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DESCRIPCION

Sistema y procedimiento para determinar la concentracion de nitrato acuoso en solucidn que contiene
carbono organico disuelto

Sector de la invencion

La presente invencion se refiere en general a sistemas y procedimientos para optimizar el rendimiento de los
cultivos agricolas y reducir la contaminacion del agua debido a la aplicacion excesiva de fertilizantes. Mas
especificamente, la presente invencion se refiere a un sistema y procedimiento para determinar un nivel de
nitrato en una muestra de agua, para determinar de este modo la cantidad precisa de fertilizacion necesaria.

Estado de la técnica anterior

La contaminacion de rios, lagos, agua dulce, agua potable, aguas subterraneas y aguas intersticiales del
suelo por nitratos es un problema mundial. El término "nitrato” se denomina brevemente en el presente
documento también como "N". Es universalmente reconocido que la contaminacion del agua potable por
nitratos es una amenaza para la salud humana. También se informa de gque la salud humana sufre efectos
adversos, incluso cancer, debido a la exposicion continua a los nitratos por encima de un determinado nivel.
Una tasa significativa de contaminacion del agua es resultado de un exceso de fertilizacion por parte de los
agricultores, debido a la falta de informacion precisa y en tiempo real con respecto a la disponibilidad de
nutrientes en el suelo. Por lo tanto, un exceso de fertilizacién da como resultado no solo un desperdicio de
recursos, sino también una contaminacion de las aguas subterraneas, en particular por nitratos.

Durante la segunda mitad del siglo XX, se han observado tendencias claras de aumento de la concentracion
de nitratos en las aguas subterraneas de los acuiferos de todo el mundo. La Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) ha determinado que los niveles de nitratos en el agua potable no deben superar los 50 ppm.
Cuando se supera este nivel de concentracion, el nitrato es perjudicial para los bebés, ya que puede causar
el "sindrome del bebé azul" (metahemoglobinemia) y provocar enfermedades graves e incluso la muerte.
Desafortunadamente, la contaminacion por nitratos es el factor mas importante responsable de la grave
degradacion de los recursos hidricos subterraneos y superficiales. A escala mundial, la eutrofizacion y la
hipoxia de arroyos, rios y lagos se atribuyen principalmente al flujo de retorno subterraneo de aguas
subterraneas contaminadas con nitratos, que se filtran de los acuiferos freaticos subyacentes a los campos
agricolas. Ademas, el impacto de las aguas subterraneas contaminadas con nitratos no se limita a los
recursos hidricos terrestres, sino que también tiene un gran impacto en los ecosistemas marinos. Se han
detectado casos de eutrofizacion e hipoxia a gran escala en el Golfo de México y el Mar Negro, asi como
graves efectos en la Gran Barrera de Coral de Australia. En general, la contaminacién por nitratos ha
provocado mas descalificaciones de aguas subterraneas y cierres de pozos de agua que cualquier otro
contaminante en todo el mundo. Si bien se considera que el nitrato es el contaminante de origen no puntual
mas comun en las aguas subterraneas, numerosos estudios han vinculado el aumento de la concentracion de
nitratos en las aguas subterrdneas con la utilizacion excesiva de fertilizantes en la agricultura. Como
resultado, las autoridades de proteccion ambiental y del agua estan adoptando una normativa mundial para
reducir la aplicacion excesiva de fertilizantes agricolas. Por ejemplo, la Unién Europea ha establecido la
Directiva sobre nitratos, y la Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos (EPA) considera la
contaminacion por nitratos en las aguas subterraneas como un evento que requiere una accion inmediata.

En la actualidad, la aplicacion de fertilizantes en la agricultura se basa principalmente en la experiencia de los
agricultores, las recomendaciones de los expertos y los analisis esporadicos del suelo. Ninguna de estas
técnicas proporciona informacion que esté en linea con la escala temporal de la movilizacion de fertilizantes
nitrogenados (tasas de movimiento de la solucién de nitrato a través de los sedimentos del suelo), el
consumo y la dinamica de transformacion en el suelo.

En la actualidad, la supervision de los parametros quimicos de los suelos se realiza en muestras de agua,
que pueden obtenerse, por ejemplo, mediante una ventosa que se coloca en el suelo, o extrayendo muestras
de suelo. Las muestras de agua recogidas mediante este mecanismo se transfieren normalmente a un
laboratorio para su posterior analisis quimico, o se analizan in situ mediante un kit analitico. Sin embargo, el
nitrato del suelo es muy soluble, moévil y, obviamente, es consumido por los cultivos. Ademas, la
concentracion de nitrato en el suelo puede fluctuar en escalas de tiempo de horas a dias, como respuesta a
diferentes esquemas de riego, precipitacion, fertilizacion, absorcion por las raices y diferentes fases de
crecimiento de las plantas. Por tanto, la supervision de la concentracion de nitrato mediante herramientas
convencionales no cumple con la resolucién temporal necesaria para optimizar los esquemas de fertilizacion,
al tiempo que se evita la contaminacién de las aguas subterraneas debido a la aplicacion excesiva de
fertilizantes. Ademas, las técnicas actuales normalmente requieren que el manejo de los esquemas de
muestreo esté a cargo de un equipo de investigacion dedicado, no de los agricultores.

La espectroscopia de absorcion ultravioleta (UV) es uno de los procedimientos mas comunes para el andlisis
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de nitrato en solucién acuosa. El nitrato en solucién acuosa absorbe luz en dos regiones de longitud de onda
principales: (a) una banda de alta absorbancia entre 200 y 240 nm; y (b) una banda de baja absorbancia
entre 280 y 320 nm. Si bien se sabe que la absorbancia en ambas bandas tiene una correlacion directa con la
concentracion de nitrato, la absorbancia a 220 nm es dos 6rdenes de magnitud mayor en comparacion con la
absorbancia a 300 nm.

Tuly et al, (2009), "In Situ Monitoring of Soil Solution Nitrate: Proof of Concept",
https://www.researchgate.net/publication/231523625, sugiere una técnica para la supervision continua de
concentraciones de nitrato en solucion de suelo. Se aplica una espectroscopia de absorbancia en una
muestra dentro de una copa porosa de acero inoxidable, que se instala en el suelo. La copa porosa se llena
con agua desionizada, que se coloca en un depédsito de solucion de nitrato de potasio. Una vez que la
solucion dentro de la copa alcanza el equilibrio quimico por difusion entre la copa porosa y el medio
circundante, el espectro de absorcion de la solucién se mide por medio de una sonda de inmersion UV. La
configuracion propuesta de Tuly et al, (2009) utiliza una fuente de luz UV y una sonda de inmersién que estan
conectadas al espectrofotometro a través de fibras opticas, para determinar continuamente la concentracion
de nitrato dentro de la copa. Sin embargo, esta técnica tiene una aplicabilidad limitada, por dos razones
principales: (a) la obtencion del equilibrio quimico entre la copa porosa y el medio circundante, especialmente
en sedimentos no saturados con un almacenamiento de agua limitado, es bastante lenta, lo que da como
resultado un desfase temporal entre la variacion real de la concentracion de nitrato en el suelo respecto a su
medicion real. Por lo tanto, es posible que no se registren variaciones rapidas de concentracién, como las
esperadas después de eventos intensivos de riego o fertilizacién; y (b) la presencia de carbono organico
disuelto (DOC, Dissolved Organic Carbon) natural en el suelo limita la precision de la absorcién de UV
mediante andlisis espectroscopico, ya que tanto el nitrato como el DOC del suelo absorben la luz UV en
intervalos de longitudes de onda superpuestos.

