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RESUMEN

Las técnicas no invasivas presentan una gran variedad de ventajas con respecto a
las técnicas invasivas-destructivas ya que estas Ultimas dafnan total o parcialmente
el fruto y/o planta, el andlisis de imagenes resulta ser uno de los métodos no
invasivos mas populares, eficaces y rapidos para la estimacion de los
carotenoides licopeno y B-caroteno presentes en tomates y zanahorias que actian
como elementos anticancerigenos, debido a la capacidad de procesamiento
necesaria cuando se utilizan estas técnicas se presenta aqui el disefo, integracién
y validacién de un sistema minimo para la estimacién de estos carotenoides en
tiempo real y de forma indirecta. El sistema utiliza una FPGA (Field Programmable
Gate Array) EPC3C40Q240 encargada de la captura, almacenamiento, analisis de
imagenes y presentacion de resultados, la interpretacion de las imagenes se hace
en tiempo real (30 muestras por segundo) al aprovechar el paralelismo de
procesos como principal caracteristica de la tecnologia FPGA, se indican
detalladamente los pasos que fueron seguidos para que el disefo fuera el
adecuado y que cumpliera con los requisitos necesarios en cuanto a capacidad de
procesamiento, almacenamiento y fiabilidad. Por otro lado se describen los
métodos de laboratorio utilizados para la calibracion y validacion del sistema, la
técnica de Fish que utiliza un espectrofotdmetro de UV-Vis y la técnica de
ultracromatografia de convergencia (UPC?), las muestras utilizadas fueron en
fresco y corresponden a las variedades de haz y nantes para los tomates y
zanahorias respectivamente. Se muestran los resultados de pruebas por cada uno
de los médulos que comprenden el sistema (adquisicion, almacenamiento,
procesamiento de la imagen y desplegado de resultados) asi como resultados que
demuestran la fiabilidad del sistema.

(Palabras clave: UPC2, UV-Vis, tiempo real, no invasivo)



SUMMARY

Non-invasive techniques have a variety of advantages over invasive-destructive
techniques as the latter partially or totally damaging the fruit and / or plant, image
analysis is one of the most popular, effective and fast non-invasive methods for
estimating the lycopene and B-carotene carotenoids present in tomatoes and
carrots acting as anticancer elements, due to the processing capacity needed
when these techniques are used is presented here the design, integration and
validation of a minimal system for estimation of these carotenoids in real time and
indirectly. The system uses an FPGA (Field Programmable Gate Array)
EPC3C40Q240 responsible for the capture, storage, image analysis and
presentation of results, interpretation of images is done in real time (30 samples
per second) to exploit the parallelism of processes such as main characteristic of
FPGA technology, stating in detail the steps that were followed for the design was
appropriate and that meets the requirements in terms of processing power, storage
and reliability. Furthermore the laboratory methods used for calibration and
validation of the system, Fish technique using a UV-Vis spectrophotometer and
ultra-chromatography convergence technique (UPC?) are described. Samples used
were fresh and correspond to haz and nantes varieties for tomatoes and carrots
respectively. Test results for each of the modules comprising the system
(acquisition, storage, image processing and unfolding of results) and results
demonstrating the reliability of the system is shown.

(Keywords: UPC?, UV-Vis, real time, non-invasive)
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1 INTRODUCCION

Los carotenoides son una clase de pigmentos distribuidos generalmente
en el reino vegetal encontrados principalmente en las partes aéreas de las frutas y
verduras dando una coloracion entre el amarillo (B-caroteno) y el rojo (licopeno).
Los carotenoides se dividen en dos grupos: carotenos y xantofilas. Los carotenos
solo contienen carbono e hidrégeno (por ejemplo el B-caroteno y el licopeno),
mientras que las xantofilas contienen ademas el oxigeno (por ejemplo la luteina).
El B-caroteno es el mayor precursor de la vitamina A, la deficiencia de vitamina A
es un gran problema de salud en mas de 70 paises, la mayoria ubicados en
naciones en desarrollo (Rosati et al., 2000). El consumo de B-caroteno ha sido
relacionado con la disminucién de des6rdenes neurodegenerativos gracias a su
actividad antioxidante (Yusuf et al., 2012).

El licopeno y el B-caroteno son componentes con potentes propiedades
antioxidantes que previenen la aparicién de ciertos tipos de cancer, estudios han
comprobado el poder antioxidante de estos componentes, su ingestion protege
contra la accidén destructiva de los radicales libres que atacan las células
produciendo enfermedades degenerativas, parecen reducir las probabilidades de
cancer de prostata, pulmon, estbmago, vejiga, mama, cuello del Gtero y ayudan a
mantener jovenes a las personas durante mas tiempo. En un analisis quimico, los
carotenoides pueden ser identificados gracias a métodos espectrofotométricos, el
espectro visible de los carotenoides oscila en el rango de 400 a 500 nm, en tomate
rojo se puede observar el licopeno en una longitud de onda de 503 nm (Fish et al.,
2002), mientras que en las zanahorias a 449 nm, Biswas et al. (2011)
determinaron la cantidad de [-caroteno en zanahorias utilizando un

espectrofotometro UV-Vis a una longitud de onda de 449 nm.

12



Actualmente existen distintas técnicas para medir atributos de las plantas
y/o frutos como es el caso del licopeno y el B-caroteno en tomates y zanahorias,
las cuales pueden ser catalogadas en tres tipos: invasivas destructivas, invasivas
no destructivas y no invasivas. Las invasivas destructivas son aquellas que para
obtener informacién es necesario destruir total o parcialmente el elemento a
analizar, estas técnicas son muy utilizadas para el andlisis de laboratorio, por otro
lado las invasivas no destructivas son mas utilizadas que las invasivas
destructivas; sin embargo, en la mayoria de los casos interfieren con el
crecimiento natural de las plantas, por ultimo las no invasivas son aquellas en
donde no se requiere contacto directo con el objetivo para poder obtener sus
propiedades. Debido a las caracteristicas de las técnicas usadas en la actualidad
resulta mas conveniente usar técnicas no invasivas para la estimacién indirecta
del licopeno y B-caroteno presentes en los tomates y zanahorias y uno de los
métodos con mayor auge en el mundo cientifico, eficaz y rapido es el de la visién
artificial, por medio de técnicas de procesamiento de las imagenes capturadas de
los tomates y zanahorias es posible determinar la concentracion de estos
antioxidantes, sin embargo esto lleva a un reto importante en cuanto a la
plataforma tecnoldgica a utilizar ya que algunos de los principales aspectos a
considerar es la capacidad de procesamiento requerida para aplicar técnicas de
procesamiento de imagenes debido al elevado consumo de recursos de
procesamiento, el costo de la plataforma y por ultimo la portabilidad vy
maniobrabilidad de la misma.

En el presente el uso de las tecnologias FPGA en la investigacion y
desarrollo de sistemas digitales aplicados para tareas especificas se ha
incrementado de manera considerable, esto debido a las ventajas que las FPGAs
tienen respecto a otros dispositivos programables, algunas de esas ventajas son la
elevada frecuencia de reloj, alto niumero de operaciones por segundo, portabilidad
del codigo, reusabilidad del codigo y librerias, bajo costo monetario, ejecucion
paralela de procesos, capacidad de interactuar con interfaces de alto y bajo nivel,
seguridad y proteccién de la propiedad intelectual, entre otras (Ramos-Arregun et
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al., 2012). Gracias a las caracteristicas de las FPGAs es muy comun su utilizacion
para las tareas relacionadas a las senales e imagenes, sin embargo en muchos de
los trabajos estas fungen con actividades de adquisicién de datos (senales o
imagenes) unicamente y en combinacion con DSPs (Digital Signal Controller), que
son los encargados de aplicar todas las operaciones matematicas necesarias para
llegar al resultado, forman plataformas en las que se eleva el precio por la

utilizacién en combinacién que conlleva a usar elementos extras.

1.1 Trabajos relacionados.

Koray y Saranli (2013) desarrollaron un disefio en hardware para el flujo
optico de alto desemperio basado en tecnologia FPGA para aplicaciones de visién
por computadora , el algoritmo de flujo éptico es popularmente utilizado en la
vision artificial en aplicaciones de deteccidon de colision, segmentacion de
movimiento, rastreo, sustraccién de fondo, odometria visual entre otros, el sistema
electrénico estaba compuesto por una FPGA en donde se describian
principalmente mddulos de memorias, comunicaciones y del método del gradiente
y promedio, por otro lado Kalomiros y Lygouras (2008) disefiaron y evaluaron un
sistema de hardware/software para el procesamiento rapido de imagenes,
compararon el desempeno de una FFT (Fast Fourier Transform) implementado en
un sistema hibrido de hardware/software contra otros proveedores de software
comercial, en donde los principales actores fueron la paqueteria de software
Labview de Texas Instruments y la arquitectura de hardware en una FPGA
Cyclone Il del fabricante Altera, obtuvieron resultados de mejor desempeno de sus
sistema contra las paqueterias comerciales, otro ejemplo es la reconfiguracion
parcial dinamica del disefo de flujo y ambiente para imagenes y procesamiento de
senales basado en FPGA hecho por Krill et al. (2010) en donde describieron una
reconfiguracion parcial dinamica (DPR) para imagenes y algoritmos de
procesamiento de senales usados en aplicaciones adaptivas, también en México
se han realizado trabajos de este tipo como el elaborado por Ibarra-Manzano y

Almanza-Ojeda (2012) por ejemplo en donde presentaron una arquitectura en
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FPGA para la clasificacién de objetos basado en un algoritmo acelerador adaptivo,
la arquitectura usaba los atributos de color y textura como atributos de entrada

para discriminar objetos en una escena en tiempo real.

Muchas investigaciones se han centrado en el desarrollo de técnicas no
invasivas para medir los atributos de las plantas. Gémez et al. (2007) desarrollaron
una nariz electrénica la cual usa informacién aromatica para predecir las etapas de
madurez en los tomates. Al-Mallahi et al. (2010) desarrollaron un algoritmo para
clasificar y separar papas que circulan en una banda transportadora junto con
trozos de tierra. Liming y Yanchao (2010) desarrollaron un sistema automatico
capaz de separar fresas basandose en tres caracteristicas: forma, tamano y color.
Mercado-Luna et al. (2010) desarrollaron un sistema que utiliza andlisis de
imagenes a color para determinar la concentracion de nitrégeno en las hojas de
las plantas de tomate. Min et al. (2008) disefiaron un sistema para predecir la
concentracion de nitrdgeno en las hojas de naranja usando un espectrofotémetro.
La mayoria de las aplicaciones fisicas de los sistemas requieren operar en tiempo
real. Estos sistemas tipicamente son implementados como programas en
computadoras de uso general, pero esto no se considera una solucién de disefo
adecuado. Dos plataformas son comlUnmente utilizadas para realizar
procesamiento de imagenes: los procesadores digitales de sefnales (DSP) y los
FPGAs.

Stinco et al. ( 2013) evaluaron los diferentes contenidos de isbmero de
licopeno por HPLC (High-Performance Liquid Chromatography) y el color de los
diversos genotipos de tomate y subproductos derivados del tomate por SPR
(Surface plasmon resonance) y DIA (Digital Image Analisis) con cuatro propdsitos
principales: 1) para comparar los niveles de isomeros de licopeno en productos de
tomate procesados contra productos frescos, 2) para evaluar la validez de DIA y
SPR para determinar el color de estos productos, 3) para comparar la capacidad
de ambas metodologias instrumentales para discriminar entre los dos diferentes
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grupos de muestras, y 4) para comparar la utilidad de ambas metodologias para la
estimacién de los niveles de licopeno, por otro lado Fernandez-Ruiz et al. (2010)

probaron de una manera no destructiva varios modelos lineales de color, valores
individuales de L* a* y b*, (a *b *) (a *2/b *2) y parametros obtenidos por diversos

aparatos como el calorimetro Minolta CR-200b y el Hunter Lab Scan XE, con el
propésito de estimar el contenido de licopeno en distintas muestras de tomate. De
todos los métodos lineales que se aplicaron el mejor de todos ellos fue el de los
valores individuales de L* a* y b* medidos con los calorimetros Hunter. Se
disefiaron diferentes modelos de RBEF (Radial Basis Network Exact Fit), los

primeros de ellos usando los tres parametros de color (L* a* y b*) y posteriormente
con los parametros individuales de (a *b*)y (a #/p *2). También se han

desarrollado redes neuronales artificiales (ANN) integradas a sistemas
computarizados de inspeccién (CIS) para determinar el color de la pasta de tomate
en el espacio de color CIE L*a*b* y el nUmero y tamano de marcas oscuras en el
producto. En este andlisis, la comparativa entre el CIS y los inspectores humanos
para encontrar las manchas oscuras, los inspectores tuvieron dificultades para
encontrar maracas con un didmetro menor a los 0.2 mm mientras que el CIS
obtuvo una buena capacidad de medida y determinacion, de las 99 muestras el
CIS arroj6 un numero de 235 manchas por 233 por parte de los inspectores
(Velioglu et al., 2011).

Algunos otros investigadores han explorado el uso de espectroscopia de
desplazamiento espacial Raman (SORS) para la evaluacién no destructiva de la
madurez interna de los tomates. Un sistema Raman usando un laser de 785 nm
fue desarrollado para recoger espectros de desplazamiento espacialmente en una
longitud de onda de 200 -2500 cm ™. Las mediciones del SORS se llevaron a cabo
utilizando una distancia fuente-detector que va de 0 a 5 mm con un tamano de
paso de 0.2 mm. Ciento sesenta y tomates en siete estados de madurez (es decir,
verde inmaduro, verde maduro, rompedor, torneado, rosa, rojo claro y rojo) se

pusieron a prueba. La viabilidad del SORS para la deteccién del subsuelo se
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examind mediante el uso de un bloque de teflon colocado bajo rebanadas del
pericarpio exterior de 5 mm y 10 mm de espesores cortada de tomates verdes y
rojos (Qin et al., 2012).

Gastélum-Barrios et al. (2011) realizaron una investigacién con el objetivo
mejorar la produccién de tomate y calidad de la fruta a través de los métodos de
medicion de fruta, que tienen un bajo factor de impacto en la fruta y de la planta
durante las mediciones. Presentaron una revision de los principales atributos,
como el color, velocidad de maduracién, la firmeza, la forma, el tamafio y la
composicion, que determinan la calidad del fruto de tomate para los consumidores
finales, e hizo un breve resumen de los métodos (invasivo destructivas e invasivas

no destructivos) que se utiliza actualmente para evaluar estos atributos.

Uno de los trabajos que tiene mayor relacién con el trabajo aqui
presentado es el que hicieron Vazquez-Cruz et al. (2013) donde desarrollaron una
red neuronal para estimar la concentracién de los carotenoides licopeno y -
caroteno en tomates durante las seis etapas de maduracion, establecieron la
relacion existente entre parametros de color (L*, a*, b* y hue) asi como del area de
las hojas de la planta, los resultados pueden ser expresados claramente en la
iError! No se encuentra el origen de la referencia. donde se observa
claramente que la banda que proporciona mayor informacion es la banda de color
a* que presenta valores negativos para etapas que presentan una mayor

coloracion verde y positivos para una pigmentacion roja.
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Figura 1-1. Lecturas de color en las diferentes etapas de maduracién.

