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Resumen

La contaminacion de aguas superficiales y subterraneas por hidrocarburos es uno de los
mayores problemas ambientales, particularmente para paises productores como
Colombia. Las estadisticas de derrames accidentales de petréleo y sus derivados en
Colombia son alarmantes (50 mil barriles durante 2015), esto exige la aplicacion de
procedimientos operacionales y de emergencia encaminados a minimizar y mitigar la
contaminacién de cuerpos de agua. Siendo necesario el monitoreo in situ en tiempo real

de la contaminacién por hidrocarburos.

Esta investigacion presenta los resultados obtenidos al usar la técnica EEMs para
determinar contaminantes en agua por medio del desarrollo y evaluacion de un prototipo a
partir de la visualizacién de los requerimientos de un futuro instrumento portatil, robusto,
automatico y con potencial comercial para la medicién in situ, en tiempo real y de bajo
costo de hidrocarburos en aguas superficiales y subterraneas. Para esto se empezé con
la evaluacion de la viabilidad de la técnica a nivel laboratorio, usando un fluor6foro estandar
de caracteristicas conocidas (fluoresceina sédica al 10%), la cual fue preparada a
diferentes concentraciones. Se verifico la relacion existente entre la intensidad de los
espectros de emisién con la concentracién del fluoréforo en las diferentes muestras, al

igual que la dependencia de la intensidad con el pH de la solucion.

El sistema de deteccién fue probado con fuentes de luz diferentes, empleando LEDs,
lampara de Xe pulsada (PX-2) y continua (HID-H4); utilizando filtros pasa banda (320, 365,
377, 400, 436 y 568 nm) montados sobre un carrusel de filtros. Estas fuentes de luz
comparten un sistema de lentes para la proyeccion de haz incidente sobre una celda de
fluorescencia; y para la captacion de luz fluorescente. Los espectros de excitacion y
emision son medidos con una fibra éptica unida a un mini-espectrémetro (AvaSpec-3648,
Avantes). El prototipo ha sido capaz de detectar hasta 1 ppb para el caso de la

fluoresceina, con una sefial a ruido (SNR) desde 50 hasta 1000.
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Palabras clave: Agua superficial, contaminaciéon por hidrocarburos, espectroscopia de
matriz de excitacion-emision, diodos emisores de luz (LEDs), lampara Xe, desarrollo de

instrumentos, razén sefial a ruido (SNR).

Abstract

Contamination of surface and groundwater by hydrocarbons is one of the major
environmental problems, particularly for producing countries such as Colombia. The
statistics of accidental spills of oil and its by-products in Colombia are alarming (50
thousand barrels during 2015), which requires the application of operational and
emergency procedures aimed at minimizing and mitigating pollution of water bodies. In-situ

monitoring of oil pollution is necessary.

This research presents the results obtained using the EEMs technique to determine
contaminants in water by means of the development and evaluation of a prototype from the
visualization of the requirements of a future portable instrument, robust, automatic and with
commercial potential for the measurement in situ, real-time and low-cost of hydrocarbons
in surface and groundwater. For this, we began evaluating the viability of the technique at
the laboratory level, using a standard fluorophore of known characteristics (sodium
fluorescein 10%), which was prepared at different concentrations. The relationship between
the intensity of the emission spectra and the fluorophore concentration in the different

samples was verified, as was the intensity dependence with the pH of the solution.

The pulsed (PX-2) and continuous (HID-H4) Xe lamp system uses bandpass filters (320,
365, 377, 400, 436 and 568 nm) mounted on a filter carousel. These light sources share a
lens system for incident beam projection on a fluorescence cell, and for capturing
fluorescent light. Excitation and emission spectra are measured with an optical fiber
attached to a mini-spectrometer (AvaSpec-3648, Avantes). The prototype has been able to

detect up to 1 ppb for the case of fluorescein, with a signal to noise (SNR) from 50 to 1000.

Keywords: Surface water and groundwater, hydrocarbon pollution, excitation-emission
matrix spectroscopy, light emitting diodes, Xe lamp, instrument development, signal to

noise reason.






Introduccioén

La contaminacion de aguas superficiales y subterraneas por hidrocarburos es un problema
ambiental local, regional y global que afecta directamente los ecosistemas, su
productividad y servicios ambientales, e indirectamente el bienestar y la salud humana,
p.e. comprometiendo el suministro de agua potable. Esta contaminacion puede ser puntual
0 sistematica. En este Ultimo caso, el cuerpo de agua es contaminado durante periodos
prolongados por uno o varios pequefios efluentes contaminados con hidrocarburos. Por
tanto, la identificacion de las fuentes y la determinacién de su toxicidad dependeran de los
hidrocarburos vertidos y las mezclas resultantes.

Tanto los grandes derrames como la suma de pequefias fugas y derrames accidentales de
petréleo crudo y sus derivados contribuyen a la contaminacion de aguas superficiales y
subterraneas. En Colombia, en 2015, el nimero de incidentes aumento con respecto a los
afios 2013 y 2014, y se convirti6 en una de las tragedias ambientales mas preocupantes
gue Ecopetrol ha enfrentado, en donde 50 mil barriles fueron derramados a cuerpos de
agua y suelos principalmente en los departamentos de Putumayo, Narifio, Arauca y Norte
de Santander; afectando a los rios Mira, Caunapi, Rosario, Tiblu y Catatumbo, debido a

atentados terroristas en la infraestructura (Ecopetrol, 2015).

En este contexto, es por tanto imperativo que se desarrollen y apliquen procedimientos
operacionales y de emergencia que minimicen y mitiguen la contaminacién ambiental por
actividades de produccion, refinacion y transporte de petréleo y sus derivados. Estos
procedimientos requieren de la identificacién, medicion y el monitoreo de la contaminacion

por hidrocarburos y de la determinacién de las fuentes de emision.

Es asi como la técnica de matriz de excitacion emisioén -EEM- (excitation-emission matrix)
ha sido usada para la deteccién y analisis de la contaminacion de rios (Baker, 2002), aguas

subterraneas (Pharr, 1992), aguas costeras (Coble, 1996; Muroski, 1996), y para la



2 Introduccién

deteccién de combustibles adulterados (Patra & Mishra, 2002). La mayoria de estas
investigaciones fueron llevadas a cabo con espectrometros de fluorescencia clasicos de
laboratorio, los cuales usan una fuente de luz policroméatica (p.e. una lampara de Xe de
alta presion) seguida de un monocromador o un sistema de filtros épticos para producir un
haz monocromatico de excitacién. Este tren Optico adiciona complejidad y peso al

fluorimetro.

Otros sistemas aun mas complejos y costosos usan laseres, particularmente para
mediciones LIDAR aeroportadas (Brown & Fingas, 2003). El desarrollo reciente de diodos
emisores de luz (LED) a longitudes de onda ultravioleta (UV) tan bajas como 210 nm
(Taniyasu, 2006), y su rapida disponibilidad comercial (Wallace, 2006), ha motivado el
desarrollo de fluorimetros LED (Hart & JiJi, 2002). El uso de LEDs en EEMs simplifica el
sistema 6ptico y optoelectronico (no requieren altos voltajes de arranque), disminuye el
consumo de energia (alta eficiencia de conversion energética) y el costo del fluorimetro, y
lo hace portable. Ademas, los LEDs tienen vidas prolongadas (> 50 mil horas), textura
espectral muy suave, un nivel de ruido bajo comparado con lAmparas halégenas y permiten
operacién pulsada debido a su muy reducido tiempo de arranque (Araki & Misawa, 1995).
El uso de LEDs en conjunto con espectrometros miniatura potencializa el desarrollo de

fluorimetros de bolsillo.

Por lo anterior, el objetivo general de esta investigacion es desarrollar y evaluar un
prototipo instrumental de laboratorio y la técnica analitica asociada para la deteccion,
identificacion espectral y cuantificacion de fluor6foros puros o en fase acuosa, mediante

espectroscopia de matriz de excitacién-emision.

Por su parte, los objetivos especificos que se han desarrollado son:

1. Diseflar conceptualmente y de forma detallada el sistema de medicién prototipo
(hardware y software de adquisicion de datos y control instrumental) y la técnica de
medicién (procedimiento de medicion espectral y analisis quimiométrico), a partir de la
visualizacion de los requerimientos de un futuro instrumento portatil, robusto, automatico y
con potencial comercial para la medicion in situ, en tiempo real y de bajo costo de

hidrocarburos en aguas superficiales y subterraneas.
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2. Desarrollar e integrar los subsistemas que componen el sistema de medicion: fuente de
potencia, fuente de luz, celda de fluorescencia, mini-espectrometro y software para el

analisis y reduccion de datos espectrales por quimiometria.

3. Evaluar y calibrar la respuesta espectral del instrumento sobre rangos amplios de
concentracion a partir ensayos controlados con compuestos organicos diluidos en fase
acuosa y combustibles liquidos colombianos.

4. |ldentificar y cuantificar efectos secundarios de la matriz acuosa en la espectroscopia de

fluorescencia, tales como pH.

Finalmente, es importante resaltar que algunos resultados parciales de esta investigacion

han sido presentados en los siguientes eventos nacionales e internacionales:

e 13th Conference on Methods and Applications of Fluorescence: Poster “Developing
a portable, low-cost LED and pulsed Xe lamp based fluorometer for hydrocarbon
contamination detection and quantification”, 2013

e VI Coloquio de ingenieros quimicos UN: Ganador en el concurso de poster, con el
trabajo “Developing a portable, low-cost LED and pulsed Xe lamp based fluorometer
for hydrocarbon contamination detection and quantification”, 2013.

e VIl Congreso Iberoamericano de Fisica y Quimica Ambiental. XIl Encuentro de
Quimica Analitica y Ambiental: Ponencia “Desarrollo de un prototipo instrumental
con potencial para el andlisis de la contaminacion de aguas por hidrocarburos
mediante EEMs”, 2014.






1.Marco Teorico

1.1 Fundamentos

El fenémeno de la fluorescencia fue reportado por primera vez por N. Monardes en el afio
de 1565 (Harvey, 1957; Valeur, 2001). Posteriormente se realizaron experimentos simples
con sustancias como sulfato de quinina usando como fuente de excitacion la luz solar, y
como filtros, vasos de vidrio, (Lakowicz, 2006; Stokes, 1852);. Estos experimentos llevaron
a la identificacion y reporte del fenémeno de fluorescencia, el cual fue en ese momento
denominado “reflexion dispersiva”, debido a la caracteristica de dispersion de la luz emitida
a longitudes de onda mas largas. Fue en su siguiente publicacién que Stokes (1852) utilizé

la palabra fluorescencia por primera vez para describir el fenédmeno.

La luminiscencia es un fendmeno de liberacién de energia desde un estado excitado al
estado de baja energia o relajacion de una molécula. Dependiendo de la naturaleza del

estado excitado el fendmeno puede ser fluorescencia o fosforescencia (Lakowicz, 2006).