La Patente WO 2018/104939 A1, Yeshno et al., 2019 sugiere una técnica de supervision de nitrato que se
basa en un analisis espectral continuo del agua intersticial del suelo en una celda de flujo éptico. La celda de
flujo éptico esta conectada a una interfaz porosa que obtiene un flujo continuo de agua intersticial del suelo.
El espectro de absorcion del agua intersticial del suelo se registra y analiza continuamente para determinar
en tiempo real la concentracion de nitrato. El andlisis implica un escaneo del espectro de absorcion del agua
intersticial del suelo para identificar una longitud de onda 6ptima donde la interferencia del DOC en la
medicion de nitrato sea minima. El sistema para llevar a cabo esta técnica requiere para su funcionamiento
un espectrofotdbmetro UV de banda ancha y, en consecuencia, una lampara UV de deuterio de amplio rango.
Sin embargo, a pesar de la capacidad del sistema para medir continuamente la concentracion de nitrato in
situ, las grandes dimensiones del sistema, junto con su elevado consumo energético, o hacen demasiado
voluminoso y caro para aplicaciones practicas y comerciales.

En resumen, el sistema optico de |a técnica anterior de la Patente WO 2018/104939 A1 para determinar el
nivel de nitrato en un suelo cultivado requiere basicamente los siguientes componentes:

a. Una o mas celdas de muestreo, cada una de las cuales permite la extraccion de una muestra de agua
intersticial de una region especifica del suelo;

b. Cada celda de muestreo esta conectada a una celda de flujo 6ptico para el analisis espectral continuo
o frecuente del agua intersticial del suelo;

c. Una fuente de luz UV para aplicar un haz de luz en longitudes de onda entre 200 y 240 nm a través de
la muestra de agua en la celda de flujo;

d. Un fotodetector o un espectrofotdbmetro para acumular la luz del haz de luz, después de su paso a
través de la muestra de agua;

e. Una unidad de procesamiento para determinar el nivel de absorcién de luz (basandose en la ecuacion
de Beer-Lambert), y

f. Una unidad de procesamiento para estimar las concentraciones de nitratos basandose en una
ecuacion de calibracion empirica previamente preparada. La ecuacion de calibracién se obtiene
mediante un algoritmo que localiza una longitud de onda Optima, donde se encuentra una interferencia
minima del DOC;

a. La Patente WO 2018/104939 A1 también muestra como el sistema puede realizar analisis en una
pluralidad de regiones, mientras que cada vez se selecciona una sola region para los andlisis. Un
objetivo de la presente invencion es dar a conocer un sistema para determinar en tiempo real e in situ un
nivel de nitrato en el suelo, que es mas simple en estructura, compacto en tamafio y de menor costo en
comparacion con sistemas similares de la técnica anterior.

Un objetivo particular de la presente invencion es eliminar los efectos del DOC existente en una muestra de
agua intersticial sobre el espectro de absorcion, para permitir de este modo la utilizacién de la técnica de
espectroscopia de absorcion para estimar la concentracion de nitrato acuoso en presencia de DOC en la
solucion.

Otros objetivos y ventajas de la presente invencion se pondran de manifiesto a medida que avance la
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descripcion.

La Patente CN-A-109655110 sugiere una fuente de luz LED empaquetada compuesta y un dispositivo de
supervision de calidad de agua multiparamétrico basado en la fuente de luz, de modo que los indices de
nitrato, turbidez y cromaticidad se puedan medir simultaneamente.

La Patente WO-A1-2017/156258 sugiere un sensor optico de nitrato para determinar la calidad del agua,
incluido la supervision de la calidad del agua mediante multiples parametros.

B.D. SHAW ET AL, en "Analysis of lon and Dissolved Organic Carbon Interference on Soil Solution Nitrate
Concentration Measurements Using Ultraviolet Absorption Spectroscopy”, VADOSE ZONE JOURNAL,
vol. 13, n.2 12, 19 de diciembre de 2014, péaginas 1-9, DOI: 10.2136/vzj2014.06.0071 sugiere una sonda de
supervision de nitrato in situ y examina su rendimiento en presencia de especies ibnicas potencialmente
interferentes y carbono organico disuelto (DOC).

ANTHONY C. EDWARDS ET AL, en "Determination of Nitrate in Water Containing Dissolved Organic Carbon
by Ultraviolet Spectroscopy”, International Journal of Environmental Analytical Chemistry, vol. 80, n.% 1, 2001,
paginas 49-59, GB, ISSN: 0306-7319, DOI: 10.1080/03067310108044385 sugiere un enfoque de dos
longitudes de onda para la correccién de la absorbancia que la materia organica, tal como el nitrato, podria
haber aportado.

Caracteristicas de la invencién

La presente invencion se refiere a un sistema para determinar un nivel de nitrato en una muestra de agua
segun se define en la reivindicacion 1. El sistema comprende:

(a) una celda de flujo 6ptico que es al menos parcialmente transparente y que esta configurada para contener
una muestra de agua; (b) un primer iluminador para iluminar la muestra dentro de la celda mediante luz en
una primera longitud de onda, y un primer fotodetector para recoger la iluminacion de la primera longitud de
onda, después del paso de la luz a través de la muestra; (c) un segundo iluminador para iluminar la muestra
dentro de la celda mediante luz en una segunda longitud de onda de excitacion de fluorescencia, y un
segundo fotodetector para recoger la iluminacion en una tercera longitud de onda de emision de fluorescencia
desde la muestra; y (d) una unidad de analisis para: (d.1) determinar un efecto global de nitrato+DOC (en
adelante, los términos "nitrato+DOC" y "nitrato y DOC" se utilizan indistintamente, y su esencia es la mismay)
dentro de la muestra sobre |la absorbancia de la muestra, siendo dicho efecto de nitrato+DOC proporcional a
una tasa de absorbancia de luz debido a dicha iluminacion por dicho primer iluminador, determinandose dicha
absorbancia a partir de una diferencia entre un nivel de iluminacion por dicho primer iluminador y un nivel de
iluminacion recogida por dicho primer fotodetector; (d.2) determinar una concentracion de DOC dentro de la
muestra, siendo dicha concentracion de DOC proporcional a una intensidad de dicha emision de
fluorescencia desde la muestra debido a dicha iluminacion por dicho segundo iluminador, y tal como es
recogida por dicho segundo fotodetector; y (d.3) restar dicho efecto de DOC de dicho efecto de nitrato+DOC
sobre la absorbancia, para determinar de este modo la concentracion de nitrato dentro de la muestra.

En una realizacion de la presente invencion, el sistema comprende ademas una primera tabla de consulta,
para convertir la diferencia medida en la etapa (d.1) en un nivel de concentracion de nitrato y DOC.

En una realizacion de la presente invencion, el sistema comprende ademas una segunda tabla de blusqueda
para convertir dicha emision de fluorescencia medida en la etapa (d.2) en un nivel de concentracion de DOC.

