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Entre las muchas personas a las que debo mds que un “gracias”,
por casualidades de la vida, este trabajo se lo debo a dos
“Javieres” y dos “Josefinas”, por las oportunidades, el

apoyo y la ayuda brindada.

En muchas ocasiones el cine es una ventana a otras realidades y percepciones. En los
90 el cine europeo comenzd a reflejar el cambio de percepcion respecto al consumo de
sustancias, como muestran los dos ejemplos.

“La gente se cree que esto no es mds que miseria y desesperacion y muerte y toda esa
mierda que no hay que olvidar, pero lo que olvidan es el placer que supone. De lo contrario no
lo hariamos. Después de todo no somos gilipollas, joder. Bueno, al menos no tan gilipollas.
Coge el mejor orgasmo que hayas tenido, multiplicalo por mil y ni siquiera andards cerca.”

Renton (Ewan McGregor)-Trainspotting (1996)

“Me apasionan las drogas. He probado todas las que he podido consequir. Pero nunca
lo he hecho para buscar el placer, o para ser feliz, o para afrontar la vida. Las drogas son
maravillosas porque te abren la mente. Te hacen comprobar que la verdad no existe, que todo
es relativo. La droga te da otra vision, otra dimension, te hace ver que nada es lo que parece,
que nada es, la unica realidad es tu realidad y serd lo que tu seas capaz de ver.”

Dante W. (Eusebio Poncela)- Martin (Hache) (1997)
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“Nada es veneno, todo es veneno. La diferencia estd en la dosis.”

Paracelso



Abreviaturas

CCD: Charge-Coupled Device

CMOS: Complementary Metal-Oxide Semiconductor
TEDI: Trans European Drug Information Project
PMA: para-Metoxianfetamina

PMMA: para-Metoximetanfetamina

4-MA: 4-Metilanfetamina

MDMA (extasis): 3,4-Metilendioximetanfetamina
mCPP: meta-Clorfenilpiperazina

2C-B: 4-bromo-2,5-dimetoxifeniletilamina

4-MEC: 4-Metil-N-etilcatinona

DXM: Dextrometorfano

UNODC: United Natidns Office on Drugs and Crime
RGB: Red Green Blue

CMYK: Cyan Magenta Yellow Key

CIE: Comission Internationale de I'Eclairage

ATS: Amphetamine-Type Stimulants






Resumen

En este trabajo se aborda la utilizacién de camaras DSLR y su utilizacion en medidas
colorimétricas. Se estudia la calidad de los resultados obtenidos al realizar diferentes
tratamientos matematicos a los datos brutos de color obtenidos por la cdmara réflex y se
comparan respecto de los obtenidos con un espectrofotémetro midiendo reflectancia.

Las camaras réflex utilizan detectores CCD o CMOS para la impresién digital de una
fotografia. Se pretende utilizar dicho archivo digital generalmente de formato .Raw o .NEF,
para obtener una forma rdpida y programable de tomar datos a la hora de medir
concentraciones en funcién del color y su intensidad cuando se hace reaccionar el analito con
un cierto test.

Con este trabajo se pretende dar los primeros pasos hacia una técnica de analisis
colorimétrico rapida y automatizable, ademas de instrumentalmente barata y sencilla de
utilizar. Potencialmente esta metodologia de trabajo podria ser una forma interesante de
realizar andlisis multicomponente de forma simultdnea para aquellos casos en los que la
sensibilidad, especificidad y gama cromdtica asi lo permitan, como lo son las muestras de
drogas, donde ya se conoce el color de diferentes compuestos activos o adulterantes al
reaccionar con diferentes ensayos colorimétricos.

Abstract

This paper deals with the use of DSLR cameras and how to use it in colorimetric
measurements. It will be studied the quality of the results obtained by performing different
mathematical treatments to color data got it with a DSLR camera, and compared those results
with the data obtained with a spectrophotometer measuring reflectance.

DSLR cameras use CCD o CMOS detectors to digital impression of a photograph. The
aim is to use that digital file, generally in .Raw or .NEF format, to obtain a fast and
programmable way to take data when concentrations are measured according to color and
intensity when the analyte reacts in a certain test.

The aim of this work is to take the first steps towards a quick and automated
colorimetric analytical technique, besides being instrumentally cheap and simple to use.
Potentially this methodology could be an interesting way to perform multicomponent analysis,
simultaneously for those cases in which the sensitivity, specificity and chromatic range allow it,
as drug samples, where the different colors are already known for different active or
adulterating compounds.
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1. Introduccién

En el siglo XIX el término “adiccién” comienza a tener un significado unido al consumo
de sustancias que producen sindrome de abstinencia y tolerancia, con efectos daiiinos. Hasta
entonces prevalecia el significado proveniente del Latin “addico”, que significa “entregado”
tanto en sentido positivo como negativo.! Ahora en el siglo XXI estudiamos el mismo
comportamiento compulsivo en casos desligados completamente del uso o consumo de
sustancias tradicionalmente categorizadas como drogas, presentandose también sindromes de
abstinencia.

El psicélogo Bruce K. Alexander, profesor emérito de psicologia de la universidad
canadiense Simon Fraser, realizd durante su carrera un profundo estudio de la adiccién y sus
precursores. Entre ellos, modificd el ensayo de drogas tradicional en ratas, la caja de Skinner,
el cual consistia en poner dos bebederos de agua, uno adulterado con alguna sustancia y otro
sin adulterar. Las ratas enjauladas bebian agua adulterada hasta la sobredosis y por
consiguiente la muerte. El profesor Alexander modificd la jaula por “el parque de ratas”, que
seguia siendo una jaula, pero mucho mas grande, lleno de objetos para que jugasen y otras
ratas para que pudiesen copular, manteniendo los dos bebederos. En el parque de ratas
alguna de las ratas consumian agua adulterada de forma esporadica, pero no de forma
compulsiva como si ocurria en el ensayo tradicional. Estos resultados no encajan en la vision
tradicional de la adiccion, ya que tradicionalmente son las sustancias quimicas las que
modifican la quimica cerebral produciéndose la adiccidn. Si bien el consumo de sustancias
farmacolégicamente activas puede producir, y produce, cambios en la quimica cerebral,
parece que los precursores de la adiccion tienen una base psicosocial.?

Actualmente, las politicas de reduccidon de riesgos y dafios por el consumo de
sustancias son una practica bastante extendida en toda Europa. Es en este dmbito donde
actualmente las herramientas de andlisis son indispensables, tanto para la deteccidon de
sustancias peligrosas en una muestra o conjunto de ellas, como para determinar la
concentracién de compuesto farmacoldgicamente activo. Este tipo de actividad esta recogida
en el Plan de Accién sobre drogas, enmarcado en la Estrategia Nacional sobre Drogas 2017-
2024, donde en su punto 10.3 Reducciéon de dafios aparece “todas aquellas politicas,
estrategias y programas que tienen como finalidad disminuir los efectos negativos del consumo
de sustancias (sin que reducir su consumo sea necesariamente un objetivo) [...]JLas estrategias
de reduccion de dafios fomentan conductas mds seguras, reducen los factores de riesgo

[cocaing m amphetaming & ecstasy pills B MDMA crystals prevenibles,..ll. Es decir, se
100% — P s P
oo §§§§ busca minimizar los
B0% o perjuicios para la salud que
70%
s RS pueden evitarse en el
I
i consumo de sustancias
aos — ilegales. Al igual que el
20%
0% — control de metanol en la
0% .z .
Energy Contro Allaket (Basgue DIMS Safer Party Checkit {Austria; Modus Fiesta Checkin prOd UCC|on de bebldas
(Spain: n=B8305) country: (Metherlands: (Switzerand: n=307E) (Belgum: ne244) (Portugal L.
n=1629) n=a8613) n=3290) N=T00) alcohdlicas no ha

Figura 1. Porcentaje de analisis realizados de cada sustancia en los distintos solucionado el problema

paises en el proyecto TEDI.3 del alcoholismo, si que



evita muertes e intoxicaciones graves. Algunas organizaciones pretenden abordar un enfoque
similar adaptado a la actualidad. Es interesante ver los resultados publicados por el proyecto
TEDI (Trans European Drug Information Project) (http://www.safernightlife.org/tedi), donde

distintos servicios de analisis de drogas comparten sus datos y monitorean la situacién de la
composicion en el mercado de las distintas sustancias en los distintos paises (Fig. 1), por la
demanda de un usuario de un andlisis de composicidon de cierta muestra, lo que permite
generar sistemas de alerta temprana de adulterantes de riesgo como el PMA. Por ejemplo, al
estudiar el contenido de algunos adulterantes en muestras de cocaina, se encuentra que casi
un tercio de las muestras contienen levamisol y se encuentra cafeina (20% de las muestras),
fenacetina, lidocaina o procaina. En muestras de anfetamina analizadas en Espafia, mas del
80% de ellas contienen cafeina y algunas 4-MA. En cuanto al éxtasis (tanto en polvo como en
pastilla) se encuentra con cierta regularidad mefredrona, metilona, mCPP, 2C-B, 4-MEC, DXM.2

Dentro del campo del andlisis de sustancias encontramos métodos que buscan
determinar la cantidad de cierta sustancia o sustancias dentro del organismo, determinando
uno o varios de los metabolitos de la sustancia, ya sea en sangre, orina, saliva o pelo. En estos
analisis destacan las técnicas de cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas y
los inmunoensayos. Para el andlisis de la muestra original sdlida, las técnicas cromatograficas
son la base de los procedimientos analiticos forenses, siendo procedimientos normalizados y
estandarizados, los cuales estdn recopilados en manuales tematicos publicados por la oficina
de Naciones Unidas contra las Drogas y el Crimen.*

1.1. Los ensayos

En los manuales proporcionados por la UNODC, también estd recogido el andlisis
cualitativo mediante ensayos colorimétricos (Tabla 1).°> Estos estdn basados en reacciones
guimicas que dan lugar a un producto coloreado, o a un cambio de color, bien sea por la

sintesis de algin croméforo de cardcter organico o por la formacién de un complejo metélico.®
10

Medio Acido Medio Bésico

. . Marquis, Ehrlich, Mecke, .
Especies Organicas . . i Zimmerman, Fast blue BB
Liebermann, Duquenois-Levine

Complejos l6nicos y Especies . .
. Froehde, Mandelin Simon
Organicas

Complejos Métalicos Dille-Koppanyi, Cloruro férrico Zwikker, Chen-Kao

Tabla 1. Ensayos colorimétricos en funcién del medio vy el tipo de croméforo generado.

Por ejemplo, en el caso del test Marquis, basado en una disolucién de formaldehido en
acido sulfurico concentrado, el mecanismo transcurre por una sustitucién electréfila en
posicion orto, meta o para en funcién de los sustituyentes del anillo, de forma que se
concatenan los anillos aromaticos (Fig. 2) y se produce un croméforo donde la longitud de
onda de absorcion maxima serd funciéon de los sustituyentes del anillo (desplazamiento

batocrémico).1°


http://www.safernightlife.org/tedi
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Figura 2. Mecanismo de reaccién del reactivo Marquis.

Se produciran por tanto transiciones T — m* con un maximo en torno a los 300 nm,
por lo que se espera que, de forma general, la absorcidn se producird en la zona del azul. El
test Marquis es un ensayo con un amplio rango de compuestos con los que la reaccién
produce color.