El estado electronico de una molécula esta referido a las propiedades de todos los
electrones en todos sus orbitales. La forma en que una molécula absorbe energia es por
medio de un proceso mecanico cuantico, donde una molécula es transformada de un
estado basal a un estado excitado. En los a&tomos la absorcion involucra la promocion de
un electrén de una capa orbital externa hacia un orbital vacio de mayor energia. En
moléculas, un electron es promovido del mayor orbital molecular ocupado (HOMO, highest
occupied molecular orbital), al menor orbital molecular desocupado (LUMO, lowest
unoccupied molecular orbital). Cuando un electrén en una molécula es movido de un orbital
a otro, cambia el estado de la molécula y entonces también es importante considerar los

estados de la molécula involucrados.
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Existe solo un estado basal para una molécula dada. Sin embargo, hay diversos estados
excitados posibles aun para moléculas muy simples, y la naturaleza exacta de los cuales

depende de los tipos de orbitales involucrados (Martinez & Moctezuma, 2006).

Los estados electronicos se pueden agrupar en dos grandes categorias: estados singlet
(Si) y triplet (Ti). En el estado excitado singlet, un electrén en un orbital excitado esta
apareado (spin opuesto) a un segundo electrén en un orbital en el estado basal, es decir,
todos los electrones en la molécula tienen sus spins apareados. De modo que, el regreso
al estado basal es permitido por el spin y ocurre rapidamente por emisién de un fotén. Este
es el caso de la fluorescencia, y las velocidades de emision de ésta son tipicamente de

108 s, por lo que la vida media de la fluorescencia es cercana a 10 ns (10° s).

Por su parte, los estados excitados triplet son aquellos en los cuales un par de electrones
tiene sus spins desapareados, es decir, el electron en el orbital excitado tiene la misma
orientacion que un electrén en el estado basal. La transicion al estado basal es impedido
y las velocidades de emision son lentas (10° — 10° s1), tal que la vida media es tipicamente
de milisegundos a segundos. Este es el caso de la fosforescencia. (Lakowicz, 2006;
Martinez & Moctezuma, 2006).

La forma mas directa para la promocién de un electron es que la molécula absorba un
foton de la energia apropiada. La diferencia de energia entre los dos estados
correspondera a la energia del foton absorbido, AE=hc/A, donde h es la constante de

Planck, c es la velocidad de la luz en el vacio y A es la longitud de onda de la luz.

A temperatura ambiente, la energia térmica no es adecuada o suficiente para poblar
significativamente los estados excitados, y por esta razon se usa luz y no calor para inducir

fluorescencia.

Los procesos que ocurren entre la absorcion y emision de luz se ilustran por el diagrama
de Jablonski (Figura 1-1). Los estados singlet, primero y segundo estado electrénico son
nombrados como So, S1 Yy S» respectivamente. Cada uno de los estados electrénicos,
excitado o basal, tiene un nimero de niveles vibracionales 0, 1, 2, 3, 4, etc. Los niveles

vibracionales explican que una molécula en un estado electronico puede absorber
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pequefios incrementos de energia, aunque mantiene la misma configuracion electrénica.
La conversion interna ocurre cuando un electrén vuelve al nivel bajo de los estados
excitados de S; 0 S; después de haber estado en los niveles vibracionales altos. Por lo
general la fluorescencia ocurre desde el nivel menor de S; hasta el estado So. Finalmente
los electrones en el estado S; pueden experimentar una conversién de spin al primer
estado Ti, llamado cruzamiento intersistema. Luego la emision desde T: es llamada
fosforescencia y ocurre a mayores longitudes de onda comparada con la fluorescencia
(Lakowicz, 2006).

Figura 1-1: Diagrama de Jablonski (Lakowicz, 2006).
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1.1.2 Técnica de espectroscopia de matriz de excitacion emision
(EEM)

La técnica de andlisis por medio de fluorescencia se desarroll6 a mediados de los afios
1930 y su crecimiento se dio con la invencion de los tubos fotomultiplicadores en los afios
1940 (Turner, 1964). Este avance de tecnologia permitié la medicion de intensidades de

luz bajas, lo cual es caracteristico de las mediciones de emision de fluorescencia.

Las matrices de excitacién-emision (EEMs) son una técnica de fluorescencia de gran

alcance, desarrollado por primera vez en la década de 1980 (Hershberger, 1981; Kallir,
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1986), que permite la toma de huellas dactilares y la medicion cuantitativa de sustancias
gue contienen fluoroforos.

La IUPAC! define la matriz o “espectro” de excitacién-emisién (excitation-emission matrix
or spectrum) como el espectro tridimensional generado por el escaneo de la longitud de
onda del espectro de emision a pasos incrementales de longitud de onda de excitacion, en
donde, la abscisa es la longitud de onda de emision, la ordenada es la longitud de onda de
excitacion y el eje z es flujo de emision. Este espectro es particularmente Gtil para la

investigacion de muestras con mas de una especie emisora.

Una EEM es un grafico de contorno de dos dimensiones que muestra las intensidades de
fluorescencia como una funcion de un rango de longitudes de onda de excitacién y emision.
Cada contorno representa puntos de igual intensidad de fluorescencia (Ramanujam, 2000).
La Figura 1-2 ilustra un espectro de emisién de fluorescencia (a), un espectro de excitacion

de fluorescencia (b) y una EEM de fluorescencia (c).

Figura 1-2: Ejemplo de (a) un espectro de emision, (b) un espectro de excitacion y (c) una

EEM de una molécula (Ramanujam, 2000).

Longitud de onda de Longitud de onda de
excitacion fija emisian fija
v T eI ]
= o p=IT
ER: =5
o8 - U
(] )
E = E =
£5 g
=y — =g
Longitud de onda Longitud de onda
(@) deemision (nm) (b}  de excitacion (nm)
—_—
o £
=
e
o =
e
= 0
- &
=g
= g
o
2w
[} ]
- T

Longitud de onda
(€}  de emision (nm)

1 Unién Internacional de Quimica Pura y Aplicada (International Union of Pure and Applied
Chemistry).
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1.2 Instrumentos desarrollados

1.2.1 Avances en espectrofluorometros clasicos

Las matrices de excitacion-emision (EEMs) son comunmente obtenidas con
espectrofluorémetros clasicos de alta resolucion. El tren de excitacion-emisiéon de estos
instrumentos generalmente incluye una lampara de arco potente (lampara de Xe de alta
presiéon ~150-450 W), un monocromador de emision (con rejillas, tipo Czerny-Turner), una
celda o cubeta (en donde va la muestra a analizar), un monocromador de deteccién y un
detector de un solo canal de alta sensibilidad (fotomultiplicador con rango ~ 200 a 850 nm).
En el Anexo A se muestra la informacion competa de algunos equipos de uso comercial

gue han sido desarrollados en los Ultimos afios.

Estos instrumentos proporcionan una alta precision y resolucién para las EEMs pero son
lentos (~ 4 min por espectro de fluorescencia, ~ 2 min por EEM), costosos (~ 3.000 —
50.000 USD), pesados (~ 36 kg), y voluminosos, ademas de que las muestras deben ser
recogidas en el sitio de la contaminacion y llevadas al laboratorio, dependiendo de factores
como distancia y condiciones ambientales (temperatura y presion) (Fabila et al., 2011).

1.2.2 Avances en el desarrollo de espectrometros portatiles

Han sido muchas las técnicas usadas para la identificacion de hidrocarburos como por
ejemplo cromatografia de gases, cromatografia liquida de alta presién (HPLC), entre otros
(Hershberger, 1981; Harvey, 1957), de igual forma existen varios métodos estandar (ASTM
D3328-78, D3650-78 y D3414-79), la mayoria de las técnicas y métodos han sido
desarrollados para analizar las muestras en laboratorio, y por lo general los sistemas
usados son grandes y voluminosos, y en ocasiones se emplean marcadores moleculares,
es decir componentes del petroleo original (p.e. alcanos isoprenoides, esteranos,

fenantrenos, dibenzotiofenos).

Es asi como las mdltiples aplicaciones de la fluorescencia por espectroscopia han
avanzado en gran medida hacia el desarrollo de equipos portatiles que puedan ser
utilizados en campo (andlisis in situ). Es importante y necesario para deteccién de

diferentes contaminantes pasar de un instrumento de banco a uno portable que pueda ser
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llevado al lugar del andlisis en cuestion. Grandes esfuerzos han sido realizados en este
sentido, tal es el caso de Alarie et al. (1993) quienes lograron desarrollar un equipo portatil
el cual lo uso para la medicion de trazas de algunos contaminantes peligrosos, por ejemplo
los Hidrocarburos Arométicos Policiclicos (HAP) y los Policlorobifenilos (PCB), compuestos
heterociclicos, algunos metales (p.e. uranio) o complejos metalicos fluorescentes; y/o el
andlisis de aguas subterrdneas. Este equipo tenia un peso de 22 kg y estaba conformado
por dos monocromadores, fotomultiplicador, y una ldmpara de arco de xendn. Basicamente
consta de tres partes: 1) la unidad de control en donde esta la Optica y electronica
necesaria, 2) la bateria que suministra la potencia y 3) el laptop que permite el control del

instrumento y el almacenamiento y andlisis de los datos.

Algunos avances posteriores enfocados a reducir el tamafio y mejorar la portabilidad son
los mostrados por (Obeidat et al., 2008), quienes desarrollaron un espectrometro LED?
portable. En comparacion con el instrumento anterior, este pesa tan solo 11 kg y usa un
sistema de multiples LEDs de modo que no es necesario el uso de monocromadores ni
tampoco la lampara de xendn. Ademas de probarlo con diferentes fluoréforos (rodamina
6G, rodamina B, riboflavina fluoresceina) y sus mezclas (rodamina 6G y fluoresceina),
también se usaron extractos de alimento animal. Estas muestras han sido analizadas
usando EEMs. A este equipo se le acoplo un detector en conjunto con un graficador de
espectros. Las muestras fueron excitadas principalmente con luz LED que abarca
esencialmente el rango visible (380-700 nm). Las muestras analizadas con este
instrumento fueron también comparadas con un Fluorémetro de banco comercial (Varian,
modelo Cary Eclipse) equipado con una lampara de xenén pulsada (80 Hz) y un
fotomultiplicador (Hamamatsu, modelo R928).

Por su parte Hart & JiJi (2002) también fueron capaces de desarrollar un equipo de menor
tamafio semi-portable y de bajo costo, usando LEDs y logrando cuantificar e identificar
correctamente el anion y dianién de la fluoresceina, para lo cual los espectros resultantes

de EEM fueron tratados por el método de analisis factorial paralelo (PARAFAC). La

2 Diodo emisor de luz, también conocido como LED (por su acrénimo del inglés, light-emitting
diode).
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configuracion constaba del arreglo de LEDSs, lentes, la celda con la muestra, lentes

nuevamente, y un CCD3.

En otros campos como la medicina, también se han hecho esfuerzos para mejorar la
portabilidad en equipos para mediciones de fluorescencia, tal es el caso de (Fabila et al.,
2011) quienes lograron disefiar un equipo para diferenciacion entre la emision de tejido
cerebral afectado por tumores del tipo Glioblastoma Multiforme (GBM), que es el cancer
de cerebro més agresivo, y tejido cerebral sano; haciendo uso de LEDs, una fibra éptica
bifurcada que permitia con un extremo inyectar la luz sobre tejido vivo, y con el otro captar

la sefial de fluorescencia.

