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Resumen

La contaminacion de aguas residuales por hidrocarburos es un problema ambiental en el
pais. Es la dispersion de la contaminacion de hidrocarburos en bajas concentraciones la
gue se constituye en el objeto de andlisis de esta investigacién. Esta contaminacion es
generada fundamentalmente por derrames de petréleo debido a ataques a la
infraestructura y por derrames accidentales. Con la dispersion se llegan a generar un
impacto sobre las aguas superficiales y acuiferos en la region. Estos derrames ocurren en
zonas rurales apartadas de los centros urbanos, por lo que se debe comprender el
monitoreo del agua como una herramienta para disminuir los efectos causados por la
contaminacion en la salud humanay en el equilibrio natural. El objetivo de la investigacion
se fundamenta en la generacién de un prototipo instrumental para la medicién de la
contaminacioén de la contaminacién de aguas por hidrocarburos in — situ como herramienta
en la identificacion y cuantificacion de hidrocarburos en agua. Se utilizara una técnica
espectrométrica con caracteristicas adecuadas a los propésitos del prototipo. Es la técnica
de matriz de excitacion-emision (EEMS) la que permite que el monitoreo a partir del
prototipo sea rapida, multivariable, remota y para la identificacion de una variedad
considerable de hidrocarburos en bajas concentraciones. Para esto se realizé la
caracterizacion del prototipo, el disefio conceptual y la mejora del montaje experimental
Optico montado. También se llegd a proponer una técnica de analisis espectrométrico para
la aplicacion de la EEMS considerando cualquier tipo de fuente de luz. Al aplicar la técnica
y el instrumente en la medicién de sustancias fluorescentes proxy a los hidrocarburos se
lleg6 a demostrar la posibilidad de la aplicacion en la identificacion cuantitativa de

hidrocarburos comerciales y mezclas.

Palabras clave: contaminacion de aguas; contaminacion por hidrocarburos; fluorescencia,
matriz de excitacidon-emision; monitoreo; huellas de excitacidon emision.
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Abstract

Hydrocarbon waste water pollution is an environmental issue in the country. Is the
hydrocarbon pollution at low concentration the key of the research analysis. This pollution
is generated by oil spills due to terrorist attacks to the infrastructure and also by accidental
pills from the industries. With the dispersion generated an environmental impact to the
superficial waters and to the regional aquifers takes place. That occurred generally in rural
areas far away from the urban centers, In order to understand the water monitoring as a
tool for the reduction of the main effects caused by the pollution in the health and the
environmental balance. The principal research objective is based in the building of an
instrumental prototype for the water pollution measurement caused by hydrocarbons in-situ
for the quantification and detection. For this reason, it was used a spectrometric technique
with adequate characteristics for the prototype. Is the excitation-emission matrix
spectroscopy (EEMS) technique that allows the rapid, multivariable, remote monitoring tool
for the detection of several hydrocarbon bends at low concentration. For this reason, it has
been made the prototype characterization, the conceptual design and the upgrade of the
optical experimental arrange. In addition, the proposal of an spectrometric analysis
technique for the usage of EEMS with the consideration of the emission light source. The
results demonstrate the viability of the usage of the prototype in the quantitative detection

of commercials hydrocarbons and bends.

Keywords: water pollution; hydrycarbon pollution; fluorescence; excitation-emission matrix
spectroscopy; monitoring, EEMS fingerprint.
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Introduccioén

En Colombia la industria petrolera es una de las mas importantes en la economia interna.
En contraste a su crecimiento, ésta se ve afectada por la problemética de la contaminacion
ambiental causada por los derrames de petréleo. Esto genera efectos econdémicos
relevantes, asi como de salud publica. Se estima que de los derrames de petréleo
ocurridos en el pais la gran mayoria corresponde a los ocasionados por voladuras de
oleoductos por parte de grupos subversivos. Segun cifras del gobierno, estos ataques a la
infraestructura petrolera son causantes del derrame de alrededor de 4 millones de barriles
de petréleo (El tiempo, 2014). El entendimiento del impacto de la contaminacion en las
aguas superficiales y acuiferos por hidrocarburos es hoy un asunto de importancia por los
efectos en salud humana y de equilibrio ambiental (Guard & Laughlin, 1983; Samimi, Rad,
& Ghanizadeh, 2009; Wang & Fingas, 1997). Se hace necesario ante esta problemética la
investigacion de los efectos de la contaminacién por hidrocarburos y su toxicidad, como
del desarrollo de acciones preventivas, de seguimiento continuo (mediciones localizadas)

y de identificacion de areas criticas.

