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Abstract

Faculty of Science
Department of Electronics and Computer Technology

Development of algorithms for image analysis of biochemical sensors
with optical response and its application to mobile devices

Biochemical sensors with optical response are widely used in fields such as
medicine, food safety and environment. The possibility of implementing porta-
ble systems that are able to perform in-situ analysis is a very relevant line of
research in recent years. For this reason, the use of smartphones as reliable and
low-cost detection devices has recently attracted attention. However, the influ-
ence of lighting conditions and the low sensitivity of low-cost devices remain

fundamental aspects to improve in this field.

This thesis will focus on the development of image processing algorithms of
biochemical sensors with optical response for implementation on mobile devices.
One of the lines of this research is the use of microfluidic paper-based analytical
devices (nPAD) with Quick Response (QR) codes. This synergy will allow the
implementation of detectors that use QR code detection algorithms to measure
device signal. This thesis studies the use of error coding of a QR code for the
detection of colorimetric signals in it. Additionally, a system is implemented
for detecting glucose and lactate concentrations in a QR code-based biosensor
that is capable of correcting changes in luminosity in the measurement. Another
relevant objective is the study of chemical sensors with a fluorimetric response.
For this reason, an image processing algorithm is developed for detection fluo-
rescence intensity in a pPAD that is implemented on a smartphone. Finally, a
mobile application capable of detecting fluorescent QR codes developed for de-

termining the cyanide concentration is shown.

In summary, this work highlights the promising possibilities of mobile devices

as optical biosensor detection tools.
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Resumen

Facultad de Ciencias
Departamento de Electronica y Tecnologia de los Computadores

Desarrollo de algoritmos para analisis de imagen de sensores bioquimicos
de respuesta optica y su aplicaciéon en dispositivos méviles

Los sensores bioquimicos de respuesta éptica son ampliamente usados en cam-
pos como la medicina, la seguridad alimenticia y el medioambiente. La posi-
bilidad de implementar sistemas portables que sean capaces de realizar anali-
sis in-situ es una linea de investigacién muy relevante en estos tultimos anos.
Por esto, el uso de teléfonos inteligentes como dispositivos de deteccién fiables
y de bajo coste ha tenido recientemente un creciente interés. Sin embargo, la
influencia de las condiciones de luminosidad y la baja sensibilidad de los dis-
positivos de bajo coste siguen siendo aspectos fundamentales a mejorar en
este campo.

En esta tesis se va a profundizar en el desarrollo de algoritmos de procesa-
miento de imagenes que contengan sensores bioquimicos de respuesta Optica
para su implementaciéon en dispositivos méviles. Una de las lineas de esta
investigaciéon es el uso de dispositivos microfluidicos analiticos en papel
(uPAD) basados en cdédigos Quick Response (QR). Esta sinergia va a hacer
posible implementar detectores que usen los algoritmos de deteccién de codi-
gos QR para medir la senal del dispositivo. En esta tesis se estudia el uso de
la codificacion de errores de un cédigo QR para la deteccion de senales colo-
rimétricas incluidas en este cédigo QR. Ademads, se implementa un sistema
para detectar la concentracién de glucosa y lactato en un biosensor basado en
codigos QR que es capaz de corregir los cambios de luminosidad en la medi-
cién. Otra linea de interés en esta tesis es el estudio de sensores con respuesta
fluorimétrica. De esta forma, se ha desarrollado un algoritmo de procesa-
miento de imagenes para la deteccion de la intensidad pPAD con senal de
fluorescencia que se implementa en un teléfono inteligente. Finalmente se
muestra la implementacion de una aplicacién mévil capaz de detectar cdédigos
fluorescentes para la determinacion de la concentracién de cianuro.

En resumen, este trabajo pone en valor las prometedoras posibilidades de
los dispositivos mdviles como herramientas de deteccién de biosensores 6pticos.

vii



viii



Agradecimientos

Aqui esta..Este es el resultado de 5 anos de trabajo. Este es el resultado
de: nuevas amistades, de picos de estrés y de felicidad, de una pandemia, de
un cambio de aires, de dar clases, del paro, de dos parejas, de dos sobrinas y
por supuesto... de mi investigacion. Después de estos anos esto es lo que mas
ganas tenia de escribir, tenia ganas de agradecer a toda la gente que me ha
ayudado y a todas las personas que han sufrido los cédigos QR conmigo al-

guna vez.

Lo primero de todo, Alfonso y Encarni, gracias por vuestra ayuda y vues-
tros consejos, gracias por permitirme trabajar en algo tan interesante y desa-
fiante. Gracias por todo lo que me habéis ensefiado. Gracias.

Inma, creo que esta tesis es tan tuya como mia. Todas las horas en el
laboratorio y todos los buenos resultados tienen una parte de ti.

Fran y Alex, el trabajo de fin de master que hice con vosotros me abrié las
puertas a esta oportunidad. No solo me llevo un gran aprendizaje de esa
época sino amistades que espero que perduren muchos anos. Quiero agradecer
también a Diego su acogimiento en el departamento y que me diera siempre

grandes consejos y oportunidades.

Mi familia ha sido mis raices. La educacién que he recibido de vosotros me
han hecho afrontar esta etapa con ilusion, tranquilidad y con una actitud
inquebrantable. Gracias Mama, Papa, Ana, Isa, Marta, Sofia y Aila. Gracias
por todo.

Victor, Piolin, Halvaro, Nacho, Jorge, Luis si alguna vez os he hablado de
codigos QR o de medir el PH de la piscina demasiado... Lo siento. Gracias por
las risas y por no perdernos nunca. Guille te agradezco muchisimo el apoyo
que me has dado siempre, espero poder devolvértelo alguna vez.

Tati, gracias por ensefiarme tanto sobre mi mismo y por aguantar mis

aprendizajes, siempre nos apoyaremos. Esther, gracias por tus sonrisas y tus
abrazos son luz y quiero tenerlos siempre cerca.

ix






Indice

ADSELACE «evvieniiniiiiiiiiiiiiiiiiiiii s e v
R YT 1 4= N vii
Agradecimientos c.viveveureieieiiiiiiiiuiuieieiiiiiiitceretesisieitasesesesesssssnsasases ixi
Lista de figuras .cceeiieiecieiieiiiiiiieiieiiiieiieiitieiietieietietecietetsctecssscsacnsnss XV
Lista de tablas cocveveeiriiuieieieniiiiiiiuiuieieiitiiiitsusesesesesrssssasasssesesssnsass xxi
Lista de acrOniImoOs veeeereieieiiiiiururaietesisiirsasesesesesrssssssesssssssssnsase xxiii
I §3173 o Yo R DT od (0 4 R 1
1.1 MOtIVACION cuneniiniiniiiiiiiiiiiiiciiii et cs e s e sansanes 1
1.2 ODJEtIVOS.ieituierirnrerierureniernrenrerasestecusestesasesresasastesasessesasasssasanses 3
1.3 Estructura de la tesiS.....ccoiiiiiiiiiniiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e, 4
2. Estado del arte...cccoiuviuiiniiiiniiiiiiniiiiiiiiiiiiiiniiiiiianenen 7
2.1 Colorimetria y fluorescencia cccicvvieieiiiiceniniicerinrireneercanenrsasensaes 7
2,11 B COLOT tttiiiiiiiitit ettt 7
2.1.2 Medida del COLOT ....uuuiuiiiiiiiiiiiiiiiiiitiiiiititieit ettt 9
2.1.3 ESPAcios de COOT ..uuuuiuiiiiiiiiiiiiiiiitiiiiititititiei ettt 11
2.1.4 Fluorescencia
2.2 Detectores de color y de imagen......ccocvviuviiiniiieiiiiiiiniiniieiienene, 17
2.2.1 Fotodetectores y colorimetros........covvvviviiiieiiinniiiiiiieiiniieee e 17
2.2.2 Sensores de imagen. CCD y CMOS ........ccoiiiiimiiiiieiiiiiicceeee 17
2.2.3 Dispositivos de captacién de imAgenes.........c.oovuvveeiieeiinniiiiiiieieennnnn. 19
2.3 Procesamiento de imagen digital........coovvviiiniiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinnn. 22
2.3.1 Algoritmos para la adquisicion .........c.ccccceeieriiinnneee.e.
2.3.2 Algoritmos para el preprocesamiento
2.3.3 Algoritmos para la segmentacion..........ccccceeeierniiiiiieeiiriiiee e
2.3.4 Algoritmos para la descripcién y reconocimiento......c.o.c.eecovvreernneee.n 33
2.4 Cédigos bidimensionales c.c.ccicieieeiieiieirariererarierecasterecasseresassesess 34

2.4.1 Tipos de cOdigos 2D .......coiiiiiiiiiiiiiiiiii e 34

2.5.1 Definicién del codigo Reed-Solomon .........eeevevevereveieiiieiiieiiiiiiiiiiieienens 39
2.5.2 Construccién de un c6digo Reed-Solomon ........eeeeeeeeeveviveneiiieiiieienenens 40
2.5.3 Codificacion Reed-S0olomomn...........uuueieiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiieieiiieieieieienene 41
2.5.4 Decodificacion Reed-Solomomn ..o 42

xi



2.6 Libreria Zebra Crossing (Zxing) Project...cccccccvviiviriniiiiiennnnnens 44

2.6.1 Extraccion de ImMagen ........ccccoiiiiiiiiiiiiii e 45

2.6.2 Deteccion de codigo QRu......oooiiiiiiii 46

2.6.3 Decodificaciéon de c6digo QR .oovveiiiiiiiiiiiiiiii 48

3. Sensor colorimétrico integrado en un cédigo QR con correcciéon
6 L Y o o L STt 51
3.1 INtroducCiOn...ciiciiiieiieiiiiiiiiiiiiiiiiiieiieiiiiiiiiiiieaeaieieieeieeiesennes 51
3.2 Conceptualizacion del sistema....ccocvivieiiiiiiiiiiiiiniiiiiiiiniiiiiniia, 53

3.2.1 Esquema general de un sistema de diagnéstico basado en cédigos QR..53

3.2.2 QR de color como control y deteccién en luminancia............c.o.coe.o. 55
3.2.3 Anélisis RGB de la imagen y deteccion de errores..........ccceeveeveeevnnee. 58
3.2.4 Ajuste de la umbralizacion ..........cccoeeviiiniiiiniiiiiniiie e 60
3.3 Implementacion SOftWAre ...cccviviierierreiiiriraiinricareercarerecaseresases 61
3.3.1 Disetio de la aplicacion ........cooeveiiiiiiiiiiiii 61
3.3.2 Arquitectura de la aplicacion..........eeiieeiiiiiiiiiiii i 63
3.3.3 Lectura, extraccién de errores y comparacién de patrones de error... 65
3.4 Metodologia experimental.......ccoviviiiuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiin, 66
3.4.1 Hardware y sSOfbWAre.......cceeiiiiiiiiiiieei e 66
3.4.2 Procedimiento de medida experimental .............c.ccccL 67
3.5 Resultados y diSCUSION cieuieiereiiiararirerariererariererareeresaserecasensesass 67

3.5.1 Evaluacién de la capacidad de correccién y la disposicién de errores..68
3.5.2 FEvaluacién de la deteccién de errores con la distancia

3.5.3 Condiciones de luminosidad y dispositivos........ccccvreiiiiiiiiiiiiiiinnn. 71
3.5.4 Influencia de los errores en color. Anélisis en luminancia .................. 72
3.5.5 Deteccién en luminancia del cédigo QR impreso del color del control.75
3.5.6 Deteccién de errores del cédigo QR en canales separados RGB......... 76
3.5.7 Comparativa de las sSOlUCIONES . ..vuivriiiiiiiiiiii e 79
3.5.8 Calibracién del umbral para el ajuste de la detecciéon de analitos...... 80
3.5.9 Deteccidén de patrones de diagndstico con uno y varios analitos. ....... 81
3.5.10 Influencia de las condiciones de luminosidad en la deteccién de patrones

de dIAgNOSEICO .ueveniiiiiiiii 84
3.5.11 Anélisis con otros dispositivos. «.ooeveeeiieriiiiiiiiii e 86
3.6 CoONCIUSIONES cuivvinininiinininiiiiiiaiiiiiieiiriiiitetirtatetatasesecssesnsanes 86

4. Biosensor multianalito basado en un cédigo QR colorimétrico

................................................................................................. 89
4.1 INntroducCiOn...ciiviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiiieiieieteissiesiesesnes 89
4.2 Conceptualizacion del sistema.....ccoveiviiiiiiiiiiiiiiiiiiiii, 91

4.2.1 Esquema general del sistema .........cccoeeiiii 91

xii



4.2.2 Diserio del codigo QR ..coooiiiiiiiiiiiiiiii e 93

4.2.3 Correccion W /B .oooiiiiiiiiiiiit ittt 94
4.2.4 Correccion R/C .oooiiiiiiiiiiiiit ittt 96
4.3 Materiales y métodos. ccciiviviuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiniiiniinieas 98

4.3.1 Reactivos y materiales

4.3.2 Hardware ¥ sofbwWare.......ccovvuiiieiiiiiiiniiic e 99
4.3.3 Fabricacién y preparacion del cédigo QR biosensor .......ccccceeeeeeennnn. 99
4.3.4 Procedimiento de medida experimental................uvvvvviriveviriiinnennnnns 100

4.3.5 Calibracién de las curvas de caracterizacién de glucosa y lactato.... 101

4.3.6 Anélisis de muestras biolGgicas......ccvervivieerriiiiiiiiiieiiieeeee e 102
4.4 Implementacion soft wWare.....coocvviviiiiiiiiiiiiiiiiiniiin, 102
4.4.1 Pruebas de concepto en Matlab, algoritmos y métodos. .........c.c.c.c.. 103
4.4.2 Tmplementacién de la aplicacién QR Analyser en Android.. .. 104
4.4.3 Aplicacién final. Experiencia de usuario (UX)...c.cccooevvienienienennnn 105
4.4.4 Arquitectura de un sistema en la nube........oocooviiiiiiiii, 106
4.5 Resultados y diSCUSION ..ceuiiiuiaiiiiiiniiiiiinieniicareniecareniecacenresasences 107
4.5.1 Caracterizacién analitica del QR colorimétrico.........ccccooiiiiiiiiis 107
4.5.2 Estudio de la curva de referencia para diferentes smartphones y
condiciones de IlUMINACION ...c.c.everereririiiririririririririrerirererererererererenene 109

4.5.3 Estudio del d4ngulo de medida y el tamafio del QR..............c.c.o.ee. 112
4.5.4 Aplicacién con muestras bioldgiCas......ocuvvrvreiiiiiiiirenniiieeiere e 113
4.5.5 Estudio de estabilidad y selectividad..........ccooociiiiiiiiin. 115
4.6 Conclusiones y contribuciones ..ccccccicieiieicariercanierreneersasesssses 117

5. Determinacion de senales de fluorescencia ratiométricas en

PP AD . aaiiiiiiiiiiiiiieiieiiiittncacacestesesesssasassssssssssssasasassssssssssnne 121

5.1 INtroducCiOn ..eceieiniiniinienienieieiiniiiiiiieieieteteaseasessessescenee 121

5.2 Conceptualizacién e implementacion del sistema .....ccceeeeveeaees 121
5.2.1 Esquema general del sistema ........ccocciiiiiiiiiiiiiiiiiinii e,

5.2.2 Implementacion de la aplicacién final

5.3 Metodologia experimental ......ccoeviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii. 125
5.3.1 Reactivos y materiales........cooocvuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii 125

5.3.2 Hardware y SOftWATe........uvuiuiiiiimiiiiiiiiiiiiiiiieieiee e 126

5.3.3 Fabricacion y preparacion del pPAD . ..., 126

5.4 Resultados ..cocvivuieiiniiieiiiiiiniiiiiiiiiiiiiii e aees 126
5.4.1 Determinaciéon de intensidad de fluorescencia variando la [SO........ 127

5.5 Conclusiones y contribuciones ......ccocvviiiiieiiiiiiiiiiiiiiiiieeine, 129

6. Cédigo QR fluorescente para la deteccién de cianuro.......... 131



6.1 INtrOdUCCION . cvuiuireeeiiieieiiererererererasasasacacacssssnsnsnsnsnsasnsessnsasene 131

6.2 Conceptualizacién del sistema e implementacion software ..... 132
6.2.1 Disenio del QR fluorescente.........cccoeeviviiiiiiiiiiii, 133
6.2.2 Esquema general del sistema de deteccién de cédigos QR fluorescentes

134
6.2.3 Arquitectura de la aplicacién y experiencia de usuario.................... 136
6.2.4 Algoritmo de apilamiento .......c.ccceevviiiiiiietenniiiie e 137

6.3 Materiales y métodoS....cevieuiiuiiiuiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 138
6.3.1 Reactivos y materiales ........cccooviiiiiiiiiiniiii 139
6.3.2 Hardware y sOfbWare........cccceevimniiiiiiiiiiinii e 139
6.3.3 Preparacion de las tintas .... ... 140
6.3.4 Fabricacion del codigo QR.....ooooiiiiiiii 141
6.3.5 Funcionalizacién del cédigo QR en papel y pPAD para anilisis de

CLATIUITO ettt ettt ettt s e ettt e e e e eerant e e e e eenebaanaeeaae 142
6.3.6 Procedimiento de medida y extraccién de la senal colorimétrica..... 142

6.4 Resultados...cccieiiuiuiiniiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 143
6.4.1 Caracterizacién de la recta de clanuro..........ccccceevvviiiiiciieennnnnnneee. 143
6.4.2 Empleo del ratiométrico R a distintas ISOs......cccooiiiiiiiiinnnn 145
6.4.3 Deteccidén del QR fluorescente ... 147
6.4.4 Evaluacion del algoritmo de apilamiento ........c.cccoooeiiiiinnnniene. 149

6.5 Conclusiones y contribuciones .......c.oeeviviviininiiiiiiiiiiiinicninins 152

7. CONCIUSIONES .euiviiniuiiniiiiniiiiiiiiiiiiiieiiiieiiiiiriirateratirasensasasenes 155
Referencias..c.coviiiiuiiniuiiniiiiuiiiiuiiiiiiiiiiiiiiieiiirireraserasensaensans 159

xiv



Lista de figuras

Figura 2.1. a) Esquema de percepcién del color por un observador [30]. b)
Espectro visible [30]. ....cooiiiiiiiiiiiiii i 8
Figura 2.2. a) Seccién cruzada del ojo humano [30], b) sensibilidad espectral

de los conos del sistema visual humano [30]. ........ccccoooiiviiiiiiiniiini, 8
Figura 2.3. a) Circulo tonal con 8 colores, b) incremento del brillo, ¢)
incremento de la intensidad [30]. ......cccooiiiiiiiiiiiii 10
Figura 2.4. Funciones de color-matching del estandar CIE 1931 [30].......... 11

Figura 2.5. Representacién grafica de los distintos espacios de color, a) modelo
RGB [42], b) modelo CIE 1931 [43], ¢) modelo HSV [44], d) sistema de Munsell

[A5]. ettt 13
Figura 2.6. Arquitectura de un fluorémetro [51].......cccccociviiiiiiiiiiniinennnn. 16
Figura 2.7. Diagrama de funcionamiento de un sensor de imagen
TNONOCTOMALICO [DD].+eeeuiieiriiiiiiiieiiie et 18
Figura 2.8. Patrén de un filtro de Bayer. ......cooovvviiiiiieeiiiiiiiiiiiiee e, 18
Figura 2.9. Esquema de funcionamiento de un escéner plano [57]. ............. 20

Figura 2.10. Diagrama de bloques funcional de una cdmara digital [61]..... 21
Figura 2.11. Esquema de las etapas del procesamiento de imagen digital y
ViSION POT COMPUEAAOT. .. 22
Figura 2.12. Representacion de la funcién gamma, para distintos valores de y.

Figura 2.13. Funciones basicas de transformacion de intensidad en una imagen
[B9]. v 25
Figura 2.14. Ejemplos de ajustes de brillo y contraste, a) imagen original, b)
aumento del brillo, ¢) y d) aumento del contraste, d), e) y f) funciones de
ETANSTOTTIACION. ...ttt s 26
Figura 2.15. Transformaciones de intensidad aplicadas sobre cada canal RGB
por separado, a) imagen original, b) imagen de una transformacién de
histograma por canal. ..........cccceoiiiiiiiiiii e 26
Figura 2.16. a) Imagen de test, b) histograma entre 0 y 255. ....c.ccoceernnn. 27
Figura 2.17. Técnica de emparejamiento de histograma, a) imagen original y
su histograma, b) imagen oscurecida y su histograma, c) imagen restaurada
RISEOZIAINA. +oeeieiiiiicee e 28
Figura 2.18. Ejemplos de transformaciones geométricas aplicadas a una
TMAZEIL [B1].1eeutiiiiiniiiiiie ettt 28
Figura 2.19. Ejemplo de la identificacion de umbrales, 7T, para la
umbralizacién por histograma [69]........cccccerieriiniiniiiniieiiecenee e 29

XV



Figura 2.20. Ejemplo de umbralizacién por histograma aplicada al caso de

una huella dactilar [69]...........ccooiiiiiiiiiii 30
Figura 2.21. Tipos de formas de un elemento estructural, a) cruz, b) cuadrado,
c) lineal, d) diSCO [69]. ..viiviiiiiiiiiiiiiiieii e 30
Figura 2.22. Ejemplo de aplicacion de las operaciones de erosion y dilatacion,
a) conjunto A4 y elemento B, b) erosién, ¢) dilatacién [69]. .........ccccceeeennins 31
Figura 2.23. Aplicaciéon de una operaciéon de dilatacion con un elemento
estructural de cruz sobre el resultado de una deteccién de texto [69].......... 32
Figura 2.24. Tlustracion del procedimiento de identificacion de las
componentes conectadas [69]. .......cooviiriiiiiiiiniiini 32
Figura 2.25. Evolucién de las versiones de un simbolo QR [78].......cc.......... 35
Figura 2.26. Casos de simbolos QR dafiados que pueden ser detectados gracias
a su capacidad de correccién de errores [79].......cocceeevviiriiiinieiniieniieenieens 36
Figura 2.27. Ejemplo de acoplamiento estructurado de 4 simbolos QR en uno
(70 e et 37
Figura 2.28. Disefio del simbolo del c6digo QR......ccovvviiveeeiiiiiiiiiiiieeeiiinnine, 37
Figura 2.29. Trama de bit de la informacién de formato y tipos de patrones
de MASCATA [BL].¢eiuviiiiiiiriiii ittt 38
Figura 2.30. Trama de bit del simbolo QR y direccién de lectura de bits [81].
..................................................................................................................... 39
Figura 2.31. Definicién de un cédigo Reed-Solomon [82]. .....cccvvvvivniennennee. 40
Figura 2.32. Arquitectura simplificada de la libreria Zxing. .......cccccccceeeennn. 45

Figura 2.33. Diagrama de funcionamiento del detector, a) patrén de deteccion,
b) tamaiio del mddulo, ¢) dimensién, d) patrén de alineamiento, e)
transformacion Proyectivan. .......oou i 47
Figura 2.34. Resultado de la deteccién de un simbolo QR (izquierda) en un
objeto BitMatrix (derecha) la ‘X’ y ¢ ¢ representan el 1 y 0 respectivamente

[BD]. et 48
Figura 2.35. Esquema del proceso de correcciéon de errores en la libreria Zxing.
..................................................................................................................... 49

Figura 3.1. Ejemplo de una hipotética paleta de color de un analito. La linea
punteada roja marca el umbral de deteccion. El color que representa el control
S€ MATCA SEPATATO. «eieiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii i 54
Figura 3.2. Esquema general de un sistema de diagnoéstico de sensores
quimico-épticos basado en codigos QR. ... 55
Figura 3.3. Disefio de un QR impreso con el color del control de la paleta de
color. Los modulos de borde rojo indican la posicién de los moddulos
DIOSEIISOTES. 1 evvttiieeeeeeeetitiee e e e e ettt ieeeeeeeeeaaat e eeeeeeeataanaaeeeeeesssssnnnaeeeesenessnns 56

Xvi



Figura 3.4. Esquema conceptual del funcionamiento de la soluciéon basada en
el andlisis del QR en luminancia. ..........cccooeoooiii s 57
Figura 3.5. a) Disefio de un QR sensor, b) deteccién del QR en el canal R, ¢)
deteccién del QR en el canal G, d) deteccion del QR en el canal B............ 58
Figura 3.6. Esquema conceptual del funcionamiento de la solucién 2 para el
analisis del QR en canales separados RGB.........ccccoooiiiiiiiiiiiiiiii, 59
Figura 3.7. Comparacién entre el umbral de detecciéon del QR y el umbral de

diagndstico del analito. Definicién del porcentaje de cambio del umbral U(%).

Figura 3.8. Capturas de pantalla de la aplicacién implementada, a) lista de
registros inicial, b) introducir un nuevo registro, ¢) tipos de cédigos QR, d)
registro preparado para andlisis, e) resultados del andlisis. ...........c.ccoeueeenee 62
Figura 3.9. Imagen de la disposicién de los errores en el QR y su nivel de
correccion de errores (FEC). ..o 68
Figura 3.10. a) Diseflo del QR con disposicién de errores distribuida, b) tabla
de identificacion de 10S eITOTES. ........uuuuuiiiiiiiiiiiiii 70
Figura 3.11. Disefio de un QR para el testeo de la detecciéon de patrones de
diagnéstico. Modulos con borde rojo = posiciones de control, médulos con
borde verde = posiciones positivas y mddulos con borde azul = posiciones
NEEATIVAS. ittt 82
Figura 3.12. Diseno de un QR para el anélisis de dos analitos simultdneamente.
Médulos de borde rojo = posiciones control 1, borde amarillo = posiciones
control 2, borde verde = posiciones analito 1 y borde azul = posiciones analito
et ettt e e et et e et e at et et aeaas 83
Figura 4.1. Esquema general del sistema [108]. ......ccceevuieniiniinienieinieneen. 92
Figura 4.2. Disefio del cédigo QR colorimétrico junto con su curva de
NI (SIKC 1T - F PSS UUPPUPRURURRRUPPPPNt 94
Figura 4.3. Diagrama de bloques del analizador de c6digos QR colorimétrico.
..................................................................................................................... 94
Figura 4.4. Evaluacién de la correccién W /B para la curva de referencia bajo
una temperatura de color de 7000 K. ......ccooviiiiiiiiiiiiiiiiiiecenn 96
Figura 4.5. Modelado matemaético de la desviacién entre la curva de referencia
no estdndar, rm, (curva roja) y la estandar, rs, (curva azul). ........ccocuee.e 97
Figura 4.6. a) Accesorio de soporte del codigo QR, b) proceso de preparacion
de los médulos biosensores del codigo QR y elementos del accesorio de soporte.

Figura 4.7. Curvas de caracterizacion de glucosa y lactato..........ccccceee.e. 102
Figura 4.8. Flujo de trabajo de las pruebas de concepto realizadas con Matlab.

Xvii



Figura 4.9. Capturas del disefio visual de la aplicacién QR Analyser. a) lista
de registros, b) captura del cédigo QR, ¢) captura del cédigo desde una foto,
d) visualizacidon de resultados. ........cccocieviiriiniiiiiiiiiiee e 106
Figura 4.10. Diseno de una arquitectura de computacién en la nube basado
en nuestra aplicaciéon QR Analyser. ...........cco 107
Figura 4.11. Calibracién de las curvas de deteccién de glucosa y lactato dentro
del cédigo QR colorimétrico medidas en condiciones ambientales estandar.
Datos promediados para tres eNSayos. ..........ceeeeeeeeeriiiiiineeeeeeiiiiiinneeeeeeeennnns 108
Figura 4.12. Curva de referencia impresa en el QR, a) promedio de las curvas
de referencia con distintos dispositivos, b) curva de referencia medida bajo
diferentes ISOs para el dispositivo Pocophone F1, ¢) curva de referencia
medida con diferentes balances de blancos para el dispositivo Pocophone F1.

Figura 4.13. a) Efecto de la correcciéon R/C y W/B para cambios de balance
de blancos, b) efecto de la correcciéon R/C y W/B para cambios de ISO..111
Figura 4.14. Curvas de referencia, a) area de los modulos frente a la distancia
para diferentes tamaios de QR, b) curva de referencia variando la distancia
de medicién, c¢) curva de referencia en funcién del area del médulo, d) curva
de referencia bajo diferentes angulos de medicion..........ccccceeevvniiiiinn. 113
Figura 4.15. Respuesta del c6digo QR para: a) glucosa a 800 uM, b) lactato
a 800 pM, ¢) 800 uM glucosa en presencia de 2000 pM de interferentes, d)

800 nM lactato en presencia de 2000 ptM de interferentes. ...........ccceeveenee. 116
Figura 4.16. Test de estabilidad para el cddigo QR desarrollado almacenado
a 4°C en la oscuridad durante 30 dias. ....ccoeeeeviiiiiiiiiereeiiiiiiiiiee e 117

Figura 5.1. Esquema general del sistema para la determinacién del nivel de
fluorescencia de pPAD fluorimétrico diseiado. ......ccceeeeervvriiiiieeerieiiiiinnnnnn. 123
Figura 5.2. Capturas de pantalla de la aplicacién QuenchingApp, a) lista de
registro de andlisis realizados, b) eleccién de la imagen, nombre y nivel de
erosion, ¢) resultados obtenidos tras la deteccién de los sensores de la imagen.

................................................................................................................... 124
Figura 5.3. Imagenes del pPAD captada a ISO 2500, a) antes de la deteccion,
b) después de la deteccién y de aplicar la erosion........c..ccceveveeevveeneennnee. 127

Figura 5.4. Intensidad de fluorescencia de las componentes detectadas en
funcién del radio de erosion para diferentes ISOs. ... 127
Figura 5.5. Intensidad de fluorescencia, equivalente al nivel de gris, en funcién
de la ISO empleada en la captura de imagenes. ........ccccevvveiiiiinniiienenceenn. 128
Figura 5.6. Intensidad de fluorescencia normalizada en funcién de la ISO.129
Figura 6.1. Ejemplo de disefios de un simbolo QR fluorescente para deteccion
de cianuro bajo, a) luz visible, b) luz ultravioleta........cc.ccccoveeeniennnennnen. 134

Xviii



Figura 6.2. Esquema general del sistema de deteccién de cédigos QR
FUOTESCOITES. ..ttt 135
Figura 6.3. Esquema de funcionamiento del algoritmo de apilamiento. .....138
Figura 6.4. Procedimiento de fabricacién del cédigo QR fluorescente, a)
esquema de las tintas en los cartuchos de impresién, b) impresién de los

cédigos QR, b) codigo QR iluminado con la ldmpara UV.........coooeenneenne 141
Figura 6.5. Imagen de la que se extrae la recta de caracterizacién de cianuro
A LSO 400 .ot 143
Figura 6.6. Rectas de caracterizaciéon de cianuro en los canales RGB y nivel
(6 1T = 4 T OO UUUPPPRRRUUPPPPPRPN 144
Figura 6.7. Rectas de caracterizacion del cianuro del canal B en distintas ISOs.
.................................................................................................................... 145

Figura 6.8. Evolucién de la intensidad del ratiométrico en funcién de la ISO
para cada canal RGB y nivel de gris. ......ooovviiiiiiieiiiiiiiiiiiieeeeeeceeiiee e 145
Figura 6.9. Recta de caracterizacion ratiométrica del cianuro a distintas ISOs.

Figura 6.10. Imagenes del QR fluorescente con cianuro depositado en distintas
etapas de la deteccién a ISO 400. Concentraciones de cianuro a)-c) 0.1 pM,
A)-E) 2 IV e 148
Figura 6.11. El triple de la desviacién estandar y la pendiente de la recta para
ISO, a) 400 y b) 800, LOD para ISO c¢) 400 y d) 800, SNR para ISO e) 400 y
£) B0, ... 150
Figura 6.12. Imagen de la recta de caracterizacion a ISO 200. .................. 151
Figura 6.13. Evaluacién del apilamiento para ISO 200, a) desviacién estdandar
del papel y pendiente de la recta, b) LOD, ¢) SNR....coccevviiiiiiieiiieeiene 151

Xix



XX



Lista de tablas

Tabla 2.1. Comparativa de la capacidad de c6digos bidimensionales [77]... 35
Tabla 2.2. Niveles de correccién de errores del cédigo QR y porcentaje maximo
de errores COTTEZIdOS. «.ooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieee e 36
Tabla 3.1. Nimero de errores maximos detectados segiin la posicién del error
en el QR y su nivel de correccién de errores (FEC). ...c..coocviviininiiiicnnnnn 69
Tabla 3.2. Analisis de la capacidad de deteccién de errores cambiando la
distancia de MediCION. ........uuuiieiiiiiiiiiiiiee e e 71
Tabla 3.3. Evaluacién de la capacidad de correcciéon de errores variando el

balance de blancos (BW). .....cocioiiiiiiiiiiiiiiieiececee e 72
Tabla 3.4. Evaluaciéon de la capacidad de correcciéon de errores variando la
ISO. NR = NO reCOnOCIdO. ....oeeieiiiiiiiiiiiieeeeiiiiiiiie e et e e ea e 72

Tabla 3.5. Comparacién del nimero de errores y patrones de error especificos
detectados para distintos COlOTes. ............uuuuuiiiiiiiiiiiiiin 73
Tabla 3.6. Comparacién del nimero de errores y los patrones de error
detectados aplicando el color solo en los moédulos de error o al QR completo
(NR: NO ReCONOCIAO) vttt 76
Tabla 3.7. Analisis del nimero de errores (E) y las posiciones de error (P)
detectados para cada color analizando el cédigo QR en los canales RGB de
forma Independiente. ............uuueuiiiiiiiiii 78
Tabla 3.8. Analisis del nimero de errores (E) y las posiciones de error (P)
detectados para cada color analizando el cédigo QR en los canales RGB de
forma independiente. NR = No reconocido. ..........ccceeevvoiiiiiiiiiiiien 79
Tabla 3.9. Comparativa de las soluciones en el rendimiento con color. ...... 80
Tabla 3.10. Ajuste del incremento del umbral para mejorar la detecciéon de
los errores de color del QRu......coooiiiiiiiiiiiiiii 81
Tabla 3.11. Comparaciéon de la deteccién de patrones de diagnéstico para
AISEINTOS COLOTES. wvvvuneeiiiiiiiiiiee e e ee et e e e e ettt eee e e e e e e et e e e e e e eeasaaeeeeaeaes 82
Tabla 3.12. Resultados de los anélisis para un cédigo QR multianalito...... 84
Tabla 3.13. Comparacién de la detecciéon de patrones de diagndstico
cambiando el balance de blancos de la camara. OK = Deteccién correcta. X
= Deteccion INCOTTECTA.......ceeiiiiiiiieeieeeiee 85
Tabla 3.14. Comparacién de la deteccién de patrones de diagnéstico ISO de
la cdmara. OK = Deteccién correcta. X = Deteccién incorrecta. ............... 85
Tabla 3.15. Comparaciéon del rendimiento del sistema entre distintos
ISPOSIEIVOS. 1ttt s 86
Tabla 4.1. Pardmetros de la caracterizacién analitica del QR colorimétrico
para glucosa y lactato en condiciones estandar. ............cccceveveiiiiiiiiiiiiiinnnen. 109

XxXi



Tabla 4.2. Determinacién de glucosa y lactato en muestras biologicas usando

el dispositivo Huawei PSmart. ... 115
Tabla 4.3. Determinacién de glucosa y lactato en muestras biologicas usando
el dispositivo Pocophone F1. ... 115
Tabla 6.1. Resultados de la recta de caracterizacién en cada canal........... 144

Tabla 6.2. Datos de la recta de caracterizacién ratiométrica a distintas ISOs.
Tabla 6.3. Pardmetros de la recta de caracterizacién inversa a ISO 400...147

Tabla 6.4. Datos de la determinacion de la concentracién de cianuro en el QR

FIUOTESCOITE. v et 149

Xxii



Lista de acréonimos

CD
CCD
CFA
CIE
CMOS
DCT
nPAD
PID
POC
QR
SVM

7Zxing

Carbon Dots

Charge Couple Device

Color Filter Array

Commission Internationale de ['éclairage
Complementary Metal Oxide Semiconductor
Discrete Cosine Transform

Microfluidic Paper based Analytic Device
Procesamiento de Imagen Digital

Point Of Care

Quick Response

Support Vector Machine

Zebra Crossing

xxiii



XXiv



Capitulo 1

Introduccion

1.1 Motivacion

Estos tltimos afios la sociedad atravesé momentos de gran dificultad deri-
vados de una pandemia global. Este suceso tuvo consecuencias socio-econé-
micas a nivel mundial e hizo que la sociedad se replanteara mejoras para
afrontar futuras crisis inesperadas. Una de las consecuencias de esta pandemia
fue la saturacién de los centros hospitalarios que favorecié los contagios mul-
tiples, la mortalidad de los pacientes y un estrés insostenible de los profesio-
nales sanitarios [1]. Una de las causas de la saturacién de los centros sanitarios
es la falta de medios de diagnéstico, rapidos, portables, fiables y de bajo coste
que eviten a los pacientes ir a los centros médicos. [2]. La necesidad de dispo-
sitivos sensores portables no solo afecta al diagndstico médico, sino que tam-
bién se extiende a otras dreas como la monitorizacién medioambiental [3] o la
seguridad alimenticia [4,5]. La falta de infraestructuras y recursos en zonas
rurales y en paises mas empobrecidos son un aliciente més para promover este
tipo de dispositivos que permita “democratizar” el acceso a instrumental de
calidad a bajo coste [2,4].

El desarrollo y la implementacion de sistemas analiticos portables va de la
mano de la evolucién de las plataformas de “Point of Care” (POC). Estos
sistemas de diagnodstico se emplean en el punto de cuidado del paciente sin
necesidad de ir a un hospital o requerir de maquinaria costosa especializada.
El desarrollo de sistemas POC requiere de la tecnologia analitica adecuada
para atender al paciente in-situ. Para este proposito existen dispositivos bio-
sensores y microfluidicos que permiten el desarrollo de métodos de andélisis
rapidos, portables, precisos y econémicos [2]. Los biosensores son dispositivos
analiticos que traducen una respuesta biologica en una sefial de salida detec-
table (6ptica, eléctrica o magnética). Comprenden tres elementos: (1) el ele-
mento biolégico objeto del andlisis, (2) un transductor que de cémo salida una
seflal medible y (3) un conversor que traduzca esta sefial a una comprensible
para el usuario [6]. Los biosensores pueden combinarse con los sistemas mi-
crofluidicos para dar lugar a dispositivos de dimensiones reducidas. La micro-
fluidica se basa en el uso de las fuerzas de capilaridad de los materiales para
guiar muestras liquidas por el dispositivo y realizar la reaccién deseada [3].



Gracias a esta tecnologia es posible desarrollar dispositivos de diferentes ma-
teriales como: papel, silicio, cristal y polimeros [7]. Para aplicaciones POC los
dispositivos microfluidicos basados en papel (uWPADs) son realmente intere-
santes debido a su bajo coste, reproducibilidad y facilidad de uso [8].

Por otro lado, los teléfonos inteligentes o smartphones han alcanzado una
alta capacidad de procesamiento con camaras integradas de gran calidad y
resolucién [9]. Ademads, presentan distintas posibilidades de comunicacién me-
diante Wifi, 4G/5G, comunicacién de campo cercano (NFC), Bluetooth o
sistema de posicionamiento global (GPS). Se pueden encontrar una gran va-
riedad de marcas y modelos de smartphones en el mercado a diferentes precios
facilitando la accesibilidad de estos dispositivos a personas de distintos perfiles
socio-econémicos. Combinando estos dispositivos con el desarrollo de aplica-
ciones méviles “Apps” es posible implementar sistemas analiticos especializa-
dos y portables de forma mas rapida y econémica que con el desarrollo de
hardware especializado. Es por esto que los smartphones son serios candidatos
para cimentar las bases del desarrollo de aplicaciones analiticas para biosen-

sores portables.

El uso de los teléfonos inteligentes como transductores de biosensores ha
sido un 4rea de creciente investigacién en esta tltima década [2-4,9-13]. Estos
sistemas usan como elemento captador de sehal la camara integrada en el
dispositivo. El disenio y la implementacion de algoritmos de procesamiento de
imagen son fundamentales para identificar el biosensor en la imagen y medir
su seflal [12]. En el caso de la medicién de sefiales colorimétricas las condicio-
nes de luminosidad ambiental son un factor determinante ya que la fuente de
luz usada puede modificar drasticamente los resultados. En la literatura se
presentan distintas soluciones, algunas de ellas pasan por la fabricacién de
accesorios para el teléfono en los que se generen una luminosidad controlada
para medir la muestra [14,15]. Son especialmente ttiles para la medicién de
sefnales fluorescentes, ya que permiten controlar la fuente de excitacién y crear
un ambiente oscuro que favorece la deteccién [16-19]. Otro enfoque para so-
lucionar esta problematica es el diseno e implementacién de algoritmos de
calibracién de luminosidad [20-23] que permiten evitar el uso de estos acce-
sorios, que en algunos casos dificultan el manejo del dispositivo. Sin embargo,
la implementacion de los algoritmos de procesamiento de imagen puede resul-
tar un reto considerable cuando se quiera analizar multiples analitos en un
mismo biosensor [20,21,24,25].