Por otro lado, el test Mandelin se basa en una disolucién de vanadato de amonio en
acido sulfdrico concentrado. Es un test fundado en las caracteristicas redox del vanadio (V).

amina/alcohol
aromatico oxidado

amina/alcohol
%

+
V0 (aq) + aromatico

V0?%*(aq) + H,0 +

Figura 3. Mecanismo de reaccion del reactivo Mandelin.

De forma general, Mandelin se utiliza para detectar aminas o alcoholes aromaticos
(Fig. 3), aunque otros compuestos oxidables pueden producir reaccién. El VO;* es de un color
amarillo claro, estable solo en medio acido. Al reducirse se forma VO?* de color azul, que a pH
muy dacido (en torno a 1) se forma (VO),(OH),?*, que precipita en forma de VO(OH), de color
pardo cuando el pH se aproxima a 6-7. El V3* es de color verde, al igual que sus hidrodixidos,
mientras que el V,03 es negro. Por tanto, a menudo el color resultante de la reaccidon sera una
combinacion de los colores de los distintos estados de oxidacion del vanadio, como marrdn,
purpura, anaranjado, amarillo o verde.!!

El test de Simon es una reaccién especifica para aminas secundarias (Fig. 4), formado
por dos reactivos. El primero es una disolucién de nitroprusiato de sodio en una disolucién

acuosa de acetaldehido, y B . 7] s
. .z cg
el segundo, una disolucién 0 N=c, | . C=N
., . [ONFe(CN)J? R B
basica de carbonato de Rz H3CJ\H e, b o /Fe\

; . A A z=CH, N=C | c=N
sodio. El color vendra dado  Ri R; ?:o
por el complejo de hierro _CH,

. NZ=CH
final. Para el caso de — -] VAN
N 3- Ry Ry
aminas primarias, se puede " T” SR = o

L ) B | 5055

sustituir el acetaldehido por H,0 Fe>

6-10 _ N:c/ | “ezn R,
acetona. T Ny + “NH3

\CH R
Las bases de Schiff Pk
—CH

son el producto de la °
condensacion de una amina - -
y una cetona o aldehido, Figura 4. Mecanismo de reaccién del test Simon.

dando lugar a un grupo

azometino. Esta clase de compuestos son de facil preparacion y posibilitan modificaciones en
su estructura, por lo que son moléculas muy versatiles en distintas sintesis, entre ellas la
preparacién de algunos precursores de drogas.?



1.2. Elcolorysu medida

El color es una percepcién subjetiva, por lo que desarrollar estrategias que permitan
estandarizar los resultados colorimétricos obtenidos por estos ensayos es una via interesante
de investigaciéon. La problematica reside en la especificidad de los diferentes ensayos, ya que
distintos compuestos utilizados como agentes de corte o adulterantes son capaces de dar
reaccién con alguno o varios de estos reactivos, como: cafeina, benzocaina, ibuprofeno,
lidocaina,... Una opcion es utilizar la escala Munsell para la caracterizacidon de un color dado,
de forma que no quede sujeto a la subjetividad del analista e independiente de su formacién.’

Actualmente, el andlisis de imagenes digitales aporta una nueva técnica de detecciony
cuantificacidn del color. Basados en la premisa de que existe una proporcién entre los datos
RGB recogidos por una cdmara digital y la concentracién de cierto cromdforo, al menos para
un intervalo de bajas concentraciones, podemos entonces realizar ciertos tratamientos
matematicos que nos permitan determinar dichas relaciones. Por ejemplo, utilizando el test de
Simon para cuantificar anfetamina y metanfetamina en diferentes muestras se obtienen
rangos lineales de 0,25 (mg/mL) hasta 2,50 (mg/mL).1314

Teniendo en cuenta que los valores triestimulo de color, bien sean en formato RGB
(Red, Green, Blue) o en CIE XYZ (CIE, Commission Internationale de I'Eclairage), definen el
espacio de color tridimensional en funcién del espectro de reflectancia y del poder del
iluminante para cada longitud de onda, para un vector triestimulo dado se podra aproximar el
espectro de reflectancia de dicho color si la funcién del iluminante es conocida.”®

Donde R(A) es el espectro de reflectancia, (A1) es el espectro del iluminante y las
funciones X, ¥, Z son las proporcionadas por CIELAB. Existen diferentes alternativas desde un
punto de vista matemdtico y computacional para abordar este problema, como métodos

iterativos o utilizar pseudo-inversién de

720 nm
X=k- Lso R(A)-1(4) - %(2) - dA (Ec.1) matrices (ampliacién Anexo 7.1).162°
nm
720 nm X
Y=k-f R(A) - 1()) - 7(A) - dA Ec.2 T .
rcomm ¥ (Ee.2) (y) = (M7 R() (Ec.5)
Z
720 nm
Z=k: —Lso R(2)-1(2) - 2(2) - dA (Ec.3) Donde M es una matriz de 3
nm
100 columnas, cada una es el producto de la
k= o (E{:_ 4) . . . .,
3?62§nm 1) -7 () - da funcién de iluminacién (I(1)) y la

funcién x(1),y(1) o z(A). Debido a que
la matriz M no es cuadrada, no se puede despejar la funcidén (que se trata como un vector) de
reflectancia, y no es posible encontrar la soluciéon exacta de forma analitica. Sin embargo,
actualmente existen métodos como los iterativos o de pseudo-inversién de matrices, que
permiten aproximar este vector, o al menos uno que cumpla con los valores XYZ.



El espectro de reflectancia recoge la intensidad de la luz recibida a cada longitud de
onda respecto de la intensidad emitida, por lo que se obtiene un registro del porcentaje de luz
reflejada (Fig. 5). Dentro de la luz reflejada hay dos componentes, la reflectancia difusa y la
especular. La especular es la fraccion

Como funciona
un espectrofotometro de reflectancia

de luz que incide con un dngulo
. superior al dangulo critico, por lo que se
= produce la reflexién total de la luz, ésta
no es absorbida por la muestra, y es
reflejada integramente. Por otro lado,
la reflectancia difusa es la luz que, tras
multiples reflexiones dentro del medio,
sufre la absorcién de parte de la
radiaciéon a ciertas longitudes de onda,

generando la percepcion de color.

wrminacid

El color percibido puede ser

producido de dos maneras: que
Figura 5: Esquema de funcionamiento de un Reflectometro. Unicamente sea reflejada una pequefia
Fuente_http://www.gusgsm.com/funciona_espectrofotometro_
reflectancia (Julio 2018)

parte del espectro en torno a una
cierta longitud de onda, dando lugar al
color correspondiente a dicho intervalo de longitudes de onda, o que se absorba una pequefia
parte del espectro a cierta longitud de onda, produciendo el color complementario a la
longitud de onda absorbida. En base a estos dos comportamientos se establecen los modelos
RGB y CMYK (Cian, Magenta, Amarillo y Negro). El modelo
RGB esta basado en sintesis aditiva (Fig. 6) de color, es decir,
por medio de la suma de los tres colores primarios rojo, azul y
verde se puede obtener cualquier otro color, siendo la suma
de todos el color blanco. CMYK es un modelo sustractivo,

opuesto a RGB, que trabaja con los colores primarios cian,

AMARILLO

magenta, amarillo y negro. Los colores primarios de un
modelo son los colores secundarios del otro modelo, y
viceversa.

e Figura 6: Sistema de color aditivo RGB
Para tratar de una forma cuantitativa los espectros

de reflectancia difusa, el modelo propuesto por Kubelka-Munk es la aproximacién mas
utilizada para interpretar dicho espectro. Este modelo contempla dos flujos de luz, uno hacia el
seno del medio y uno de retorno en sentido opuesto. En ambos componentes se produce

tanto difusién como absorcidn de luz, modificando la intensidad de la luz saliente.?*?2

K—M:%:(%) (Ec.6)



2. Objetivos.

El presente trabajo pretende realizar una primera aproximacion a la cuantificacién y
caracterizacion de muestras de drogas, mediante el estudio del color producido por los
reactivos utilizados en los ensayos cualitativos, desarrollando las herramientas quimicas y
matematicas necesarias para ello, asi como implementarlas de forma sencilla en un programa
en Visual Basic para Excel, de forma que pueda ser usado por personas sin formacién técnico-
cientifica especifica, manteniendo conclusiones validas.

Se quiere hacer wuso del detector CCD (charge-coupled device), o
CMOS(complementary metal oxide semiconductor), presente en las actuales cdmaras DSLR,
popularmente conocidas como camaras reflex, como instrumento para medir y cuantificar
mediante el color.

Si bien el problema que se quiere abordar es la casuistica concreta de las muestras que
contienen estimulantes de tipo anfetaminico (ATS), para lo cual se van a escoger tres ensayos
(Marquis, Mandelin y Simon), el estudio y tratamiento del color no queda limitado a este
campo, pudiéndose realizar metodologias similares convenientemente adaptadas al problema
concreto que se pretenda abordar.

No se pretende con este trabajo vanalizar o reducir la percepcidon de riesgo en el
consumo de sustancias. Se pretende ofrecer acceso a informacién que esta intimamente ligada
con problemas de salud asociados a dichos consumos. No abordamos el problema de la
adiccién, mucho mds amplio y multidisciplinar, tan solo queremos ofrecer una herramienta
guimico-técnica, econdmicamente barata y accesible, para que aquellas personas
consumidoras que lo deseen tengan acceso a una herramienta de autocuidados.

Por dltimo, este trabajo se ha realizado con la asociacion Consumo ConCiencia,
organizacion aragonesa homologada a organizaciones como Ai Laket (Euskadi) o Energy
Control (Cataluiia), ambas colaboradoras del proyecto TEDI, que pretenden abordar la
reduccion de riesgos ofreciendo talleres, formacién, informacién y andlisis de sustancias.



3. Materiales y métodos.

En este trabajo se han utilizado tubos de ensayo, micropipetas de 200-1000 uL y de
20-200 ulL, placa de toques, balanza analitica y los siguientes reactivos quimicos (todos ellos de
calidad analitica): formaldehido 35-40% m/v estabilizado en metanol (Panreac), carbonato de
sodio anhidro (Scharlau), meta-vanadato de amonio (Panreac), nitroprusiato de sodio
cristalino (Probus), acetaldehido =99'5% (Sigma-Aldrich), acido sulfirico 95-97% (Merck).

Para la toma de fotografias se usé una cdmara reflex digital DSLR Nikon D3000 (10 MP
CCD Sony), con objetivo éptico 15-55 mm y una caja de iluminacién (LightBox). Las medidas
espectrométricas se realizaron con un espectrofotémetro de reflectancia Konika Minolta CM-
2600d y el programa Spectra Magic NX CM-S100d. La placa de toques se cubrid con una l[dmina
de Mylar para proteger el instrumento al hacer las medidas. Otros programas informaticos
usados fueron: RawTherapee 5.0-r1-gtk2, digiCam Control y Microsoft Excel 2016 (extensiones:
solver y modo desarrollador).

3.1.  Preparacion de los reactivos.

Test Marquis. El reactivo consiste en una disolucién de 5 mL de formaldehido al
40%(v/v) en 100 mL de acido sulfurico concentrado. Para este estudio se preparé una
disolucién de 50 mL de &cido sulfarico al 98% (v/v) y 2,5 mL de formaldehido al 40% (v/v).

Test Mandelin. La preparacion de este test se basa en la disolucién de 1,0 g de

vanadato de amonio en 100 mL de acido sulfurico. Se pesaron 0499 g de vanadato de amonio
y se disolvieron en 50 mL de acido sulfurico al 98% (v/v).