1.2.3 Aplicaciones

La técnica de EEM ha sido aplicada en varios campos, entre los que sobresalen
investigaciones y trabajos realizados para la caracterizacién de aguas residuales, calidad
y monitoreo del agua en plantas de tratamiento, determinacién de contaminantes como
hidrocarburos o aceites en cuerpos de aguas, adulteraciones de hidrocarburos, alimentos
y bebidas, entre otras. En la Tabla 1-1 se presentan las diferentes aplicaciones de acuerdo

a las tematicas y los autores que han llevado a cabo las investigaciones.

En contaminacién de aguas hay estudios relacionados con la caracterizacion del petroleo
derramado (p.e el accidente del Deepwater Horizon, Golfo de Mexico) y de sus vias de
degradacion, al igual que la caracterizacion de sus derivados. Estos estudios han sido
llevados a cabo usando muestras preparadas y controladas en laboratorio, asi como
muestras naturales de aguas marinas, incluso de muestras obtenidas de las plumas de las
aves que han estado en contacto con derivados del petréleo; logrando la identificacién de
los contaminantes a través, en todos los casos, de EEMs seguido de un andlisis de factores
paralelos (PARAFAC).

También se ha usado la espectroscopia de fluorescencia cuando hay incidentes de
derrames, esto con el fin de identificar la fuente causante de la contaminacién, los cuales

debieran hacerse responsables de las labores de limpieza y mitigacion. Gracias a la “huella

3 Dispositivo de carga acoplada (por su acrénimo del inglés, charge coupled device.
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dactilar” propia de cada contaminante, esta puede ser comparada con las diferentes
fuentes e identificar de donde proviene. Este método fue usado en la costa este de
Sudéfrica, en donde han ocurrido varios episodios de derrames de crudo, y se ha logrado
determinar una buena correlacion entre las fuentes y los contaminantes encontrados,
teniendo en cuenta que el contaminante puede sufrir pequefios cambios en su composicion

original debido a efectos de evaporacion, oxidacion y fotélisis (Mason & Kerley, 1988).

De igual forma, una de las principales aplicaciones de la espectroscopia de fluorescencia
es el monitoreo de la calidad del agua. La técnica ha demostrado su selectividad y
sensibilidad en las mediciones en diferentes cuerpos de agua, permitiendo el analisis y
caracterizaciéon de diferentes pardmetros y diferentes analitos. En casos relacionados con
la industria del petréleo, el monitoreo de la dispersion del crudo permite obtener
informacion del impacto inmediato de la contaminacion originada, asi como un analisis
preliminar de las caracteristicas del hidrocarburo disperso en el agua, también ha sido
estudiado el monitoreo de los vertimientos industriales. La evaluacion de la calidad del
agua requiere una medicion y caracterizacién selectiva y rapida, de lo cual el uso de la
informacion obtenida a partir de los EEM se ha constituido como una herramienta viable
en vertimientos industriales y aguas residuales que permite el estudio de las caracteristicas

de calidad de los diferentes cuerpos de agua.

En cuanto a la adulteracion en alimentos, se han hecho investigaciones relacionadas con
la calidad del aceite de oliva, el cual puede ser adulterado agregando aceites de menor
calidad; de forma similar se ha usado la EEMS para la determinaciéon de diferentes tipos
de aceite, siendo un método facil y comparativamente econdémico para este sector
productivo. Cabe resaltar que se ha logrado asociar las intensidades a ciertas longitudes
de onda con el estado de oxidacion (estabilidad) de los aceites, asi como el agrupamiento
de forma natural (virgen, puro y orujo) dependiendo del resultado de EEMs de los tipos de

aceites.

Por su parte, en bebidas ha sido posible la identificacion de adulteracion por adicion de
etanol y agua, usando EEMs en conjuncién con PARAFAC y regresion de minimos
cuadrados parciales (PLS), obteniéndose valores del error cuadratico medio de alrededor

de 2% en ambos casos.
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Finalmente, también se han desarrollado aplicaciones en otros campos, como por ejemplo
medicina y biologia, que valen la pena mencionar. Se reportan investigaciones en el
analisis de la fluorescencia para el diagnostico de enfermedades en tejidos in vivo (Chung
et al., 1994), asi como para la caracterizacion de tejidos cancerosos o enfermos (DaCosta
et al., 2003), (Neves, Fernandes de Araujo, Luiza Cabral de Sa Leitdo Oliveira, Antunes de
Aradjo, & de Lima, 2014), (Wu, Gayen, & Xu, 2014), en la caracterizacion de organismos
patdgenos tipo bacterias presentes en los humanos (Dartnell, Roberts, Moore, Ward, &
Muller, 2013), (Richards-kortum, 1995) y en la identificacién de organismos presentes en
reservorios de agua potable (Ziegmann, Abert, Miller, & Frimmel, 2010).



Tabla 1-1: Aplicaciones de la técnica EEM en diferentes campos del conocimiento (Fuente: esta investigacion).

Temas

Subtema

Analitos/Propiedades

Resultados/Logros

Referencias

Contaminaciéon

Caracterizacion de la
degradacion del petréleo

Crudo en condiciones de
laboratorio controladas

Se determin6 un tiempo de vida media de 20
dias de degradacioén para los HC y su
relacion con el carbédn organico disuelto. De
igual forma se proporcion6 huellas para
diferentes productos derivas del petréleo y
Sus concentraciones.

(Zhou, Liu, & Guo, 2013),
(Alostaz, Donahue, Hall, &
Biggar, 2008)

Caracterizacion del petréleo
y sus componentes
provenientes del Deepwater
Horizon

Crudo en agua marina, Golfo
de México

Se diferenciaron 3 componentes diferentes de
petréleo y su relacion con la materia organica
disuelta marina, ayudando a rastrear el
destino y transporte del petroleo

(Zhou, Guo, et al., 2013)

Caracterizacion de huellas de contaminantes

(Bugden, Yeung, Kepkay, &

de aguas s y mejoramiento de la fluorescencia usando
g:;ﬁf;fg;?g;}%?a ?ﬁ/h(;fl”as Crudo en agua marina, mas | dispersante Corexit. Caracterizacion de :\‘Aeuer’oz(k)? 2'&822::52’996)
etr6leo en aouas marinas solvente Corexit contaminantes con un limite de deteccion (Murosk’i Boc))/ksh ’& M ri’ck
P 9 considerable: estireno 11 ppb y naftaleno 8 1996) ' ! ek,
ppb.
Analisis simultaneo Andlisis simple y rapido, evitando un
mediante un método HAP en solucién de metanol | pretratamiento de datos, resuelve gran (Patra & Mishra, 2001a,
fluorimetrico sincrénico y acetonitrilo cantidad de datos y no requiere una gran 2002)
cantidad de solucion para la calibracion.
Identificacion de crudo Crudo en plumas de péajaros Se comparo los espectros de !os (Mason & Kerley, 1988)
derramado contaminantes con los de posibles fuentes.
Andlisis de la dispersion de hidrocarburos en
Medicion de la dispersién Crudo y dispersantes aguas maritimas por mforrr_lacpn obtt_arp,da de (Bugden et al., 2008)
de crudo la técnica de matriz de excitacion emisién
(EEMS)
(Chen, Westerhoff,
Monitoreo Caracterizacién y monitoreo de materia Leenheer, & Booksh,
. Y Andlisis de materia organica . - . P - y : 2003),(Lapworth, Gooddy,
calidad del disuelta en aqua Materia organica disuelta orgéanica disuelta en agua en agua residual Butcher, & Morris, 2008)
agua 9 utilizando EEMS ' ! !

(Thoss, Baird, & Lock,
2000)

Evaluacién de calidad del
agua

Materia orgénica disuelta y
demanda bioquimica de
oxigeno

Medicion en aguas residuales, vertimientos
industriales utilizando equipos portables con
deteccién en linea

(Hudson et al., 2008),
(Hambly et al., 2010),
(Lapworth, Gooddy, Allen, &
Old, 2009)
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Temas Subtema Analitos/Propiedades Resultados/Logros Referencias
. Materia organica disuelta y La eslpe'ctroscop|a de quoresgenma . (Henderson et al., 2009),
Detectores para monitoreo N constituida como una herramienta potencial
i demanda bioquimica de o - o (Kellerman, Kothawala,
de sistemas de aguas . en monitorios debido a su sensibilidad y ; .
oxigeno L b Dittmar, & Tranvik, 2015)
selectividad analitica.
A_Igon_tmoglpara e Monitoreo en aguas Software de uso libre para la visualizaciény | (Dan J. Lapworth &
visualizacién y andlisis de . P S
EEMS residuales analisis de datos EEMS. Kinniburgh, 2009)
Caracterizacién de caraa El método permite la visualizacion de
biologica en aguas 9 Material residual substratos fluorescentes y por medio de (Esparza-Soto, Nufiez-
09 9 biodegradable métodos numéricos (PARAFAC) su Hernandez, & Fall, 2011)
residuales . o
identificacion.
Prediccion de Carbon Prediccion de la cantidad de aguas residuales | (Goldman, Rounds, &
organico disuelto (DOC) en | Carbon orgénico disuelto. como funcion de las respuestas de Needoba, 2012), (A. Baker,
aguas continentales. fluorescencia medidas en los rios. 2001),(Guo et al., 2010)
(Coble, 1996),(Baker et al.,
Regiones de excitacion Sustancias humicas, tirosina, | Caracterizacion de las regiones de excitacién | 2004), (Pingging,
emision en cuerpos de agua | triptéfano y emisién en diferentes cuerpos de agua. Fengchang, & Conggiang,
2004)
. . . . L Aplicacion de la técnica de EEMS para
Fluorescencia en residuos Sustancias humicas, fulvicas, o . .
p o : medicidn de la contaminacién aguas (Baker, 2002)
agricolas tirosina, triptofano ) : .
residuales de origen agricola
Deteccion de adulteracion de aceites de oliva | (Nikolova et al., 2013),
por adicion de otros aceites vegetales, (Guimet, Boqué, & Ferré,
L . . . discriminacion de diferencias entre aceites 2004), (Guimet, Ferré,
Adulteracion y Aceite de oliva, diferentes X Jlisi 2 Vidal i
caracterizacion de aceites tipos de aceite espafioles por ”?ed'o de Ana ISIS d? C_:omppnentes_ Boque, V|d_a, & GarCJa,
Principales (PCA), discriminacién del origen | 2005), (Guimet, Ferré, &
. del aceite por el método de regresion de Boqué, 2005), (Kongbonga,
Deteccion y

adulteracion

minimos cuadrados parciales (DU — PLSR).

2011)

Adulteracion de licores

Licor de manzana

Deteccion de adulteracion de licores por
medio del contenido de etanol o de agua.

(Jakubikova, Sadecka, &
Majek, 2015)

Mejoramiento de
propiedades fluorescentes
en aceites

Aceite de oliva

El proceso de dopaje mejora la fluorescencia
del aceite de oliva, intensificando la
intensidad del pico de fluorescencia
correspondiente a la vitamina E

(Saiof & Hamza, 2013)







2.Metodologia

2.1 Disefio conceptual

Para la deteccion de la sefial de fluorescencia es necesario como primera instancia el
desarrollo de un disefio conceptual, con sus implicaciones inherentes (p.e. elementos
mecanicos, épticos y accesorios adicionales), que permita obtener resultados confiables y

reproducibles.