En esta tesis doctoral se abordard el uso de teléfonos inteligentes como
detectores de ntPADs de respuesta colorimétrica y fluorimétrica. Se aportaran
soluciones a través del desarrollo de algoritmos de procesamiento de imagen
que sean capaces de detectar y medir estos dispositivos. Durante el proceso
se profundizara en una linea de investigacién mas reciente en la que se inte-
gran los pPADs en cédigos Quick Response (QR) [26-29]. Esta integracion
permite aprovechar los algoritmos de deteccién de codigos bidimensionales
para facilitar el proceso de identificacién del dispositivo analitico. Una de las
aportaciones més innovadoras que se presentara en este trabajo es el aprove-
chamiento de la capacidad de correccién de errores de los codigos QR como
elemento de deteccién de analitos en el pPAD. Por otro lado, se presentan
algoritmos de calibracion de luminosidad para poder determinar la concentra-
ciéon de un reactivo bajo distintas condiciones ambientales. También, se im-
plementa un sistema para la medicién de pPADs de senal fluorescente y un
sistema de deteccién de coddigos QR fluorescentes. Finalmente, se testea un
algoritmo de apilamiento de imagenes para mejorar la sensibilidad del dispo-
sitivo para la deteccion de sefiales fluorimétricas. Como se puede observar,
todos los resultados derivados de este trabajo profundizan en el uso de teléfo-
nos inteligentes para la identificacion de dispositivos analiticos colorimétricos
o fluorescentes. Con esto, se pretende aumentar el estado del conocimiento
general en esta drea presentando soluciones novedosas y prometedoras en este

campo.

1.2 Objetivos

El objetivo principal de esta tesis doctoral es desarrollar e implementar
algoritmos para la deteccién de senales colorimétricas y fluorimétricas para
su uso en teléfonos inteligentes. Para ello se han definido cuatro objetivos de
desarrollo de soluciones especificas:

1. Desarrollar un sistema de deteccién de senales colorimétricas para
teléfonos inteligentes basado en el uso de codigos QR y correccion
de errores.

2. Disenar e implementar un sistema de determinaciéon multianalito
de glucosa y lactato para teléfonos inteligentes basado en cédigos
QR.

3. Desarrollar una solucién para la deteccién de sensores fluorimétri-

cos ratiométricos para teléfonos inteligentes.



4. Implementar una aplicacién en teléfonos inteligentes para la deter-
minacién del cianuro a partir de senales fluorimétricas en codigos

QR fluorescentes.

1.3 Estructura de la tesis

Este documento esta organizado en 7 capitulos en los que se expondran los
resultados de la tesis para que el lector pueda entender y evaluar de forma
apropiada los logros conseguidos. En el capitulo 1, en el que nos encontramos,
se presenta el contexto en el que se enmarca esta tesis, se ponen en valor sus
aportes y se enuncian sus objetivos principales.

En el capitulo 2 se hace una revisién de los conceptos tedricos necesarios
para el correcto entendimiento del documento. Se hard una revisiéon de los
fundamentos de la colorimetria y el fenémeno de la fluorescencia. También se
describiran las principales caracteristicas de los detectores de color y de ima-
gen en los que se basa el trabajo de esta tesis, asi como en los principales
algoritmos de procesamiento de imagen utilizados en esta investigacién. Fi-
nalmente, se hace una revision de los conceptos basicos sobre cédigos bidi-
mensionales, los codigos de correccién de errores y la implementacién de de-
tectores de codigos QR basados en librerias externas.

En los capitulos 3 y 4 se presentan soluciones desarrolladas durante la in-
vestigacion. Estos capitulos presentan una estructura similar, en la que se
comienza describiendo el contexto en el que se enmarca la solucién presentada.
Posteriormente, se aborda la conceptualizacién del sistema, consideraciones
de su implementacion software, la metodologia experimental sobre la que se
apoya y la discusion de los resultados obtenidos. Finalmente, se expone una
breve conclusién sobre la solucién implementada.

En el capitulo 3 se presenta una solucién para la deteccion de senales colo-
rimétricas basada en cddigos QR en teléfonos inteligentes. En este capitulo se
enfoca el trabajo desde el punto de vista del empleo de la capacidad de co-
rreccion de errores del cédigo para la deteccion de senales colorimétricas.

En el capitulo 4 se muestra el desarrollo de una aplicacién mévil para telé-
fonos inteligentes capaz de determinar la concentracién de glucosa y lactato
en coédigos QR colorimétricos. Se implementan algoritmos de calibracién de



la luminosidad para detectar varios analitos simultaneamente bajo las mismas
referencias de calibracion.

En el capitulo 5 se aborda la implementacion de un sistema de deteccién
de sensores fluorimétricos ratiométricos en teléfonos inteligentes. En este ca-
pitulo se desarrolla un algoritmo de procesamiento de imagen para la detec-
cién y medicién de sensores fluorescentes.

En el capitulo 6 se explora el desarrollo de una aplicacién movil para la
determinacién de senales fluorimétricas basadas en cédigos QR. Ademas, se
testea un algoritmo de apilamiento de imégenes para intentar mejorar la sen-
sibilidad del dispositivo en este tipo de mediciones.

Finalmente, en el capitulo 7 se resumen las conclusiones obtenidas en la
tesis planteando posibles trabajos futuros de cara a continuar investigando en
esta linea.






Capitulo 2

Estado del arte

Para poder abordar el contenido expuesto en esta investigacion es necesario
aclarar algunos conceptos tedricos que faciliten su entendimiento. En este ca-
pitulo se estudiara la ciencia del color, la colorimetria, que nos dard una base
para entender cémo se mide el color, y se presentara también el fenémeno de
la fluorescencia. Se abordard ademas el proceso de adquisicién del color me-
diante la explicacién del funcionamiento de los detectores de color y de imagen.
Posteriormente, se profundizard en las bases de los algoritmos de procesa-
miento de imagen para poder entender los algoritmos desarrollados en esta
tesis. Por otro lado, se presentaran los codigos bidimensionales, haciendo hin-
capié en el funcionamiento de los cédigos QR y se profundizara en las bases
tedricas de la correccion de errores Reed Solomon, empleada en los cédigos
QR. Finalmente, se describira el funcionamiento de la libreria Zebra Crossing
Project, que se emple6 como base para la implementacion de detectores de
codigos QR.

2.1 Colorimetria y fluorescencia

El eje central de esta tesis doctoral es implementar sistemas que sean ca-
paces de medir el color de sensores quimicos colorimétricos de forma precisa,
lo que supone un reto que necesita una solucién. Para ello, se acudira a la
colorimetria, la ciencia que estudia los procesos y técnicas mediante las cuales
se mide el color [30]. La medicién de sensores fluorescentes es otro punto
importante, por lo que se debe hacer un estudio del fenémeno de la fluores-

cencia [30] y c6mo se cuantifica.

2.1.1 El color

El color es un fenémeno complejo que esté directamente relacionado con la
luz. Esto implica que la eleccién del método de medida, el observador y las
condiciones de luminosidad ambientales son determinantes en el resultado. Se
podria hacer un simil con la fisica cudntica, donde la propia observacién del
experimento afecta al resultado de este. De esta problemaética surge la ciencia
de la colorimetria, que propone teorias y métodos para medir el color de forma

precisa y estandarizada.
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Figura 2.1. a) Esquema de percepcién del color por un observador [30]. b) Espectro
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Figura 2.2. a) Seccién cruzada del ojo humano [30], b) sensibilidad espectral de los

conos del sistema visual humano [30].

Para poder medir el color hay que entender qué es, cémo se origina y como
lo percibimos los seres vivos, en concreto los seres humanos. Como se men-
cioné anteriormente el color es un fenémeno fisico intimamente relacionado
con la luz. El origen de este fenémeno depende de tres elementos, como se
observa en la Figura 2.1a: la fuente de luz, el objeto observable y el observador
[30]. La fuente de luz produce una onda del espectro electromagnético dentro
del rango considerado como el espectro visible, el conjunto de longitudes de
onda que nuestro sistema visual puede percibir. En la Figura 2.1b se puede
ver que el rango de longitudes de onda que conforma el espectro visible va



desde 400 nm a 700 nm. Por encima de este rango se encuentra el rango
ultravioleta y por debajo el infrarrojo, a los cuales no somos sensibles mediante
la vista, pero si mediante otros 6rganos como la piel [30]. La luz emitida incide
sobre el objeto observable, el cual absorbe parte de las longitudes de onda y
refleja otras. La luz reflejada por el objeto es percibida por el observador que
segin su sistema visual interpreta las longitudes de onda reflejadas por el
objeto dandole una forma y un color.

Este proceso esta estrechamente relacionado con el funcionamiento de nues-
tro sistema visual. En la Figura 2.2a se puede ver una seccién cruzada del ojo.
La luz entra en nuestro globo ocular e incide sobre la retina. La cérnea y la
lente son las encargadas de enfocar la imagen cambiando su forma. El iris
modula la cantidad de luz que entra en el ojo y la retina contiene los fotorre-
ceptores que absorben una porcién de la luz generando una sefial en el nervio
6ptico que es interpretada por nuestro cerebro [30]. En la retina se encuentran
dos tipos de fotorreceptores: los bastones, con una alta sensibilidad que de-
tectan objetos como sombras de grises, y los conos, con una menor sensibilidad
son los encargados de detectar el color. Los seres humanos tenemos tres tipos
de conos que responden a rangos diferentes de longitud de onda. En la Figura
2.2b se puede ver la sensibilidad espectral de los tres conos y como correspon-
den a diferentes regiones de longitud de onda larga, L (rojo), media, M (verde)
y corta, S (azul) [30]. En la Figura 2.2b las curvas azul, verde y naranja,
corresponden con los conos S, M y L, respectivamente.

2.1.2 Medida del color

Una vez entendido cémo percibimos los colores es importante plantearse de
qué forma podemos describirlos. Tradicionalmente se han usado nombres y
adjetivos para nombrar a los colores de forma universal: blanco, negro, rojo,
amarillo, verde, azul, etc. [31]. Sin embargo, esta nomenclatura no es sufi-
ciente para describir todos los colores de forma precisa. Por ello surge la ne-
cesidad de establecer escalas de medida para organizar y especificar el mayor
namero de colores posibles. Siguiendo esta idea se han definido distintos sis-
temas para medir el color. En [32] se propuso un sistema basado en tres atri-
butos fisiolégicos independientes para describir el color: el tono, el brillo y la
intensidad cromatica. El tono se puede definir como la longitud de onda do-
minante del espectro de radiacién de un color. En muchas ocasiones los colores
se pueden organizar en un circulo tonal, como se puede ver en la Figura 2.3a.
El brillo se define como la variaciéon de luminosidad del color. En la Figura
2.3b se puede ver un ejemplo de tres incrementos de brillo (de izquierda a
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derecha) tomando tres tonos distintos (blanco, verde y amarillo). Finalmente,
la intensidad cromética se puede describir como la carga cromatica que tiene
un color. La Figura 2.3c muestra un ejemplo de incremento de la intensidad
cromética de un rosa (aumento de izquierda a derecha) a partir de tres colores
base (blanco, gris, negro).

\ 00000000000
Y d 00000000000

@ 00000 . 00000
a)
Figura 2.3. a) Circulo tonal con 8 colores, b) incremento del brillo, ¢) incremento de
la intensidad [30].

En este punto atn queda por resolver la pregunta de: jcémo se mide el
color? Si bien somos capaces de describirlo de forma més precisa, aiin no se
ha establecido un método de medida. Una de los procedimientos més sencillos
para medir el color es mediante un método de Visual Color Matching o em-
parejamiento de color [30,33]. Este consiste en comparar un color bajo una
determinada iluminacién con otro que se pueda reproducir con un sistema de
tres fuentes de luz en tres tonos: rojo, azul y verde, (Red, Bluey Green, RGB).
Variando cada una de estas fuentes de luz se comparan ambos colores y se
determina, visualmente, si son similares. De esta forma se construye un sis-
tema de tres estimulos con los que se define numéricamente un color [30,33].
Este sistema tiene el problema de que es dependiente del observador que com-
para ambos colores. Para paliar esto la Comisién Internacional de Iluminacién
(Commission Internationale de l'éclairage, CIE) establecié un sistema de me-
dida estandarizado, el CIE 1931, que define unas curvas de sensibilidad es-
pectral estdndar, a partir de un grupo observadores [34,35]. En la Figura 2.4
se pueden ver las funciones de color-matching conocidas como las curvas de
sensibilidad espectral de un observador estandar en el CIE 1931. Se mencion6
anteriormente que la fuente de luz usada es determinante en la medicion del
color, por lo que la CIE definié varios estandares de iluminaciéon con una letra
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o un numero. Podemos encontrar, el iluminante A, luz incandescente, el ilu-
minante B, luz del sol directa, el iluminante C, promedio de la luz del dia o
el iluminante D, que representa las fases de la luz del dia. Uno de los ilumi-
nantes mas comunes en aplicaciones colorimétricas es el D65, ya que repre-
senta una fase de la luz natural del dia con una temperatura de color de 6504K
[36].
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Figura 2.4. Funciones de color-matching del estandar CIE 1931 [30].

Tristimulus value

2.1.3 Espacios de color

Como resultado del estudio de la colorimetria se han definido distintos
modelos o espacios de color con los que se pueden describir los colores. Un
espacio de color es un modelo matematico abstracto que describe los colores
como una secuencia de nimeros que depende de cada modelo. Cada uno de
estos espacios surge de una necesidad especifica y se aplican dependiendo del
contexto. Dado que los algoritmos desarrollados en este trabajo seran aplica-
dos en sensores quimicos colorimétricos, se van a analizar estos espacios de
color atendiendo a sus ventajas y desventajas desde este punto de vista.

RGB

El espacio de color RGB es el mas comin en dispositivos de adquisicién,
ya que trabaja de forma similar al sistema visual humano. Define cada color
como un sistema aditivo de tres componentes rojo, verde y azul. Cada com-
ponente varia de 0 a 2™, donde n es el nimero de bits que se utilizan para
codificar dichos valores [36]. Por ejemplo, para 8 bits los valores varfan de 0
a 255. Es un sistema dependiente del dispositivo y de cada fabricante lo que
provoca que un color de apariencia similar se codifique con valores de RGB
diferentes en cada dispositivo. Se puede representar graficamente como un
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cubo, como se puede ver en la Figura 2.5a. Un inconveniente de este modelo
es que tiene una alta dependencia con el dispositivo [12]. Este espacio de color
ha sido usado en la literatura para la cuantificacién del color en sensores
quimicos [37,38]. También se hace uso de este sistema en la literatura deri-
vando la intensidad de color, Y, descrita mediante la ecuacién (1), [39].

Y =+yR?*+ G2+ B? M
CIE 1931

Ya se menciond el CIE 1931 como un modelo estandar que no dependia del
dispositivo. Tiene la ventaja de que cubre todo el rango de colores percibidos
por el ser humano pero su representacion no es perceptualmente uniforme, lo
que provoca dificultades a la hora de comparar colores [40]. Este modelo tam-
bién es conocido como CIE XYZ debido a que cuenta con tres componentes
X, Y, Z para representar los colores, donde la coordenada Y es equivalente a
la luminancia. Estas componentes se relacionan con el modelo RGB como se
muestra en la ecuacién (2). La matriz de coeficientes es dependiente del ilu-
minante empleado en cada aplicacién. Por lo tanto, es un modelo dificil de
escalar a distintas iluminaciones ambiente. Para representar graficamente este
modelo suele usarse un diagrama de cromaticidad, que puede verse en la Fi-
gura 2.5b. Pero para ello han de normalizarse las coordenadas usando las
ecuaciones (3), (4) y (5). Se puede ver que la coordenada z es dependiente de
z e y, lo que implica que un color puede representarse perfectamente en este
sistema con dos coordenadas z e y junto a una Y que equivale a la luminancia.

X 0.4125 0.3576 0.1804] [R )
y| = (02127 0.7156 0.0722| |G (2)
Z 0.0193 0.1192 0.9502) LB
S S (3)
X+Y+2
_ Y (4)
YTX iy iz
_ 4 _ X (5)
TXrviz LTt

CIELAB

El espacio CIELAB nace para dar solucién al problema de falta de percep-
cién uniforme de los colores que se da en el estdndar CIE 1931. Con este
sistema se obtiene un diagrama de cromaticidad perceptualmente uniforme,
lo que lo hace muy interesante para comparar colores [41]. En este sistema la
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coordenada L representa la luminancia con un rango de 0 a 100. Las coorde-
nadas a* y b* representan el cambio de color desde el magenta al verde y del
amarillo al cian, respectivamente, y varian de -60 a 60. Al igual que el sistema
XYZ, este es independiente del dispositivo, pero requiere de un paso interme-
dio para obtener sus coordenadas, lo que equivale a un mayor consumo de
recursos. Las ecuaciones (6), (7) y (8) muestran el cdlculo de las coordenadas
L, a* y b* a partir de XYZ.

Y3 Y
116 | — — 16.s1 — > 0.008856
| <Y) Ty, (6)

L =
Y Y
B—=,s5t —<0.
i 903 3Y 1513 < 0.008856

n n

a* = 500 {(Xﬁ) " (Yz) 1/3} (7)

n n

b* = 200 {(YX) v @) 1/3} (8)

n

T00 T 00 027 03 04 05 06 07 08
x

b)

Value Munsell Color System
— Hue

Chroma l

fled-Purple  Red -

Purple-Blue  BIVE

Blue-Green

c) d)
Figura 2.5. Representacién grafica de los distintos espacios de color, a) modelo RGB
[42], b) modelo CIE 1931 [43], ¢) modelo HSV [44], d) sistema de Munsell [45].
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HSV

El espacio HSV (Hue, Saturation, Value) es un modelo de color basado en
el tono, esto quiere decir que existe un pardmetro inico para definir el tono
de un color. Se ha demostrado que el tono es un parametro muy robusto ante
cambios de luminosidad ambiente, lo que resulta en una gran ventaja para
identificar un color [46]. El tono suele variar entre 0 y 360°. El pardmetro de
saturacién nos define la intensidad cromética del color y el valor hace refe-
rencia al brillo, ambos se miden entre 0 y 1 (Figura 2.5¢). Otra ventaja de
este espacio es que es perceptualmente uniforme, por ello es muy usado por
disefiadores y artistas en programas de disefio. Una de sus principales desven-
tajas es que deriva directamente del modelo RGB, como reflejan las ecuacio-
nes (9), (10), (11) y (12), [47], lo que lo convierte en un modelo dependiente
del dispositivo con el que se mida.

C =max R,G,B —min(R,G, B) 9)
— B
[ (%)/G,simaxR,G,B =R
H = 60° x <¥+2>/6,simax R,G,B =G (10)
R—-G .
<T+4>/6,szmax R,G,B =B
0,51 C =0
5= {c ()
V,otvo caso
(12)

V = max(R, G, B)

Sistema de color de Munsell

La escala de Munsell fue publicada en 1905 y consiste en 1500 muestras de
color ordenadas de forma sistematica [48]. Es un espacio de color basado en
tono, H, que dividia el circulo tonal en cinco tonos principales (rojo, amarillo,
verde, azul y morado) aunque mds tarde fueron subdividiéndose hasta identi-
ficar 100 tonos distintos. Este espacio de color cuenta con dos componentes
maés, saturacion, C, y brillo, V. Una de las principales caracteristicas de este
sistema es que tanto la saturacion como el brillo presentan intervalos percep-
tuales similares a los del ser humano [49]. Este sistema es id6neo si se quiere
tener una representacién perceptual similar a la del ser humano, pero no es
atil para detectores de color ni camaras digitales.
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CMYK

El espacio CMYK es un modelo sustractivo que es principalmente usado
en impresién [50]. Esto es debido a que al imprimir ya contamos con un fondo
de color (por ejemplo, folio en blanco) a partir del cual se van mezclando
tintas que eliminan las longitudes de onda correspondientes para que se refleje
un color determinado. El modelo CMYK usa como colores bésicos el cian, el
magenta y el amarillo. La coordenada K hace referencia al color negro que se
anade para obtener un negro mas puro en impresién. Este sistema puede ob-
tenerse a partir del modelo RGB con la ecuacién (13).

¢l M (R
M| = {1 - |a (13)
vl Ll s

YUV

El modelo YUV es un sistema que empezo6 a usarse en televisién para faci-
litar la compresién de informacién sin perder excesiva calidad en el color, y
que actualmente sigue usandose en algunas aplicaciones méviles para tomar
iméagenes. El modelo cuantifica de forma separada la luminancia, Y, y las
crominancias UV. Las coordenadas YUV se pueden obtener a partir de RGB,
mediante la ecuacién (14), y viceversa, usando la ecuacién (15).

Y 0.299 0.587 0.1147] [R (14)
U| =|-0.147 —0.289 0436| |G
V 0.615 —0.515 —0.100] LB
R 1 0 1.1401 [Y (15)
G| =11 —-039% —0.581| |U
B 1 2.029 0] LV

2.1.4 Fluorescencia

Hasta ahora se ha expuesto qué es el color, asi como los procedimientos y
herramientas matematicas para medirlo. A continuacién, se va a presentar
otro fenémeno muy utilizado para disefiar sensores quimicos de respuesta op-
tica, la fluorescencia. La fluorescencia es un tipo de fenémeno luminiscente,
que se produce cuando un material emite luz sin ningtin tipo de excitacién
térmica [30]. Dentro de estos fendmenos se encuentra la fotoluminiscencia, la
cual se manifiesta cuando un material es excitado por una fuente de luz y el
material emite luz con una longitud de onda diferente a la excitacién original.
La fluorescencia es un caso particular en el que la emisién de luz se da al
mismo tiempo que la excitacién inicial [33].
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Figura 2.6. Arquitectura de un fluorémetro [51].

Para medir la fluorescencia de los materiales y sustancias se han usado
tradicionalmente dos tipos de equipos de medicién: los espectrémetros y los
fluorémetros basados en filtros [51]. Los espectrémetros son equipos capaces
de medir la radiacién luminica reflejada o absorbida por un objeto o sustancia
en diferentes longitudes de onda. Estos equipos constan de distintos elementos
opticos y electronicos como: fuentes de luz, monocromadores y fotodetectores
donde algunos de ellos como los monocromadores constan de componentes
opto-mecanicos como colimadores, espejos focales, rejillas difractoras, etc. Es-
tos equipos son dificiles de convertir en una instrumentacion portable debido
principalmente a que su miniaturizacién es complicada sin perder resolucién
y sensibilidad [51]. Como contraparte estdn los fluorémetros, que permiten
medir la fluorescencia a una longitud de onda fija. En la Figura 2.6 se puede
ver un esquema de la arquitectura de un fluorémetro. Se puede apreciar cémo
éste esta basado en una fuente de luz dirigida hacia una muestra que es foca-
lizada y filtrada con un conjunto de lentes y filtros. Al ser excitada la muestra
con la fuente de luz, ésta emite luz en otra longitud de onda distinta que es
dirigida a un fotodetector mediante un conjunto de lentes y filtros. Los siste-
mas portables estan basados principalmente en este tipo de arquitectura de-
bido a su sencillez y su facilidad de miniaturizacién. Este tipo de instrumen-
tacién portable busca tener un tamafio compacto y un bajo consumo. Actual-
mente los smartphones son unos dispositivos prometedores para este tipo de
aplicaciones debido a su reducido tamaifio, capacidad de procesamiento y facil
acceso a la poblacién. Sin embargo, para la medicién de sensores fluorescentes
se necesitan unas condiciones de baja luminosidad que en ocasiones requieren
de accesorios para el smartphone que aumentan su tamafo y dificultan su
manipulacion.
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2.2 Detectores de color y de imagen

Una vez presentadas las bases de la colorimetria es hora de preguntarse
como se puede captar la luz reflejada por un objeto para transformarla en una
sefial eléctrica interpretable por alguno de los modelos de color presentados
previamente. Si se quisiera medir exclusivamente el color de un objeto se
podria acudir a fotodetectores, espectrémetros o colorimetros que captan ni-
camente la radiacién visible reflejada por los objetos en un punto concreto del
espacio. Sin embargo, cuando se quiere captar informacion de la dimensién
espacial del objeto se deberia optar por usar dispositivos de imagen como
camaras digitales, escaneres y smartphones. Estos dispositivos cuentan con
sensores de imagen que son capaces de captar la radiacién en distintos puntos
del espacio creando una imagen.

2.2.1 Fotodetectores y colorimetros

La base de la medicién de la radiacion visible fue el descubrimiento del
efecto fotoeléctrico por Albert Einstein en 1905, [52] a partir de ese momento
se dio la posibilidad de crear dispositivos capaces de traducir una senal lumi-
nosa en una eléctrica, como los fotodiodos. Un fotodiodo es un fotodetector
basado en una unién PN de semiconductores que es capaz de transformar la
luz recibida en voltaje o corriente dependiendo de su modo de operacion. Se
pueden encontrar ejemplos en la literatura donde este tipo de detectores son
usados para medir el color de sensores quimicos [13,53]. Otra forma de medir
el color es a través de un espectrémetro, este es capaz obtener el espectro en
frecuencia de una onda electromagnética como puede ser la luz. Esto puede
ser muy util para determinar el espectro de reflexién de un objeto, lo que
determinaria cudl es la radiacion que refleja, dando origen al color que perci-
bimos. Por otro lado, estan los colorimetros que son capaces de darnos las
medidas de un color en distintos espacios de color de forma muy precisa. En
investigacién suelen usarse este tipo de colorimetros para validar modelos o
nuevos dispositivos de medicién [54].

2.2.2 Sensores de imagen. CCD y CMOS

Se pueden definir los sensores de imagen como un dispositivo compuesto
por una matriz de fotodetectores dos dimensiones (2D) que es capaz de captar
la luz procedente de distintos puntos del espacio para realizar una represen-
tacion en 2D del mundo real. Estos sensores son la base del funcionamiento
de las caAmaras digitales, los escaneres y los smartphone.
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Figura 2.7. Diagrama de funcionamiento de un sensor de imagen monocromético
[55].
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Figura 2.8. Patrén de un filtro de Bayer.

Las principales tecnologias de sensores de imagen que se pueden encontrar
son CCD (Charge-Coupled Devices) y CMOS (Complementary Metal-Oxide-
Semiconductor). Ambas tecnologias usan un mosaico en dos dimensiones en
el que cada cuadrado del mosaico es un fotodiodo que capta la luz y la trans-
forma a una senal eléctrica, este es conocido como pixel. Los sensores de ima-
gen también cuentan con algiin componente que realiza el escaneo de los pi-
xeles e identifica sus coordenadas dentro de la imagen [55]. En la Figura 2.7
se muestra un ejemplo del diagrama de funcionamiento de un sensor de ima-
gen monocromatico. La resolucion del sensor va determinada por el niimero
de pixeles que tenga la matriz, cuanto mayor sea este, mayor calidad de la
imagen se podra conseguir. Para tomar imagenes en color se usa una agrupa-
cién de filtros de color (Color Filter Array, CFA) que se coloca encima del

sensor para filtrar la luz incidente. Uno de los patrones de CFA maés usados
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es el de Bayer, que puede verse en la Figura 2.8. Este patrén consiste en
colocar filtros de rojo (R), verde (G) y azul (B) en cuatro pixeles adyacentes
que forman un pixel de color. El patrén da méas peso al G en la conformacion
del pixel ya que el ser humano detecta mejor la luz en el rango del verde.

Los sensores CCD y CMOS basan su funcionamiento en la acumulaciéon de
carga en cada pixel de forma proporcional a la intensidad luminica, sin em-
bargo, presentan ciertas diferencias que se van a explicar a continuacién. En
los CCD, tras la acumulacién de carga en el pixel, se realiza la transferencia
de carga de cada pixel secuencialmente a un registro de desplazamiento que
lo lleva fuera del chip a un conversor de carga a voltaje y posteriormente a
un conversor analdgico-digital (A/D) [56]. En cambio, en los sensores CMOS
la conversién de carga a voltaje tiene lugar en cada pixel, lo que permite que
las cargas pueden ser procesadas al mismo tiempo y de este modo se reducen
los tiempos de respuesta, el consumo y el tamano [12]. Por lo general los CCD
presentan mayor calidad y menos ruido, sin embargo, los CMOS han tenido
mayor penetraciéon en el mercado ya que su fabricacién se puede estandarizar
como la de cualquier semiconductor.

2.2.3 Dispositivos de captacién de imagenes

Dentro de los equipos de captaciéon de imagen se pueden encontrar escane-
res, camaras digitales o los smartphones. Cada uno de ellos presenta unas

caracteristicas diferentes que se analizardn a continuacién.
Escaneres

Un escaner es un dispositivo que permite digitalizar imagenes o documentos
impresos que pueden ser posteriormente manipulados e interpretados por un
ordenador. Un escaner consiste en un cabezal que recorre la pantalla del es-
caner emitiendo una luz blanca que se refleja en el objeto escaneado y es
guiada mediante un conjunto de espejos hasta un sensor de imagen CCD, en
la Figura 2.9 se puede ver un ejemplo. Los pardmetros que determinan la
calidad de un escaner son la resolucién, la profundidad de color y el rango de
densidad. La resolucion, es el nimero de pixeles que estdn presentes en una
imagen, y se mide en puntos por pulgada. La profundidad de color determina
el rango de colores que puede representar un escaner; normalmente se encuen-
tra entre 24 y 48 bits. El rango de densidad indica si el escaner es capaz de
reproducir sombras y brillos de una pasada. Los escaneres presentan como
principal ventaja que no son afectados por las condiciones de luminosidad
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ambiente, lo que los hace muy precisos para medir el color de forma estandar.
Entre sus principales desventajas estan la limitacion de que solo permiten
escanear objetos planos, debido a la propia estructura del aparato. También
se tendria la desventaja de que la mayoria de estos aparatos no son facilmente
portables y requieren de un procesado posterior de la imagen para obtener
informacién relevante de forma automatica.

Documento a escanear

Fuente de luz movil -

Espejo/.‘.,.. R e —"
Fijo (; »
L Espejo movil
L 1

CCD

Figura 2.9. Esquema de funcionamiento de un escdner plano [57].

Camaras digitales y smartphones

A diferencia de los escaneres, las cdmaras digitales permiten capturar cual-
quier objeto dentro de una escena en tres dimensiones para digitalizarla en
una imagen en dos dimensiones. En la Figura 2.10 se presenta un diagrama
de bloques de una cédmara digital tipica. Las cidmaras digitales basan su ar-
quitectura en un sensor de imagen CCD o CMOS que toma la luz proveniente
de un objetivo que focaliza la luz en este sensor mediante unas lentes. Este
sensor cuenta con una ganancia llamada cominmente ISO que permite con-
trolar la sensibilidad del sensor. Tras este proceso las imégenes se obtienen en
formato RAW, en bruto tal cual la capt6 el sensor. Posteriormente las cama-
ras cuentan con un sistema de procesamiento digital que preparan la imagen
para llevarla a un formato estandar de reproducciéon de imagenes, como puede
ser JPEG. En esta etapa es donde se aplican procesos como filtros, balance
de blancos, correcciéon gamma, etc., que son dependientes de cada dispositivo.
Las cadmaras digitales cuentan con gran portabilidad y calidad de imagen,
dependiendo del modelo, sin embargo, estan influenciadas por la luminosidad
ambiental. Esto implica que para medir el color con precisién se deban tener
controladas las condiciones de luminosidad ambientales o realizar procesos de
calibracién previos [58-60].
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Figura 2.10. Diagrama de bloques funcional de una cdmara digital [61].

Gracias a la irrupcion de los teléfonos inteligentes en esta tltima década y
la integracion de camaras digitales en estos dispositivos, se empezaron a ver
estos aparatos como sustitutos de las cdmaras digitales convencionales. En la
actualidad los smartphones ofrecen una excelente portabilidad y pueden con-
tar con camaras de una calidad media o incluso de alta calidad en algunos
modelos [62-64]. Los smartphones cuentan habitualmente con sensores de
imagen basados en tecnologia CMOS. Actualmente se pueden encontrar sen-
sores de imagen de alta calidad como la tecnologia PureCel de OmniVision
[65], ISOCell de Samsung [66] y la serie IMX500 de Sony Semiconductor [67].
Esto sensores presentan una gran resolucién, un alto rango dindmico y alguno
de ellos cuentan con funcionalidades de procesamiento con Inteligencia Arti-
ficial. Una de las principales ventajas de los smartphones en la actualidad es
la combinacién de las cAmaras digitales integradas con las aplicaciones mévi-
les, disponibles en el dispositivo. Esto posibilita usar aplicaciones para medir
el color directamente en el smartphone e incluso disenar aplicaciones para
propésitos mas especificos aprovechando la capacidad de procesamiento de
estos dispositivos. Sin embargo, una de las principales problematicas del uso
de los smartphones para la medicién del color es que no se pueden controlar
todos los pardmetros de la camara. Hoy en dia muchos de ellos presentan
algoritmos de autoenfoque o embellecimiento de la imagen que hace dificil
obtener resultados reproducibles en ciertos experimentos. Aun asi, el uso de
smartphones para mediciéon del color es una solucién muy explorada en la
literatura [2-4,9,11,68] debido a la alta penetracién de estos, su facilidad de
uso y su bajo coste en comparacién con colorimétricos comerciales.
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2.3 Procesamiento de imagen digital

A partir de la imagen digital puede ser necesario aplicarle algin procesa-
miento digital para mejorar la calidad, realizarle alguna mejora estética o
comprimirla para que ocupe menos espacio. En esta tesis se busca extraer
informacién relevante de los sensores quimicos captados en la imagen. El ob-
jetivo es que un dispositivo identifique automaticamente caracteristicas de
interés en la imagen del sensor para detectar su posicién, extraer su intensidad
o calcular la concentraciéon del analito en cuestiéon. Para ello se aplican técni-
cas de procesamiento de imagen digital (PID) y visién por computador. Por
este motivo merece la pena dedicar algunas paginas de este trabajo a explicar
algunos aspectos tedricos de estas disciplinas y profundizar en los algoritmos

que se han empleado en este trabajo.

Preprocesamiento:
Adquisicién:
- Mejora y restauracién

- Optica .
p - Procesamiento de color
- Sensor de imagen

- Transformaciones geométricas
- Convertidor A/D

- Balance de blancos \
- Correccién gamma
- Compresién ..
P Segmentacién:
- Umbralizaciéon
- Etiquetado
- Procesamiento morfoldgico
Descripcién:

- Deteccién de bordes

L . Reconocimiento:
- Deteccién de regiones

Ny s - Entrenamiento y test
- Descripcién de caracteristicas o o
- Aprendizaje automético

- Aprendizaje profundo

Figura 2.11. Esquema de las etapas del procesamiento de imagen digital y visién por

computador.

Para clarificar un poco toda esta informacién, en la Figura 2.11, se presenta
un esquema que organiza las etapas del PID y la visiéon por computador men-
cionando algunos ejemplos de algoritmos que se pueden encontrar en cada
etapa [69]. La primera etapa del procesamiento de imagenes es la adquisicién,
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que consta de todos los dispositivos y métodos que van destinados a captar
una escena real y convertirla a una imagen 2D. En este proceso estan involu-
cradas las herramientas de captacién (éptica, sensores y convertidores A/D),
mencionadas en la seccién 2.2. y otros algoritmos destinados a la preparacion
de la imagen para mostrarla al usuario, normalmente dependientes del dispo-
sitivo. La siguiente etapa es la de preprocesamiento, en la que se aplican
procesos dirigidos a mejorar la calidad de la imagen, del color o incluso trans-
formaciones geométricas de la imagen. Después, se encontraria la etapa de
segmentacion. Esta es la primera etapa donde los métodos estan destinados a
la extracciéon de informacion de la imagen, como los algoritmos de umbraliza-
cién y de andlisis morfolégico que permiten detectar regiones de interés en la
imagen. La siguiente etapa es la de descripcion, en la que se agrupan métodos
que emplean algtin tipo de magnitud para describir las regiones detectadas.
Entre ellos se encuentran la deteccién de bordes, formas o esquinas y la ex-
traccién de atributos y caracteristicas a partir de un elemento de una imagen.
Finalmente, en algunos casos es de utilidad entrar en la siguiente etapa, re-
conocimiento, en la que a partir de un conjunto de imagenes somos capaces
de asignar una etiqueta sobre un concepto que buscamos clasificar. En esta
etapa entrarian los algoritmos de aprendizaje automético y redes neuronales,
sin embargo, estos quedan fuera de los resultados obtenidos en este trabajo.
A continuacion, en las préximas secciones, se van a presentar y formular al-
gunos casos concretos de algoritmos de procesamiento de imagen que son tuti-
les para entender este trabajo.

2.3.1 Algoritmos para la adquisicién

Una vez es digitalizada una imagen, sobre esta se aplican una serie de
algoritmos que van destinados a mejorar el proceso de adquisiciéon y presen-
tacién de la imagen. Uno de los casos méas interesantes es el de la correccion
gamma. Antiguamente los televisores analdgicos de tubos de rayos catddicos
tenfan una respuesta no lineal entre el brillo y el voltaje de la sefial de entrada.
Esta relacion venia determinada por una funcién caracterizada por un ntimero
llamado gamma, y. Para compensar este efecto se realizaba una correccién en
el televisor a través de una funcién aplicando una gamma inversa. En la Fi-
gura 2.12 se puede ver un ejemplo de la funcién gamma para distintos valores
de y. En la actualidad se sigue aplicando esta correccién gamma en camaras
y smartphones a fin de que los colores en la pantalla sean méas naturales para
el ser humano [70]. Esta correccién presenta la desventaja de que los valores
RGB no son proporcionales a la intensidad de la luz recibida de forma lineal
lo que puede ocasionar dificultades segin qué aplicaciones [61]. Sin embargo,
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no es tan sencillo anular esa correccién gamma ya que muchos dispositivos
ocultan la funcién exacta que usan para realizar dicha correccién.

Otro algoritmo que se realiza de forma interna en las cdmaras de forma
automatica es el balance de blancos. Este es un proceso que busca compensar
la iluminacién externa moviendo el blanco de la imagen a un blanco puro
(referenciado a un sistema de iluminacién estdndar como el iluminante D65).
Esta compensacién puede ser especialmente significante cuando la iluminacién
externa estd muy coloreada [61]. El balance de blancos es un proceso que se
suele realizar de forma automatica en las cAmaras, aunque en la mayor parte
de dispositivos puede controlarse para simular una iluminaciéon determinada.
En la literatura existen diferentes métodos para realizar dicha correccién
[71,72]. Sin embargo, para dispositivos comerciales es complejo conocer las
operaciones exactas que se aplican en este proceso ya que suele ser informacién
que las empresas guardan de forma privada.
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Figura 2.12. Representacion de la funciéon gamma, para distintos valores de y.

La dltima etapa de esta fase de adquisicion de la imagen suele ser la apli-
cacién del estdndar JPEG [73] la cual implica la compresién de la imagen
para reducir el tamaifio del archivo final. Las cAmaras digitales permiten, nor-
malmente, obtener las imagenes en formato JPEG o en formato RAW. Este
ultimo es usado habitualmente por fotégrafos y disenadores ya que contiene
la informacion en bruto de la imagen sin ningin procesamiento. Sin embargo,
este formato ocupa mucho maés espacio que el estandar JPEG y requiere de
un procesamiento posterior (similar a un revelado) para poder mostrar la
imagen final. En smartphones se usa habitualmente el formato JPEG a partir
del espacio de color YUV, o variantes de este, ya que ocupan mucho menos
espacio y permite un procesamiento posterior mas rapido. El formato JPEG
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realiza una compresién basada en la transformada discreta del coseno (Dis-
crete Cosine Transform, DCT) que permite reducir el tamaiio de la imagen
reduciendo las altas frecuencias de la imagen, a las cuales el ser humano es
menos sensible [61].

2.3.2 Algoritmos para el preprocesamiento

En esta etapa se busca procesar la imagen y adecuarla a la aplicacién es-
pecifica que se esté realizando. Este procesamiento se puede realizar de forma
manual mediante programas de procesamiento de imagen o pueden implemen-
tarse scripts que apliquen estos métodos de forma automatica. Hay distintas
técnicas que son usadas en esta etapa y se pueden clasificar segin el tipo de
operacion realizada en la imagen; en esta secciéon se van a abordar algunas de
ellas.
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Figura 2.13. Funciones basicas de transformacién de intensidad en una
imagen [69].