Test Simon. Basado en dos reactivos, el primero es una disolucién de 0,9 g de
nitroprusiato de sodio en una disolucién acuosa al 10% (v/v) de acetaldehido y el segundo, una
disoluciéon basica al 2% carbonato de sodio. La proporcién propuesta por la UNODC es una
disolucién acuosa al 2% de nitroprusiato de sodio y 4% de acetaldehido. En este caso se realizd
una modificacidn para poder guardar a menor temperatura el reactivo A, sustituyendo el agua
por metanol. Se pesaron 0,495 g de nitroprusiato de sodio, se le afiadieron 4 mL de disolucion
de acetaldehido al 6,5% en etanol y se diluyé con metanol. Para el reactivo B se prepararon 50
mL de agua donde se disolvié 1,008 g de carbonato sddico.

3.2. Reconstruccién de espectros.

Se han utilizado distintos métodos de aproximacién al espectro de reflectancia para
poder resolver la Ec. 5 a partir de las Ec. 1-4 (ver "Introduccidn"). Entre estos métodos esta la
pseudo-inversion de matrices (PINV) o el método iterativo Hawkyard. Este punto estd mas
ampliamente explicado en el anexo 7.1 y se muestran mas ajustes de colores. De forma
general parece que la aproximacién conseguida es bastante buena como en las gréficas 1y 2
(Fig. 7), sin embargo, en algunos casos (graficas 3 y 4 en Fig. 7), este ajuste es menos fiel.
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Figura 7. Gréfica 1: Lego Rojo; Grafica 2: Lego Verde; Grafica 3: Lego Azul Marino; Grafica 4: Lego Rosa

3.3.  Medidas de color.

Las disoluciones coloreadas se preparan por pesada en un tubo de ensayo y dilucién
para cada uno de los ensayos correspondientes. Las medidas de color y el espectro se realizan
trasvasando 50 ulL de disoluciéon a una placa de toques, sobre la cual se realiza tanto la
fotografia en la caja de luz como la medida mediante el espectrofotémetro.

Utilizando digiCamControl conseguimos controlar la camara con un PC. La foto
realizada es tratada con RawTherapee (ampliacion en el anexo 7.2). Una vez tenemos el

Figura 8. A: Fotografia sin tratamiento digital. B: fotografia
tratada digitalmente

tratamiento digital realizado (Fig. 8.
Ay B), se toman los valores RGB de
varios puntos dentro de un mismo
color. A partir de los valores RGB de
los colores de referencia obtenidos
en la fotografia podemos calcular la
matriz de conversion RGB a XYZ D65

con Excel (Ec. 7).

X r
Y| = (M)(g) Ec.7
Z b

Obtenida dicha matriz, se puede realizar la toma de datos de color de las disoluciones
fotografiadas y realizar el mismo tratamiento matematico para obtener los valores XYZ D65 e
introducirlos en el programa de estimacién de espectros (apartado 3.2).

Por otro lado, a las mismas disoluciones, a los mismos tiempos, se les realizé la medida
de color con el espectrofotémetro, registrando tanto los valores XYZ D65 como su espectro



entre 360 y 740 nm, con 3 mm de didmetro de area medida, con el iluminante D65 a 10° de
observador.

3.4. Lacajadeiluminacion (The LightBox).

Se montd una caja de iluminacion
(LightBox) basada en una estructura de
piezas de Lego y cartén-pluma (Fig. 9), con
unas dimensiones externas 25’5/25’5/23
cm, e internas 21’5/22,5/22 cm. En ella se
colocaron dos bombillas LED de 1,2W vy
6000K de casquillo E14 que aportan 100Lm
cada una, las cuales se montaron dentro de
la caja. Para conseguir una iluminacién
difusa y homogénea en el fondo de la caja
se hicieron unos difusores de papel de
aluminio como reflectante y papel de
celulosa como difusor. Una lamina de
cartén-pluma hace de puerta corredera
para facilitar el acceso, mientras que la
parte superior (tambien desmontable) tiene
un orificio circular para introducir el
objetivo de la cdmara. Internamente la caja
estd forrada con este mismo papel, asi
como el fondo, donde ademas se afiade la
referencia de colores, con vector triestimulo
‘ medido con el espectrofotémetro.

S~

Figura 9. Fotografias de la Caja de lluminacidn (LightBox).1: vista frontal. 2: vista lateral. 3: vista superior. 4: vista
superior-bis.



4. Resultados y discusion.
4.1. Calibracion.

Para estudiar y comparar ambas metodologias se muestran los resultados estudiados
para algunos compuestos que presentan reactividad con los diferentes ensayos escogidos, de
forma que se pueda comparar la espectrofotometria frente a la fotografia con el tratamiento
fotografico y matematico, ademds de comparar ambas con otras linealizaciones del color
propuestas.

4.1.1. Ibuprofeno.

El ibuprofeno presentd reactividad frente a los ensayos Marquis y Mandelin. Para el
primero se realizaron por pesada los puntos presentados en la Tabla 2. De cada disolucién, una
vez trasvasada a la placa de toques, se realiza la medida del espectro y de los datos XYZ con el
espectrofotdmetro. Por otro lado, se toma una fotografia de toda la placa de toques con todas
las disoluciones. Como se comentara mas adelante, es comun cierto grado de evolucion del
color con el tiempo, por lo que se escogieron ciertos tiempos para la toma de datos (5, 30y 60
min).

Espectros reconstruidos Espectros medidos Si- comparamos  los
C (mg/mL) X Y 7 X Y 7 valores del vector
0,0 75,08 | 80,42 | 90,76 | 35,01 | 36,82 | 33,47 | triestimulo obtenido por el
0,6 69,35 | 72,48 | 6505 | 31,17 | 31,85 | 23,89 | espectrofotémetro con el
1,2 7062 | 73,40 | 6294 | 2738 | 27,71 | 17,99 | calculado, observamos que
2,2 60,13 | 6135 | 4563 | 2815 | 2833 | 184 | .
3,0 55,06 | 53,30 | 29,42 | 25,12 | 24,32 | 12,41
5,0 47,17 | 42,93 | 1652 | 1952 | 17,75 | 6,23 | componente es en torno a
6,8 42,04 | 36,80 | 1453 | 19,11 | 19,86 | 4,65 | la mitad del que se obtiene
8,9 41,96 | 37,07 | 12,94 | 18,84 | 16,89 | 5,02 | mediante el tratamiento

16,1 31,22 24,12 6,02 12,54 9,87 0,83

color. Esto indica que hay

Tabla 2. Vector CIE XYZ de los puntos de la recta de calibrado Ibuprofeno- . .
una diferencia entre la

Marquis.

luminosidad  percibida entre ambos
métodos. Es decir, en la configuracién
utilizada, el espectrofotémetro percibe los
Figura 10. Color (dis. 5,0 mg/mL) percibido por: A. colores mas oscuros (Fig. 10).
Espectrofotémetro, B. Fotografia tras el tratamiento

digital Por otro lado, dado que el

espectrofotdmetro obtiene el espectro de
360 a 740 nm, pero a la hora de reconstruir dicho espectro solo podemos hacerlo de 400 a 700
nm, serd este Ultimo intervalo el que se use para comparar ambos espectros. Como
consecuencia de la tonalidad oscura percibida por el espectrofotémetro, al utilizar la Ec. 6, hay
puntos que tenderdn a infinito debido a que el espectro en dicho punto tiende a cero.

Al comparar los espectros obtenidos con ambos instrumentos (Fig. 11), ya que el valor
X, Y 6 Z (Ec. 1-3) es el valor de la integral de dicha curva, es ldgico por lo comentado
anteriormente que obtengamos diferentes valores para los diferentes puntos de la curva. Sin
embargo, si consideramos que el color es el mismo y que la diferencia es debida a la

10



iluminancia, la forma de la curva deberia ser similar pero desplazada a valores mayores. Se ve
que esto es lo que sucede, salvo por una sobreestimacion en la zona de 450 nm.

) —0,0 . —0,0
——0,6 ——0,6
- —12 g —12
20 2,2 2,2
225 —3,0 ng —3,0
=20 —s0 —>0
15 / —s68 40 —63
—389 —389

12 —10 —120

0 —161 —161

500 nm 600 700 400 500 nm 600 700

Figura 11. Espectros obtenidos: A. Espectrofotometro, B. Fotografia
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Figura 12. Absorbancia aparente obtenida con: A. Espectrofotometro, B. Fotografia
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Figura 13. Valores Kubelka-Munk a partir de los espectros obtenidos con: A. Espectrofotdmetro, B. Fotografia

A 80 B 10 °®
° g y =0,5391x - 0,5521 .
60 | y=3,0909x-5,4016 R?=0,9577
R2=0,7184 6
240 e = e
~ e !
...... RO
20 e . , *®
.o ® e '
0 esnee® 0 ese®
0,0 50 10,0 15,0 C (mg/mL) 0,0 5,0 10,0 15,0 C(mg/mL)

Figura 14. Rectas Kubelka-Munk en funcién de la concentracién a 460 nm con: A. Espectrofotometro, B. Fotografia

En ambos casos se ve con claridad que la absorcion se produce entre los 450 y 500 nm,
coherente con una gama de marrones, siendo mas claro (mds blanco-grisaceo) cuanto menor
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es la concentracién. Tanto las gréficas de absorcion aparente (Fig. 12) como las obtenidas a
partir de Kubelka-Munk (Fig. 13) son coherentes entre si y los maximos de absorcién que

indican.

A 460 nm

B 500 nm

K-M
i

5,0

@ espectrofotémetro
fotografia

y = 1,2472x+0,3527
-®R2=0,9556

y =0,4384x-0,2378
R*=10,9827

10,0 15,0

mg/mL

® espectrofotometro
fotografia

y = 0,6656x + 0,6521
®R2-00451

y =0,3023x - 0,0253
R?=0,9361

10,0 15,0

mg/mL

Figura 15. Comparacion de rectas Kubelka-Munk en funcion de
la concentracion a 460 (A) y 500 (B) nm con Espectrofotémetro y
Fotografia para 5 min de reaccion

Al representar los valores
Kubelka-Munk (Fig. 14) en funcidn
de la concentracién para una
longitud de onda obtenemos un
rango lineal que llega hasta 12,0
mg/mL en ambos casos. En cuanto a
la sensibilidad, el
espectrofotémetro consigue el para
ambas longitudes de onda al menos
el doble de la sensibilidad obtenida
con la fotografia y la reconstruccion

de espectros (Fig. 15).

Al obtenerse con el
espectrofotémetro  valores  de
reflectancia menores a todas las
longitudes de onda (un color mas
oscuro), el valor obtenido por
Kubelka-Munk (Ec. 5) es mayor
respecto a su analogo obtenido por
reconstruccion del espectro del

color en la fotografia.

Por otro lado, utilizando los
datos de color RGB de la fotografia
en bruto, o alguno de los vectores
derivados, se obtienen también

intervalos de concentracion donde podemos representar un cierto rango de espacio de color
en funcidon de ésta. En este caso se presentan los datos tras el tratamiento digital de la

fotografia (Fig. 8B).