La medicion de contaminacién por hidrocarburos en cuerpos de agua se realiza mediante
sistemas espectrométricos clasicos de laboratorio (Parker & Rees, 1962; White, 1964),
entre otros. Se caracterizan por su alta sensibilidad a compuestos organicos, selectividad
en la deteccién de compuestos especificos en mezclas complejas de hidrocarburos; asi
como la comparabilidad y precisidn en condiciones de laboratorio (Turner, 1964). Para el
monitoreo de contaminacion en aguas, se requiere de infraestructura adecuada para

adquisicion de muestras, asi como para garantizar la operacion de estos sistemas.

Para la medicion in situ se requiere de un sistema menos robusto y que permita un nivel
de deteccion y de identificacién similar a los equipos clasicos, asi como unos tiempos
adecuados de procesamiento de la informacion y que sean de bajo nivel de control. Sugiere
a su vez de la utilizacion de fuentes de excitacion apropiadas para el trabajo de campo, de
facil reemplazo, calibracién y disposicion. En cuanto al sistema espectrométrico se busca

gue éste sea miniaturizado, pero de resolucién suficiente para la adquisicion de sefial
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proveniente de la muestra de agua a estudiar. A su vez, se necesita un sistema de
interpretacion de informacién simple e indicativo de las caracteristicas de composicion de

mezclas complejas.

La aplicacion de la técnica espectrométrica de matriz de excitacion-emisiéon ha sido
utilizada para la determinar la huella de hidrocarburos en aguas marinas (Bugden, Yeung,
Kepkay, & Lee, 2008), la caracterizacion de efluentes de materia organica en industrias
(Esparza-Soto, Nufiez-Hernandez, & Fall, 2011), monitoreo de aguas residuales (Carstea,
Baker, Bieroza, & Reynolds, 2010), como en el estudio de la contaminacién en rios y
cuerpos de agua de contenido organico y biolégico (Lapworth, Gooddy, Allen, & Old, 2009;
Martinsen & Stedmon, 2006; Muroski, Booksh, & Myrick, 1996), como la identificacién de
aceites adulterados (Nikolova et al., 2013). Es mediante el analisis de huella de excitacion
— emisién que se puede llegar a la clasificacion e identificacion de productos arométicos

en mezclas complejas (Pharr, McKenzie, & Hickman, 1992).

Desarrollos previos han demostrado la viabilidad de utilizacién de arreglos de diodos
emisores de luz (LED) para espectroscopia de fluorescencia en el monitoreo materia
organica disuelta (Hart, 2006; Hart & JiJi, 2002a), otros de similar arreglo de fuentes de
excitacion en donde se utiliza la técnica de matriz de fluorescencia para la respuesta
espectral de tejidos vivos (Fabila et al., 2011), como también en el analisis de la
luminiscencia de vegetales (Obeidat et al., 2008). También se encuentran instrumentos
portables con otros tipos de fuentes de excitacién, como es el caso de las lamparas de
Xendén pulsadas que son utilizadas para medicion sincrénica de hidrocarburos (Alarie et
al., 1993), con resultados experimentales para antraceno y para mezclas de hidrocarburos.
El anterior desarrollo utiliza un complejo arreglo de fotodiodos y fotomultiplicadores para la

medicién de la respuesta espectral de la muestra de andlisis.

Este presente trabajo de investigacion se constituye como la continuacion de los avances
en técnica y aplicacion realizados en el proyecto de investigacion “Desarrollo tecnologico
y evaluacién de un prototipo para el andlisis de la contaminacion de aguas mediante
fluorescencia de matriz de excitacién-emision” (Lombana, 2016) . En el proyecto
mencionado, a partir de ensayos controlados de laboratorio determiné la viabilidad de la
técnica de matriz de fluorescencia para la medicion y cuantificacién de hidrocarburos en
aguas, con productos como el establecimiento de los limites de deteccion del equipo

espectrométrico AvaSpec 3648 (Avantes ©) y de la respuesta espectral de emision de
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fluoréforos comparables a hidrocarburos, asi como en mezclas sintéticas de hidrocarburos.
Ya con los avances en teoria y técnica, asi como de montaje experimental se busca el
desarrollo de un instrumento prototipo de laboratorio que permita una posterior medicién

de muestras ambientales con contaminacion por hidrocarburos.

El desarrollo de sistemas de medicion de contaminacion por hidrocarburos es una manera
eficaz de medir impactos ambientales y del desarrollo de estrategias de remediacion y
control. La investigacion reportada en este documento se refiere al desarrollo de un
instrumento prototipo en el cual se utiliza la técnica espectrométrica de matriz de excitacion
— emision para la cuantificacion de hidrocarburos. Se realiza la evaluacién y ensayo de
fuentes de luz de bajo costo con potencial de aplicaciébn en esta técnica de medicion
espectral, asi como el disefio e integracidn del prototipo y los resultados de las mediciones
obtenidas en el instrumento al relacionar la respuesta espectral de la emision de fluoréforos

puros y de mezclas sintéticas sobre rangos de concentracion definidos.