Por un lado, se encuentran las transformaciones de intensidad que operan
directamente sobre los niveles de intensidad de la imagen en RGB o en escala
de grises. Estas transformaciones aplican un mapeo de los niveles de intensi-
dad pixel a pixel mediante una funcién [69]. Dependiendo del tipo de trans-
formacién utilizada se pueden dar distintas técnicas de procesamiento, véase
la Figura 2.13. Hay dos transformaciones que tienen especial importancia en
el procesamiento de imégenes en baja luminosidad como pueden ser el au-
mento del brillo o el ajuste del contraste. La primera permite aumentar el
nivel de intensidad de los pixeles mediante una transformaciéon aditiva mejo-
rando la visualizacién de ésta. Por otro lado, el ajuste del contraste permite
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aumentar el rango dindmico de la intensidad de la imagen dando lugar a una
mejor visualizacién y aprovechamiento del rango total de niveles. En la Figura
2.14 puede verse un ejemplo de un ajuste de brillo y otro de contraste. Estos
algoritmos se han aplicado sobre la imagen de Lenna (una imagen de test
ampliamente reconocida); debajo de las imégenes se presentan las funciones
de transformacién aplicadas en cada caso empleando el software de procesa-
miento de imagenes GIMP.

d) e) f)

Figura 2.14. Ejemplos de ajustes de brillo y contraste, a) imagen original, b) aumento
del brillo, ¢) y d) aumento del contraste, d), e) y f) funciones de transformacién.

Figura 2.15. Transformaciones de intensidad aplicadas sobre cada canal RGB por se-
parado, a) imagen original, b) imagen de una transformacién de histograma por canal.
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b)

Figura 2.16. a) Imagen de test, b) histograma entre 0 y 255.

También es posible aplicar una modificaciéon de intensidad a cada canal
RGB por separado como puede verse en la Figura 2.15. Por otro lado, se
tienen las técnicas de procesamiento basado en histograma. Un histograma es
una representacion de la distribucién de los pixeles para cada nivel de inten-
sidad del 0 al 255. En la Figura 2.16 puede verse un ejemplo para la imagen
de Lenna. Dentro de las técnicas de procesamiento por histograma se encuen-
tran la ecualizaciéon de histogramas o el emparejamiento de histogramas, que
son muy utiles para aplicar mejoras automaticas de intensidad modificando
el histograma de una imagen a partir de otro conocido del que se quiera re-
plicar su distribuciéon de niveles. En la Figura 2.17 se puede ver un ejemplo
de esta técnica en la que una imagen es oscurecida y usando el histograma
original como referencia se puede restaurar la imagen obteniendo un nuevo
histograma semejante al original. En el procesamiento de imagen existen tam-
bién las transformaciones geométricas, que modifican la posicion de los pixeles
de la imagen sin modificar sus niveles de intensidad. Estas funciones se aplican
pixel a pixel sobre el dominio de la imagen modificando su forma y disposicién.
En la Figura 2.18 se presenta un ejemplo de los distintos tipos de transforma-
ciones geométricas. La transformacién proyectiva tiene especial relevancia ya
que permite modificar la perspectiva de la imagen. Esta operacion es usada
por ejemplo en la deteccién de cdédigos QR para poder reconocer éste desde
distintos angulos de medicién o en la construcciéon de fotos panordmicas a
partir de varias fotografias. Finalmente se encuentran las operaciones de fil-
trado que consisten en aplicar una mascara 2D de un tamafio pequefio me-
diante una operacién de convolucién sobre la imagen. Dependiendo del tipo
de méscara utilizada se dan distintos tipos de filtrado: de promediado, de
gradiente, de mediana, etc. Con este tipo de operaciones se puede conseguir
el emborronamiento de imégenes, la detecciéon de bordes o incluso la elimina-

ci6n de ruido de la imagen [61].
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Figura 2.17. Técnica de emparejamiento de histograma, a) imagen original y su histo-
grama, b) imagen oscurecida y su histograma, c) imagen restaurada histograma.
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Figura 2.18. Ejemplos de transformaciones geométricas aplicadas a una imagen [61].

2.3.3 Algoritmos para la segmentacién

Una vez superada la etapa de preprocesamiento se encuentra la de segmen-
tacion. Esta consiste en la identificacién de regiones de interés en la imagen.
Estas regiones pueden hacer referencia a cualquier tipo de objeto o evento que
ocurra en la imagen. La segmentacién es el primer paso para poder obtener
atributos de interés a partir de una imagen, como el calculo de su tamano o
el nivel de intensidad. Los algoritmos de segmentacién se basan en dos pro-
piedades bésicas de los valores de intensidad: discontinuidad y similitud. En
la primera categoria se encuentran algoritmos que buscan cambios abruptos
de intensidad en la imagen. En la segunda categoria se realiza la particién de
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la imagen en regiones que guardan similitud respecto algin conjunto de cri-
terios predefinidos [69]. Si se quiere priorizar la simplicidad de implementacion
y la velocidad computacional los algoritmos de umbralizaciéon son los mas
adecuados. Estos consisten en la segmentacion de regiones basidndose en la
agrupacién de pixeles cuya intensidad estd acotada en un rango definido por
uno o varios umbrales. Uno de los casos mas sencillos se obtienen usando una
umbralizaciéon por histograma, como se ve en la Figura 2.19. En los casos
donde las intensidades de los pixeles de una imagen estén agrupadas en dos o
mas conjuntos dominantes se pueden identificar los umbrales, T, en los valles
de dichas agrupaciones. La funciéon de umbralizacién g(x,y) para el caso de
un Gnico umbral T puede formularse como se indica en la ecuacién (16).

_ (1sifCe,y)>T 16
g(x'y)_{OSif(x,y)ST 1)

Donde f(x,y) es la funcién de intensidad de la imagen para cada pixel. El
resultado de esta umbralizaciéon es una imagen binaria donde los 1s represen-
tan las regiones de interés y los Os el resto de la imagen.

T T, T,
Figura 2.19. Ejemplo de la identificacion de umbrales, T, para la umbralizacién por
histograma [69].

Los umbrales se aplican de forma global a toda la imagen, aunque hay casos
donde este valor de T puede cambiar a lo largo de la imagen. En estos casos
es preferible aplicar un umbral variable mediante la aplicacién de un algo-
ritmo de umbralizacion local. En la Figura 2.20 se puede ver un ejemplo de
la umbralizacién por histograma aplicada en una imagen de huella dactilar.
De izquierda a derecha se puede ver: imagen original, histograma de la imagen
e imagen umbralizada. Se puede notar perfectamente la agrupaciéon de los
pixeles en dos conjuntos, los pixeles de la huella y del fondo.
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Figura 2.20. Ejemplo de umbralizacién por histograma aplicada al caso de una huella
dactilar [69].

En el procesamiento de imégenes también existe lo que se conoce como
operaciones morfologicas, que aplicadas sobre imagenes binarias pueden trans-
formar la forma de las regiones identificadas tras un proceso de umbralizacién.
Puede haber casos en los que tras un proceso de umbralizacién se requiera
ampliar o reducir la regién de interés detectada, pulir su forma o incluso
eliminar errores en el proceso de detecciéon de estas regiones; para todos estos
casos se requiere del uso de operaciones morfologicas.

Figura 2.21. Tipos de formas de un elemento estructural, a) cruz, b) cuadrado, c)
lineal, d) disco [69].

El fundamento matematico de estas operaciones se basa en la teoria de
conjuntos, siendo un conjunto cualquier objeto identificado en la imagen. Es-
tas operaciones basan su funcionamiento en desplazar sobre la imagen un
elemento estructural que se aplica pixel a pixel mediante operaciones de con-
juntos [69]. Este elemento estructural puede adquirir distintas formas lo que
afectard al resultado final de la operacién aplicada. Se pueden ver en la Figura
2.21 de izquierda a derecha las formas de los elementos: cruz, cuadrada, linea
y disco. Existen dos operaciones morfolégicas basicas: la erosion y la dilata-
cién. Estas son la base de otras mas complejas como la apertura y el cierre
[69].
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En la Figura 2.22 se puede ver un ejemplo sencillo de la aplicacién de la
operacion de erosion y dilatacion sobre un cuadrado. En la Figura 2.22a se
presenta conjunto A, un cuadrado de lado d, y el conjunto B un elemento
estructural cuadrado de lado d//. La erosién puede formularse de la siguiente
forma:

AO B ={z(B), < 4} (17)

lo que indica que la erosion es el resultado de desplazar el elemento estructural
B sobre el conjunto A dando como resultado un conjunto de los desplaza-
mientos z de B que pertenezcan al conjunto A [69]. En la Figura 2.22b se
observa cémo la operacion de erosiéon reduce las dimensiones del cuadrado A
respecto al original (linea punteada) en funcién del tamaio y forma del ele-
mento estructural B. Por otro lado, la dilatacién se formula como:

A® B = {[z|(B),N 4] € A} (18)

indicando que la dilatacion da como resultado el conjunto de desplazamientos
z de B en los cuales al menos un punto de este solape con A [69]. En la Figura
2.22c¢ se nota cémo la dilataciéon genera un aumento de las dimensiones del
cuadrado respecto al original (linea punteada) a diferencia de la erosién. Estas
operaciones son muy utilizadas en el tratamiento de imagen ya que permiten
mejorar la deteccién de objetos en la segmentacién. En la Figura 2.23 se
muestra un ejemplo para el caso de reconocimiento de texto en la que la
dilatacion aumenta el grosor de las letras detectadas facilitando su legibilidad

y descripcién.
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Figura 2.22. Ejemplo de aplicacién de las operaciones de erosién y dilatacién, a) con-
junto A y elemento B, b) erosién, ¢) dilatacién [69].
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Historically, certain computer
programs were written using
only two digits rather than
four to define the applicable
year. Accordingly, the

company's software may
recognize a date using "00"
as 1900 rather than the yEar

2000. . /
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111]1
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Figura 2.23. Aplicacién de una operacién de dilatacién con un elemento estructural de
cruz sobre el resultado de una deteccién de texto [69].
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Figura 2.24. Ilustracién del procedimiento de identificacién de las componentes conec-
tadas [69].

En el caso de que haya varios objetos detectados tras la umbralizacién es
de interés identificar cada uno de ellos por separado. Para esto se requiere la
aplicacién de un algoritmo de identificacién de componentes conectadas que
es capaz de agrupar en una imagen binaria aquellos pixeles de valor uno que
estén conectados de forma adyacente. Suponiendo que A es un conjunto que
contiene una o mas componentes conectadas y forma una agrupaciéon X, (del
mismo tamaifio 4) cuyos elementos son Os excepto una localizacién de una
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componente conectada, que serd 1ls. Empezando por X, se quiere encontrar
todas las componentes conectadas mediante el siguiente procedimiento itera-
tivo [69].

X=X, ®B)NA k=123, (19)

donde B es un elemento estructural deseado que define el tipo de conectividad
de que guardan los pixeles. El procedimiento termina cuando X, = Xy_;. En
la Figura 2.24 se muestra una ilustracién para ejemplificar el algoritmo pre-
sentado. En la Figura 2.24a se presenta el elemento estructural empleado. En
la Figura 2.24b se presenta el conjunto que contiene todas las componentes
conectadas. En la Figura 2.24c se puede ver el primer paso del algoritmo en
el que se tiene un conjunto con una tnica componente conectada. Posterior-
mente se va iterando este procedimiento dando como resultado los conjuntos
de la Figura 2.24d-f. Finalmente en la Figura 2.24g se obtiene como resultado
todas los pixeles conectados de dicho conjunto.

2.3.4 Algoritmos para la descripcién y reconocimiento

Para terminar esta secciéon se van a presentar brevemente en qué consisten
las dltimas dos etapas del procesamiento de imagen y la visiéon por compu-
tador. La etapa de descripcion es la primera en la que el resultado de esta no
es una imagen procesada sino un conjunto de datos de salida que describen
los objetos detectados en la etapa de segmentacién [69]. Para ello se emplean
lo que se conoce como descriptores, herramientas matematicas y algoritmos
que describen algin tipo de caracteristica del objeto identificado. Estos pue-
den describir los bordes de la imagen, su forma, su contenido y textura. En
este trabajo se hard uso de descriptores que son capaces de determinar el area
de un objeto y su centro, asi como otros que determinen momentos estadisti-
cos de los pixeles del objeto como su media o desviacién tipica. En el caso de
la determinacién de sensores quimicos colorimétricos la descripcién seria el

paso previo a la determinacién de la concentracién del sensor.

Finalmente, la etapa de reconocimiento engloba un conjunto de herramien-
tas mateméaticas que buscan reconocer patrones més complejos en una imagen:
objetos, personas, animales o incluso expresiones faciales. No se va a profun-
dizar sobre los algoritmos presentados en esta etapa ya que no han sido utili-
zados durante el desarrollo de este trabajo. Sin embargo, merece la pena men-
cionar algunos de ellos con la idea de tener una visién global del campo de la
vision por computador. Esta etapa estd ligada al concepto de aprendizaje
automatico que pretende lograr que las maquinas puedan aprender a clasificar
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patrones complejos a partir de una entrada de datos, como puede ser una
imagen. Los modelos de aprendizaje automatico se basan en la utilizaciéon de
conjuntos de datos de entrenamiento y test. Con los datos de entrenamiento
se parametriza el modelo que posteriormente es validado mediante el conjunto
de test. Los algoritmos de aprendizaje automatico se pueden clasificar en dos
grandes grupos: supervisados y no supervisados. Los supervisados son aquellos
que requieren que los conjuntos de datos estén etiquetados previamente con
los patrones que se quieran clasificar. Los no supervisados utilizan herramien-
tas estadisticas para establecer agrupaciones en los datos sin un etiquetado
previo. Un caso especial son las redes neuronales que pertenecen a las herra-
mientas de aprendizaje profundo. Estas herramientas son béasicas en el desa-
rrollo de la inteligencia artificial y hacen uso de un gran nimero de datos para
obtener resultados méas precisos. Todas estas herramientas son ampliamente
usadas para el reconocimiento de patrones en imagenes sin embargo no han
sido aplicadas en este trabajo ya que se ha priorizado el desarrollo de algorit-
mos de un coste computacional bajo y sin necesidad de usar un gran ntimero
de datos para que puedan usarse en dispositivos moéviles de forma nativa y
offline.

2.4 Cobdigos bidimensionales

Los cédigos bidimensionales (2D) son una parte esencial de este trabajo ya
que las soluciones aportadas derivan directamente del uso de cédigos QR, un
tipo de cédigos bidimensionales. Los cédigos bidimensionales son un tipo de
c6digo visual que evoluciona de los conocidos cédigos de barras. A diferencia
de estos dltimos, en un cédigo 2D es posible codificar informacién visualmente
en dos dimensiones aumentando la capacidad de informacién almacenada. Es-
tos cédigos son usados extensamente en etiquetado y seguimiento de produc-
tos, entretenimiento, restaurantes, etc. Su uso se extendié recientemente a
campos como la quimica o la medicina donde estos cédigos se combinan con
dispositivos biosensores y nPAD para dar como resultado cédigos 2D que
pueden modificarse dindmicamente [26,27,74-76]. Por este motivo, en la si-
guiente seccién se va a profundizar en las caracteristicas, de los cédigos bidi-
mensionales.

2.4.1 Tipos de cédigos 2D

Existen diferentes tipos de cdédigos bidimensionales que ofrecen distintas
caracteristicas de uso. Entre los més utilizados en la actualidad se encuentra
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el codigo QR debido a su rapida deteccion y su gran capacidad de almacena-
miento. En la Tabla 2.1 se presenta una tabla comparativa de la capacidad
de los c6digos 2D que se pueden encontrar en la actualidad. Se puede notar
como el cédigo QR es uno de los que tiene mayor capacidad. El cédigo Data-
Matriz es capaz de almacenar gran cantidad de informacién en un tamafio
muy reducido, lo que lo hace ideal en aplicaciones industriales donde se pue-
dan usar cAmaras con mayor resolucion. Otra de las razones de la gran pene-
traciéon de los cédigos QR es que es un estandar abierto, lo que facilita su
implementacién en un gran nimero de aplicaciones [77].

QR code DataMatrix MaxiCode

Capacidad H "\{3":}‘;
(bits) e
bR £ - o\ ’
Numérica 3116 138 2710 3832
Alfanumérica 4296 2355 93 1850 3067
Binaria 2953 1556 - 1108 1914
Kanji 1817 778 - 554 957

Tabla 2.1. Comparativa de la capacidad de c6digos bidimensionales [77].
2.4.2 Caracteristicas del cédigo QR

El cédigo QR cuenta con diferentes versiones que van de la 1 a la 40, cada
una de ellas con diferente configuraciéon y numero de médulos. Un médulo es
cualquier punto blanco o negro presente en el cdédigo. Cada moédulo se inter-
preta como un bit siendo el “0” y el “1” equivalentes al blanco y al negro,
respectivamente. Hay un tipo especial de simbolo QR que invierte estos valo-
res, lo que permite imprimirlo sobre fondos oscuros. La configuracién de mo-
dulos hace referencia al nimero de médulos contenidos en un simbolo QR,
yendo de la versién 1 (21 x 21 moddulos) hasta la 40 (177 x 177 médulos)
[78]. En la Figura 2.25 se muestra un ejemplo de la evolucién de las versiones
de un codigo QR.

177 modules Wz
=
EZE (=110
21 5= 4FH 25 H R
modules [@]3¥ modules [a]; Ed
21 25

modules modules

[Olfartantc s
—> 177 modules

Figura 2.25. Evolucién de las versiones de un simbolo QR [78].
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Un cédigo QR presenta un conjunto de caracteristicas que han facilitado
su extensa penetracion en la sociedad [79]. Tiene capacidad de correccién de
errores lo que le permite ser detectado correctamente a pesar de haber sido
danado, véase la Figura 2.26. El c6digo QR permite hasta 4 niveles de correc-
cién de errores dependiendo del nivel de robustez que se quiera tener sobre
los datos, véase la Tabla 2.2.

<Damage >

Figura 2.26. Casos de simbolos QR dafiados que pueden ser detectados gracias a su
capacidad de correccién de errores [79].

Nivel de Errores
correccién | corregidos
L 7%
M 15%
Q 25%
H 30%

Tabla 2.2. Niveles de correccién de errores del cédigo QR y porcentaje méaximo de
errores corregidos.

Dependiendo de los datos almacenados y de la correccién de errores em-
pleada un cédigo QR puede llegar a alcanzar una capacidad de 23 kb para su
version mayor. El simbolo QR permite almacenar una gran capacidad de in-
formacion en un tamafio de impresiéon mas pequeno que un coédigo de barras
convencional. Ademaés, es capaz de almacenar datos numeéricos, alfanuméricos
y hasta caracteres Kanji y Kana. El simbolo puede leerse desde casi cualquier
orientacion, pudiéndose imprimir en superficies curvas, compensando asi la
distorsién en la detecciéon. El cédigo presenta una capacidad de acoplamiento
estructurado en la que se pueden juntar varios simbolos QR en uno, disminu-
yendo su area de impresién, véase la Figura 2.27.
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The same data can be read.

Figura 2.27. Ejemplo de acoplamiento estructurado de 4 simbolos QR en uno [79].

2.4.3 Diseiio del simbolo QR

Para alcanzar todas las ventajas mencionadas anteriormente, el simbolo
QR esta construido por un conjunto de patrones sobre los que se implementa
el proceso de deteccion del cédigo. En la Figura 2.28 se presenta una imagen

con las distintas partes que conforman el codigo.

[IMargen de seguridad
Patrones de deteccion
Separadores
Patrones de temporizacion
Patron de alineamiento
Informacion de formato
Informacion de version

Il 1Datos y correccion de errores

Figura 2.28. Disefio del simbolo del cédigo QR.

El simbolo estd rodeado por un margen blanco que sirve como margen de
seguridad entre el codigo y lo que se encuentre a su alrededor. Seguidamente
se nota que el cédigo presenta unos patrones de deteccién en las dos esquinas
superiores y en la esquina inferior izquierda, que son los encargados de ayudar
a la deteccién del coédigo. Estos patrones estan separados del cédigo por unos
separadores blancos. Una vez se detectan los patrones de deteccion se usa el
patrén de alineamiento para normalizar el cédigo al tamafo, la orientaciéon y
el angulo de visualizacién. También estan los patrones de temporizaciéon que
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ayudan a determinar la densidad de simbolo, las coordenadas de los médulos
y el drea de informacién de la versién [80]. Dentro de los datos del cédigo QR
hay zonas reservadas para datos necesarios para la decodificacién del cédigo
como son la informacion de formato y la informacién de versiéon. La primera
almacena los datos necesarios para realizar el proceso de enmascaramiento y
el tipo de correccion de errores. Cuando se codifica un cédigo QR se realiza
un proceso para aleatorizar los médulos y evitar que dentro del simbolo pu-
dieran aparecer patrones que puedan confundir durante la detecciéon. Este
proceso consiste en la aplicaciéon de una mascara sobre los datos del codigo
durante la codificacion, por ello es necesario almacenar en el cdédigo cudl fue
la méascara utilizada para poder revertir el proceso durante la decodificacién.
En la Figura 2.29 se puede ver de donde se extrae la informacién de la mascara
utilizada y los tipos de maéscara existentes. En la informacién de formato
también se encuentra el nivel de correccidon de errores usado en la codificacion,
como se ve en la Figura 2.29.
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Error
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Figura 2.29. Trama de bit de la informacién de formato y tipos de patrones de mascara
[81].

La informacion de la version almacena la configuraciéon de los médulos del
QR y si se ha realizado un entrelazado en los simbolos de la trama de bits.
En algunas versiones se realiza un entrelazamiento entre los simbolos de datos
y de correccién de errores para darle més robustez al cédigo frente a errores
de rafaga. El resto del simbolo lo componen los datos codificados y los datos
afladidos para la correccion de errores. Estos datos se organizan en simbolos
de 8 bits que se van disponiendo a lo largo del cédigo QR, como se muestra
en la Figura 2.30. Se escoge la agrupacién en simbolos de 8 bits ya que estos
son sobre los que se construye la codificacién de errores Reed-Solomon. En la
Figura 2.30 se nota cémo los simbolos de datos (D1-D26) y los de correccién
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de errores (E1 - E44) se entrelazan para evitar errores de rafaga. Es impor-
tante que el proceso de decodificacion del cédigo se haga en el mismo orden
de codificacion ya que si no se incurriria en errores en la lectura.

= e = 2 = s Fixed Patterns [l Format Info
El4 E7 D13 D: Data, E: Error Correction, X: Unused
J_‘ I I Error Correction Level H is shown
Block 1 Codewords: D1-D13, E1-E22
E13 &6 Df2 Block 2 Codewords: D14-D26, E23-E44
£35 £20 D26 Message Data: D1-D13, D14-D26
‘_I;J_‘ J— _ Bit order (7 is the most significant bit):
= = —_— 01 ' 1z
E40 E34 E27 D24 D20 pi6| D3 23 1,2 aa
E15 E8 El D8 als 34 sle
56
57 7
N e . 7
e Jez| es| ouf %7 5, los
E37 E30 E23 D21 571 |7 -
L L L 15| |58 56| [o16 7
= L L — D19 23| 24 34| |2345
E39 E33 E26 D23 p17| o2 ol1| L2 mals
E16 E9 E2 b9 0 o
e
B B D5 |D14 e
E38 E31 E24 34
—L —LDLO 56
B32) | |E25 D6 |D18| D1 7
E17 E10 E3 D22
= =

Figura 2.30. Trama de bit del simbolo QR y direccién de lectura de bits [81].

2.5 Cdbdigos de correccion de errores Reed-Solomon

Los datos del cédigo QR presentan una correcciéon de errores Reed-Solomon
para que este pueda ser identificado en caso de que estén danados. El Reed-
Solomon es un coédigo de correcciéon de errores multibit. En el caso del cédigo
QR, los bits se agrupan en simbolos de 8 bits sobre los que opera este cédigo
de correccién de errores. En esta seccidn se van a presentar los fundamentos
matematicos de la codificacién Reed-Solomon y los detalles necesarios para
entender su implementacion software.

2.5.1 Definicién del cédigo Reed-Solomon

El cédigo Reed-Solomon es un cédigo de bloque, es decir, divide el mensaje
transmitido en bloques de datos. El cédigo también es sistemético, lo que
quiere decir que la informacién de proteccién es afladida de forma separada
en bloques aparte, véase Figura 2.31. En un cédigo sistemético el proceso de
codificacién de errores no altera el simbolo del mensaje original. El cédigo
Reed-Solomon es un c6digo lineal (la suma de dos palabras cédigo da como
resultado otra palabra cédigo) y ciclico (el desplazamiento ciclico de los sim-
bolos produce otra palabra cédigo) [82]. Este forma parte de la familia de los
cédigos Bose-Chaudhuri-Hocquenghem (BCH) [83,84], pero opera a nivel de
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sfmbolo, en el que cada simbolo estd formado por un bloque de bits. Esto
implica que este c6digo sea muy robusto ante errores de rafaga ya que, aunque
todos los bits de un simbolo sean erréneos, el cédigo seria capaz de corregirlo
porque solo contaria como un error en un simbolo. Un cédigo Reed-Solomon
puede describirse como un cédigo (n, k) donde n es el niimero de simbolos que
tiene la palabra cédigo y k es el ntimero de simbolos de informacién del men-
saje. Hay n — k simbolos de paridad afiadidos al mensaje y se pueden corregir
como méaximo t errores, donde t = (n — k)/2 . Finalmente cada bloque esta
formado por simbolos de m bits.

code word (n symbals)

symbol |1 1 1 | N .
(mbits) |11 § | | i i i
t original message (k symbols) T

parity

(n-k=2t symbols)

Figura 2.31. Definicién de un c¢édigo Reed-Solomon [82].
2.5.2 Construccién de un cédigo Reed-Solomon

El cédigo Reed-Solomon no se construye en base a la aritmética decimal
tradicional sino que se define en base a la aritmética de los campos de Galois
de conjuntos finitos [82]. Un campo de Galois es un conjunto de elementos
basados en un elemento primitivo @ y puede tomar los valores:
0,a%al,a?, .., aV"! para formar un conjunto de 2™ elementos donde N =
2™ — 1. Este campo es conocido como GF(2™). Los elementos de un campo
de Galois son finitos y pueden generarse a través de la definicién de un poli-
nomio generador del campo p(x) de grado m el cual es irreducible. Por ejem-
plo, para el caso de GF(16) un posible polinomio generador del campo podria
ser p(x) = x* +x + 1. En un campo de Galois todas las operaciones aritmé-
ticas tienen que dar como resultado otro elemento dentro del campo de Galois.
La suma y la resta de los elementos del campo son equivalentes y consiste en
una operacion XOR de los elementos en binario. La multiplicacién se realiza
mediante una division sobre el polinomio generador para obtener un resto que
pertenezca a un elemento del campo. Finalmente, la divisiéon sigue un proceso
de divisién larga de nimeros binarios usando la aritmética del campo (suma
y resta son equivalentes a un XOR). No se va a profundizar mucho en el
desarrollo matematico que definen las operaciones de un campo de Galois,
pero si es importante entender que esta aritmética es la base de que un cédigo
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Reed-Solomon sea lineal y ciclico. Se pueden consultar [82] para profundizar
mas sobre la base tedrica de los campos de Galois en relaciéon a los codigos
Reed-Solomon.

De igual forma que los elementos de un campo de Galois son generados por
un polinomio generador p(x) para construir las palabras cédigo en una codi-
ficacién Reed-Solomon es necesario un polinomio generador. Un cédigo Reed-
Solomon (n, k) se construye por medio de un polinomio generador g(x) que
contenga n — k = 2t factores cuyas raices sean elementos de un campo de Ga-
lois. Escoger elementos consecutivos del campo como raices del polinomio ma-
ximiza las propiedades de distancia del cédigo [82]. Por tanto, un polinomio
generador tomaria la siguiente forma:

gx) = (x +a?)(x + a?*1) .. (x + ab*?t1) (20)

donde se escoge b = 0 para reducir la complejidad en la implementacién hard-
ware. La elecciéon del polinomio generador de los elementos del campo de
Galois determina los coeficientes del polinomio generador del cédigo Reed-
Solomon.

2.5.3 Codificacién Reed-Solomon

Los k simbolos de informacién del mensaje codificados como un bloque se
pueden representar como un polinomio del mensaje M(x) de orden k — 1, tal
que:

M(x) = Mp_x*¥t+ -+ M;x + M, (21)

donde cada coeficiente My _q, ..., M1, My son los simbolos del mensaje de m bits,
elementos de un GF(2™) [82]. A partir de este polinomio mensaje se puede
formar la palabra cédigo transmitida T(x) como sigue:

T(x) = M(x)x™ % +r(x) (22)

Esta operacién consiste en el desplazamiento de los bits del mensaje n — k
posiciones a la izquierda y en la suma del término r(x), que se obtiene de la
siguiente forma:
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M(x)x™"* r(x)
PTCORRATeS

donde r(x) es el resto resultante de dividir M (x)x™*

entre el polinomio ge-
nerador del codigo g(x). Este procedimiento de construccién del cddigo es del

que deriva que el cédigo sea sistematico.

2.5.4 Decodificacion Reed-Solomon

Una vez se ha generado la palabra codigo a transmitir T(x) esta es enviada
por algin canal que anada errores al mensaje. Por tanto el polinomio recibido
R(x) seréd dado por:

R(x) =T(x) + E(x) (24)

donde E(x) es un polinomio de errores que se define como:

E(x)= Ep_ix™ 1+ -+ Ex+E, (25)

donde E,_4, ..., E1, Ey son los valores del error en simbolos de m bits que son
elementos de un GF(2™). La posicién de los simbolos de error estéd determi-
nada por el grado de x de cada término [82]. Si hay méas de t = (n—k)/2
valores de E no nulos se habra excedido la capacidad de correccion del codigo
y no se podran corregir los errores.

Para realizar la decodificacion del cédigo Reed-Solomon es importante de-
finir el concepto de sindrome. El mensaje recibido R(x) es proporcional al
polinomio generador y por lo tanto puede dividirse por los factores de este
(x + ab) tal que:

M) i +—

x+ at x+at

parai <2t—1 (26)

donde el sindrome, S;, es el resto resultante de la divisién de R(x) entre cada
factor del polinomio generador [82]. De las propiedades de los sindromes se
deriva que:

R(a) =E(a) = §; (27)
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Esto significa que los valores de cada sindrome dependen exclusivamente
del patrén de error y que si no ocurre ningin error todos los sindromes seran
cero. Para calcular los sindromes se pueden usar varios métodos aunque uno
de los mas empleados en implementacion hardware es el Método de Horner
[82]. En este método parte de la siguiente descripcién de sindrome:

S; = (. (Rp_1at + Rp_p)at + -+ R)a' + R, (28)

donde R,,_4, ..., Ry son los simbolos de la palabra cédigo recibida. Este mé-
todo tiene la ventaja de que la multiplicacién siempre se hace por el mismo
valor a! en cada etapa. A partir de aqui se puede reescribir la ecuacién del
error (25) para definirla a partir de los sindromes [82]:

S; =E(@") =Y,a' + Y,a'®z + -+ Y, o' (29)

donde ey, ..., e, identifican las localizaciones de los errores en la palabra codigo
(las potencias de x en (25)) mientras que Y;, ..., Y, representan los valores de
error de dichas localizaciones. Asumiendo que han ocurrido v <t errores. Se
puede reescribir la ecuacién tal que:

S; = E(@) =V, X! + ,Xi + - + Y, X} (30)

siendo X} = a'®1, ..., X} = a'® los localizadores del error. El objetivo de la de-
codificacién es encontrar la posicion de los errores ey, ..., e, en la palabra cé-
digo y su magnitud Y3, ..., Y, para poder corregirlos. Para poder resolver este
problema es necesario construir lo que se conoce como polinomio localizador

de errores [82]. Este polinomio, A(x) se puede definir como:

A) = 1+ X0 + X,%) .. (1 + X,x) (31)
desarrollando los factores se deriva que:

Ax) =14+ Ax + -+ Ay XV 4+ Ayx? (32)

El principal problema que se encuentra para determinar los coeficientes del
polinomio es que no conocemos el nimero de errores que han ocurrido v. Para
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calcular los coeficientes de este polinomio se pueden usar varios métodos [82]:
el método directo, el algoritmo de Euclides o el algoritmo de Berlekamp. Uno
de los més interesante es el algoritmo de Berlekamp [85,86] que consiste en
una técnica iterativa para resolucién de ecuaciones (adn sin conocer v) que
cuenta con una implementacién hardware muy eficiente [82].

Tras la definicién completa del polinomio de localizaciéon de errores se pro-
cede a averiguar las posiciones de la palabra de cdédigo que contienen errores.
Para ello es necesario resolver el polinomio localizador de errores mediante la
busqueda de Chien [87]. Este método consiste en un procedimiento de prueba
y error en el que se sustituyen todas las posibles raices del polinomio (los
elementos del campo @’,0 <i<n—1) en la ecuacién (32) y se evalian los
resultados. Si el resultado es cero entonces el valor de la raiz identifica la
posicion del simbolo [82]. Cuando las localizaciones del error X} =
ater, ...,X,‘; = a'® son calculadas se procede a obtener los valores del error
Y1, ..., Y, resolviendo las ecuacién (30). Un método para resolver este sistema
se basa en el algoritmo de Forney que hace uso de la derivada del polinomio
localizador de errores [82]. Finalmente, teniendo localizados los simbolos erré-
neos, X;, y calculado su valor, Y;, se pueden corregir los errores del mensaje

recibido, R(x), suméandole el polinomio de error, E(x).

2.6 Libreria Zebra Crossing (Zxing) Project

En esta seccién se va a profundizar en la implementaciéon software de los
detectores de codigos QR. En este trabajo se ha hecho uso de la libreria Zebra
Crossing (Zxing) Project de cédigo abierto [88] como base para el desarrollo
de los lectores de codigos QR desarrollados. En cada capitulo se detallaran
las modificaciones que se hayan realizado sobre esta libreria, que dependeran
en cada caso de la aplicaciéon mdévil implementada. En esta seccion se realizard
un esquema general de la librerfa (la versién para Android) y se detallardn
los procedimientos de deteccién, decodificacién y correccion de errores del
codigo QR. Para entender mejor la arquitectura de la aplicacién se ha prepa-
rado un diagrama simplificado de su arquitectura en la Figura 2.32. Se pueden
agrupar los modulos de interés de la libreria en cuatro funcionalidades: ex-
traccién de la imagen, deteccién del cédigo QR, decodificacion del codigo QR
y visualizacion de los resultados. Cada funcionalidad engloba un conjunto de
clases java que contienen funciones que ayudan a realizar dicha funciéon. En
esta seccion se va a describir el funcionamiento de cada etapa y se detallaran
los algoritmos empleados en el proceso de segmentacion, deteccién y decodi-
ficaciéon del QR.
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Figura 2.32. Arquitectura simplificada de la librerfa Zxing.

2.6.1 Extraccién de imagen

En esta funcionalidad se agrupan todas las clases que tienen algin tipo de
responsabilidad sobre la extraccién de la imagen sobre la que se va a detectar
el codigo QR. Este procedimiento puede realizarse de multiples formas: desde
una imagen estatica, un video o una vista de lo que ve la cdmara en vivo.
Esta libreria cuenta con un conjunto de clases que permiten la deteccién de
un cédigo QR mediante una vista de la caAmara. Hay varias clases que gestio-
nan esta funcionalidad, aunque una de las principales es la clase CaptureAc-
tivity. Esta se encarga de abrir, configurar la cAmara y ofrecer una vista al
usuario de lo que ve la cAmara. Ademas, es la responsable de generar un hilo
paralelo donde ejecutar el escaneado del QR sin bloquear la vista de la apli-
cacion mediante la clase Decode Thread. Posteriormente la clase DecodeHand-
ler obtiene el fotograma actual de la cAmara en formato YUV. La libreria usa
el médulo PlanarYUVLuminance para extraer el canal de luminancia del fo-
tograma actual equivalente al nivel de gris del fotograma. Para terminar esta
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etapa la clase Binarizer realiza el proceso de umbralizacién de la imagen para
obtener un objeto del tipo BinaryBitmap que consiste en una imagen binaria
sobre la que se realiza posteriormente el proceso de deteccién del QR. Esta
umbralizacién se puede llevar a cabo mediante dos algoritmos: GlobalHisto-
gramBinarizer y el HybridBinarizer. El primero hace uso de una umbraliza-
cién por histograma que obtiene un umbral global para todo el QR. Este
algoritmo es ttil para mdviles de baja capacidad de procesamiento, pero puede
ser deficiente cuando haya zonas del simbolo QR que se encuentren en sombra.
El segundo método hace uso de un algoritmo de umbralizacién local en el cual
se divide la imagen en bloques y se procede a estimar un umbral para cada
bloque dependiendo del rango dindmico de sus pixeles. En el caso de que los
pixeles de la region presenten un alto contraste el umbral se calculard como
el promedio de los pixeles del bloque. Por el contrario, si los pixeles que com-
ponen el bloque presentan un rango dindmico pequeno se tomara la mitad del
valor minimo de este. Una vez estimados los umbrales de cada bloque se
procedera a umbralizar cada regién, pero modificando su umbral por el pro-
medio de este con sus bloques vecinos.

2.6.2 Deteccién de cédigo QR

Usando la imagen binaria del tipo BinaryBitmap la libreria comienza un
proceso de deteccién para identificar alguno de los formatos disponibles
usando la clase MultiFormatReader. En el caso del simbolo QR se usa un
detector que forma parte del médulo QR CodeReader. A partir de la imagen
del tipo BinaryBitmap se genera un objeto BitMatriz que consiste en la matriz
de bits de la imagen (con valores 0 y 1) sobre la que se realiza el proceso de
deteccién. La clase encargada de detectar el cédigo QR se llama Detector y
se ayuda de otras como FindPatternFinder o FindPatterniInfo para extraer la
posicién de los patrones de deteccién y alineamiento. En la Figura 2.33 se
muestra un diagrama explicativo sobre el funcionamiento de la deteccién.
Para empezar, se hace una bisqueda de los patrones de deteccién buscando
en la imagen patrones de intensidad del tipo negro/blanco/negro/blanco/ne-
gro que siga las proporciones 1/1/3/1/1, tal y como indica la Figura 2.33a
este proceso se realiza verticalmente, horizontalmente y de forma diagonal
hasta comprobar que los patrones detectados coinciden con el deseado en las
tres realizaciones.

46



l BitMatriz (dimensién imagen)

Encontrar los patrones
de deteccién

: m|-
Calcular el tamafio de los hd

moédulos del QR b)

!

Extraer la dimensién

Calcular la version

A 4

provisional

v

Encontrar el patrén

de alineacién

v

Crear transformacion d)

de perspectiva

v

Aplicar la transformacién

de perspectiva

BitMatriz (dimensién QR)

Figura 2.33. Diagrama de funcionamiento del detector, a) patrén de deteccién, b)
tamaifio del médulo, ¢) dimensién, d) patrén de alineamiento, e) transformacién pro-

yectiva.

A partir de estos patrones puede determinarse el tamano del médulo del
QR en pixeles conociendo la distancia total del patrén y el niimero de médulos
en una linea del patron, véase la Figura 2.33b. A continuacion, se estima la
dimension del QR a partir de la distancia entre los patrones y el tamafio de
pixeles de los mddulos, como indica la Figura 2.33c. Una vez conocida la
dimensiéon puede estimarse la version del simbolo QR de forma provisional
debido a que cada version tiene un namero fijo de médulos. El siguiente paso
consiste en la detecciéon de los patrones de alineamiento. Este proceso hace
una buisqueda del patrén de intensidad de alineamiento en una zona esperada
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que viene determinada tras conocer las posiciones de los tres patrones de de-
teccién, como se nota en la Figura 2.33c. Los codigos QR de versiones mayores
que la 0 presentan patrones de alineamiento. Las tltimas dos etapas se encar-
gan de realizar una transformaciéon de perspectiva para mapear los pixeles del
QR a una matriz del tamano de la dimensién del simbolo QR. Este proceso
se realiza por parte de las clases Perspective Transform y DefaultGridSampler.
La primera modela la transformacion de perspectiva deseada y la segunda se
encarga de aplicar esta transformacion y dar como resultado un objeto Bit-
Matriz de la dimensién del cédigo QR

2.6.3 Decodificacién de cédigo QR

Como resultado de la deteccion del simbolo QR se obtiene un objeto del
tipo BitMatriz del tamafio de la dimension del cédigo QR y que cada punto
de la matriz es 1 y 0 segiin sean negro o blanco respectivamente. En la Figura
2.34 se muestra el resultado para la deteccion de un QR de versién 1.

o

X
X
X X
XXX X X XXXXXX XXX
X X X XXXX X
X XXXXX XXXX X X
' X X X XX
XXXXXXXX X XXXX X X
XX XXX X X
XXXXXXX X X x X X
X X XXXXXXXX
X XXX X XX X X XX
‘X XXX X XX XX X X
X XXX X XX XX XX
X X XX XXX X
XXXXXXX X XX X

Figura 2.34. Resultado de la deteccién de un simbolo QR (izquierda) en un objeto
BitMatrix (derecha) la ‘X’ y ¢ ¢ representan el 1 y 0 respectivamente [89)].