1 1
A ®VR B
So0s MBee ° VG —~pg ox
s [ I ] o © ° @
- o VB 3 - y
206 506 @ ,
o Ie) P
(8]
% 0,4 v 0,4 | B ] o
©
= o °
T 0,2 50,2
(%] —
[ )
(] C
+—~ 0 [0} 0
C Lt
0,0 5,0 100 150 200 | = 00 50 100 150 20,0
C (mg/mL) C (mg/mL)

Figura 16. Representacion de los vectores triestimulo (0-1) en funcidn de la concentracion. A- RGB. B- XYZ

Se representa el valor medio de los datos RGB dividido por 255 (el valor del blanco). La
componente R parece tener un comportamiento lineal decreciente frente a la concentracion,
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mientras que la componente B tiene dos rangos lineales, uno de mayor pendiente de 0 a 5
mg/mL, y otro a partir de 5 mg/mL. La componente G es una situacion intermedia entre Ry B
(Fig 16A). Los datos XYZ son divididos por 100 (valor de Y del blanco). Utilizando los datos XYZ
calculados, las tres componentes tienen un comportamiento lineal hasta los 5 mg/mL (Fig

16B).

Sin embargo, si representamos
las componentes lineales frente a
logaritmo de la concentracion,
encontramos una mayor linealidad en
los datos, aunque en la componente b y
z sigue pareciendo haber dos rangos
diferentes. El vector lineal de RGB es el
vector denominado v (inversién de
compansion del vector V, ampliacién en
anexo 7.2). El vector lineal de XYZ se
calcula a partir del valor calculado de
cada componente dividido por el valor
correspondiente para el blanco en la
iluminacién D65 (X: 95,05; Y: 100; Z:
108,83). Ambas representaciones son
muy similares, salvo porque en el caso
del vector xyz la componente x tiene un
valor mas proximo a las otras
componentes que en el caso de r con

rgb (Fig. 17).

Para el test Mandelin se
prepararon disolucions similares a las del

>

w intensidad de color (u.a.)

Intensidad de color (u.a.)
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-. y =-0,2943x + 0,7108
0-0.q R?=0,9552
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R?=0,9576

y =-0,4265x + 0,5241
R?=0,9434

0,5 1 1,5
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Figura 17. A: rgb (lineal) vs log C (mg/mL). B: xyz (lineal) vs log

C (mg/mL)

test Marquis (Tabla 3). En este caso la progresion de color es al negro, esto sucede
rapidamente. El programa de reconstruccién de espectros tiene la limitacion de que el negro
(menor valor de color posible) es (2,2,2) en XYZ, y no se consigue recuperar un espectro por

debajo de dicho vector.

Espectros reconstruidos Espectros medidos
C (mg/mL) X Y Z X Y Z
0,0 75,84 | 81,15 89,83 36,90 38,83 35,54
0,6 19,85 | 15,37 5,56 8,54 7,46 1,25
1,2 18,67 | 16,36 11,11 5,25 4,21 0,67
2,0 12,69 | 10,58 6,95 4,23 3,07 0,19
2,9 7,78 5,80 2,31 4,38 3,25 0,27
5,2 4,96 4,51 4,59 1,01 0,80 0,16
7,5 6,38 6,43 7,27 1,00 0,78 0,11
9,1 6,54 6,53 7,09 0,39 0,33 0,03
12,2 3,86 3,74 3,54 0,87 0,69 0,11
14,8 4,80 4,34 4,57 0,89 0,66 0,03

Tabla 3. Vector CIE XYZ de los puntos de la recta de calibrado

Ibuprofeno-Mandelin.
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Inicialmente el test
tiene un color amarillo, pero
conforme crece la
concentracién la  absorcién
entre 550 y 700 nm aumenta.
Tambien encontramos la mayor
luminosidad en los espectros
reconstruidos (Tabla 3). Dado
que la absorcion comienza a
unos 550 nm, se escoge 600 nm
como longitud de onda para
comparar ambos métodos.

las
graficas de los espectros (Fig.

Observando



18), se ve que para ambos métodos a partir de cierta concentracion no se pueden distinguir los
espectros, por lo que se obtendran rangos lineales menores que con Marquis.

A partir de 5 mg/mL podemos considerar que el color es constante, e indistinguible
para ambas técnicas, con un aumento de concentracion. La fotografia parece tener una mejor
linealidad y durante un mayor rango, quiza debido a la mayor luminosidad en la fotografia, que
permite tener algo mas resolucién entre colores (Fig. 19).

A —0 B —00
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35 1.2 80 /\—/_\ 1,2
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g2 — gy —s

20 —52 o 40 — 5,2
15 —_75 30 —_—75
10 —9, 20 —9,1

> —_—122 10 é —122
0 —14,8 0 —14,8
400 500 nm 600 700 400 500 nm 600 700

Figura 18. Espectros obtenidos: A. Espectrofotémetro, B. Fotografia
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Figura 19. Rectas a 600nm obtenidas: A. Espectrofotémetro todos los puntos, B. Fotografia todos los puntos, C.
Espectrofotémetro “lineal”, D. Fotografia “lineal”.

En la Fig. 19A vemos un punto, el punto 7 (9,1 mg/mL) que parece ser percibido mucho
mas oscuro que los sucesivos, siendo aparentemente igual de negro. Descartando aquellos
puntos mas alla de la linealidad en la Fig 19C y D se obtiene aparentemente una mejor recta en
el caso de la fotografia que con el espectrofotémetro.
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Figura 20. Puntos de calibracion de la reaccién de Ibuprofeno
con el test Mandelin a los 5 min.

En cuanto a los datos de color,
al terminar la progresion en negro,
una vez alcanzado dicho color las
componentes tienden a ser iguales o
similares entre si y de baja intensidad,
por lo que tampoco se pueden
distinguir mediante estos datos (Fig.
20). Se tienen, por tanto, dos zonas,
una inicial con cierta linealidad, tras lo
que los valores se estancan. En este
caso, todas las maneras de medir
parecen tener un rango lineal similar
entre si. Viendo las representaciones
de intensidad de RGB y rgb lineal (Fig.
21), dicho rango lineal esta
aproximadamente en los 5 mg/mL,
como al aplicar Kubelka-Munk. En

este caso utilizar el rgb lineal no aporta una mejora respecto de intensidad de RGB. Para esta
reaccion, la forma de las gréficas de otras representaciones andlogas en XYZ no difiere de las

ya adjuntadas.
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Figura 21. Graficas: A- RGB (0-1) vs C (mg/mL). B- rgb (lineal) vs log C



4.1.2 Prolina

Espectros reconstruidos Espectros medidos Para analizar la progresion
C (mg/mL) X Y z X Y z de color del test Simon, dado que
0,0 69,33 74,04 8323 | 3682 3875 3544 | éste es un test muy especifico y
0,4 13,37 14,54 27,65 | 6,14 6,62 10,14 | que solo responde ante aminas
1,1 8,17 8,73 21,32 1,50 1,46 5,36 | secundarias, se realizé el ensayo
1,8 518 488 1467 | 0,70 055 3,46 | ya comentado con la prolina
2,1 2,97 2,40 10,90 0,41 0,26 2,22 (Tab|a 4)' con una proporci(’)n
2,8 2,70 256 652 | 027 017 119 | constante de 0,3 mL de reactivo A
33 347 359 750 062 057 140 y 0,6 mL de reactivo B en cada
4,4 2,20 2,40 6,85 0,14 0,06 0,73 disolucién.
5,0 2,62 2,43 7,02 0,23 0,14 1,10
6,7 345 3,25 4,21 043 041 0,78 El color varia en torno al

azul de Prusia (Fig. 22Q),
empezando en tonos menos
intensos hasta llegar al negro. En

Tabla 4. Vector CIE XYZ de los puntos de la recta de calibrado
Prolina-Simon.

el caso de la reconstruccion de los
espectros a partir de la fotografia, se
unen en este caso una cierta
sobreestimacién del azul ademas de
la mayor luminosidad (Fig. 22 Ay B),

por lo que parece que la progresiéon Figura 22. Percepcion del color de para 2,1 mg/mL por: A.
Espectrofotdmetro, B. Fotografia, C. Azul de Prusia (2,6/2,8/8,6)

del color en este caso tiene mayor
variacion (Tabla 4).

A 45 —0,0 En los espectros
40 04  estimados apartir de los
35 1,1 colores de la fotografia se
22 1,8 pierde la parte de |la

= 20 —21 absorcion que se produce en

< s —238 la zona del rojo, la cual si
10 —33  aparece en las medidas
5 4 — 44 realizadas con el
0 — —>0 espectrofotdmetro (Fig. 23).
-5400 500 600 700——6,7
nm Por otro lado, a 2,1
g 90 —00 mg/mL la estimacion del
80 0,4 espectro es
70 1,1 significativamente diferente
60 1,8 de la progresidon que
= —2,1 presenta el resto de puntos.

e« 40 ——2,8  Para los puntos finales en

30 —33 ambos casos los espectros
20 —44 estdn ya muy préximos al
10 % —— — % negro.

0 —_—6,7

400 500 nm 600 700

Figura 23. Espectros obtenidos con: A. Espectrofotémetro, B. Fotografia
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Mirando los puntos donde se produce absorcién aparente segln las graficas de

espectros, se eligen las longitudes de onda 450 y 700 nm, para comparar de nuevo ambos
métodos (Fig. 23).
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Figura 25. Puntos de calibracidn de la reaccién de Prolina con
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el test Simon a los 5 min.

A 700 nm la técnica

fotografica no funciona, para
PY . y=18797x-12,303 ©5@ longitud de onda Ila
@ R?=0,8266 estimacion del espectro no se
. ajusta a la real y tampoco la
) representa  adecuadamente
.. [ ] Espectrolfotometro en funcién de la
' ® Fotografia concentracién. Sin embargo, a
..‘:F._.;-_'.‘...‘....‘.......Q...Q ......... o | 2 205m0s 3549 450 nm el ajuste es
: 20 40 6.0 §,20=0,5509 aceptablemente bt'Je.r.lo, y se
ve una mayor sensibilidad por
C (mg/mt) parte del espectrofotometro,
aunque el rango lineal en
y=8,5431x + 0,8752 ambos casos parece llegar a
o R? = 0,907 los 7 mg/mL (Fig. 24).
A 450 nm, el punto 4
) . 4 ® Espectrofotémetro (2,1 mg/mL) pese a tener una
® Fotografia estimaciébn  de  espectro
=) significativamente  diferente
-e @ ° tanto al real como al resto de
c'-g--c IS Saaiil ¢ V=1,32242X+0f4379 las estimaciones, da un valor
2,0 4,0 6,0 5,0: 0,9031 dentro de la tendencia, lo cual
C (mg/mL) no sucede a otras longitudes

de onda, por lo que posibles

reconstrucciones andmalas
perturbarian la medida y los
resultados.

En este caso, los datos de
color tienen un rango lineal hasta
los 3 mg/mL. Los datos RGB, que
solo han recibido el tratamiento

fotografico digital (Fig. 25),
presentan una linealidad
aceptable, que mejora
ligeramente al aplicar el

tratamiento matematico de
conversién. En cuanto a |la
representaciéon lineal de ambos
vectores, no aportan mejoras
significativas a sus homaélogos (Fig.
26).
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4.2. Muestras.