1.2 Productos en el mercado

En el mercado existe una gran variedad de productos que miden el color
de los frutos, los principales de ellos de la marca HunterLab aunque todos son
utilizados en la medida de color de muestras sélidas o semisélidas de
caracteristicas no completamente uniformes, a continuacién se enuncian algunos

de ellos asi como caracteristicas y prestaciones.

1.2.1 ColorFlex

Este instrumento es pequeno, con un banco o espacio en su parte
superior, es un espectrofotémetro de reflectancia. Contiene un teclado, pantalla
con varias opciones y es ideal para aplicaciones de control de calidad en una
amplia gama de industrias, puede medir el color de diferentes tipos de productos
incluyendo materiales brutos, verificacion de acabados de color en productos o
verificacion de color a través del proceso. Los datos pueden ser almacenados en
la memoria o impresos también puede ser usado con una PC, es muy utilizado
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para la evaluacién de color en productos de tomate como catsup, jugo y salsas, la
iError! No se encuentra el origen de la referencia. muestra el ColorFlex

fisicamente.

Figura 1-2. ColorFlex (Zamudio-Ramirez, 2013)

1.2.2 LabScanXE

Es un espectrofotometro con un porta muestras de 1.75 pulgadas, es
usado para medir la reflectancia de los semiliquidos translucidos, en un vaso de
muestra con un disco, anillo y una tapa para cubrir la muestra. Algunas muestras
de semisdlidos requieren de una preparacién y presentacidn compensatoria en
orden de la medicién de la muestra. Este versatil espectrofotometro mide la
reflectancia de color en la forma en la que el ojo la ve, incluso el efecto de brillo.
Mide muestras casi en cualquier forma de soélido y de polvos a liquidos, un ejemplo

de cdmo es fisicamente se puede observar en la.
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Figura 1-38. LabScanXE (Zamudio-Ramirez, 2013).

1.2.3 MiniScaXE

Este espectrofotometro puede ser usado para medir la reflectancia de
muestras planas, solidos opacos, cuando el instrumento que es portétil, se coloca
sobre la muestra. Este método es el usado idealmente para la medicién de
muestras planas, sélidos opacos, incluyendo trozos de pintura, losa de ceramica,
tablas de forro de vinil y hasta alimentos como pan y quesos sélidos, puede

observarse en la jError! No se encuentra el origen de la referencia. que es el
mas portable de todos ellos.
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Figura 1-4. MiniScanXE (Zamudio-Ramirez, 2013).

1.3 Justificacion

Debido a que la tendencia es desarrollar sistemas no invasivos para la
agricultura, es necesario construir un sistema basado en andlisis de imagenes,
que sea capaz de estimar los carotenoides licopeno y B-caroteno en tomates y
zanahorias sin alterar su desarrollo natural, para lograr el desarrollo de un sistema
de este tipo es necesario generar el conocimiento indispensable para obtener
modelos matematicos que relacionen el color de los frutos con la cantidad estos
carotenoides, con estas técnicas se podran tener resultados muy aproximados a
los obtenidos en los andlisis de laboratorio en un tiempo instantaneo
(milisegundos) y con un costo por muy debajo de los instrumentos de analisis
quimicos. El sistema, ademas de ser portatil, sera capaz de tener una alta
repetitividad en sus procesos, para lograr este fin se hard uso de plataformas
FPGAs en combinacion con el procesamiento de imagen a color, con esto se
permitira analizar fotografias directamente en el sistema para posteriormente
trasladarlas a una base de datos que lleve el registro de todas las pruebas. La
utilizacion de plataformas FPGAs incrementa el rendimiento del procesamiento de
las senales y debido a su flexibilidad permiten la reconfiguracién del hardware; es
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decir, el sistema no sufre modificaciones fisicas, solo es necesario modificar la
descripcién del mismo para actualizar las caracteristicas del sistema. Finalmente,
con este sistema se disminuye el personal especializado asi como los costos y el

tiempo invertido.

1.4 Descripcién del problema

De acuerdo a los antecedentes no se han desarrollado métodos vy
modelos estadisticos/matematicos para determinar el contenido de licopeno y B-
caroteno en tomate rojo y zanahoria utilizando procesamiento de imagenes, mas
lejano adn, no se ha implementado un sistema digital dedicado a la determinacién
en tiempo real de carotenoides. Actualmente existen métodos invasivos
destructivos para determinar carotenoides los cuales requieren de la destruccion
del fruto para su analisis, para compensar esta deficiencia los métodos no
invasivos resultan ser una opcion vital a desarrollar. Otro de los grandes
problemas es que los analisis mas exactos son los que requieren uso de
laboratorios, los cuales tienen altos costos de manejo ya que requieren de equipos
altamente sofisticados y de gran costo (espectrofotémetros, HPLC. UPC?),
reactivos quimicos especificos; asi como de invertir horas de andlisis para obtener
resultados de un nimero de muestras considerablemente pequeno (20 muestras
al dia).
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2 HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1 Hipotesis

Al usar el espacio de color CIE L*a*b* en el andlisis de la imagen y
acompanado del uso de tecnologia FPGA se obtiene una exactitud mayor al 85%
en la estimacion de los carotenoides licopeno y B-caroteno en tomates y
zanahorias en comparacion a técnicas de laboratorio como son la técnica de Fish
y la técnica de Ultracromatografia de Convergencia asi como una capacidad de

procesamiento en tiempo real.

2.2 Objetivo general

Proponer un modelo estadistico en el que utilizando el espacio de color
CIE L*a*b* en conjunto con el procesamiento de imagenes en FPGA aproxime la
concentracion de licopeno y B-caroteno en tomates y zanahorias en al menos un
85% respecto a las técnicas de laboratorio como son la técnica de Fish y la técnica

de Ultracromatografia de Convergencia.

2.3 Objetivos particulares

e Desarrollar un modelo estadistico con base en el espacio de color
CIELAB para estimar licopeno y B-caroteno en tomates y zanahorias.

e Disefar e integrar una tarjeta electronica para la captura,
almacenamiento y procesamiento de imagenes con base en tecnologias
FPGA.
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3 MARCO TEORICO

3.1 FPGA

Un FPGA estd compuesto de matrices bidimensionales de bloques
l6gicos y flip-flops, con una interconexién electrénica entre ellos programable. Son
dispositivos de alta densidad logica, se pueden utilizar para integrar grandes
cantidades de circuitos l6gicos en un solo circuito integrado. EI FPGA se ha
convertido en una de las tecnologias de mayor éxito para el desarrollo de sistemas
que requieren operacién en tiempo real. El chip FPGA puede ser programado con
lenguaje de descripcién de hardware, de los cuales existen dos tipos: Lenguaje
Descriptivo de Alta Densidad (VHDL) y el lenguaje Verilog. VHDL es un lenguaje
de descripcion de hardware para el disefio digital (Nesreen et al., 2010). Los
FPGAs se utilizan actualmente en una gran variedad de aplicaciones de hardware,
tales como camaras digitales, teléfonos celulares, reconocimiento de voz y
procesamiento de imagenes, que requieren un bajo coste y altas tasas de
transferencia de datos. Algunas ventajas de los FPGAs sobre las PC y DSP para
las funciones de procesamiento de imagenes, incluyen su capacidad de realizar
muchos calculos en paralelo y la ejecucién de todos los comandos en el hardware,
lo que es ideal para sistemas en tiempo real.

3.2 Espacios de color

El uso del color en el procesamiento de imagenes esta principalmente

motivado por dos factores:

e El color es un poderoso descriptor que, en la mayoria de los casos
simplifica la identificacion y extraccién de los objetos de una escena
en especifico.

e Los humanos podemos distinguir miles de colores y sin embargo sélo
dos docenas de niveles de gris.
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Debido a las caracteristicas del ojo humano y a la teoria tricromatica
todos los colores que podemos reconocer en una imagen son una combinacion de
los llamados colores primarios: R (Red/Rojo), G (Green/Verde) y B (Blue/Azul). El
objetivo de un modelo de color es facilitar la especificacion de los colores de una
forma normalizada y aceptada genéricamente. En esencia, un modelo de color es
la especificacién de un sistema de coordenadas tridimensional y de un subespacio
de este sistema en el que cada color queda representado por un Unico punto.
Entre los espacios de color utilizados mas frecuentemente para el procesamiento
de imagenes se encuentran el RGB, YIQ, CMY, YCbCr, HSI, XYZ Y LAB.

Generalmente las caracteristicas para poder distinguir un color de otro
son: brillo, tono y saturacion. El brillo es la luminosidad u oscuridad relativa del
color y normalmente se expresa como un porcentaje comprendido entre 0%
(negro) y 100% (blanco). El tono es el color reflejado o transmitido a través de un
objeto. Se mide como un angulo en grados, entre 0° y 360°. Normalmente, el tono
se identifica por el nombre del color, como rojo, naranja o verde. Por ultimo la
saturacion, a veces llamada cromatismo, se refiere a la pureza relativa de la
cantidad de luz blanca mezclada con el tono, es decir, es la fuerza o pureza del
color. La saturacion representa la cantidad de blanco que existe en proporcion al
tono y se mide como porcentaje entre 0%(gris) y 100%(saturacién completa). En la
rueda de colores estandar, la saturacion aumenta a medida que nos aproximamos
al borde de la misma. Las coordenadas de tono y saturacién definen la
cromaticidad, entonces un color puede ser caracterizado por su brillo y
cromaticidad.

3.2.1 Espacio de color RGB

En el modelo RGB cada color aparece en sus componentes espectrales
primarias: rojo, verde y azul, este modelo estd basado en el sistema de
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coordenadas cartesianas. El subespacio de color de interés es el tetraedro
mostrado en la jError! No se encuentra el origen de la referencia., en el cual los
valores RGB estan en tres vértices; cian, magenta y amarillo se sitian en otros
tres vértices, el negro corresponde al origen y el blanco se sitia en el vértice mas
alejado al origen. En este modelo, la escala de grises se extiende desde el negro
al blanco a lo largo de la diagonal que une esos dos puntos, y los colores son
puntos dentro del tetraedro definidos por los vectores desde el origen. Por
conveniencia se asume que todos los vectores han sido normalizados de modo
que el tetraedro de la figura es el tetraedro unitario, es decir, todos los valores R,
G y B estan en el rango [0,1]. Las imagenes en este espacio se forman por la
combinacién en diferentes proporciones de cada uno de los colores primarios
RGB. Las imagenes del modelo de color RGB consisten en tres planos de imagen
independientes, uno por cada color primario. Cuando llegan a un monitor RGB,
estas tres imagenes se combinan en la pantalla fosforescente para producir una
imagen en color compuesta. De forma alternativa, la mayoria de las camaras de
color empleadas para la adquisicién de imagenes digitales utilizan el formato RGB,
lo que por si solo hace de este un modelo importante en el procesamiento de

imagenes.

Red
255/0/255 255/255/255

Blue

255/0/0

J 0/255/258

0/0/0 0/255/0 Green

Figura 3-1. Espacio de color RGB
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3.2.2 Espacio de color CMY

Cian (C), magenta (M) y amarillo (Y) son los colores secundarios de la luz,
o bien los colores primarios de los pigmentos. Se denominan sustractivos ya que
se utilizan como filtros para sustraer colores de la luz blanca. La mayoria de los
dispositivos que depositan pigmentos coloreados sobre papel como son las
impresoras y fotocopiadoras en color, necesitan una entrada CMY o bien una
conversion interna de RGB a CMY. El sistema coordenado es el mismo que en el
espacio RGB pero donde habia negro ahora existe el blanco y viceversa, en la
iError! No se encuentra el origen de la referencia. se puede observar el

espacio de color CMY.

BLUE

CYAN MAGENTA

GREEN RED

YELLOW

Figura 3-2. Espacio de color CMY

3.2.3 Espacio de color YIQ

El espacio de color YIQ se utiliza en las emisiones comerciales de
television. Basicamente el YIQ es una recodificacion del RGB utilizada por su

eficacia en la transmision y para mantener la compatibilidad con los estandares de
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television en blanco y negro. La componente Y del sistema YIQ proporciona toda
la informacién de video que necesita un sistema de televisibn monocromatico. El
modelo YIQ fue disefiado para aprovechar la mayor sensibilidad del sistema visual
humano a los cambios de la saturacién. Asi los estandares YIQ emplean mas bits
para la representar la Y y menos para representar la | o Q. Ademas de tratarse de
un estdndar ampliamente difundido, la ventaja principal del modelo YIQ en el
procesamiento de imagenes es que la luminancia (Y) y la informacién del color (I y
Q) estan desacopladas, asi la importancia de este desacoplamiento radica en que
la componente de luminancia de una imagen puede procesarse sin afectar su
contenido cromatico, en la jError! No se encuentra el origen de la referencia. se

distingue graficamente el espacio de color YIQ.

+.2 +.4 +.6 +.8

Figura 3-3. Espacio de color YIQ

3.2.4 Espacio de color YCbCr

Se trata de una codificacion no lineal del espacio RGB. El pardmetro Y
indica la luminancia, los parametros Cb y Cr indican el tono del color: Cb ubica el
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color en una escala entre el azul y el amarillo, Cr indica la ubicacién del color entre
el rojo y el verde. El espacio YCbCr es una versién escalada y desplazada del
espacio de color YUV. El parametro Y representa la luminosidad (es decir,
informacién en blanco y negro), mientras que U y V representan la crominancia, es
decir, informacién con respecto al color. Cb y Cr son la diferencia entre la
componente azul y la diferencia entre la componente roja y un valor de referencia
respectivamente. La transformacion de RGB a YCbCr puede ser ejecutada
utilizando ((1) donde R, G y B oscilan en el rango de [0,1]. Y en el de [16,235] y Cb
y Cr en el de [16,240], en la jError! No se encuentra el origen de la referencia.
se observa la representacién grafica del espacio de color YCbCr.

Y 65.481 128.553 240966 R 16
Cp|=|-39.797 -74.203 112 * |G|+ |128 (1)
o 112 —93.786 —18.214 B 128

Figura 3-4. Espacio de color YCbCr.

3.2.5 Espacio de color HSI
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Sus siglas corresponden a H (Hue/Tonalidad), S (Saturation/Saturacién), |
(Intesity/Intensidad) como puede observarse en la jError! No se encuentra el
origen de la referencia.. EIl modelo HSI debe su utilidad a dos hechos basicos.
Primero, la componente de intensidad, I, estd desacoplada de la informacién
cromatica contenida en la imagen. Segundo, las componentes de tono y
saturacién estan intimamente relacionadas en la forma en que los seres humanos
percibimos el color. Estas caracteristicas hacen que el modelo HSI sea una
herramienta ideal para desarrollar algoritmos de procesamiento de imagenes
basados en alguna de las propiedades de la percepcién del color del sistema
visual humano.