El siguiente paso es extraer los bits de la matriz del cédigo QR de forma
ordenada para obtener su informacién. Para ello se usa la clase BitMatrizPar-
ser que implementa un conjunto funciones como readFormatInformation() y
readVersion() que extraen la informacién de formato (méscara y tipo de co-
rreccién de errores) y su version. Esta informacion también se encuentra aha-
dida de forma redundante en el cédigo implementando un cédigo de redun-
dancia ciclica (CRC) por lo que estas funciones también realizan esa correc-
cién de errores. Una vez se detecta esta informacién se procede a leer los
simbolos del cédigo usando la funcién readCodewords(). Antes de leer las
palabras codigo es necesario realizar el desenmascaramiento usando la méas-
cara extraida de la informaciéon de formato. Tras realizar la extraccién de
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cada bloque de bits del cédigo QR se procede a corregir los posibles errores
mediante un decodificador Reed-Solomon implementado en la clase ReedSo-
lomonDecoder. Esta clase emplea las funciones de otro médulo llamado Ge-
nericGEPoly que implementa la aritmética de los campos de Galois para po-
der trabajar en la decodificacion del codigo.

l Palabra cédigo recibida

Célculo de los sindromes

Sindromes

Algoritmo de Berlekamp-Massey

Polinomio localizador de errores

Busqueda de Chien

Posiciones de los errores

Formula de Forney

! Valores de los errores

Corregir error

l Palabra cédigo corregida
Figura 2.35. Esquema del proceso de correccién de errores en la librerfa Zxing.

La Figura 2.35 muestra un esquema con el proceso de correccion de errores
que implementa la libreria Zxing que estd basado en la teoria de correccién
de errores explicada en la seccién 2.5. El primer paso seria calcular los sindro-
mes a partir de la palabra cédigo recibida que permiten calcular los coeficien-
tes del polinomio de localizacion de errores mediante el algoritmo de Ber-
lekamp-Massey. Posteriormente se aplica la bisqueda de Chien para encon-
trar la posicién de los simbolos erréneos, esto se realiza mediante la funcién
findErrorLocations(). La magnitud del error es calculada por medio de la
Formula de Forney como se explicé anteriormente. Finalmente se corrige el
bloque de cédigo recibido mediante un XOR con la magnitud del error. Para
terminar los bits corregidos son codificados segun el tipo de dato almacenado
(numérico, alfanumérico, byte o Kanji) y se mostraria al usuario los resultados
de la detecciéon. La visualizacion de los resultados dependeré de la aplicacién
especifica que se esté implementando.
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Capitulo 3

Sensor colorimétrico integrado en un

coédigo QR con correcciéon de errores

En este capitulo se presenta un sistema de deteccién de sensores colorimé-
trico integrados en un cédigo QR mediante el uso de correccién de errores.
En primer lugar, se hard una descripcién del sistema a nivel conceptual y se
profundizard en las soluciones que se proponen para resolver los problemas
derivados de la deteccién de errores colorimétricos en el QR. Seguidamente,
se detallara el proceso de implementacién software del sistema, destacando el
procedimiento de extraccién y deteccion de errores. La descripcién de la me-
todologfa y los resultados experimentales seréa abordada a continuacién, donde
el sistema sera optimizado bajo distintas condiciones de medicién. Finalmente,
se presentaran las conclusiones que resultan del desarrollo de este sistema.

3.1 Introduccién

El uso de codigos QR en combinacién con sistemas microfluidicos y pPAD
es una metodologia en plena investigacién debido a las ventajas que esta su-
pone. El uso de cédigos QR como base del sustrato de estos andlisis da la
posibilidad de mejorar la trazabilidad de la muestra ya que puede estar direc-
tamente conectada con un individuo en concreto. De esta forma se podria
tener en un mismo dispositivo la informacién estatica del QR y la informacién
dindmica del resultado del sensor. Esto unido al uso de dispositivos moviles
para la lectura de estos cddigos reduce la subjetividad del anélisis de los sen-
sores colorimétricos incrustados en el QR. Esta innovaciéon supondria un im-
pulso en las tecnologias de etiquetas inteligentes SmartTags que puede tener
un amplisimo nimero de aplicaciones en diferentes areas como: medicina, ali-

mentacion, logistica, medioambiente, etc.

Una de las aplicaciones de sensores colorimétricos basados en cédigos QR
consiste en usar el desarrollo de sistemas de control que puedan detectar si el
analito introducido en el codigo QR es positivo o negativo. A la hora de com-
binar estos dos elementos existen diferentes métodos en la literatura en los
que se pueden introducir sensores colorimétricos dentro del QR o fuera de
éste. El procedimiento mas extendido consiste en retirar parte de un QR para
que sea indetectable por un lector convencional e imprimir en esa area un
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sensor colorimétrico cuya apariciéon haga que el QR sea detectable dando como
resultado un andlisis positivo [26,75,90-92]. En la mayoria de estos casos la
deteccion del QR solo permite la deteccién de un analito al mismo tiempo,
sin embargo, en [75] el dispositivo presentado permite el anélisis multianalito
borrando varias partes del QR que aparecen cuando los analitos son positivos.
Ademés, en [27], se realiza el desarrollo de una aplicacién mévil que es capaz
de analizar un conjunto de médulos del QR para medir su concentracién.

También se puede encontrar en la literatura el uso de varios cédigos QR
para la deteccién de analitos a través de la deteccion completa de uno o varios
cédigos QR [74,93]. Concretamente en, [94] se combina este método con un
sistema de enmascaramiento gradual de forma que permite detectar concen-
traciones del analito mediante un procedimiento semi-cuantitativo. Un uso
bastante innovador que se puede encontrar en la literatura es la implementa-
ciéon de un sistema de codificacion de cdédigos QR en el que cambiando los
tltimos datos de la URL almacenada se puedan generar pares de cédigos
diferentes. De esta forma se generan dos pares de cdédigos que contienen dos
URLs distintas que difieren entre si solo por un conjunto pequefio de médulos.
En el simbolo QR se imprimen estos médulos con tinta reactiva de forma que
si estos médulos reaccionan se genera un cédigo con una URL y en caso con-
trario se construye el otro cédigo QR. De esta forma el resultado del anélisis
influird en la informacién contenida en el cédigo QR [76,95]. Aunque este
proceso es interesante por el hecho de que cualquier lector de QR puede de-
codificar el codigo presenta el inconveniente de que la informacién estética
del QR se vea modificada por el andlisis. Seria méas relevante que estos dos
elementos se pudieran leer de forma independiente. Un enfoque muy 1til para
nuestro trabajo es el que propone [96], en el que se hace una deteccién del QR
en canales separados RGB para la deteccién de informacion en multiples ca-
nales.

Por lo general los avances actuales que se pueden encontrar en la literatura
van destinados al desarrollo de sistemas especificos para cada analito lo que
dificulta su escalabilidad para el andlisis multianalito. En este trabajo se busca
desarrollar un sistema de detecciéon de sensores colorimétricos basados en el
QR que sea capaz de aplicarse a distintos tipos de analitos y que solo requiera
la utilizacién de un QR. Se busca ademas que el sistema de lectura pueda ser
ejecutado en una aplicacién movil sin necesitar uso de conexién de internet
(aunque pueda tener opcién a ello para buscar actualizaciones) para que
pueda ser accesible en lugares donde no hay cobertura de red. El objetivo es
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que esta aplicacion tenga una base de datos de los codigos QR colorimétricos
que puede analizar y sea capaz de hacerlo in-situ.

El método que se presenta en este trabajo para la lectura de cédigos QR
colorimétricos estd basado en la identificacién de médulos aprovechando la
capacidad de deteccién de errores que presentan los cdédigos QR. Esta es una
aproximacion muy novedosa que no se ha usado en la literatura y que facili-
tarfa la deteccién multianalito en un mismo QR. El desarrollo se va a enfocar
desde el punto de vista de como influyen los médulos impresos en color en un
codigo QR considerando los errores que es capaz de detectar. De esta forma,
se puede generalizar el sistema para su uso con distintos colores, que es lo que
finalmente generan los analitos, un cambio de color.

3.2 Conceptualizacion del sistema

En esta seccién se va a presentar el sistema propuesto para dar solucién a
los problemas planteados con anterioridad. La idea principal consiste en desa-
rrollar una aplicacién movil que sea capaz de detectar un QR modificado
quimicamente por un analito y determinar si este tltimo resulté de un diag-
noéstico positivo o negativo. Se vera como el color de los analitos va a ser el
principal handicap que hay que resolver, ya que habra colores que no se de-
tectaran correctamente. En este capitulo se presentan dos soluciones que pue-
den tener distintas utilidades dependiendo del color de los analitos analizados,
sin embargo, ambas aprovechan la capacidad de correccién de errores del QR
para detectar los analitos. Primero se hara una descripcién general del sistema
que explicard aquellos elementos que comparten ambas soluciones. Posterior-
mente se realizard una conceptualizacién de cada solucién y se profundizara

en sus diferencias destacando sus ventajas y desventajas.

3.2.1 Esquema general de un sistema de diagndstico basado en
cédigos QR

Un sistema de diagnédstico de sensores quimico-6pticos basado en cédigos QR
consta de dos partes principales: un cédigo QR con moédulos modificados qui-
micamente y un sistema de lectura capaz de detectar el contenido del QR y
leer la informacién dindmica aportada por los analitos. La deteccion del estado
de los analitos (si estd presente o no) es crucial para realizar correctamente
un diagnostico. Si se quiere detectar la variacién de un reactivo binario (po-
sitivo o negativo) hay que tener en cuenta que este puede variar de color

segun una paleta especifica de color,

53



Figura 3.1 muestra un ejemplo ficticio de una paleta de color para un analito.
Normalmente esta paleta puede variar de un color cercano al blanco hacia
uno méas oscuro, variando su saturacion, S, por ejemplo. Pero también podria
darse el caso contrario, un cambio de color oscuro a claro, o incluso un cambio
de tono, H. A partir de este momento se va a suponer que los analitos tratados
van a presentar cambios en la saturacién, como en la Figura 3.1, de forma que
si el analito aparece con un tono similar al blanco se le catalogard como “ne-
gativo ” pero si aumenta la saturacion lo suficiente por encima de un umbral
este sera “positivo”. Este umbral de diagnostico del analito es definido nor-
malmente por un especialista que realiza la caracterizacién y calibracién de
dicho reactivo. Ademas de este umbral es importante tener en cuenta el papel
del control, que es un reactivo que se coloca en este tipo de andlisis, y que
sera positivo siempre y cuando el analisis esté bien realizado. En la Figura 3.1
también se puede ver una muestra del color que tomaria el control en este
supuesto analito.

! Control

Negativo | Positivo

Figura 3.1. Ejemplo de una hipotética paleta de color de un analito. La linea punteada
roja marca el umbral de deteccién. El color que representa el control se marca separado.

La idea principal de este sistema es depositar en algunos médulos (blancos)
del QR este analito para que, cuando éstos sean positivos, el QR los detecte
como un error en el cédigo usando su correccion de errores, Reed Solomon.
Para que los resultados sean fiables y reproducibles es necesario que los ana-
litos y el control sean replicados en varios médulos del QR y, en el caso de
que todos (o un alto porcentaje de estos) sean detectados, se diagnosticara
como positivo (o negativo en caso contrario). Por otro lado, si los médulos de
control no son detectados el anélisis seria erréneo o indeterminado.

Para que este proceso se pueda llevar a cabo es necesario que el QR esté
disenado segiin las necesidades del analito a analizar y que el sistema sea
capaz de detectar y decodificar la informacién estatica del QR, detectar la
posicién de sus errores y determinar el resultado del diagndstico comparando
el patrén de error detectado con el supuesto patrén que deberia presentar
dicho QR. En la Figura 3.2 se muestra un esquema general de un sistema de
deteccién de QR colorimétrico basado en la deteccién de la posicién de los
errores. Para implementar este sistema en una aplicacién mévil se usard como
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base la libreria Zxing en Android para detectar y decodificar cédigos QR. Esta
libreria usa el canal de luminancia del modelo YUV para analizar el QR, lo
que facilita la detecciéon de un cédigo QR normal, pero introduce una serie de
dificultades cuando se quieren analizar analitos de colores incrustados en el
QR. Ademés, una de las premisas que se ha tratado de mantener en el desa-
rrollo de la aplicacion es que esta pueda ejecutarse offline y que no se necesite
un dispositivo de altas prestaciones para ejecutarse.

~N

) i
Comparacién de

Cédigo QR patrones de error
J
L Informacién dindmica
]

e N N
Deteccion Decodifica- Correccién de

del QR cion del QR errores
\ J J

Informacién estética

A\ 4

Lector de QR basado en Zxing

Figura 3.2. Esquema general de un sistema de diagndstico de sensores quimico-épticos
basado en cédigos QR.

El problema que se quiere resolver puede abordarse de diferentes formas y
en este capitulo se presentan dos métodos que podrian tener su utilidad de-
pendiendo de los analitos usados y de las necesidades del usuario final. Las
soluciones propuestas son las siguientes:

e La deteccion en el canal de luminancia de un cédigo QR impreso
con el reactivo de control y los analitos repartidos por el QR.
e La deteccién en los canales RGB por separado de un cédigo QR

impreso en negro con los controles y los analitos repartidos por los
moédulos del QR.

3.2.2 QR de color como control y deteccién en luminancia

Como se explicé anteriormente, los lectores de cédigos QR captan las ima-
genes en YUV y usan el canal Y (luminancia) para detectar el cédigo QR.
Esto implica un problema cuando se quieren detectar errores de modulos de
colores ya que en ocasiones sus valores de luminancia (equivalente al nivel de
gris) no son detectados por el lector. El algoritmo de deteccién usado en la
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libreria Zxing utiliza los patrones de las esquinas para determinar el umbral
de deteccién del QR. Si el patron de las esquinas tiene un contraste muy alto
(blanco y negro) y el control a detectar muestra una luminancia por encima
de ese umbral (un color més claro) este es obviado y no es detectado como un
error. Para solucionar este problema se propuso modificar el disefio del sim-
bolo QR para que este sea impreso con una tinta reactiva que sirva como
control del ensayo a realizar. Por otro lado, se imprimirian los médulos bio-
sensores con el reactivo, que en caso de reaccionar positivamente serian de-
tectados por la correccién de errores. Al estar todo el simbolo QR impreso
con la tinta de control, si el control reacciona de forma correcta, todo el sim-
bolo QR apareceréd y podra ser detectado. Si el control no reacciona, el cédigo
QR no se detectaria debido a algin error en el experimento y no seria nece-
sario comprobar el estado de los mdédulos biosensores. Ademés, el umbral
generado a partir de las esquinas de este nuevo disefio producird un umbral
més alto (més claro) que favorecerd la deteccién correcta de los errores gene-
rados por los médulos biosensores. En la Figura 3.3 se muestra un ejemplo de
un simbolo QR impreso con el color del control de la paleta de color del
reactivo. También, se presenta un ejemplo de las posiciones en las que se
podrian depositar los analitos biosensores replicados (médulos de borde rojo).
El disefio del QR cambiara dependiendo del analito que se quiera analizar ya
que el color del control y el niimero de réplicas del analito deberian calibrarse
para cada caso.

H Control

Negativo | Positivo

Figura 3.3. Diseflo de un QR impreso con el color del control de la paleta de color.
Los médulos de borde rojo indican la posicién de los médulos biosensores.

El sistema propuesto deberéd por tanto ser capaz de analizar la informacién
estatica y dindmica del QR teniendo en cuenta qué tipo de QR estamos tra-
tando. El usuario final podria seleccionar en la aplicacion el tipo de QR a
analizar de una lista de QR soportados por dicha versién. En la Figura 3.4 se
muestra un esquema conceptual de la soluciéon propuesta para tener en cuenta
este requisito. El sistema es capaz de analizar codigos QR a partir de una
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imagen de un solo canal. En este caso se extrae el canal de luminancia de la
imagen a partir del cual se realiza la deteccién de las esquinas y se calcula el
umbral de deteccion usado para umbralizar la imagen y detectar el QR. Tras
esta etapa se obtiene una matriz binaria de la dimensién del QR en la que los
1s y Os representan los médulos negros y blancos respectivamente. Posterior-
mente esa matriz es decodificada y se obtiene una trama de bits que es corre-
gida mediante el algoritmo Reed Solomon. El siguiente paso es extraer la
posicién de los errores en la trama de bits y mapearlos a la posicion que
tendrian en la matriz del QR (para facilitar al usuario final su verificacién).
Tras la correccién de los errores se contaria con una informacién estatica dada
por el contenido del QR y las posiciones de los errores en el codigo QR.

Luminancia  Sistema de deteccién de errores para un canal

[=] 5 (=]
g

Ij Umbral de deteccién

Tipo de QR Vs ~N
Deteccion esqui- \ 4

nas y alineacién Correccién errores
\ J

Matriz QR |  Decodificacién

QR

Deteccion QR

Reed Solomon

Posicién de los errores

\ 4

y

Deteccién patrén . o . -
Informacién dindmica Informacion estédtica

de diagnéstico

Figura 3.4. Esquema conceptual del funcionamiento de la solucién basada en el andlisis
del QR en luminancia.

El siguiente paso seria definir unos patrones de diagnéstico en base a las
posiciones de los errores esperados en el cédigo. Estos patrones de diagnostico
dependeran del analito o analitos que se estén analizando. El caso més simple
seria la deteccion de un analito y comprobar si se detectan como errores todos
los médulos biosensores depositados en el simbolo QR. En este caso el patrén
de error de diagnéstico positivo seria la deteccién de todos los médulos bio-
sensores y el patrén de error de diagndstico negativo que no se detectara
ningtn error. Podria haber casos més complejos en los que se quiera diferen-
ciar dos analitos en el mismo simbolo QR, lo que conllevaria definir patrones
positivos y negativos para cada analito. Més adelante, en la seccién 3.5.9, se
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verd un ejemplo de deteccién multianalito. La ventaja de este sistema radica
en su simplicidad y en aprovechar las capacidades que ya aporta la libreria
Zxing para decodificar el QR sin afadir procesamiento extra. Sin embargo, es
posible que se puedan encontrar dificultades en la deteccién de cédigos QR
que tengan controles con muy bajo contraste, que impedirian que éste pudiera
detectarse.

3.2.3 Anadlisis RGB de la imagen y deteccién de errores

La siguiente propuesta viene a dar soluciéon a algunos de las dificultades
que podria tener la solucién anterior. En este caso, en vez de modificar el
diseno del QR para que pueda ser interpretado por el lector, se van a imple-
mentar cambios en la aplicacién para que pueda detectar errores de colores
distintos al negro. Para explicarlo se va a suponer que se tiene un sensor con
una paleta de color que va del blanco al amarillo, como se muestra en la
Figura 3.5a.

E Control CanalR Canal G Canal B

Negativo ! Positivo
RGB = (235, 232, 81]

Figura 3.5. a) Disefio de un QR sensor, b) deteccién del QR en el canal R, ¢) detec-
cién del QR en el canal G, d) deteccién del QR en el canal B.

Los controles y los biosensores son impresos con tinta reactiva como mo-
dulos repartidos por el simbolo QR, como puede verse en la Figura 3.5a. Este
diseflo presenta cuatro controles (médulos de borde azul) y diez réplicas del
analito (médulos de borde rojo). En este caso, si se imprimiera un QR con el
control de este analito es probable que no fuera detectado por el lector ya que
su luminancia (nivel de gris) estd muy cercana al blanco debido a que sus
componentes R y G son muy altas. Sin embargo, se puede notar cémo el canal
B tiene un valor mucho més bajo, lo que implica un contraste mucho mayor
respecto al blanco. De este hecho surge la necesidad de analizar el QR por
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separado en cada canal RGB, ya que hay colores en los que un canal da mas
informacién que la combinacion de los tres. En la Figura 3.5 se puede observar
cémo en este caso en los canales R y G no se aprecian los médulos erréneos
(marcados en el primer QR) sin embargo en el canal B se aprecian perfecta-
mente. A causa de este fendémeno, el disefio del QR con esta solucién se sim-
plifica ya que éste se puede imprimir en negro.

Sistema de detecciéon de

errores para un canal

f

Sistema de detecciéon de

A 4

Informacién estdtica

errores para un canal

1 Informacién dindmica

Sistema de detecciéon de 3

errores para un canal

A 4

Deteccién patrén

Tipo de QR Posicién errores [ . o
de diagndstico

\ J
-

Figura 3.6. Esquema conceptual del funcionamiento de la solucién 2 para el anélisis
del QR en canales separados RGB.

Para implementar la deteccién en cada canal RGB se va a modificar el
sistema propuesto en la seccién 3.2.2 para agregar esta funcionalidad. En la
Figura 3.6 se puede ver un esquema conceptual de esta soluciéon donde se hace
uso del sistema de deteccién de errores de un canal presentado en la seccién
3.2.2. En este caso, a partir de la imagen RGB del QR se extrae cada canal y
se procesa por separado. Esto implica que se van a obtener tres patrones de
error detectados, uno por cada canal RGB. Una vez realizada la extraccion
de la informacion estatica y el patrén de errores, en base a la posicién de los
errores detectados, en cada canal se pasa a realizar la comparacién de patrones
de error. En este sistema esta etapa tiene un poco mas de complejidad ya que
se comparan los patrones en los tres canales y el proceso de verificacién puede
complicarse. Si por ejemplo se quiere detectar un patrén de error para un tono
rojo, sera necesario comprobar que este aparece en el canal R, pero no en los
otros canales. La complejidad de este proceso dependera del ntiimero de ana-
litos analizados y del nimero de patrones de diagnéstico que sea necesario
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definir para realizar un diagnodstico en concreto. El resultado de esta compa-
raciéon podra determinar la presencia o no de uno o varios analitos, la infor-
macién dindmica. Este sistema es mas complejo de implementar y puede oca-
sionar un aumento del tiempo de computacién, pero podria aumentar nota-
blemente la gama de colores de analitos detectados. Ademas, este sistema
permite el andlisis de varios analitos en el mismo QR anadiendo distintos
controles y analitos.

3.2.4 Ajuste de la umbralizaciéon

Un analito es detectado como un error por el QR cuando su valor estd por
debajo del umbral de deteccién fijado por el sistema. Sin embargo, puede
haber ocasiones en las que el umbral de diagndstico a partir del cual el analito
es catalogado como positivo puede ser distinto del umbral de deteccién, ya
que el umbral de diagndstico del analito es determinado por un especialista.
En la Figura 3.7 puede verse como en la paleta de colores del analito hay una
diferencia entre ambos umbrales que puede ocasionar que el sistema pase por
alto un diagnéstico positivo, teniendo lugar asi un falso negativo. Es por esto
que resulta de interés que haya un umbral de deteccién asociado a cada ana-
lito o tipo de QR. Sin embargo, puede ser problematico definir un valor ab-
soluto del umbral ya que éste podria verse modificado cuando las condiciones
de luminosidad cambien. Por esta razén se propone definir un valor llamado
porcentaje de cambio del umbral, U(%), que hace referencia al porcentaje de
cambio que deberia darse sobre el umbral de deteccién para alcanzar al um-
bral del analito. Este valor depende del umbral de deteccién que es calculado
en cada anélisis del QR en las condiciones de luminosidad actuales por lo que
el porcentaje de cambio se vera afectado de forma consistente. Como el valor
del umbral del analito es un valor desconocido y fijado de forma perceptual
por un especialista se necesita recurrir a un proceso de calibracién iterativo
para definir U(%). Por este motivo cuando se disena un QR para un analito
especifico es importante analizarlo con la aplicaciéon y modificar este porcen-
taje reiterativamente hasta que la deteccién positiva y negativa se discrimine
correctamente. En la seccion 3.5.8 se da un ejemplo de esta calibracién y en
la seccidén 3.5.10 se evaltia cdémo se ve afectado por los cambios de luminosidad.

Como se ha podido ver el valor de U(%) es un valor que depende de cada
analito o tipo de QR analizado. Por este motivo, es necesario que esta infor-
macién sea introducida en la etapa de umbralizacién en las soluciones pro-
puestas previamente. Este fenémeno ya se tuvo en cuenta en los esquemas
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generales de las soluciones del sistema donde se puede apreciar que la infor-
macioén sobre el tipo de QR no solo se introduce en la etapa de comparacion
de patrones de error sino también en la etapa de detecciéon de esquinas y
alineacion donde se calcula el umbral de deteccién, véase Figura 3.4.

255 A

Umbral analito

wea | |
g

Figura 3.7. Comparacién entre el umbral de deteccién del QR y el umbral de diagnés-

= Umbral deteccién

tico del analito. Definicién del porcentaje de cambio del umbral U(%).

3.3 Implementacion software

En esta seccion se abordaran todos los pasos llevados a cabo para el desa-
rrollo de una aplicacién de diagnéstico de analitos quimico-6pticos basados en
codigos QR. Por un lado, se presentara el disefio de la aplicaciéon y sus prin-
cipales funcionalidades para el usuario final. En segundo lugar, se expondré
la arquitectura de la aplicaciéon basada en un patrén de diseno modelo-vista-
controlador. Posteriormente se profundizara en el proceso de lectura y extrac-
cién de errores, para acabar abordando el método de comparacién de patrones

de error.

3.3.1 Disenio de la aplicacién

Esta aplicacién estd destinada principalmente para personal especializado
(médicos, enfermeros, técnicos de laboratorio, quimicos, etc.) para facilitar
ensayos de diagnostico y mejorar la trazabilidad de los resultados del anélisis
con los datos del paciente. Es fundamental mantener una sencillez en el desa-
rrollo y que el usuario final no tenga excesivos requerimientos ni aparatos
externos para obtener unos resultados fiables y reproducibles. Ademas, otro
requisito es que sea capaz de funcionar de forma offline, aunque pudiera man-
tenerse actualizada de forma online, para poder dar soporte en lugares donde
los recursos son mas bajos o en zonas rurales donde el acceso a internet esta
maés restringido. Aunque esta aplicacién estd principalmente disefiada para el
ambito del diagnéstico, podria adaptarse facilmente para la realizaciéon de
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cualquier analisis quimico-6ptico como en el sector alimenticio, medioambien-

tal o en la agricultura.
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Multianalyte RGB
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< QRAnalyzer
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Control RGB

PHOTO

GALLERY

ANALYZE!

Figura 3.8. Capturas de pantalla de la aplicacién implementada, a) lista de registros
inicial, b) introducir un nuevo registro, ¢) tipos de cédigos QR, d) registro preparado

para andlisis, e) resultados del andlisis.

Al iniciar la aplicacién, el usuario se encuentra con una péagina de inicio
que muestra una lista de registros de analisis, identificados con un nombre y
una fecha, como se muestra en la Figura 3.8a. Ademads, esta ventana permite
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al usuario crear un nuevo registro o seleccionar uno de la lista. Si selecciona-
mos un nuevo registro la aplicaciéon nos llevara a una ventana con dos pesta-
fias, como se puede ver en la Figura 3.8b. La pestafia de Info nos indica la
informacién general del cédigo QR antes del andlisis y la pestafia Details nos
muestra los resultados del analisis realizado. En la pestana Info es donde
tendremos que introducir los datos del QR a analizar. Se nos pedira el nombre
del registro y que seleccionemos de una lista el tipo de QR que estamos ana-
lizando (Figura 3.8¢). Actualmente la aplicacién es capaz de realizar los si-
guientes anélisis:

e Lectura de datos estaticos del QR
¢ Diagnéstico de un analito a partir del QR en luminancia
e Diagnéstico de un analito con varios patrones en RGB

e Diagnéstico de dos analitos en RGB

A futuro la idea es que cada tipo de QR este identificado con un codigo de
analisis y que la aplicacién te permita escoger entre los distintos codigos para
saber qué tipo de andlisis tiene que hacer. En esa misma ventana estd la
opcién de hacer una foto a un QR o tomar una foto de la galeria para poste-
riormente ser analizada con el botén correspondiente. La aplicacién permite
ademds establecer el porcentaje de cambio del umbral U(%) (opcién que se
muestra en la Figura 3.8d) para hacer el proceso de calibracién més sencillo.
En la aplicaciéon del usuario final este valor deberia tomarse de la base de
datos de codigos QR una vez conocido el tipo de QR. En la pestana Details
nos mostrara los resultados del analisis realizado que dependeran del tipo de
analisis a realizar. En la Figura 3.8e se muestran los resultados de un anéalisis
de deteccién de errores RGB. En la version actual de la aplicacion el diagnos-
tico de analitos nos muestra el contenido del QR, los errores identificados en
cada canal y el resultado del diagndstico. Algunos de estos resultados pueden
ser innecesarios dependiendo del usuario final que use la aplicacién, pero son
muy utiles para realizar las calibraciones de los cddigos QR y comprobar los
resultados. Todos estos datos son guardados en una base de datos en el dis-
positivo.

3.3.2 Arquitectura de la aplicaciéon

La aplicacién ha sido desarrollada en Android usando Java, aunque se va-
loré el uso de otros lenguajes multiplataforma como React Native. Finalmente
se optd por usar Java ya que la libreria Zxing estaba basada en ese lenguaje.
Nuestra aplicacién estd implementada usando un patrén de diseno conocido

63



como Modelo-Vista-Controlador [97]. Este busca separar las funciones de
nuestra aplicacién en tres areas para que sea més escalable y méas sencillo
hacer modificaciones futuras. En esta implementacién las tareas de visualiza-
cién y disefio se llevan a cabo mediante ficheros ml donde se define cudl va
a ser la disposicién de los elementos visuales en la ventana. Las tareas del
modelo son realizadas por un conjunto de clases que se encargan de definir la
estructura de datos y objetos de la aplicaciéon. Finalmente, las tareas del con-
trolador son delegadas a clases de las actividades y los fragmentos de la apli-
cacién que se encargan de controlar qué datos se visualizan y los eventos en
pantalla (desplazamiento de la pantalla, eventos de clic, entradas de texto,
navegacion, etc.). El controlador es el que se encarga de conectar la parte de
visualizacion con los datos. Para entender el funcionamiento de la aplicacion
un poco mejor se han agrupado sus funcionalidades en paquetes, donde cada
paquete es un conjunto de clases que se encarga de cierta funcionalidad de la
aplicacién. A continuacién, se van a presentar los paquetes implementados en
la aplicacién y algunas clases de interés que seran explicadas méas adelante:

o Activities. Este paquete agrupa todas las actividades y fragmen-
tos que controlan el funcionamiento de la aplicacion.

e Model. Aqui se agrupan las estructuras de datos que son usadas
en la aplicacién. En este caso contamos con una clase QR CodeData
que guarda los datos y los resultados cada vez que se realiza un
analisis. Se puede encontrar también la clase ErrorPattern que se
encarga de almacenar los patrones de error de cada tipo de QR
soportado y las funciones para comparar patrones de errores.

e Database. Este paquete lo componen tres clases que se utilizan
para definir y gestionar la funcionalidad de una base de datos ba-
sada en SQLite.

e Tools. En este paquete se agrupan clases que se encargan de dis-
tintas utilidades de interés. PictureUtils acoge métodos relaciona-
dos con el tratamiento de imagenes. Por otro lado, QR CodeUtils
se encarga de conectar la aplicacion con las funcionalidades de la
libreria Zxing.

e Zxing. En esta libreria se encuentran todas las clases que permiten
la deteccion y decodificaciéon de los codigos QR. En este paquete
también se implement6 la clase ErrorsEztraction que se encarga

de la extraccién de la posicién y el estado de los errores.
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Esta arquitectura permite una agrupaciéon de sus funcionalidades y una
mayor posibilidad de escalabilidad en caso de que se quieran anadir nuevas
caracteristicas.

3.3.3 Lectura, extraccion de errores y comparaciéon de patrones de

error

Para que la aplicacion pueda realizar la detecciéon y decodificacién del co-
digo QR se usa una funcién de la clase QR CodeUtils llamada getQRFroml-
mage() la cual es capaz de extraer la informacién estatica de un QR a partir
de una imagen de un canal (ya sea luminancia o cada canal RGB por sepa-
rado). Esta funcién hace uso de los métodos de la librerfa Zxing para detectar
y decodificar la informacién del cédigo QR. En esta seccién solo se van a
describir aquellas clases que se han tenido que modificar o implementar para
obtener la posicion el estado de los errores en el cdédigo QR. Una vez el QR
es detectado la aplicacion genera y guarda una matriz del codigo QR usando
la clase BitMatriz. A partir de esta matriz la clase BitMatrizParser es capaz
de extraer la informacién del cédigo QR. Para ello usa las funciones readFor-
matInformation() y readVersion() que son capaces de extraer la informacién
de formato y version del QR que queda inalterada tras el enmascaramiento
tal y como se explicé en la seccidén 2.6. A partir de esta informacién se extrae
el tipo de mascara que tiene que usar el sistema para desenmascarar el codigo
y el nivel de correccion de errores usada. Sabiendo el nivel de correccién de
errores se puede saber la cantidad de palabras de codigo de 8 bits correspon-
dientes a los datos y a la correcciéon de errores y es posible hacer una lectura
de los datos bit a bit, como se explicé en la seccion 2.4.3

La clase ReedSolomonDecoder realiza el proceso de correccién de errores
detectando los simbolos erréneos y corrigiendo los resultados. La extraccién
de la posicién de los errores en cada simbolo se ha implementado inspirdandose
en la solucién aportada en [89]. Ademés, se ha realizado el mapeo de la posi-
cién de los errores en cada simbolo a su posicion del médulo dentro de la
matriz del codigo QR. Tanto la posicién de los errores como el umbral de
deteccién de cada analisis son almacenados en una variable de la clase In-
foErrors que luego se utiliza para mostrar los resultados y realizar la compa-
racién de los patrones de diagnéstico. Para realizar la comparacién de los
errores detectados con los patrones de error de referencia y saber si un anélisis
es positivo o negativo se ha implementado la clase ErrorPatterns. En esta
clase se almacenan los patrones de error de los distintos tipos de simbolos QR
y se implementan las funciones para comparar patrones de errores simples,
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patrones multiresultado o patrones multianalito. Un patrén de error estd com-
puesto por la detecciéon de la posicién de un conjunto de errores derivados de
la apariencia del analito. Se podria considerar que un patrén ha sido detectado
cuando se identifican todos los errores que lo definen. Sin embargo, en un
contexto real esto puede ocasionar muchos falsos negativos ya que el patrén
estd compuesto por réplicas del mismo sensor y alguna podria fallar por mo-
tivos experimentales. Por esto, es necesario determinar un porcentaje minimo
de errores detectados para clasificar un patrén como positivo. En nuestro caso
se va a definir el porcentaje minimo de errores detectados como el 80%. En
este se asumen problemas en la impresiéon de las réplicas o cambios en las
condiciones de luminosidad. Sin embargo, este porcentaje dependera en tltima
instancia del analito concreto que se esté analizando y de las indicaciones de
los especialistas que realizaron su calibracién. También, hay que tener en
cuenta la opcién de que no se detecte ningtn error en las posiciones de control,
lo que ocasionaria un analisis erréneo. Una vez detectado el patrén de control
si no se detecta el patréon positivo se consideraria un patréon de diagndstico

negativo.

3.4 Metodologia experimental

En la siguiente seccién se va a presentar la metodologia experimental se-
guida en este capitulo. Se presentaran los reactivos y materiales usados en los
experimentos, asi como el hardware y software empleados a lo largo del tra-
bajo desarrollado. Finalmente se describira el proceso de medicién seguido

para realizar los experimentos de validacion en la seccién 3.5.

3.4.1 Hardware y software

Para la toma de las imégenes de los cddigos QR se han llegado a usar tres
dispositivos distintos. El dispositivo principal donde se ejecuta la aplicacién
es un Pocophone F1 (Xiaomi Corporation, Hidian, China) con una cédmara
dual de 12 4+ 5 megapixeles con enfoque automatico de doble pixel y sensor
CCD. La distancia focal de la cdmara trasera es f/1.9 y cuenta con 6 GB de
RAM y procesador Snapdragon 845 [98]. En la seccién 3.5.11 se hace una
comparativa del sistema con otros dos dispositivos principales. También se ha
usado un dispositivo Xiaomi Redmi 7A con camara dual de 12 + 5 megapi-
xeles y distancia focal de la cdmara trasera de £f/2.0. Cuenta con 2 GB de
RAM y con un procesador Snapdragon 439 [99]. Ademas, se trataron imagenes
de una cdmara Canon EOS 70D [100]. Esta cdmara cuenta con un sensor
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CMOS de 20.2 megapixeles con enfoque automatico de doble pixel. Las ima-
genes fueron tomadas usando una caja de luz Duclus Photography de
22x23x%24 cm que cuenta con dos tiras de led de 6500K [101]. Los simbolos
QR se imprimieron en una impresora de inyeccién de tinta Epson XP-2200
[102]. Para el desarrollo software se empled la herramienta Android Studio y
los simbolos QR se disefiaron usando Adobe Illustrator CS6.

3.4.2 Procedimiento de medida experimental

El procedimiento general de medida consiste en introducir un QR en la
caja de luz y tomar las imagenes desde la abertura circular con la que cuenta
la caja en el techo. De esta forma la distancia de medicién seria de unos 22
cm y el dngulo seria perpendicular. Para reducir la distancia de medicién se
utiliza un soporte de fabricaciéon manual, donde se coloca el QR sobre un
papel blanco, con el que se puede ajustar la distancia de mediciéon. Los codigos
QR utilizados varian segtn el objetivo del experimento y se definiran en cada
caso. Una vez se toman las fotos del QR y se analizan in-situ por la aplicaciéon
los datos son extraidos para su andlisis y las imagenes son guardadas por si
hicieran falta para una posterior revisién. En algunos experimentos se modi-
fican algunas condiciones en la medicién como la distancia o las condiciones
de luminosidad para comprobar su influencia en los resultados. El dispositivo
utilizado para realizar el andlisis serd exclusivamente el Pocophone F1, ex-

cepto en la seccién 3.5.11 donde se comparan éste con otros dispositivos.

3.5 Resultados y discusién

En esta seccién se realizan un conjunto de experimentos que van destinados
a validar las hipotesis enunciadas anteriormente y comprobar el rendimiento
de las soluciones propuestas. Esta seccién esta organizada de forma que favo-
rece el discurso para explicar las decisiones tomadas en el disefio a raiz de las
problemaéticas que van apareciendo. Por ello, al principio se hace un estudio
de la capacidad de deteccién de errores de un QR convencional con un anélisis
en luminancia. Se analizardn las posiciones que pueden ocupar los errores o el
ndmero maximo que se puede detectar. Posteriormente se estudiard cémo
influyen las condiciones de medicién distancia y luminosidad en la deteccion
de errores. También, se hace un estudio de la influencia del color en la detec-
cién de errores y se evalian las dos soluciones propuestas para solucionar los
problemas que puedan aparecer. Seguidamente se realizard una calibracién
del porcentaje de cambio del umbral, explicado en la seccién 3.2.4. Finalmente,
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se comprobara el rendimiento del sistema para detectar patrones de errores
especificos y se valorara su rendimiento bajo distintas condiciones de medida.

3.5.1 Evaluacién de la capacidad de correccién y la disposicién de

errores

En este primer experimento se quiere hacer una evaluacién de como influye
la posicion de los errores en la capacidad de correccién de los errores y en el
ntmero maximo de errores que se pueden detectar. Para ello se ha usado un
codigo QR impreso en negro de 5x5 cm con un tamano de médulo de 2.5 mm.
En el codigo QR se han ido pintando gradualmente los médulos blancos con
un rotulador negro en distintas posiciones para generar errores en el codigo.
El objetivo de este experimento es determinar cual es el niimero de errores
que se pueden detectar dependiendo de la disposicién de éstos en el QR. En
la Figura 3.9 se pueden ver las imagenes de los simbolos QR y la disposicién
de los errores en el QR. Las disposiciones de errores de izquierda, derecha y
centro se basan en la idea de agrupar todos los errores lo mas junto posibles.
La disposicién distribuida trata de inducir los errores en bytes separados en
la trama de datos de esta forma solo habria un error en cada simbolo de 8
bits. Este experimento se ha realizado con un QR con la capacidad de correc-
cién més baja (L) y otro con la més alta (H). Las imdgenes se han tomado en
una caja de luz a una distancia de 22 cm y un angulo de medicién perpendi-
cular. El dispositivo usado para ejecutar la aplicaciéon y tomar las fotos fue
Pocophone F1. El cédigo QR ha sido analizado con la aplicaciéon desarrollada
usando el método de deteccion en el canal de luminancia.

E.:'E.. E.:'E .E.HE-.
o[

FEC-L FEC-L FEC-L
Izquierda Derecha Centro

.E':'E.. [=]\[=] El.'.

B oW o

FEC-L FEC - H FEC - H
Distribuido Centro Distribuido

o

Figura 3.9. Imagen de la disposicién de los errores en el QR y su nivel de correccién
de errores (FEC).
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En la Tabla 3.1 se pueden ver los resultados del experimento realizado. Se
puede observar que el aumento de la capacidad de correccién de errores au-
menta el nimero de errores maximos que se pueden detectar para todas las
disposiciones. En el caso de los errores distribuidos por el cddigo con nivel de
correcciéon H se nota un aumento de la correccién de mas del doble de los
errores respecto al nivel L. Ademads, se puede notar un fenémeno muy signifi-
cativo en relacién a la disposicién de los errores. La disposicién distribuida
supone una reduccién muy notable del nimero maximo de errores detectados.
Esto es debido a que el tipo de correccion de errores que utiliza el cédigo es
Reed Solomon. Este tipo de correccion funciona a nivel de simbolo por tanto
se generan palabras de codigo para cada simbolo de 8 bits. Esto provoca que
el codigo detecte errores a nivel de simbolo y que tenga un méaximo de sim-
bolos que puede corregir en cada caso. Sin embargo, dentro del simbolo puede
darse mas de un bit erréneo ya que seguira contando como un simbolo erréneo.
Por ese motivo los errores agrupados permiten una mayor deteccién del ni-
mero de moédulos erréneos ya que tienen la posibilidad de agrupar varios erro-
res dentro del mismo simbolo. La diferencia de errores detectados en las dis-
posiciones agrupadas radica principalmente en la cantidad de médulos blancos
que haya en proximidad para pintar y si estos han ocupado algin simbolo
adyacente aumentando el nimero de simbolos erréneos. Aunque el sistema
distribuido es el que tiene menor capacidad de correccién es ideal como punto
de partida para generar errores ya que permite que los errores estén mejor
distribuidos espacialmente y que no se vean excesivamente afectados por som-
bras en el codigo. Por este motivo la disposicion utilizada a partir de ahora
serd la distribuida, pero con la posibilidad de anadir més errores dentro de

cada simbolo erréneo si fuera necesario.