Por lo anterior, el objetivo general de la investigacion es desarrollar, integrar y evaluar un
prototipo instrumental de laboratorio que permita detectar, identificar espectralmente y
cuantificar fluoréforos, incluyendo hidrocarburos puros o diluidos mediante espectroscopia

de matriz de excitacién-emision (EEMS).
Los objetivos especificos desarrollados son:

1. Identificar y ensayar fuentes de luz de bajo costo y evaluar su potencial para

aplicaciones EEMS especificas.

2. Disefiar e integrar un prototipo operacional de laboratorio de caracteristicas

adecuadas.

3. Evaluary calibrar la respuesta espectral del prototipo, incluyendo linealidad y limite
de deteccion, con fluoréforos puros y mezclas sintéticas sobre rangos amplios de

concentracion a partir ensayos controlados.
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1.Marco teorico

1.1 Fundamentos de espectrometria de
fluorescencia

Los sistemas de deteccion de la radiacion de la luz son herramientas Utiles para la
identificacion de sustancias puras y de mezclas. A través de técnicas que utilizan estos
instrumentos, se ha podido avanzar en el entendimiento de la contaminacién de aguas por
sustancias que interactdan con la luz, de esta manera permitiendo llegar a diferentes

contextos de aplicacion tanto a nivel experimental como en la industria.

En este capitulo se mostraran los conceptos basicos de la espectrometria, la fluorescencia
y la introduccion a la técnica y al instrumento utilizado en el desarrollo del proyecto, asi
como las bases para el entendimiento de las principales caracteristicas asociadas a la

espectrometria, asi como su alcance, aplicacion y diversificacion.
1.1.1. Introduccion ala espectrometria

La ciencia moderna utiliza una variedad de técnicas asociadas a la interaccion de la luz
con la materia con el fin de entender y describir fendbmenos que ocurren espontaneamente.
Entre los principales métodos se encuentra la espectrometria de fluorescencia. La
espectrometria de fluorescencia tiene como fundamento la absorcién y la emision de luz

en diferentes longitudes de onda. Una sustancia puede absorber una luz incidente en una
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direccién para luego ser excitada y emitir una luz de diferente color en todas direcciones.
Por lo general éste fendbmeno se observa cuando una muestra es excitada con luz

ultravioleta (UV) y emite luz visible?.

El fendbmeno de emisién de luz se denomina fluorescencia, y las sustancias con la
propiedad de emision de luz se denominan fluoréforos. Por lo general los fluoroforos son
asociados a moléculas simples, con bajo peso molecular y son cominmente asociadas a

los hidrocarburos aromaticos.

Las sustancias fluorescentes absorben a una determinada longitud de onda y emiten a otra
especifica. Esta caracteristica hace que se pueda utilizar esta propiedad para la medicién
de un espectro de emision. La fluorescencia ocurre a nivel molecular y es mediante la
utilizacién de un instrumento que utilice espectrometria que se puede llegar a la
elaboracion del espectro Unico de la sustancia o de la mezcla fluorescente. El avance
tecnoldgico ha permitido relacionar valores de intensidad de la sefial luminosa de emisién
y traducirlos en unidades arbitrarias cuantificadas en el espectrometro. Con estas
mediciones se pueden detectar concentraciones de fluoroforos dispersos en soluciones
homogéneas, de esta manera permitiendo identificar un amplio rango de concentraciones

de sustancias fluorescentes sin importar el medio en donde se encuentren dispersos.

Por este motivo, la técnica espectrométrica permite la medicién de la respuesta espectral
de sustancias en medios complejos considerando las posibles interacciones que pueda
tener con el medio dispersante. Es el agua uno de los medios dispersantes mas
significativos en la investigacion cientifica del tema, debido a su importancia y a que es

comun en varias areas de aplicacion.

Particularmente la contaminacion del agua es una aplicaciéon relevante. Colombia es un
pais con una historia relacionada a la exploracion petrolera de hidrocarburos. Cuenta con
un gran potencial de explotacion de crudos a lo largo de la nacion, asi como reservas
probadas. Debido a la importancia de la industria de los hidrocarburos en el pais, se hace
necesario contar con instrumentos que permitan la trazabilidad de los posibles impactos

ambientales del vertimiento de hidrocarburos en cuerpos de agua originados de manera

1 Segun el “Gold Book” de la IUPAC, se define la region visible como el espectro electromagnético
extendido entre 400 — 760 nm. En esta region de longitud de onda el ojo humano es sensible.
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accidental, asi como producto de atentados a la infraestructura. Colombia es un pais con
un historial de derrames de petréleo importante, y se hace necesaria la identificacion, asi

como el monitoreo de vertimientos de hidrocarburos en aguas superficiales.