180

Figura 3-5. Espacio de color HSI

3.2.6 Espacio de color XYZ

El espacio de color XYZ se usa como una especie de comodin en algunas
transformaciones de espacios de color, los valores triestimulo XYZ conforman la

base de los presentes espacios de color de la CIE. El concepto de los valores
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triestimulo XYZ se basa en la teoria de los tres componentes de la vision en color,
que establece que el 0jo posee receptores para tres colores primarios (rojo, verde
y azul) y que todos los demas colores se ven como mezclas de estos tres colores
primarios como se observa en la jError! No se encuentra el origen de la
referencia.. Los valores triestimulo XYZ se calculan utilizando estas funciones de
coincidencia de color del observador estandar. La transformacion del espacio de

color de RGB a XYZ se hace con las férmulas que se enmarcan a continuacién:

varg = (R/255) 2)
varg = (G/255) 3)
varg = (B/255) 4)
varg; = 100[(varg + 0.055/1.055)?*] Cuando varg > 0.04045 5)
varg, = 100[vary/12.92] Cuando varg < 0.04045 6)
varg; = 100[(varg + 0.055/1.055)?*] Cuando var; > 0.04045 7)
varg, = 100[var;/12.92] Cuando varg; < 0.04045 8)
varg; = 100[(varg + 0.055/1.055)**] Cuando wvarg > 0.04045 9)
varg; = 100[varg/12.92] Cuando varg < 0.04045 10)

X 0.4124 0.3576 0.1805\ [VaTr1
Y|[=10.2126 0.7152 0.0722 ||vars: 11)

Z 0.0193 0.1192 0.9505/ Lvargy
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Figura 3-6. Espacio de color XYZ

3.2.7 Espacio de color CIELAB

En 1976, la Comision Internacional de lluminacion (Commission
Internationale de I'Eclairage, CIE) recomendd la escala de color CIE L*a*b*
(CIELAB) en un intento de proporcionar un estandar, una escala de color
aproximadamente uniforme la cual pudiera ser usada por cualquiera. Logrando asi

valores de colores que facilmente pudieran ser comparados (HunterLab, 2008).

El CIELAB es un modelo cromatico usado normalmente para describir
todos los colores que puede percibir el ojo humano, los tres parametros en el
modelo representan la luminosidad de color (L*, L*=0 negro y L*=100 indica
blanco), su posicion entre rojo y verde (a*, valores negativos indican verde
mientras valores positivos indican rojo) y su posicion entre amarillo y azul (b*,

valores negativos indican azul y valores positivos indican amarillo). La siguiente
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figurajError! No se encuentra el origen de la referencia. muestra la

representacion del espacio.

Figura 3-7. Representacion del espacio de color CIELAB (HunterLab, 2008).

Debido a que las personas perciben el color y la apariencia en distintas
formas, la CIE intent6 estandarizar la observacion humana. En 1931 publicaron el
Estandar CIE de Observacion de 2°. En el afio de 1964, desarrollaron el Estandar
de Observacion de 10° (HunterLab, 2008). La jError! No se encuentra el origen

de la referencia. muestra la perspectiva de observacién de los dos estandares.
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Figura 3-8. Representacion de los estandares de observacion de 22 y 10°
(HunterLab, 2008).

Figura 3-9. Campos relativos de vista de los estandares de observacion de 2° y
10° (HunterLab, 2008).

La CIE establecié diferentes tipos de iluminacién, algunos de los mas

utilizados son listados a continuacion:
A.- Lampara incandescente o de tungsteno.
C.- Luz de dia del cielo norte o luz promedio de dia.

D65.- lluminacion comunmente utilizada; luz promedio de mediodia en la

mayor parte del mundo.
D50.- Luz de horizonte (salida o puesta de sol).
D55.- Luz de media-mafnana o media-tarde.
D75.- Nublado.
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F2, Fcw, CWF, F.- Luz blanca fluorescente.

TL4 o TL84.- Lampara fluorescente marca Philips modelo TL84
encontrada en mercados europeos.

Ultralume 3000.- Lampara fluorescente marca Westinghouse encontrada
en mercados de los Estados Unidos.

La siguiente figura muestra algunos ejemplos de iluminaciéon con su
respuesta en el espectro de luz.

Source

Figura 3-10. Ejemplos de iluminaciones (HunterLab, 2008).

Para obtener los valores correspondientes de L*, a* y b*, se parte del
espacio de color llamado Valores Triestimulos (CIE Tristimulus Values), que parte

de los valores XYZ y se utilizan en las férmulas descritas a continuacion.

Si X/X,.Y/Y, y Z/Z, son todos mayores que 0.008856, entonces:
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. _ 3|y
L' =116 / Jy, — 16 12)

a* = 500 ("’\/X/Xn - ?JY/Yn> 13)

b* =200 (3\/% - Z/Zn) 14)

Sialguno de X/X,,Y/Y, 0 Z/Z, es igual o menor que 0.008856, entonces:

L* =903.3(Y/Y,) 15)
a’ = SOO[f(X/Xn) - f(Y/Yn)] 16)
b* = ZOO[f(Y/Yn) - f(Z/Zn)] 17)

Dénde:

X,Yy Zson los valores triestimulos.

X,.Yy Z, son los valores triestimulos de la iluminacion.

Y, =100.00

X,y Z, 6 son listados en la jError! No se encuentra el origen de la

referencia. y la jError! No se encuentra el origen de la referencia..
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Tabla 3-1. lluminacién para el estandar de observacién CIE 2° (HunterLab,

2008).
lluminacion Xn 5
A 109.83 35.55
C 98.04 118.11
Des 95.02 108.82
F2 98.09 67.53
TL4 101.40 65.90
UL3000 107.99 33.91
Dso 96.38 82.45
Deo 95.23 100.86
D+s 94.96 122.53

Tabla 3-2. lluminacién para el estandar de observacién CIE 10° (HunterLab,

2008).
| e s s

A 111.16 35.19

c 97.30 116.14

Des 94.83 107.38

F2 102.13 69.37
TL4 103.82 66.90

UL3000 111.12 35.21
Dso 96.72 81.45
Deo 95.21 99.60
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D75 94.45 120.70

F(x/x,) =3X/X, Cuando X/X, > 0.008856 18)
X 16
f(X/X,) = 7.87 (—) +-— Cuando X/X, < 0.008856 19)
X,/ 116
f(y/v,) =3/Y/Y, Cuando Y/Y, > 0.008856 20)
Yy 16
f(Y/Y,) =787 (—) +-—  Cuando Y/Y, < 0.008856 21)
Y,/ ' 116
f(z/z,) =37/z, Cuando Z/Z, > 0.008856 22)
Z 16
f(z/z,) =787 (—) +-— Cuando Z/Z, < 0.008856 23)
Z,) 116

3.3 Segmentacion de imagenes.

La segmentacién de imagenes es el proceso de dividir una imagen en
diferentes regiones de tal manera que cada regién es casi homogénea, mientras
que la unién de las dos regiones no lo es. Esta tarea de vision a bajo nivel es a
menudo el paso preliminar (y también es crucial) en muchos aplicaciones de video
y aplicaciones de visiébn por computadora, como la localizacién de objetos o el
reconocimiento, la compresién de datos, seguimiento, recuperacion de la imagen,
o comprension (Yang et al., 2012), ademas segun Sowmya and Sheela Rani
(2011) la segmentacion juega un papel muy importante en cualquier sistema
automatizado de reconocimiento de imagenes, porque es justo aqui donde se
realiza la extraccion el o los objetos de interés para el futuro procesamiento tales

como descripcidén o reconocimiento.
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Desde hace ya algunos afos se ha estado investigando en los métodos

para hacer segmentacion de imagenes, algunos de ellos pioneros en el area,

pudiendo estos métodos ser clasificados en cinco grandes categorias: métodos

basados en umbralizacion de histograma, métodos basados en regiones, métodos

basados en graficos, métodos basados en agrupacion y métodos basados en

bordes.

Métodos basados en umbralizacion de histograma: La umbralizacion de
histograma es la operacién de convertir una imagen de varios niveles en
una imagen binaria, se asigna el valor de 0 (fondo) o 1 (o los objetos en
primer plano) a cada pixel de una imagen basada en una comparacion con
algun valor umbral T (intensidad o valor de color). Cuando T es constante,
la aproximacion es llamada umbral mundial; de lo contrario, se llama umbral
local. Los métodos de umbral global pueden fallar cuando la iluminacion de
fondo no es uniforme. Multiples umbrales se utilizan para compensar la
iluminacién desigual. La seleccion de umbral se suele hacer interactiva. Los
métodos de umbral basados en histograma son muy populares debido a su
simplicidad y eficiencia. Sin embargo, los algoritmos de umbralizacién
tradicionales basados en histograma no pueden procesar imagenes cuyos
histogramas son casi unimodales, especialmente cuando la regién objetivo
es mucho mas pequena que el area de fondo (Yang et al., 2012).

Métodos basados en regiones: El objetivo de la segmentacion basada en
regiones es el uso de caracteristicas de la imagen para asignar pixeles
individuales en una imagen de entrada a los conjuntos de pixeles,
denominado regiones que podrian corresponder a un objeto o una parte
significativa de uno. Las diversas técnicas son: técnicas locales, técnicas
globales y las técnicas de separacion y fusion. La eficacia de los algoritmos
de crecimiento de regién depende del area de aplicacion y la imagen de

entrada. Si la imagen es lo suficientemente simple, simples técnicas locales
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pueden ser efectivas. Sin embargo, en escenas dificiles, hasta las técnicas
mas sofisticadas no pueden producir una segmentacion satisfactoria (Yang
et al., 2012).

Métodos basados en graficos: Estos métodos suelen utilizar una grafica en
la que los nodos representan los pixeles de la imagen y los arcos de enlace
representan los pixeles vecinos. La segmentacion se consigue reduciendo
al minimo el peso que corta un grafico en sub-graficos. En general, estos
métodos sufren de una alta complejidad computacional (Yang et al., 2012).
Métodos basados en agrupacion: El agrupamiento es un proceso mediante
el cual un conjunto de datos (pixeles) se sustituyen por un grupo; los
pixeles pueden permanecer juntos porque son del mismo color, textura, etc.
Hay dos algoritmos naturales para la agrupacion: la agrupacion por division
y agrupacion por aglomeracion. La dificultad en el uso de cualquiera de los
métodos directamente es que hay un montén de pixeles en una imagen.
Ademas, los métodos no son explicitos acerca de la funcién objetivo que se
esta optimizando. Un enfoque alternativo es escribir una funcién objetivo y
luego construir un algoritmo. Los medios K y difusos medios C algoritmos
son técnicas iterativas que se utilizan para particibn de una imagen en
grupos K, donde cada pixel de la imagen es asignado al grupo que
minimiza la varianza entre el pixel y el centro de la agrupacion y se basa en
color del pixel, la intensidad, la textura, y la ubicacién, o una combinacion
ponderada de estos factores. Estos algoritmos estan garantizados a
converger, pero no pueden devolver la solucion éptima. La calidad de la
solucion depende de la configuracion inicial de los grupos y el valor de K
(Yang et al., 2012).

Métodos basados en bordes: Los métodos de deteccidon de bordes son
unos de los métodos mas utilizados para el problema de la segmentacion
de imagenes. Estos métodos localizan los pixeles en la imagen que
corresponden a los bordes de los objetos vistos en la imagen. El resultado
es una imagen binaria con los pixeles del borde detectado. Algunos de los

algoritmos mas utilizados son Sobel, Prewitt y Laplaciano. Estos algoritmos
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son adecuados para las imagenes que son simples y sin ruido. La
principales desventajas de la técnica de deteccion de bordes son que no
funciona bien (produciendo la falta de bordes o bordes extras) cuando las
imagenes tienen muchas bordes y ruido, por lo tanto no pueden identificar
facilmente una curva cerrada o un limite (Yang et al., 2012).

3.4 El B-Caroteno.

Las zanahorias son unas raices comestibles ricas en carotenos, unos
compuestos que el higado trasforma facilmente en vitamina A, entre estos destaca
el B-caroteno, este componente aparece en frutas y verduras de color anaranjado
y verde fuerte, como las coles, las patatas, las calabazas, los albaricoques y las
espinacas o en frutos, como el mango, el pomelo o el melén, la jError! No se
encuentra el origen de la referencia. muestra la concentracion de 3-caroteno en
algunos alimentos (Walji, 2007) en donde se puede observar que las zanahorias
son los frutos que mas [-caroteno proporcionan. Los [p-carotenos son
componentes con potentes propiedades antioxidantes que previenen la aparicion
de ciertos tipos de cancer. Actuan especialmente contra el cancer de pulmén y el
de boca o impiden el desarrollo de células cancerosas, haciendo que estos
procesos no pasen de un estadio primitivo. Ademas, se ha comprobado el poder
antioxidante de este componente: su ingestién protege contra la accién destructiva
de los radicales libres, unos agentes producidos por causas externas, como la
contaminacién o por causas internas del propio organismo, que atacan las células
produciendo enfermedades degenerativas, como por ejemplo, el envejecimiento

prematuro o la mala circulacion.

Entre todas las propiedades medicinales de los B-carotenos se pueden
mencionar las siguientes: anticancerosos, antimutagénicos, antitumorales,
inmunoestimulantes, anticoronarios, antiulcéricos, antifotofobicos y

antidegenerativos. Los carotenos poseen virtudes como las de proteger las
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arterias de la arteriosclerosis o mantener jovenes a las personas durante mas
tiempo. Su presencia en el cuerpo garantiza la buena salud de la vision,
impidiendo la formacién de las cataratas o la hipersensibilidad a la luz solar; el
buen estado de la piel, de los dientes y de las encias.

Tabla 3-3. B-caroteno en algunas frutas (Walji, 2007)

Zanahorias 12,000 6,667
Espinacas 6,000 3,333
Batata 4,000 2,233
Albaricoques secos 3,600 2,000
Berro 3,000 1,667
Mango 1,200 667
Tomates 600 333
Col 300 167
Guisante congelado 300 167
Patatas 0 0

3.5 El Licopeno.

El licopeno es un carotenoide, un grupo de compuestos presentes en
muchas frutas y verduras, hay mas de 750 tipos de carotenoides en la naturaleza,
sin embargo, sélo 20 de ellos han sido encontrados en la sangre y tejidos
humanos, de los carotenoides mas a menudo presentes en la sangre humana es
el licopeno, seguido del B-caroteno, luteina y zeaxantina, al igual que otros
carotenoides, el licopeno tiene un poder antioxidante fuerte. Los antioxidantes son
capaces de contrastar la accion destructiva de los radicales libres en el cuerpo
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humano (que estan en serio peligro para las células y tejidos), que realizan una
funcion basica de proteccién y prevencién contra diversas enfermedades, los
radicales libres son subproductos de procesos celulares metabdlicos del cuerpo.
Juegan un papel importante en una serie de procesos bioldgicos, algunos de los
cuales son necesarios para la vida, como la destruccién intracelular de las
bacterias, sin embargo, grandes cantidades de radicales libres puede ser muy
peligroso para el cuerpo humano. Debido a su reactividad extrema, los radicales
libres pueden participar en reacciones colaterales nocivos dando lugar a dafo
celular. Los objetivos de la accién destructiva de los radicales libres son los
componentes celulares como lipidos de membrana, 4cidos nucleicos y proteinas
(Festy, 2007).