En una realizacion de la presente invencion, el sistema comprende ademas una tercera tabla de busqueda,
para calibrar el resultado de la resta basandose en un tipo especifico de DOC que se sabe que esta en la
muestra analizada especifica, en el que dicho tipo de DOC refleja una composicion quimica especifica de
DOC.

En una realizacion de |a presente invencion, se utiliza una ecuacion matematica para convertir las mediciones
de absorbancia y/o fluorescencia en niveles de concentracion.

En una realizacion de la presente invencion, el sistema comprende ademas uno o mas iluminadores
adicionales y uno o mas fotodetectores adicionales, para medir la absorbancia y/o la emision de fluorescencia
en longitudes de onda adicionales, para determinar de este modo un tipo especifico de DOC dentro de la
muestra.

En una realizaciéon de la presente invencion, la unidad de analisis comprende un modelo matematico para
extraer el valor de nitrato basandose en las mediciones de absorcion y fluorescencia, comprendiendo el
modelo matematico:
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Donde A es la absorbancia medida a una longitud de onda dada (A1,2(nm)), exost.poc(Auznm)) es un
coeficiente de atenuacion molar para el nitrato 0 el DOC (L mol’ cm™) a una longitud de onda
dada (M.2(nm)), Cooc es la concentracion de DOC (mol L) tal como se obtiene de dicho segundo
fotodetector, cnos €s Una concentracion de nitrato (mol L), y / es una longitud de trayectoria éptica (cm).

En una realizacion de la presente invencion, la unidad de andlisis aplica una técnica de aprendizaje
automatico que comprende: (a) generar una pluralidad de mediciones de absorcion y fluorescencia para
diferentes valores de concentracion de nitrato y diversos tipos de DOC y concentraciones respectivas; (b)
seleccionar y adaptar una o mas redes de aprendizaje profundo; (c) entrenar al menos una de las redes de
aprendizaje profundo seleccionadas; y (d) utilizar la red entrenada para calcular la concentraciéon de nitrato
basandose en mediciones de absorcion y fluorescencia.

En una realizacion de la presente invencion, la primera longitud de onda se selecciona entre las bandas
de 200-250 nm y 280-320 nm.

En una realizacion de la presente invencion, la segunda longitud de onda de excitacion esta dentro de una
banda de 225 nm-600 nm.

En una realizacion de la presente invencion, la tercera longitud de onda de emisién de fluorescencia esta
dentro de una banda de 250 nm-700 nm.

En una realizacion de la presente invencion, el sistema comprende ademas un primer filtro para asegurar que
solo la radiacion en la primera longitud de onda llegue al primer fotodetector.

En una realizacion de la presente invencion, el sistema comprende ademas un segundo filtro para asegurar
que solo la radiacion en la tercera longitud de onda llegue al segundo fotodetector.

En una realizacion de la presente invencion, la muestra de agua se toma de un suelo o de un depo6sito de
agua.

En una realizacion de la presente invencion, la muestra de agua se recoge de un suelo cultivado mediante
una interfaz porosa y se proporciona en un caudal bajo a través de la celda de flujo 6ptico.

La presente invencion se refiere ademas a un procedimiento para determinar una tasa de concentracion de
nitrato en una muestra de agua segun se define en la reivindicacion 10. El procedimiento comprende:

(a) proporcionar la muestra; (b) iluminar la muestra en una primera longitud de onda y determinar el efecto
combinado de nitrato+DOC dentro de la muestra sobre la absorbancia, siendo dicha concentracion de
nitrato+DOC proporcional a una tasa de absorbancia de luz debido a dicha iluminacién en dicha primera
longitud de onda, determinandose dicha absorbancia a partir de una diferencia entre un nivel de iluminacion
en dicha primera longitud de onda antes de pasar por la muestra y un nivel de iluminacion recogida en dicha
primera longitud de onda después del paso a través de la muestra de agua; (c) iluminar la muestra de agua
en una segunda longitud de onda de excitacion y determinar un efecto de DOC dentro de la muestra, siendo
dicho efecto de DOC proporcional a una intensidad de emision de fluorescencia desde la muestra en una
tercera longitud de onda debido a dicha iluminacién de la muestra en dicha segunda longitud de onda; y (d)
deducir el efecto de DOC del efecto global de nitrato+DOC sobre la absorbancia, segun se determina, para
obtener de este modo la concentracion de nitrato en la muestra.

En una realizacion de la presente invencion, el procedimiento comprende ademas la utilizaciéon de una
primera tabla de busqueda para convertir la absorbancia en un nivel de concentracion de nitrato+DOC.

En una realizacion de la presente invencion, el procedimiento comprende ademas la utilizaciéon de una
segunda tabla de busqueda para convertir dicha emision de fluorescencia en un nivel de concentracion de
DOC.

En una realizacion de la presente invencion, el procedimiento comprende ademas la utilizacién de una tercera
tabla de busqueda, para calibrar el resultado de la deduccién basandose en un tipo especifico de DOC que
se sabe que esta en la muestra analizada especifica, en el que dicho tipo de DOC refleja una composicion
quimica especifica de DOC.
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En una realizacion de la presente invencion, el procedimiento comprende ademas la utilizaciéon de una
ecuacion matematica para convertir las mediciones de absorbancia y/o fluorescencia en niveles de
concentracion.

En una realizacion de la presente invencion, el procedimiento comprende ademas medir la absorbancia y/o la
emision de fluorescencia en longitudes de onda adicionales, para determinar de este modo un tipo especifico
de DOC dentro de la muestra.

En una realizacion de la presente invencion, el procedimiento comprende un modelo matematico para extraer
el valor de nitrato basandose en las mediciones de absorcion y fluorescencia, comprendiendo el modelo
matematico:
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Dénde A es la absorbancia medida a una longitud de onda dada (As2(nm)), ‘(‘N”?li’"‘f(/i’"z{nm)) es un
coeficiente de atenuacion molar para el nitrato 0 el DOC (L mol’ cm™) a una longitud de onda
dada (A12(nm)), Cooc €s la concentracion de DOC (mol L") tal como se obtiene de dicho segundo
fotodetector, Cnos €s Una concentracion de nitrato (mol L), y /es una longitud de trayectoria optica (cm).

En una realizacion de la presente invencion, la primera longitud de onda se selecciona entre las bandas
de 200-250 nm o 280-320 nm.

En una realizacion de la presente invencion, la segunda longitud de onda de excitacion estd en el orden
de 225-400 nm.

En una realizacion de la presente invencion, la tercera longitud de onda de emision de fluorescencia esta en
el orden de 250 nm-500 nm.

En una realizacion de la presente invencion, la muestra de agua se toma de un suelo o de un depo6sito de
agua.

En una realizacion de la presente invencion, el procedimiento aplica ademas una técnica de aprendizaje
automatico, que comprende las etapas de (a) generar una pluralidad de mediciones de absorcion y
fluorescencia para diferentes valores de concentracion de nitrato y diferentes tipos de DOC, y sus respectivas
concentraciones de DOC; (b) seleccionar una o mas redes de aprendizaje profundo; (c) entrenar la red y
seleccionar aquella que tenga el mejor rendimiento; y (d) calcular la concentracion de nitrato basandose en
dichas mediciones de absorcion y fluorescencia.