En este sentido, para esta investigacion en particular el sistema de medicién de EEMs esta
compuesto por 5 subsistemas: fuente de potencia, fuente de luz, muestra a analizar,
sistema de deteccion y sistema de adquisicion de datos espectrales, como se puede

apreciar en la Figura 2-1.

Figura 2-1: Disefio conceptual del sistema de medicién de EEMs. (Fuente: esta
investigacion).

Fuentede | Fuentede | Muestraa | Sistema de Scljste_m-a-Qe
potencia luz analizar deteccion | adduisicion
de datos

El disefio conceptual permitié la visualizacion de cada uno de los requerimientos del
sistema de medicion de EEMs, es por ello que, y teniendo en cuenta el factor econémico,

se desarrollaron varias alternativas para tal fin.

El primer sistema desarrollado us6 como fuente de potencia una corriente continua (bateria
LEDs), como fuente de luz los LEDs, la muestra a analizar se depositd en celdas
construidas en aluminio (Celda A), y como sistemas de deteccion y de adquisicion, el
espectrometro AvaSpec 3648 y el software AvaSoft acoplado a este; en la seccién 2.2
Disefio y fabricacion del sistema optomecanico se describen cada uno de los equipos y

componentes (ver Figura 2-2).
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Figura 2-2: Esquematico sin lente (superior), esquematico con lente (inferior derecha) y
fotografia (inferior izquierda) del primer montaje experimental usado para los ensayos
(Fuente: esta investigacion).
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En el segundo sistema, se realizd una variacion de la fuente de luz, usando para esto una
lampara de xendén pulsada, la cual es controlada desde el computador (PC), siendo esta
la fuente de potencia de corriente continua, de igual forma se cambié la celda (Celda B).

Los demas componentes se mantienen constantes (ver Figura 2-3).
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Figura 2-3: Esquematico sin lente (superior izquierda), esquematico con lente (inferior) y
fotografia (superior derecha) del segundo montaje experimental usado para los ensayos
(Fuente: esta investigacion).
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Las anteriores configuraciones, como se observa en las fotografias, tienen la particularidad
gue capturan la sefal en el mismo lado de la celda (Celda A y Celda B), en donde se
encuentra la muestra, es decir que se realiza una medicion por reflexion, de modo que la
probabilidad de tener contaminacion en el espectro de emision por la sefial de excitacion
es mayor, provocando una baja relacion sefal a ruido (ver seccion 3.1.3 Caracterizacion
ruido y SNR).

Teniendo en cuenta lo anterior, y la evolucidon que se dio en cuanto a las celdas de
fluorescencia (ver seccion 2.2.2 Celda de fluorescencia), se usoé finalmente un montaje
como el mostrado en la Figura 2-4, en donde la fuente de potencia es alimentada con
corriente alterna, y como fuente de luz se usa una lampara de xenén con una descarga de
alta densidad (HID-H4). Por su parte la celda usada es una celda de fluorescencia junto
con el portacubetas; para focalizar la luz de entrada a esta celda fue necesario la utilizacién
de lentes doble convexos, al igual que filtros pasa banda, de modo que se asegure una

excitacién cuasi monocromatica. Estos lentes estan montados sobre un carrusel de filtros
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gue permite la inyeccion de luz a diferentes longitudes de onda; todos estos componentes

son descritos en la siguiente seccion.

Figura 2-4: Esquematico del montaje experimental usado para los ensayos (Fuente: esta
investigacion).

Lente Lente Porta cubeta

Fuente de
potencia [~ O L

Carrusel de filtros

Lampara de xenén
(HID)

Mini-espectrometro 2 ___________

(AvaSpec-3648) Fibra
6ntica

2.2 Diseiio y fabricacion del sistema optomecanico.

El desarrollo del sistema optomecanico inicio con la construccion y/o adquisicion de la tabla
Optica, la celda de fluorescencia, los postes y sus soportes, la rueda de filtros, los soportes

Opticos circulares, los lentes doble convexos, y los filtros pasa banda.

A continuacion se describe cada uno de los elementos empleados en el montaje

experimental.

2.2.1 Tabla 6ptica

Este elemento fue disefiado y elaborado en los Laboratorios de Ingenieria Mecanica de la
Universidad Nacional de Colombia, en aluminio, debido a que este material presenta
buenas propiedades mecanicas, térmicas, opticas, siendo ademas de bajo costo y facil

mecanizado. Las medidas son 69 cm x 51 cm, entre cada orificio hay una distancia de 3,8
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cm y los orificios tienen un didmetro de ¥4 de pulgada (0,64 cm), como se muestra en la

Figura 2-5.

Figura 2-5: Disefio de tabla éptica (Fuente: esta investigacion).
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—
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Con este disefio de la tabla 6ptica se busca tener libertad de movimiento para desplazar
todos los elementos (soportes 6pticos, fuentes, filtros, entre otros) a las posiciones 6ptimas

para capturar la sefial de fluorescencia que emitan las muestras analizadas.

2.2.2 Celda de fluorescencia

Al igual que la tabla 6ptica, celdas preliminares (Celda A) también fueron disefiadas en la
Universidad Nacional, en el mismo material: aluminio. Estas celdas tenian como objetivo
verificar la maxima emision de la sefial de fluorescencia de las muestras (fluoresceina y
gasolina comercial). Por lo cual se construyeron con una abertura en la posicién
perpendicular a la entrada de luz, 90° (Lakowicz, 2006; Parker & Rees, 1962). Se
construyeron tres celdas, de 13/16, de Y2 y de 1 pulgada, las ventanas usadas en las caras

laterales eran de vidrio.

Las siguientes celdas (Celda B) fueron construidas por Fabrin Ltda., una empresa
especializada en el desarrollo y fabricacion piezas de gran precision, en ella se emplearon

ventanas de silice fundida. El didmetro de los agujeros fue de 1 pulgada, y a diferencia de
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las preliminares se implement6 un agujero arriba y abajo con el fin de introducir con mayor

facilidad la muestra dentro de la celda, como se observa en la Figura 2-6.

Figura 2-6: Celdas de fluorescencia construida por Fabrin Ltda.

Luego de algunas pruebas se pudo verificar que el camino 6ptico que debia recorrer tanto
la luz de excitacion como la sefal de fluorescencia era muy largo (3 cm) y se perdia
intensidad de la sefal en el camino, es decir, la emision se generaba antes de llegar al
centro de la celda en donde estaba la ventana perpendicular para ser captada por la fibra,

lo que obligaba a capturar la emision por reflexion.

Por lo anterior, fue necesario reevaluar el disefio de la celda y pensar en una alternativa
comercial, adquiriendo para ello una celda en cuarzo (Celda C), a la cual fue necesario
acoplarle un portacubetas (marca Ocean Optics) (Figura 2-7). Este accesorio permite
insertar una celda de apenas 1 cm x 1 cm, de modo que la sefial generada de fluorescencia
recorre un menor camino 6ptico y puede ser capturada su emision de forma mas sencilla,
asi mismo posee la ventaja que todos los lados de la celda son transparentes y permiten
recoger la sefial en cualquier distancia en donde se genere, a diferencia de las celdas
anteriores (Celda A y B) que tenian paredes de aluminio, adicionalmente el portacubetas
tiene implementados dos espejos en dos de los lados, y un lente colimado de silice fundida
(serie 74 UV) , con un didmetro de 5 mm, lo que aumenta la intensidad de la sefial que es

recolectada por la fibra.
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Figura 2-7: Portacubetas y celda adquiridos, marca Ocean Optics.

2.2.3 Postes y soportes.

Debido a que todos los elementos usados en el montaje experimental deben estar fijos y
ajustados a esta, es necesario el uso de postes y sus soportes, los primeros son usados
para dejar a la misma altura todos los elementos y hacer posible la alineacién 6ptica, y los
segundos para anclarlos a la tabla 6ptica y darle firmeza.

Al igual que en el caso de la celdas se construyeron en aluminio postes y soportes
preliminares, y posteriormente se adquirieron otros para mejorar la estabilidad y
manipulacién (marca Edmund Optics), éstos son en acero y tienen un diametro de %

pulgada y longitud de 4 pulgadas, los detalles se muestran en la Figura 2-8.

Figura 2-8: Postes adquiridos.
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2.2.4 Fibra optica

La fibra Optica utilizada es de 400 um y tiene una longitud de 2 m, con un rango entre 200
y 800 nm, FC UV400, marca Avantes.
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2.2.5 Rueda de filtros

Teniendo en cuenta que se parte de una fuente policromatica (PX-2 o HID-H4), es
necesario el uso de filtros para dejar pasar solo ciertas longitudes de onda de interés, para
lo cual es primordial la implementacion en el montaje de una rueda de filtros para mejorar
y hacer el cambio de filtros de forma eficaz (Figura 2-9). Este accesorio tiene la capacidad
para albergar 12 filtros de Y pulgada, lo cual es ideal para estimular la muestra en

diferentes longitudes de onda y la posterior generacién de la superficie espectral.

Figura 2-9: Rueda de filtros, marca Edmund Optics. Derecha: vista perfil. Izquierda: vista

frontal.
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2.2.6 Soportes opticos circulares (kinematic mounts)

Los soportes Gpticos para los lentes permiten ajustar y alinear facilmente los lentes de
acuerdo a la disposicion del montaje experimental usado. Son compatibles con lentes de
una pulgada, posee tornillos en acero inoxidable para el ajuste y placas en aluminio, las

dimensiones en detalle se aprecian en la Figura 2-10.
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Figura 2-10: Soportes Opticos para lentes, marca Edmund Optics.
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2.3 Fuentes de luz

El disefio conceptual permitié la visualizacion del prototipo, encontrando diferentes
dificultades que se fueron superando a medida que se empezaba a detallar cada
subsistema, por ejemplo, para la fuente de luz se probaron 3 alternativas: LED, lampara
pulsada (PX-2) y lampara de xenén (HID-H4), adicionalmente se us6 una lampara de
mercurio como una fuente de calibracién del mini espectrémetro, éstas fuentes son

descritas a continuacion.

2.3.1 Fuente LED

Un LED es un dispositivo semiconductor (diodo) que emite fotones, cuando un electréon
pasa de la banda de conduccién a la de valencia, cuando se polariza directamente. Este
fendmeno se conoce como electroluminiscencia. Usados ampliamente en iluminacion, su
color depende del material semiconductor que se emplea en la construccién, se consiguen
actualmente LEDs con emisién de luz de alto brillo en el infrarrojo (IRED), visible y
ultravioleta (UV LED).

Inicialmente los LEDs emitian luz roja de baja intensidad, posteriormente fueron
desarrollados los LEDs ultravioletas y azules, los cuales no son usados frecuentemente
debido a su alto costo comparado con los mas comunes (rojo, verde, amarillo e infrarrojo).
Luego empresas como Nichia Corporation desarrollaron LEDs de luz blanca con una

eficiencia luminosa de 150 Im/W utilizando para ello una corriente de polarizacion directa
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de 20 miliamperios (mA), eficiencia que al ser comparada con otras fuentes de luz
solamente en términos de rendimiento, es aproximadamente 1,7 veces superior a la de la
lampara fluorescente con prestaciones de color altas (90 Im/W) y aproximadamente 11,5
veces la de una lampara incandescente (13 Im/W). Su eficiencia es incluso mas alta que
la de la lAmpara de vapor de sodio de alta presion (132 Im/W), que esta considerada como
una de las fuentes de luz més eficientes (Satoshi & Nikkei Electronics, 2006; Virk, 2015).