De acuerdo a Candelas et al. (2006), las concentraciones de licopeno en
tomate rojo varian entre 5 y 50 mg/Kg. El licopeno parece ser importante en la
prevencion de las enfermedades cardiovasculares (aterosclerosis, hipertension,
infarto), muchos tipos de cancer (pancreas, sistema digestivo, higado, prostata,
pulmén, estdbmago, vejiga, mama y cuello del utero.), enfermedades
neurodegenerativas (Alzheimer, Parkinson), la osteoporosis, diabetes mellitus, la
infertilidad masculina, enfermedades de la piel (debido a los rayos UVA-UVB), la
degeneracion macular senil (Darvin et al., 2008), también se han demostrado las
propiedades de este carotenoide para estimular la formaciéon de tejido 6seo, muy
adecuado cuando hay riesgo de osteoporosis, como en la menopausia, y en la
vejez para prevenir fracturas de huesos. Aparece en los tomates frescos, pero
especialmente en los cocinados, dado que la coccién ayuda a liberar este

elemento y facilitar la absorcidén por el organismo.

3.6 Determinacién de carotenoides

De acuerdo con Rodriguez-Amaya (2001), la temperatura y el tiempo de

cosecha tienen una influencia significativa en la concentraciéon de carotenoides en
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tomates (Lycopersicon esculentum) producidos bajo cédmaras de ambiente
controlado en invernadero. A temperaturas diurnas de 17.8 / 25.6 °C minimo-
maximo, la concentracién de B-caroteno en los frutos cosechados después de 7,
14, y 21 dias fue 2,97, 2,18 y 2,19 pg/g, respectivamente, después de la aparicion
de la coloracién inicial. Los niveles correspondientes de licopeno fueron 43.5, 57.7,
y 64.8 ug/g. En temperaturas de 2.8 / 13.9 °C, el B-caroteno se encuentra en 3.56,
3.73 y 3.67 pg/g y el licopeno en sélo 9.30, 20.5 y 24.2 pg/g en los tomates
recolectados después de 7, 14, y 21 dias después de la aparicion de color. En la
iError! No se encuentra el origen de la referencia. se muestra el contenido de
carotenoides en diferentes variedades del tomate (Lycopersicon esculentum).

Tabla 3-4. Carotenoides con funcién de Provitamina A y sin funcién de
Provitamina A (Rodriguez-Amaya, 2001)

Referencia, : Concentracion ug/g por porcion
Variedad o

origen de : comestible en crudo
cultivar y

(i Carotenoides con

la muestra Nombre

ytécnica cientifico Carotenoides

cromatogr lotes funcién de sin funcion de
afica analizados provitamina A provitamina A
(Hart and
Scott, Tomate

Luteina (1.0),

1995) (Lycopersicon  Cherry n=4 B-caroteno (4.7) _
licopeno (27)

Norwich, esculentum)
RU (HPLC)

Flavortop

4 B-caroteno (4.3) Licopeno (50)
n=

Luteina (1.9),

Tigerellan=4  B-caroteno (17) _
licopeno (12)
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Ida F1 hybrid
n=4
Shirley F1
n=4
Craig n=4
Moneymaker
n=4
Allicanti n=4
Beefsteak
n=4
Sungold
(amarillo)
n=4
(Khachik et
al., 1986)
Indefinida
Maryland,
n=3
EUA
(HPLC)
(Tavares
and Santa Cruz
Rodriguez- n=10
Amaya,
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B-caroteno (9.6)

B-caroteno (7.7)

B-caroteno (11)

B-caroteno (4.3)

B-caroteno (5.2)

B-caroteno (8.8)

B-caroteno (22)

-caroteno
trans+cis (2.8
+0.2)

B-caroteno (5.1
+1.1)

Luteina (1.0),
licopeno (13)

Licopeno (21)

Luteina (1.5),
licopeno (29)

Licopeno (35)

Licopeno (37)

Licopeno (27)

Luteina (2.0),
licopeno (3.9)

Luteina
(1.340.2),
licopeno (39+0),
neurosporeno
(3.0£0.1),
caroteno
(8.4£0.2),
fitoflueno
(5.1£0.8),
fitoeno
(6.0+1.0),

licopeno
(31x20), cis-

licopeno

(3.0£2.4),



1994) Sao fitoflueno
Paulo, (3.7£4.6)
Brasil
(OCC)

3.6.2 Técnica de Fish

La técnica de Fish es una técnica para la extraccién y analisis de
carotenoides en frutos, comunmente estos anadlisis se hacen por medio de
técnicas espectrofotométricas y de HPLC (High Performance Liquid
Chromatography), la técnica de Fish comparada contra las técnicas antes
mencionadas requiere de un 80 % menos de solventes organicos para para la
liberacion y extraccidén de los carotenoides, se mide la absorbancia de la mezcla a
una cierta longitud de onda en donde cada uno de los carotenoides estan
presentes, en este caso de estudio las mediciones de absorbancia seran hechas a
las longitudes de onda de 503 nm para el licopeno y a 449 nm para el B-caroteno,

de acuerdo a Fish et al. (2002) el método se divide en las siguientes etapas:

3.6.2.1 Método de extraccion:

I. Se pesa 0.6 g de muestra (con aproximacién de 0.01 g).
II.  Se coloca en un matraz EM previamente cubierto con papel aluminio (para
evitar la foto oxidacion).
lll.  Se le agregan 5 ml de acetona, 5 ml de etanol y 10 ml de n-hexano en una
relaciéon 1:1:2.
IV. Las muestras se agitan a una velocidad constante no mayor a las 1000
rpm, durante 20 minutos en hielo.
V. Se agregan 3 ml de agua desionizada y se vuelve a agitar por 10 minutos
bajo las mismas condiciones.
VI. Se deja en reposo a temperatura ambiente por un lapso de 5 minutos para
permitir la separacién de fases polares y no polares.
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VII. Se mide la absorbancia de la capa superior (capa de hexano) en cubetas
de vidrio de 1cm de paso, a una longitud de onda de 503 nm para
minimizar la interferencia con otros carotenoides en el espectrofotometro

visible.

3.6.2.2 Método espectrofotométrico para determinacion de licopeno

I.  Se realiza la curva de calibracion con varias soluciones de licopeno en n-
hexano a diferentes concentraciones, se mide la absorbancia a 503 nm.
[I.  El contenido de licopeno se estima usando la absorbancia leida y el peso

de la muestra en ( 24).

PM/V ‘
e/b 24)

Licopeno(mg/Kg) = Asos
Dénde:

€ es el coeficiente molar de extincion para licopeno en hexano igual a
17.2x10*M1em™1.

PM es el peso molecular del licopeno igual a 536.87 g/mol.
b es la longitud atravesada por la luz en el medio igual a 1 cm.

V es el volumen de n-hexano utilizado igual a 10mL.

Sustituyendo en ( 24) se obtiene:

31.2 ) 1

Licopeno(mg/Kg) = (Asos)( 25)

g de muestra
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3.6.2.3 Método para la determinacién de B-caroteno en zanahoria:

La capa externa mas delgada y el centro de la zanahoria se retiran de la
muestra y las partes restantes son cortadas en pequefias rebanadas.
Posteriormente se muelen por separado hasta ser convertida en una pasta fina
durante 2 minutos. De la pasta obtenida se separa una muestra de 1 g en un tubo
de ensayo de vidrio. Se le afladen 5 ml de acetona fria y se agita ocasionalmente
durante 10 minutos y finalmente se centrifuga a 1370 rpm por 10 minutos. La capa
flotante se recolecta en un nuevo tubo de ensayo y se le agregan nuevamente 5
ml de acetona para ser agitados con las mismas condiciones anteriores. La capa
flotante generada se hace pasar por un papel No. 42 de filtro Whatman. La
muestra restante se ingresa a un espectrofotdmetro uv-visible para medir la

absorbancia a una longitud de onda de 449 nm.

3.6.3 Técnica por cromatografia.

La técnica de Ultracromatografia de Convergencia (UPC? ®) es una
tecnologia cromatografica que utiliza diéxido de carbono (CO,) comprimido como
fase movil principal combinada con algunos otros disolventes en menor proporcion
como metanol, etanol, hexanos, acetonitrilo y, en menor extensién,
tetrahidrofurano; también ofrece la posibilidad de incorporar al medio pequefas
cantidades de acidos débiles como férmico, acético, sulfurico o fosférico con el fin
de aprovechar los principios cromatograficos y la selectividad de la cromatografia

de fase normal.

Las fases estacionarias mas comunes se preparan con silice
quimicamente modificada conteniendo cadenas de hidrocarburos, donde las
constituidas por 8 atomos de carbono (Cs) se usan en menor extensién que las
constituidas por 18 atomos de carbono (Cis).
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En cuanto a la deteccibn es necesario enfatizar los detectores del
espectro UV-Vis son los mas comunes. Los sistemas de fluorescencia y de
deteccion electroquimica se utilizan en menor extension para compuestos cuya
absorbancia en el UV-Vis es muy baja (Pifieiro et al., 2005). En el caso del UPC?®
la deteccion se efectia por medio de un detector con arreglo de fotodiodos
alineados, que posee entre otras ventajas, la deteccion de impurezas traza sin

precedentes y cuantificacion con capacidades de analisis espectral

Con UPC? se pueden separar, detectar y cuantificar diversos compuestos
que desafian a las tecnologias LC y GC. A diferencia de los otros tipos de
cromatografias la técnica de UPC?® ofrece las siguientes ventajas:

e La fase movil principal (CO2 comprimido), es menos costosa y menos toxica
que las fases moviles liquidas o gases transportadores.

e Volumen de inyeccién variable, que se traduce en una pérdida de muestra
minima, asi como ventajas operativas.

e El restablecimiento de la columna a sus condiciones iniciales es mas
rapido, por lo tanto, los tiempos de analisis se reducen considerablemente.

e El sistema ofrece una elevada flexibilidad para el desarrollo de métodos.
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4 METODOLOGIA

El lugar de desarrollo y pruebas se ubicé en la facultad de ingenieria de la
Universidad Autonoma de Querétaro en el campus Amazcala de, ubicado en la
poblacion de Amazcala, EI Marqués, Querétaro y ubicado en 20.704792°, -
100.259657°. Las actividades fueron realizadas dentro de los laboratorios de
Instrumentacién y Control y de Bioingenieria con los que cuenta el campus,
coordinadas por el Dr. Genaro Martin Soto Zarazua y por el Dr. Juan Fernando
Garcia Trejo correspondientemente, en la siguiente figura se observa la ubicacién

espacial del campus.

Figura 4-1. Ubicacion espacial Campus Amazcala

La metodologia fue dividida en varias secciones:

50



e Diserio e integracion de la plataforma tecnologica.

e Pruebas de laboratorio.

4.2 Disefo e integracidon de la plataforma tecnologica

Esta plataforma tecnoldgica es necesaria ya que es con la que se hacen
la captura, almacenamiento y analisis de las imagenes, en la jError! No se
encuentra el origen de la referencia. se describe a forma de bloques los
principales modulos del sistema; los bloques que se observan por fuera del cuadro
de la linea punteada corresponden a elementos fisicos mientras que los internos
corresponden a descripciones de hardware dentro de la FPGA descritos en VHDL
(Very High Speed Integrated Circuit), a continuacion se enmarcan los pasos que

se siguieron para su correcto disefno.

Decodificador
Camara 12C

Botones de procesamiento
control T T

Modelos

I
I
: ; I —
| Conversion CIE LAB | I Segmentacion | actadleticos : XBEE
I
I
I
I

FPGA CYCLONE Il

Figura 4-2. Diagrama a bloques de la plataforma electrénica

4.2.2 Principales requerimientos del sistema.

El hecho de disefiar e implementar un sistema que trabaje por medio del

procesamiento de imagenes significa que es mandatorio el uso de un sensor APS
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(Active Pixel Sensor) o mejor conocido como CMOS (Complementary Metal Oxide
Semiconductor) que detecte la luz y la convierta en senales digitales en un patrén
de matriz de pixeles, la investigacion desarrollada por Gastélum-Barrios (2012) dio
a conocer que para aplicaciones de esta indole es suficiente usar una resolucién
VGA (Video Graphics Array) de 640x480 pixeles ya que resoluciones mayores no
arrojan mejoria considerable en cuanto a los resultados, sin embargo la reduccion
de la calidad de la imagen si repercute directamente en el uso de recursos
dedicados al procesamiento, se requiere también una memoria que tenga la
capacidad de alojar al menos una imagen completa (1 MB) ya que es de esta
memoria de donde se obtienen los pixeles a mostrar en la pantalla VGA, asi como
de una alta frecuencia de operacién para que tenga la capacidad de entregar
rapidamente los datos consultados, es importante mencionar que muchas de los
sistemas utilizados en la actualidad habitualmente realizan el procesamiento de la
imagen en un proceso por separado al cual se le asigna un tiempo de procesador
especifico en el que entra a realizar operaciones; en este trabajo se aprovechan
dos de las principales caracteristicas de los dispositivos FPGA, el paralelismo de
procesos y la velocidad de operacidn, en otras palabras la imagen es procesada
pixel a pixel conforme estos van siendo adquiridos, por otro lado es necesario
mostrar al usuario los resultados obtenidos por el sistema, es por esto que el uso
de un monitor VGA se vuelve indispensable; el elemento principal y como unidad
encargada tanto de administrar los periféricos asi como de realizar las
operaciones internas de procesamiento es una FPGA que cumpla con los
requerimientos de velocidad para poder explotar al maximos las caracteristicas de
los periféricos seleccionados (sensor APS, memoria externa, monitor VGA), que
cuente con los pines necesarios para la conexién con estos asi como de los LEs
(Logic Elements) necesarios para describir el hardware requerido para el sistema.
El sistema cuenta con el sensor APS como periférico de entrada, mientras que el

monitor lo es de salida y la memoria forma parte de la unidad central.

4.2.3 Sensor APS- Toshiba TCM8230MD
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Como ya se menciond anteriormente la resolucién sugerida para este tipo
de aplicaciones es VGA de 640*480 pixeles y esta camara cumple con ese
requerimiento. El tamano de la imagen cumple con el formato éptico de 1/6 de
pulgada, usa la tecnologia CMOS para asi de esta forma habilitar las operaciones
de bajo consumo y provee una excelente reproduccion de color a través de su
filtro primario y gracias a que incorpora un procesador de sefales embebido su
diseno es compacto y simple(TOSHIBA, 2008). En la jError! No se encuentra el
origen de la referencia. se muestran algunas de las principales caracteristicas
del sensor entre las que destaca la frecuencia de operacion maxima y minima

permitida, es decir, a la velocidad que arroja los pixeles.