Es mediante la utilizacion de técnicas que permitan la identificaciébn de la presencia de
hidrocarburos en bajas concentraciones que se podra alcanzar el entendimiento del
problema de contaminacion por hidrocarburos en las regiones del pais, asi como su
utilizacion como una posible herramienta para el control y monitoreo de vertimientos in situ

para su posterior caracterizacion.

1.1.2. Interaccion entre la radiacion y la materia

Laluz es una onday una particula. Ha sido estudiada como onda electromagnética a través

de experimentos de difraccion y de interferencia (Glenn Elert, n.d.).

La radiacion interactia con la materia en términos de las particulas fundamentales. De
esta manera, es a través de estudios probabilisticos que se puede llegar a estimar si esta
interaccion se realizara con el ndcleo del atomo o con los mismos electrones. Se estima
gue la interaccion con los electrones es mas probable a comparacion que con los ndcleos.
Como efectos de la interaccion de la radiacion con la materia se tienen principalmente los

fendmenos de excitaciéon electrdnica y la ionizacion.
La luz puede ser producida de dos maneras:

Incandescencia: Se relaciona con la emisién de radiaciéon de un cuerpo caliente?.

Denominada también como luz fria (Valeur, 2001).

Luminiscencia: Es la emisién de luz al excitar electrones, llevdndolos a un nivel superior

de energia a uno inferior. Puede ser o no un cuerpo caliente.

En la luminiscencia se considera que la emisién de luz es funcién de la fuente de la
excitacion energética, de esta manera si se considera que hay una emision de luz continua,

debe haber una fuente continua exterior al sistema. Este suministro de energia esta

2 Un cuerpo caliente con temperatura igual o mayor a 800 K.
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relacionado con particulas de alta energia o por la descarga luminosa de una fuente.
También se considera en la luminiscencia la energia proveniente de una reaccién quimica
(quimioluminiscencia), la cual puede ser de origen quimico o biolégico (bioluminiscencia)
gue es cuando estas reacciones de produccién energética toman lugar dentro de

organismos vivientes.

La luminiscencia como emisién de luz comprende los rangos espectrales desde radiacion

UV pasando por el espectro visible hasta la radiacion infrarroja.

Tabla 1-1. Tipos de luminiscencia. Adaptado de (Valeur & Berberan-Santos, 2011)

Fenémeno Modo de excitacion

Fotoluminiscencia (fluorescencia, | Absorciéon de luz (fotones)

fosforescencia)

Radioluminiscencia Radiacién ionizante (Rayos X, alfa, beta,

gamma)

Catodoluminiscencia Rayos catédicos (Haz de electrones)

Electroluminiscencia Campo eléctrico

Termoluminiscencia Calentamiento posterior a un

almacenamiento de energia

Quimioluminiscencia Procesos quimicos (p.e. oxidacion)

Bioluminiscencia

Triboluminiscencia

Sonoluminiscencia

Procesos bioguimicos
Fuerzas electrostaticas

Ultrasonidos
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1.1.3. Caracteristicas de la luz

Siendo la luz por definicibn una onda, las ondas de luz tienen caracteristicas comunes a

las ondas, como son:

- Intensidad: Como medida de la densidad de poder de la luz.
- Brillo: Definida como la intensidad relativa que es percibida por un observador.

- Frecuencia: La frecuencia de una onda de luz es relacionada con su color. Es
definida en términos de qué tan rapido la onda vibra. Dependiendo de la frecuencia
a la cual la luz es absorbida, la molécula es elevada a un nivel vibracional

determinado.

- Luz monocromatica: Es la luz con una sola frecuencia. Por ejemplo, un Laser es

considerado una fuente monocromatica.

- Luz policromética: Es la luz que se describe en términos de varias frecuencias. Se
considera que casi todas las fuentes de luz son policrométicas. La luz blanca es

una fuente policromética.

Al relacionar la luz en términos de su intensidad y su frecuencia se puede expresar en
términos graficos como un espectro. Un espectro de luz puede ser continuo (con un rango
determinado de longitud de onda) o discreto, en donde se relaciona solamente con una

frecuencia.
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Figura 1-1. Longitud de onda de emision de una serie de Leds representando la fuente de

excitacion. Adaptado de (Obeidat et al., 2008).
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1.1.4. Elementos de la espectrometria

La espectroscopia es el estudio de la interaccién de la radiacion electromagnética con la
materia. Existen tres elementos principales que se deben considerar en las mediciones

espectrométricas (Ramanujam, 2000):
- lIrradiacién de una muestra con radiacién electromagnética.

- Medicion de la absorcién, de la emisién espontanea en forma de fluorescencia o de
fosforescencia y de la dispersion (Principalmente se considera la dispersion de

Rayleigh y la dispersion inelastica de Raman).