La potencia tipica de los LEDs comerciales es de 30 a 60 mW. Otra de las ventajas de los
LEDs es su larga vida atil (50.000 h) y su bajo costo (excepto para el rango UV). Para
algunas aplicaciones la radiacion ultravioleta es aprovechada para producir radiacién
visible mediante sustancias fluorescentes o fosforescentes que absorban esta radiacion
ultravioleta emitida por el diodo y posteriormente emitan luz visible.

El voltaje de operacion va desde 1,8 hasta 3,8 voltios aproximadamente (lo que esta
relacionado con el material de fabricacién y el color de la luz que emite) y la gama de
intensidades que debe circular por él varia segin su aplicacién. Los valores tipicos de
corriente directa de polarizacion de un LED estan comprendidos entre los 10 y los 40 mA.
En general, los LEDs suelen tener mejor eficiencia cuanto menor es la corriente que circula
por ellos. El primer LED que emitia en el espectro visible fue desarrollado por el ingeniero

de General Electric Nick Holonyak en 1962.

Los LEDs disponibles para esta investigacion fueron los siguientes: 365, 375, 380, 384,
468, 587 y 660 nm.

2.3.2 Fuente PX-2

La fuente de luz de Xenén Pulsada (PX-2) es una fuente de alta velocidad de pulso, es una
lampara de xendn de arco corto y es utilizado en aplicaciones relacionadas con la medicién
de absorbancia, reflexion, fluorescencia, fosforescencia y en ensayos O&ptica y

térmicamente labiles (Ocean Optics).

El PX-2 opera a velocidades de hasta 220 Hz, con una buena estabilidad pulso a pulso,
tiene dos modos de descarga (trigger) para el control de la frecuencia de los pulsos, y al
acoplarse a un espectrometro puede sincronizar facilmente el funcionamiento de la luz y

el detector. Las especificaciones se muestran en la Tabla 2-1
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Tabla 2-1: Especificaciones de la lampara PX-2, marca Ocean Optics.

Especificaciones

PX-2

Fuente

Lampara de xendn pulsada

Rango de longitud de onda:

220-750 nm

Potencia de pulso:

45 mJ/pulso (maximo)

Potencia media de salida:

9.9 Watts

Duracion del pulso:

5 us (a 1/3 altura del pulso)

Velocidad de pulso:

Modo mudltiple: hasta 220 Hz
Modo Unico: 1 — 220 Hz

Tiempo de vida de la fuente:

10° pulsos (alrededor de 230 dias

con operacion continua @ 50 Hz)
13A@ 11V @ 220 Hz

100 mA @ 12V @ 10Hz
Dimensiones: 14cm x10.5cm x4 cm

Peso: 0.4 kg

Consumo de energia:

2.3.3 Fuente HID-H4

Es una ldmpara de xen6n con una descarga de alta densidad (High density discharge -
HID-). Posee un tiempo de vida considerable (>3000 h), y a diferencia de los LEDs tiene
un espectro policromatico (~360 a 730 nm). Su temperatura de operacion es de -40°C a
85°C. Posee un cristal de cuarzo el cual bloquea los rayos UV, para proporcionar seguridad
a los conductores, teniendo en cuenta que estas lamparas son usadas en motocicletas y

automoviles.

2.3.4 Lampara de mercurio (Hg).

La lampara de mercurio (Short Wave UV Quartz Pencil Lamp, Edmund Optics 40-759) fue
adquirida con la finalidad de tener una fuente estable y que sirva, no solo de comparacion
sino también, para calibracion del espectrometro (AvaSpec 3648), esta calibracion se
explica en detalle en la seccién 3.1 Calibracion y caracterizacion del mini espectrometro

Las especificaciones de esta lampara se muestran en la Tabla 2-2.

Tabla 2-2. Especificaciones de la lampara de mercurio, marca Edmund Optics.

Especificacion Valor

Densidad de potencia de salida | 4,5
(mW/cm?)

Dimensiones (mm)

Diametro tubo 6,5
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Especificacion Valor
Longitud tubo 53,0
Peso (g): 60
Longitud de onda (nm) 253,7
Longitud total (mm) 127

2.4 Otros componentes 6pticos.

2.4.1 Lentes doble convexos.

Los lentes doble convexos cumplen la funcion de focalizar la luz en el camino Optico
disefiado, por lo cual de su correcta alineacion depende la luz que excita a la muestra, para
posteriormente generar una emision que pueda ser perceptible para la fibra Optica. Estos
lentes estan hechos en silice fundida y tienen un diametro de 25 mm, poseen una
transmitancia del 80%, una reflectancia en promedio de 1,5% y cubren el rango UV y visible

del espectro (250 a 700 nm), como se observa en la Tabla 2-3.

Tabla 2-3: Especificaciones de los lentes doble convexos, marca Edmund Optics.

Especificacién Valor

Didmetro (mm) 25

Longitud focal efectiva, EFL (mm) | 500

Sustrato Silice fundida

Rango longitud de onda (nm) 250 - 700

Especificaciones recubrimiento Rabsorcion £ 1,5% @ 250 — 700 nm

2.4.2 Filtros pasa banda.

A lo largo del desarrollo del proyecto y teniendo en cuenta la necesidad de buscar la
respuesta espectral en varias regiones del espectro, ha sido necesario la adquisicién de
filtros, que como se menciond antes, ayuden a convertir una sefal policromatica de las
fuentes, a una cuasi-monocromatica, de modo que sea mas facil observar la respuesta de
emision de las muestras ensayadas. Se tienen filtros de las siguientes longitudes de onda
de 320, 334, 365, 377, 400, 436 y 568 nm, cada uno de los cuales se especifican en la
Tabla 2-4.
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Tabla 2-4. Especificaciones de los filtros usados en el montaje experimental, marca
Edmund Optics.

Especificaciones Filtros

Longitud de onda 320 334 365 377 400 436 568

central (nm)

Diametro (mm) 12.5 12.7 12.7 12.5 12.7 12.7 12.7

Espesor de montura 6.9 9.6 35 4.8 9.6 7.5

(mm)

Tolerancia longitude | +3.0/-0.0 +2 2 12 2

de onda central(nm)

FWHM* (nm) 10 54 10

Tolerancia FWHM +2 +2 2 +2 +2 +2

(nm)

Transmitancia minima >25 =25 80 85 =30 =40 245

(%)

Rango de longitud de 200- 200-1200 250-1100 200-1200

onda bloqueado (nm) 10000

Densidad 6ptica (OD) 24.0 23.0 6.0 23.0 =23.0 23.0

Temperatura (°C) -50a +50 | -50 a +75 -50 a -50 a +75 -50 a -50 a
+75 +75 +75

Construccion Montado en el anillo | Silice fundida con | Recubrimie | Montado en el anillo

negro recubrimiento nto negro
duro tradicional

* Ancho a media altura (Full Width-Half Max).

La relacion entre la transmitancia y la longitud de onda se muestra en la Figura 2-11, en

donde se identifican los picos de transmitancia y el ancho a media altura, abreviada FWHM
(del inglés Full Width at Half Maximum).

Figura 2-11. Descripcion del FWHM.
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2.5 Mini espectroémetro AvaSpec 3648.

El mini espectrémetro AvaSpec-3648 cuenta con 3648 pixeles con un detector CCD. El
espectrometro tiene un conector de entrada de fibra éptica (estdndar SMA), un colimador,
un espejo y una rejilla difraccional. Una seleccion de 15 rejillas diferentes con varios
angulos de dispersion y resplandor permiten aplicaciones en el rango de 200-1100nm. El
AvaSpec-3648 viene con un convertidor de 14 bits AD, y USB2.0 interfaz de alta velocidad;
trabaja de forma adecuadamente en aplicaciones de alta velocidad y alta resolucion, por
ejemplo usando fuentes de luz pulsada.

Los puertos digitales permiten el disparo y control externos de las fuentes de luz. El
AvaSpec-3648-USB2 funciona con alimentaciéon USB y viene con AvaSoft-basic. Asi

mismo posee un banco Optico simétrico Czerny-Turner, con una longitud focal de 75 mm.

La longitud de onda de operacion es de 200 a 1100 nm, con una sensibilidad de 12000
conteos/UW por ms de tiempo de integracién, siendo su relaciéon sefial a ruido (SNR) de
300:1, pesa 716 g y sus dimensiones son 175 x 110 x 44 mm.



3.Analisis y discusion de resultados

3.1 Calibracion y caracterizacion del mini espectrometro

La calibracién del mini espectrometro, AvaSpec 3648, es fundamental para tener datos
confiables. Se us6 la lampara de mercurio (Hg) como fuente de luz, de modo que se
realizaron mediciones a diferentes tiempos de integracion (1, 5, 10, 20, 30, 50, 100 y 500
ms), ubicando a una distancia de 50 cm la fibra de la fuente de luz. A cada medicion de la
sefial del espectro se le midié el ruido que la sefial genera (dark), mediante el cubrimiento
de la fibra Optica, de modo que se mantenga las mismas condiciones que cuando se esta
capturando sefal.

Se programoé el AvaSpec3648 de tal forma que se tomen 10 mediciones del espectro, y
cada una de estas mediciones es el promedio de 10 espectros que logra capturar el

espectrometro.

3.1.1 Caracterizacion de la longitud de onda (abscisa)

La calibracion se llevé a cabo con la lampara de mercurio disponible en el laboratorio, la
cual se describié en la seccion 2.3.4 Lampara de mercurio (Hg). Con esta lampara se
obtuvo el espectro mostrado en la Figura 3-1, midiendo directamente la luz de la lampara
y recibiendo la sefial con la fibra sin lentes ni filtros intermedios, en posicion lineal, con un
tiempo de integracion de 100 ms y un nimero de promedios de 10 espectros por cada

medicion. Cada medicion se repitié 10 veces.
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Figura 3-1: Lampara de mercurio (Hg), Edmund Optics (Fuente: esta investigacion).
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Para realizar la comparacién y verificacion del estado del espectrémetro, se usaron los

datos del NIST#. El espectro de mercurio (Hg) del NIST se muestra en la Figura 3-2.

Figura 3-2. Lampara de mercurio (Hg), datos tomados de NIST.
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4 National Institute of Standards and Technology,
http://physics.nist.gov/PhysRefData/Handbook/Tables/mercurytable2.htm



http://physics.nist.gov/PhysRefData/Handbook/Tables/mercurytable2.htm

Analisis y discusion de resultados 33

Después de esto, fue necesario identificar los picos coincidentes entre el espectro medido
(Aexp) Y €l reportado por NIST (Anist), resultando los puntos (8) con los cuales se evaluo el

estado del espectrémetro (ver Tabla 3-1).

Tabla 3-1: Error a priori y a posteriori en longitud de onda del espectrometro

AvaSpec3648 (Fuente: esta investigacion).