Tabla 4-1. Principales caracteristicas TCM8230MD

Tamafo 6*6*4.5 mm
Bus de Configuracion [2C(Inter-Integrated Circuit)
Tamafio del Sensor Optico 1/6 de Pulgada
Tamaio del Pixel 3.75um*3.75um
Filtro de Color RGB, Bayern
Velocidad de Cuadro 30fps
Precision 10 bits
Campo de Vista Horizontal 57.4°
Campo de Vista Vertical 44.5°
Campo de Vista Diagonal 69.1°
Frecuencia de Reloj Minima 12 MHz
Frecuencia de Reloj Maxima 25 MHz

4.2.4 Memoria SRAM- CYPRESS CY7C1370D
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La principal funcion de esta memoria es almacenar los pixeles que son
enviados por el sensor APS y asi formar un mosaico de la imagen que
posteriormente sera solicitado por el médulo VGA y de este modo mostrar la
imagen al usuario, se opté por una memoria SRAM (Static Random Access
Memory) ya que esta tecnologia esta basada en semiconductores y asi de este
modo tiene la capacidad de mantener los datos mientras esté alimentada sin la
necesidad de circuito de refresco, a diferencia de una memoria DRAM (Dynamic
Random Access Memory) que esta formada por condensadores y resultado de
esto necesita de un circuito de refresco dinamico de sus cargas. Entre sus
principales caracteristicas esta la capacidad de almacenamiento que es de 2 MB y
como se mencioné el requisito minimo es de 1 MB, por otro lado ofrece buena
frecuencia de operacion, 250 MHZ (CYPRESS, 2012), que es éptima para la
aplicacién tal y como se observa en la jError! No se encuentra el origen de la

referencia..

Tabla 4-2. Principales caracteristicas CY7C1370D

Capacidad 2048 Bytes
Frecuencia de Operacion 250 MHz
Latencia 2.6ns
Voltaje de Operacion 3.3V

4.2.5 Monitor VGA- Multek 9928DPTL070H-01

Fue necesario utilizar un monitor de resolucion VGA de 640*480 pixeles
de acuerdo a lo establecido en la etapa de requerimientos principales del sistema,
este periférico de salida no cumple con tareas de alta prioridad para el sistema ya
gue Unicamente es usado para mostrar la imagen capturada por el sensor APS asi
como de mostrar los resultados obtenidos por el analisis ejecutado, al ser de baja
prioridad para el sistema se le delega mayor precedencia al uso de memoria
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SRAM para proceso de adquisicion de pixeles. En la jError! No se encuentra el
origen de la referencia. se pueden observar las principales caracteristicas de la
pantalla VGA, entre la cuales destacan una frecuencia de operacién de 33 MHz,
una resolucién por pixel de 24 bits, es decir, 8 bits por cada valor triestimulo del
espacio de color RGB (Red Green Blue) y la resolucién de 800*480 pixeles
(Terasic, 2011), dado que el sensor APS tiene una resolucion de 640*480 pixeles
se descartan los 160 pixeles horizontales restantes colocandolos con un fondo de

color negro.

Tabla 4-3. Principales caracteristicas Multek

Resolucion 800*480 Pixeles
Resolucion por Pixel 24 Bits
Frecuencia de Operacion 33 MHz
Voltaje de Operacion 3.3V

4.2.6 FPGA- CYCLONE Il EP3C40Q240C8N

Es la parte principal del sistema debido a que es el dispositivo encargado
de administrar los periféricos de entrada y de salida, administrar la I6gica interna
como multiplicadores embebidos, PLL’s (Phase-Locked Loop), memorias RAM
embebidas, relojes globales etc., la familia Cyclone Ill ofrece una combinacién
Unica de alta funcionalidad, bajo consumo y bajo costo (Altera Corporation,
2012a). Entre las caracteristicas mas importantes se encuentran 39600 LEs, 4
PLLs con cinco salidas cada uno de ellos resultando en 20 relojes globales y 128
pines de propédsito general de entrada y salida (Altera Corporation, 2007) como se
puede observar en la siguiente tabla.

Tabla 4-4. Principales caracteristicas EP3C40Q240C8N
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Les 39,600

Bloques de memoria M9K 126
Memoria total (Mbits) 1.1
Multiplicadores 18*18 126

PLL’s 4

Relojes globales 20
Numero maximo de pines I/O 128
Grado de velocidad C8

Ademas las especificaciones de frecuencias maximas se pueden observar
en la siguiente tablajError! No se encuentra el origen de la referencia., en
donde los valores mostrados estdn basados en la caracterizacién actual por el
fabricante, esos numeros representan el desempenio actual del dispositivo bajo el
peor proceso del silicio, voltaje y condiciones de temperatura de juncion, es decir,
el fabricante garantiza el éptimo funcionamiento del dispositivo por debajo o hasta
esas frecuencias. Se puede observar que la salida de reloj hacia un pin externo
puede trabajar hasta una frecuencia de 472.5 MHz y los pines 1/O hasta 200 MHz
(Altera Corporation, 2012b) lo que refleja que es conveniente trabajar un reloj
global de 200 MHz como frecuencia maxima ya que en este caso se utiliza una
sola frecuencia y garantiza el 6ptimo funcionamiento de todos los bloques internos
de la FPGA.

Tabla 4-5. Frecuencias maximas

Bloques de memoria M9K 260 MHz
Relojes globales 402.5 MHz
Salida de PLLs a pin externo 472.5 MHz
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FIFO (First Input First Output) 238 MHz
Configuracion AS (Active Serial) 20-40 MHz

Pines I/O de propdésito general 200 MHz

4.2.7 Consideraciones para el disefio del sistema

Se seleccion6 la EP3C40Q240C8N que tiene 39600 LEs, sin embargo el
fabricante Altera recomienda seleccionar un dispositivo que tenga mas elementos
l6gicos que el nimero estimado (Altera Corporation, 2013) ya que ofrece ventajas

como:

e Se tendra elementos logicos extra si se desea actualizar o expender el
diseno.

e Para propésitos de debuggeo se requiere de elementos légicos
adicionales.

e Recursos adicionales permite mayor flexibilidad con el software Quartus
Il para la optimizacién de ubicacién y ruteo para un maximo desempenfo,

bajo consumo o en el mejor de los casos ambos.

4.2.7.1 Voltajes de Alimentacion

La FPGA necesita trabajar con valores distintos de voltajes, en donde 1.2
V se usan para alimentar a la légica interna (VCCINT) y para la alimentacién digital
de los médulos PLL (VCCD-PLL), 2.5 V para la alimentacién analdgica de los
médulos PLL (VCCA), ademas los bancos de pines |I/O pueden trabajar con
distintos valores de voltajes (VCCIO), 3.3 V,3.0V,25V,18V,15Vy1.2V que
dependen de las tensiones que manejen los dispositivos que estén conectados a
los bancos de pines, sin embargo como ya se mencion6 todos los dispositivos
usados trabajan a una tensiéon de 3.3 V a excepcion del sensor APS que emite
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sefnales de 2.8 V pero debido al estdndar CMOS3.3, esta tension esta dentro de
los valores requeridos para un 1 l6gico, asi que la tension usada para alimentar los
buffers de entrada y salida (VCCIO) es de 3.3 V para el estandar CMOS3.3.

4.2.7.2 Relojes y Médulos PLL

La EP3C40Q240C8N provee hasta 16 pines dedicados para los relojes
(CLKJ[15..0]) que pueden manejar los relojes globales (GLKs), soporta cuatro pines
dedicados para relojes en cada lado del dispositivo como muestra la siguiente
figura, estos pines pueden ser conectados a los GLKs o en su defecto para
alimentar a los moédulos PLL, es importante mencionar que los GLKs se
distribuyen a través del dispositivo entero, alimentando al dispositivo en todos sus
cuadrantes. En este disefio se han dedicado dos pines CLK a dos frecuencias
diferentes, 50 MHz y 12 MHz, para tener referencias a frecuencias distintas. En
cuanto a la salidas de los médulos PLL es necesario utilizar un bloque de control
de reloj disponible en el software Quartus Il, este modulo sirve para conectar las
salidas de los modulos PLL a los pines dedicados para las salidas externas 0 a
los GLKSs, en este caso se han usado tres mddulos PLL y tres mddulos de control
de reloj diferentes, uno de ellos para el reloj de logica interna GLKs y dos mas de
ellos para las salidas de reloj de 33 MHz para el monitor VGA y 200 MHz para la
memoria SRAM, es importante sefialar que sélo la salida CO puede ser conectada
al pin de reloj externo.
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Figura 4-3. Distribucion de CLKs, PLLs y GLKs (Altera Corporation, 2012a)

4.2.7.3 Bancos de entrada y salida 1/O

Los pines de entrada y salida 1/0O en la EP3C40Q240C8N estan
agrupados juntos dentro de bancos de entrada y salida (I/O banks) y como ya se
mencion6 cada uno de ellos tiene un bus de alimentacion separado de cada uno
de los otros buses de alimentacidn, cuenta con ocho bancos de entrada y salida
como se muestra en la siguiente figurajError! No se encuentra el origen de la
referencia..
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1/0 Bank 1

1/0 Bank 2

/O Bank 8

I/O Bank 7

|

All /O Banks Support:

3.3-V LVTTULVCMOS
3.0-V LVTTL/LVCMOS
2.5-V LVTTULVCMOS
1.8-V LVTTUL/LVCMOS
1.5-V LVCMOS

1.2-V LVCMOS

PPDS

LVDS

RSDS

mini-LVDS

Bus LVDS (7)

LVPECL (3)

SSTL-2 class I and Il
SSTL-18 CLass | and Il
HSTL-18 Class | and Il
HSTL-15 Class | and Il
HSTL-12 Class | and Il (4)
Differential SSTL-2 (5)
Differential SSTL-18 (5)
Differential HSTL-18 (5)
Differential HSTL-15 (5)
Differential HSTL-12 (6)

/O Bank 3

I/O Bank 4

1/0 Bank 6

/0O Bank 5

Figura 4-4.

4.2.7.4 Configuracion de la FPGA

A continuacién se describe paso a paso el proceso de configuracién por el
cual la EP3CQ240C8N debe pasar para poder llegar al modo usuario.

Distribucién de bancos de entrada y salida I/O (Altera Corporation,

4.2.7.4.1 Encendido

Si el dispositivo es encendido todos los niveles de voltaje de los bancos
de entrada y salida (VCCIO) asi como los voltajes VCCINT, VCCA, deben estar
correctamente alimentados para que el dispositivo salga del estado POR (Power

On Reset).

2012a)
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4.2.7.4.2 Reset

Cuando los pines nCONFIG o nSTATUS muestran un estado bajo quiere
decir que el dispositivo se encuentra en estado de Reset y todos los pines I/O se
ponen en estado de alta impedancia, después del encendido pasa por el estado
POR, al salir del estado POR la FPGA libera el pin nSTATUS el cual esta
conectado a una resistencia pull-up de 10 KQ, después de esto pasa a un estado
de configuracion y el dispositivo esta listo para recibir la configuracion de la
memoria EPCS16.

4.2.7.4.3 Configuracién

La informacion de configuracién es muestreada durante cada ciclo de reloj
(DCLK). Después de recibir toda la informacién el dispositivo libera el pin
CONF_DONE que esta conectado a una resistencia pull-up externa de 10 KQ,
una transicion de estado alto a bajo en el pin CONF_DONE indica que la
configuracion esta compuesta y la inicializacion del dispositivo puede empezar.

4.2.7.4.4 Error de Configuracion

Si ocurre un error durante la configuracién la EP3C40Q240C8N coloca la
sefal de nSTATUS en estado légico bajo, indicando que hubo un error en la
adquisicion de la informacién y como resultado el pin CONF_DONE permanece en

estado bajo.

4.2.7.4.5 Inicializacién

En la EP3C40Q240C8N existen dos fuentes de reloj para la inicializacién,
un oscilador interno de 10 MHz o un pin opcional llamado CLKUSER, en este caso
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se ha utilizado la opcién por default que es la del oscilador interno la cual requiere
de 3.185 ciclos de reloj para una correcta inicializacion.

4.2.7.4.6 Modo Usuario

Existe una opcién de habilitar el pin INIT_DONE en el que una transicion
de estado bajo a alto indica que la inicializacion ha terminado y el modo usuario
empieza, en este modo todos los pines I/O funcionan como fueron asignados

dentro del diseno.

Todas las etapas anteriores pueden ser resumidas en un diagrama de
tiempos, el cual se muestra en la siguiente figurajError! No se encuentra el

origen de la referencia..

e ‘ e

Figura 4-5. Diagrama de tiempos configuracion AS (Licon-Gutiérrez et al., 2012)

Para la configuracién del dispositivo FPGA se seleccion6 el método de
configuracion AS en su modalidad de fast POR que consiste en cargar el
programa a la memoria de la FPGA desde una memoria flash externa EPCS16 de

la cual se muestran sus principales caracteristicas en la siguiente tablajError! No
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se encuentra el origen de la referencia. (Altera Corporation, 2014), el fabricante
altera ademas recomienda usar el SFL (Serial Flash Loader) para reducir los
elementos necesarios en el disefio del PCB (Printed Circuit Board) ya que se
puede programar el dispositivo EPCS via JTAG y de esta forma evitar tener

interfaces de programacién separadas (Altera Corporation, 2013).

Tabla 4-6. Caracteristicas EPCS16

Tamano de memoria 1,048,576 bits
Soporte para descompresion On-Chip No
Soporte ISP Si
Soporte de cascada No
Reprogramable Si
Voltaje de operacion 3.3V

Para seleccionar el método de configuracion se usaron los pines
dedicados llamados MSEL, con los cuales dependiendo la configuraciéon binaria de
ellos representa el método seleccionado, en este caso para la configuracién usada
la combinacion es “101” para los pines MSEL[2]...MSEL][0], es extremadamente
importante mencionar que estos pines deben de estar conectados a la
alimentacion VCCA de 2.5 V.