- Andlisis e interpretacion de las mediciones.

La espectroscopia mide la interaccion de la radiacion con la materia principalmente en la

region UV — visible, en la regién cercana al infrarrojo “NIR” por sus siglas en inglés, en el

infrarrojo (IR).
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Para la adquisicion de sefial de respuesta espectral por un espectrometro, se consideran

los siguientes elementos fundamentales:
- Fuente Luminosa
- Optica dispersiva: Constituida por la rejilla de dispersion.

- Detectores: pueden ser elementos fotogréficos, elementos simples, sistemas

multicanales

- Imagen: En la que cada pixel de una imagen cumple la funcidon de adquirir

informacién de los datos de intensidad de un espectro medido.
- Procesamiento de la sefial.

Por lo general, un espectrémetro simple se constituye por una sefial luminosa de ingreso,

un detector y una rejilla de difraccion.

Fuentes luminosas:

Las fuentes de radiacion son las encargadas de generar un haz de luz que pueda ser
utilizado para la excitacion del analito problema. Como fuente de luz debe ser potente y
estable, lo cual permite que las mediciones adquiridas por el espectrometro sean
replicables. Difieren entre si por su cobertura espectral (rango de luz en el espectro), por

la emision de luz continua o discontinua.

Rejilla de difraccion:

La rejilla de difraccion es una parte fundamental del espectrémetro. Se considera que
ocurre difraccion3 debido a que la onda luminosa es distorsionada por las caracteristicas
propias del material cuyas dimensiones son cercanas a la de la longitud de onda. Una
rejilla es un set de fuentes estrechas y paralelas que se utilizan para separar un haz de luz
incidente con un rango de longitud de onda en uno mas simple. Se encarga de la difraccién

y separacion de la luz en haces con diferentes direcciones terminales. Las direcciones de

3 Segun la IUPAC, la difraccion es una modificacion de la luz que se origina al pasar por los
bordes de cuerpos opacos o0 a través de hendiduras estrechas o por ser reflejada por superficies
cristalinas.



32

los haces de luz son funcion del espaciamiento de las rejillas y de la longitud de onda de

la luz en donde se efectua la dispersion.

Figura 1-2. Rejillas de difraccién de 100, 200 y 300 lineas por milimetro. Adaptado de:
http://www.animations.physics.unsw.edu.au/jw/light/diffraction-grating-spectroscopy.htmil

100

lines/mm

La resolucion de las rejillas de difraccion es funcion de los slits o hendiduras presentes por
milimetro en el material. De tal manera que unarejilla con cerca de 600 lineas por milimetro
permite un rango espectral de cerca de un nanémetro en identificacion posterior en el

detector del espectrometro.

En la siguiente figura se muestra la difraccion originada por la rejilla al someterla a varios

tipos de fuentes luminosas.

Figura 1-3. Difraccién originada por la rejilla para fuentes luminosas en base a sodio,
mercurio y de bombillos incandescentes y una vela comun. Adaptado de (The Australian
Office for Learning and Teaching / Physclips — light, 2017).

Fuentes
luminosas:

Sodio
Mercurio

Bombillo
incandescente
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1.1.5. Fluorescencia

Cuando un haz de luz atraviesa un material ocurre una interaccion entre el material y la
energia con varios efectos. Ocurre que una parte de la energia proveniente de la luz
incidente es absorbida, una parte es reflejada, otra es transmitida y una parte es
dispersada.

Figura 1-4. Excitaciébn de una muestra en una cubeta originando la emisién de luz de

diferente longitud de onda a la luz incidente. La luz incidente es de mayor energia a la luz
transmitida.

Cubeta

Longitud de

Luz incidente

Fuente de luz

LUZ TRANSMITIDA

LUZ ABSORBIDA DETECTOR

Figura 1-5. El espectro electromagnético como funcién de la longitud de onda, la
frecuencia (Hz) y la energia (kcal).(Sauer & Hofkens, 2011).

Gamma Visible
rays X- rays uv IR Microwave Radio
‘ I |- L -

.
i} -

Wavelength (m)

Energy (kcal)

i
&
.
[ )
i
-
107 107" 10° 107 10° 10° 107 10
o
o
T )
Wavenumber (cm-1) i
L L 1 1 1 1 1 E :I 1 1 1 1 1 1 1
10" 10° 10° 10° 4 10° 10 107 10°
i
o
Frequency (Hz) i
1 1 L L _: : 1 L 1 J
1021 1019 101? 101Eri H 1013 1011 109 10?
(.
T )
i
i