Para evaluar las formas de medir propuestas (espectrofotometria y reconstruccién del
espectro a partir de una fotografia), se plantea el andlisis de dos analitos (ibuprofeno y prolina)
junto con los dos ensayos que mejor respuesta han presentado (Marquis y Simon). Por otro
lado, para evaluar las posiciones sobreiluminadas, se plantea la comparacidn de dos posiciones

— = . con una misma disolucion, de forma

Q Fe2 L2 A g, 5 “ El test Marquis se ensayé con
h ' ibuprofeno, preparando por pesada
dos disoluciones de concentracién lo

mas igual posible (ambas de 5,9
mg/mL). De forma andloga se
prepararon con el test Simon las
disoluciones de prolina (4,6 y 4,8
mg/mL).

gue una se encuentre en la zona
iluminada de forma difusa
exclusivamente (X.A) y otra en la zona
sobreiluminada (X.B).

— — —id

Una vez reparadas
Figura 27. Fotografia de muestras de Ibuprofeno (11, 12) y Prolina prep Y

(P1, P2). trasvasadas a la placa de toques,

transcurrido el tiempo de reaccién, se

realizan las medidas con el

Ibuprofeno | Espectrofotémetro Fotografia espectrofotdmetro y se realiza la toma de
Muestra X Y 7 X Y 7 la fotografia. Tras el tratamiento digital de

la fotografia obtenemos la Figura 27, de la

1(A) 20,16 18,20 4,94 |46,73 41,00 13,99 )

cual se miden los valores RGB de cada
1(B) 21,00 19,17 5,66 |44,51 39,75 12,94 .

color y se transforman matematicamente
2 (A) 20,06 18,26 4,99 [42,95 36,98 9,70 dichos vectores.
2 (B) 19,16 17,18 4,24 |44,38 39,01 13,58

Aparentemente, la varianza en el
Prolina Espectrofotémetro Fotografia vector triestimulo es menor al medirlo

Muestra X y 7 X v 7 con el espectrofotometro, sin ?mbargo,
los valores obtenidos mediante Ia

1(A) 0,12 0,06 0,56 | 2,58 2,58 6,12 , .
fotografia son valores consistentes entre
1(B) 0,17 0,09 0,82 | 3,40 3,5 6,17 si (Tabla 5).

2 (A) 0,09 005 0,39 (239 248 5,20

2 (B) 114 114 172 | 3,89 398 633 Para el ibuprofeno, utilizando las
funciones calculadas en la Fig. 15, se ve

Tabla 5. Valores CIE XYZ D65 para las muestras de que al interpolar los valores obtenidos
Ibuprofeno y Prolina. de Kubelka-Munk se obtiene una

concentracién superior a la real. Al
realizar el ensayo, el tiempo de reaccidn del reactivo Marquis con ibuprofeno fue superior a los
5 minutos utilizados en la calibracién.

Aproximadamente transcurrieron entre 10 y 15 minutos, por lo que, asumiendo que la
evolucidn del color es lineal respecto al tiempo entre los 5 y 30 minutos de reaccion (Fig. 28),
se espera que la media de las concentraciones a cada tiempo represente mejor la
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concentracion de la muestra. Si bien la media de ambas concentraciones mejora el resultado
respecto del real, en todos los casos se observa una sobreestimacion de la concentracidn por
parte de la técnica fotografica respecto de su homdlogo con el espectrofotémetro (Tabla 6). En
cuanto a la comparacion del punto 1(A) y 1(B), no hay diferencia que indique una iluminacion
diferente. Sin embargo, el punto 2(A) de ibuprofeno parece ser percibido como un punto
mucho mas oscuro que 2(B) el cual es comparable a los valores obtenidos por 1(A) y 1(B).

5 min Espectrofotdmetro Fotografia
460 nm 500 nm 460 nm 500 nm
Cmedida Cmedida Cmedida Cmedida
Muestra |*M (me/mu) | ™ (mg/mu) [“™  (me/mu) | ™ (mg/mu)
1.A 9,73
1.B 8,43
2.A 9,59
2.B 11,52
30 min Espectrofotometro Fotografia
460 nm 500 nm 460 nm 500 nm
Chedida Chedida Chedida Crnedida
Muestra | KM (mg/mu) [“™ (mg/mu) [ ™ (mg/mu) | ™ (mg/mL)
1.A 9,73
1.B 8,43
2.A 9,59
2.B 11,52

Tabla 6. Valores de Kubelka-Munk y concentraciones calculadas de Ibuprofeno.

Espectrofotdmetro Fotografia
Muestras 460 500 460 500
1(A) 5,25 5,33 5,73 6,21
1(B) 4,59 4,61 6,27 6,13
2 (A) 5,18 4,96 9,01 8,89
2 (B) 6,15 5,86 5,91 6,44

@ espectrofotometro
50 460 nm ® fotografia
40 ® y=4,8517x-4,757
3 R2=0,9357
s 30 -
< 50 y = 0,9605x - 0,7652
e _@R2=09786
10 .,....-‘ """
a® .0 @
o et
0,0 5,0 10,;) 15,0 20,0
C (mg/mL)
@ espectrofotometro
500 nm ® fotografia
® Y=2,1868x-1,4868
2 _
15 o R?=0,9531
3 e ..-®
=10
~ ~® ) y =0,8783x - 0,9014
5 POE—- R?=0,9306
:. ®
0 .‘3
0,0 5,0 10,0 15,0 20,0
C (mg/mL)

Figura 28: Graficas de valores Kubelka-Munk vs

Concentracion a 30 min

Tabla 7. Media de concentraciones calculadasa 5y
30 min

Por otro lado, en la medida de la
prolina con el test de Simon, se encuentra que,
practicamente, para el espectrofotémetro todo
son tonos de negros, lo que hace que el
espectro sea casi una linea horizontal y
pequefias variaciones de reflectancia generen
grandes cambios de la concentracion estimada.
Este fenémeno se ha percibido en los
resultados de la reaccién de ibuprofeno con

Mandelin. Al igual que explica Beer-Lambert en
el caso de la absorcién de radiacion visible de
disoluciones diluidas, al aumentar mucho la

concentracion la absorcién deja de ser una evolucion lineal respecto de la concentracion.
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En cuanto a la iluminacidén de las restantes posiciones, parece no haber una gran
variacion entre ellas, aunque se podria pensar que la posicién 2(A) vuelve a ser ligeramente
mas oscura que la 2(B).

La iluminacidn en general es buena, sin embargo, cerca de los focos de luz aparece
zona, mas proxima a la linea roja (Fig. 29), donde no se han conseguido eliminar los brillos
(iluminacidén directa), por lo que no han podido usarse esas posiciones de la placa de toques
para la medicidn,

ya que esto falsearia los resultados. Las

Espectrofotdmetro Fotografia

posiciones en el entorno de la linea amarilla se
Credida Credida .
Muestras ven algo afectadas, lo cual se percibe en alguna

K-M  (mg/mL) | K-M (mg/mL) ) )
de las fotos realizadas, aunque aun asi se van a

1A 64,79

1.8 45,30 considerar datos aceptables los producidos por
2.A 93,34 puntos. La asimetria y artesania en Ia
2.8 26,33 construccion de la caja explican los valores

Tabla 8. Valores de Kubelka-Munk y obtenidos en el entorno de la linea amarilla
concentraciones calculadas de Prolina. expuestos en las tablas de resultados 6 a 8.

Por otro lado, la placa de toques tiene un disefio (Fig. 30) que fomenta una variacion
del color y del espectro en funcidn de la posicion de medida, ya que esta concavidad conlleva
distinto recorrido de la luz e incrementa la varianza al medir tanto con el espectrofotémetro
como con la fotografia. Esto podria solucionarse con cavidades de fondo plano donde
independientemente de la posicion el recorrido seria el
mismo. Este punto es especialmente visible en
disoluciones diluidas y mas translucidas, donde el color
del fondo “blanquea” el de la disolucidn, aunque también
se percibe en disoluciones que tienden al negro, donde el
valor central es mucho menor que en los margenes.

e Y .
|

Figura 30. Distancias recorridas en funcidn de la superficie Figura 29. Esquema de distribucién de
de reflexion. la iluminacidn conseguida.
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5. Conclusiones.

Teniendo en cuenta que el objetivo planteado en este trabajo era realizar una primera
aproximacién a la cuantificacidn y caracterizacién de muestras de drogas, mediante el estudio
del color producido por los reactivos utilizados en los ensayos cualitativos, con herramientas
sencillas, se pueden establecer las siguientes conclusiones.

En cuanto a la caja de iluminacidn construida para realizar las fotografias en un
entorno controlado, se ha conseguido un tamafio bastante reducido y, en términos generales,
ha funcionado correctamente. Pese a la heterogeneidad de la iluminaciéon, la construccion
realizada ha aportado unos datos reproducibles y satisfactorios. Mejorando los materiales y el
montaje se solucionarian los problemas asociados a la iluminacién.

Por otro lado, el programa en Excel, donde no se han usado matematicas complejas ni
un software de dificil acceso, ha conseguido unos resultados adecuados, ajustando los colores
primarios y secundarios muy bien y siendo capaz de mantener la proporciéon y forma del
espectro en una progresion de color con bastante fidelidad. Esto lleva a pensar que,
mejorando las herramientas matemadticas y de software, se puede llegar a espectros mucho
mas fieles a la realidad en los colores mas complejos, donde la herramienta actual no se puede
considerar que represente bien colores como, por ejemplo, el rosa. Si bien todo el tratamiento
digital y matematico realizado lleva a unos espectros mas luminosos, lo que lleva a valores de
Kubelka-Munk menores y por tanto a menor sensibilidad, posiblemente esto también es
optimizable dentro de unos parametros tan solo modificando dicho tratamiento del color
fotografiado.

El andlisis de los vectores de color, tanto en RGB como en CIE XYZ, resulta interesante
dado que la toma de datos es muy rapida y puede ser programable, sin embargo, presenta
rangos lineales sensiblemente menores que los obtenidos al trabajar con el espectro de
reflectancia y de Kubelka-Munk, por lo que se valoran como una herramienta de anlisis rdpida
pero algo limitada para el caso que quiere abordarse.

La reconstruccion del espectro presenta la ventaja de la toma de datos RGB, rapida y
automatizable, junto con el amplio rango lineal que encontramos al utilizar Kubelka-Munk con
los valores de dicho espectro. El conjunto se convierte en un sistema de analisis portatil muy
interesante y de bajo coste y que puede miniaturizarse mas, con mejoras como por ejemplo
objetivos fijos con menor distancia focal. Todo esto puede hacer que en cierto tipo de
colorimetrias ésta sea una técnica semicuantitativa de una calidad aceptable. Al comparar esta
metodologia con la utilizada con el espectrofotémetro, destacan los casos donde la progresion
de color es hacia el negro como el ensayo de Simon de aminas secundarias o la reaccién de
Mandelin con el ibuprofeno, ya que con el espectrofotometro se mide el centro de la
concavidad y esto conlleva una pérdida de resolucidn entre los diferentes tonos de color.

Para el caso que nos ocupa, el analisis rapido de drogas, seria necesario realizar mas
ensayos con diferentes reactivos y compuestos (estadisticamente mas comunes en las
diferentes sustancias, compuestos activos, adulterantes y diluyentes habituales), de forma que
se pueda escoger un conjunto de ensayos que presenten progresiones de color cuantificables y
que permitan determinar en cierto grado la matriz de la muestra. En este sentido también
seria muy interesante comprobar el comportamiento aditivo o no de la absorcién por parte de
varios compuestos y cdmo responde tanto el programa como el tratamiento del color a esto.
En dicha situacion, hay dos casos estudiables de gran interés: cuando el maximo de absorcion
estd proximo en ambos compuestos, donde el programa puede reaccionar razonablemente
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bien, y el caso en que los maximos estén muy distanciados uno de otro, donde se generaria un
color compuesto que previsiblemente conllevara una peor reconstruccién y dificultad de
analisis.