En la familia Cyclone Il el reloj maestro activo corre a una frecuencia
maxima de 40 MHz tal y como muestra la jError! No se encuentra el origen de
la referencia. y tipicamente es de 30 MHz, la configuracién serial provee una
interface serial para accesar a la informacién de configuracion, durante la
configuracion la EP3C40Q240C8 lee la informacion de configuracién usando la

interface serial, la descomprime de ser necesario y configura su propia SRAM.
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La configuracion AS consta de cuatro lineas las cuales pueden
observarse en la jError! No se encuentra el origen de la referencia. y que se

enumeran a continuacién:

e Entrada de reloj serial (DCLK)
e Salida de datos serial (DATA)
e Entrada de informacion AS (ASDI)

e Selector de chip activo en bajo (nCS)

Veeio Veeio
Vecio
10 kQ l 10 kQ
Serial Configuration
Devlc% Ll Cyclone Il Device Family
nSTATUS
CONF_DONE
nCONFIG
y nCE nCEO N.C.
GND
250
DATA —AAA\——————————>{DATA[0]
DCLK | DCLK
nCS [« nCSO (5)
ASDI |« ASDO (5) MSEL[3..0] e
Figura 4-6. Configuracion AS (Altera Corporation, 2012a)

Para la configuraciéon AS la longitud de las pistas en el PCB y la
capacitancia entre la memoria EPCS16 y la EP3C40Q240C8N deben de seguir las
especificaciones recomendadas en la siguiente tablajError! No se encuentra el
origen de la referencia..
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Tabla 4-7. Longitud y capacitancia recomendadas (Altera Corporation, 2012a)

Pin AS Longitud Maxima Capacitancia Maxima
DCLK 25.4cm 15 pF
DATA [0] 25.4 cm 30 pF
nCSO 25.4 cm 30 pF
ASDO 25.4 cm 30 pF

Como se mencion6 el sistema fue disefiado para trabajar de forma
hibrida, es decir, en combinacién con las configuraciones JTAG y AS, esto para
ahorrar componentes en el momento del disefio del PCB. A continuacion se
describe como debe ser disefiada la configuracion AS.

4.2.7.4.7 Configuracién JTAG

Los cuatro pines requeridos para la operacién del dispositivo en modo
JTAG son TDI, TDO, TMS y TCK. El pin TCK tiene una resistencia pull-down
interna mientras que para los pines TDI y TMS es pull-up de 25 KQ. El pin TDO es
alimentado por la fuente VCCIO en el banco de entrada y salida numero uno. Para
descargar los datos por medio de la configuracion JTAG es necesario usar un
cable de descarga como puede ser USB-Blaster, MasterBlaster, ByteBlaster I,
ByteBlasterMV o Ethernet-Blaster, en este trabajo el cable usado es el USB-

Blaster que usa un conector de diez posiciones organizados en dos lineas.

Los pines de la configuracién JTAG en conjunto con el cable de descarga
USB-Blaster se observan en la jError! No se encuentra el origen de la

referencia. y se enumeran a continuacion:
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e Test data input (TDI)

e Test data output (T

DO)

e Test mode select (TMS)
e Test clock input (TCK)

Veeio

Veelo 10 kQ

10 kQ

R

GND
N.C. —

nCE (3)

nCEO
nSTATUS

CONF_DONE
nCONFIG
MSEL(3..0]

DATA[0]
DCLK

TCK
TDO

TMS
TDI

Cyclone Il Device Family

VCCA

Vcea

<l
T

AA

Download Cable 10-Pin Male
Header (Top View)

Pin 1

/v

1

1 kQ

)
4

() ) ) ) [ )

V4

GND

~oa
CCA

Vio

d4—oooog |

(o)
Z
w)

Figura 4-7. Configuracion JTAG (Altera Corporation, 2012a)

Como se menciond, la programacién de la memoria flash EPCS16 en este
sistema se hizo por medio de la configuracién JTAG en lugar de la programacion
propia de la configuracién AS, en este método se usa el SFL el cual se describe

en el siguiente punto.

4.2.7.4.8 Programar la EP3C40Q240C8N con SFL

La FPGA EP3C40Q240C8N soporta la programacion in-system de una
memoria EPCS16 mediante la interfaz JTAG usando un disefio SFL. El USB-
Blaster puede usar los cuatro pines de la interffaz JTAG para programar la
memoria flash EPCS16 incluso si este no tiene acceso a los pines de

configuracion de la interfaz AS. El SFL es un puente para que la FPGA que usa su
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interfaz JTAG para acceder a la configuracién indirecta de la JTAG de la EPCS
usando un archivo .jic. El diagrama hibrido queda como se muestra en la siguiente

figurajError! No se encuentra el origen de la referencia..

Veea
Vecio é
Vo
Veeio 10 kQ T
Cyclone Il Device Family %
Serial Configuration 10 kQ nCE (4) ToKl<
Device Vecio ‘ §z D0
GND
;0 kG NC. —InCEOQ
o T™MS|< Download Cable 10-Pin Male
nSTATUS TDI |- Header (Top View)
CONF_DONE
nCONFIG
Serial
25Q ———MSEL[3..0] Flash Pin 1 /4
DATA-A\\————Pp{DATA[0] / Veea
DCLK|« DCLK Loader Nt T
nCS| < hCSO (8) o B—
ASDI|¢ ASDO (8) oH oo
8 BtV
g o
1kQ % I
A\ A\
GND GND

Figura 4-8. Configuracion SFL (Altera Corporation, 2012a)

4.2.7.4.9 Generar y cargar el archivo .jic para el SFL

Se ha mencionado que es necesario crear un archivo .jic para poder
utilizar la programacién tipo SFL pero no se ha dicho como, a continuacion se
enumeran y describen los pasos para generar el archivo .jic para programar la
memoria flash EPCS, es importante resaltar que estos pasos prosiguen de la

compilacién del disefio y la generacion del archivo .sof:

e Una vez generado el archivo .sof abrir el conversor de archivos de
programacién en el software Quartus Il ubicado en File->Convert
Programming Files.

e Seleccionar la opcion JTAG Indirect Configuration File.

e Seleccionar el dispositivo de configuracién a EPCS16.

e Seleccionar el nombre y ruta en donde sera arrojado el archivo .jic.

e Seleccionar el archivo .sof previamente generado.
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e Seleccionar el dispositivo en la opcién de Flash Loader, en este caso es
EP3C40Q240C8N.

e Por ultimo dar click en la opcién Generate.

El archivo esta generado y listo para ser programado, para ello se
selecciona la opcion Programmer en modo JTAG en Quartus Il, se selecciona el
archivo .jic previamente generado y por ultimo se da click en la opcién start.

4.2.7.5 Diseino del PCB

Hasta este punto se conocen los requerimientos del sistema asi como las
consideraciones para el disefio del PCB, en este apartado se expone como fue su
diseno en el software CAD (Computer-Aided Design) Altium Designer en su
version 14.3.

4.2.7.5.1 Conexiéon de las fuentes de alimentacion

Las fuentes de alimentacion son demasiado importantes en este tipo de
aplicaciones ya que si la alimentacién queda sucia o ruidosa el dispositivo tendra
problemas de funcionamiento, es por eso que se debe seleccionar
minuciosamente los reguladores que van a ser usados, en este caso se han
seleccionado dos reguladores de voltaje del tipo conmutado para las tensiones de
5.0 Vy 3.3 Vy para el resto de tensiones reguladores lineales con ultra baja caida
de voltaje y con filtros integrados, en la siguiente tablajError! No se encuentra el
origen de la referencia. se muestran los numeros de serie de cada uno de los
reguladores utilizados, el precio por unidad en doélares americanos y en qué parte
dentro del PCB es utilizado.

Tabla 4-8. Reguladores de tensién
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Voltaje Numero de serie Precio Utilizacién
1.2V LP3879MR-1.2 2.34 Dlls FPGA
1.5V TPS73215DBVT  2.09 DlIs APS

s2.5V  TPS73725DCQR 1.67 Dlls FPGA
28V  ADP170AUJZ-2.8 1.07 Dlls APS
33V LM2676S-3.3 5.44 Dlls SRAM, FPGA, FLASH
5.0V LM2676SX-5.0 4.67 Dlls VGA

La siguiente figurajError! No se encuentra el origen de la referencia.
muestra un ejemplo del esquematico realizado en Altium el cual corresponde al

regulador de 1.2 V.

C25 us 3.3V

BYPASS nSHUTDOWN
NC

B -

1

2
PCF1308C——3—] =
RS0 j GND SENSE 2

10nF 3
26 INPUT OUTPUT To27 Cos I+

Y LP3879 T491B
{8 7 ESN S 47uF 0.1u
= T491B 33V TAJR104
GND

) [N

=

3ND 4.7TuF

Q

GND

Figura 4-9. Diagrama de conexion regulador 1.2 V

4.2.7.5.2 Conexion de la memoria SRAM

La memoria SRAM tiene un empaquetado TQFP-100, los pines de
direcciones y datos son conectados a los pines I/O estandar de la FPGA a
excepcion del pin CLK que es conectado directamente al pin de uso dedicado que
corresponde a la salida de reloj del médulo PLL, la jError! No se encuentra el
origen de la referencia. muestra el diagrama de conexién correspondiente en

Altium.
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GND |
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33V
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S20
S19
GND 1|
33

Figura 4-10. Conexiones de la memoria SRAM

4.2.7.5.3 Esquematico monitor VGA

El monitor VGA viene con todo su hardware necesario para operar por lo
que Unicamente es necesario conectarle las senales de comunicacién y las
tensiones correspondientes, al igual que en la memoria SRAM el pin de reloj del
monitor esta conectado directamente a uno de los pines dedicados de salida de
reloj de los médulos PLL. La jError! No se encuentra el origen de la referencia.
muestra la distribucion de los pines del monitor VGA.

D_RO 1 40 |'GND
DRI 2 39 D_DCLK
D_R2 3 38 D R3
D R4 4 37 D RS
D_R6 5 36 D_R7
SsVp——— 6 35 D_GO
D_Gl 7 34 D_G2
D_G3 8 33 D G4
D_GS 9 32 D_G6
GND-|| 10 31—
D G7 11 30 |* GND
D_B0 12 29 | GND
D Bl 13 28 |*GND
D_B2 14 27 ——<{D B3
D B4 15 26 l1-GxD
D_B5 16 25 —qD_B6
D B7 17 24 l1-oND
D_HSD 18 23 D_VSD
D_SCL 19 22 D_SDA
D_INT 20 21 ﬁ“-GXD

Figura 4-11. Distribucion de pines monitor VGA
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4.2.7.5.4 Sensor APS

El sensor APS esta conectado a los pines CLK restantes, esto porque los
pines CLK funcionan Unicamente como pines de entrada y ademas son los pines
mas rapidos, esto para no perder pixeles en el proceso de adquisicion de la
imagen, la jError! No se encuentra el origen de la referencia. muestra el

esquematico de conexiones del sensor APS en Altium.

CAM1

5 [rCM8230MD

1.5V DVDD 2 Dpout? C_DOUT7
(L\!D-[| = DVSS DOUT6 C_DOUT6
C_VD = VD DOUTS C_DOUTS
C_HD HD DOUT4 C_DOUT4
C_DCLK "LK I0VDD {2.8v

ay
C_DOUrc

ooo|-afor
BEREE

S|

A
DOUT

~N
C_DOUT.
N
C

C_DOUT3

Figura 4-12. Esquematico del sensor APS

4.2.7.5.5 Configuracion de la FPGA EP3C40Q240C8N

La configuracién de la FPGA se divide en varias secciones que se

describen y enlistan a continuacion:

Conexiones con el USB-Blaster
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De acuerdo a las secciones anteriores se hace las conexiones

correspondientes entre el conector del USB-Blaster y la FPGA.

L|- GND
25V

|I:aND

JTAG_MODE

Figura 4-14. USB-Blaster lado conector

Esquematico de la memoria flash EPCS16

La memoria flash EPCS16 tiene un empaquetado SOIC-8, las conexiones
se hacen conforme a lo descrito en secciones anteriores, en la siguiente
figurajError! No se encuentra el origen de la referencia. se observa las

conexiones correspondientes.
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U8

Data0 é DATA VCC ;’/
DCLK 1 DCLK VvCC 3 {3.3V
nCSO 3 nCS vCC
PO ASDI M(‘SS
4 GND TAJRIO4
0.1uF 0.1uF
— EPCSISI8N
GND I =
GND GND

Figura 4-15. Esquematico EPCS16

Cristales y sefales del sensor APS

La jError! No se encuentra el origen de la referencia. muestra las
conexiones de los cristales de 50 MHz, 12 MHz y las sefales provenientes del
sensor APS.

U7l

BUTTONI1 CLKO, DIFFCLK_0p
12MHZ 1 CLK1. DIFFCLK_0n
BUTTONO CLK2. DIFFCLK_1p

SOMHZ CLK3. DIFFCLK_In
BUTTON2 CLK4. DIFFCLK_2p

C VD CLKS. DIFFCLK 2n

C HD CLKG6, DIFFCLK_3p
C DCLK CLK7. DIFFCLK_3n
C DOUT4 CLKS. DIFFCLK_5n
C_DOUTS CLK9. DIFFCLK_5p
C DOUT6 CLK10, DIFFCLK 4n
€ DOUT7 CLKI11, DIFFCLK 4p
C_DOUTO CLK12, DIFFCLK 7n
C DOUTI1 CLK13, DIFFCLK_7p
C_DOUT2 CLK14. DIFFCLK_6n
C_DOUT3 CLKI15. DIFFCLK_6p

EP3C40Q240C8N

Figura 4-16. Conexiones cristales y sensor APS

Bancos de pines de entrada y salida I/O

Se muestra un ejemplo en la siguiente figura de los ocho bancos de
entrada y salida que conforman la FPGA EP3C40Q240C8N, el banco 3 en donde
se conecta las sefnales del monitor VGA, es importante resaltar que la sefial de
reloj del monitor estd conectada al pin PLL1_CLKOUTp de la FPGA el cual
corresponde a la salida de reloj del médulo PLLA1.
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Figura 4-17. Banco I/O numero 3

4.2.7.5.6 PCB ruteado

El software CAD permite hacer el ruteo de las pistas, colocacién de los
dispositivos, asi como generar vistas tanto en dos y tres dimensiones.

Figura 4-18. Ruteo del PCB (Arriba izquierda), vista 3D de la cara superior (Arriba
derecha)y vista 3D de la cara inferior (Abajo).
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4.3 Pruebas de laboratorio.

Las pruebas de laboratorio fueron supervisadas por el equipo de trabajo
del Dr. Juan Fernando Garcia Trejo, las muestras fueron obtenidas de los
invernaderos experimentales del campus Amazcala, todas ellas dentro de los seis
grados de maduracion establecidos por la FAO (Food and Agriculture
Organization), esta etapa se dividio en varias fases.

4.3.1 Prueba por cromatografia
4.3.1.1 Fase preparativa: extraccion

Para el analisis de carotenoides se requiere de la preparacién de un
extracto a partir de la matriz de la muestra, que contenga los pigmentos de interés
y que ademas esté libre de moléculas que puedan interferir en dicho andlisis.

La recuperacion en muestras solidas es complicada al constituir el fruto
una matriz natural con una alta actividad enzimatica, por lo que deben tomarse las
precauciones necesarias con el fin de evitar modificaciones quimicas, que ocurren
frecuentemente en el proceso. Los métodos de proteccién de estos compuestos
frente a dichos procesos degradativos incluyen la adicién de antioxidantes (BHT)
durante la extraccion y el uso de contenedores que protejan algunos compuestos

fotosensibles presentes en la muestra.