L L L
10° 10° 10* 10° 10° 102 10




34

La absorcion es descrita a través del producto hvt. Considerando por ejemplo la cantidad
de energia contenida en un haz de luz UV se conoce que esta cantidad es suficiente llevar
una molécula de un nivel de baja energia a un estado electronicamente excitado, en el cual
la energia puede ser convertida en otras formas de energia como la rotacional, vibracional,
energia cinética 0 en energia quimica, o en algunos casos parte de la energia puede ser
reemitida como un producto hv de menor nivel, como es el caso de la fluorescencia o de

la fosforescencia.
La fluorescencia ocurre por lo general en tres pasos:

a) Equilibrio térmico, el cual se alcanza rapidamente cuando el electrén realiza una

transicion no radiativa del nivel vibracional mas bajo al primer nivel excitado.

b) El electrén entonces realiza la transicion radiativa al nivel vibracional del estado

basal.

c) El electrdn realiza una transicion no — radiativa al nivel vibracional més bajo

El fendbmeno de la fluorescencia fue descrito por primera vez por Stokes en 1852 (Stokes,
1852). En el articulo realizado por Stokes se menciona que, a partir de observaciones de
la luz del sol, y como ésta es reflejada en lentes que hacen incidir el haz de luz a un medio
de vidrio coloreado, se logr6é observar una emision de luz en una solucién de quinina que
al inicio eraincolora. Analisis posteriores demostraron que la solucién de quinina que utilizé

Stokes en su experimento absorbe la luz en la regién del ultravioleta (UV).

1.1.6. Diagrama de Jablonski o diagrama de las
transiciones electrénicas

Los fendmenos de absorcion de la luz llevan a los electrones de las moléculas a pasar de
un nivel fundamental electrénico (nivel basal) a un estado excitado. Estos electrones

volveran a su nivel de energia basal S, siguiendo dos etapas sucesivas (Albani, 2007):

4 Donde h es la constante de Planck y v es la frecuencia de la luz.
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La molécula volvera a su estado inicial energético luego de disipar una parte de su

energia en los alrededores (conversion interna).

2.

A partir del estado energético excitado, la molécula volvera a alcanzar su nivel de

energia basal a través de alguno de los siguientes procesos:

Fluorescencia: emisidon de un fotén a una tasa radiativa constante.
Calor: parte de la energia absorbida es disipada.

Quenching molecular: las moléculas excitadas pueden liberar una parte de su

energia a las moléculas proximas.

Cruzamiento intersistema.

Figura 1-6. Diagrama de Jablonski (Transiciones electronicas). Adaptado de (Jablonski,

A.,1935).
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El diagrama de Jablonski es util para el entendimiento de los fendmenos de absorcion y

emision de luz. En este diagrama se ilustra el comportamiento molecular al ser sometido a

excitacion electronica. En cada uno de los niveles energéticos, los fluoréforos pueden

existir en un numero determinado de niveles vibracionales V; (Lakowicz, 2006). Las
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transiciones entre estados son representadas como lineas que ilustran los procesos de
absorcion de luz. La absorcion y la emision ocurren a partir de moléculas con niveles bajos
de energia vibracional. Para poder llevar las moléculas del nivel S, a uno superior se utiliza
como fuente energética la luz. Al ser excitados con esta fuente, pueden ocurrir una serie
de procesos. Uno de ellos es la liberacion de luz de menor energia a la de la fuente luminica
de excitacion, llamada fluorescencia. La emision de la fluorescencia ocurre como

consecuencia del retorno al nivel de menor energia vibracional.

En este diagrama los electrones de las sustancias que son excitadas por la fuente de luz
son los responsables de las diferentes transiciones energéticas descritas. En este caso,
las sustancias que emiten luz como resultado de la excitacion son denominadas
fluoroforos, mientras que las sustancias que absorben la energia de excitacién son
cromoforos. La emision ocurre a partir del estado excitado S; sin importar la longitud de
onda con la cual se origind. Por este motivo, la energia de la emision es independiente de

la longitud de onda de excitacion.

1.1.7. Espectroscopia de fluorescencia

La espectroscopia de fluorescencia se constituye como el método espectroscépico éptico
mas utilizado para mediciones analiticas. Debido a su amplio rango de aplicacién, no
solamente es conocido en términos de la investigacion cientifica sino también en la practica
industrial como una herramienta de caracterizacion, cuantificacién, monitoreo y control de

sustancias.

Un espectro de fluorescencia es la representacion de la relacion de la intensidad (que
cuantifica los fendmenos mencionados) medida en un rango de longitud de onda de
emisién y excitacion. Los espectros resultantes de la excitacion del fluoréforo son
independientes de las caracteristicas de longitud de onda de la fuente de luz. Esto es
conocido como la Regla de Kasha. De esta regla se estipula que el rendimiento cuantico y
se explica de manera generalizada como que los espectros de fluorescencia muestran

poca dependencia con la longitud de onda de excitacion.
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Caracteristicas

Como caracteristicas sobresalientes frente a otras técnicas de medicién se encuentra

(Jiménez-Pizarro, 2004):

Sensibilidad: medicién a bajas concentraciones.