Disposicién FEC Errores
Izquierda L 16
Derecha L 14
Centro L 12
Distribuido L 3
Centro H 30
Distribuido H 8

Tabla 3.1. Numero de errores maximos detectados segin la posicién del error en el QR

y su nivel de correccién de errores (FEC).
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3.5.2 Evaluacién de la deteccién de errores con la distancia

En este apartado se va a realizar un estudio de la influencia de la distancia
de medicién en la deteccién de errores del codigo QR. Para ello se definira un
nuevo codigo QR basandonos en una disposicion distribuida en el que se han
inducido 14 errores de color negro, véase la Figura 3.10. En la Figura 3.10a
los médulos marcados en rojo indican la posicién de los errores identificados
por un numero. En la Figura 3.10b puede verse a qué posicién corresponde
cada identificador en el c6digo QR y su estado previo al error (B es blanco y
N es Negro). El cédigo tiene un tamaio de 4x4 cm con un tamaiio de médulo
de 1.3 mm, haciéndolo més manejable y realista. El simbolo QR se detecta en
el canal de luminancia con los parametros de la camara por defecto.

id b'd y estado
1 26 15 B
2 4 20 B
3 23 26 B
4 10 3 B
5 4 12 B
6 19 25 B
7 12 21 B
8 15 1 B
9 9 14 B
10 14 9 B
11 27 24 B
12 23 19 B
13 16 16 B
14 15 27 B
a) b)

Figura 3.10. a) Disefio del QR con disposicién de errores distribuida, b) tabla de iden-

tificacién de los errores.

La distancia de medicién variard desde los 5 cm hasta los 60 cm para hacer
una deteccién del simbolo QR en cada posicion. En la Tabla 3.2 se pueden
ver los resultados de este experimento indicando el niimero de errores detec-
tados, donde NR indica que el cddigo QR no fue reconocido. Se puede apreciar
céomo para el caso de errores de color negro la capacidad de errores no varia
con la distancia ya que en todos los casos se ha podido detectar el maximo de
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errores, 14. Se puede apreciar que para los casos mas extremos 5 cm y 60 cm
el QR ya no es detectable. A una distancia de 5 cm el dispositivo no puede
enfocar correctamente el QR y éste no es detectable. Esta distancia podria
variar segin el dispositivo utilizado. Para el caso de 60 cm el QR es tan
pequenio que no se pueden apreciar correctamente en la imagen. Se podria
definir una distancia éptima de mediciéon como la distancia mas cercana en la
que el QR se pueda enfocar correctamente. Esta seria la distancia 6ptima para
detectar modulos de color y ademés seria més practica para el usuario final
ya que no es necesario alejarse ni acercarse mucho para realizar el anélisis.

Distancia (cm)

5 |6 | 9 |12|14|17|19|21|22|24|40| 60

Errores |NR|14|14|14|14|14|14|14|14|14|14|NR

Tabla 3.2. Andlisis de la capacidad de deteccién de errores cambiando la distancia de
medicién.

3.5.3 Condiciones de luminosidad y dispositivos

Para que un sistema pueda operar de forma préactica es fundamental que
sus resultados sean fiables bajo distintas condiciones de luminosidad. Para
testear la influencia de los cambios de luz en el sistema se van a modificar los
parametros de la cidmara para emular distintas condiciones de luminosidad.
Variando la ISO se podran emular entornos con distinta intensidad luminica.
Por otro lado, si se cambia el balance de blanco se podran emular entornos
con fuentes de luz de distinta temperatura de color. En este caso se evaluard
la influencia de las condiciones de luminosidad en la deteccion de errores en
negro del QR disefiado en la seccién 3.5.2. La distancia de medicién se va a
fijar a 22 cm y el QR se analizard en el canal de luminancia como se ha hecho
anteriormente.

En la Tabla 3.3 se puede ver el resultado de analizar la capacidad de co-
rreccion de errores del sistema variando el balance de blancos entre 8000K y
2000K con un tiempo de exposicién de 1/500 s y una ISO de 200. Se puede
notar como el balance de blancos no tiene ninguna influencia en la deteccién
de errores ya que el sistema siempre es capaz de detectar el nimero maximo
de errores. Seguidamente se comprueba la influencia de variar la ISO entre
100 y 3200 en la capacidad de correccion, véase la Tabla 3.4. En este caso se
fij6 el tiempo de exposicién a 1/1000 s y el BW a 5800 para poder emular
unas condiciones de muy poca luminosidad para la ISO més baja. En este
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caso si se puede ver como en los casos de ISO mas extremos el QR no llega a
detectarse porque hay muy poca luz o se genera mucho reflejo por una lumi-
nosidad muy alta. A pesar de tener estos buenos resultados para el caso de
QR con errores impresos en negro se puede entrever que esto no seré asi si los
errores estan impresos en algtin color. Los errores en color se verian més afec-
tados a los cambios de luminosidad que el color negro porque éste no refleja
la luz. Este andlisis se hard méas adelante cuando se evalie el sistema final

bajo distintas condiciones de luminosidad.

BW (K) | 8000 | 6000 | 5200 | 4400 | 3600 | 2800 | 2000

14 14 | 14

Errores

14|14

14|14

Tabla 3.3. Evaluacién de la capacidad de correccién de errores variando el balance de
blancos (BW).

ISO | 100 | 200 | 400 | 800 | 1600 | 3200

Errores 14114 | 14 | NR

NR| 14

Tabla 3.4. Evaluacién de la capacidad de correcciéon de errores variando la ISO. NR
= No reconocido.

3.5.4 Influencia de los errores en color. Analisis en luminancia

En esta seccién se va a abordar un aspecto fundamental de nuestro sistema,
su rendimiento cuando los errores son impresos en colores distintos al negro.
Este procedimiento es fundamental ya que en la realidad los analitos no dan
cambios de color tan sencillos como de un blanco a un negro, sino que pueden
variar de gamas de color dependiendo de los reactivos que se usen. Para todos
los anélisis que se lleven a cabo, a continuacién se va a utilizar el cédigo QR
descrito en la seccién 3.5.2, pero modificando los colores de los errores impre-
sos identificados en la Figura 3.10. También se va a fijar una distancia de
medicién a 9 cm, que supone una distancia méas cercana la que se usaria en
unas condiciones de uso real. Los pardmetros de la cimara también se van a
mantener por defecto para evitar tener un excesivo control sobre estos en
condiciones reales. En este primer caso se va a analizar el cédigo QR en lu-
minancia y se va a estudiar el efecto de emplear errores en color. Para ello
hay que tener en cuenta, como se explicd en la seccién 3.2.2, que la imagen
captada por la aplicacién es convertida al espacio YUV y de este canal se
extrae el valor Y de luminancia que es un valor equivalente a la conversiéon
de la imagen a nivel de gris. Por ello se va a recordar que para convertir un
color RGB a nivel de gris en la aplicacion se usa la siguiente ecuacion:
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Y = redondear(0.299R + 0.587G + 0.114B)

(33)

En este experimento se van a utilizar 16 cédigos QR y en cada uno de ellos

se van a imprimir errores de un color distinto, identificindolos con un ntmero

del 1 al 16.
Color (id) [ Color (R,G,B) | Gris | Errores | Posiciones

239 [ 59 | 57 | 113 14 Todas
229 1 93 [ 101 | 135 14 Todas
233 [ 134 [ 135 | 164 3 8,10, 14
69 | 83 | 164 | 88 14 Todas
116 | 127 | 183 | 130 5 [1,3 10 12, 13
174 | 181 | 210 | 182 2 4,10

7 56 | 197 | 243 | 160 3 5,12, 14

8 145 | 214 | 234 | 196 1 9

9 200 | 229 | 236 | 221 0 0

10 116 1 192 | 68 [ 155 12 Todas - 2, 10

11 1571206 | 121 | 182 4 2,4,8,12

12 200 [ 226 | 173 | 212 2 6,9

13 245 [ 235 15 | 213 4 1,4,9,10

14 240 | 233 | 146 | 225 0 0

15 238 | 234 | 198 | 231 1 14

16 0 0 0 0 14 Todas

Tabla 3.5. Comparacién del niimero de errores y patrones de error especificos detec-

tados para distintos colores.

En la Tabla 3.5 se presenta una muestra de los colores junto con su ntimero

de identificacién, el valor en RGB que se imprimi6 en el software de disefio.

Los colores han sido repartidos en 5 tonos distintos y de cada tono se han

generado 3 colores variando su saturacién. De esta forma, para cada tono se

obtiene una variacién de saturacion similar a la que podriamos encontrar en
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un analito real, color de control, color positivo y color negativo. En cada
tonalidad el color de mayor saturacién simula el control, el de saturaciéon
media simula el positivo y el de saturacién baja simula el negativo. Por ejem-
plo, para el caso del tono rojo el control seria el color 1, el positivo el color 2
y el negativo el color 3. En la Tabla 3.5 también se muestra el nivel de gris
teodrico calculado para cada color. Este valor es puramente orientativo ya que
puede variar dependiendo de la luminosidad y la impresora utilizada, pero
serd util para dar explicacién a los fendmenos que tienen lugar en este expe-
rimento.

En la Tabla 3.5 se puede observar cuantos errores han sido identificados y,
en el caso de que no se hayan identificado todos los errores, se indican las
posiciones de error que se han detectado, usando el sistema de identificacién
basado en la numeracién mostrada en la Figura 3.10. En el caso del QR con
color (id) igual a 10, se han indicado las dos posiciones de error que no se han
detectado. Se va a considerar una deteccion correcta del patron de error si se
pueden detectar mds del 80% de los errores impresos, que se han resaltado en
la tabla con las celdas sombreadas en verde. Un primer objetivo de la aplica-
cién seria detectar aquellos colores con una saturacién de color més alta (que
podrfan simular los controles) para posteriormente tratar de detectar el si-
guiente escal6n de saturacién (equivalente a un positivo del analito). En cual-
quier caso, se requiere que el sistema no detecte los colores de baja saturacién
(similares al analito negativo).

En los resultados se observa cémo el sistema solo es capaz de detectar
correctamente 3 de los 5 colores que simulan un control mas el negro. Ademas,
solo en el caso del tono rojo se identifica el color que estaria asociado a un
positivo, color (id) igual a 2, que tiene una saturacién menor. Sin embargo, el
resto de colores que simulan positivos en el resto de tonalidades, colores (id)
igual a 5, 8, 11, 14, no son detectados. Esto puede deberse principalmente a
que el nivel de gris equivalente de ese color es mas bajo que el umbral de
deteccion del QR. Para estos analisis, el umbral de detecciéon extraido de la
aplicacién estd en torno a 152, por este motivo muchos colores que percep-
tualmente vemos claramente cuando se toma su luminancia pierden mucho
contraste porque varias de sus componentes RGB estdn muy cercanas a 255,
como puede ser el caso del color 13. Para resolver este problema se van a
evaluar las soluciones propuestas en las Secciones 3.2.2 y 3.2.3.
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3.5.5 Deteccién en luminancia del cédigo QR impreso del color
del control.

En esta solucién se va a buscar ajustar el umbral de deteccién segun los
niveles de gris de los controles utilizados. Para este caso se requeria que todo
el QR fuera impreso con el reactivo del control de forma que si éste aparecia
diera el andlisis como correcto a falta de detectar los mdédulos erréneos dentro
del QR. Para emular este procedimiento se van a imprimir los cédigos QR
disefiados en la seccién 3.5.2 completamente con un color que emule al del
reactivo de control, incluyendo sus errores. Se sigue analizando el QR en el
canal de luminancia de forma que no se modifica el proceso de deteccién ori-
ginal del lector de codigos QR. En la Tabla 3.6 se presenta una comparativa
de los resultados obtenidos con esta solucién y de los resultados de la seccién
anterior, donde solo se imprimen en color los médulos erréneos. En esta tabla
se ha anadido, ademas del nivel de gris de cada color, el umbral de deteccién
usado por la aplicacion para detectar ese QR.

Color en médulos Color QR completo
C(?(ll(;r Gris E:ZI Errores | Posiciones | Errores Posiciones
113 144 14 Todos 14 Todas
135 136 14 Todas 15 Todas + 11/16N
164 0 3 8, 10, 14 NR NR
88 136 14 Todas 14 Todas
130 0 5 L3 10,12, NR NR
13
182 0 2 4,10 NR NR
7 160 0 3 5,12, 14 NR NR
8 196 0 1 9 NR NR
9 221 0 0 0 NR NR
10 155 0 12 Todas - 2, 10 NR NR
11 182 0 4 2,4,8,12 NR NR
12 212 0 2 6,9 NR NR
13 213 136 4 1,4,9,10 14 Todas
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14 225 0 0 0 NR NR

15 231 0 1 14 NR NR

0 152 14 Todas 14 Todas

Tabla 3.6. Comparacién del nimero de errores y los patrones de error detectados
aplicando el color solo en los médulos de error o al QR completo (NR: No Reconocido)

Se puede observar que no hay diferencias sustanciales en la deteccién co-
rrecta de los patrones de error para este experimento. Sin embargo, si se puede
ver que la solucién no es capaz de reconocer el QR, marcado como NR en la
fila “Error” de esta tabla, cuando el color tiene una saturaciéon mas baja. Se
puede notar que el sistema que usa color sélo en los médulos erréneos si que
es capaz de detectar el codigo QR y algunos errores en este caso. En el caso
de que la solucién propuesta detecte el patrén, ésta identifica todos los errores,
incluyendo algin falso negativo como en el caso del color (id) 2. En este caso,
se ha detectado un falso negativo en la posicién (11,16) del QR indicando un
error de negro a blanco, identificado como 11/16N en esta tabla. Es bastante
probable que esta soluciéon sea muy dependiente de la luminosidad, ya que
puede que haya fuentes de luz que permitan que ciertos codigos QR se iden-
tifiquen mejor. Esta solucién, siendo sencilla, estd muy restringida a colores
que tengan un contraste muy alto y por este motivo estd muy limitada. Es
importante tener un sistema que sea capaz de detectar el mayor ntimero de
colores para asi permitir una mayor deteccién de analitos.

3.5.6 Deteccién de errores del cédigo QR en canales separados
RGB

Esta implementaciéon busca dar solucién al problema encontrado en las
secciones anteriores mediante una deteccién por canales separados en RGB,
tal y como se explicé en la seccién 3.2.3. En este caso, el cédigo QR es impreso
en negro y los médulos erréneos se imprimen en distintos colores, pero en este
caso se va a realizar un anélisis del QR en cada canal RGB. De esta forma se
espera que, al menos en algin canal, el sistema sea capaz de detectar los
errores impresos de los colores de control y positivos. Estos experimentos son
realizados con el cédigo QR presentado en la seccion 3.5.2.

En la Tabla 3.7 se muestran los resultados del experimento realizado donde

se presentan el nimero de errores detectados (E) y sus posiciones de error (P)
en cada canal RGB. Se puede observar que, si se combinan las detecciones en
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cada canal R, G o B por separado, se logra detectar correctamente todos los
colores que emularian los controles del analito (colores 1, 4, 7, 10, 13, 16). En
el caso de los colores que emularian los resultados positivos, se han identifi-
cado 2 de los 5 posibles colores (2, 11) con una efectividad del 80%. Los colores
positivos 5 y 14 han mostrado una deteccién muy alta, pero sin llegar al
estandar de deteccién correcta. En ningiin caso se han detectado més del 80%
de los colores negativos, que emulan la no presencia del analito. El color 13
es un ejemplo de que el sistema funciona correctamente ya que en el canal R
y G el sistema no es capaz de realizar una deteccion de errores correcta, pero
en el canal B si puede porque en esa componente el color tiene un mayor
contraste respecto al blanco. Este fenémeno se repite para cada color, demos-
trando asi una mejor deteccién que en las soluciones anteriores. A pesar de
los buenos resultados, esta solucién atn no es capaz de identificar correcta-
mente todos los errores de ciertos colores positivos (5 y 14). Por este motivo
se va a realizar una evaluacién del rendimiento del sistema combinando las
dos soluciones, deteccion en canales RGB con coédigos QR impresos con el
color del control.

R G B
Col

ol (R,G.,B) E P E P E P
(id)

2391 59 | 57 0 0 14 Todas 14 Todas

2291 93 | 101 0 0 14 Todas 14 Todas
3 233 134 | 135 0 0 6 ?0671? 7 2, 6,8, 10,

’ o 11, 13, 14
14
69 | 83 | 164 14 Todas 14 Todas 0 0
Todas -
) 1, 3, 10,
116 | 127 | 183 9 2,4,6,7, 5 ) 0 0
12, 13
11
174181210 3 |4,10,14] 2 4,10 2 4,10
] Todas -
7 56 | 197 | 243 12 1 14 0 0
2,9

8 145 ] 214 | 234 2 7,9 0 0 0 0
9 200 | 229 | 236 0 0 0 0 0 0
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Todas - 4.5 6
116 | 192 12 6 AR I T.

10 619 68 210 8. 13, 14 odas
Todas -

1 |157|206]121] 3 2, 4,8 0 0 12 odas
13, 14
12 [200]226|173| 2 6,9 1 9 6 |HA09
° ’ 11, 14

13 [245]|235| 15| o 0 2 9,10 14 Todas
Todas - 2,
14 [240]233|146] o0 0 0 0 8 | 4,589,

12

15 [238]234|198] o0 0 1 14 1 11
16 0 0 0 14 Todas 14 Todas 14 Todas

Tabla 3.7. Anilisis del ntimero de errores (E) y las posiciones de error (P) detectados

para cada color analizando el c6digo QR en los canales RGB de forma independiente.

En la Tabla 3.8 se pueden ver los resultados de este experimento, en el que

se puede observar que ocurre algo similar a lo ocurrido en la seccién 3.5.5. No

se detectan tantos cddigos QR como en el experimento anterior y ademés este

procedimiento favorece la aparicion de muchos més falsos negativos.

R G B
Col
Tl (Rr,G,B) E P E P E P
(id)
2391 59 | 57 | NR NR 14 Todas 14 Todas
Todas
) Todas +
2291 93 | 101 | NR NR 15 4 15
11/16N
11/16N
3 2331134135 NR NR NR NR NR NR
69 | 83 | 164 | 14 Todas 14 Todas | NR NRR
116 1 127 1 183 | NR NRR NR NRR NR NRR
6 17411811210 | NR NR NR NR NR NR
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Todas +
7 56 197|243 17 Eﬁig: NR NR NR NR
15/10N
8 14512141234 | NR NRR NR NR NR NR
9 2001229 (236 | NR NR NR NR NR NR
10 11611921 68 | NR NR NR NR 14 Todas
11 1571206 | 121 | NR NR NR NR NR NR
12 2001226 [ 173 | NR NR NR NR NR NR
13 2451235 15 | NR NR NR NR 14 Todas
14 2401233 [ 146 | NR NR NR NR NR NR
15 2381234198 | NR NR NR NR NR NR
16 0 0 0 14 Todas 14 Todas | 14 Todas

Tabla 3.8. Anilisis del ntimero de errores (E) y las posiciones de error (P) detectados
para cada color analizando el c6digo QR en los canales RGB de forma independiente.

NR = No reconocido.

3.5.7 Comparativa de las soluciones

Para resumir la evaluacién de las soluciones propuestas se va realizar una
comparativa de los experimentos realizados y se discutird brevemente cual es
la solucién que puede aportar mas beneficios y con la que se va a realizar la
experimentacion con deteccidon de patrones de diagnéstico. En la Tabla 3.9 se
puede ver una comparativa de todas las soluciones evaluadas. Se aprecia que
el andlisis en RGB es el que aporta mayor nimero de detecciones correctas,
siendo el caso del QR impreso en negro el que mejor rendimiento da. Ademas
del ntimero de errores detectados, la solucién del QR impreso en negro y el
andlisis en RGB aporta una mayor flexibilidad en el analisis de los analitos y
més facilidad para la fabricaciéon del codigo QR. Esta solucién también da la
posibilidad de realizar el andlisis de varios analitos en el mismo simbolo QR,
ya que podrian imprimirse los controles y los analitos en médulos separados
sin tener que imprimir el QR completo del color del control. Esta solucién
también supone un coste computacional superior porque requiere la realiza-
cién de 3 detecciones por cada QR. Sin embargo, el tiempo de ejecuciéon no
aumenta excesivamente pudiendo llegar como méximo a 1 segundo por encima
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del registrado en el analisis del codigo QR en luminancia. Este sistema tam-
bién daria la posibilidad de analizar cambios de color no solo en saturacién
sino en tono, ya que podriamos analizar cada canal por separado y establecer
las diferencias entre ellos.

Tipo QR Tipo de andlisis Colores detectados

(80% de los errores)
QR negro - médulos negros En luminancia 5
QR color - moédulos color En luminancia 5
QR negro - médulos color En RGB 8
QR color - médulos color En RGB 7

Tabla 3.9. Comparativa de las soluciones en el rendimiento con color.

Por todo esto se puede afirmar que la solucién con el QR impreso en negro,
los errores y control en color y el anélisis en RGB es la que mejor rendimiento
aporta. Sin embargo, ain queda en el aire el fallo que este sistema dio en la
deteccién de algunos colores positivos. Para resolver este problema se va a
implementar la calibracién del umbral expuesta en la seccion 3.2.4.

3.5.8 Calibracién del umbral para el ajuste de la deteccién de ana-

litos

En este apartado se va a realizar la calibraciéon del umbral de deteccion
para cada tono de color, que simula a un analito con un control, un positivo
y un negativo. El objetivo de esta calibracién es definir un umbral que permita
la deteccion correcta del control y el positivo, sin detectar el negativo. Para
ello se ha repetido el andlisis del QR con mdédulos impresos con analisis en
RGB pero iterando el proceso hasta encontrar un porcentaje de cambio del
umbral U(%) que produzca los resultados deseados.

n? errores

Color (id) [U(%) |Gris|R |G | B

0 14 [0 ]14]14

0 14 [0 ]14]14

0 3 067
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4 10 14 |14]14| 7
10 10 |12]11] 4

6 10 3 31311
7 17 10 (1411 1
8 17 4 1213 |0
9 17 2 41413
10 5 13 |13 7|14
11 5 6 312113
12 5 1 112(5
13 5 14 10]2 )14
14 5 0 0f0]12
15 5 1 0111
0 14 (14]14]14

Tabla 3.10. Ajuste del incremento del umbral para mejorar la deteccién de los errores
de color del QR.

En la Tabla 3.10 se pueden ver los resultados de la calibracién donde se
demuestra que el ajuste del umbral para cada analito favorece la deteccién
correcta de éste y permite cierto nivel de ajuste en casos donde los colores de
los analitos no lleguen a ser detectados por el sistema. Una vez comprobada
la funcionalidad del control del umbral conviene destacar que este experi-
mento se realizé6 en condiciones de luminosidad muy concretas y que este
umbral podria verse modificado cuando las condiciones de luminosidad cam-
bien drasticamente. Mas adelante se hara un estudio de este fenémeno cuando
se analice la influencia de las condiciones de luminosidad en el sistema final.

3.5.9 Deteccién de patrones de diagnéstico con uno y varios ana-

litos.

Una vez definida cudl va a ser la implementacion final del sistema para la
deteccién de errores en color es momento de evaluar el rendimiento de ésta
cuando se quieren comparar patrones de error concretos. Para este experi-
mento se ha diseiado un simbolo QR como el de la Figura 3.11. En ésta se
han definido 4 posiciones que se imprimirén con el color del control (marcadas
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en rojo) 5 posiciones donde irdn los colores que simulan positivos (marcadas
en verde) y 5 posiciones donde se imprimirén los colores que no deben detec-
tarse, que simularian los negativos (marcadas en azul). Este experimento se
realizara para los 5 tonos de color definidos en los experimentos anteriores.
Cada grupo de color del patréon de diagnéstico consta de tres colores en el
mismo tono (un control, un positivo y un negativo) donde el negativo es el
Unico que no se tiene que detectar. La detecciéon positiva del color se da
cuando se han detectado al menos el 80% de las réplicas impresas.

Positivo

Figura 3.11. Diseno de un QR para el testeo de la deteccion de patrones de diagndstico.
Médulos con borde rojo = posiciones de control, médulos con borde verde = posiciones
positivas y médulos con borde azul = posiciones negativas.

Color (id) | Control | Positivo | Negativo
OK OK X
OK OK
3 OK OK X
4 OK OK X
5 OK OK X

Tabla 3.11. Comparacién de la deteccién de patrones de diagnéstico para distintos

colores.

En la Tabla 3.11 se presentan los resultados de este experimento en la que
se indica con un OK si se ha detectado el patréon del control, del positivo o
del negativo y con una X en caso de que el patréon no se haya detectado
correctamente (nimero de errores este por debajo del 80%). En cada color se
ha usado el ajuste de umbral definido en la seccién anterior. Se puede ver que
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todas las detecciones han sido correctas para los 5 colores, ya que en todos los
casos solo se han detectado el control y el positivo.

A continuacién, se hard un experimento adicional para mostrar la capaci-
dad de anélisis multianalito que puede mostrar este sistema. Se ha disefado
un QR para la deteccién de 2 analitos ficticios (analito 1 y analito 2) simul-
taneamente como se puede ver en la Figura 3.12. Cada analito cuenta con 12
modulos para su deteccion, 4 para el control y 8 para el analito. En la Figura
3.12 el analito 1 se depositaria en las posiciones marcadas en verde y su control
en las posiciones marcadas en rojo. Por otro lado, el analito 2 se depositaria
en las posiciones marcadas en azul y su control en las posiciones marcadas en
amarillo. Para aumentar el nimero de mddulos erréneos detectables se han
agrupado moédulos con sustancia similar de forma adyacente para que los
errores que se hayan detectado formen parte del mismo simbolo, como se
explicod en la seccion 3.5.1. En este experimento se van a analizar cuatro cé-
digos QR para abarcar todas las posibilidades de deteccién (solo analito 1
positivo, solo analito 2 positivo, todos positivos, todos negativos). Para simu-
lar este experimento se van a imprimir las posiciones marcadas con dos paletas
de color usadas previamente. En este caso se usaron los colores 1 y 4 para
imprimir el control 1 y el control 2. El analito 1 y el analito 2 se imprimieron
con los colores 2 y 5 para simular la detecciéon positiva y con los colores 3 y 6
para simular su deteccién negativa, respectivamente. Se utilizé6 un ajuste de
umbral del 5% en ambos casos. En la Tabla 3.12 se muestran los resultados
de este andlisis, mostrando la imagen del QR detectado e indicando debajo el
patrén especifico que representa y si su deteccion fue correcta, marcada con
un OK. Se puede ver cémo todas las detecciones han sido realizadas correc-

tamente.

Analito 1

Control 2

Figura 3.12. Disefio de un QR para el analisis de dos analitos simultdneamente. Mé-
dulos de borde rojo = posiciones control 1, borde amarillo = posiciones control 2,
borde verde = posiciones analito 1 y borde azul = posiciones analito 2.
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Analito 2 positivo  Analito 1 positivo Todos positivos Todos negativos

OK OK OK OK

Tabla 3.12. Resultados de los anélisis para un cédigo QR multianalito.

Este sistema permite actualmente una deteccién de analitos que comparten
el mismo ajuste de umbral. En caso de que no fuera asi, se dificultaria el
analisis, aunque a futuro podria valorarse la posibilidad de resolver esta limi-
tacién. El nimero de analitos a detectar puede aumentar sin problema siem-
pre que se distribuyan los errores para que haya mas errores por simbolo.
Modificando el tamano del QR, su nivel de correccién de errores y la disposi-
cién de los errores, se podrian llegar a analizar una gran cantidad de analitos
en el mismo cédigo QR. Es importante notar que hemos trabajado con los
analitos que generan errores de blanco al negro, sin embargo, este sistema
seria igualmente valido para errores generados de negro a blanco. Establecer
el patrén de error correspondiente para realizar el diagnéstico seria suficiente
para que funcionara correctamente.

3.5.10 Influencia de las condiciones de luminosidad en la detecciéon

de patrones de diagnéstico

El sistema propuesto solo se ha evaluado en condiciones de luminosidad
muy concretas. Por lo tanto, es necesario realizar un analisis de su rendi-
miento cuando las condiciones de luminosidad son modificadas. Se va a ana-
lizar el cédigo QR propuesto en la Figura 3.11 bajo distintas condiciones de
luminosidad (variacién de balance de blancos y variaciéon de ISO) para los 5
tonos principales de color. Se define una detecciéon correcta si el patrén de
control y positivo es detectado pero el patron negativo no. Se recuerda que
una deteccién correcta de un patrén conlleva la deteccién de al menos el 80%
de los errores de éste. Primero se hara una variaciéon del balance de blancos
para un tiempo de exposicién de 1/500 s y una ISO de 200. Los resultados de
muestran en la Tabla 3.13. En este caso la deteccion si se ve afectada por la
temperatura de color de la fuente de luz, ya que en el caso del color 3 la
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deteccién no es correcta para ningin balance de blancos. Para el color 4 y 5
se dan detecciones incorrectas para ciertas temperaturas de color. Sin embargo,
este resultado cambia si se modifica el ajuste del umbral. Si definimos el ajuste
del umbral al 25%, 10% y 15% para los colores 3, 4 y 5, respectivamente,
todas las detecciones son correctas. Este resultado podria indicar que es nece-
sario que la calibraciéon del umbral se haga bajo distintas condiciones de lu-
minosidad y establecer un rango del umbral éptimo en el que este cédigo QR

pueda ser analizado.

Balance de blancos

Color (id) | U(%) | 8000 | 5200 | 3600 | 2000

0 OK | OK | OK | OK

5 OK | OK | OK | OK

17 X X X X

4 5 OK | X | OK | OK

) ) OK | OK | X X

Tabla 3.13. Comparaciéon de la deteccién de patrones de diagnéstico cambiando el
balance de blancos de la camara. OK = Deteccién correcta. X = Deteccidn incorrecta.

1SO

Color (id) [U(%) [ 100200 [ 400800 16003200
! 0 | x [ok[ok[ok]| ok [ x
- 5 | x |ok|ok|ok]| ok | X
3 17 | x |ox|ok|ok| ok | x

4 5 | x ok |ok|ok]| ok | x

5 5 | x [ok|ok|ok]| ok | x

Tabla 3.14. Comparacién de la deteccién de patrones de diagnoéstico ISO de la camara.
OK = Deteccién correcta. X = Deteccién incorrecta.

Seguidamente, se realiza la evaluacién de la influencia de la ISO en el ren-
dimiento del sistema. En este caso el tiempo de exposicién de la camara se
fija a 1/1000 s y el balance de blancos de mantiene en 5300 K. En la Tabla
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3.14 se muestran los resultados derivados de este experimento, en la que se
puede apreciar como para los valores de ISO considerado, en el rango de 200
a 1600 la deteccién se realiza correctamente, mientras que para los valores
de ISO extremos a este rango, 100 y 3200, el QR no se detecta.

3.5.11 Anaélisis con otros dispositivos.

Para terminar la evaluacién de nuestro sistema se va a realizar un analisis
de la influencia del dispositivo utilizado para la captacién de las imagenes en
el proceso de diagndstico. Se va a analizar el cédigo QR anterior en tres dis-
positivos distintos, bajo condiciones de luminosidad estandar y usando la caja
de luz con una temperatura de color de 6500 K. En la Tabla 3.15 se observan
los resultados de este analisis comparando los resultados obtenidos con el dis-
positivo Pocophone F1 con obtenidos con un dispositivo Xaomi Redmi note
Al y una cdmara Canon EOS 70D. Se puede observar cémo los resultados
son correctos para todos los dispositivos si se mantiene el ajuste del umbral
calibrado previamente. De este modo, se puede concluir que nuestro sistema
no depende del dispositivo utilizado para captar las imagenes.

Color (id) | Pocophone F1 | Redmi note Al|Canon EOS 70D
OK OK OK
OK OK OK
OK OK OK
4 OK OK OK
5 OK OK OK

Tabla 3.15. Comparacion del rendimiento del sistema entre distintos dispositivos.

3.6 Conclusiones

En este capitulo se ha desarrollado un sistema de deteccién de sensores
colorimétricos incrustados en cédigos QR mediante el uso de smartphones. El
método de deteccion empleado estd fundamentado en la identificacion de los
errores que la apariciéon del analito introduce en el cédigo junto con la detec-
cién del QR en distintos canales RGB. Esta metodologia permite la deteccién
de moédulos de distintos colores incluyendo la posibilidad de detectar colores
distintos en el mismo codigo QR simulando una deteccién multianalito. Se ha
desarrollado una aplicacién mévil capaz de ejecutar este algoritmo in-situ sin
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necesidad de conexion a internet y con la capacidad de funcionar en distintos
dispositivos y bajo distintas condiciones de luminosidad sin necesidad de usar
la luz del flash del dispositivo. Esta aplicacién permite el analisis de multiples
codigos QR guardando los resultados en una base de datos en el dispositivo.

Este sistema presenta una solucién escalable a distintos tipos de analitos
mediante la creacion de una base de datos de cédigos QR estandarizados que
definan patrones de error especificos dependiendo de la necesidad del usuario.
Como trabajo futuro es fundamental poder testear este sistema con el mayor
nimero de muestras reales y estandarizar los distintos tipos de cédigos QR
colorimétricos que se pueden analizar. Finalmente, seria necesario implemen-
tar una arquitectura en la nube que aloje la aplicacién y los datos necesarios
para que ésta se mantenga actualizada, ademéas de implementar un servicio
de registro y una capa de seguridad para proteger los datos de la aplicacién.
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Capitulo 4

Biosensor multianalito basado en un
codigo QR colorimétrico

Este capitulo comenzard presentando la conceptualizacion del sistema y de
los algoritmos disefiados para determinacién de la concentraciéon del analito
mediante codigos QR. Posteriormente, se describird la metodologia experi-
mental seguida y el procedimiento de implementacion del software. El capitulo
continuara abordando los resultados obtenidos del testeo y optimizacién del
sistema bajo distintas condiciones de mediciéon y luminosidad. También se
realizara la determinacién de la concentracién de glucosa y lactato en mues-
tras reales de suero y sudor mediante el sensor colorimétrico integrado en el
codigo QR. Finalmente, se presentaran las conclusiones, las lineas de trabajo

futuro y las contribuciones derivadas de este trabajo.

4.1 Introduccion

En el capitulo anterior se presenté un sensor colorimétrico basado en cédi-
gos QR que era capaz actuar como un test de diagnéstico. Este sistema estaba
basado en la deteccién de errores dentro del cédigo en el que se demostrd que
se podian detectar cambios de distintos colores bajo distintas condiciones de
luminosidad. Sin embargo, no se implemento la determinacién de la concen-
tracién del analito detectado en el cédigo QR. Uno de los principales proble-
mas que se presentan para determinar la concentracién de un analito con un
dispositivo mévil es la diferencia entre las condiciones de luminosidad en el
momento de la mediciéon y en el momento de la caracterizacién del analito.
Los estudios sobre el andlisis de sensores colorimétricos mediante el uso de
smartphones estan muy presentes en la literatura, mostrando diferentes solu-
ciones ante el problema de la calibracion de las condiciones de luminosidad.

Una de las correcciones de luminosidad més empleadas consiste en la nor-
malizacién de los valores RGB del analito en funciéon de referencias impresas
de color blanco o negro, ya que éstas tienen un valor conocido 255 y 0 respec-
tivamente [103-105]. También puede encontrarse en la literatura calibraciones
de luminosidad basadas en modelos de machine learning. En estos métodos
es necesario realizar un entrenamiento del sistema introduciendo un gran nu-
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mero de imagenes del sensor colorimétrico bajo distintas condiciones de lumi-
nosidad para que éste pueda ser reproducible bajo distintas condiciones. En,
[106] se realiza un entrenamiento de un modelo Support Vector Machine
(SVM) combindndolo con el uso de una carta de color. También, en [107] se
presenta un método que combina el uso de un modelo Random Forest junto
con un algoritmo de constancia de color. Otro de los métodos méas represen-
tados en la literatura es la correccién y calibracién del color usando rectas de
referencia. Cada analito cuenta con una recta de caracterizaciéon de color en
la que cada color esta asociado a una concentraciéon determinada. En este caso
el objetivo es tomar la recta de referencia y el analito bajo las mismas condi-
ciones de luminosidad y posteriormente utilizar un algoritmo de distancia para
determinar la concentracién en funcién de la recta de referencia. En el caso
de [23] este proceso se realiza mediante dos fotos, una con las rectas de cali-
bracion y otra con el analito combinado con un algoritmo de minima distancia
aplicado sobre el espacio de cromaticidad zy. Un avance muy relevante es el
presentado por [21], en el que se disefia una tira reactiva en la que el elemento
reactivo es colocado en el centro de un circulo donde se disponen las referen-
cias de dicho analito. Esta innovacion permite la realizaciéon de la calibracion
y la medicién con una sola fotografia.

En este capitulo se pretende integrar un sensor colorimétrico dentro de un
codigo QR de forma que facilite el proceso de deteccion del sensor haciendo
uso de los patrones de posicionamiento y alineacién del simbolo QR. Esto
permite, igual que en el capitulo anterior, tener un cédigo QR capaz de alma-
cenar una informacién estatica y otra dindmica, la concentracién del analito.
Se pueden encontrar publicaciones en las que se disenan sensores colorimétri-
cos integrados en patrones de posicionamiento de un simbolo QR para facilitar
su deteccién y procesamiento [28,29]. Este disefio, aunque innovador, pierde
la posibilidad de detectar la informacién estatica del cédigo QR, ya que ésta
es eliminada completamente para integrar el sensor colorimétrico. En [26] se
presenta un sensor colorimétrico basado en la activacién mediante una fuente
de luz integrado en un coédigo QR. En este caso la aparicién del analito posi-
bilita la deteccién del cédigo QR, manteniendo la informacién estatica del
codigo. En este caso la concentracién del analito es determinada en funcién
del tiempo que tarda en detectarse el cdédigo QR. Por otro lado, [27] presenta
sensor colorimétrico para la deteccién de malaria impreso en un cédigo QR y
detectado mediante una aplicacién mévil. En este sistema todo el simbolo QR
estd impreso con el reactivo, sin embargo, la aplicacién moévil es capaz de
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detectar una linea de moédulos dentro del cédigo QR que sirven para norma-
lizar la luminosidad y determinar un valor de luminosidad normalizado.

En este trabajo se propone integrar un sensor colorimétrico en un cédigo
QR, pero manteniendo su informacién estatica. Se va a implementar una apli-
cacién mévil capaz de detectar la posicién de los mddulos del simbolo QR
donde se integra el sensor colorimétrico y realizar la correccién de luminosidad.
Esta aplicacién combina los métodos de correccién basados en las referencias
blancas y negras junto con una recta de referencias de color. En este capitulo
se propone un método para la correccién de la luminosidad basado en la co-
rreccién geométrica de la recta de referencias respecto a una calibracién es-
tandar. Este sistema se desarrolla para la determinacion de la concentracion
de glucosa y lactato en un mismo simbolo QR, lo que posibilita una capacidad
de deteccion multianalito. La aplicaciéon mévil realiza la deteccion y el alma-
cenamiento de la informacién en el dispositivo sin conexién de red, sin em-
bargo, también se presenta el disefio de una arquitectura en la nube donde se
integraria este sistema.

4.2 Conceptualizacion del sistema

En esta primera seccién se presentard un esquema general de la solucién
propuesta para proporcionar una vista general de las funcionalidades del sis-
tema. Posteriormente, se mostraran las caracteristicas que debe tener el di-
sefio del stmbolo QR y se explicaran los algoritmos desarrollados para realizar
la correccién del color y obtener una medida precisa de la concentracién. Fi-
nalmente, se presentard una propuesta conceptual de una arquitectura de un
sistema en la nube que podria ser implementada para la solucién propuesta.

4.2.1 Esquema general del sistema

En la Figura 4.1 se presenta un esquema general del sistema que servira
para explicar sus elementos, funcionalidades y cémo interactiian entre ellos.
La solucién propuesta comienza con el disefio y fabricacion de un cédigo QR
que actia como biosensor. Este se disefia superponiendo tres capas: la capa
de soporte para los datos codificados del cédigo QR (informacién estética),
los médulos de referencia para la correccién de la senal (elementos de correc-
¢ién) y los médulos biosensores para la deteccién analitica (informacién diné-
mica). El c6digo QR estd integrado en un dispositivo de sujecién, para facilitar
su manipulacién y evitar dafios al cédigo y al biosensor. Esto también facilita
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el andlisis desde cualquier angulo, una caracteristica deseable cuando se utili-
zan smartphones como elemento de lectura.
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Figura 4.1. Esquema general del sistema [108].