Pixel (i) | Anist Aexp Error apriori | A" =P(i) | Error a posteriori
(Aexp-AnisT) (A"-AnisT)
405 253,652 | 253,807 0,155 253,650 -0,002
664 296,728 | 296,884 0,156 296,759 0,031
763 313,155 | 313,239 0,084 313,122 -0,033
1081 365,249 | 365,333 0,084 365,226 -0,023
1325 404,656 | 404,829 0,173 404,717 0,061
1519 435,833 | 435,920 0,087 435,799 -0,034
2223 546,074 | 546,250 0,177 546,073 0,000
2439 579,066 | 579,262 0,196 579,068 0,001

Con lo anterior, es posible obtener el error a priori (Aexp-Anist), Y después una correlaciéon
entre la longitud de onda y los pixeles (A"=P(i)) permite obtener el error a posteriori (A"-

AnisT), COMO se muestra en la Figura 3-3.

Figura 3-3. Error a priori y error a posteriori (Fuente: esta investigacion).
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La funcion A"=P(i) es un polinomio de orden 3, este se seleccion6 después de analizar cudl
es el grado (n) que mejor representa los datos. Para ello se graficé (Figura 3-4) el residual
del coeficiente de correlacién (1-R”2) en el eje izquierdo, y el valor cuadratico medio del
error (root mean square, RMS) en el eje derecho, con ellos se puede observar que pasar
de un grado de polinomio 2 a 3 tiene un gran impacto en la reduccién del residual del
coeficiente de correlacién, pasando de 1,9E-07 a 7,8E-08; mientras que pasar de un grado
de polinomio 3 a 4 0 a 5, no es significativo, diferencia entre n=3 y n=5 de 8,5E-10.
Finalmente, se consigue un beneficio usando el grado 6, sin embargo este tipo de
polinomios no estan bien condicionados debido al comportamiento erréneo para el resto

de datos no conocidos (R"2 > 1).

Figura 3-4: Andlisis del grado de polinomio (n) para la funcién A"=P(i) (Fuente: esta

investigacion).
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3.1.2 Caracterizacion de la sefial (ordenada)

Al igual que la longitud de onda es necesaria una evaluacion de la intensidad de la sefal,
es decir la cantidad de fotones que detecta el mini espectrémetro en cada medicion, como
se muestra en la Figura 3-5. Las longitudes de onda seleccionadas son las de los picos del

espectro de la lampara de mercurio (Figura 3-1).
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- Intensidad de la sefal en funcién del tiempo de integracion

Cuando se lleva a cabo una medicién, se tiene un ruido asociado (ruido blanco o dark),
gue depende de factores como la estabilidad opto mecanica del montaje, la parte
electrénica del equipo usado, entre otras; es por ello que se debe medir esta variacion en
la medicién de modo que sea tenida en cuenta en el momento de hacer los analisis sobre
los espectros generados, considerando que cero incertidumbre en las mediciones no es

alcanzable (Jiménez, 2004).

Se debe tener en cuenta que cuando se realiza una medicién, la intensidad de la medicién
(I) esigual a la sumatoria de una intensidad del dark (I;,,x) Mas una constante del sistema
(k) por la tasa de flujo (¢), es decir el nUmero de fotones por segundo (#/s) en un tiempo
de integracion definido, asi:

I'=lagri +k*@*tin
Ahora bien, si la expresion anterior es representada en una gréfica como (I — I;4,) €n
funcién del t;,,; se obtiene una serie de lineas de la forma y=mx+b. Si b =0, la

pendiente (m) representa la tasa de conteos por segundo para cada longitud de onda.

Figura 3-5: Intensidad de la sefial (laAmpara de Hg) en funcién del tiempo de integracion
(Fuente: esta investigacion).
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Para el caso de la longitud de onda menor (253,807 nm) la tasa de conteos por milisegundo
es de 72,67; lo que significa que con tiempos de integracién de 5 ms, y si el dark tuviese

100 conteos, la relacién sefial a ruido seria aproximadamente de 3,5.

3.1.3 Caracterizacion del ruido y razon sefial a ruido (SNR)

- Analisis del comportamiento del ruido

Cuando se realizan mediciones del dark, en funcién del tiempo de integracion, se debe
tener en cuenta que esta sefial es la sumatoria del promedio de las mediciones mas el

residual de la sefal, I sk = Dpromedio + Dresiauar- D€ 10 anterior se conoce el dark
promedio (Dpromedio) Y 12 intensidad del dark (I4,«), de modo que se puede calcular el

dark residual (D;esiquat)-

Para verificar el comportamiento del D,..siqua; €N funcién del tiempo de integracion se
calculé el RMS de cada conjunto de mediciones y se dividid la longitud de onda en 7
segmentos. Teniendo en cuenta que la longitud de onda que mide el AvaSpec3648 va
desde 185,822 nm a 755,846 nm, el tamafio de cada segmento longitud de onda deberia
ser de 81,432 nm, sin embargo como se tienen Unicamente 3648 pixeles la longitud de
onda no corresponde exactamente en los valores deseados, por lo que se buscé el valor
mas cercano de modo que el tamafio de cada segmento sea muy similar, como se muestra
en la Tabla 3-2

Tabla 3-2: Calculo de los segmentos de longitud de onda para andlisis de ruido (Fuente:
esta investigacion).

Segmento Pixeles Diferencia Intervalos ideales
asociados Intervalos reales (nm) (nm) (nm)
S1 1| 485 185,822 | 267,156 81,334 185,822 267,254
S2 486 ( 979 267,323 | 348,698 81,375 267,254 348,686
S3 980 | 1483 348,862 | 430,172 81,310 348,686 430,118
S4 1484 | 1999 430,331 | 511,587 81,256 | 430,118 511,550
S5 2000 | 2530 511,743 | 593,045 81,302 | 511,550 592,982
S6 2531 3078 593,196 | 674,402 81,207 | 592,982 674,414
S7 3079 | 3648 674,548 | 755,846 81,298 674,414 755,846
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En la Figura 3-6, se observa que a medida que aumenta el tiempo de integracién el
D, osiqua; t@mbién crece y su comportamiento es lineal. La tasa de crecimiento promedio es
de 0,0726*t (R>=0,9941). Es decir que para un valor de 500 ms el D,.squq Presenta un

RMS de aproximadamente 36.

Figura 3-6: RMS del D,..siquq: €N funcion del tiempo de integracion (Fuente: esta

investigacion).
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Si el resultado anterior se presenta en barras de error se obtiene la Figura 3-7, en donde
se observa que la mayor dispersion se presenta en los tiempos de integracién 10, 30, 100
ms para el primer orden de magnitud, y en 500 ms para el segundo orden de magnitud.

Figura 3-7: Barras de error del RMS del D,.siqua1 (Fuente: esta investigacion).
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- Relacion sefal aruido en las mediciones (SNR).

La determinacion de la relacion sefial a ruido (SNR por sus siglas en inglés) es importante
para conocer la capacidad de los instrumentos de medicién en cuanto al limite de deteccion
se refiere. Se busca en los equipos (espectrémetros) que la SNR sea lo mas grande posible
de modo que en el momento que se detecte una molécula del compuesto de interés, su

sefal debe ser mayor a la del ruido instrumental (Lakowicz, 2006).

De acuerdo con lo anterior, los ensayos realizados en esta investigacibn no son la
excepcién, y se consiguio, mejorar la SNR a través de una alineacion Optica y un buen
soporte mecdanico de todos los componentes, al igual que una preparacion adecuada de

las muestras analizadas.

La relacién SNR para el AvaSpec3648 se calculd a partir de la sefial de las mediciones
(k * @ * tin:= @ * t;e) CON la lAmpara de Hg, y su respectiva sefial del ruido (D, esiguar) que
se determinaron en la seccion anterior (Analisis del comportamiento del ruido). En la Figura
3-8, se observa que para tiempos pequefios de integracion (hasta 50 ms) la SNR crece
rapidamente, luego para tiempos mayores a 100 ms la SNR permanece casi constante, de
modo tal que segun estos resultados la mejor opcién es operar el sistema a 100 ms, y

volver a medir, obteniéndose mayor cantidad de datos para analisis.

Figura 3-8: Comportamiento de la SNR en funcion del tiempo de integracion (t;,:)

(Fuente: esta investigacion).
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3.2 Espectros de excitacion y emision.

A continuaciéon se muestran los espectros de las fuentes usadas, estos espectros de
excitacion se midieron directamente desde la fuente a la fibra dptica. Por su parte para el
caso de la medicion de los espectros de emisidén se usaron los diferentes montajes que
seran descritos de acuerdo a la fuente de luz usada, para estos ensayos se empled
fluoresceina sddica.

3.2.1 Pruebas con LEDs

Como se menciond en la seccién de metodologia (2.3.1 Fuente LED), se disponen de
algunos LEDs para la generacion del espectro de fluorescencia. Se usaron LEDs con una
longitud de onda de 375 nmy 384 nm, los espectros de emisién son mostrados en la Figura
3-9 y Figura 3-10, respectivamente.

Figura 3-9: Espectro LED 375 nm (Fuente: esta investigacion).
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Es importante resaltar que los ensayos con LEDs arrojaron espectros de emisién con una
muy buena monocromaticidad, siendo su FWHM de ~10 nm y ~20 nm para los LEDs de
375 y 384 nm, respectivamente. Este comportamiento es deseable toda vez que no se
hace necesario el uso de filtros para cortar las longitudes de onda de interés, ademas de
gue a menor FWHM el detector puede diferenciar de mejor forma dos sefiales que se

generan simultaneamente.
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Figura 3-10 : Espectro LED 384 nm (Fuente: esta investigacion).

35.000

30.000 \

25.000 \

20.000 \

15.000

Intensidad (UA)

10.000 I

5.00(()) J \

300/ /350 400 |450| 500 550|600/ 650
_5000 L | | | | | | J

Longitud de onda (nm)

El espectro de emision de fluoresceina usando el LED de 375 nm es mostrado en la Figura
3-11, en el cual también se observa parte del espectro de la luz de excitacion. Este ensayo
fue realizado siguiendo el primer montaje experimental descrito en la Figura 2-2, en donde
la medicion de la emisién se realiza por reflexion y se obtiene contaminacion de la fuente
de luz, en este caso de los LEDs. Por su parte, para el LED de 384 nm no fue posible
captar la sefal de emision de la fluorescencia debido posiblemente a dos factores: 1) baja
intensidad de luz que llega a la muestra (fluoresceina), provocando que los fotones
incidentes no sean los suficientes para excitar las moléculas de la muestra y generar una
sefal fuerte de emisién que supere el ruido, es decir que la sefial de emisién sea mayor al
ruido generado por la medicion (razon sefal a ruido -SNR-); o0 2) la regién de longitud de
onda, en donde se esta excitando la muestra, no es la adecuada y por ello no genera

emision.
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Figura 3-11: Espectro de emision de fluoresceina con LED 375nm (Fuente: esta
investigacion).
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3.2.2 Pruebas con PX-2:

Al igual que con los LEDs, se midi6 el espectro de excitacion de la lampara PX-2, este
espectro es mostrado en la Figura 3-12, de modo que se tenga caracterizada esta fuente.
La longitud de onda que abarca el espectro de esta fuente policroméatica va desde 220 a
750 nm, con tres picos maximos: 1) entre 250 a 260 nm (region ultravioleta), 2) entre 490
a 500 nm (region visible) y 3) alrededor de 520 a 550 nm (regién visible).
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Figura 3-12: Espectro lampara PX-2 (Fuente: esta investigacion).
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Luego, las pruebas con la lampara PX-2, se realizaron sobre el montaje experimental
mostrado en la Figura 2-3, mediante medicion por reflexién, en donde se capturo la sefial
de emisién gracias al uso de un lente doble convexo que focalizan la luz a la fibra éptica,
esto se realizd en la celda de aluminio (Celda B), ver Figura 3-13. Este espectro es el
resultado de la absorcién de la fuente policromatica y su posterior emision de un espectro
con una estructura simétrica en la region visible, siendo la intensidad de la sefal inferior
(alrededor de 1600 conteos) frente a la luz de excitacién (alrededor de 50000 conteos). Sin
embargo para asegurar que esta emision no esta contaminada por la luz de excitacion es
necesario el uso de filtros y mejoramiento de la alineacién Gptica, como se explicara en las
siguientes secciones.
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Figura 3-13: Espectro de emision de fluoresceina con lampara PX-2 (Fuente: esta
investigacion).
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3.2.3 Pruebas con HID-H4

Los ensayos con la lampara HID-H4 se basaron en el montaje experimental de la Figura
2-4. Los espectros de excitacién y emision se obtuvieron empleando el filtro de 377 nm, y
son mostrados en la Figura 3-14 y Figura 3-15, respectivamente.