Selectividad: como la capacidad de detectar y cuantificar especies en una mezcla

con un instrumento.

No destructivo _del analito: Para la medicion de la respuesta espectral no es

necesario incurrir en un cambio quimico de la sustancia, puede conservar las
caracteristicas iniciales. No es necesario incluir algin tipo de solvente para la

mejora de la sefial.

Rapidez en la_medicion: definida en términos de bajo tiempo de muestreo para

alcanzar la deteccion con un nivel aceptable de precision.

Ambientalmente amigable: No requiere consumibles, ni sustancias quimicas para

calibracion.

Amplio rango dinamico: La deteccién de compuestos ho esta limitada a una ventana

espectral en especifico.

Existen dos reglas principales de la espectrofluorometria para el andlisis quimico:

1. La forma del espectro de emision de fluorescencia de una solucion que contiene

solo una especie fluorescente sera independiente de la frecuencia de la luz utilizada

para la excitacion.

La forma del espectro de excitacion sera directamente proporcional al coeficiente

de extincidon molecular® del soluto

5 El coeficiente de extinciéon molecular se define como la capacidad de absorcion de luz a una
longitud de onda especifica.
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Espectro de emision de fluorescencia

El espectro de fluorescencia es la relacion de la intensidad de luz adquirida por el
espectrofotdbmetro y su disgregacion en longitudes de onda. El instrumento usando una
rejilla de difraccion clasifica electronicamente por longitud de onda la cantidad de fotones
incidentes, para luego transcribir estos resultados en sefiales. Posterior a la adquisicion de
los datos de intensidad (en unidades arbitrarias) y de longitud de onda, se puede llegar a

relacionar en un diagrama de dispersion las mediciones.

Figura 1-7. Espectros de excitacién y emision de una muestra organica. (A) Fuente de luz
Xendn, (B) espectro de excitacion filtrado por un paso banda de 525nm, (C) espectro de
emision.
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Segun las caracteristicas de la fuente de excitacion, se puede llegar a obtener un espectro
de emisién de fluorescencia. En el caso de que se cuente con una fuente de luz
policromatica (composicion de luz en un amplio rango espectral), como la relacionada en
la figura anterior, el procedimiento usado en las mediciones espectrométricas es utilizar
una region de este espectro policromatico, asemejarlo a un espectro monocromatico para
por medio de un arreglo de filtros (lentes) opticos y finalmente hacerlo incidir en la sustancia
fluorescente para luego medir la respuesta de emision de la sustancia. En el ejemplo, se
utiliza una fuente de luz de Xenon (A), un filtro paso banda de 377nm (Edmund Optics),
resultando el espectro de excitacién (B) de menor cobertura espectral, asemejandose a

una fuente monocromatica. Esta luz filtrada cuenta con una intensidad, anchura de banda
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espectral y con un nivel energético. El espectro resultante (C) es la sefial de emision de

fluorescencia del analito adquirida por el espectrofotometro.

Espectros moleculares

Las caracteristicas de los espectros de emisién de fluorescencia son funcion directa de las

caracteristicas moleculares de la sustancia.

Los &tomos al combinarse entre si para formar moléculas cambian estructuralmente en
términos de los orbitales presentes. De la combinacién de atomos surgen nuevos orbitales
moleculares en los cuales los electrones pueden estar presentes segun las teorias de
probabilidad. Por este motivo, moléculas simples poseen caracteristicas Unicas en cuanto
a las posibles transiciones electrénicas que se puedan presentar. Al alterarse las

transiciones electrénicas posibles, cambia, por lo tanto, la energia de la molécula.

Por este motivo, segln la estructura molecular se obtendra un Unico espectro de emision.
Las estructuras moleculares de los componentes organicos por lo general permiten los
procesos de excitacion y emisiéon; debido a esto, son los compuestos organicos el principal

grupo de sustancias fluorescentes.

Ademés de la dependencia de la estructura atomica del fluoréforo, los espectros de

emisién son afectados por las caracteristicas del solvente (Martinez & Moctezuma, 2006)

Figura 1-8. Espectro de absorcion (linea verde) y emision de fluorescencia (linea roja) del
tolueno. El solvente utilizado para la medicion es ciclohexano. (Quina, 1976).
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Los temas de aplicacion de la espectroscopia de fluorescencia son diversos y por lo

general de caracter interdisciplinar.
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La espectroscopia de fluorescencia es comunmente aplicada a farmacos y compuestos
organicos presentes en matrices acuosas, como por ejemplo el agua, riles, orina, entre

otros.