En el smartphone se implementa un software de deteccion de cédigos QR
que es capaz de decodificar los datos del codigo (informacién estética) y la
informacién del analito (informacién dindmica) que contiene, ademds de co-
rregir los datos mediante los médulos de referencia (elementos de correccién).
El sistema que se ha propuesto siguiendo este esquema es capaz de determinar
simultaneamente la glucosa y el lactato a partir de muestras de suero y sudor,
permitiendo asi analizar multiples analitos. La informacién estatica obtenida
no se ve afectada por cuestiones como la luz, el posicionamiento del smartp-
hone o diferencias entre los dispositivos empleados, debido a que el algoritmo
de correccion de errores inherente a los codigos QR, como el de Reed Solomon,
compensa todos estos posibles errores. Una vez que se detecta el cédigo QR,
el software desarrollado e implementado en el dispositivo mévil extrae el color
del analito afectado por la influencia de la luz. Para determinar correctamente
la concentracién del analito utilizando las curvas de caracterizacién analiticas,
es necesario calibrar el color medido. Los algoritmos desarrollados en esta
solucién para la correccién de color emplean dos métodos diferentes: correc-
cién con blanco y negro (método W/B) y correcciones de la curva de color de
referencia (método R/C). Estos métodos se explicardn en profundidad maés
adelante. Tras esta correccién el sistema seria capaz de medir la concentracién
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de cada analito compensando las variaciones de luminosidad ambiente. Aun-
que el sistema esta preparado para funcionar offline, lo que permite su uso en
lugares donde no haya acceso a Internet, se conceptualizé una plataforma de
computacién en la nube con el fin de compartir e interconectar los resultados
obtenidos por la aplicacién mévil con cualquier otro servicio en linea.

4.2.2 Diseno del cédigo QR

El diseno del c6digo QR debe cumplir las especificaciones requeridas por el
sistema presentado en la seccion 4.2.1. El cédigo QR debe contener una capa
de datos estética, unos modulos de referencia como elementos de correccion y
modulos del biosensor (la informacion dindmica). La Figura 4.2 presenta el
diseno final del cédigo QR. Suponiendo que la luz es espacialmente invariante,
lo cual es una suposiciéon razonable para los tamafos de cdédigos QR utilizados
aqui, 22 mm, la posicién de los médulos especificos no sufrird grandes cambios
por la variacion espacial de la luz. Sin embargo, las posiciones de los médulos
de referencia como la de los biosensores estan distribuidas en el cédigo QR
para tener una mejor informacién de la distribucién espacial de la luz en éste.
Las regiones marcadas con bordes cuadrados verdes se utilizan como referen-
cias en blanco y negro para el método de correccion W/B. Estas regiones
permanecen constantes en cada cdédigo QR, independientemente del tamano
de los datos.

Por otro lado, los médulos de referencia, coloreados en azul en la Figura
4.2, corresponden a una curva lineal en el mismo espacio de color que la res-
puesta colorimétrica del biosensor. En nuestro caso, la glucosa y el lactato
presentan una respuesta colorimétrica con variacién en la saturaciéon de color
en el espacio de color HSV. De esta forma, la curva de referencia impresa
modela una funcién lineal entre la saturacién medida, S,,, (extraida por el
smartphone) y la saturacién impresa, S,,, (saturaciones ideales desde el 10%
hasta el 90%). En condiciones no estandarizadas, esta curva de referencia se
desplaza con respecto a la curva tomada en condiciones estandarizadas (mis-
mas condiciones en las que se realizan las curvas de caracterizacién de los
biosensores). Asumiendo que la desviacién entre ambas curvas es la misma
que el desplazamiento del analito medido en condiciones no estandarizadas,
la saturacién del analito se puede calibrar corrigiendo la variacién entre ambas
curvas de referencia (estandarizadas y no estandarizadas); este procedimiento
se explicard en profundidad en la seccién 4.2.4. Finalmente, los médulos mar-
cados con “pequenas moléculas” en la Figura 4.2 son los médulos biosensores,
los cuales estan replicados para obtener resultados mas precisos. En el diseno
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propuesto se tienen 3 réplicas para cada biosensor (glucosa y lactato). Esta
solucién permite medir un conjunto de analitos con cambios colorimétricos
similares en el sistema TMB utilizando la misma curva de referencia para
corregirlos, lo que permite tener la capacidad de medir analitos distintos si-

multdneamente.
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Figura 4.2. Diseno del c6digo QR colorimétrico junto con su curva de referencia.

4.2.3 Correccion W/B

A continuacion, se va a detallar el funcionamiento de uno de los métodos
de compensacién de la luz ambiental usados, la correccion W/B. Para apoyar
la explicacién de los métodos de correccién se va a hacer referencia a la Figura
4.3, donde se presenta un diagrama de bloques del analizador de cédigos QR
colorimétricos junto con el estado de la sefial colorimétrica en cada etapa del
proceso.
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Figura 4.3. Diagrama de bloques del analizador de cédigos QR colorimétrico.
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Como se comentd en la seccion 4.2.2, el QR esta disenado para contener
tres elementos de interés para el funcionamiento de la aplicacién: los médulos
blancos y negros (los bordes marcados en verde en las esquinas en la Figura
4.2), los médulos de referencia (que representan la curva de referencia lineal)
y los médulos de biosensor (que son objeto de nuestro andlisis). Cuando el
smartphone analiza el codigo QR, extrae los valores RGB de estos elementos
obteniendo una sefial RGB separada para cada elemento (sefial de blanco/ne-
gro, senal de referencia, sefial del analito). Una vez se tienen las seflales en
RGB el método W/B realiza una primera correccién de la sefial de referencia
y del analito usando las referencias blanco/negro. Posteriormente los valores
corregidos son transformados a un espacio de color de interés segtin la aplica-
cién especifica. En este caso la saturacién (S) del espacio HSV es el canal que
muestra una variacién con la concentracion de glucosa y lactato, como se
menciono en la seccién 4.2.2.

El método W/B, como se denomina en este trabajo, es una técnica tipica
de correccion de luminosidad que se ha aplicado anteriormente en la literatura
[22,27,103]. Este método utiliza referencias de blanco y negro para corregir las
sefiales RGB y obtener nuevos valores RGB corregidos, como en la siguiente

ecuacién:

255 (34)

rgb. = m(mbm —rgby)

donde rgb,. y rgb,

m son las seilales RGB corregidas y medidas, respectiva-

mente, rgb, y rgb,, son las sefiales RGB de blanco y negro extraidas de los
modulos dentro de las regiones marcadas en verde en las esquinas del QR
como muestra la Figura 4.2. Este método se aplica tanto para las sefiales RGB
del analito como de referencia (ver Figura 4.3). A continuacién, la conversién
de las sefiales corregidas RGB a sefiales S se realiza utilizando la ecuacion de
conversion de color espacial RGB a HSV (ecuacién (11)) y extrayendo el canal
de saturacién de cada sefial. El método de correccién W/B es especialmente
importante en nuestro sistema, como muestra la Figura 4.4. Los valores de
saturacién de la curva de referencia estdn muy influenciados por la tempera-
tura de color de la fuente de luz, deformando la tendencia de la curva, y el
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método W/B corrige perfectamente este error. Para aplicar este método se
debe procurar que no haya zonas sombrias en la zona del QR.
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Figura 4.4. Evaluacién de la correcciéon W/B para la curva de referencia bajo una

temperatura de color de 7000 K.

4.2.4 Correccién R/C

Una vez realizada la correccion W/B el sistema cuenta con una sefial de
saturacién corregida que podriamos introducir en la curva de caracterizaciéon
analitica (corregida bajo este mismo método) para determinar la concentra-
cién del analito en cuestién (glucosa o lactato). Sin embargo, la aplicacién de
este método por si solo arroja resultados para la concentracion estimada poco
precisos cuando las condiciones ambientales de medicién (no estandarizadas)
cambian respecto a las que se usaron para medir la curva de caracterizacion
(condiciones estandarizadas). Ademds, la saturacién es una magnitud muy
variable y pequenos cambios en la luminosidad o en el dispositivo pueden ser
dificiles de compensar con este método.

A raiz de estos resultados, se propuso un proceso adicional de correcciéon
que permitiera compensar mejor estas variaciones, el método R/C (correccién
por curva de referencia). El objetivo de esta correccién es utilizar una curva
de referencia para mapear la saturacion de los analitos tomados en condiciones
no estandarizadas a unas condiciones estandarizadas. Esta curva de referencia
ya fue mencionada en la seccién 4.2.2 donde se vio cémo esta curva lineal se
integraba dentro del QR. Para que este método funcione correctamente hace
falta realizar un proceso de calibracién previo, detallado en la seccién 4.3.5,
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que consistird en medir la curva de referencia y las curvas de caracterizacion
analiticas de cada analito (glucosa y lactato) bajo las mismas condiciones
ambientales estandarizadas (luz, dispositivo, posicién). De esta manera, el
analito se puede medir en condiciones no estandarizadas siempre que la curva
de referencia se mida de manera similar, por este motivo la curva de referencia
y los analitos se encuentran en el mismo simbolo QR. Con este método se
puede mapear el analito sobre la curva de referencia en condiciones no estan-
darizadas, corregirlas con el método R/C y llevar los valores a las condiciones
estandar para poder calcular la concentracion del analito en la curva de ca-

racterizacion de éste.

Tin = Sply, + by,

(my,py) Ty = Spas + b

(mz, p2)

(my, po)
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Figura 4.5. Modelado matemético de la desviacién entre la curva de referencia no
estandar, r,,, (curva roja) y la estdndar, r,, (curva azul).

A continuacién se detallara el funcionamiento del método de correccion
R/C partiendo de que todas las saturaciones (del analito y la curva de refe-
rencia) han sido corregidas con el método W/B, como se ilustra en la Figura
4.3. El objetivo de la correccion R/C es compensar la desviacién entre la
curvas de referencia medida en condiciones no estandar, r,,, y la medida en
condiciones estandar, r,. Estas dos curvas, que son modeladas como una recta
por minimos cuadrados en la préactica, sufren entre ellas una desviacién debido
al cambio de las condiciones de medida. En la Figura 4.5 se puede ver el
modelado matematico de este fenémeno, el cual se representaria con una ro-
tacién entre las curvas por un angulo o. Teniendo en cuenta que los analitos
medidos y la curva de referencia son tomadas bajo las mismas condiciones no
estandar, si se logra calcular el angulo o, se podria mapear el analito medido
a una saturacion similar a la tomada en condiciones estandar. El método R/C
calcula esta rotacién usando la Ecuacién (35). Esta rotacién es aplicada al
analito medido mapeado en la recta, r,, (m, p;) para obtener el analito es-
timado en condiciones estdndar (mg, py) usando las Ecuaciones (36) y (37).
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Donde (my, p,) es el punto de corte entre las rectas r,, y r,. Con este método
m4 serfa una estimacién de m, que puede ser usado en la curva analitica (de
glucosa o lactato) guardada en la aplicacién mé6vil para obtener la concentra-
cién corregida.

_ bm - bs
a = tan 1 (Tamas) (35)
P, = (91 + p,) cos(—a) — (my —m,) sin(—a) + p, (36)
m, = (py — p,) sin(—a) + (my —m,) cos(—a) + p, (37)

4.3 Materiales y métodos

En esta seccién se describen todos los métodos experimentales y los mate-
riales utilizados. En primer lugar, se presentaran los reactivos y materiales
utilizados con fines experimentales, asi como el hardware y software emplea-
dos para medir e implementar los algoritmos. Posteriormente, se detallara el
proceso de fabricacién del cédigo QR biosensor. Finalmente, se abordara el
proceso de medicion de las muestras, incluidas muestras reales, y el proceso
de calibracion seguido para obtener las curvas de caracterizacion y de refe-
rencia estandarizadas.

4.3.1 Reactivos y materiales

En el desarrollo experimental de este capitulo se utilizaran los siguientes
reactivos adquiridos de Sigma Aldrich: glucosa, fructosa, urea, acido trico,
lactato, acido pirtivico, cloruro de sodio (NaCl), cloruro de potasio (KCl),
cloruro de amonio (NH,Cl), cloruro de magnesio (MgCl), cloruro de calcio
(CaCl,), sulfato de calcio (CaSOQ,), hidrogeno carbonato de sodio (NaHCO3),
sodio dihidrégeno fosfato (NaH,PO,), DL-cisteina, peroxidasa de rabano
(HRP), glucosa oxidasa (GOx), lactato oxidasa (LOx), 3,3’5,5’-tetrametilben-
zidina (TMB) y etanol. Todos los reactivos eran de grado reactivo analitico a
menos que se indique lo contrario. Para imprimir el codigo QR se utiliza papel
de cromatografia Whatman No 1 de Sigma-Aldrich. Todas las soluciones
acuosas se prepararon utilizando agua de calidad del tipo de 6smosis inversa

(estacion Milli-RO 12 plus Milli-Q de Millipore, conductividad 18,2 M Qcm).
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4.3.2 Hardware y software

Para imprimir los cédigos QR se utiliza una impresora de cera digital Xerox
ColorQube 8580 (Xerox Corporation, Norwalk, CT, EE. UU.). Ademas, se
usa una impresora 3D de Formlabs (Form-labs, Form 3, EE. UU.) para fabri-
car un dispositivo de plastico para poder manipular el cédigo QR de deteccion.
Los cédigos QR son captados con tres dispositivos diferentes. Para el proceso
de calibracién se utiliza una camara digital Sony Cyber-shot DSC-HX 300
(Sony, Tokio, Jap6n). Para mantener las condiciones de luminosidad estandar
durante la adquisicién de imagenes se utiliza una Cube Light Box [109] con
la cdmara colocada frente a una caja casera de madera blanca con dos lam-
paras LED de 6500 K colocada a 45° con respecto a la cdmara digital, con el
PPAD en una posicién fija dentro de la caja para aislarlo de la radiaciéon
externa. Los smartphones utilizados para decodificar los cédigos QR y la in-
formacién alojada son los siguientes: Pocophone F1 (Xiaomi Corporation, Hi-
dian, China) y Huawei PSmart (Huawei Technologies Co. Ltd., Shenzhen).
El dispositivo Pocophone F1 tiene una cadmara incorporada de 12 + 5 mega-
pixeles con enfoque automético de doble pixel y sensor CCD; 6 GB de RAM
y procesador Snapdragon 845 [98]. El dispositivo Huawei PSmart tiene una
camara incorporada de 13 + 2 megapixeles con enfoque automatico de doble
pixel y sensor CCD; 3 GB de RAM y procesador Kirin 659 [110].

El software que se usa para desarrollar el trabajo se presenta a continuacion.
Todos los algoritmos implementados en los dispositivos teléfonos inteligentes
se validan previamente mediante la ejecucién de simulaciones y pruebas de
conceptos en Matlab. Por otro lado, Android Studio ha sido el entorno de
desarrollo utilizado para programar la aplicacién de Android para el anélisis
colorimétrico de cédigos QR. Para realizar la deteccion de cédigos QR se usa
una conocida biblioteca de cédigo abierto llamada Zxing [88]. Esta biblioteca
fue el codigo base sobre el que se trabajé para desarrollar la aplicacién movil
para detectar cédigos QR colorimétricos. Ademads, se ha usado Adobe Illus-
trator para disenar los codigos QR colorimétricos, y un software de trata-
miento de imagen Imagel] para extraer los datos de la recta de calibracién.

4.3.3 Fabricacién y preparacién del cédigo QR biosensor

En esta seccién se describira el proceso de fabricaciéon y preparacion del
codigo QR biosensor. Se disend y fabricé un dispositivo de plastico para ma-
nipular el papel sensor durante los experimentos en una impresora 3D, como
se muestra en la Figura 4.6a. Este dispositivo de manipulacién 3D se compone
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de tres partes, como se puede ver en la Figura 4.6b: (1) el cédigo QR impreso
en papel, que contiene los reactivos para la determinacion de glucosa y lactato
en los médulos seleccionados, (2) una almohadilla absorbente para muestreo,
y (3) un panel transparente que se ensambla con la almohadilla absorbente y
el codigo QR. El cbédigo QR, previamente disenado, se imprime en papel de
cromatografia Whatman No 1 mediante una impresora de cera Xerox Color-
Qube 8580. Este disefio incluye tres capas, como se muestra en la Figura 4.6b:
la capa de informacion estatica con el cédigo QR en blanco y negro, los mé-
dulos impresos de la curva de referencia y los mddulos del biosensor. Los
modulos del biosensor se preparan de la siguiente manera: usando una micro-
pipeta, se prepararon 0.2 uL de TMB (20 mM) con 0.2 uL. de HRP (156 U/mg)
y 0.2 pL de GOx (160 U/mL) en 1 mg/mL de quitosano en solucién salina
tamponada con fosfato (PBS; pH. 7.4, 10 mM) que se anaden a los médulos
biosensores del cédigo QR para la deteccion de glucosa. Los mddulos para la
deteccién de lactato también se preparan segtn este procedimiento, pero uti-
lizando LOx (150 U/mL) en lugar de GOx. Después de cada adicién, el cédigo
QR se seca durante 5 minutos.

2’ o = HRP

a) b)

Figura 4.6. a) Accesorio de soporte del cédigo QR, b) proceso de preparacién de los

moédulos biosensores del c6digo QR y elementos del accesorio de soporte.

4.3.4 Procedimiento de medida experimental

En un proceso tipico para la determinacién simultanea de glucosa y lactato,
el dispositivo de manipulacién se sumerge en soluciones que contienen glucosa
y/o lactato. La muestra es recogida por la almohadilla absorbente y avanza
hacia el cédigo QR por accién capilar, donde se realiza el anéalisis colorimétrico.
Una vez que la muestra llega al codigo QR, se mantiene a temperatura am-
biente durante 15 minutos para completar la reacciéon colorimétrica. Una vez
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completada esta reaccién, aparece un color azul en los médulos de medicién
de glucosa y lactato. Para optimizar las condiciones del ensayo colorimétrico,
el codigo QR se coloca en una caja de luz ctibica en una posicion fija y luego
se digitaliza utilizando uno de los teléfonos inteligentes descritos en la seccion
4.3.2. Una vez el QR es analizado por la aplicacién, ésta es capaz de estimar
la concentracién de glucosa y lactato simultdneamente in-situ.

4.3.5 Calibracién de las curvas de caracterizacion de glucosa y
lactato.

Para investigar la correlacién entre la concentracién de glucosa y lactato y
el cambio de color registrado, se imprimieron circulos de papel de 10 mm de
didmetro en papel de filtro de celulosa mediante una impresora de cera; las
barreras de cera se generaron calentando el papel a 125 °C durante 5 minutos
en un horno. A continuacién, se prepararon 5 uL. de TMB (20 Mm), 5 pL de
HRP (156 U/mg) y 5 nL. de GOx (160 U/mL) o LOx (150 U/mL) en 1 mg/mL
de quitosano en tampdn fosfato. Se dejé caer solucion salina (PBS; pH 7.4, 10
mM) sobre los circulos de papel. El ensayo colorimétrico se llevé a cabo utili-
zando soluciones estandar de glucosa y lactato con niveles de concentracién
predeterminados (150-4000 nM) y se dej6 reaccionar sobre papel durante 15
minutos. El sustrato de peroxidasa TMB utilizado para probar la oxidacion
catalitica en la deteccién de glucosa y lactato tiene el inconveniente de generar
una distribuciéon de color no homogénea en el papel de celulosa por lo que
para solucionar este inconveniente se ha incluido una solucién de quitosano.
El quitosano se adhiere fuertemente al papel de celulosa mediante absorcién
electrostatica y enlaces de hidrégeno, ralentizando el movimiento del TMB y
aumentando la homogeneidad del color en el sustrato del papel, como se indica
en trabajos anteriores [8,111,112].

Las curvas de caracterizaciéon de glucosa y lactato son tomadas con la ca-
mara Sony Cyber-shot DSC-HX 300 y cada punto se promedia mediante tres
ensayos. Se utilizé la coordenada S del espacio de color HSV como parametro
analitico porque se pudo observar que la saturacion era directamente propor-
cional a la concentraciéon de las muestras enriquecidas con ambos analitos
(glucosa y lactato), como se muestra en la Figura 4.7. Para analizar cuanti-
tativamente los resultados del ensayo, tomamos una fotografia del circulo de
papel después de la reacciéon con estandares de glucosa o lactato y digitaliza-
mos el cambio de color de las imégenes obtenidas usando el software Imagel.
Después de 15 minutos, el cambio de color se pudo distinguir claramente. En
este ensayo, el rango lineal de respuesta estuvo entre 150 y 1000 pM para
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glucosa y entre 150 y 1500 uM para lactato, con un coeficiente de regresiéon
(R2) de 0.9755 y 0.9584 respectivamente. Las ecuaciones estdndar para las
graficas de calibracién de glucosa y lactato se incluyen en la Figura 4.7. De
acuerdo con estos resultados, el ensayo mostré una respuesta lineal en un
amplio rango de concentraciones de glucosa y lactato.
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Figura 4.7. Curvas de caracterizaciéon de glucosa y lactato.

4.3.6 Analisis de muestras biolégicas

Para establecer la idoneidad y eficiencia de la aplicaciéon en entornos reales,
se realizé la determinacién simultanea de glucosa y lactato en dos fluidos
biol6gicos complejos (suero y sudor artificial). Se analizé suero humano obte-
nido de voluntarios sanos anénimos. Por otro lado, las muestras de sudor
artificial se preparan segtn la siguiente composicién: 0.08 g/L MgCl2, 4.67
g/L NaCl, 0.45 g/L KCl, 0.27 g/L. NH4C], 0.13 g/L CaSO04, 0.22 g/L NaHCO3,
0.005 g/L NaH2PO4, 0.60 g/L urea, 0.004 g/L 4cido trico, 0.07 g/L &cido
pirtvico y 0.002 g/L &cido ascérbico. Después de la preparacion, el pH se
ajusta a 6.5 [113]. Las muestras se enriquecen con una solucién estandar fija
de glucosa y lactato. Después de eso, las muestras se filtran a través de un
filtro de 0.22 pm y se diluyen cien veces con agua purificada. Finalmente, la
deteccién de ambos analitos se realiza siguiendo el procedimiento de medicién,
y se calcula el contenido de glucosa y lactato en las muestras segun la funcién
de caracterizacion a partir de las soluciones estandar.

4.4 Implementacion software

En esta seccién, se abordan varias caracteristicas del proceso de implemen-
tacién del software. Los algoritmos desarrollados se modelaron en Matlab,
como etapa de prueba de concepto. Luego, los algoritmos se implementaron
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en Android Studio, personalizando una aplicacién existente para la deteccién
de codigos QR con el fin de agregar funcionalidades de medicion y calibracién
de color. A continuacién, se explica la arquitectura del software desarrollado
y sus funcionalidades.

4.4.1 Pruebas de concepto en Matlab, algoritmos y métodos.

|

QR Analyser

Data

Correccion
W/B, R/C

Visualizacion de
datos

l Graficas

Figura 4.8. Flujo de trabajo de las pruebas de concepto realizadas con Matlab.

Parseado de
datos

Matlab fue el software que se usé para realizar las pruebas de conceptos de
los métodos W/B y R/C antes de ser implementados en Android. También
se recurri6 a Matlab para realizar técnicas de mineria de datos y de visuali-
zacion de estos. En la Figura 4.8 se muestra un esquema del flujo de trabajo
seguido para realizar las pruebas de concepto con Matlab. Este procedimiento
parte de la extraccién de los datos de interés (curva de referencia, médulos
biosensores y medicién de referencias de blanco y negro) por parte de la apli-
cacién QR Analyser, que es capaz de detectar el QR y extraer los valores
RGB de aquellos médulos de interés del cddigo QR colorimétrico. Como re-
sultado de este proceso se obtiene un archivo de datos CSV con los datos de
los médulos de interés en RGB, HSV y escala de grises. La posicién de estos
moédulos es pregrabada en la aplicacién para facilitar el proceso de extraccién
de datos. Posteriormente, estos datos son parseados en Matlab y se utilizan
para realizar las pruebas de concepto de los métodos de correccion W/B y
R/C. Una vez se ha realizado una primera implementacién en Matlab de estos
métodos y se ha comprobado su correcto funcionamiento, los algoritmos son
implementados en Android basandose en el desarrollo realizado en Matlab,
teniendo en cuenta las diferencias entre los lenguajes. Posteriormente se uti-
liz6 Matlab para realizar el parseado y la visualizacién de los datos de los
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experimentos que se realizaron para validar el rendimiento de los algoritmos,

como se vera en la seccion 4.5

4.4.2

Implementacién de la aplicacion QR Analyser en Android

Como resultado de este trabajo se desarroll6 una aplicacién en Android que

integrara los modelos de correccién propuestos y fuera capaz de medir la con-

centracién de los analitos propuestos. Para el desarrollo de esta aplicacion se

plantearon los siguientes requisitos:

FAacil uso: es necesario que la aplicacién tuviera una interfaz sen-
cilla y que pudiera ser usada tanto por personal autorizado como
para el usuario final.

Accesible y rapida: durante el planteamiento teérico de los mo-
delos de correccion se procurd que los modelos desarrollados tuvie-
ran un coste computacional bajo para que la potencia del smartp-
hone no fuera impedimento para su uso.

Offline: otro requisito inicial fue que la aplicacién pudiera funcio-
nar offline, para que se pudiera usar en zonas donde no hubiera
acceso a Internet o la calidad de este fuera muy baja.

Precisa y fiable: uno de los requisitos més importantes es que
tanto los modelos de correccién como los procesos experimentales

fueran fiables y dieran resultados precisos.

Ademas, se necesita que esta aplicacién sea capaz de realizar las siguientes

funcionalidades:

1.
2.

Detectar y obtener informacién de un cédigo QR.

Ser capaz de detectar un QR in-situ o desde una imagen estatica
tomada previamente.

Acceder al valor RGB de los médulos de un cédigo QR y extraerlo.
Almacenar los datos en el movil y ser capaz de exportar esa infor-
macién en un archivo CSV.

Almacenar varios registros de cédigos QR de forma local.

Aplicar el método de correccién R/C y W/B.

Mostrar y visualizar algunos datos de interés en la aplicacién para

mejorar el flujo de trabajo.
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Para evitar realizar todo este trabajo desde cero se utilizé una biblioteca
de cédigo abierto para la deteccién de cédigos QR Zxing [88], explicada en la
seccién 2.6, con la que se pudo dar solucién al primer requisito. Los siguientes
requisitos fueron solucionados modificando partes de esta biblioteca o desa-
rrollando implementaciones originales. Dentro de esta implementacion se
desarrollé la clase RGBMatriz, que gestiona todas las funcionalidades para
generar una matriz de valores RGB de la dimension del codigo QR analizado.
Como la libreria Zxing no cuenta con esta funcionalidad tuvieron que modifi-
carse un conjunto de clases para que hicieran uso de la implementacién desa-
rrollada. Esta clase es fundamental para extraer los valores RGB de los mo-
dulos de interés que son guardados en la aplicacién y que dependen de cada
sensor disefiado. Esta informaciéon deberia estar almacenada ademéas en un
servidor para que la aplicacién pudiera actualizar su informacién periddica-
mente, segin se fueran afiadiendo nuevos tipos de sensores colorimétricos.
Otra clase que tiene gran importancia es la llamada ResultQR, que es la en-
cargada de guardar toda la informacién referida a un anéalisis de QR concreto
y conectar la informacién con la base de datos de la aplicacion y con la visua-
lizacién de resultados. Los algoritmos de correccién propuestos se implemen-
tan dentro de esta clase donde se accede a los valores RGB de las referencias
y los analitos a través de un objeto de los resultados arrojados por RGBMatrix

4.4.3 Abplicacién final. Experiencia de usuario (UX)

La aplicacién finalmente desarrollada debia cumplir con los requisitos ex-
puestos en la seccién 4.4.2. Esta aplicacion para teléfonos inteligentes, llamada
QR Analyser, es facil de usar y no requiere ninguna formacién previa para
capturar las muestras. La Figura 4.9 muestra capturas de pantalla del diseno
visual de la aplicacién para analizar su experiencia de usuario. Primero, en la
Figura 4.9a, se presenta una lista de registros de andlisis realizados donde un
usuario puede agregar un nuevo analisis u obtener informaciéon sobre cada
uno. El usuario tiene dos opciones para agregar un nuevo registro QR, desde
una imagen en la galeria o tomando una fotografia in situ (Figura 4.9b). La
Figura 4.9c muestra un ejemplo de una vista previa del analisis donde el
usuario puede nombrar el registro y comprobar que la imagen es adecuada.
Una vez detectado el codigo QR, se puede acceder al registro realizado donde
se proporciona una vista previa del cdédigo QR colorimétrico y la concentra-
cién medida para muestras de glucosa y lactato, como se muestra en la Figura
4.9d. Durante el desarrollo de la aplicacién se anadieron funcionalidades como
la de visualizar la curva de referencia, obtener el médulo de pixel y otros datos
de interés para el desarrollador.
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Choose an image

From gallery

Take a photo

Glucose concentration 76057
uM

Lactate concentration 602 uM

- . “«

d)

Figura 4.9. Capturas del disefio visual de la aplicacién QR Analyser. a) lista de regis-
tros, b) captura del cédigo QR, ¢) captura del cédigo desde una foto, d) visualizacién
de resultados.

4.4.4 Arquitectura de un sistema en la nube

Como parte de esta solucion se propone un diseno de un sistema de compu-
tacién en la nube que utiliza nuestra propuesta para proporcionar un conjunto
de servicios backend, principalmente para rastrear y compartir mediciones de
muestras, creando un repositorio. La Figura 4.10 muestra los diferentes com-
ponentes de hardware y software desarrollados en este estudio. Estos compo-
nentes se clasifican en tres capas principales: aplicacién, plataforma e infraes-
tructura. La capa de aplicacién contiene componentes para el usuario final:
una aplicacion mévil, una aplicacién web de gestion, codigos QR y un anali-
zador de cédigos QR disenado a medida. La capa de plataforma contiene un
conjunto de servicios de alto nivel que son utilizados directamente por los
componentes de la capa de aplicacién. Un servicio de notificacién permite
enviar mensajes a los usuarios finales cada vez que ocurre un evento impor-
tante en todo el sistema (disponibilidad de nuevas pruebas, noticias impor-
tantes, etc.). Un sistema de informacién quimica almacena datos estructura-
dos y multimedia sobre las diferentes pruebas quimicas que ofrece el sistema.
Ademas, el servicio de identificacién y autorizacién proporciona acceso de
edicién al sistema de informacién quimica. La capa de infraestructura esta
compuesta por un conjunto de servicios de bajo nivel para almacenar infor-
macioén y archivos estructurados o para acceder a los servicios internos ofre-
cidos por el proveedor de computacion en la nube. Finalmente, se imponen
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un conjunto de politicas de seguridad entre las diferentes capas: cifrado de
datos y conexiones a Internet, copias de seguridad automatizadas, privacidad
del usuario, etc.
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& Data Viewer
QR Code
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Identification &  chemical
authorization information
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@ Networking @
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Figura 4.10. Disefio de una arquitectura de computacién en la nube basado en nuestra
aplicacién QR Analyser.

4.5 Resultados y discusion

En esta seccién se realizan un conjunto de pruebas y experimentos para
evaluar los elementos del sistema propuesto. Primero se realiza la caracteri-
zacién analitica del QR colorimétrico para los analitos de interés (glucosa y
lactato). Posteriormente se medira la curva de referencia impresa bajo distin-
tas condiciones y se evaluard la capacidad de correccién del método W/B y
R/C. Finalmente, se mostraran los resultados del andlisis sobre las muestras

biolégicas (sudor y suero) aplicados al QR.

4.5.1 Caracterizacion analitica del QR colorimétrico

En la seccion 4.3.5 se demostré la relacion lineal entre la saturacion y la
concentracién de la glucosa y el lactato. En esta seccién se pretende realizar
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la caracterizacién analitica del QR colorimétrico, que consiste en establecer la
relacién entre la curva de referencia impresa y las curvas de calibracién de
glucosa y lactato de la seccién 4.3.5. Para realizar esta caracterizacién se pro-
cedera a fotografiar el QR colorimétrico disefiado, con la curva de referencia
impresa, depositando los analitos correspondientes en los modulos biosensores
tal y como se especificé en la seccion 4.2.2 para distintas concentraciones.
Este experimento se realiza bajo las mismas condiciones estandar descritas en
la seccion 4.3.5. De esta forma la curva de referencia y la de caracterizacién
estdn tomadas bajo las mismas condiciones de luminosidad dando la posibili-
dad de relacionar las referencias impresas con la concentracién del analito.
Este proceso es clave para que cuando se mida el QR en condiciones no es-
tandarizadas pueda aplicarse el método de correccién R/C previamente expli-
cado y puedan obtenerse los valores de concentracion fuera de las condiciones
estandar de la calibracion.
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Figura 4.11. Calibracién de las curvas de deteccién de glucosa y lactato dentro del
cédigo QR colorimétrico medidas en condiciones ambientales estandar. Datos prome-
diados para tres ensayos.

La funcién analitica se obtiene mediante un set de calibracién compuesto
por 5 estandares de glucosa y lactato. Los rangos de concentracién de glucosa
y lactato son de 200 a 1000 uM, utilizando 15 minutos como tiempo de reac-
cién. La curva de calibracién resultante para glucosa y lactato se presenta en
la Figura 4.11. La dependencia entre el valor de S y la concentraciéon de glu-
cosa o lactato obtenida presentd un coeficiente de correlacién de R2= 0,9529
para glucosa y R2=0,9051 para lactato, indicando una amplia respuesta lineal
para ambos compuestos en cada caso. Utilizando un ajuste lineal, la ecuacién
de regresién para la glucosa y el lactato es y = 0.05x + 15.63 e y = 0.05x +
11.37, respectivamente. El limite de deteccién (LOD) se define mediante la

ecuaciéon LOD = (30/s) donde o es la desviacién estdndar de las sefiales en
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blanco y s es la pendiente de la curva de calibracién. En base a esta ecuacién,
se calcula que el LOD para la glucosa es 65.21 pM y 43.16 uM para el lactato.
También se estudié la reproducibilidad del sistema de deteccién propuesto
para glucosa y lactato. La desviacién estdndar relativa (RSD) es 1.20% y
0.80% para cada compuesto a 200 pM para 6 mediciones repetidas, respecti-
vamente. En la Tabla 4.1 se muestra un resumen de las caracteristicas anali-
ticas. Estas curvas analiticas se aplican en la dltima etapa de la arquitectura
del sistema (Figura 4.3). Por lo tanto, una vez que a los médulos biosensores
(analitos) se le aplican las correcciones W/B y R/C, el valor de saturacién
obtenido se ingresa la curva analitica correspondiente, (glucosa o lactato) y
se obtiene la concentracion real.

Parametros
Glucosa Lactato
analiticos
Rango de medida
197.60 — 1000.00 130.78 -~ 1000.00
(nM)
Pendiente (a) 0.05 0.05
Ordenada en
15.63 11.37
el origen (b)
LOD (pM) 65.21 43.16
Precision (%)
1.20 0.80

200 nM

Tiempo de vida
30 30
(dias)

Tabla 4.1. Pardmetros de la caracterizacién analitica del QR colorimétrico para glu-
cosa y lactato en condiciones estdndar.

4.5.2 Estudio de la curva de referencia para diferentes smartpho-

nes y condiciones de iluminacién

La curva de referencia impresa es uno de los elementos primordiales para
la correccién de los valores de saturacion de los analitos. Por este motivo es
necesario realizar un estudio en profundidad sobre la medicién de esta curva
bajo distintas condiciones de luminosidad y distintos dispositivos. La Figura
4.12a presenta un promedio de 24 curvas de referencia (saturaciéon medida
frente a saturacién impresa) medidas a partir de cédigos QR colorimétricos
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con los dos teléfonos inteligentes diferentes descritos en la seccién 4.3.2. El
tamafio del cédigo QR es de 22 mm y la distancia de medicién es de 8 cm con
un angulo de 90° respecto a la posicion del QR. Para estos experimentos, los
pardmetros de la cAmara son controlados automéaticamente por los smartpho-
nes y se utiliza una ldmpara LED (3000 K) como fuente de luz que simula las
condiciones de luminosidad estandar. Se puede notar que el comportamiento
de la curva de referencia es lineal en ambos dispositivos y se aprecia un ligero
aumento en la pendiente de la curva tomada con el Huawei PSmart. La des-
viacion estandar de saturacién para ambos dispositivos es bastante similar,
5.6 para el dispositivo Pocophone F1 y 6.6 para el dispositivo Huawei PSmart.
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Figura 4.12. Curva de referencia impresa en el QR, a) promedio de las curvas de
referencia con distintos dispositivos, b) curva de referencia medida bajo diferentes
ISOs para el dispositivo Pocophone F1, ¢) curva de referencia medida con diferentes
balances de blancos para el dispositivo Pocophone F1.

Las Figura 4.12b y Figura 4.12¢ presentan un estudio sobre los cambios
que sufre la curva de referencia de la correcciéon W/B en diferentes condiciones
de iluminaciéon simuladas con los parametros de la cdmara del dispositivo
Pocophone F1. En este caso se mantiene un balance de blancos automaético y
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un tiempo de exposicién 1/125s. Cuando cambia la ISO hay un desplaza-
miento de la curva aumentando la ordenada en el origen conforme aumenta
la ISO. Como muestra la Figura 4.12b, la correcciéon W/B puede corregir
considerablemente las variaciones de la curva cuando la ISO no es muy alta
o muy baja, casos de saturacién de la imagen o de baja sensibilidad. Poste-
riormente se modificé el balance de blancos incrementando la temperatura del
color con una ISO 400 y 1/125s de tiempo de exposicién. En este caso la
correccion W/B no es capaz de corregir estas desviaciones correctamente,
como muestra la Figura 4.12c. Es en este caso cuando el uso de la correccién
R/C es especialmente util.
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100 80 -
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3 0 3
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a) b)

Figura 4.13. a) Efecto de la correccién R/C y W/B para cambios de balance de blancos,
b) efecto de la correccién R/C y W/B para cambios de ISO.

A continuacién, se va a comprobar el efecto de la correccion W/B y R/C
sobre un conjunto de médulos de lactato a 800 pM. Tras ambas correcciones,
este mddulo de lactato deberia presentar una saturacién entorno al 80%, que
es la medida en condiciones estdndar después de aplicar la correccién W/B.
La Figura 4.13a muestra la saturacion medida a diferentes temperaturas de
color, antes y después de ambos métodos de correccién (W/B y R/C). Las
fotos han sido tomadas con un Pocophone F1 con ISO 400 y 1/125 s de tiempo
de exposicién. Se observa una disminucién en la saturacién a medida que
aumenta la temperatura del color, como muestra la Figura 4.13a. Sin embargo,
esta tendencia se corrige completamente después del método de correccion RC
manteniéndose en torno al 80% de saturacién, como se muestra en la Figura
4.13a. Como resultado, el error aumenta ligeramente después de este proceso.
En la Figura 4.13b se realiza un estudio similar de la variacién de saturacién
para diferentes ISO. Las fotos fueron tomadas con un balance de blancos
automético y un tiempo de exposicién de 1/125 s. En este caso, no existen
variaciones significativas entre diferentes condiciones ISO. Sin embargo,
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cuando se aplica la correcciéon R/C, la saturacién tiende a aumentar hasta un
80%, que es el valor esperado de estos mdédulos medidos. Asi, la combinacién
de ambos métodos mejora el rendimiento de la conocida correccién W/B para
cambios de iluminacion complejos basados en la modificacién de las tempera-
turas de color. Ademas, los algoritmos de correccion reportados tienen baja
complejidad. Como resultado de esto, estos algoritmos se pueden implementar
facilmente en otros dispositivos y aplicaciones de cdédigos QR basadas en di-

ferentes lenguajes de programacién.

4.5.3 Estudio del dngulo de medida y el tamano del QR

A continuacién, se realizard un estudio de optimizacién de las condiciones
de medida basdndonos en la medicién de la curva de referencia (saturacion
medida, S, frente a saturaciéon impresa, S,) usando el dispositivo Huawei
PSmart. Para realizar este experimento se analiza la curva de referencia im-
presa en el codigo QR colorimétrico para diferentes distancias de medicion,
tamafios de cédigos QR y dngulos de mediciéon. Ademds, se analiza el area
de pixeles de cada médulo del cédigo QR, para establecer un valor minimo
del area de pixel que debe tener cada moédulo. Las imdgenes han sido tomadas
con un tiempo de exposicién de 1/60 y una ISO 400.