El espectro de emision de la fuente HID-H4 es policromética, al igual que el de la PX-2,
aunque cubriendo un rango de longitud de onda menor, desde aproximadamente 360 hasta
730 nm. La diferencia primordial entre las fuentes HID-H4 con respecto a la PX-2, es que
su elevada intensidad (espectro de emision de hasta 50000 conteos) permite el uso de
filtros pasa banda y deteccién perpendicular apropiadamente alejada de la fuente de
emisién. Esto evita que los espectros de fluorescencia estén severamente contaminados

con luz de excitacion.
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Figura 3-14: Espectro de la lampara HID-H4 (Fuente: esta investigacion).
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Figura 3-15: Espectro de emision de fluoresceina con lampara HID-H4, usando filtro
banpass de 377 nm (Fuente: esta investigacion).
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Como se observa en las diferentes fuentes usadas, la de mejor desempefio en cuanto a la
intensidad generada en la emisién de los espectros es la HID-H4, cabe resaltar que en
este punto se contaba con una mejor alineacion éptica y con accesorios gque ayudaron en

el aumento de la intensidad de la sefal de emision capturada.

3.3 Ensayos con fluoréforo estandar.

Para evaluar el desempefio del espectrémetro AvaSpec 3648 se decidid usar fluoresceina
(3',6'-dihidroxiespiro[2-benzofuran-3,9'-xanten]-1-ona). Este es un colorante organico que
emite fluorescencia al ser excitado con luz en cierta longitud de onda. En soluciones
acuosas este compuesto se presenta en forma catiénica, neutra, anionica y dianionica,

dependiendo del pH de la solucién, como se muestra en la Figura 3-16 (Hart & JiJi, 2002).

Figura 3-16: Estructura quimica de la fluoresceina.

HO H
COOH
Catidn
HO OH HO. OH
—— = 4
co coo

HO

Anidn Dianion
Se realizaron varios ensayos con el fin de alinear correctamente el montaje y determinar
el limite de deteccion del espectrometro para esta sustancia, asi mismo se analizo la

dependencia de este fluoréforo con el pH y con la concentracién. Se usé fluoresceina

sédica al 10%, la cual es comercial y de bajo costo, empleada en el sector oftalmolégico.
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A partir de esta fluoresceina, inicialmente se diluyeron 13 concentraciones que se
muestran en la Tabla 3-3.

Tabla 3-3: Concentraciones de fluoresceina usada para caya ensayo (Fuente: esta
investigacion).

Concentracion de fluoresceina
% ppmv ppbv
2,5E-01 2,5E+03 2,5E+06
1,3E-01 1,3E+03 1,3E+06
6,3E-02 6,3E+02 6,3E+05
3,1E-02 3,1E+02 3,1E+05
1,6E-02 1,6E+02 1,6E+05
7,8E-03 7,8E+01 7,8E+04
3,9E-03 3,9E+01 3,9E+04
2,0E-03 2,0E+01 2,0E+04
9,8E-04 9,8E+00 9,8E+03
1,0E-04 1,0E+00 1,0E+03
1,0E-05 1,0E-01 1,0E+02
1,0E-06 1,0E-02 1,0E+01
1,0E-07 1,0E-03 1,0E+00

La fluoresceina fue medida inyectando directamente luz policromatica (fuente PX-2), a la
celda en donde estaba la muestra de interés, luego se captur6 en un angulo recto la sefial
de la fluorescencia generada, con ayuda de la fibra 6ptica, como se muestra en la Figura
3-17.

Figura 3-17: Montaje experimental para evaluar fluoresceina, izquierda: esquematico; y
derecha: fotografia (Fuente: esta investigacion).
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Los espectros resultantes tienen un crecimiento en la intensidad de la sefial a medida que
se diluye la muestra, es decir de mayor a menor concentracion (empezando en 2500 ppm
—linea roja-), luego se alcanza un maximo (10 ppm -linea vinotinto-) y después decrece
nuevamente hasta la menor concentracién (1 ppb -linea negra punteada-), como se

observa en la Figura 3-18.

Figura 3-18: Espectros de emision de fluoresceina a diferentes concentraciones (Fuente:
esta investigacion).
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Al modificar la concentracién, y teniendo en cuenta la fuerte dependencia con el pH, se
puede observar que a medida que la solucidn esta menos concentrada, es decir un pH
mas acido, el espectro se desplaza hacia el lado izquierdo (region UV), y en sentido
contrario cuando el pH es mas basico (regién IR). Para corroborar esta dependencia de la
fluoresceina con el pH se realizaron ensayos adicionales en donde se midi6 este
parametro, antes y después de la adiciona de hidroxido de sodio (NaOH), como se describe

en la siguiente seccion.

Finalmente es importante mencionar que este resultado muestra que sin la deteccion
multicanal el sistema no es analitico, porque con una medicién a una sola longitud de onda

no seria posible distinguir entre los extremos de concentracion (concentraciones altas y
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concentraciones bajas), por ejemplo, como se observa en el punto A de la Figura 3-18, al
hacer una deteccion alrededor de 535 nm y obtener 5000 conteos, no es posible saber con
certeza si se esta detectando la parte decreciente de 1 ppb o la parte creciente de 625
ppm, sin embargo este problema en realidad no es relevante para el método que se esta
usando de EEMs porque la excitacién es policromética compleja, y la deteccion es

multicanal, por lo tanto el sistema no es univoco pero no hay problema real.

3.3.1 Dependencia de la fluoresceina con el pH.

Para comprobar la dependencia de la fluoresceina con el pH se prepararon 7 soluciones a
diferentes concentraciones, a las cuales una vez medido su pH inicial, se le adicioné NaOH
0,1 M, de modo que todas las concentraciones sean llevadas a un pH casi constante (pH
final entre 7,4 y 9,0), como se observa en la Tabla 3-4.

Tabla 3-4: Concentraciones de fluoresceina teniendo en cuenta el pH (Fuente: esta

investigacion).

Concentracion pH

ppmv ppbv pH inicial | pH final
1,25E-03 | 1,25E+00 55 8,6
1,25E-02 | 1,25E+01 5,6 8,5
1,25E-01 | 1,25E+02 58 8,4
1,25E+00 | 1,25E+03 59 9,0
1,25E+01 | 1,25E+04 6,4 8,1
1,25E+02 | 1,25E+05 7,2 7,4
1,25E+03 | 1,25E+06 7,7 8,0

El comportamiento de los espectros es similar al mostrado en la Figura 3-18. Para entender
la variacion en intensidad de sefal debido al cambio de pH se muestra un conjunto de
espectros (procesados por el software AvasSoft) después de aplicar un filtro digital

(mediana) para eliminar la mayor cantidad de ruido (Figura 3-19).
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Figura 3-19: Espectros de emision a pHs diferentes aplicando Median filter (Fuente: esta
investigacion).

1700 o 1.25ppb_pH 5.45| 1200 12.5ppb_pH 5.55
1500 m 1.25ppb_pH 8.58 1000 ———12.5ppb_pH 8.52
1300 !
1100 | %‘ 800
00 Tt 5 600
=700 e T ‘
Ho ] ’
§500 e 2 400 sea i
300 i £ 200 P A
L] i AR R i il i
Eloo T 1I T I — 0 | T ‘ “ 1 u
100155580 380 480 580 - 180280 380 480
_300H HH HH HH HH HH -200 11 I I A A
Longitud de onda (nm) Longitud de onda (hm)
——125ppb_pH 5.79 ——1250ppb_pH 5.91
1000 ———125ppb_pH 8.39 7500 1250ppb_pH 9.03
800 il 6500
<5500 1
<600 4500 :
\D./ © 1
400 %3500 ‘
= 2500 FaRas
=200 H- c | am N
FE’ I 1500 f l
-0 i Suuman 500 ?
1 K$ ) $ ) l‘$1 |- =; || : |
-200 ' L1 500400 450 500 550 600 650 700
Longitud de onda (nm) Longitud de onda (nm)
20000 — 12.5ppm_pH 6.04 8000 | ——127ppm_pH 7.20
18000 12.5ppm_pH 8.05 2000 g . —— 127ppm_pH 7.40
16000 fA
H 6000
214000 < %
\3_12000 A a 5000 \
§10000 § 4000 Dh
@ 8000 2 G 3000
£ 6000 = 2 2000 \
= 4000 =
2000 \ 1000
0 Fr—r— 0 = SES=miiuas
-2000 )04 I J ::m:I Bt ) 00 _10004(1@_ ZEW' < *_w_!ﬁ—%:ﬁ?]o

Longitud de onda (nm) Longitud de onda [nm]




50 Desarrollo tecnoldgico y evaluacion de un prototipo para el andlisis de la

contaminacion de aguas mediante fluorescencia de matriz de excitacién-emision

— 1250ppm_pH 7.69
1400 —— 1250ppm_pH 8.02

1200
<iooo
2
< 800
©
T 600
(2]
G 400

[
— 200
2004 4% 05506006 700

Longitud de onda [nm]

Lo anterior muestra que a pHs mayores (linea azul), debido a la adicion de NaOH, la
intensidad de la emisién crece, generando un pico de intensidad alrededor de 12 ppm,
tanto a pH inicial como a pH final, y luego vuelve a descender a medida que la
concentracion disminuye. Cabe resaltar que en las concentraciones maximas y minimas
de los ensayos mostrados se evidencia la importancia de la relacion sefial a ruido (SNR),
es decir siempre que la sefal crezca mas rapido que el ruido la estructura de los espectros
es mas definida, lo que significa que el detector es capaz de diferenciar entre la sefial de

la muestra de interés y el ruido.

En la Figura 3-20 (izquierda) también se observa que a medida que la concentracion
aumenta, el maximo de intensidad se mueve hacia el infrarrojo (mayor longitud de onda),
de forma similar se comporta el pH, el cual aumenta en funcién de la concentraciéon

(derecha).
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Figura 3-20: Comportamiento de la intensidad y la longitud de onda en funcién de la
concentracion (izquierda) y de la intensidad y el pH en funcién de la concentracion

(derecha).
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Como se menciond al inicio de esta seccion la fluoresceina presenta varias formas
dependiendo basicamente del pH de la solucién; segin Martin & Lindgvist (1975) vy
Sjoback, Nygren, & Kubista (1995) a bajos valores de pH (< 6,0) se presenta principalmente
el anion de la fluoresceina, con algunas estructuras del dianion, y en pH > 6 predomina el

dianién con algunas estructuras menos intensas del anion.