Breve descripcidn de los dibujos

En los dibujos:

— La figura 1 ilustra de manera general en forma de diagrama de flujo un procedimiento para determinar una
concentracion de nitrato en una muestra de agua, de acuerdo con una realizacion de la presente invencion;

— La figura 2 ilustra esquematicamente una estructura de un sistema para determinar una concentracion de
nitrato en el agua intersticial del suelo, de acuerdo con una realizacion de la presente invencion;

— La figura 3 ilustra un procedimiento para determinar la concentracion de nitrato en una solucion de suelo (o
solucion acuosa), de acuerdo con una realizacion de la presente invencion;

— La figura 4 ejemplifica un patrén complejo en la relacion entre la concentracién de nitrato, la concentracion
de DOC y la absorcion de UV para el agua del suelo obtenida a partir de muestras de agua de suelo de
invernadero convencionales;

— La figura 5 muestra una proyeccion 3D de los resultados experimentales;

— La figura 6 muestra una curva de calibracion para una concentracion de DOC;

— La figura 7 muestra la concentracion de nitrato observada (conocida) frente a la concentraciéon de nitrato
prevista mediante el nuevo concepto analitico de la presente invencion, para muestras de agua del suelo
de 6 sitios agricolas.

— La figura 8 muestra las concentraciones de nitrato observadas frente a las previstas, para el extracto de agua
de la mezcla de suelo de humus, cuando la ecuacion de calibracion se obtuvo para la absorcion a 235 nm.
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Descripcion detallada de las realizaciones preferentes

La presente invencion da a conocer un sistema Optico para determinar el nivel de nitrato en un suelo
cultivado, que supera los inconvenientes de sistemas similares de la técnica anterior. En resumen:

a. El sistema puede utilizar componentes de bajo costo y bajo consumo energético, tales como fuentes
de luz de tipo LED y fotodetectores de tipo semiconductor;

b. Mientras que los sistemas de la técnica anterior se basan Unicamente en la medicién de la absorcion,
el sistema de la presente invencién mide: (i) la absorcion resultante de la iluminacion mediante una
primera fuente de luz para medir un efecto combinado tanto del nitrato como del DOC; y (ii) una emision
de fluorescencia resultante de la iluminacion mediante una segunda fuente de luz para medir la
concentracion de DOC, y anula su efecto sobre la medicién de la absorcién mediante |a utilizacién de un
algoritmo de procesamiento de sefiales. Esta técnica de medicion dual permite separar el efecto del DOC
del efecto combinado del nitrato+DOC sobre la medicion, por lo que la técnica permite determinar la
concentracion real de nitrato en la muestra de agua. Esta estructura y este andlisis eliminan la necesidad
de utilizar un sistema engorroso con una fuente de luz de potencia relativamente alta y de alto costo, y la
necesidad de utilizar un espectrometro para determinar una frecuencia operativa 6ptima en la que el
efecto del DOC sobre la medicién sea minimo;

c. El sistema aplica algoritmos para calcular la concentracion de nitrato;

d. El sistema aplica una o mas bases de datos para calibrar la medicion. Opcionalmente, se utilizan
varias bases de datos para adaptarse a diferentes tipos de suelos (por lo tanto, diferentes composiciones
de materiales y propiedades opticas dentro del DOC);

e. Una segunda realizacion del sistema de la presente invencién aplica un modelo matematico de la
concentracion de DOC en funcién de la potencia de fluorescencia y de la absorcion de luz en funcién de
la concentracion de nitrato+DOC y resuelve una ecuacion de dos variables;

f. Una tercera realizacion del sistema de la presente invencion aplica multiples mediciones para entrenar
una red de aprendizaje profundo, que posteriormente se utiliza para calcular la concentracion de nitrato
basandose en dos mediciones de absorcion y fluorescencia.

La figura 1 ilustra de manera general en forma de diagrama de flujo un procedimiento 100 para determinar
una concentracion de nitrato en una muestra de agua (por ejemplo, que se toma de suelo cultivado, efluente
de planta de tratamiento de aguas residuales, sistemas de agricultura hidropdnica/acuapoénica, rios, lagos y
otras aplicaciones agricolas y medioambientales. En adelante, por motivos de simplicidad, la descripcion se
referird a una muestra que se toma del suelo) de acuerdo con una realizacion de la presente invencion. En la
etapa 112, se obtiene una muestra de agua del suelo, por ejemplo, mediante la utilizaciéon de una interfaz
porosa. En una realizacion, la muestra fluye a un caudal bajo a través de una celda de flujo 6ptico. En la
etapa 114, se ilumina la muestra de agua y se determina el efecto combinado del nitrato+DOC (denominado
en los dibujos como "N+DOC") sobre la absorbancia. En la etapa 1186, y tras la aplicacion de una iluminacion
de excitacion sobre la muestra en la celda de flujo 6ptico, se determina la concentracion de DOC unicamente
en la muestra midiendo la intensidad de la emision de fluorescencia desde la muestra. Finalmente, en la
etapa 118, se determina la concentracion de nitrato en la muestra, restando el efecto del DOC (tal como se
obtuvo en la etapa 116) sobre la absorbancia, de la absorbancia combinada a la concentracion de N+DOC tal
como se obtuvo en la etapa 114. El término "restar”, que aparece a lo largo de esta solicitud, no se refiere
necesariamente a una operacion matematica pura, sino mas bien a una operacion que compensa el efecto
del DOC de la combinacion de N+DOC.