Para ello y de acuerdo al método propuesto por Garcia-Trejo (2014) se
llevé a cabo el desarrollo de una metodologia de extracciéon que implica pruebas
con diversos solventes y procedimientos de preconcentracion, con la técnica de
extraccion por fluidos supercriticos. A menudo se emplea la extraccién liquido-

liquido o la extraccion en fase sélida. Estos métodos convencionales tienen varias
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limitantes debido a los largos tiempos de extraccion y a las precauciones
necesarias para proteger a los analitos de los procesos de degradacion.

El método de extraccién seleccionado fue el de extracciéon con fluidos
supercriticos (SFE). Un fluido (gas) por encima de su punto critico (punto
supercritico) exhibe las propiedades de solvatacién de un disolvente liquido. La
mayor ventaja de esta técnica sobre los métodos tradicionales de preparacién de
muestras es el uso de fluidos supercriticos no téxicos como el didxido de carbono
(CO2). Aunque se han investigado muchos fluidos supercriticos (compuestos
fluorocarbonados, N20, SF6, NH3), el mas comunmente usado como fluido
supercritico es el diéxido de carbono (CO2). Alcanza el estado supercritico a una
presion (72.9 atm) y temperaturas (31.3 °C) relativamente bajas. Es no toxico, no
inflamable, no corrosivo, muy inerte quimicamente y facil de conseguir. Es apolar,
pero su polaridad puede ajustarse con modificadores como la acetona, metanol o
etanol. Su rapido poder de penetracibn y solvatacién proporciona altas
recuperaciones para muchos analitos. Hay que indicar ademas que la polaridad
del fluido seleccionado puede ser modificada apropiadamente para optimizar el

aislamiento de los compuestos de interés (Pifieiro et al., 2005).

4.3.1.1.1 Preparacion de la muestra

Se recolectaron muestras de tomate variedad bola en sus 6 diferentes
estados de maduracion, se realizd la seleccion de tomates en estadio 6, que
corresponde al de mayor maduracién, ya que en esta etapa el contenido de
pigmentos es mayor. La preparacion de la muestra consistio en el lavado y pelado
de los frutos, ya que solamente se utiliz6 la cascara (mayor contenido de
pigmentos) para su posterior secado a 30°C por 10 dias en una estufa de secado
de conveccién forzada marca Memmert m, con el fin de retirar la mayor cantidad

de humedad para facilitar la extraccién. Después se procedié con la molienda de
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la muestra para aumentar la superficie de contacto de los solventes sobre la
matriz.

Figura 4-19. Material vegetal en los 6 estadios de maduracion (lzquierda), estufa

de secado de conveccion forzada con la cual se realiz6 la operacion de
secado (Centro) y Material vegetal seleccionado y procesado para las
pruebas de extraccion de carotenoides (Derecha).

4.3.1.1.2 Desarrollo del método de extraccion

Para llevar a cabo la fase preparativa se utilizé el sistema de ASFE® MV-
10 Waters® debido a las multiples ventajas que ofrece frente a los métodos

anteriormente mencionados, algunas de las cuales se enuncian a continuacién:

e Utiliza CO2 el medio ambiente en lugar de disolventes organicos téxicos
e Mayor eficiencia de extraccion (tiempo, costos, etc.), asi como la
selectividad frente a diversos analitos.

e Mejor manejo y recuperacion de extractos (Waters®, 2015)
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Figura 4-20. Sistema de ASFE® MV-10 (Waters®, 2015)

El desarrollo del método de extraccion se realizé6 por medio del software

con el que cuenta el equipo (Chromscope) y se definié a partir de las propiedades

del analito. Las pruebas para el establecimiento del método de extraccién se

describen a continuacion:

Eleccion del co-solvente de extraccion: Se probaron 2 diferentes co-solventes
que de acuerdo con la literatura son los mas adecuados para la extracciéon de
carotenoides en conjunto con el CO2 supercritico (solvente principal):

o Hexanos

o “Mezcla de Fish” : Etanol:1, Hexanos:2, Acetona (Fish et al., 2002)
Establecimiento del tiempo de extraccién: el método esta compuesto por
diferentes etapas de extraccion en las que se variaron los lapsos de tiempo asi
como las repeticiones del método completo, con el fin de recuperar el mayor
contenido del pigmento en el extracto. Después de diversas pruebas se
establecié un tiempo final de extraccion de 120 minutos, divididos en 8 pasos
de 15 minutos cada uno; 14 minutos correspondieron a fase dinamica y un
minuto a fase estatica. El método completo constd de 6 repeticiones del ciclo
de 120 minutos, a la séptima repeticion el contenido de carotenoides en el
extracto se considerd debajo del limite de deteccién.
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e Establecimiento del flujo, presién y temperatura de extraccién: una vez definido
el tiempo se procedi6 con la variacion en el flujo de co-solvente, CO2 y presion
de extraccidén. La temperatura se mantuvo fija a 35°C ya que el rango de
variacion del equipo es de 5°C y los carotenoides son compuestos
termolabiles, es decir, a 40°C las moléculas comienzan a sufrir degradacion.
Se establecieron finalmente 2 métodos que se escriben a continuacién en la
las siguientes tablas.

Tabla 4-9. Método #1

FLUJO CO- Duracion Duracion
FLUJO CO2 Presion

SOLVENTE : dinamica estatica

: (ml/min) (bar) : :
(ml/min) (min) (min)

1 0.5 0.5 100 14 1
2 0.25 1 100 14 1
3 0.25 1 150 14 1
4 0 1 150 14 1
5 0.5 1 150 14 1
6 0.5 1.5 150 14 1
7 0.25 2 150 14 1
8 0 2 150 14 1

Tabla 4-10. Método #2

FLUJO CO- - Duracion Duracion
FLUJO CO2 Presion - -
SOLVENTE : dinamica estatica
(ml/min) (bar)

(ml/min) (min) (min)
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2 0.5 1 100 14 1

3 0 1.5 150 14 1
4 0.5 1.5 150 14 1
5 0 2 150 14 1
6 0.5 2 200 14 1
7 0.25 2 200 14 1
8 0 2 200 14 1

4.3.1.2 Fase analitica: separacién e identificacién
4.3.1.2.1 Desarrollo del método cromatografico

Posterior a la etapa de extraccidn se llevo a cabo la fase de separacién e
identificacion por medio de la técnica de Ultracromatografia de Convergencia
(UPC2 ®), para el desarrollo del método de separacion e identificacién del
licopeno y [p-caroteno se realizaron diferentes pruebas en base a las
recomendaciones realizadas por el departamento de desarrollo de la empresa
Waters®:

e Seleccién de la columna: se realizaron pruebas con 2 columnas:
o ACQUITY® UPLC BEH (Ethylene Bridged Hybrid) C18 Column, 130A, 1.7
um, 3.0 mm X 100 mm.
o ACQUITY® UPLC HSS (High Strength Silica) C18 Column, 100A, 1.8 um, 3
mm X 30 mm.
e Eleccidn de la fase movil: se trabajé con etanol como fase movil, en conjunto
con el CO, supercritico (fase moévil principal), ya que es un solvente polar de
baja viscosidad miscible en los solventes que se utilizaron durante la fase de

extraccion de los carotenoides.
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e Establecimiento del tiempo de corrida: Las pruebas iniciales se realizaron con
un tiempo de corrida recomendado de 5 minutos, mismo que se ajusté al
término de la aparicién del pico de interés (aproximadamente 3 minutos).

e Elvolumen de inyeccion fue de 5 pl.

e Establecimiento del flujo, presién y temperatura de extraccion: se emplearon
diferentes flujos de tanto de fase mavil como de CO,, el equipo permite un flujo
hasta de 4 ml/min, sin embargo, el flujo recomendado es de 1ml/min. La
presibn se mantuvo constante a 2000 psi, en condiciones tanto isocraticas
como con diferentes gradientes en la fase movil que iban desde 96% CO, con
un 4% de solvente, hasta un 80% de CO2 con un 20% de solvente. La
temperatura en el médulo de muestras (Sample Manager) se mantuvo en 10°C
y en ausencia de luz, en cuanto a la temperatura de la columna se mantuvo a
35°C ya que el rango de variaciéon del equipo es de *=5°, esto para proteger a
las moléculas de la degradacién. Las condiciones probadas se presentan a

continuacion:

Tabla 4-11. Métodos probados para la separacion e identificacién de licopeno y B-

caroteno
Volumen :
: Gradiente .. Temperatura : Tiempo de
Gradiente Presion Flujo de :
e e : : - corrida
de CO, (psi) (ml/min) inyeccion :
solvente columna (2C) (min)
(7))

96% 4%
90% 10%

87% 13% 2000 35(+5) 1 5 3
85% 15%
80% 20%
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Se hicieron diversas inyecciones de un estandar de licopeno marca
Sigma-Aldrich® proveniente de tomate con una pureza del 290%, asi como de un
estandar de B-Caroteno sintético tipo | marca Sigma-Aldrich® con un 297.0% de
pureza. Los estandares fueron suspendidos en Etanol grado HPLC con BHT 0.1%
para disminuir su degradacion, y posteriormente fueron sonicados dos veces por
30 minutos. Para las inyecciones se prepararon viales a diferentes
concentraciones: 10, 20 y 40 ppm, esto con el fin de identificar los picos de interés,

asi como su espectro en el cromatograma.
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5 RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Disefo e integracién de la plataforma tecnolégica

Una vez que la plataforma electronica fue disefiada se ensambld y se le
hicieron pruebas de funcionamiento a cada uno de los modulos principales, en la
iError! No se encuentra el origen de la referencia. se observa la vista de la cara
superior del PCB, en donde, al centro del mismo se encuentra la FPGA y al
costado derecho la memoria SRAM, mientras que en la jError! No se encuentra
el origen de la referencia. se aprecia la vista de la cara inferior con los botones
de control del lado izquierdo y los conectores para el USB-Blaster y el monitor
VGA del lado derecho, con ayuda de la herramienta SignalTap que viene con el
paquete de Quartus |l se capturé y mostré el comportamiento interno del diseno y
las senales de entrada y salida en tiempo real mientras el disefio se encontraba
corriendo a la maxima velocidad sin la necesidad de agregar pines de entrada y/o
puntos de prueba.

Figura 5-1. Vista de la cara superior (Izquierda). Vista de la cara inferior
(Derecha).

La siguiente figurajError! No se encuentra el origen de la referencia.
muestra el diagrama de tiempos que arrojé la prueba del SignalTap en donde se

observa que en el primer ciclo de reloj recibié la instruccidén de inicio con la sefal
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START_PULSE se posicion6 en un estado l6gico alto, en el siguiente ciclo de reloj
se presentd la direccibn de memoria que se deseaba acceder con la senal
ADDRESS_W que mostrd un valor de cero, es decir, la primera localidad de la
memoria asi como también las senales de los Chips Enables se presentaron en
sus correspondientes valores de habilitacion, la sefal de RW_N se establecié en
un nivel l6gico alto indicando a la memoria que correspondia a una instruccion de
lectura, el siguiente ciclo de reloj fue un ciclo muerto ya que la memoria lo usa
para propagar las senales , al tercer ciclo de reloj la memoria mostré el dato
correspondiente a la localidad cero, es decir un valor de cero (que fue previamente
cargado) y por ultimo el valor leido se propago al bus de salida del proceso hasta
el cuarto ciclo de reloj y con la sefal de EOF en estado alto indicando que el
proceso habia llegado a su final y que el valor de lectura estaba disponible.

Type | Alias Name 5 i 2 3 i

@ START_PULSE

o Rw_n

[ 4 R_W

D Cel_n |

o ce2 J
3 Ce3_n |

oy CEN_n |

& state.READ_S

Lo d Oe_n

@ state. WRITE_S

L EOF I
D - ADDRESS_W 00000h

) +-DQ FFFFFFFFFh A 0000¢
> START - ]

3 CLK_SRAM

o Mode

D AdvLd_n

o Zz

5 state.INT |

<@ state.R_WAT

» RST

el state. W_WAIT

> ¥ DATAP FOFOFOFOFh

Figura 5-2. Senales de prueba de la memoria SRAM

En cuanto al médulo de conversién del espacio de color RGB al espacio
de color arrojé resultados con un indice de error de 0.0196% en la banda de color
L* respecto al valor real, de 0.044% en la banda a* y de 0.08379% en la banda de

color b* para valores de entrada de RGB (255,255,255) como se puede observar
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en la siguiente figurajError! No se encuentra el origen de la referencia., es
importante resaltar que se usé una interpretacion de punto fijo de 10.22.

Type | Alias Name lz 3 4
o #-L_0 0 ) 4 411182336 X
o #-A_0 0 4 18467500 b 4
o +-B_0 0 ) 4 -15913200 b4
[ 4 EN

o EOF |

o START_PULSE

Lcd state.IDLE f?lr |

g state. OUT_LAB | |

e state. WAIT1 |

D> +R 255
o #-G 247 P § 255
[, +-B 255

Figura 5-3. Proceso de conversion de RGB a CIELAB

Cuando se probd el proceso de recoleccion de pixeles que arroja el
sensor CMOS se obtuvieron las sefales mostradas en la jError! No se encuentra
el origen de la referencia., en donde se aprecia que mientras las sefales de
sincronizacion VD y HD provenientes del sensor CMOS permanezcan en un valor
alto, lo que significa un frame valido, el contador C_PIXEL se incrementa en una
unidad cada cuatro ciclos de reloj del CMOS, esto debido a que las localidades de
la memoria SRAM son de 36 bits cada una, asi de esta forma se optimizaron los
recursos, la senal FOUR_PIXEL fue incrementandose de uno en uno indicando
cuando el contador habia llegado a si maximo lo que significaba que era necesario
guardar en SRAM los nuevos pixeles recolectados.

Type]Alies Name [P0 37 0 3% 3 S 32 0 W % 34 w2 a0 de & e 4z -
[ d VD

» HD

[ DCLK S I s s U S s O 6 B N S
@ DCLK_SIG nn1 n _n . n n n.
> #- PIXEL
D +-FOUR_PIXEL_SRAM | 24202420h ) 44292429h ) 442944290 442945200 45294529h

o END_OF_CAM N N N N

o #- C_PIXEL 210192 X 210193 X 210194 X 210195 }§ H
@ \TCM:FOUR_PIXEL[0] - L ] J L L1 I | 1 [
@ \TCM:FOUR_PIXEL[1] I e Y e Y s
[ +-...ster:Modulo_1|bit_cnt 7h

» START

<@ VD_D_SIG (1)

pog scl

@ sda

» reset_n
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Figura 5-4. Senales del proceso de recoleccion de pixeles

En cuanto a los recursos utilizados por el disefio se muestran en la
siguiente tablajError! No se encuentra el origen de la referencia., en donde se
puede apreciar que lo que mas se utilizd fueron los pines con un 89% que
representa la utilizacion de 115 de los 129 disponibles, los divisores de
frecuencias con dos de cuatro representando un 50%, mientras que los bits de
memoria y los multiplicadores con un 31% del total disponible

Tabla 5-1. Recursos utilizados

Elementos l6gicos 2019 5%
Funciones combinacionales 1621 4%
Registros dedicados 936 2%

Pines 115 89%

Bits de memoria 356352 31%
Multiplicadores embebidos de 9 bits 78 31%
PLLs 2 50%

5.2 Pruebas de laboratorio
5.2.1 Fase preparativa: extracciéon

e Eleccién del co-solvente de extraccion: El uso de hexanos como co-solvente
resultd mejor, ya que se logrdé obtener el mayor contenido de pigmento en un
menor tiempo de extraccion.
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Figura 5-5. Muestra de cascara de tomate bola estadio 6 después del secado y

molienda, antes de la extraccion.