Para corroborar lo expresado por estos autores, es decir evaluar si con los ensayos
realizados, y el montaje dispuesto (Figura 3-17), el sistema logra detectar las diferentes
especies de la fluoresceina; se procede a evaluar la transmitancia y la absorbancia a
diferentes concentraciones.

Los espectros de transmitancia medidos (I) se dividen sobre el espectro de la fuente del
PX-2 (I,), de modo que se obtiene que T = 1/I,, luego se normalizan y esto en funcién de
la concentracion permite observar el comportamiento de transmitancia relativa de la

fluoresceina a diferentes concentraciones, ver Figura 3-21.
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Figura 3-21: Transmitancia relativa de fluoresceina a diferentes longitudes de onda
(izquierda) y diferentes concentraciones para 470,513 nm (derecha).
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Lo anterior muestra que a mayores concentraciones la transmitancia es menor, es decir
hay mayor absorcion por parte de la muestra cuando la concentracion aumenta (derecha),
de igual forma se observa que existe una mayor absorcion en la parte inicial del espectro
(izquierda), es decir en la parte del UV (aproximadamente hasta 330 nm), luego disminuye
en la parte del UV-VIS (alrededor de 330 a 400 nm), y vuelve a aumentar en la Gltima

region VIS analizada (hasta 480 nm).

Luego, teniendo en cuenta que In(T) = In(1/I,) + In(k), y la relacién entre absorbancia y
transmitancia es A = —In(T), ademas que la absorbancia es igual a la longitud del camino
Optico (L) por coeficiente de extincion () y la concentracién (C) de la sustancia de interés
(A = eCL), para estimar el coeficiente de absorcion la ecuacion se puede dejar de la forma
eCL = —In(1/1,) — In(k), en donde la pendiente corresponde a €L, como se observa en la

Figura 3-22 (Ley de Beer-Lambert).
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Figura 3-22: Comportamiento de la absorbancia en funcién de la concentracion.
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El coeficiente de absorcion se encuentra en el mismo orden de magnitud segun lo
reportado por la literatura (Martin & Lindqvist,1975), para el caso de 440 nm el € = 35411
M-cm, teniendo en cuenta que la celda es de 1 cm.

Lo anterior, ademas de tener en cuenta lo concerniente a la dependencia de las estructuras
guimicas de la fluoresceina, puede estar relacionado con una hipétesis de trabajo
(producto de esta investigacién) denominado “frente de absorcion”, en el cual la sustancia
de interés se ve afectada por la geometria y la potencia de la luz que es inyectada, de
modo que se alcanza el 6ptimo cuando estas dos variables estan alineadas, es decir
cuando el fluor6foro estandar esta a una concentracion determinada (para esta
investigacion alrededor de 10 ppm), provocando que la mayoria de fotones que ingresan
a la celda exciten las moléculas del fluor6foro; y por su parte, la fibra dptica se encuentre
en la posicién correcta (90°) para capturar la emisiéon en un instante dado (tiempo de

integracion).

Por tanto, el frente de trabajo se va moviendo a medida que se diluye la solucién de
fluorescencia hasta llegar al punto exacto del detector (fibra éptica), lo cual no implica que
en las demas posiciones no se genere fluorescencia, sino que el detector es estéatico y no
es capaz de capturar la emision, de igual forma a altas concentraciones posiblemente se

presentan efectos de saturacién en donde la fluorescencia es reabsorbida por las
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moléculas de la sustancia de interés haciendo que la luz no pueda pasar la primera etapa

de absorcion (ver Figura 3-23).

Figura 3-23: Representacién de la hipétesis de trabajo “frente de absorcién”.
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Finalmente, y teniendo en cuenta el comportamiento de absorbancia de la fluoresceina se
plantea otra hipotesis de trabajo denominada “filtrado espacial”, lo cual significa que a
media que la luz policromatica es inyectada en una solucion concentrada
(aproximadamente > 10 ppm), la absorcién ocurre mayoritariamente en la parte del UV,
dejando pasar el visible y el infrarrojo, y estos generan a su vez emisién en longitudes de
onda mayor (menor energia). La representacion de este fendmeno se muestra mediante
la Figura 3-24.

Figura 3-24: Representacién de la hipétesis de trabajo “filtrado espacial”.
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La anterior hipétesis se confirma con los espectros mostrados en la Figura 3-19, en donde
el incremento en la intensidad puede ser explicado por el “frente de absorcion”, y el
corrimiento en longitud de onda se explica por el “filtrado espacial”, debido a que en un
mismo pH se deberia generar el mismo espectro de emision, pero el filtrado provoca que
se exciten las moléculas por secciones, es decir UV, visible e IR, como se observa en la

Figura 3-25: Variacion de los espectros en funcion de la concentracion a alrededor de 7
(izquierda) y 8 (derecha).
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De acuerdo al analisis anterior se concluye que el sistema no es capaz de visualizar la
diferencia entre las formas de fluoresceina debido principalmente a los efectos de “frente
de absorcion” y “filtrado espacial”, se debe trabajar con soluciones mas diluidas, y con una

diferencia de pH mayor.

3.2 Pruebas con combustibles.

Al igual que con la fluoresceina, y siguiendo el montaje 6ptico descrito en la Figura 2-3, se
realizaron ensayos con muestras de gasolina a diferentes concentraciones (diluida en

agua): pura 100%, 5%, y 1%, ver Figura 3-26.
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Figura 3-26: Espectros de emision de gasolina a diferentes concentraciones (Fuente:
esta investigacion).
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De lo anterior se puede hacer un analisis sobre dos aspectos: 1) el efecto por
concentracion que se observa en el incremento en la intensidad, desde 385 nm en
adelante, y 2) el efecto provocado por el filtrado espacial, que es extrapolado y valido para
los espectros de gasolina, teniendo en cuenta que también se ha usado la fuente
policromética, evidenciado en la regién 330 a 385 nm (ver Figura 3-27).

Figura 3-27: Variacion de espectros de gasolina por efectos de filtrado espacial
(izquierda) y por concentracion (derecha) (Fuente: esta investigacion).
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Finalmente, en la Figura 3-28 se muestra el comportamiento de la intensidad de la
fluorescencia en funcion al porcentaje de gasolina en agua a 512 nm; longitud de onda que
se encuentra en una region no influenciada por reflexién de la fuente usada (PX-2), ni
tampoco por el efecto de filtrado espacial. Se observa que el crecimiento de la intensidad
no es lineal debido muy posiblemente a la policromaticidad de la fuente usada, generando

efectos de segundo orden que no son analizados en esta investigacion.

Figura 3-28: Intensidad de la sefial en funcién de la mezcla gasolina-agua.
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3.2.1 Generacion de EEMs para fluoréforos puros.

Finalmente se logr6 generar la superficie espectral para fluoresceina, la cual fue excitada
con una ldmpara policroméatica (PX-2), como se describié en la seccion 2.3.2 Fuente PX-
2. A partir de los datos obtenidos de los espectros de excitacion y los de emision es posible

generar la superficie de EEMs, como se muestra en la Figura 3-29.
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Figura 3-29. EEMs preliminar obtenida para la fluoresceina (Fuente: esta investigacion).
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Con la obtencion de la huella EEMs del fluoréforo estandar se evidencia la viabilidad del
sistema para la identificacion de diferentes concentraciones de un fluoréforo, de modo que
el reto es extrapolarlo a combustibles y llegar a detectar la minima cantidad de
contaminante como sea posible (ppb o ppt), y esto servird de control y monitoreo de

contaminantes en cuerpos de agua afectados.

3.2.2 Protocolo propuesto de calibracion.

Para llevar a cabo las mediciones de fluorescencia con el sistema desarrollado se debe

seguir el siguiente protocolo, de forma tal que se obtengan datos confiables:

1. Calibraciéon espectral Hg, en donde se busca compara la posicién estandar contra la
medicion actual del sistema, tal y como se explicé en la seccion 3.1 Calibracion y

caracterizacion del mini espectrémetro.
2. Revisién transmitancia de los filtros, usando fuente estandar estable por ejemplo LEDs.

3. Solucién con fluoréforo estandar, por ejemplo, fluoresceina, en este caso se debe medir

con una fuente estable (LEDs), y llevar a cabo la medicion de la fluorescencia.

4, Tratamiento de datos.



4.Conclusiones y recomendaciones

En este trabajo se realizé el desarrollo experimental y evaluacién de un prototipo
instrumental de laboratorio, usando fluoresceina sddica (10%) como fluoréforo trazados,
con el cual se desarrollé y alineo el montaje éptico, usando como fuentes de luz LEDs,
Lampara pulsada de Xe (PX-2) y lampara HID-H4, siendo esta ultima la mejor en términos
de costo beneficio, aunque se vea implicada la perdida de monocromaticidad. Es
importante resaltar que para buenos resultados de fluorescencia, la fluoresceina debe ser
usada en forma diluida para no tener efectos como el frente de absorcién y el filtrado

espacial en la emision.

Con el disefio preliminar, se logré detectar emisioén del fluoréforo estandar al igual que
emision de gasolina en diferentes concentraciones. Estos ensayos fueron ratificados luego
con un sistema: luz policroméatica seguido de un conjunto de filtros pasa banda que permite
excitar en una sola longitud de onda. Se identifico que la intensidad de la emisién de la
gasolina a diferentes concentraciones no es lineal, presentando efectos de segundo orden,

causados muy probablemente por la policromaticidad de la fuente.

Se logré reconstruir la EEMs del fluoréforo estdndar con lo cual se espera mejorar en
cuanto al disefio y alineacion oOptica, de modo que se evite perder luz generada por la

fuente.

De igual forma, se logré un desarrollo importante en términos de instrumentacion, y si bien
el equipo aun no esta listo para mediciones en campo, se avanzo en el funcionamiento de

la técnica y su viabilidad para una miniaturizacion posterior.

Asimismo, una calibracion del espectrometro AvaSpec demostrd que se puede hacer un
ajuste de los parametros, ya que tiene un error, el cual puede ser subsanado facilmente.

Por el paso del tiempo también se han detectado algunos pixeles “calientes” que detectan
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sefial en donde no existe, los cuales han sido removidos para los célculos y analisis

realizados.

La razén sefal a ruido (SNR) del equipo se comporta bien a pequefios tiempos de
integracion, y se deteriora a tiempos de integracion mayores a 100 ms, es importante hacer
un andlisis mas profundo en este sentido y determinar si el ruido es dependiente de la
longitud de onda.

De igual forma se han realizado ensayos con gasolina a diferentes concentraciones, y el
disefio experimental actual ha permitido detectar la fluorescencia generada por estos
hidrocarburos.

Finalmente, se recomienda para trabajos futuros realizar un seguimiento riguroso al posible
decaimiento de la fuente en funcion del tiempo, debido a que esto impacta los resultados

y la reproducibilidad de los ensayos.
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