La figura 2 ilustra esquematicamente una estructura del sistema 200 para determinar una concentracion de
nitrato en el agua intersticial del suelo, de acuerdo con una realizacion de la presente invencion. Una interfaz
porosa de pequefio volumen muerto 202 se coloca en el suelo para obtener una corriente continua de bajo
flujo de solucidn de agua intersticial del suelo. El agua intersticial del suelo fluye a través de una celda de flujo
optico 206 mediante un tubo de diametro pequefio (por ejemplo, didmetro interior <1,6 mm) 204. La
extraccion de la muestra del suelo se realiza, por ejemplo, mediante la aplicacion de baja presion (vacio) en
la interfaz porosa. La muestra puede descargarse o acumularse posteriormente para un analisis adicional o
calibracion del sistema en la camara de acumulacion de muestras 232. La carcasa de la celda de flujo 206 es
al menos parcialmente transparente, para permitir el paso de haces de luz a través de la misma. Una primera
fuente de luz 212, preferentemente de tipo LED, ilumina la celda en una primera longitud de onda UV, por
ejemplo cercana a los 300 nm. El haz de luz de la primera fuente de luz 212 pasa a través de la celda de flujo
optico 206 en la que fluye el agua intersticial del suelo, mientras que parte de la energia del haz de luz es
absorbida por los componentes del agua (que a su vez contienen nitrato y DOC). La energia restante del haz
de luz de la primera fuente de luz 212 es acumulada por el fotodetector 222, formando una sefal de
absorbancia 252. Una unidad de procesamiento 240 se utiliza para calcular la sefial de absorbancia que
refleja la diferencia entre la intensidad de iluminacion de la primera fuente de luz 212 y la intensidad de luz
que se acumula por el fotodetector 222 (ecuacion de Beer Lambert). Una segunda fuente de luz 214,
preferentemente de un tipo LED, ilumina la celda 206 en una segunda longitud de onda, por ejemplo, en una
longitud de onda de excitacion cercana a los 350 nm. El haz de luz procedente de la segunda fuente de
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luz 214 excita el DOC dentro de la muestra de agua, provocando una emision de fluorescencia de DOC a una
longitud de onda secundaria de, por ejemplo, 451 nm. La emision de fluorescencia resulta sustancialmente
solo del DOC, es proporcional a la concentracion de DOC y es independiente de la concentracion de nitrato
dentro de la muestra. La emision de fluorescencia resultante del segundo haz de luz es acumulada por el
segundo fotodetector 224, formando una sefial de fluorescencia 254. La sefial de fluorescencia 254 se
transmite a la unidad de procesamiento 240 donde se utiliza una ecuacion de calibracion predeterminada
para estimar la concentracion de DOC en la muestra. Como se mencioné anteriormente, la intensidad de la
emision de fluorescencia es proporcional a la concentracion de DOC en la solucién. Sin embargo, la
intensidad de la emision de fluorescencia, en si misma, también es proporcional a la intensidad de la
iluminacion de excitacion por la segunda fuente de luz 214. Sin embargo, |a intensidad de la iluminacién de
excitacion es un parametro que esta controlado por el operador del sistema. Preferentemente, los filtros 242
y 244 estan ubicados frente a los detectores oOpticos 222 y 224, respectivamente, para asegurar el paso
unicamente de las longitudes de onda de interés hacia los respectivos detectores. Por ejemplo, un filtro 244
que permite unicamente luz a 451 nm esta ubicado frente al detector de fluorescencia 224, asegurando que la
luz de 350 nm del haz de excitacién no sera recibida y saturara el detector 224 o enmascarara la lectura de
fluorescencia. Ademas, un filtro para permitir Gnicamente el paso de, por ejemplo, 300 nm esta ubicado frente
al detector de absorbancia 222, para asegurar que la medicion se realizara tnicamente en la region donde el
nitrato tiene un pico de absorbancia maximo.

La figura 3 ilustra un procedimiento 300 para determinar la concentracion de nitrato en el suelo (o en otro
medio que contenga nitrato, como se ha comentado anteriormente), segln una realizacion de la presente
invencion. En la etapa 312, el agua intersticial del suelo se ilumina en una primera longitud de onda mediante
un haz de iluminacion, normalmente en la banda de 200-240 nm, o preferentemente en la de 280-320 nm,
donde puede funcionar un iluminador de tipo LED. En la etapa 322, la absorbancia total que es el resultado
de la presencia de N+DOC en la solucion se calcula en referencia a una solucion en blanco predeterminada,
por ejemplo, agua bidestilada (DDW, double distilled water). En la etapa 340, la absorbancia calculada se
sustituye dentro de una ecuacién polinémica predeterminada. Esta ecuacion se sustituye ademas con valores
de una ecuacion de una primera tabla de consulta 332 que proporciona un nivel de concentracion de N/DOC
especifico para cada absorcion combinada especifica de N+DOC en la solucién. La tabla de consulta 332 se
obtiene principalmente mediante la utilizacidon de experimentos, como se explicara mas adelante en la
seccion de ejemplos. De manera sustancialmente simultanea, la muestra de agua se ilumina 314 con luz en
una segunda longitud de onda, por ejemplo, 350 nm o cualquier otra longitud de onda que sea adecuada para
excitar una iluminaciéon de fluorescencia de DOC desde la muestra. En la etapa 324, un fotodetector, que esta
ajustado para detectar en |a longitud de onda de la emisién de fluorescencia, por ejemplo 451 nm, detecta la
intensidad de la emision de fluorescencia desde la muestra. La fluorescencia de excitacién/emision a 350/451
nm resulta Unicamente de la existencia de DOC en la muestra. Ademas, se ha descubierto que, para un tipo
de suelo dado, la intensidad de la emision de fluorescencia se puede encontrar en una correlacion lineal o
polinébmica con la tasa de concentracion de DOC en la muestra. En la etapa 344, y dada la intensidad de la
emision de fluorescencia segun se determina en la etapa 324, se determina la concentracion de DOC en la
muestra. Esto también se hace mediante la utilizacién de una segunda tabla de consulta de calibracion 364.
La segunda tabla de consulta de calibracion 364, tras la presentacion de una intensidad de emision
especifica, proporciona una tasa de concentracion especifica de DOC. La tabla de consulta de
calibracion 364 también se prepara de antemano, normalmente mediante la utilizacion de experimentos.
Preferentemente, la tabla de consulta 364 se refiere selectivamente al tipo de suelo especifico que se utiliza
realmente. Se ha descubierto que la composicion quimica del DOC cambia un poco de un tipo de suelo a
otro. Por lo tanto, es preferente preparar una pluralidad de tablas de consulta de calibracion 364, cada una
para un tipo especifico de suelo, y utilizar realmente |a tabla de consulta (o los datos de la misma) que mejor
se adapte al tipo de suelo examinado. La concentracion de DOC determinada en la etapa 344 se sustituye
entonces dentro de la ecuaciéon de calibracion polindomica predeterminada 340. Finalmente, la ecuacion
polinémica utiliza la concentracion de DOC dada para deducir su atribucion a la absorcion combinada
de N+DOC, como se indica en la etapa 322. En otras palabras, la ecuacioén polinébmica devuelve la
concentracion de N como una funcion de la concentracion de DOC (o su efecto) en la solucion, y la
absorbancia general causada por N + DOC.

Ejemplo

Para este estudio se recogieron y analizaron suelos de cinco campos agricolas diferentes de la llanura
costera de lIsrael, incluidos: invernaderos organicos y convencionales para cultivos de hortalizas, campo
abierto que se utiliza para cultivos mixtos rotativos y un huerto de citricos. Estos sitios se eligieron para
representar un espectro de practicas agricolas tipicas en diferentes suelos. Ademas, también se examind la
mezcla de suelo de humus comercial del compost comercial "Dovrat” para representar un impacto potencial
de la aplicacion de compost en la agricultura sobre el DOC del agua del suelo.

Las muestras de solucion de suelo se obtuvieron de una mezcla de suelo y DDW. Las mezclas se dejaron

reposar durante 24 horas para permitir que la solucién alcanzara un equilibrio quimico con el carbono
organico disuelto natural del suelo. La fase de suelo y la fase liquida en cada muestra se separaron mediante
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una centrifuga de laboratorio estandar, y los sélidos suspendidos se eliminaron mediante filtros de membrana
de 0,22 um. A continuacion, las muestras se diluyeron para obtener una serie de réplicas que reflejaran
diferentes concentraciones de DOC. Cada réplica de concentracion de DOC se enriquecié con un volumen
especifico de 10.000 ppm de solucion estandar de nitrato de potasio, para obtener entre 4 y 6
concentraciones diferentes de nitrato por cada nivel de DOC. Como resultado, se cred una matriz compuesta
por 25 a 30 muestras de diferentes combinaciones de concentraciones de DOC y nitrato, que iban desde cero
hasta aproximadamente 1.000 ppm de nitrato, y entre cero y aproximadamente 100 ppm de DOC, a partir de
los extractos de suelo en cada sitio agricola.