La Figura 4.14a presenta un estudio de la relacion entre el area del médulo
y la distancia de medicién para varios tamanos de cdédigos QR. Se observa
una disminucién en el drea del moédulo a medida que aumenta la distancia.
La distancia minima de medicién se alcanza cuando el codigo QR ocupa todo
el rectangulo de medicién en la pantalla del teléfono inteligente. La distancia
minima suele ser la mejor distancia para medir el cédigo QR, pero cuando la
distancia de medicion es menor que la distancia focal del teléfono inteligente,
el area del moédulo disminuye dréasticamente. Esto ocurre cuando el tamaio
del QR es inferior a aproximadamente 13 mm. Ademads, para este tamafio de
codigo QR, éste no se puede detectar a distancias superiores a 6 cm.

La Figura 4.14b muestra la curva de referencia para las diferentes distan-
cias de medicién con un tamano QR de 22 mm. Se observa una disminucién
en la pendiente de la curva de referencia a medida que aumenta la distancia
de medicién. La Figura 4.14c¢ presenta la curva de referencia para diferentes
areas del modulo. Se observa un comportamiento similar en la curva de refe-
rencia para areas de mddulo superiores a 17 pixeles, aunque la pendiente de
la curva de referencia disminuye significativamente por debajo de este valor.
La Figura 4.14d presenta la curva de referencia para tres angulos de medicién
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diferentes a la distancia minima. No se notan variaciones en la curva de refe-
rencia a medida que cambia el angulo, pero cuando el angulo es mayor a 40°,
el cédigo QR no se detecta a la distancia minima. Asi, las condiciones éptimas
de medicién del sistema se presentan cuando el area del médulo en pixeles es
superior a 17 pixeles. Esto puede lograrse mediante una compensacién entre
la distancia de medicién y el tamafio del QR. Como recomendacién se puede
establecer que la mejor distancia serfa la minima posible (la que permite iden-
tificar todo el QR en la pantalla del smartphone) en la que se pueda enfocar
correctamente. Este valor va a depender de la camara del teléfono, ya que
hay algunas que son capaces de enfocar a una distancia més corta. También
se puede determinar un arco de medicién 6ptimo entre -40° y 40° sobre la
vertical del QR ya que fuera de esa distancia no es detectado.
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Figura 4.14. Curvas de referencia, a) area de los modulos frente a la distancia para
diferentes tamafios de QR, b) curva de referencia variando la distancia de medicién,
¢) curva de referencia en funcién del area del médulo, d) curva de referencia bajo

diferentes angulos de medicién.

4.5.4 Aplicacién con muestras biolégicas

A continuacion, se realiza un andlisis del rendimiento de la aplicacién desa-
rrollada usando muestras biolégicas de sudor y suero de forma simultdnea.
Para ello estas muestras se enriquecen con soluciones estandar de glucosa o
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lactato de 200, 500 y 800 uM. Los experimentos se realizan por triplicado para
cada concentracién de glucosa y lactato usando los dos teléfonos inteligentes
(Huawei PSmart y Pocophone F1). En este ensayo se comprueba si la con-
centracién medida por la aplicacion mévil desarrollada es similar a la estimada
por otros métodos comerciales. Para ello se busca tener porcentajes de recu-
peracién en torno al 100 %, ya que esto indicaria que la concentracién del
analito medida es similar a la suma de la concentracién base y anadida. Los
resultados se muestran en la Tabla 4.2 y la Tabla 4.3, para el Huawei PSmart
y el Pocophone F1, respectivamente. Se puede observar que las recuperaciones
obtenidas estdn en el rango del 100-117% para la glucosa y del 91-108% para
el lactato. También se aprecia que no existen grandes diferencias entre los
resultados obtenidos para ambos smartphones. Esto muestra que el sistema
es capaz de funcionar en distintos dispositivos. Ademds, para probar las ca-
pacidades del ensayo de cédigo QR desarrollado, se estimé la concentracién
de glucosa de estas muestras de suero y sudor mediante un glucémetro de
sangre comercial. Asimismo, la concentracién de lactato se midié utilizando
un kit de ensayo de lactato comercial. Los resultados confirman que los valores
de concentraciéon obtenidos utilizando el método propuesto basando en el c6-
digo QR mostraron una buena concordancia con los valores de los ensayos
comerciales. Por tanto, nuestro método puede ser una alternativa viable para
detectar glucosa y lactato en muestras reales sin interferencia del entorno

biolégico.
Standard  Proposed )
Samples Spiked  Total Found Recovery %
method method
Glucose content, uM
Seruml 11+21 0.00 200 210.2 105.1
Serum2 14+0.9 0.00 500 516.6 103.3
Serum3 11+4.2 0.00 800 806.3 100.8
Sweatl 134+4.8 139.2 200 356.3 105.0
Sweat2 138+25 139.2 500 729.0 114.0
Sweat3 138+3.2 139.2 800 1037.7 110.5
Lactate content, UM
Seruml 235+3.8 239 200 405.5 924
Serum2 240+15 239 500 742.4 100.5
Serum3 241+22 239 800 1075.8 103.6
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Sweatl 134%21 135 200 321.0 95.8
Sweat2 135%1.2 135 500 602.0 94.8
Sweat3 133+4.0 135 800 859.4 91.9

Tabla 4.2. Determinacién de glucosa y lactato en muestras biolégicas usando el dispo-
sitivo Huawei PSmart.

Standard  Proposed .
Samples Spiked  Total Found  Recovery %
method method

Glucose content, pM

Serum 1 5+11 0.00 200 235.0 117.5
Serum 2 9+25 0.00 500 502.3 100.5
Serum3 11+21 0.00 800 816.3 102.0
Sweatl 135%3.8 139.2 200 423.7 105.6
Sweat2 135%4.1 139.2 500 783.2 111.7
Sweat3 139+1.1 139.2 800 1118.9 111.7

Lactate content, uM

Serum1l 239+1.2 239 200 405.5 92.4
Serum2 238+18 239 500 742.4 100.5
Serum3 242+10 239 800 1075.8 103.6
Sweatl 136+4.1 135 200 321.0 95.8
Sweat2 131+20 135 500 602.0 94.8
Sweat3 135%1.0 135 800 859.4 91.9

Tabla 4.3. Determinacién de glucosa y lactato en muestras biolégicas usando el dispo-

sitivo Pocophone F1.

4.5.5 Estudio de estabilidad y selectividad

Las muestras bioldgicas contienen diferentes sustancias como acido trico,
NaCl, CaCl2, MgCl2, fructosa, cisteina, glucosa y lactato que podrian inducir
interferencias en la determinacion de glucosa y lactato. El estudio de interfe-
rencia evalta los efectos de estas sustancias en la deteccién de glucosa y lac-
tato. La Figura 4.15 muestra los resultados de selectividad medidos y proce-
sados con el dispositivo Huawei PSmart. Las soluciones de las muestras que
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contienen las interferencias se miden utilizando catorce cdédigos QR diferentes.
Las concentraciones de las siete interferencias probadas son de 800 pM. Ade-
mas, se estudio la selectividad del cdédigo QR para 800 uM de glucosa y lactato
en presencia de 2000 pM de interferencias como se muestra en las Figura 4.15¢
y Figura 4.15d, respectivamente.
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Figura 4.15. Respuesta del cédigo QR para: a) glucosa a 800 pM, b) lactato a 800 pM,
¢) 800 pM glucosa en presencia de 2000 pM de interferentes, d) 800 pM lactato en
presencia de 2000 pM de interferentes.

Los resultados demuestran que el valor de saturacién no se vio afectado
por la presencia de estas sustancias. En la Figura 4.15a se puede ver que el
valor de saturacion solo aumenté para la glucosa del mismo modo ocurre para
el lactato, como se observa en la Figura 4.15b. Por lo tanto, se puede decir
que el cédigo QR desarrollado es un candidato prometedor para la deteccién
selectiva de glucosa y lactato, ya que GOx y LOx son especificos de la glucosa
y el lactato Gnicamente, no de otras sustancias. Por tanto, el método desarro-
llado basado en cédigos QR presenta una alta selectividad y pueden aplicarse
para la deteccién multiplexada de glucosa y lactato en mezclas. La buena
selectividad se debe principalmente a la alta especificidad de las reacciones
colorimétricas enzimaticas.
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Finalmente, se realiz6 un estudio de la estabilidad de almacenamiento del
codigo QR desarrollado para detectar glucosa y lactato durante trece dias
consecutivos. La glucosa y el lactato fueron testados a una concentracion de
1000 pM. Los cédigos QR se almacenan en condiciones oscuras, secas y sella-
das a 4°C y se prueban cada semana, durante 30 dias. En la Figura 4.16 se
muestra el estudio de estabilidad en la que todos los valores representados
son la media y la desviaciéon estandar de tres experimentos independientes.
No se observan cambios significativos en las respuestas colorimétricas para
ambos analitos durante al menos 30 dias. Por lo tanto, la estabilidad de al-
macenamiento del coédigo QR es aceptable y estd disponible para diagnodstico
clinico y pruebas en el lugar de atencién.
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Figura 4.16. Test de estabilidad para el codigo QR desarrollado almacenado a 4°C en
la oscuridad durante 30 dias.

4.6 Conclusiones y contribuciones

El sistema propuesto en este trabajo presenta una soluciéon para analizar
POC basada en smartphones capaz de realizar anélisis colorimétricos de bio-
sensores integrados en un cédigo QR. Este sistema propone un nuevo diseilo
de sensor colorimétrico basado en cédigos QR para la determinacién de glu-
cosa y lactato. Ademads, se presenta un sistema de lectura que extrae los va-
lores RGB de los modulos del codigo QR permitiendo un mayor grado de
libertad para integrar los sensores en él sin perder la informacién estatica
almacenada en el cédigo. Esta informacién estatica pudiera estar asociada a
un identificador del paciente de forma que la muestra identificada estuviera
contenida en el cédigo aumentando la trazabilidad de las muestras y dando
la posibilidad de conectar toda esta informaciéon mediante una arquitectura
en la nube. La aplicacién mdévil desarrollada también es capaz de ejecutarse
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sin conexién a red lo que da la posibilidad a analizar y almacenar la informa-
cién de los cédigos QR in-situ de forma offline.

El sistema se ha testeado para la determinacion de glucosa y lactato en
muestras reales de sudor y suero en un mismo cédigo QR lo que demuestra
su capacidad de andlisis multianalito. Unido a esta aplicacion se ha disenado,
implementado y testeado un algoritmo de correcciéon de luminosidad en dis-
tintas condiciones de luminosidad. Este algoritmo estéd basado en la combina-
cién de referencias blancas y negras junto con un método de correcciéon geo-
métrica de una recta de referencia que, hasta donde sabemos, no se habia
presentado en la literatura con anterioridad. Se espera que en un futuro este
sistema pueda combinarse con la implementacion de esta arquitectura en la
nube y estandarizar distintos sensores colorimétricos basados en este QR para
que pueda testearse en el andlisis de otros analitos. Una linea de trabajo futura
relevante serfa cambiar el método de correcciéon por curva de referencia por
uno que cuente con referencias genéricas, como una carta de color, para poder
aumentar la capacidad multianalito del sistema. Como resultado de este tra-
bajo se ha contribuido con los siguientes trabajos cientificos:

e Publicacién en revista cientifica: Antonio Marin-Sanchez, Inmacu-
lada Ortiz-Gémez, David Gallego Méndez, Carlos Rodriguez-Do-
minguez, Luis Fermin Capitan-Vallvey, Diego P. Morales, José An-
tonio Alvarez-Bermejo, Encarnacién Castillo, Alfonso Salinas-Cas-
tillo. Smart Quick Response code for multianalyte determination.
Measurements, 204 (2022). https://doi.org/10.1016/j.measure-
ment.2022.112035

e Presentacion de poster: Inmaculada Ortiz-Gémez, Antonio Marin-
Sanchez, David Gallego Méndez, Carlos Rodriguez-Dominguez,
Luis Fermin Capitdn-Vallvey, Diego P. Morales, José Antonio Al-
varez-Bermejo, Encarnacién Castillo, Alfonso Salinas-Castillo. Col-
orimetric Smart Quick Response code for glucose and lactate de-
termination. 21st International Symposium on Bioluminescence
and Chemiluminescence and XIX International Symposium on Lu-

minescence Spectrometry (2022).
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Comunicacién oral: Antonio Marin-Séanchez, Inmaculada Ortiz-
Gémez, David Gallego Méndez, Carlos Rodriguez-Dominguez, Luis
Fermin Capitan-Vallvey, Diego P. Morales, José Antonio Alvarez-
Bermejo, Encarnacién Castillo, Alfonso Salinas-Castillo. Colori-
metric Quick Response code biosensor. 21st International Sympo-
sium on Bioluminescence and Chemiluminescence and XIX Inter-

national Symposium on Luminescence Spectrometry (2021).

Comunicaciéon oral: Antonio Marin-Sanchez, Inmaculada Ortiz-
Gomez, David Gallego Méndez, Carlos Rodriguez-Dominguez, Luis
Fermin Capitan-Vallvey, Diego P. Morales, José Antonio Alvarez-
Bermejo, Encarnacién Castillo, Alfonso Salinas-Castillo. Integra-
tion colorimetric biosensor in Quick Response code. I Congreso

Virtual de la Red Nacional de Sensores y bioSensores Opticos (2021)
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Capitulo 5

Determinacion de senales de fluores-
cencia ratiométricas en pPAD

En este capitulo se va a presentar una aplicacién mévil capaz de detectar
el nivel de intensidad fluorimétrico de un pPAD para la detecciéon de biotioles
propuesta en [114]. Para ello, primero se describiré el disefio del pPAD y la
conceptualizacién del algoritmo de procesamiento de imagen empleado junto
con las caracteristicas que presenta la implementacién de la aplicacién en
Android. Posteriormente, se describird la metodologia experimental empleada,
destacando el proceso de fabricacion y preparacién del pPAD. Finalmente, se
testeara y optimizara el sistema con imagenes tomadas a distinta ISO y se
presentaran las conclusiones del trabajo.

5.1 Introduccién

La medicion de sensores fluorimétricos requiere en ocasiones condiciones de
baja luminosidad que necesitan equipos especializados para realizar la medi-
cién de los sensores. Es por esto que, en los tdltimos anos, los sistemas de
medicién de intensidad fluorimétrica de sensores quimicos basados en smartp-
hones han sido muy estudiados, abriendo asi la posibilidad de evitar costosos
equipos para realizar este tipo de analisis. Con ese propdsito se desarrollé un
algoritmo de procesamiento de imagen para la detecciéon de los sensores del
dispositivo analitico de forma automatica. Este algoritmo se implementé en
un dispositivo movil de forma que pudiera usarse de forma portable. Ademas,
se implementé una funcionalidad adicional para que el sistema fuera capaz de
determinar si el pPAD empleado requeria de normalizaciéon ratiométrica y
aplicarla en ese caso. Como en este caso no se usan codigos QR como base del
sensor, seré necesaria la implementacion de un algoritmo de procesamiento de
imagen desde cero para la detecciéon del ptPAD empleado. Esta implementa-
cién es una primera aproximacion del uso de smartphones para deteccion de
sefiales fluorimétricas mediante dispositivos méviles.

5.2 Conceptualizacién e implementacion del sistema

En esta seccion se presentard brevemente el esquema general del sistema y
su implementacién software. Se abordaran las distintas partes del algoritmo
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de procesamiento para la detecciéon del sensor y del proceso de normalizacién
ratiométrica empleado. Ademas, se presentara el diseno de la aplicacion méovil
implementada y se presentaran capturas de esta para mostrar sus funcionali-
dades.

5.2.1 Esquema general del sistema

El sistema consta de un dispositivo mévil en el que se implementa una
aplicacién para la deteccion del nivel de fluorescencia del pPAD presentado
en [114]. Con la cdmara del mévil se toma una imagen del pPAD que el
sistema usa para identificar las regiones de la imagen que ocupan cada sensor
y determinar la intensidad de color promedio de cada uno. En la Figura 5.1
se puede ver un ejemplo del esquema general del algoritmo de procesamiento
propuesto. Para empezar, se realiza una conversion de la imagen a nivel de
gris para realizar las operaciones sobre un solo canal. Posteriormente se realiza
un proceso de umbralizacién por histograma con el que se obtiene una imagen
binaria donde los circulos del ptPAD son detectados, convertidos a 1, y el
fondo de la imagen a 0. Este proceso de umbralizacién puede introducir falsos
positivos derivados de pequefios artefactos que aparezcan en la imagen. Otra
fuente de error que se puede encontrar se debe a los bordes circulares de la
estructura del pPAD que tienen un valor de intensidad suficiente para ser
detectados, pero generan error en el valor promedio de los pixeles del sensor.
Para paliar estos errores se realiza un procedimiento morfolégico de erosién
sobre la imagen usando un elemento circular. Este proceso eliminaré los arte-
factos suficientemente pequenos y reducira el didmetro de los circulos detec-
tados para evitar el error de los bordes. La siguiente etapa es la aplicacién de
un algoritmo de componentes conectadas que clasifica las componentes de
pixeles que tengan conexion entre si. Tras este procedimiento es posible que
algin artefacto de mayor tamano, pero no como los circulos del sensor, sea
detectado. Este error es evitable mediante un proceso de discriminacion de
componentes por area. A través del cdlculo del drea relativa de cada compo-
nente se discriminan aquellas que sean menores a un umbral optimizado pre-
viamente en funcién del area promedio de los sensores detectados. Este pro-
ceso es posible ya que la imagen se posiciona a una distancia tal que los
sensores queden enmarcados en un recuadro prefijado y que el area se calcula
en relacién a estas dimensiones para que no dependa de la resolucion de la
camara utilizada. En la siguiente etapa se calcula el valor promedio de la
intensidad de los pixeles de cada componente.
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Finalmente, el algoritmo tiene la posibilidad de diferenciar si el ptPAD em-
pleado cuenta con normalizacién ratiométrica o no, proveyendo asi resultados
adecuados en cada caso. El proceso de normalizacién usa el valor de intensi-
dad de la fila superior del ptPAD como base para obtener un valor indepen-
diente de la ISO empleada en la cdmara. Este algoritmo aplica la siguiente
ecuacion:

_ Leat = Lsensor (38)

Inorm - 255

donde I,5rm es la intensidad de fluorescencia normalizada, Iq; € Isensor SOD
las intensidades del ratiométrico y del sensor, respectivamente. Dependiendo
de la sustancia analizada en la aplicacién final se podria precargar una curva
de caracterizacién para determinar la concentracién de la sustancia.

Conversién a Umbralizacién Deteccion de
nivel de gris por histograma > Erosién > componentes
conectadas

v

Discriminacién

por drea relativa

!

Promedio de

cada componente

A\ 4
Normalizar | Mostrar
L
componentes resultados

Figura 5.1. Esquema general del sistema para la determinacién del nivel de fluorescen-
cia de pPAD fluorimétrico disefiado.

5.2.2 Implementacién de la aplicacién final

Los algoritmos presentados en la seccién 5.2.1 han sido implementados apo-
yandose en la libreria OpenCV para facilitar algunas funcionalidades de pro-
cesamiento de imagenes. La aplicacién desarrollada busca, en primera estancia,
ser de facil uso y que pueda guardar los datos de forma offline. En esta seccién
se va a describir brevemente la arquitectura de esta aplicacion y su flujo de
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trabajo para un usuario final. La aplicacién movil desarrollada esta estructu-
rada en 3 paquetes en los que se reparten todas las funcionalidades del sistema
basandose en un patrén MVC. En esta seccién se van a describir brevemente
las tareas que desenvuelven cada paquete y se profundizara en las clases que
implementan los algoritmos presentados en la seccién 5.2.1. En primer lugar,
se tiene el paquete activities, que contiene todas las clases y funcionalidades
que se encargan de ejecutar las vistas programadas en archivos .xml y conec-
tarlas con los datos procesados. El paquete model es el encargado de almace-
nar los datos en el dispositivo y realizar todo el procesamiento de imagen
requerido. Este paquete contiene la clase ImageAnalized que almacena todas
las funciones relacionadas con el procesamiento de la imagen como la umbra-
lizacién, erosion, extraccion de componentes o comprobar si se requiere nor-
malizacion o no. Esta aplicacién acttia como puente entre la aplicacién y los
algoritmos de procesamiento de imagen del paquete OpenCV que facilita
parte del trabajo desarrollado. Por otro lado, la clase ResultImage es la en-
cargada de realizar el procesamiento completo de la imagen llamando a las
funciones de ImageAnalized y de almacenar estos datos en un archivo JSON
mediante la conveniente serializacién de estos.

Suenchinohop

CAMBIAR VISTA

poner

a) b) ¢)

Figura 5.2. Capturas de pantalla de la aplicaciéon QuenchingApp, a) lista de registro
de andlisis realizados, b) eleccién de la imagen, nombre y nivel de erosién, ¢) resultados

obtenidos tras la deteccién de los sensores de la imagen.
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En la Figura 5.2 se pueden ver capturas de pantalla de la aplicacién desa-
rrollada, llamada QuenchingApp. Cuando se ejecuta la aplicacion ésta mues-
tra una lista de registros en la que el usuario puede almacenar varios analisis,
Figura 5.2a. Esta ventana le permite ademas borrar los registros que ya no
necesiten. Si se quiere realizar un nuevo andlisis se abre una ventana en la
que el usuario puede tomar una foto in-situ o usar una de la galeria tomada
previamente para ser analizada, Figura 5.2b. Posteriormente, se puede ajustar
el tamano de pixeles del elemento usado para la erosién, cuanto mayor sea
éste, mayor serd su efecto. Una vez se ha analizado la imagen se puede ver
una ventana de resultados en la que se muestran los valores medios de cada
componente detectada en distintos espacios de color (RGB, Gris, y HSV),
Figura 5.2c. Como funcionalidad adicional, se muestra un resultado de la
imagen usada antes y después del procesamiento para comprobar si la erosiéon
aplicada fue demasiado dura.

5.3 Metodologia experimental

En esta seccion se va a describir la metodologia experimental empleada en
este capitulo. Se describirdn los materiales y reactivos usados en los experi-
mentos y el procedimiento de fabricaciéon y preparacién del dispositivo anali-
tico, pnPAD. Posteriormente se presentara el hardware y el software empleado
para la realizacion de los ensayos y la implementacion de la aplicacién movil
desarrollada.

5.3.1 Reactivos y materiales

Los reactivos utilizados fueron los siguientes. L-Glutatiéon (GSH), L-cis-
teina (Cys), DL-homocisteina (Hcy), L-serina (Ser), L-histidina (His), L-ga-
lactosa (Gal), L-lisina (Lys), L -arginina (Arg), L-asparagina (Asn), D-ma-
nosa (Man), etanol, etanolamina, trietilamina (TEA), diclorometano (DCM),
hidrogenofosfato de sodio, dihidrogenofosfato de sodio, hidrogenocarbonato de
sodio, carbonato de sodio anhidro. 4cido citrico (CA), dcido yodoacético
(TAA), divinilsulfona (DVS), polietilenimina ramificada de 25 kDa (25 kPEI);
N, N-diciclohexilcarbodiimida (DCC) y N, N-diisopropiletilamina (DIPEA) se
adquirieron de Sigma-Aldrich [115]. Todos los reactivos eran de grado reactivo
analitico a menos que se indique lo contrario. Para fabricar el pPAD se utiliz6
papel de cromatografia Whatman grado 1 de Sigma-Aldrich. Todas las solu-
ciones acuosas se prepararon utilizando agua de calidad del tipo de ésmosis
inversa (estacién Milli-RO 12 plus Milli-Q de Millipore, conductividad 18.2
MQcm).
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5.3.2 Hardware y software

La intensidad de fluorescencia del dispositivo analitico fue medida con un
dispositivo Pocophone F1 (Xiaomi Corporation, Hidian, China), que tiene una
camara incorporada de 12 + 5 megapixeles con enfoque automatico de doble
pixel y sensor CCD; 6 GB de RAM y procesador Snapdragon 845 [98]. Las
imégenes fueron tomadas tras iluminar el sensor con un UV transilluminator
220V (MUV 21 series) [116]. Los dispositivos analiticos fueron fabricados en
papel usando la técnica de craft-cutting, usando una grabadora laser CO2 de
12W marca Rayjet [117]. Para fabricar la carcasa de pldstico que aloja los
dispositivos analiticos se utiliz6 una impresora 3D de Formlabs, Form 3, [118].
Se utiliz6 Matlab para realizar la prueba de concepto de los algoritmos, y la
aplicacién fue desarrollada con Android Studio con la biblioteca OpenCV.

5.3.3 Fabricacién y preparacién del pPAD

Para la realizacion de los ensayos se requirié el diseno y fabricacién de un
soporte en 3D que contiene el dispositivo analitico. El papel requiere de un
proceso de funcionalizacién de para que éste pueda producir una senal fluo-
rescente mediante Carbon Dots (CD) cuando los analitos sean depositados.
Los CD producen la fluorescencia del papel y posteriormente se usa la técnica
de quenching que apaga la fluorescencia para que sea recuperada en funcién
de la concentracién de la sustancia depositada. Tanto la fabricacién como la
preparacién del pPAD fueron extensamente explicados en [114]. No se va a
profundizar méas en el proceso de preparacién y caracterizacién de los analitos
ya que en este trabajo de investigacién solo se va a abordar el algoritmo de

procesamiento de imagen para la mediciéon de la sefial fluorimétrica.

5.4 Resultados

En esta seccion se han realizado un conjunto de experimentos para testear
la aplicaciéon empleada. Primero se realizaran pruebas para la determinacién
de la intensidad de fluorescencia del pPAD sin normalizacién ratiométrica
empleando distintas ISOs. Posteriormente se aplicara el uso del dispositivo
con normalizacién ratiométrica para comprobar su estabilidad bajo distintas
ISOs.
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5.4.1 Determinacion de intensidad de fluorescencia variando la
ISO

En este experimento se han tomado un conjunto de fotos del dispositivo
analitico sin normalizacién ratiométrica con el smartphone para distintas ISOs.
En la Figura 5.3a se puede ver una imagen de ejemplo del pnPAD tomada con
una ISO 2500 y el resultado de la deteccién de los 3 sensores, antes y después
del andlisis. Se puede observar que la aplicacién es capaz de detectar las tres
componentes perfectamente. En la Figura 5.3b se aprecia una reduccién del
radio de los sensores debido al proceso de erosién.

a) b)
Figura 5.3. Imédgenes del pPAD captada a ISO 2500, a) antes de la deteccién, b)
después de la deteccién y de aplicar la erosién.
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Figura 5.4. Intensidad de fluorescencia de las componentes detectadas en funcién del

radio de erosion para diferentes ISOs.

Un aspecto a tener en cuenta es cémo afecta el tamano del elemento de
erosion en el proceso de deteccion de los sensores. Si éste es muy pequeno, la
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erosion no sera muy fuerte y la intensidad de los bordes afectara a la media
del sensor. Por este motivo se va a realizar una optimizacién del tamano del
elemento con el que se realiza la erosiéon. Este elemento es un disco circular
cuyo radio, medido en pixeles, determina su tamafio. Se ha realizado un ex-
perimento tomando imégenes a distintas ISOs y realizando varios andlisis
para cada imagen cambiando el radio del elemento de erosion. En la Figura
5.4 se muestran los resultados de este experimento donde se aprecia cémo el
nivel de intensidad de fluorescencia, equivalente al nivel de gris, aumenta con
el tamafio del disco de erosién. A partir de un radio de 3 pixeles, la intensidad
tiende a estabilizarse y el error en la medicién se reduce. Para la ISO 1600 y
3200 las rectas siguen creciendo, aunque con una pendiente menor que para
tamafios del disco de erosién mas bajos. Para poder usar este método de ero-
sién en otros dispositivos solo habria que determinar el radio del elemento en
relacion a la resoluciéon del dispositivo. De esta forma podriamos aplicar un
porcentaje de erosion que se mantendria fijo entre dispositivos.
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ISO
Figura 5.5. Intensidad de fluorescencia, equivalente al nivel de gris, en funcién de la
ISO empleada en la captura de imagenes.

A continuacién, se van a comparar los valores de intensidad de fluorescen-
cia en funcién de la ISO empleada. Todos los anélisis se han realizado con un
radio del disco de erosion de 3 pixeles, ya que es el que vimos que estabilizaba
la medida o hacia que el crecimiento fuera menos pronunciado. En la Figura
5.5 se puede ver cémo el nivel de intensidad aumenta con la ISO de forma
lineal. Para poder analizar los valores extraidos a distintas ISOs es necesario
normalizar estos datos usando el dispositivo con la linea de valores ratiomé-
tricos, que muestran la intensidad de fluorescencia del papel previa a la téc-
nica de quenching. En la Figura 5.6 se pueden ver los resultados obtenidos
tras analizar este dispositivo empleando distintas ISOs. Se puede observar que
la intensidad de fluorescencia normalizada permanece estable a diferencia de
la intensidad sin normalizar, que tiene una tendencia creciente. Este resultado
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valida el procedimiento de normalizacion visto para poder usar este algoritmo
empleando distintas ISOs.
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Figura 5.6. Intensidad de fluorescencia normalizada en funcién de la ISO.

5.5 Conclusiones y contribuciones

En este capitulo se ha presentado una aplicaciéon mévil capaz de medir la
intensidad de fluorescencia de un sensor fluorimétrico pPAD. Este sensor usa
la técnica de quenching para modular la fluorescencia emitida bajo una fuente
de luz UV. La aplicacién desarrollada es capaz de detectar los sensores del
dispositivo y medir el valor medio de intensidad de forma eficaz. Ademas,
permite identificar si el sensor fluorimétrico cuenta con linea de normalizacién
ratiométrica o no. Todos los datos se pueden guardar en el teléfono y permite
la realizacién de méas de un anélisis. Esta aplicaciéon puede ejecutarse en cual-
quier dispositivo Android, lo que evita el uso de equipos méas costosos para la
determinacién de la intensidad del sensor. Como trabajo futuro se quiere dar
conexion online a la aplicacion y que sea capaz de determinar la concentracién
de la sustancia medida en funcién del ensayo realizado. Esto requeriria de la
precarga de las curvas de caracterizacion del analito y la eleccién del espacio
de color usado en dicha calibracion. El algoritmo desarrollado fue parte de la
siguiente publicacién cientifica en revista:

e Ortiz-Gomez, M. Ortega-Mufioz, A. Marin-Sanchez, I. de Orbe-
Paya, F. Hernandez-Mateo, L.F. Capitan-Vallvey, F. Santoyo-
Gonzalez, A. Salinas-Castillo, A vinyl sulfone clicked carbon dot-
engineered microfluidic paper-based analytical device for
fluorometric determination of biothiols, Microchim. Acta. 187
(2020) 421. https://doi.org/10.1007/s00604-020-04382-9.
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Capitulo 6

Cédigo QR fluorescente para la de-
teccién de cianuro

En este capitulo se presentara una aplicacion movil para la deteccion de
QR fluorescentes para la determinacién de la concentraciéon de cianuro. Esta
solucién se abordara combinando la lectura de la informacién estatica y dina-
mica del cédigo QR. Ademds, se testeard un algoritmo de apilamiento de
imégenes para tratar de mejorar la sensibilidad del dispositivo. Se presentara
también el algoritmo desarrollado en Matlab para la detecciéon y apilamiento
de pPADs fluorescentes.

6.1 Introduccién

Los detectores de fluorescencia basados en teléfonos inteligentes estan atra-
yendo la atenciéon en campos como el de la salud y la seguridad alimentaria
[2,119]. Por este motivo, el desarrollo de detectores de fluorescencia en imagen
precisos, portatiles y de bajo coste es un campo de investigacién muy prome-
tedor. En el caso de la seguridad ambiental, la deteccién sencilla de alta sen-
sibilidad y las técnicas de control remoto de bajo coste despiertan un gran
interés. En esta linea, la deteccion de aniones de cianuro en el agua es impor-
tante para garantizar la seguridad en los residuos. Es por esto que la Agencia
de Proteccion Ambiental determiné que el limite de detecciéon de iones de
cianuro en el agua potable tiene que ser de 2 ppm [120].

Para la determinacién de cianuro se han desarrollado diferentes métodos
basados en voltamperometria, electroquimica y cromatografia, entre otros
[121-123]. Desafortunadamente, estas técnicas requieren de instrumentacion
costosa y complicada para realizar un andlisis en tiempo real. Por este motivo,
el diseno de sondas eficientes y rentables para detectar la contaminaciéon por
iones de cianuro, como los sensores colorimétricos y fluorescentes, se convier-
ten en una solucién muy prometedora. En [124] se reporta un método para la
deteccién de cianuro usando la fluorescencia inducida por iones de cianuro y
CD. La fluorescencia de los CD es apagada mediante quenching y es recupe-
rada mediante la presencia de cianuro segin su concentraciéon. Ademas, se
puede combinar el cambio de fluorescencia inducido por iones de cianuro con
el procesamiento de las imdgenes adquiridas con un teléfono inteligente [120].
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En este Otra estrategia de diagnéstico interesante en aplicaciones ambientales
es el desarrollo de dispositivos de an4lisis en papel (PAD) [125]. Debido a las
caracteristicas naturales del papel, como su bajo coste, flexibilidad, adaptabi-
lidad, peso ligero, respetuoso con el medio ambiente, desechable, quimica-
mente activo para la funcionalizaciéon y su posibilidad de hacer fluir liquido
de forma natural, los PAD son candidatos ideales para el desarrollo de herra-
mientas de analisis ambiental.

Las aplicaciones de deteccién de seniales de fluorescencia mediante teléfonos
inteligentes se basan en la implementacién algoritmos de procesamiento de
imégenes que detecten la sefial del pPAD. El uso de cédigos QR como base
para el desarrollo del pPADs fluorescentes ha sido reportado en la literatura
[91,92,96]. Sin embargo, estas investigaciones no exploran la linea de investi-
gacion de esta tesis doctoral, que consiste en combinar la deteccién de la
informacién estatica del cédigo QR con la informacién dindmica del sensor.
La mayoria de las caAmaras integradas de los teléfonos inteligentes ofrecen una
baja sensibilidad y un alto ruido de fondo en comparacién con los equipos de
imégenes més caros de laboratorio [126]. Ademés, en condiciones de baja lu-
minosidad, donde se realizan los ensayos de fluorescencia, la sensibilidad de
los smartphones es aiin menor. El incremento de sensibilidad se puede lograr
mejorando las caracteristicas Opticas de las camaras y realizando algoritmos
de procesamiento de imégenes [126]. La primera aproximacién se puede con-
seguir adquiriendo un smartphone que tenga mejores caracteristicas opticas,
pero esto supondra una solucién mas cara. La otra opcién serd aplicar algo-
ritmos de procesamiento de imagenes que aumenten la sensibilidad. Uno de
los algoritmos més prometedores que se encuentran en la literatura es la apli-
cacién del apilamiento de imagenes [127]. Mas adelante se testeard este algo-
ritmo para la deteccién de cianuro y se comprobard si mejora la sensibilidad
en la deteccién. A continuacion, se procederéd a explicar la conceptualizacion
e implementacién del sistema propuesto.

6.2 Conceptualizacion del sistema e implementacién

software

Se pretende implementar una aplicacién mévil capaz de detectar un sim-
bolo QR fluorescente para la determinacion de cianuro. La idea es similar a
la expuesta en capitulos anteriores, se quiere usar un simbolo QR para detec-
tar informacién estatica en el codigo e informacion dindmica en el color de los
moédulos para determinar la concentracién del analito que se estd midiendo.
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En este caso, se va a desarrollar una aplicacion mévil para la detecciéon de
cianuro en un cédigo QR. La determinacion de la concentracién de cianuro se
realiza haciendo uso del fenémeno de la fluorescencia, por lo que se hace ne-
cesario el disenio de un codigo QR fluorescente. A diferencia de las propuestas
descritas en el Capitulo 3 y Capitulo 4, en las que los simbolos QR eran
medidos bajo luz visible, para la propuesta presentada en este capitulo, la
medicién se realiza en unas condiciones de oscuridad e iluminacién con luz
ultravioleta. Esta diferencia implica modificaciones tanto en el diseno del sim-
bolo QR, como en los sistemas presentados en el Capitulo 3 y en el Capitulo
4. De forma similar a lo presentado en el Capitulo 5, se quiere medir la fluo-
rescencia aplicando un valor ratiométrico para que éste sea mas robusto. La
determinacién de cianuro a concentraciones bajas puede ser un problema de-
bido a que la sefial de fluorescencia medida es muy débil, incluso por debajo
de la sensibilidad del sistema. Como ya se mencioné anteriormente, para so-
lucionar esta problematica se va a testear un algoritmo de mejora de la sen-
sibilidad basado en el apilamiento de imégenes [127]. De este modo, en esta
seccién se va a presentar el disefio del codigo QR fluorescente propuesto para
la determinacién de cianuro a través de un ratiométrico. Ademas, se describira
el algoritmo disenado para la deteccion del cédigo QR fluorescente y los as-
pectos principales de su implementaciéon en una aplicacién mévil. Posterior-
mente, se presentard una visién final de la aplicacién y de su funcionamiento
de cara al usuario final. Finalmente, se abordara el algoritmo de apilamiento
de imagenes desarrollado.

6.2.1 Disenio del QR fluorescente

El cédigo QR de fluorescencia fue disefiado con el fin de medir la intensidad
de fluorescencia aplicando un valor ratiométrico que sera invariante. En la
Figura 6.1 se puede ver un ejemplo de la apariencia del simbolo QR fluores-
cente visto bajo luz visible (Figura 6.1a) y bajo luz ultravioleta (Figura 6.1b).
En este caso, la informacién estatica del cddigo QR se imprime con una tinta
que contiene isotiocianato de rodamina B, que emite fluorescencia de un tono
rojo. Los moédulos de los analitos, donde se deposita el cianuro, marcados con
borde azul claro en la Figura 6.1a, adquiriran un color azul bajo luz ultravio-
leta, como se aprecia en la Figura 6.1b, que dependera de la concentracién de
cianuro. El valor para la correccién ratiométrica se extrae a partir del color
rojo de los patrones deteccién del simbolo QR bajo luz ultravioleta, marcados
con borde verde en la Figura 6.1b. También se requiere extraer la fluorescen-
cia del fondo del papel, que se obtendra a partir del color azul oscuro de los
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patrones de deteccion del QR, recuadros verdes en la Figura 6.1b. Esta me-
dida servira para mejorar el método de normalizaciéon ratiométrica, que se
verd en la seccion 6.4.2. Esta configuracion del simbolo QR implica que se
tiene que extraer informacion en canales RGB distintos. El simbolo QR es de
un color rojo, que es perfectamente detectable en el canal R, sin embargo, en
este canal no se detectarian los modulos de cianuro fluorescentes en color azul.
Por lo tanto, es necesario extraer la informacion del canal B de los médulos
de cianuro teniendo en cuenta que el cédigo QR no es detectable en este canal
porque es de color rojo. En la siguiente seccién se expondra el sistema pro-
puesto para dar solucién a esta problematica.

a) b)
Figura 6.1. Ejemplo de disefios de un simbolo QR fluorescente para deteccién de cia-
nuro bajo, a) luz visible, b) luz ultravioleta.

6.2.2 Esquema general del sistema de deteccién de cédigos QR
fluorescentes

En esta seccién se va a profundizar sobre el procedimiento de deteccién de
codigos QR fluorescentes. En la Figura 6.2 se presenta un esquema general
del sistema que se usard para explicar la solucion propuesta. El trabajo desa-
rrollado en este capitulo toma como base la libreria Zxing, explicada en la
seccién 2.6. Ademas, el sistema también se apoya en los desarrollos realizados
en la seccién 3.2.3 y 4.4.2. Para realizar la detecciéon del cédigo QR fluores-
cente, se parte de la imagen RGB, sin embargo, se requiere realizar la detec-
ci6n en el canal R, donde se visualiza claramente el cédigo QR (Figura 6.2).
Para ello se usa la implementacién de lectura de codigos QR en distintos
canales que se desarrolld en la seccién 3.2.3, solo que en este caso la deteccion
del cédigo QR se hace solo en el canal R. En la seccién 2.6.2, se explicdé que
el detector de simbolos QR de la libreria Zxing realiza un proceso de umbra-
lizacion para detectar los médulos negros como 1s y los blancos como 0s. Sin
embargo, en el caso del QR fluorescente, en la Figura 6.2 se puede observar
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céomo la imagen del canal R representa un cédigo QR invertido, provocando
un error en la deteccion. Para resolver este problema, hay que modificar el
procedimiento de umbralizacién invirtiendo la asignacién; en este caso los
modulos blancos serfan 1s y los negros serian 0s. Una vez se ha realizado la
deteccién del simbolo QR, se obtiene un objeto BitMatrix de la dimensién del
QR. A partir de este objeto, se decodifica la informacién estatica del cdédigo
QR, como se explicd en la secciéon 2.6.2.

RGB

Extraer
RGBMatrix

Normalizacion o
Informacién dindmica

ratiométrica

Detector QR H Decodificador QR ]—' Informacién estdtica

Umbralizacion

invertida

Figura 6.2. Esquema general del sistema de deteccién de cédigos QR fluorescentes.