Sin embargo, ejemplos como el test Simon, especifico para aminas secundarias, es un
buen método para la identificacién de ATS junto con su variacién para aminas primarias. Para
poder distinguir entre diferentes ATS dentro de cada grupo, como por ejemplo metanfetamina
de MDMA dentro del grupo de aminas secundarias o anfetamina de MDA en las aminas
primarias, seran necesarios ensayos afiadidos como Marquis o Mandelin con respuesta
positiva.

Si bien queda trabajo por realizarse antes de poder utilizar este método fotografico
con recuperacion del espectro en el analisis de drogas, los resultados conseguidos en este
trabajo han sido incluso mejores de los esperados.

Como conclusidn, el estudio y mejora de este tipo de sistemas de medida vy
tratamiento de datos va a ir tomando relevancia por su versatilidad, capacidad de
minaturizacidn, precio y portabilidad, incluso se puede utilizar un telefono movil como
detector.”
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7. Anexos

7.1. Reconstruccién de espectros.

Para la realizacion de esta parte se ha consultado, ademds de los trabajos citados, la
web de Bruce Justin Lindbloom (http://www.brucelindbloom.com) y especialmente su apartado
“Maths”. Consultado los meses de febrero a julio de 2018.

Se han usado diferentes métodos para la recuperacién del espectro de reflectancia.
Matematicamente, podemos expresar el problema como:

X
<Y) = (M"-R()
Z

Donde M es una matriz de 3 columnas, cada una es el producto de la funcion de
iluminacién (I1(4)) y la funciéon x(4), y(4) o Z(1). Cada fila es una longitud de onda, entre 400 y
700 nm. Se han tomado datos cada 10 nm, por lo que la matriz resultante es (31x3).

Para todos estos cdlculos se ha utilizado Excel 2016, especialmente la herramienta
Solver para resolver sistemas complejos no lineales, y el modo de desarrollador, con el que
programar diferentes modulos en Visual Basic que faciliten la resolucion de los diferentes
calculos. Si bien se puede utilizar cualquier iluminante tabulado por CIE, solo se ha trabajado
con el iluminante D65.

Método Pinv

Al ser M una matriz no cuadrada, no se puede calcular su inversa para despejar la
funcién de reflectancia, por lo que se puede utilizar la pseudo-inversa de Moore-Penrose.
Utilizando la matriz transpuesta obtenemos una matriz cuadrada, y por tanto invertible, que se
multiplica por la propia matriz, consiguiendo asi la pseudo-inversién.®

X
RAD)=WT-m)t-M- <Y>
A

Método Pinv-PCA
R(A) = Vo(A) + C1V1(A) + GV, (A) + C3V3(D)

Considerando que podemos aproximar la funcion de reflectancia a una combinacion
lineal de funciones dependientes de la longitud de onda, podemos construir una matriz C (1x3)
de coeficientes.

X
(Y)z(M)'VO(/l)+(C1 ¢z C3)-(M)- (V)

Z
X

(1 €2 )=WT-v)?! (Y)—MT-VO(A)
A

Resolvemos el sistema para determinar dichos coeficientes y calculamos la funcion
R(A). Las funciones V;(A) estan tabuladas en el trabajo citado de XXXX (13).
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Método Hawkyard (método iterativo)

Calculamos de forma iterativa R(A) comenzando con los valores XYZ medidos, que son
también usados como referencia. A partir de R(A) estimamos unos nuevos valores XYZ vy
repetimos este proceso hasta que AX, AY, AZ sean menores a 0,01. 2

Xie - X(A) - 1D + Y - () - 1) + Zy - 2(D) - 1(A)

RQA) =

AY =Y — Yref

AZ = Zit - Zref

(D) - 1) +y@A) - 1(A) + z(D) - 1(D)

[

AX = Xit — Xrer

) =MT-R(})
it

Xit = Xrer —AX
Yit = Yref —AY
Lt = Zyer — AL

Combinacion aditiva de colores primarios y secundarios.
Se utilizan los espectros de reflectancia de los colores primarios (rojo, verde y azul) y
secundarios (amarillo, magenta y cian)

RAD)=c - r(AD)+cy- gl +c3-b(A)+cy-y(A) +cs-mA) + ¢4 c(A)

Para mejorar un poco esta aproximacién se puede afiadir blanco, gris y negro.

Combinando estas cuatro aproximaciones obtenemos una estimacion del espectro de
reflectancia. Esta estimacion final se consigue realizando la combinacidn lineal de las distintas
aproximaciones, donde la herramienta solver determina qué aproximacién o combinacién de
ellas minimiza la diferencia entre el vector triestimulo inicial y el final. Esta condicién hace que
la curva de reflectancia estimada en ocasiones no sea Unica, pues mas de una funcién es capaz
de proporcionar la misma area bajo la curva que la que buscamos estimar para cada
componente del vector. Para comprobar el funcionamiento de esta herramienta se han
medido los colores sdélidos de diferentes piezas en pldstico, tanto su vector XYZ en D65 como

Su espectro.
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Figura 31. Recuperacion de espectros de los colores de diferentes piezas de Lego.



7.2. Tratamiento digital de las fotografias.

Para la toma de las fotografias se ha utilizado una Nikon D3000, controlada desde el PC
mediante el software digiCamControl. Con este programa se controla la velocidad de disparo,
la apertura de obturador, |Ia
sensibilidad a la luz (ISO) o el balance

de blancos.

Realizada la fotografia,
utilizamos un programa para procesar
los archivos .RAW, RawTherapee, con
el que se realiza un tratamiento del
color, con el fin de realizar una primera
correccion de los valores RGB,
modificando la temperatura,
exposicién o la mezcla de canales de
los colores.

El perfil de trabajo es sRGB y
como perfil de salida se trabaja con
sRGB, color space profile.

R )
G 0

R 0
G 255
? 0 B 255 La Grafica 32A es imagen sin
retocar, 32B la imagen ya retocada.
Para obtener los parametros
necesarios en RawTherapee, se ajustan
R o los pardmetros  del programa
G R 255 R 0
; 255 G > & ok (mezclador de canales de color,
0 B < e
433 8 255 exposicion, temperatura, etc) a
Figura 32. Comparacion de la fotografia sin (A) y con mascara aquellos valores que hagan que los
(B). valores de RGB de los colores de la foto

sean lo mas similares posibles a los
valores obtenidos con el espectrofotémetro con el iluminante D65.

Una vez se han obtenido los valores RGB de la fotografia retocada, dividimos por 255
para obtener el vector en el rango de 0 a 1. Dentro del procesamiento de sefiales, para
mejorar la transmision de las mismas en canales limitados, se usa la "compansién"
(companding), donde se realizan dos procesos, compresion y expansion. En el caso que nos
ocupa, para recuperar el vector lineal hay que invertir este proceso. Dado que usamos una
compansion sRGB:

(v N
!12,92 siV <0'04045
VI v 40055\ ,

Siendo V la compansion RGB en el rango 0-1, y v el vector lineal rgb.

De forma general, para transformar un vector triestimulo en otro es necesaria una
matriz de transformacion (Tabla 9). Este procedimiento sirve para cambiar entre RGB y XYZ o
para cambiar los vectores XYZ entre distintos iluminantes.
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(- )

EspacioRGB | Clancode RGB a XYZ (M)
referencia
0'4124564 0'3575761 0'1804375
SRGB D65 0'2126729 0'7151522 00721750

0,0193339 01191920 09503041

Tabla 9. Matriz de conversién de sRGB a CIE XYZ D65

Los valores obtenidos tienen cierta desviacidn, por lo que podemos construir una
segunda matriz que minimice la diferencia entre los valores calculados y los valores medidos
con el espectrofotémetro (Tabla 10).

—0,028275 0900701 0,137988

1,066512 —0,069704 0,032690
—0,056488 0,026504 1,022747

Referencias Diferencia neta Calculados

color X Y Z AX AY AZ X Y z
rojo 2438 1554 536 | 100 -1,00 -1,00| 25,38 14,54 4,36
verde | 11,06 1998 7,89 |-0,81 -1,81 -0,13 | 10,25 18,17 7,76
azul 10,87 11,39 33,95|-0,31 0,19 0,00 | 10,56 11,58 33,95
amarillo | 61,18 68,13 9,52 | -1,00 1,00 1,00 | 60,18 69,13 10,52
magenta | 28,29 16,97 2695|(-1,97 -0,23 -0,12 | 26,32 16,74 26,83
cian 25,88 32,81 80,28 | 1,00 1,00 -0,92 | 26,88 33,81 79,36

Tabla 10. Comparacién de los vectores obtenidos con el espectrofotémetro y la conversién a partir de la

Figura 33. Esquema de ) . ,
puntos de la medida de pueda variar entre ensayos, dependiendo de qué puntos RGB se han

medido. Se muestra una toma de valores diferente a la ya presentada,
incluyendo todos los valores medidos y las desviaciones estandar para un color, el rojo.

color.

Sin embargo, un mismo color, por homogénea que sea la luz
incidente sobre toda la superficie, presenta cierta varianza (Tabla 11),
por lo que el valor de RGB obtenido depende del pixel que se mire (Fig
33). Esto va a conllevar una cierta varianza de esta técnica, que
podemos medir mediante los colores de calibracién. Sin embargo, esta
varianza también va a conllevar que la matriz de conversion final

1

2 3 4 5 6 7 8 | Media V (0-1) v o(0-1) o (v)

Rojo| G | 69
B | 55

R 1193 186 190 196 200 202 193 194 |194,25 0,76180,5410] 0,0202 0,0018

68 69 72 74 74 74 72 | 71,50 0,2804]0,0639| 0,0098 0,0012
55 50 60 50 52 60 49 | 53,88 0,2113]0,0367| 0,0172 10,0016

Tabla 11. Ejemplo de medida de la referencia Rojo.

La matriz es bastante similar a la anterior, pero se diferencian en el segundo o tercer
decimal para la mayoria de los valores.
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—0,06442 0,03915

1,06990
(M’)Tz(—0,12123 0,97414 0,13923)
—0,05634 0,02077 1,02753
Medias conversidn a XYZ D65 Diferencia neta XYZ D65 10° finales
color R G B X Y z AX AY AZ | X Y z
rojo 194,25 71,50 53,88| 25,26 16,34 5,30| 1,80 -1,94 -1,00(26,18 13,60 4,36
verde 21,50 138,38 56,50 10,19 18,74 6,89(|-1,10 -2,00 -1,00| 9,96 17,98 6,89
azul 28,63 76,50 158,00 9,28 7,96 33,39(-0,14 -0,11 0,00(10,73 11,28 33,95
amarillo | 222,50 237,25 0,00| 60,64 76,32 11,54(-0,77 0,49 0,50(60,41 68,62 10,02
magenta| 175,50 66,38 143,13| 24,73 15,10 27,64|-1,72 -1,40 0,37|26,57 15,57 27,32
cian 0,00 146,13 230,00 24,58 26,31 78,63 1,80 0,79 -0,32]27,68 33,60 79,96
Tabla 12. Valores RGB y conversiones a XYZ con la matriz M’ y la diferencia respecto del valor de referencia medido con

Figura 34. Comparacion de:
Referencia (A) y conversion (B).

espectrofotometro.