Los valores iniciales de DOC y Nitrogeno Total (TN, fotal nitrogen) en cada muestra se estimaron mediante
un analizador multi N /C 2100s TOC /TN de Analytic Jena, mientras que la concentracion de nitrato en cada
muestra se determind por cromatografo idnico ICS 5000de Dionex. La absorcion de cada una de las muestras
a 300 nm se determind utilizando el espectrofotémetro lector de microplacas multimodo Spark 10 de TECAN.
La absorbancia de |a luz se definié mediante la ecuacion de Lambert-Beer:

133

dénde [ refleja la intensidad de la luz después de pasar a través de la solucion examinada e /) es la
intensidad de la luz de la fuente, o la intensidad de la luz de la fuente después de pasar por DDW como
referencia.

Se aplico una técnica de espectroscopia de fluorescencia para medir la concentracion de DOC en la solucion
examinada. El hecho de que la espectroscopia de fluorescencia de DOC no se vea afectada por la presencia
de nitrato en la solucién hace que sea facil separar el efecto Unico de la absorcién por nitrato y DOC. Las
mediciones de fluorescencia se realizaron mediante espectrofotometro Infinite M200 de TECAN con
excitacion (EX)/emision (EM) a 350/451 nm. Los resultados de los andlisis quimicos y espectrales se
utilizaron para obtener una serie de bases de datos matriciales que contienen concentraciones de nitrato y
DOC y absorbancia a 300 nm (una por sitio de muestreo). En teoria, la aplicacion de una técnica de
absorcion UV en soluciones acuosas de nitrato deberia dar como resultado una correlacion lineal clara entre
la tasa de absorcion y la concentracion de nitrato. La figura 4 ejemplifica dicho patréon complejo en la relacion
entre la concentracion de nitrato, la concentracion de DOC y la absorcion UV para el agua del suelo obtenida
de la estacion de campo de invernadero convencional. De hecho, dado que tanto el nitrato como el DOC
absorben luz en diferentes intensidades a 300 nm, su contribucion a la absorbancia total a 300 nm puede
describirse como su superposicion de absorbancia acumulada. Como tal, un modelo 2D (como se presenta
en la figura 4) no es tan adecuado para caracterizar la relacion entre la concentracion de N / DOC y la
absorcion UV. La figura 4 muestra la concentracion de nitrato frente a la absorcion a 300 nm de la matriz de
muestras de agua obtenidas del invernadero convencional. Cada punto de datos representa una muestra de
agua del suelo con una concentracion conocida de DOC (indicada por anotaciones junto a cada punto (ppmy))
y con una concentracion conocida de nitrato. Cabe sefialar que el gje X se convirtié a una escala logaritmica
simplemente para mejorar la visualizacion. Sin embargo, al proyectar los datos en un dominio 3D, se puede
ver que la relacion entre las tres variables crea un plan que se puede cuantificar matematicamente (figura 5).
La aplicacion de un modelo de regresion multivariable (por ejemplo, ecuacion polindmica en (MATLAB) ha
demostrado como la concentracion de nitrato en una muestra se puede estimar en funcion del DOC y la
absorbancia a 300 nm. La siguiente es una ecuacion polinémica general para la estimacion de nitrato:

R

N P o . N & e o L EY s
BESS R w oordhe » Py §¢
(<-§x>-§ 3w Flaa $ S EANY r Pig¥R tEN

Doénde: Nitrato es la concentracion de nitrato (ppm), DOC indica la concentracion de DOC (ppm), Abs indica
la absorbancia medida a 300 nm (unidades arbitrarias), y Po, P10y Por son los coeficientes obtenidos de las
regresiones.

La emision de fluorescencia a 451 nm de muestras con concentraciones conocidas de DOC se utilizé para
desarrollar una curva de calibracion para cada sitio, como se muestra en la figura 6. Un analisis de la relacion
entre la concentracion de DOC y la intensidad de fluorescencia en las diversas muestras de agua de
diferentes campos, respectivamente, ha demostrado que aunque algunas curvas siguen una misma
tendencia, teniendo asi curvas de calibracién idénticas (huerto de citricos y campo abierto), cada grupo de
muestras tiene su propia ecuacion de calibracion unica debido a la variacion en las caracteristicas quimicas y
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opticas del DOC entre los diversos sitios. La composicion de la materia organica que compone el DOC se ve
afectada por las caracteristicas especificas del sitio, tales como: tipo de cultivo agricola, actividad biolégica en
el suelo, el tipo de compost aplicado y el tipo de material utilizado para fertilizar. Por lo tanto, las curvas de
calibracion para las concentraciones de DOC tienen que ser especificas del sitio para poder utilizarse
adecuadamente en la espectroscopia de fluorescencia. Ademas, dado que la variabilidad quimica en DOC
afecta también al espectro de absorbancia, la ecuacion polinémica descrita anteriormente para estimar la
concentracion de nitrato deberia ser preferentemente especifica del sitio. No obstante, se concluy6 que el
impacto del DOC en el espectro de absorcion, como resultado de su composicidn gquimica, permanece
relativamente constante a lo largo del tiempo y es una caracteristica especifica del sitio. Esto demuestra que
una vez que se obtiene una ecuacion de calibracion inicial, esta ecuacion se puede utilizar para ese sitio en
particular repetidamente a largo plazo, lo que hace posible una medicién continua en tiempo real de la
concentracion de nitrato en el suelo.

Las mediciones de concentracion de DOC, obtenidas a partir de la emisién de fluorescencia a 451 nm, junto
con la absorbancia total a 300 nm, permitieron estimar la concentracion de nitrato en una serie de soluciones
obtenidas de los sitios de campo mencionados anteriormente (figura 7). El modelo conceptual estim6 con
éxito las concentraciones de nitrato en todos los casos, a pesar de la presencia de DOC en las muestras de
agua. La alta correlacion entre las mediciones de nitrato observadas y las previstas (R > 0,96 y RMSE
promedio = 66,4 ppm de nitrato) muestra que la técnica es aplicable para una medicion continua y en tiempo
real de la concentraciéon de nitrato en el suelo, asi como en otras fuentes de agua que contienen DOC. El
procedimiento satisface las demandas practicas de supervision continua en tiempo real de la concentracion
de nitrato en el suelo, donde el intervalo de concentracién de nitrato puede variar de decenas a miles de ppm
durante los ciclos de fertilizacion e irrigacion. En consecuencia, los componentes basados en LED que
funcionan a 280-320 nm y los sensores correspondientes se pueden utilizar para el sistema de supervision en
linea, in situ de nitratos en suelos agricolas. No obstante, la técnica de la presente invencion puede alcanzar
una resolucion y una precision aun mayores en el futuro, cuando se desarrollen fuentes LED de luz UV (212
en la figura 2) con una longitud de onda de 200-250 nm y estén disponibles en el mercado.

