98% (HEE), una hoja en agua con
sal (HAS), una hoja con cortes (HCC) y una hoja en agua a temperatura ambiente (HAN). Cada hoja se repiti6
la medicidn en 3 ocasiones y en diferente parte de la hoja durante 60 segundos, donde el en segundo 10 se le
hizo incidir el haz de luz LED UV (flecha).
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Grafica Suplementaria 2. Resultados obtenidos con el Modelo 4 de un promedio de tres repeticiones. Las
hojas estuvieron en diferentes condiciones. Hoja normal sin ninguna sustancia (HN) durante 5 minutos, una
hoja en etanol durante 5 minutos (HEE 5 min), una hoja en etanol durante 2 horas (HEE 2h), una hoja en etanol
durante 12 horas (HEE 12h) y una hoja en etanol durante 24 horas (HEE 24h). Cada hoja se repiti6 la medicién
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en 3 ocasiones y en diferente parte de la hoja durante 60 segundos, donde el en segundo 10 se le hizo incidir el
haz de luz LED UV (flecha).
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Gréfica Suplementaria 3. Resultados obtenidos con el Modelo 4 de un promedio de tres repeticiones. Las
hojas estuvieron en diferentes tiempos y en dos diferentes concentraciones de sal de mesa. Una hoja normal sin
ninguna sustancia (HN) durante 5 minutos, una hoja en agua con sal (1/4 cucharada) durante 5 minutos (HAS
Y, C5 min), una hoja en sal (1 cucharada) durante 2 horas (HAS 2h1C), una hoja en agua con sal (1 cucharada)
durante 12 horas (HAS 12h1C) y una hoja en agua con sal (1 cucharada) durante 24 horas (HAS 24h1C). En
cada hoja se repiti6 la medicién en 3 ocasiones, en una diferente parte de la hoja durante 60 segundos, donde el

en segundo 10 se le hizo incidir el haz de luz LED UV (flecha).
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Gréafica Suplementaria 4. Resultados obtenidos con el Modelo 4 de un promedio de tres repeticiones. Las
hojas estuvieron en diferentes tiempos y en dos diferentes concentraciones de sal de mesa. Una hoja normal sin
ninguna sustancia (HN) durante 5 minutos, una hoja en agua con sal (1/4 cucharada) durante 5 minutos (HAS
% C5 min), una hoja en sal (2 cucharadas) durante 2 horas (HAS 2h2C), una hoja en agua con sal (1 cucharada)
durante 12 horas (HAS 12h2C) y una hoja en agua con sal (2 cucharada) durante 24 horas (HAS 24h2C). En
cada hoja se repiti6 la medicidn en 3 ocasiones, en una diferente parte de la hoja durante 60 segundos, donde el
en segundo 10 se le hizo incidir el haz de luz LED UV (flecha).
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