Si el iluminante utilizado fuera uno de los tabulados por CIE probablemente habria una
matriz de conversidn de iluminantes LED a D65. Sin embargo, se ha realizado esta
aproximacion para realizar dicha conversion lo mas precisa posible. Como se ve en la Tabla 12
hay colores que se convierten con mayor exactitud (como el azul Fig. 35) y otros que acumulan
mayor error (como el rojo Fig. 34 o el verde).

Figura 35. Comparacion de:
Referencia (A) y conversion (B).
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variables.

Con la mascara generada en RawTherapee para tratar la
imagen digitalmente junto con la segunda matriz de conversién,
ambas construidas a partir de los valores de las referencias
medidas con el espectrofotémetro, se pueden trabajar los datos
de color de las disoluciones para introducirlos en el programa de
reconstruccion de espectros. Al realizar la fotografia con las
referencias encuadrada, tendremos una manera de comprobar
gue no han cambiado las condiciones de iluminaciéon u otras




7.3. Tablas y Resultados (completo) para un ensayo.

Se va a utilizar el ensayo Marquis con ibuprofeno para presentar el procedimiento
completo junto con los datos que este va mostrando. Como se ha comentado, primero se
preparan las disoluciones, se trasvasan a la placa de toques, y a ciertos tiempos (5, 30 y 60
min) se toman datos de color (Tabla 13) tomando una fotografia (Fig. 36) y color a color con el
espectrofotdmetro, con el que también se registra el espectro.

SCE Reflectometro

C(mg/mL) | X Y Z

0,00 35,01136,82|33,47
0,58 31,17131,85|23,89
1,15 27,38127,71|17,99
2,16 28,15(28,33]18,40
3,02 25,12124,32|12,41
5,04 19,5217,75] 6,23
6,77 19,11 (19,86 ( 4,65
8,93 18,84 (16,89 5,02
11,95 17,20(14,84( 3,16
16,13 12,54( 9,87 | 0,83

Espectros reconstruidos

C (mg/mL) X Y Z

0,00 |[75,08|80,42|90,76
0,58 [69,35|72,48|65,05
1,15 |70,6273,40|62,94
2,16 |60,13|61,35|45,63
3,02 [55,06(53,30(29,42
504 [47,17]42,93|16,52
6,77 |42,04|36,80|14,53
8,93 [41,96(37,07 (12,94
11,95 [39,28(33,19| 9,51
16,13 |31,22|24,12| 6,02

N NSl N

Tabla 13. Espectro medido con Figura 36. Fotografia sin y con tratamiento digital para
espectrofotometro de Ibuprofeno con el Ibuprofeno con el test Marquis a los 5 min.
test Marquis a los 5 min.

Primero, los espectros obtenidos con el espectrofotometro (Tabla 14) se utilizan para
realizar la representacion Kubelka-Munk en funcién de la longitud de onda para todas las
concentraciones (Tabla 15). Ademas, se calcula la absorcién aparente restando al espectro de
cierto color el espectro de una sustancia que no absorba (blanco) que en este caso fue
metanol. Este mismo proceso se repite con los espectros estimados a partir de los datos XYZ
obtenidos de la fotografia (Tabla 16 y 17).
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longitud de onda

C(mg/mL) [ 400| 410| 420| 430| 440| 450| 460| 470| 480| 490| 500| 510| 520 530| 540| 550
0,00(22,17| 24,66 | 27,59| 29,69 30,72 | 31,35| 32,00| 32,61 | 33,33 | 34,01 | 34,71| 35,22 | 35,76 | 36,12 | 36,55| 37,05
0,58]16,06| 17,73 | 19,65| 20,94 | 21,62 | 22,16 | 22,70| 23,29| 24,19| 25,09| 26,19| 27,31 | 28,63 | 29,91 | 31,18 | 32,44
1,15(11,86| 13,14| 14,60| 15,57| 16,06 | 16,31| 16,80| 17,66 | 18,95| 20,16 | 21,48 | 22,78 | 24,22 | 25,59 | 26,96 | 28,25
2,16(11,82| 13,16 14,71| 15,73 | 16,39| 16,94 | 17,50| 18,12 | 19,14 | 20,15| 21,42 | 22,79 | 24,35| 25,91 | 27,45| 28,95
3,02| 764| 8,61| 9,64| 10,32| 10,83 | 11,26| 11,86| 12,34 | 13,23 | 14,18| 15,47 | 16,95| 18,79| 20,74 | 22,76 | 24,80
504 3,80| 4,28| 4,77| 5,06| 5,30| 5,57| 5,90| 6,20| 6,76 | 7,45| 8,45| 9,69| 11,41| 13,37| 15,57 | 17,74
6,771 2,82| 3,12 3,43| 3,58| 3,80| 4,07| 4,40| 4,67| 526| 591| 691| 8§,18| 9,95| 12,00| 14,21 | 16,51
893 2,89| 3,25| 3,62| 3,85| 4,10| 4,40 4,77| 5,11| 5,75| 6,44| 7,47| 8,78| 10,47| 12,44| 14,52 | 16,66
1195 1,68 1,91| 2,14| 2,30| 2,46, 2,71| 2,97| 3,25| 3,80| 4,41| 5,32| 6,48| 8,09| 10,00| 12,09| 14,30
16,13| 0,32 0,39| 049| 0,50| 0,54| 065| 0,75| 087 1,10 1,39, 1,87| 2,58| 3,70| 5,11| 6,83| 8,72

560| 570| 580 590| 600 610| 620f 630| 640 650| 660| 670| 680| 690| 700
0,00|37,49| 37,90| 38,24| 38,57 | 38,94 | 39,20| 39,34| 39,47| 39,48 | 39,50| 39,40| 39,31 | 39,10| 39,08 | 38,84
0,58|33,56| 34,51 35,29| 35,97| 36,59| 37,10| 37,53| 37,89| 38,10| 38,29 | 38,38| 38,43 | 38,32 | 38,41 | 38,28
1,15|29,49| 30,60| 31,53 | 32,26| 32,98 33,71 | 34,36 34,88 | 35,17 | 35,45| 35,67 | 35,97 | 36,02| 36,18 | 36,04
2,16|30,31| 31,51 | 32,47 | 33,30| 34,07 | 34,77 | 35,30| 35,79 36,13 | 36,48 | 36,59 | 36,84 | 36,82 | 36,92 | 36,83
3,02 (26,67 | 28,26 | 29,64 | 30,81| 31,86| 32,84| 33,63 | 34,40| 35,01 | 35,56 | 35,93 | 36,34 | 36,50| 36,70 | 36,72
5,04|19,82| 21,65| 23,26 | 24,70| 26,04 | 27,29 | 28,46| 29,58 | 30,58 | 31,49| 32,30| 33,02 | 33,46 | 33,91 | 34,22
6,77|18,75| 20,79 | 22,61 | 24,32 | 25,94 | 27,52 | 29,06| 30,58 | 31,94 | 33,21 | 34,32| 35,32 | 35,96| 36,60| 37,08
8,93|18,76| 20,67 | 22,40| 23,96 | 25,41 | 26,87 | 28,20| 29,52 | 30,72 | 31,82| 32,75| 33,59 | 34,17 | 34,68 | 35,09
11,95|16,45| 18,45| 20,33 | 22,07| 23,72| 25,38 | 27,01 | 28,58 | 30,03 | 31,32 | 32,54 | 33,54| 34,35| 35,03 | 35,60
16,13|10,70| 12,63 | 14,46 | 16,21 | 17,88 | 19,64 | 21,39 | 23,17 | 24,79| 26,39| 27,89| 29,28 | 30,33 | 31,38 | 32,25
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Tabla 14. Espectro medido con espectrofotémetro de Ibuprofeno con el test Marquis a los 5 min.




longitud de onda

C (mg/mL) 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500 510 520| 530| 540| 550
0,00 1,37 1,15 09, 083| 0,78, 0,75 0,72 0,70, 0,67| 064| 061 0,60| 0,58]|0,56|0,55|0,53
0,58 2,19 1,91 164, 1,49, 142 1,37 132 1,26| 1,19 1,12 104 097| 0,89|0,82|0,76| 0,70
1,15 3,28 2,87 2,50 2,29 2,19| 2,15 2,06| 192| 1,73| 1,58| 1,44| 1,31| 1,19|1,08|0,99| 0,91
2,16] 3,29 2,87 2,47 2,26 2,13| 2,04, 194| 185| 1,71| 1,58| 1,44| 1,31| 1,18| 1,06|0,96| 0,87
3,02] 5,58 4,85 4,23| 3,90| 3,67, 3,50 3,28| 3,11, 2,85| 2,60| 2,31| 203| 1,75|1,51|1,31|1,14
5,04( 12,18 10,70 951 891| 8,46| 8,00 7,50| 7,0| 6,43| 575| 4,96| 4,21| 3,44|2,81|2,29| 1,91
6,77 16,74 15,04 13,59 12,98| 12,18| 11,31} 10,39, 9,73| 8,53| 7,49| 6,27| 5,15| 4,07|3,23| 2,59] 2,11
8,93| 16,32 14,40 12,83| 12,01 11,22 10,39 9,51| 8,81 7,72 6,80| 5,73| 4,74 3,83|3,08| 2,52 2,08
11,95] 28,77 25,19 22,38| 20,75| 19,34| 17,46| 15,85| 14,40| 12,18 | 10,36| 8,43| 6,75| 5,22|4,05|3,20| 2,57
16,13|155,25| 127,21| 101,04| 99,00| 91,60| 75,93 | 65,67 | 56,48 | 44,46| 34,98 | 25,75| 18,39| 12,53| 8,81 6,35| 4,78

560 570 580 590 600 610 620 630 640 650 660 670 680| 690| 700
0,00 0,52 0,51 0,50, o049| o0,48| 047 047| 046| 046| 046| 047| 047| 0,47|0,47| 0,48
0,58| 0,66 0,62 0,59| 0,57 0,55, 053 0,52| 051 0,50| 050| 0449| 049| 0,50|0,49]| 0,50
1,15| 0,84 0,79 0,74, o,71| 068| 065 063| 061 060| 059 058 057| 0,57]|0,56]|0,57
2,161 0,80 0,74 0,0, o067| 064, 061} 059| 058| 056| 055| 055| 0,554| 0,54|0,54| 0,54
3,02 1,01 0,91 084, 0,78 0,73| 069 065| 063| 060 058 057| 056| 0,55|0,55]|0,55
504] 1,62 1,42 1,27 1,15\ 1,05} 0,97| 090, 0,84 0,79, 0,75| 0,71| 0,68| 0,66|0,64| 0,63
6,77 1,76 1,51 1,32y 1,18, 1,06, 095| 087, 0,79 0,73, 067| 063| 0,59| 0,57|0,55|0,53
8,93 1,76 1,52 1,34 1,21 1,09| 100| 0O091| 0,84 0,78 0,73| 0,69| 0,66| 0,63]|0,62| 0,60
11,95 2,12 1,80 1,56 1,38, 1,23} 1,10, 099| 0,89 0,82 0,75| 0,70/ 0,66| 0,63|0,60| 0,58
16,13] 3,73 3,02 2,53 2,17 189| 164 1,44| 1,27| 1,4| 103| 093 085| 0,80|0,75|0,71
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Tabla 15. Valores Kubelka-Munk, con espectrofotémetro, de Ibuprofeno con el test Marquis a los 5 min.




longitud de onda

C (mg/mL)