Figura 5-6. Dos muestras sometidas al método #2 después del primer ciclo de
extraccion, la muestra de la izquierda se trabajé con la “mezcla de fish”,

mientras que la del lado derecho se manejé con hexanos
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Figura 5-7. A la derecha se puede observar la muestra después de 6 ciclos de
extraccion con hexanos, la muestra de la izquierda se obtuvo después 7

ciclos con la “mezcla de Fish”

e Tiempo, flujo, presion y temperatura de extraccién: En cuanto a dichos
parametros se observaron mejores resultados para el método 1, en las figuras

que se muestran a continuacién se puede percibir a simple vista.

Figura 5-8. Muestras sometidas al método #1 Izq. Mezcla de Fish Der. Hexanos
(Arriba izquierda), Muestras sometidas al método #2 Izq. Mezcla de
Fish Der. Hexanos (Arriba derecha) y Muestras trabajadas con hexanos
como co-solvente Izq. Método 2 Der. Método #1 (abajo).

88



Figura 5-9. Laimagen muestra una comparacién entre la matriz antes de la
extraccion de carotenoides (1zg.), y (Der.) la misma muestra sometida al
método mas efectivo de extraccién (método #2 co-solvente: Hexanos).

5.2.2 Fase analitica: Identificacién y cuantificacién
5.2.2.1 Desarrollo del método cromatografico

e Seleccidén de la columna: La columna ACQUITY® UPLC HSS (High Strength
Silica) C18 Column, 100A, 1.8 pm, 3 mm X 30 mm resulté mas adecuada para
el analisis ya que se obtuvo una mejor separacion de los picos en menos
tiempo.

e Establecimiento del flujo, presién y temperatura de extraccioén: el método que
resultdé en una mejor separacion en un menor tiempo se muestra en la
siguiente tabla.

Tabla 5-2. Método de cromatografia mas adecuado para la separacién e
identificacion de carotenoides por medio de ultracromatografia de

convergencia

Volumen Tiempo
Gradiente - :
Gradiente Presion Temperaturade la Flujo de de

e
de CO2 (psi) columna (¢C) (ml/min) inyeccion corrida
solvente
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85% 15% 2000 35(%£5) 1 5 3

A partir de las diferentes inyecciones de estandar realizadas, se pudieron
obtener los espectros de las moléculas de interés: licopeno y B-caroteno, mismos
que se guardaron en la biblioteca del equipo. Como se logra observar en la jError!
No se encuentra el origen de la referencia., el pico mas alto de absorcion del
licopeno se localiza a los 451.7 nm, y en la jError! No se encuentra el origen de
la referencia. podemos observar el del B-caroteno con el pico mas alto en 433 nm
razén por la que los cromatogramas fueron analizados con el software del equipo
(Empower 3) en 2D a 452 nm con una resolucién de 2.4 nm, debido a que a esa A

se alcanzaron a diferenciar ambos picos.

0014
i 451.7 480l8copeno 10ppm

0012}

00104

0008

|

AU

!
ULlly:
0004

00
i 543.9565.9
0000 e ]
4000 4000 S0 00 S0 00 oo
m

Figura 5-10. Espectro de absorcién del carotenoide licopeno

: 459 .UBetacaroteno
0.0

2

0005

KR K § b R R | i R B s s § s s | sk R B § e um i R § i i § pei Ran o | magmiah

30000 3000 3<000 3000 33000 40000 42000 44000 45000 48000 2 SOOO
nm

Figura 5-11. Espectro del B-caroteno
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Figura 5-12. Cromatogramas de las inyecciones de estandar de licopeno a
diferentes concentraciones: 10 (izquierda), 20 (centro) y 40 ppm
(derecha)

Trr

Figura 5-13. Cromatogramas de las inyecciones de estandar de p-caroteno a
diferentes concentraciones: 10 (izquierda), 20 (centro) y 40 ppm
(derecha)

Una vez identificados los picos en los cromatogramas, asi como su
espectro y tiempo de retencién aproximado, se obtuvieron los siguientes
cromatogramas a partir de la inyeccion del extracto de cascara de tomate bola,
estadio 6, los datos fueron procesados a 452 nm e integrados por “Aphex track”
una integracién automatica que ofrece el software del equipo. El analisis se realiz6
por triplicado.
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SAMPLE INFORMATION

Sample Name: M4 CBEG+Hex 1aExt. Acquired By: System

Sample Type: Unknown Sample Set Name. 1er Extracto hexanos

Vial: 1:D.2 Acq. Method Set Licopeno HSS C18 Grad CO2
Injection #: 1 Processing Method MetodoALe

Injection Volume: 5.00 ul Channel Name: PDA Ch1 452nm@2 4nm
Run Time: 4.0 Minutes Proc. Chnl. Descr.:  PDA Ch1 452nm@2.4nm

Date Acquired: 02/10/2014 02:40:12 PM COT
Date Processed: 16/01/2015 03:46:32 PM CST

oo
o
o]
o]
2 on]
ars]

007

o]

Peak Name RT Area | % Area | Height
Betacaroteno | 1.135 | 3332003 | 50.25| 307110

-

2 1.320| 467103 8.30| e8363
Licopeno 1.521 | 1825307 | 32.45 | 385280

w

Figura 5-14. Primera inyeccidn de la muestra de cascara de tomate bola
correspondiente al estadio 6, en el cromatograma se pueden identificar
2 picos el primero corresponde al -caroteno con un tiempo de
retencién (TR) de 1.135, y el segundo al licopeno con un TR de
retencion (TR) de 1.135 y el segundo del licopeno con un TR de 1.521

min.
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SAMPLE INFORMATION

Sample Name: M4 CBES+Hex 1aExt. Acquired By: System

Sample Type: Unknown Sample Set Name: 1er Extracto hexanos

Vial: 1:D.2 Acq. Method Sett  Licopeno HSS C18 Grad CO2
Injection #: 2 Processing Method MetodoALe

Injection Volume: 5.00 ul Channel Name: PDA Ch1 452nm@2.4nm
Run Time: 4.0 Minutes Proc. Chnl. Descr.:  PDA Ch1 452nm@2.4nm

Date Acquired: 02/10/2014 02:45:07 PM COT
Date Processed: 16/01/2015 03:48:20 PM CST

o
.

a4

o
., !

~
o
. "

AlAAsLAAL;LLL

o

o

[ o
i
]

NN A L B A LA S A S W
160 150 200 22 2% 280 20

PeakName | RT Area | % Area | Height

1| Betacaroteno | 1.140 | 3412765 | 60.22| 208711
2 1.323| 408011 7.22| 08750
3| Licopeno 1.520 | 1845510 | 32.56 | 387107

Figura 5-15. Segunda inyeccién de muestra, al minuto 1.140 se observa el
betacaroteno y luego aparece el licopeno al minuto 1.520 de la corrida
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SAMPLE INFORMATION

Sample Name: M4 CBEO+Hex 1aExt. Acquired By: System

Sample Type: Unknown Sample Set Name: 1er Extracto hexanos

Vial: 1:0,2 Acq. Method Set Licopeno HSS C18 Grad CO2
Injection # 3 Procesung Method MaetodoALe

Injection Volume: 5.00 ul Channel Name: PDA Ch1 452nm@2.4nm
Run Time: 4.0 Minutes Proc. Chnl. Descr.:  PDA Ch1 452nm@2.4nm

Date Acquired: 02/10/2014 02:50:02 PM COT
Date Processed: 16/01/2015 03:40:43 PM CST

00
o]
P

0154

L 20 oy L A i AL B A MR A AW R S SN I A A WA 2w AN BN J NN A S 3 ML AR SR SRABL AN S NN AN AW AL AN A A B 1
000 00 0% 060 080 10 120 140 160 150 200 22 2% 260 280

Peak Name RT Area | % Area| Height
Betacaroteno | 1.144 | 3300801 | 58.44 | 280117
2 1.3208| 400875 8.83| 00305
Licopeno 1.522 | 1851800 | 32.72|385850

-

w

Figura 5-16. Inyeccion numero 3, el TR del 3-caroteno es de 1.144 mientras que
el del licopeno corresponde a 1.522 min

Tanto el método de extraccidbn como el de separacién e identificacién
propuestos fueron exitosos debido a que se obtuvieron las moléculas deseadas
(licopeno y B-caroteno) y se lograron visualizar en los cromatogramas con una
buena repetitividad, ya que la diferencia en los tiempos de retencion de las

moléculas es minima entre cada repeticion.
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5.3 Modelo estadistico.

A partir de experimentos realizados en laboratorio, en donde se obtuvo
valores de licopeno, B-caroteno, y sus respectivos valores de L*, a* y b*, como se
muestra en la jError! No se encuentra el origen de la referencia., se realiz6 una
regresion polinbmica. Es importante mencionar que de acuerdo al espacio de color
CIELAB el color rojo se expresa con un nivel positivo en la banda a* y con uno
negativo para el color verde, planteamientos que concuerdan con los valores de la
siguiente tablajError! No se encuentra el origen de la referencia., ya que para
un grado de madurez nivel seis, el de mayor maduracion y mayor pigmentacion,
corresponde a un nivel mayor en a* y para el grado uno, el de menor maduracién y

menor pigmentacion, un valor negativo.

Tabla 5-3. Valores de laboratorio

33.2342 151.684 6
21.963896 135.469 5
6.128868 38.792 4
2.807998 26.52 3
-2.126384 17.888 2
-8.076394 9.412 1

La ecuacién ( (26) representa una forma sencilla de obtener la
concentracion de licopeno a partir del valor numérico de la banda a* del espacio
de color CIELAB.
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Licopeno (’:—5) = 6.4837668x1075x5 — 0.00042438354x* +

0.0015539835x3 + 0.24177883x2 + 2.0622763x + 16.334527 (26)

Donde:
x=promedio de la banda a*.

El indice de correlacion de esta aproximacion es r? = 0.996

5.4 Validacién del sistema.

El sistema fue puesto a prueba en el laboratorio del campus Amazcala de
la facultad de Ingenieria, se hizo la descripcidn de hardware de la ecuacion ( (26)
y se obtuvieron los resultados de concentracién de licopeno en comparacion con
los equipos de laboratorio, en la siguiente figurajError! No se encuentra el
origen de la referencia. se observa el sistema en funcionamiento en los incisos a)

al f) en donde se muestra el tomate y la foto capturada del mismo mientras que los

g) al i) pruebas de laboratorio por la técnica de Fish.
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Figura 5-17. Pruebas de laboratorio.

La siguiente tablajError! No se encuentra el origen de la referencia.
muestra los resultados obtenidos por el sistema en donde se puede observar que
los valores de mayor pigmentacion corresponden a los niveles de mayor
concentracion de licopeno asi como de un indice de valores mas positivos en

cuanto a la banda a* y viceversa para grados de madurez inferiores

Tabla 5-4. Resultados de validacion.

Grado : : . Promedio
Licopeno Promedio Promedio
De Banda a* Banda b* Licopeno
(mg/Kg) Banda a* Banda b*

Madurez (mg/Kg)

38.11246 28.75853 158.13080
6 31.60363 21.58865 153.10623 34.21747 23.71005 154.87749

32.40013 22.2966 153.64832
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34.01129

34.95983

31.49848

27.12012

26.01808

25.68673

25.09698

8.22043

7.93291

9.37061

8.81843

7.79938

3.38159

3.50805

2.98747

2.52247

3.84529

-8.1518

-7.78948

-7.55163

-8.19479

-8.55

23.66232

22.24416

25.80462

23.3535

23.28133

21.74339

21.51117

19.39841

20.52632

21.63813

20.53503

21.58288

21.50985

23.75319

24.20184

24.07398

23.3134

19.18897

19.19459

18.9825

19.13392

19.44217

154.50530

154.99678

153.02534

146.63715

143.86191

142.92429

141.13612

48.79434

47.20857

55.36448

52.16746

46.48052

26.08054

26.55079

24.66256

23.08338

27.84060

12.64071

12.45783

12.34034

12.66250

12.84128
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27.08408

8.42835

3.24897

-8.04754

23.13880

20.73615

23.37045

19.18843

145.51696

50.00308

25.64357

12.58853



La siguiente tabla presenta los datos obtenidos por la técnica de Fish para

las mismas muestras de tomates.

Tabla 5-5. Resultados espectrofotémetro.

6 3.025 157.3
5 2.74 142.48
4 0.814 42.328
3 0.495 25.74
1 0.223 11.596

5.5 Anélisis de varianza ANOVA.

Como se observa en la siguiente tablajError! No se encuentra el origen
de la referencia. el analisis de varianza ANOVA arroja un factor de confianza de
0.9670, lo cual nos quiere decir que los datos obtenidos con el sistema embebido
y los arrojados por el patrdn de medida concuerdan en un 96.7% entre ellos; este
resultado se traduce en que el sistema desarrollado es confiable en sus medidas.

Tabla 5-6. Analisis de varianza.

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las Suma de Grados de Promedio de los . Valor critico para
. . F Probabilidad
variaciones cuadrados libertad cuadrados F
Entre grupos 8.437585365 1 8.437585365 0.00182 0.967026149 5.317655063
Dentro de los grupos 37108.96065 8 4638.620081
Total 37117.39823 9
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5.6 Conclusiones.

Con base a los resultados obtenidos se llegd a la conclusién de que el
sistema cumpli6é con los objetivos de la investigacion, el analisis de varianza anova
arroj6 un indice de correlacion de 96.7% con lo que la hipotesis es correcta, es
decir, se superd el 85% de exactitud planteado, segun Candelas et al.(2006) En
variedades mas comunes de jitomate rojo la concentracion de licopeno va de 1.16
mg/Kg para la etapa verde, 14.45 mg/Kg para la etapa amarilla, 34.06 mg/Kg para
la etapa naranja, 49.5 mg/Kg para la etapa ligeramente rojo, 119.96 mg/Kg para la
etapa rojo intenso suave y por ultimo de 122.2 mg/Kg para la etapa de maduracion
rojo intenso firme, lo cual corresponde a la tendencia de datos mostrados en este

trabajo.

Por otro lado sistema sera de gran utilidad a pequefios y medianos
productores principalmente, esto debido a que es un sistema que arroja resultados
muy aproximados a los analisis de laboratorio con la ventaja de que el costo esta
por debajo de estos ultimos y el tiempo de analisis es mucho ms pequefio (30
muestras por segundo).
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