En la realizacién anterior, una calibraciéon con respecto a la concentracion de nitrato utiliza un conocimiento
previo del tipo de DOC en el suelo donde se realiza realmente la determinacién de la concentracion
especifica de nitrato (es decir, cudl es el efecto adicional de la mezcla especifica de DOC en esa area sobre
la absorcion). Basandose en este conocimiento previo, se realiza una calibracion.

En otra realizacion mas, la identificacion del tipo de DOC en el area puede obtenerse automaticamente. En
una alternativa, el sistema mide la concentracion de nitrato en diversos tipos de DOC mediante |a utilizacion
de un procedimiento de dos fases, como sigue:

a. Una primera fase en la que se realizan tres mediciones Opticas de la solucion. La medicion optica
puede incluir dos mediciones de absorcion y una medicion de fluorescencia, o una medicion de absorcion
y dos mediciones de fluorescencia. Se pueden utilizar otras combinaciones de mediciones de
absorbancia y fluorescencia a muchas longitudes de onda para obtener una determinacion mas precisa
del tipo de DOC. Cada medicion o6ptica se realiza a una longitud de onda diferente;

b. Una segunda fase en la que, basandose en los resultados de las mediciones de la primera fase
mencionadas anteriormente y en el conocimiento previo de las tablas de consulta de bases de datos que
se prepararon con antelacion para diferentes DOC, el sistema identifica qué ecuacion de calibraciéon o
curva de calibracién especifica utilizar.

En una realizaciéon de la presente invencion, la unidad de analisis comprende un modelo matematico para
extraer el valor de nitrato a partir de las mediciones de absorcion, basandose en la ecuacion de Beer
Lambert:

A(A) = e(AxCxi
Donde A es la absorbancia medida a una longitud de onda dada (A(nm)), 2(1) es el coeficiente de atenuacion
molar (L mol" cm™) a una longitud de onda dada (A(nm)), C es la concentracion de iones examinada (mol L)
y /es una longitud de trayectoria éptica (cm).

La concentracion de nitrato se puede obtener mediante un conjunto de dos ecuaciones con dos incognitas
como las siguientes:

A 1 (}L*i) = AN()J (31) + ‘430(:(‘11) = ""‘N()‘;: 1 (/{1>x({:\;03\ }}Z:IE + ?‘9(,(:(-11)3:((1‘{)0(:)}:{ (1)

A2(%;) = A Nyt (A2) + Appe(A2) = Exogt (,f{;z)x(,cxo_;"*)xz + £pe(A)x{Cppe)xl (2)
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De la consolidacion de la ecuacion (1)+(2) podemos extraer la concentracion de nitrato (ecuacion (3)):

;

A ——1('/1_1)*'4400(:('/11)

C A XE f‘{}k )”'{' (% )

~ - -~ ¥ CnneUt
RO AN 31(;’2} ar _,K22)‘, DOCNZ DOCVH

CNO;1 = & AT Appc i) (3}
3

Eon-1{d )~( - - )% -1{Az)
Nog 1 \ANO;I,kﬁf“.)‘*'ADOC('{?.}/ NO3 :

Donde A es la absorbancia medida a una longitud de onda dada (A12(nm)), OOt (&"Z(Hm)) un
coeficiente de atenuacion molar para el nitrato 0 el DOC (L mol’ cm™) a una longitud de onda
dada (A2(nm)), Cooc €s la concentracion de DOC (mol L) tal como se obtiene de dicho segundo
fotodetector, Cwos €s Una concentracion de nitrato (mol L'"), y / es una longitud de trayectoria optica (cm).

En otra realizacion mas, se puede utilizar una técnica de aprendizaje automatico. El aprendizaje automatico
puede incluir las siguientes fases:

a. Generacion de miultiples mediciones de absorcion y fluorescencia para diferentes valores de
concentracion de nitrato y diversos tipos de DOC y sus respectivas concentraciones;

b. Seleccién y adaptacion de una 0 mas redes de aprendizaje profundo a partir de resultados conocidos;
c. Entrenamiento de la red y seleccion de aquella que prometa el mejor rendimiento;

d. Utilizacion de la red entrenada para calcular la concentracion de nitrato basandose en mediciones de
absorcion y fluorescencia de la manera descrita anteriormente.

La figura 8 muestra la concentracion de nitrato observada frente a la prevista, para el extracto de agua de la
mezcla de suelo de humus, obtenida mediante la técnica de la presente invencion. En este experimento
especifico, los datos previstos se obtuvieron para mediciones de absorbancia a 235 nm.

Si bien algunas realizaciones de la presente invencion se han descrito a modo de ilustracion, serd evidente
que la presente invencion puede llevarse a la practica con muchas modificaciones, variaciones y
adaptaciones, y con la utilizacién de numerosos equivalentes o soluciones alternativas que estan dentro del
alcance de los expertos en la materia, sin apartarse ni exceder el alcance de las reivindicaciones.
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REIVINDICACIONES
1. Sistema (200) para determinar un nivel de nitrato (118) en una muestra de agua (112), que comprende:

a. una celda de flujo 6ptico (206) que es al menos parcialmente transparente y que esta configurada para
contener una muestra (112) de agua;

b. un primer iluminador (212) para iluminar la muestra (112) dentro de la celda (206) mediante luz en una
primera longitud de onda (312), y un primer fotodetector (222) para recoger la iluminacion de la primera
longitud de onda, después del paso de la luz a través de la muestra (112);

caracterizado por que comprende ademas:

C. un segundo iluminador (214) para iluminar la muestra (112) dentro de la celda mediante luz en una
segunda longitud de onda de excitacion de fluorescencia (312), y un segundo fotodetector (224) para
recoger iluminacion en una tercera longitud de onda de emision de fluorescencia (324) desde la muestra;

y
d. una unidad de analisis para:

d.1. determinar (322) un efecto combinado de nitrato + carbono organico disuelto, denominado
nitrato+DOC, dentro de la muestra (112) sobre la absorbancia, siendo dicho efecto combinado de
nitrato+DOC proporcional a una tasa de absorbancia de luz debido a dicha iluminaciéon por dicho
primer iluminador (212), determindndose dicha absorbancia a partir de una diferencia entre un nivel
de iluminacién por dicho primer iluminador (212) y un nivel de iluminacion recogida por dicho primer
fotodetector (222);

d.2. dados (a) un nivel de intensidad por dicho segundo iluminador (212) en dicha segunda longitud
de onda de excitacion de fluorescencia (324), (b) una intensidad de emision medida (254) desde la
muestra en dicha tercera longitud de onda de emision de fluorescencia y (c) una calibracion
predeterminada (340), determinar (344) una concentracion de DOC dentro de la muestra, siendo
dicha concentracion de DOC proporcional a la intensidad (254) de dicha emision de fluorescencia
desde la muestra; y

d.3. deducir dicho efecto del DOC, basandose en la concentracion de DOC determinada, restando
dicho efecto del DOC de dicho efecto del nitrato+DOC sobre la absorbancia, para determinar de este
modo la concentracién de nitrato dentro de la muestra.

2. Sistema, segun la reivindicacion 1, que comprende ademas una primera tabla de consulta para convertir la
diferencia medida en la etapa (d. 1) en un nivel de concentracion de nitrato+DOC.

3. Sistema, segun la reivindicacion 1, que comprende una segunda tabla de consulta para convertir dicha
emision de fluorescencia medida en la etapa (d.2) en dicho nivel de concentracion de DOC.