400

410

420

430

440

450

460| 470 480| 490

500

510

520

530

540

550

0,00

43,17

61,69

73,63

79,57

87,39

91,30

88,86 | 85,20| 81,39 78,83

78,87

79,66

80,77

82,18

82,66

82,79

0,58

26,56

37,55

49,24

56,73

64,36

67,06

63,79 | 59,82 | 56,23 | 55,53

60,07

65,48

69,30

72,42

74,70

76,57

1,15

25,29

36,00

47,49

54,84

62,39

65,03

61,69 | 57,68 | 54,16 | 53,67

58,62

64,56

68,98

72,74

75,58

77,95

2,16

18,25

25,92

34,49

39,90

45,39

47,14

44,41| 41,33 | 38,87 | 39,12

44,11

50,09

54,93

59,24

62,71

65,71

3,02

14,63

19,44

24,31

26,89

29,12

29,34

27,50 25,83 | 25,05 26,33

30,75

36,24

41,68

47,19

52,04

56,44

5,04

8,31

10,69

13,72

15,40

17,13

17,14

15,20 | 13,27 12,16 13,32

17,86

23,44

28,76

34,22

39,43

44,51

6,77

7,77

9,80

12,43

13,89

15,43

15,35

13,39| 11,33| 9,94 10,53

13,88

18,14

22,45

27,16

31,91

36,71

8,93

8,49

10,02

11,79

12,57

13,10

12,68

11,40| 10,30| 9,95| 11,36

15,26

19,85

24,17

28,52

32,75

36,84

11,95

7,63

8,26

8,95

9,21

9,61

9,34

8,28| 7,29| 6,98| 8,25

11,55

15,41

19,21

23,28

27,39

31,49

16,13

7,54

7,37

7,20

6,91

6,68

6,01

4,86| 3,77 3,00| 3,09

4,16

6,16

9,11

12,86

16,79

20,81

560

570

580

590

600

610

620 630| 640| 650

660

670

680

690

700

0,00

82,07

81,43

81,14

79,77

78,84

76,53

73,56 | 70,49 | 68,60 | 67,37

66,93

66,77

66,68

66,64

66,79

0,58

77,45

78,24

79,18

78,91

79,39

78,05

75,04 | 71,47 | 69,09 | 67,40

66,61

66,18

65,80

65,60

65,47

1,15

79,27

80,44

81,66

81,49

82,12

80,79

77,57 | 73,65| 70,97 | 69,03

68,05

67,51

67,08

66,87

66,75

2,16

67,79

69,66

71,45

71,79

72,98

72,29

69,51 | 65,81 | 63,17 | 61,16

60,07

59,48

59,09

58,94

58,90

3,02

60,26

63,95

67,46

69,48

71,95

72,56

70,91 | 67,98 | 65,75 | 63,92

62,86

62,34

62,12

62,18

62,37

5,04

49,18

53,82

58,30

61,44

66,21

69,00

68,05| 64,66 | 61,87 | 59,49

58,05

57,28

56,83

56,73

56,80

6,77

41,32

46,04

50,74

54,41

59,91

63,65

63,51 | 60,70 | 58,30 | 56,20

54,95

54,28

53,89

53,82

53,89

8,93

40,80

44,93

49,19

53,13

58,76

63,37

64,78 | 63,82 | 62,82 | 61,89

61,41

61,23

61,18

61,35

61,56

11,95

35,67

40,23

45,04

49,78

56,52

62,39

64,71 | 64,22 | 63,48 | 62,71

62,34

62,23

62,23

62,43

62,67

16,13

25,40

30,80

36,83

42,45

47,67

51,18

52,76 | 52,85| 52,66 | 52,46

52,51

52,74

53,07

53,52

54,04
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Tabla 16. Espectro reconstruido a partir del color fotografiado de Ibuprofeno con el test Marquis a los 5 min.

longitud de onda

z:mg/mL) 400 410| 420| 430| 440| 450| 460| 470| 480| 490| 500 510| 520| 530| 540| 550
o0,00( 0,37 0,12 0,05 0,03, 0,01} 000 001 001 002 0,03, 003, 0,03 0,02| 0,02 0,02| 0,02
0,58| 1,02| 0,52 0,26, 0O,16| 0,10, 0,08 0,10 0,13} 0,17, 0,18, 0,13| 0,09| 0,07| 0,05| 0,04| 0,04
1,15| 1,10 o,57| 0,29 0,19, 0,11, 0,09, 0,12, 0O,16f 0,19| 0,20f 0,15, 0O,10f 0,07, 0,05| 0,04| 0,03
2,16 183| 1,06, 062| 045| 033| 030| 03| 042| 048| 047| 035| 0,25, 0,18 0,14 0,11| 0,09
3,02( 2,49| 1,67| 1,18| 099| 086| 085 096| 106| 1,12 1,03| 0,78 0)56| 0,41, 0,30| 0,22| 0,17
5,04( 5,06| 3,73 2,71| 2,32| 2,00| 2,00 237 2,84| 3,17 2,82| 1,89 1,25| 0,88| 0,63| 0,47| 0,35
6,77| 5,47| 4,15| 3,08, 2,67| 2,32 2,33| 280| 3,47| 4,08 3,80 2,67| 1,85| 1,34, 098| 0,73| 0,55
8,93 4,93| 4,04 3,30| 3,04 2,88| 3,01 3,44| 3,91| 4,07 3,46| 2,35| 1,62 1,19, 0,90 0,69| 0,54
11,95( 5,59| 5,09| 4,63| 4,48| 4,25| 4,40| 5,08| 5,89| 6,19| 5,10 3,39| 2,32 1,70| 1,26| 0,96| 0,75
16,13| 5,67| 5,82| 598| 6,27| 6,52| 7,36| 9,30|12,30| 15,68 15,21 11,03| 7,15| 4,53| 2,95| 2,06| 1,51

560 570| 580 590| 600| 610| 620 630| 640| 650 660| 670| 680 690| 700
0,00 0,02, 0,02 0,02, 0,03| 0,03 0,04, 005| 006| 007 008| 0,08 0,08 0,08| 0,08 0,08
0,58| 0,03 0,03 0,03, 0,03| 003 003 0,04| 006 007 0,08 0,08 009 0,09 0,09| 0,09
1,15( o0,03| 0,02| 0,02, 0,02 0,02| 0,02\ 0,03 0,05 0,06| 0,07| 0,08 0,08| 0,08 0,08 0,08
2,16( 0,08, 0,07, 0,06, 0O,06| 005 0,05| 0,07 0,09, 011, 0,12 0,13| 0,14 0,14| 0,14| 0,14
3,02( 0,13| 0,10 0,08| 0,07| 0,05, 0,05, 0,06 0O08| 009 0,10| O,11| O,11| 0,12 0,12 0,11
5,04 0,26| 0,20 0,15, 0,12 0,09, 0,07, 0O,08| 0,0| 0,12 0,14| 0,15| 0,16| 0O,16| 0,16| 0,16
6,77 0,42| 0,32| 0,24| 0,19, 0,13, 0,20 O,10| 0,23} 0,15 0,17 0,18| 0,19 0,20| 0,20 0,20
8,93| 043| 0,34| 0,26 0,21| 0,24} 0,112 O,10| 0,20, O,11| 0,12 0,22 0,12| 0,12 0,12| 0,12
11,95| 0,58 0,44| 0,34| 0,25| 0,17, o,11| o0O,20| O,10( O,11| O,112| O,11| 0,11, O,11| 0O,21| O,11
16,13( 1,10, 0,78| 0,54| 0,39 0,29| 0,23| 0,21 0,21| 0,21| 0,22 0,21 0,21| 0,21} 0,20 0,20
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Tabla 17. Valores Kubelka-Munk, con fotografia, de Ibuprofeno con el test Marquis a los 5 min.




Con estos valores se construyen las graficas de las Fig 11-13 para ambos instrumentos.
El aumento del porcentaje de luz reflejada en el espectro disminuye fuertemente el valor de
Kubelka-Munk obtenido, por lo que, para la fotografia, con menores valores de Kubelka-Munk
tendremos menor sensibilidad. De igual forma se construyen dichas graficas (Fig. 37) para los
distintos tiempos.
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Figura 37. Graficas de absorcidén aparente medido con espectrofotémetro (A) y fotografia (B) y graficas Kubelka-
Munk con espectrofotémetro (C) y fotografia (D) Ibuprofeno con el test Marquis a los 5 min.

Los valores de absorcion y Kubelka-Munk crecen con el tiempo, tendiendo el valor de
este Ultimo a infinito en la teoria cuando la intensidad del espectro reflejado es nula. Aunque
en la realidad, como el valor minimo que registra el espectrofotémetro es 0,01 el valor al que
tiende Kubelka-Munk es 5000 (Fig 37C).

Si repetimos esta operacion para cada tiempo, dado que la absorcién se va
intensificando en el intervalo de estudio (450-500 nm), la pendiente aumenta en todos los
casos, tanto en el espectrometro como en la fotografia. Si bien la sensibilidad es mayor al
medir con el espectrofotdmetro la fotografia resulta tener mayor estabilidad en el rango lineal
al transcurrir el tiempo, ya que los valores de Kubelka-Munk para la fotografia son mayores, y
su variacion mas progresiva (Fig 38).

37



60min mm || mm mm| 30min

@ espectrofotometro
20 460 nm o fotografia
=1,2472x + 0,3527
L R?=0,9556
S 10 o .o
v R y = 0,4384x - 0,2378
S B PR ® R2=0,9827
*® ... @...- @
0 §8e--0:®
0,0 5,0 10,0 15,0
C (mg/mL)
@ espectrofotometro
60 460 nm @ fotografia
y =4,8517x - 4,757
40 ° R? = 0,9357
o
E. 20 y = 0,9605x - 0,7652
> e [ YRSy ® R?=0,9786
PRpR
0 .“:.'. r X% 4
0,0 5,0 10,0 15,0 20,0
-20
C (mg/mL)
@ espectrofotometro
460 nm ® fotografia
30 ° y =5,7252x - 3,2076
s R2=0,8972
20
S | Y e °
~ ‘o & @
0 . y =0,8981x + 0,7566
f R?=0,8865
10 0,0 10,0 20,0

C (mg/mL)

@ espectrofotometro
500nm e fotografia

10
@V =0,6656x +0,6521
o R?=0,9451
6 ® e
s, ® . y =0,3023x - 0,0253
S 4l ° R2=0,9361
. ®.... °
2 | ove e
e® ®
0 ‘...-. @
500 5,0 10,0 15,0
mg/mL
@ espectrofotometro
500 nm ® fotografia
20 ° y =2,1868x - 1,4868
15 e. R2=0,9531
- o .. ®
s10 T
= e y =0,8783x - 0,9014
~ 5 o @ 2
- R?=0,9306
0 Qp"
500 10,0 15,0 20,0
C (mg/mL)
500 nm ® espectrofotometro
® fotografia
60 y = 5,6466x - 5,921
0 e R?=0,9145
E 20 = .
; B UL y = 0,9524x - 0,9015
0 ﬁ.‘ e R? = 0,9616
0,0 10,0 20,0
-20
C (mg/mL)

Figura 38. Fotografia tratada digitalmente para los distintos tiempos, asi como los rangos lineales obtenidos a las diferentes longitudes de onda.
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Figura 39. Gréficas RGB vs C (mg/mL) (A), CIE XYZ D65 vs C (mg/mL) (B), rgb (lineal) vs log C (C), xyz (lineal) vs log C (D),
Abs RGB vs log C (E).
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