Cémo se explicé anteriormente, en la imagen extraida del canal R, no es
posible detectar los médulos del cianuro que aparecen en color azul. Por este
motivo, es necesario extraer esta informacion del canal B teniendo en cuenta
que el cédigo no se visualiza en este canal. Para ello, se usa la implementacién
propuesta en la secciéon 4.4.2, en la que se emplea la clase RGBMatrixz para
extraer el valor RGB de los médulos del simbolo QR. La clase RGBMatrix
necesita usar la informacién de la transformaciéon de perspectiva obtenida en
el detector QR, a partir del canal R, para poder generar una matriz RGB de
la dimensién del QR. De esta forma, se conoce el valor RGB de cada uno de
los médulos del simbolo QR. Posteriormente, se realiza la extraccién del valor
RGB de los moédulos donde se deposita el cianuro y de los médulos con el
valor ratiométrico en el patrén de deteccién del QR. Las posiciones de los
moédulos de cianuro y del patréon del QR son definidas y precargadas previa-
mente en el sistema. Estas referencias se definen a partir del tipo de cédigo

135



QR analizado, dando la posibilidad al sistema de poder almacenar distintas
configuraciones dependiendo del analito que se quiera analizar y del tamano
del QR empleado. Una vez extraidos estos valores, se procede a la normaliza-
cién de los valores en funcion del ratiométrico. Como el color del ratiométrico
es distinto al del analito, es necesario realizar un estudio para determinar qué
formula y sobre qué canales hay que aplicar este cilculo; este estudio se rea-
lizard en la seccién 6.4.2. Finalmente, se procede al célculo de la concentracion
del analito a partir de su curva de caracterizacion, que se determina en un
proceso de calibracion previo; el estudio de la curva de caracterizacién se
abordaré en las secciones 6.4.1 y 6.4.2. Como los datos se normalizan con un
valor ratiométrico, los valores del QR y de la curva de calibracién pueden
compararse entre si.

6.2.3 Arquitectura de la aplicaciéon y experiencia de usuario

Esta implementacion se ha llevado a cabo a partir de la aplicaciéon desarro-
llada en el Capitulo 3. Se definié6 una nueva opciéon de andlisis para codigos
QR fluorescente dentro de la aplicaciéon y se implementaron nuevas funciona-
lidades para actualizar el software. Dentro de las funcionalidades anadidas se
encuentra la implementacién de la clase R GBMatriz en el c6digo, que permite
la construccién de una matriz RGB de las dimensiones del simbolo QR. La
inclusiéon de esta clase implica realizar modificaciones en varias clases de la
libreria Zxing para permitir la utilizacién de objetos del tipo RGBMatriz.
Ademas, se implementaron las clases QR CodeReferences y QRCodePattern-
Format, que almacenan las posiciones de los médulos de los analitos, las cur-
vas de caracterizacién precargadas y las posiciones de los patrones de detec-
cién de cada tipo de cédigo QR. Todas estas nuevas implementaciones se
agregaron en el paquete tools, manteniendo el cédigo organizado. También,
se hicieron modificaciones en la clase HybridBinarizer para permitir usar la
umbralizacién invertida solo en el caso de que se estén analizando cddigos
fluorescentes. El célculo del valor del ratiométrico y de la concentracion se
realizan en una clase llamada QR CodeAnalysis, que se implementa en el pa-
quete model. La experiencia de usuario de la aplicacién es similar a la mos-
trada en la seccién 3.3.1, ya que la deteccién de cddigos QR se implementa
como una funcionalidad extra de dicha aplicacién. La tnica diferencia es que
en los resultados mostrados se indica la concentraciéon detectada del analito.
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6.2.4 Algoritmo de apilamiento

En casos donde la concentracién de cianuro es demasiado baja, la sensibi-
lidad de las camaras de los smartphones no es suficiente para detectar correc-
tamente los cambios en la concentracion. En esta tesis doctoral se desarrolld
y testeé un algoritmo de apilamiento para aumentar la sensibilidad del sis-
tema basada en los trabajos propuestos en [126-128]. Concretamente, en [128]
se presenta una disminucién del LOD de un factor 10, gracias a la aplicacion
del apilamiento de imagenes. La base de este algoritmo es tomar un video del
sensor fluorescente con una camara fija y promediar los fotogramas del video
para aumentar la sensibilidad de la medicién. Se pretende implementar este
algoritmo en la aplicacién de deteccion de QR fluorescentes para deteccion de
cianuro. Sin embargo, previamente se va a realizar una prueba de concepto
en Matlab para testear si este algoritmo aumenta la sensibilidad para la de-
teccién de cianuro. El sistema tomard como entrada un video del pPAD dise-
fiado para medir la recta de caracterizacion de cianuro. A partir de dicho
video, se desarrollard un algoritmo de deteccién automatica del pPAD, par-
tiendo del implementado en la seccién 5.2.1. De este modo, el nuevo algoritmo
integrara la técnica de apilamiento de imégenes para comprobar si éste mejora
la sensibilidad del dispositivo. Para evaluar el rendimiento de dicho algoritmo
se va a medir la SNR de la senal fluorescente y el LOD de la recta como
indican las ecuaciones (39) y (40):

SNR = lanaiito (39)
o
30

LOD = = (40)
a

siendo Iynaiito la senal de fluorescencia del analito medido, ¢ la desviacién de
los pixeles de la senal de fluorescencia del papel y a la pendiente de la recta
de caracterizacion del cianuro, cuyo calculo se realizaréd en la seccién 6.4.1.

En la Figura 6.3 se muestra un esquema del algoritmo de apilamiento desa-
rrollado en Matlab. Este parte de un video del pPAD tomado con el disposi-
tivo en una posicién fija. Al estar el dispositivo de captacién en una posicién
fija, es posible aplicar el apilamiento, ya que el pPAD siempre permanece en
la misma posicién. A partir de este video, se hace un promedio de todos los
fotogramas para obtener una imagen apilada. Esta imagen apilada se vera
mas emborronada, pero se espera que la desviacién entre los pixeles disminuya,
reduciendo el error en la medida. A partir de esta imagen apilada se realiza
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la detecciéon de cada uno de los circulos del pPAD y la extraccion de la inten-
sidad de fluorescencia promedio para cada punto. El resultado esperado de
esta técnica es que, al promediar la imagen, la desviacién del error, definida
como la desviacién estandar del punto de control blanco, deberia disminuirse.
Para realizar este procedimiento se implementé un cédigo en Matlab basado
en el algoritmo presentado en la seccién 5.2.1. La diferencia de esta imple-
mentacion es que, para evaluar el apilamiento, no se toma el valor ratiomé-
trico, sino la intensidad de la sefial de fluorescencia. Una vez detectada la
sefial ratiométrica de cada sensor del pPAD, se extrae la recta de caracteri-
zacién haciendo un promedio de los sensores donde se haya depositado la
misma concentracién. Si se quisiera extraer el valor ratiométrico de la recta,
habria que tomar la intensidad del punto ratiométrico, en rojo, y aplicar el
apilamiento sobre la recta apilada. Ademaés de la intensidad promedio de cada
sensor, también se extrae su desviacion estandar, incluyendo la del punto de
control. Con estos valores es posible medir la SNR y el LOD del sistema para

un ntmero de fotogramas especifico.

. :Cior serial
Promedio de Deteccion de la sefia

fluorimétrica de cada

A\ 4

las imédgenes
sensor

A 4

Extraccién de la recta
de caracterizacion y
desviacién del blanco

[
v v

Célculo SNR Célculo LOD

Figura 6.3. Esquema de funcionamiento del algoritmo de apilamiento.

6.3 Materiales y métodos

En esta seccién se presentaran los materiales y métodos empleados durante
el desarrollo del trabajo incluido en este capitulo. Primero se presentaran los
reactivos y materiales con los que se llevaron a cabo los experimentos realiza-
dos, asi como el hardware y el software utilizado para realizar las medidas e
implementar los algoritmos disefiados. Posteriormente, se presentard el pro-
ceso de fabricacion y preparacién del ptPAD usado para caracterizar la recta
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de cianuro. Finalmente, se mostrara el proceso de fabricaciéon y preparacion
del QR fluorescente, asi como el procedimiento de medida para la extracciéon
de la senal colorimétrica.

6.3.1 Reactivos y materiales

Los reactivos quimicos empleados son de calidad analitica y se utilizaron
tal y como se recibieron, sin purificacién adicional, adquiridos de Sigma-Al-
drich [115]. Se prepararon soluciones de menor concentraciéon mediante una
dilucién adecuada con agua Milli-Q. Se emplearon los siguientes reactivos:
hidréxido de sodio 98%, cianuro de sodio, 4cido bérico, trietilamina (TEA),
hidrogenofosfato de sodio, dihidrogenofosfato de sodio, hidrogenocarbonato de
sodio, carbonato de sodio, acido citrico anhidro (CA), acido yodoacético
(TIAA), divinilsulfona (DVS), polietilenimina ramificada 25 KDa (25 Kpei),
N,N-diciclohexilcarbodiimida (DCC), N,N-diisopropuletilamina (DIPEA),
isotiocianato de rodamina B, tensioactivo Triton X-100 y quitosano. Se usé
una bolsa de dialisis con peso molecular: 1 KDa. El papel de filtro para cro-
matograffa Whatman grado 1 se adquirié de Sigma-Aldrich [115]. El cartucho
de tinta recargable para Epson se compré en Epson Corporation [129]. Todas
las soluciones acuosas se prepararon utilizando agua de calidad del tipo de
6smosis inversa (estacién Milli-RO 12 plus Milli-Q de Millipore, conductividad
18.2 MQ-cm).

6.3.2 Hardware y software

La intensidad de fluorescencia del dispositivo analitico de papel funcionali-
zado se midi6 con un teléfono inteligente Pocophone F1 [98]. Este dispositivo
tiene una camara integrada de 12 + 5 megapixeles con enfoque automético
de doble pixel y sensor CCD; 6 GB de RAM y procesador Snapdragon 845.
El dispositivo Pocophone F1 también fue usado para alojar la aplicacién mévil
para la decodificaciéon de cédigos QR implementada. Las imégenes fueron to-
madas después de la iluminacién con un transiluminador UV de 220 V (serie
MUYV 21) [116]. Los espectros de fluorescencia se obtuvieron utilizando el
espectrofotémetro de fluorescencia UV-Vis Cary Eclipse [130]. Se utiliz6 un
medidor de pH (Crison micro pH 2000) para medir los valores de pH de las
soluciones acuosas [131]. El procedimiento de impresién se realizé en una im-
presora de inyeccién de tinta Epson ME-10 [132]. Para caracterizar la tinta
se utilizaron el viscosimetro Visco Basic Plus (Fungilab, Barcelona, Espana)
[133] y el tensiémetro de superficie Theta Lite Attention (Biolin Scientific AB,
Estocolmo, Suecia) [134]. El tamaiio, la morfologia y la caracterizacion de los
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CD se llevé a cabo mediante microscopia electrénica de transmision de alta
resolucién (HRTEM) utilizando un microscopio FEI TITAN G2 que funciona
a 200 kV [135]. Las mediciones de los espectros XPS se realizaron en una
espectroscopia de fotoelectrones de rayos X (Kratos Axis ultra-DLD) para la
caracterizacién del papel funcionalizado y los CD [136]. Todos estos estudios
se llevaron a cabo en el Centro de Instrumentacién Cientifica (Universidad de
Granada, Espaiia).

La recta de caracterizacién de cianuro fue extraida manualmente usando el
software GIMP de procesamiento de imagenes y automaticamente usando un
script desarrollado en Matlab. La aplicaciéon mévil fue desarrollada en An-
droid mediante Android Studio. Para la implementacién de la aplicacién se
empleé la librerfa Zxing para facilitar la lectura de cédigos QR [88] y la libre-
ria OpenCV de procesamiento de imagen [137]. Se empleé la aplicacién mévil
openCamera, que permite adquirir videos con diferentes parametros de la ca-
mara (ISO, tiempo de exposicién, etc.). Finalmente, se usé6 Adobe Ilustrator

para disefiar los cédigos QR fluorimétricos.

6.3.3 Preparacion de las tintas

En esta seccién se describird el procedimiento para la preparacién de las
tintas usadas para imprimir el QR. Se emplearon dos formulaciones diferentes
de tintas en la construccién del cédigo QR fluorescente. La formulacion de
tintas se prepard para obtener una tensién superficial y una viscosidad apro-
piadas en el rango de 30-50 mN/m y 2-5 mPas, que se requiere para una
impresién de inyeccién de tinta suave y continua [138]. La tinta utilizada para
imprimir el QR con informacién estatica (tinta 1) se prepard a partir de una
solucién hidroalcohdlica de agua y etanol, TritonX-100 (2:2:4% en peso) e
isotiocianato de rodamina B en una concentracién de 1 mg/ml. La tinta uti-
lizada para imprimir los médulos sensores del codigo QR para la deteccién de
cianuro (tinta 2) se prepar6 a partir de agua, solucién Triton X-100 (2:4 %
en peso) y puntos cudnticos de carbono sintetizados (1.72 ng/mL) [114]. Las
tintas preparadas se desgasificaron mediante un bafio ultrasénico para evitar
el gas disuelto, que inhibe el chorro. A continuacién, las tintas se filtraron a
través de un filtro de 0.45 pm antes de llenar el cartucho para una inyeccion
optima. Después de cada experimento de impresién, se realizdé un lavado au-
tomatico de la impresora para evitar el bloqueo de la boquilla por agregados
de moléculas.
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6.3.4 Fabricacién del cédigo QR

El cédigo QR fluorescente se fabricé mediante el método de impresién por
inyeccién. Se agregaron 4 ml de las tintas mencionadas anteriormente en car-
tuchos separados. La tinta 1 se afiadié al cartucho magenta y la tinta 2 se
anadio al cartucho azul, véase Figura 6.4a. El sustrato de papel utilizado para
imprimir el cédigo QR fue funcionalizado siguiendo el procedimiento descrito
en [114], con pequeilas modificaciones con el fin de obtener una superficie
activa para la modificacion covalente de la celulosa durante la impresién.

C%°SCDs @

M %%’ Rd @

a) c)

Figura 6.4. Procedimiento de fabricacién del cédigo QR fluorescente, a) esquema de
las tintas en los cartuchos de impresién, b) impresion de los cddigos QR, b) cédigo QR
iluminado con la ldampara UV.

Se sumergié un papel de filtro Whatman grado 1 (hoja de 203 x 254 mm?)
en una solucién de DVS al 10% (v/v carbonato de sodio 0.5 M, pH 12) para
activar la celulosa. La mezcla se agité con un agitador a 250 rpm durante 12
horas a temperatura ambiente. Después de la activaciéon, la hoja de papel se
lav6 con etanol/agua 1:1 y se secé a temperatura ambiente. Posteriormente,
la hoja de papel se colocé en papel de aluminio en condiciones ambientales
para protegerla de la luz y se almacend en una atmésfera seca de nitrégeno
hasta su uso. Por medio del proceso de impresion por inyeccién de tinta, se
rociaron gotas de soluciones de tinta (tinta 1 y tinta 2) sobre la superficie del
papel de celulosa activada para impresién, lo que permitié la inmovilizacién
covalente de CD y rodamina en la superficie del papel antes de la evaporacion
completa de las gotas durante la impresion del cédigo QR fluorescente. Los
CD y los patrones de rodamina impresos en papel de celulosa fueron disefiados
con precisiéon por una computadora que controla la impresora. Los cddigos
QR fluorescentes resultantes se lavaron con agua Milli-Q, se secaron al vacio
a temperatura ambiente y se almacenaron en un ambiente seco en la oscuridad
hasta su uso. En la Figura 6.4b y Figura 6.4c se puede ver el proceso de
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impresién de los codigos QR mediante la impresora y la imagen tomada del
QR tras iluminarla con la ldémpara de UV (4 excitacién = 365 nm).

6.3.5 Funcionalizacién del cédigo QR en papel y pnPAD para ana-

lisis de cianuro

En esta seccién se describira el proceso de funcionalizacion del codigo QR
en papel para el analisis de cianuro mediante CD. Para realizar este proceso
es necesario inmovilizar los CD en los puntos del QR en los que se vaya a
medir la senal fluorescente. Esta sefial es apagada con una solucién de cobre
que recuperara su fluorescencia en funcién del contenido de cianuro que con-
tenga la muestra analizada. Los CD se sintetizaron utilizando acido citrico
como fuente de carbono y polietilenimina (PEI) como fuente de nitrégeno
mediante un proceso hidrotermal. La sintesis se realiz6 segin el procedimiento
descrito en [139]. Los cédigos QR fluorescentes impresos se funcionalizaron
para la deteccién de cianuro en agua. Para ello, en las posiciones de deteccién
del codigo QR fluorescente donde los CD estaban inmovilizados covalente-
mente se dejaron caer en 0.5 pL. de soluciéon de cobre 2 pM para apagar la
fluorescencia de los puntos de carbono [139]. El cédigo QR se dejé secar a
temperatura ambiente durante 5 minutos. Para la determinacién de iones
cianuro en agua, el cédigo QR fluorescente se sumergié en una soluciéon que
contenfa cianuro (0.1 y 2 pM) preparada en tampén borato (pH 10). El pro-
ceso de funcionalizacion del pPAD de la recta de caracterizacién se realizo
mediante la inmovilizacién covalente de los CD [114]. El proceso de apagado
de la fluorescencia y preparacién del cianuro fue similar al seguido para el
codigo QR.

6.3.6 Procedimiento de medida y extraccién de la senal colorimé-

trica

Para la caracterizacion de la recta de cianuro se captan los videos a distin-
tas ISOs (200, 400 y 800) por medio de la aplicacién OpenCamera en el dis-
positivo Pocophone F1. El dispositivo mévil fue colocado en un soporte fijo
para que éste se mantuviera inmdévil durante la captura del video y favorecer
el algoritmo de apilamiento. La recta de caracterizacion de la secciéon 6.4.1
fue extraida manualmente a partir del fotograma 32 del video de ISO 400,
después del primer segundo de duracién, usando el software de procesado de
imagenes GIMP. Los videos a distintas ISOs fueron usados para evaluar el
algoritmo de apilamiento presentado en la seccién 6.2.4. El cbédigo QR fluo-
rescente fue analizado mediante la aplicacién mévil presentada en la secciéon
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6.2.3. Las iméagenes del QR fluorescente se tomaron con el dispositivo Pocop-
hone F1 a una ISO 400. Tanto el pPAD como el QR fluorescente fueron
captados en condiciones de oscuridad, usando como fuente de luz una lampara
de rayos UV.

6.4 Resultados

Para evaluar el rendimiento del sistema propuesto se han realizado un con-
junto de experimentos que se describen en la siguiente secciéon. Para empezar,
se presentaran los resultados de la caracterizacion de los CD y de la recta de
caracterizaciéon de cianuro. Posteriormente, se optimizara el sistema para de-
terminar qué canal RGB del sensor ratiométrico es el méas indicado para com-
parar los resultados entre distintas ISOs. Finalmente, se evaluara el rendi-
miento del algoritmo de apilamiento sobre la recta de caracterizacién de cia-
nuro evaluando su SNR y su LOD en funcién del ntimero de fotogramas api-
lados.

6.4.1 Caracterizacion de la recta de cianuro

En esta seccién se va a presentar la caracterizacién de la recta de cianuro
a partir del pPAD. En la Figura 6.5 se muestra una imagen de la recta de
caracterizacién del pPAD tomada con el dispositivo mévil a una ISO de 800.
Esta recta estd formada por dos réplicas de cada concentraciéon depositada,
que van desde los 0.1 pM a los 2 pM. Ademas, se cuenta con el punto de
control de la fluorescencia del papel y el punto con el que se aplicara el ratio-
métrico de rodamina (en rojo). La equivalencia de los circulos de la imagen
del pPAD y su concentracién es la siguiente: 1 y 2 (2 uM); 3y 4 (1 pM); 5y
6 (0.5 uM); 7y 8 (0.2 uM); 9 y 10 (0.1 uM); 11 (papel); 12 (ratiométrico de

rodamina).

Figura 6.5. Imagen de la que se extrae la recta de caracterizaciéon de cianuro a ISO
400.
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A partir de esta imagen se extrae la recta de caracterizacion de cianuro
para cada canal RGB y el nivel de gris mostrada en la Figura 6.6. En la recta
se ha eliminado el punto de 1 pM debido a que éste salié erréneo por el
procedimiento experimental. Se puede observar que la recta de caracterizacion
tiene un comportamiento lineal en todos los canales y que el canal que pre-
senta mayor fluorescencia es el canal B. La curva de caracterizacién puede
ajustarse a una ecuacién de una recta I = aC + b donde, [ es la intensidad y
C es la concentraciéon de cada punto de la recta. Los pardmetros de la recta a
y b hacen referencia a la pendiente y a la ordenada en el origen, respectiva-

mente.
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Figura 6.6. Rectas de caracterizacién de cianuro en los canales RGB y nivel de gris.

R G B Gris

a 2.4495 3.4012 6.7887 3.6306
20.345 33.598 53.433 3.5027

2.5122 3.2903 4.6718 3.0951

LOD (nM) 3.0768 2.9022 2.0648 2.7300

Tabla 6.1. Resultados de la recta de caracterizacién en cada canal.

En la Tabla 6.1 se presentan los resultados de la recta de caracterizacién
para cada canal. Se puede ver cémo la recta que presenta mas pendiente es la
del canal B. En la tabla también se calcula la desviacion estandar, o, de los
pixeles del punto de control (la fluorescencia del papel) y el LOD. Se puede
observar que el canal B es el que presenta una mayor desviaciéon del punto de
control, pero al tener mayor pendiente, es el canal que presenta un LOD mas
bajo. Por este motivo se escoge el canal B para medir la fluorescencia del
cianuro. Se puede ver que el LOD del canal B, aun siendo el més bajo, esta

en torno a 2 pM, lo que nos indica que el sistema presenta una sensibilidad

144



demasiado baja para medir correctamente concentraciones bajas de cianuro.
Es por esto que en la seccién 6.4.4 se testea la aplicacién de un algoritmo de
apilamiento para intentar mejorar la sensibilidad.

6.4.2 Empleo del ratiométrico R a distintas ISOs

En el dispositivo analitico diseniado para medir cianuro se ha colocado un
punto ratiométrico de rodamina que emite fluorescencia en el canal rojo. Apli-
cando este punto en la recta correctamente, se puede obtener un valor ratio-
métrico de la recta que pueda ser invariante a los cambios de ISO. Por otro
lado, es importante poder saber qué canal es el mas adecuado para medir el
ratiométrico y cémo debe ser aplicado sobre la recta para que ésta sea inva-

riante.
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Figura 6.7. Rectas de caracterizacién del cianuro del canal B en distintas ISOs.
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Figura 6.8. Evolucién de la intensidad del ratiométrico en funcién de la ISO para cada

canal RGB y nivel de gris.
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En la Figura 6.7 se muestran las rectas de caracterizacion del cianuro me-
didas bajo distintas ISOs para el canal B. Se puede ver cémo el aumento de
la ISO genera un aumento en la intensidad de los pixeles elevando la recta.
Por otro lado, para determinar qué canal del ratiométrico es el mas indicado,
es necesario saber qué canal es el que representa mejor la variacion de la ISO.
En la Figura 6.8 se presenta una grafica de la evolucién de la intensidad del
ratiométrico para cada canal en funcién de la ISO. Se puede observar que la
intensidad del ratiométrico aumenta en funcién de la ISO para todos los ca-
nales excepto para el canal B. Es por esto que los principales candidatos serian
los canales R, G y el nivel de Gris. En nuestro caso, se va a escoger el ratio-
métrico en el canal R, ya que es el que més luz refleja y puede representar
mejor los cambios del aumento de la ISO. Para aplicar el ratiométrico a la

recta de caracterizaciéon se ha usado la siguiente ecuacion:

B B
jrat _ Lsensor — Ipapet (41)
sensor I
rat

donde 1%, es la intensidad ratiométrica del sensor medido, I, es la in-
tensidad del sensor en el canal B, Igapez es la intensidad de fluorescencia del
papel en el canal B y I, es la intensidad del ratiométrico medida en el canal
R. La intensidad del sensor se mide en el canal B puesto que es el que mejor
representa la caracterizacion del sensor de cianuro, como se pudo ver en la
seccién anterior. Se ha hecho uso de la intensidad del blanco del papel para
eliminar la influencia de éste en la medida. El blanco del papel es el punto de
concentraciéon 0 en la recta de la Figura 6.7 y ésta guarda relacién con el
aumento de la ordenada en el origen. Por otro lado, la intensidad del ratio-
métrico nos va a modificar ligeramente las pendientes de las rectas para que
puedan ser comparadas entre si.
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Figura 6.9. Recta de caracterizacion ratiométrica del cianuro a distintas ISOs.
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ISO 200 400 800
a 7.1373 6.1851 8.858
5.8428 4.7291 11.04

1.6496 4.7844 11.5406

LOD (pM) 0.6934 2.3206 3.9085

Tabla 6.2. Datos de la recta de caracterizacién ratiométrica a distintas ISOs.

En la Figura 6.9 se pueden ver las rectas ratiométricas de caracterizacion
del cianuro a distintas ISOs, normalizadas entre 0 y 255. Se puede ver cémo
las rectas se han ajustado al mismo rango dindmico, lo que permite que se
puedan comparar los datos extraidos a diferentes ISOs. La recta tomada a
ISO 800, presenta una variacion mayor respecto a las otras. Esto puede ser
debido a que el ratiométrico del canal R sature el sensor de la caAmara para
esa ISO, como puede verse en la Figura 6.8, y que no ajuste correctamente
los datos. Ademés, en la Tabla 6.2, se pueden ver los pardmetros de la recta
de caracterizacién para cada ISO. Para la deteccién de la concentracién de
las muestras de cianuro a partir de la intensidad de fluorescencia es necesario
extraer la recta de caracterizacién inversa, C =Ia’'+b' y donde a’ =1/ay
b' = b/a. En la Tabla 6.3 se presentan los parametros de la recta de caracte-
rizacién inversa para ISO 400 que se utilizaran en la seccién 6.4.3 para evaluar
la determinacién de la concentracién de cianuro en el QR fluorescente.

ISO 400
a  0.1616
b"  -0.7646

Tabla 6.3. Pardametros de la recta de caracterizacién inversa a ISO 400.

6.4.3 Deteccién del QR fluorescente

Para evaluar el rendimiento de la aplicaciéon moévil para la deteccién de
codigos QR fluorescentes, se va a testear el sistema midiendo un par de sim-
bolos QR en los que se ha depositado cianuro en tres de sus médulos. La
fabricacion y funcionalizacién de los cédigos QR fueron presentadas previa-
mente en las secciones 6.3.4 y 6.3.5. En la Figura 6.10 se presenta un conjunto
de imagenes que representan el proceso de deteccion de ambos cédigos QR en
el sistema presentado. La Figura 6.10a muestra la imagen original del simbolo
QR en el que se ha depositado 0.1 pM de cianuro en tres médulos del simbolo
QR. En la Figura 6.10b se presenta la imagen umbralizada con el método de
umbralizacién invertida presentado en la secciéon 6.2.2. Posteriormente, se
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realiza la extraccién del objeto RGBMatrixz que representa una matriz del
tamafio de la dimensién del cédigo QR. Cada punto de esta matriz es el pro-
medio de los pixeles de cada moédulo del simbolo QR, véase la Figura 6.10c.
Las Figura 6.10d, 6.10e y 6.10f representan el mismo proceso, pero para una
concentracion de cianuro de 2 pM. Paralelamente, la aplicacién detecta la
informacién estatica codificada en el codigo QR, dando como resultado en
ambos casos el texto “01234”.

d) e) f)
Figura 6.10. Imagenes del QR fluorescente con cianuro depositado en distintas etapas
de la deteccion a ISO 400. Concentraciones de cianuro a)-c) 0.1 uM, d)-f) 2 uM.

La informaciéon dindmica es extraida a partir de los puntos de la matriz
RGB del cédigo QR de la Figura 6.10c. A partir de las posiciones de los
modulos de interés precargados en la aplicacién se puede obtener: la intensi-
dad del ratiométrico, la intensidad del papel y la intensidad de los tres mo-
dulos con cianuro. Con estos valores se puede determinar la intensidad ratio-
métrica del sensor y calcular la concentracién de cianuro, como se explicoé en
la seccién 6.4.2. En la Tabla 6.4 se presenta la concentraciéon estimada del
cianuro a partir de la informacién extraida del cédigo QR. La medicién del
sensor, 15, se obtiene promediando la intensidad de los tres médulos de
cianuro. Los valores de Igapez y IR, se extraen como promedio de los médulos
azules y rojos de los patrones de deteccién, respectivamente, como se explicd
en la seccién 6.2.1. El valor de intensidad ratiométrica del sensor se calcula
segtn la ecuacién (41). En la Tabla 6.4 se puede observar que la concentracién
estimada, C,s, es superior a la concentracion depositada, C;. Para la concen-
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traciéon de 2 pM la diferencia es més acuciante, obteniendo un valor de con-
centracién estimada hasta cinco veces mayor. Este desajuste puede deberse
principalmente a fallos en la ejecucién del experimento con el QR o con la
recta de caracterizacién. Esto puede comprobarse comparando la intensidad
de fluorescencia del cianuro en el QR y la de la recta de caracterizacion to-
mada a la misma ISO, que fue 400. Se puede observar cémo en el cédigo QR
se mide una intensidad de 160, sin embargo, en la recta de caracterizacion,
para la misma concentracion, se tiene una intensidad de 66. Para mejorar esto
seria necesario realizar la medicién de la recta de caracterizacién en el mismo
simbolo QR y llevar a cabo varias réplicas del experimento para asegurar su
reproducibilidad. A pesar del desajuste en los resultados obtenidos en la con-
centracion final, se ha demostrado que el sistema es capaz de extraer la infor-
macion estatica y dindmica de un simbolo QR fluorescente.

Cd (”M) Igapel Irlgat Ifensor Iggrttsor Cest (#M)

2 117 173 160  63.3815  9.4829

0.1 92 188 97.3333 7.234 0.405

Tabla 6.4. Datos de la determinacién de la concentracién de cianuro en el QR fluores-

cente.

6.4.4 Evaluacién del algoritmo de apilamiento

En esta seccion se va a evaluar el funcionamiento del algoritmo de apila-
miento presentado en la secciéon 6.2.4. Este apilamiento se va a realizar sobre
los videos tomados de la recta de caracterizacion a diferentes ISOs. El objetivo
del apilamiento es conseguir que se reduzca la desviacion estdndar de la in-
tensidad de fluorescencia del papel tomada como punto de control. Si ésta se
reduce, se espera que la SNR aumente y que el LOD disminuya. En las Figura
6.11a y 6.11b, se muestra la evolucién del triple de la desviacién estandar del
papel y la pendiente de la recta de caracterizacién en funcién del niimero de
fotogramas apilados para ISO 800 y 400. Se puede observar que la desviaciéon
estandar del papel disminuye ligeramente y que la pendiente de la recta per-
manece practicamente constante. La desviacion del blanco presenta un rango
de variacién entre 0.5 y 1.5 que es bastante poco teniendo en cuenta que se
muestra el valor triplicado. En las Figura 6.11c y 6.11d se presenta el LOD
para ambas ISOs en funcién del ntimero de fotogramas. Se puede apreciar que
el LOD presenta una tendencia confusa en cada ISO. En ambos casos para
més de 150 fotogramas apilados presenta una tendencia descendente con picos
de subida en algunos puntos. Ademads, la variacién entre el LOD de partida
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y el LOD al que tiende el apilamiento es muy pequefio, alrededor de 0.3 nM,
que deja el LOD tras el apilamiento muy por encima del necesario para medir
concentraciones bajas de cianuro. En las Figura 6.11e y 6.11f se muestra la
evolucion de la SNR de cada punto de la recta con el niimero de fotogramas.
Se puede ver que la SNR aumenta, pero muy ligeramente, alcanzando un
aumento en torno a 0.5 unidades para ambas ISOs.
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Figura 6.11. El triple de la desviacién estdndar y la pendiente de la recta para ISO, a)
400 y b) 800, LOD para ISO c) 400 y d) 800, SNR para ISO e) 400 y f) 800.
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Figura 6.12. Imagen de la recta de caracterizacién a ISO 200.

Un caso particular se puede extraer de la recta de caracterizacién medida
a ISO 200. En este caso, la imagen fue tomada bajo condiciones muy extremas
de luminosidad (Figura 6.12). En este caso, el sistema es capaz de detectar la
senal de fluorescencia de cada punto de la recta, pero los resultados derivados
del apilamiento son distintos a los vistos en los casos anteriores.
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Figura 6.13. Evaluacion del apilamiento para ISO 200, a) desviacién estandar del papel
y pendiente de la recta, b) LOD, c¢) SNR.

En la Figura 6.13a, se observa cémo la desviacién estandar del papel au-
menta con el nimero de fotogramas, con una variacion de hasta 1.5, similar
a lo ocurrido para ISO 800 y 400. Este resultado deriva en el aumento del
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LOD y la disminucién en la SNR para cada punto con el ntimero de fotogra-
mas. Estos resultados son contrarios a lo esperado, pero pueden tener una
explicacién derivada del proceso de deteccién de la senal. Debido a la baja
intensidad de la senal, las variaciones en la desviacién estandar del papel son
comparables a los valores de intensidad de la sefial. Esto provoca que las
variaciones en la SNR y LOD tengan una escala mucho mayor que la mos-
trada en ISO 400 y 800. Por otro lado, el cambio de tendencia de los resultados
puede deberse a una mala detecciéon de los puntos. En este caso, los circulos
tienen una intensidad muy baja y se detectan con muy pocos pixeles, lo que
puede provocar que la deteccién se vea mas influenciada por los bordes negros.
Esta influencia puede ocasionar que el emborronamiento de la imagen debida
al apilamiento haga que la regién detectada contenga cada vez mas pixeles 0.
Este fenémeno podria estar ocasionando ese aumento de la desviacién estan-
dar del papel y el consecuente cambio de tendencia en el LOD y la SNR. Los
resultados derivados de la aplicacién de este algoritmo plantean la necesidad
de mejorar la sensibilidad afiadiendo otros enfoques como puede ser 6ptico o
de mejora del rango dindmico de la imagen [128].

6.5 Conclusiones y contribuciones

En este capitulo se ha presentado una aplicacién para la deteccién de co-
digos QR fluorescentes capaz de detectar conjuntamente un QR fluorescente
junto con la senal del sensor analizado. Para mejorar los resultados en la
determinacién de la concentracién de cianuro, se propone repetir los ensayos
de la recta de caracterizacién en el mismo simbolo QR para reducir las varia-
bles de error durante los ensayos experimentales. A pesar de esto, se demostrd
que el sistema es capaz de detectar la senal correctamente sin que la informa-
cién estatica del codigo QR se viera afectada. Ademas, se ha desarrollado un
sistema de apilamiento de imagenes de ptPAD fluorescentes en Matlab que ha
demostrado presentar una mejora en la sensibilidad insuficiente para los re-
querimientos de la deteccion de cianuro. Por ello, se propone mejorar el algo-
ritmo mediante una restauracién previa de la imagen que aumente su rango
dindmico. Algunos resultados de este capitulo fueron incluidos en los siguien-
tes trabajos cientificos:

e Comunicacién de un péster: Inmaculada Ortiz-Gémez, Antonio
Marin-Séanchez, Encarnacion Castillo, Diego P. Morales, Luis Fer-
min Capitan-Vallvey, Alfonso Salinas-Castillo. Fluorogenic smart

quick response code for cyanide detection. I Reunién Cientifica del

152



Grupo Especializado en Ciencia y Tecnologias (Bio)Analiticas
(GCTDbA) (2022).

Comunicacién oral: Inmaculada Ortiz-Gémez, Antonio Marin-San-
chez, Encarnacion Castillo, Diego P. Morales, Luis Fermin Capi-
tan-Vallvey, Alfonso Salinas-Castillo. Turn-on fluorescence smart
quick response code for cyanide detection. 21st International Sym-
posium on Bioluminescence and Chemiluminescence and XIX In-

ternational Symposium on Luminescence Spectrometry (2022).
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Capitulo 7

Conclusiones

La investigacién realizada durante esta tesis doctoral consiste en el desa-
rrollo de algoritmos para andlisis de imagenes de sensores bioquimicos de res-
puesta éptica y su aplicacién en dispositivos méviles. Las principales conclu-
siones que se extraen son las que se detallan a continuacion:

1. Todas las soluciones aportadas en este trabajo llevaron consigo la
implementaciéon de una aplicaciéon mévil en Android. Esto supuso
que los algoritmos fueran optimizados para su uso en dispositivos
moviles. Esto trae consigo que todas las implementaciones propues-

tas sean totalmente portables y de bajo coste.

2. El desarrollo de sensores colorimétricos y fluorescentes basados en
c6digos QR ha sido explorado en profundidad durante todo el tra-
bajo. Todos los detectores de cddigos QR eran capaces de mantener
la integridad de la informacién estatica almacenada y extraer la

informacion dindmica del sensor quimico que contuviera.

3. Las aplicaciones implementadas permitieron el desarrollo e inte-
gracion de distintos métodos de andlisis aplicados a distintos ensa-
yos quimicos. Estas implementaciones software estan estructuradas
de forma similar, lo que permite una integracién total de distintos
tipos de andlisis en una sola aplicacién mévil, facilitando su usabi-
lidad.

4. Se ha explorado el uso de las herramientas de codificacién de erro-

res del cédigo QR como base para los algoritmos de deteccion de

analitos en el dispositivo analitico. Se implement6 una aplicacion
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movil capaz de discriminar entre patrones de diagndsticos positivos
y negativos en base a los errores identificados en el cédigo QR. Se
ha testeado el sistema bajo distintas condiciones de luminosidad,
discriminando correctamente los distintos patrones, salvo en con-
diciones muy extremas. Se ha permitido una calibracién del umbral
de diagnéstico para adaptarlo segin el analito analizado. El sis-
tema permite integrar detecciéon multianalito discriminando correc-
tamente entre analitos de distintos colores gracias a su detecciéon

en distintos canales RGB.

Se ha presentado un sistema de determinaciéon de glucosa y lactato
basado en coédigos QR colorimétricos. Este sistema permite extraer
los valores RGB de las posiciones de los analitos depositadas en el
cbédigo QR y corregirlas mediante un algoritmo de correccion de la
luminosidad. El algoritmo de correccién de luminosidad permite
corregir el canal de saturacién (S) de los médulos sensores haciendo
uso de un conjunto de moédulos de referencia. Se ha testeado el
sistema con muestras reales de suero y sudor, demostrando resul-

tados de recuperacion de entre el 90% y el 100%.

La deteccién de senales fluorimétricas mediante el uso de aplica-
ciones méviles se ha testeado en profundidad en esta tesis doctoral.
Se ha desarrollado un algoritmo para de deteccién de un pPAD
para determinacién fluorimétrica basada en el uso de un valor ra-

tiométrico.

La deteccién de cédigos QR fluorescentes ha sido otro punto de
interés en esta investigacion, presentando una aplicacién mévil ca-
paz de detectar QR fluorescentes y extraer la informacién dindmica
de los analitos depositados en éste. Se tested el sistema para la
deteccién de cianuro en el cédigo QR, demostrando su capacidad
para detectar la presencia del analito en el dispositivo. Se ha estu-
diado el problema de la baja sensibilidad del sistema en condiciones

de baja luminosidad. Para tratar de solucionar este problema se ha
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trabajado en el desarrollo de un algoritmo de apilamiento de imé-
genes que por si solo no atribuye una mejora sustancial en la sen-
sibilidad.

Es importante aprovechar el interés de las aplicaciones méviles para el
desarrollo de instrumentacién portable para detecciéon de sensores quimicos
colorimétricos y fluorescentes. La linea que se ha desarrollado en el trabajo
de investigacién integrando los codigos QR con los pPAD y sus multiples
formas de deteccién supone una puerta abierta a seguir investigando y pro-
fundizando en este campo. En lo que respecta al trabajo realizado en esta tesis
doctoral, algunas soluciones deben ser testeadas en mayor profundidad. El
sistema de deteccién de cddigos QR colorimétricos basado en correccién de
errores debe testearse con una aplicacién quimica para evaluar su funciona-
miento en condiciones reales. En el caso de la deteccién de codigos QR fluo-
rescentes, es necesario realizar un ensayo experimental con més muestras de
cianuro para valorar su reproducibilidad en la determinacién de este analito.

En lo que respecta al algoritmo de apilamiento se hace necesario abordar
el problema desde otros puntos de vista tratando de mejorar el estado original
de la senal mediante algtn algoritmo de restauracién de la imagen. Una linea
realmente interesante es la aplicacién de referencias de color fijas indepen-
dientes del analito depositado en el codigo QR para realizar la calibracion de
la luminosidad con referencias estandarizadas y universales. Uno de los puntos
mas importantes de esta investigacién fue mantener la facilidad de uso de la
aplicacién y dotarla de funcionalidades que pudieran ser tiles en un contexto
de uso real. En esa linea se buscarfa realizar una integraciéon de los distintos
tipos de andlisis en la misma aplicacién y dotar a ésta de una arquitectura en
la nube para poder recibir actualizaciones frecuentes. El objetivo final al que
se quiere llegar es desarrollar un producto facil de usar, fiable y de bajo coste
que pueda integrar distintos tipos de funcionalidades con un buen rendimiento
en un contexto real.
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