4. Sistema, segun la reivindicacion 1, que comprende ademas una tercera tabla de busqueda, para calibrar el
resultado de la resta de la etapa (d.3) basandose en un tipo especifico de DOC que se sabe que esta en la
muestra analizada especifica, en el que dicho tipo de DOC refleja una composicion quimica especifica de
DOC.

5. Sistema, segun la reivindicacion 1, en el que se utiliza una ecuacion matematica para convertir las
mediciones de absorbancia y/o fluorescencia en niveles de concentracion.

6. Sistema, segun la reivindicacion 4, que comprende ademas uno o mas iluminadores adicionales y uno o
mas fotodetectores adicionales, que miden cada uno de ellos la absorbancia y/o la emision de fluorescencia
en longitudes de onda adicionales, para determinar de este modo un tipo especifico de DOC dentro de la
muestra.

7. Sistema, segun la reivindicacion 1, en el que dicha unidad de analisis comprende un modelo matematico
(240) para extraer el valor de nitrato basandose en dichas mediciones de absorcion y fluorescencia,
comprendiendo el modelo matematico:

vA]"OZl(-'A” _‘)'("A‘IDOCU.Jl I ) )
CDOC(ANO”‘ (Jz_.23+,qDOC(/1,3))X“DOC(R?)"F‘D”C'\A‘)
Aot @1ivAporiiy )) &)

5N051 (\/ll ) _(z“‘ ’\70"]'(22 )+AUOC( Au) 7);'5;"”051 (A")

Cyosr =

Exortooc (‘;'»-1.2 (”-m)) e

Donde A es la absorbancia medida a una longitud de onda dada (A12(nm)), S un
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coeficiente de atenuacion molar para el nitrato 0 el DOC (L mol’ cm™) a una longitud de onda
dada (A2(nm)), Cooc es la concentracion de DOC (mol L' ') tal como se obtiene de dicho segundo
fotodetector, Cnos €s una concentracion de nitrato (mol L™).

8. Sistema, segun la reivindicaciéon 1, en el que dicha primera longitud de onda se selecciona entre las
bandas de 200-250 nm y 280-320 nm, dicha segunda longitud de onda de excitacion estd dentro de una
banda de 225 nm-600 nm, y dicha tercera longitud de onda de emision de fluorescencia esta dentro de una
banda de 250 nm-700 nm.

9. Sistema segun la reivindicacion 1, en el que la muestra de agua (112) se recoge de un suelo cultivado
mediante una interfaz porosa (202), y se proporciona en un caudal bajo (204) a través de la celda de flujo
oOptico (2086).

10. Procedimiento para determinar una tasa de concentracion (340) de nitrato en una muestra de agua (112),
que comprende:

a. proporcionar la muestra (112);

b. iluminar (212) la muestra (112) en una primera longitud de onda, y determinar (322) un efecto
combinado de nitrato + Carbono Organico Disuelto, denominado nitrato+DOC dentro de la muestra (112)
sobre la absorbancia, siendo dicha concentracion de nitrato+DOC proporcional a una tasa de
absorbancia de luz debido a dicha iluminacion (212) en dicha primera longitud de onda, determinandose
dicha absorbancia a partir de una diferencia entre un nivel de iluminacion en dicha primera longitud de
onda antes de pasar por la muestra (112) y un nivel de iluminacion recogida (252) en dicha primera
longitud de onda después del paso a través de la muestra de agua (112);

caracterizado por que comprende ademas:

c. iluminar (214) la muestra de agua (112) en una segunda longitud de onda de excitacion, y
determinar (344) la concentracion de DOC dentro de la muestra (112), siendo dicha concentracion de
DOC proporcional a una intensidad de emision de fluorescencia (254) desde la muestra en una tercera
longitud de onda debido a dicha iluminacion (214) de la muestra en dicha segunda longitud de onda, en
el que dicha concentracion de DOC se determina teniendo en cuenta (a) un nivel de intensidad en dicha
segunda longitud de onda de excitacion, (b) una intensidad de emisién de fluorescencia medida desde la
muestra (112) en dicha tercera longitud de onda, y (c) una calibracién predeterminada (232); y

d. deducir (118) el efecto del DOC sobre la absorbancia basandose en la concentracion determinada de
DOC en la muestra restando el efecto del DOC del efecto combinado (114) de nitrato+DOC sobre la
absorbancia, segun se determind, para obtener de este modo la concentracion (118) de nitrato en la
muestra (112).

11. Procedimiento, segun la reivindicacion 10, que utiliza ademas una primera tabla de busqueda para
convertir dicha absorbancia (252) en niveles de concentracion de nitrato+DOC.

12. Procedimiento, segun la reivindicacion 10, que utiliza una segunda tabla de blusqueda para convertir dicha
emision de fluorescencia en un nivel de concentracion de DOC.

13. Procedimiento, segun la reivindicacion 10, que utiliza ademas una tercera tabla de busqueda, para
calibrar el resultado de la deduccion basandose en un tipo especifico de DOC que se sabe que esta en la
muestra analizada especifica, en el que dicho tipo de DOC refleja una composicion quimica especifica de
DOC.

14. Procedimiento, segun cualquiera de las reivindicaciones 10, en el que se utiliza una ecuacion matematica
para convertir las mediciones de absorbancia y/o fluorescencia en niveles de concentracion.

15. Procedimiento, segun la reivindicacion 10, que mide ademas la absorbancia y/o la emision de
fluorescencia en longitudes de onda adicionales, para determinar de este modo un tipo especifico de DOC
dentro de la muestra.

16. Procedimiento, segun la reivindicacion 10, que comprende ademas la utilizacion de un modelo

matematico (240) para extraer el valor de nitrato basandose en dichas mediciones de absorcion y
fluorescencia, comprendiendo el modelo matematico:
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donde A es la absorbancia medida a una longitud de onda dada (Ai2(nm)), i""o'f"l'l’“ml'?“(nm}) es un
coeficiente de atenuacion molar para el nitrato 0 el DOC (L mol’ cm™) a una longitud de onda
dada (A12(nm)), Cooc €s la concentracion de DOC (mol L") tal como se obtiene de dicho segundo
fotodetector, Cnos €s una concentracion de nitrato (mol L™).

17. Procedimiento, segun la reivindicacion 10, en el que dicha primera longitud de onda (212) se selecciona
entre las bandas de 200-250 nm, o 280-320 nm, en el que dicha segunda longitud de onda de
excitacion (214) estd en el orden de 225-400 nm, y dicha tercera longitud de onda de emisién de
fluorescencia estd en el orden de 250 nm-500 nm.

18. Procedimiento, segun la reivindicacion 10, que aplica ademas una técnica de aprendizaje automatico, que
comprende las etapas de:

a. generar una pluralidad de mediciones de absorcion y fluorescencia para diferentes valores de
concentracion de nitrato y diferentes tipos de DOC, y sus respectivas concentraciones de DOC;

b. seleccionar una o mas redes de aprendizaje profundo;

c. entrenar la red y seleccionar aguella que tenga el mejor rendimiento; y

d. calcular la concentracion de nitrato basandose en dichas mediciones de absorcion y fluorescencia.
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