Eficiencia cuéntica y coeficiente de extincidon

Es la medicién y andlisis de las caracteristicas de la sustancia fluorescente, tales como su
eficiencia cuantica y el tiempo de vida de emision. La eficiencia cuantica de la fluorescencia
es definida como el nimero de fotones de fluorescencia que son emitidos por el nUmero
de fotones absorbidos, esto se relaciona con el coeficiente de extincion en el hecho de que
segun sea el coeficiente de extincion tendrd una mayor o menor capacidad de ser

absorbido en una regién de longitud de onda especifica (Thermo Fisher Scientific, n.d.).

1.2 Instrumentacidn para la espectroscopia de
fluorescencia.

Los arreglos espectrométricos contienen tres partes basicas:
- Fuente de luz
- Recolector de muestra
- Detector (Espectrofluordmetro)

La fuente de luz debe tener la cobertura espectral necesaria para que se pueda llevar a
cabo la excitacion de las muestras fluorescentes, por tal motivo, en el caso de que se utilice
una fuente de luz no monocromatica se debe realizar una manipulacion de la sefial de luz.
La longitud de onda de la fuente de luz que va a incidir en la muestra debe ser ajustable.
Esto puede llevarse a cabo a través de filtros Opticos, que permiten obtener un rango de

luz limitado a partir de una excitacion de ancho de banda.

Los espectrofluorometros clasicos utilizados en las mediciones se caracterizan por tener
una alta sensibilidad a la intensidad de luz. Esto se puede alcanzar con un arreglo robusto
del espectrémetro. Ademads, los sistemas de espectrofluorometria deben tener la

posibilidad de analisis de la distribucion espectral de la luz emitida por la muestra. En
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instrumentos sofisticados, se utilizan monocromadores® para la seleccion de la luz de

excitacion y en el analisis de la emision de la muestra.

1.2.1 Aplicaciones

La espectrometria de fluorescencia permite el andlisis de sustancias fluorescentes sin
importar el medio donde se encuentren. Por tal motivo, el rango de aplicaciéon es diverso.
Principalmente se han llevado a cabo estudios relacionando la calidad del agua por la
presencia de sustancias fluorescentes, como la demanda bioquimica de oxigeno (Hudson
et al.,, 2008), demanda quimica de oxigeno (Esparza-Soto et al., 2011); asi como el
monitoreo de aguas (Ahmad & Reynolds, 1999; “Kim, Platt - 2007 - Advanced

Environmental Monitoring.pdf,” n.d.), etc.

En el area de aplicaciones clinicas de la espectroscopia de fluorescencia, se tiene por
ejemplo en estudio en la regién espectral del UV — visible, la espectroscopia de
fluorescencia ha sido explorada intensivamente como herramienta diagndstica para la
deteccién del cancer en la superficie de los tejidos de diferentes 6rganos (Ramanujam,
2000), para la deteccién del Alzheimer en células del cerebro in vitro, como también en la
deteccidn de pre — canceres en érganos. En el caso de la regiéon NIR, la espectroscopia
de fluorescencia permite la deteccion de sangrado en el cerebro, la oxigenacién del

cerebro, detecciéon de tumores del seno, entre otros.

6 Un monocromador es un componente éptico usado para producir un haz de luz de un ancho de
banda estrecho, con caracteristica de luz de un solo color.
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1.3 Espectrometria de matriz de Excitacion —
Emision (EEMS).

Los avances tecnolégicos en fuentes de luz, en instrumentos para la deteccion de la luz y
del arreglo éptico han resultado en la generacién de técnicas mas especificas para la
interpretacion de la informacién. La técnica de matriz de excitacion — emision es utilizada

Ccomo una técnica de reconocimiento de patrones en sistemas hidrolégicos principalmente.

Segun (Wolfbeis, 1993), la espectroscopia de fluorescencia es mas selectiva que la
espectroscopia de absorcién debido a se deben medir las siguientes variables para

caracterizar una muestra:
- Laintensidad de emision como funcién de la longitud de onda de excitacion.
- Laintensidad de emisién como funcién de la longitud de onda de emisién.
- Eltiempo de vida del estado excitado.

- Rendimiento cuantico.

El grado de especificacion en la medicion es incrementado por la recoleccién de una matriz

entera de excitacion — emision (EEMS) y por presentarla en una sola figura.

En el siguiente gréafico se muestran los resultados de mediciones espectrométricas en un

arreglo de matriz de excitacion — emision.
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Figura 1-9. Gréficas de EEMS para (a) petrdleo, (b) etanol, (c) diésel y (d) biodiesel.
(Kumar & Mishra, 2012).
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Segun la informacién expresada en las matrices, se puede relacionar que cada una de las
muestras cuenta con diferentes compuestos fluorescentes activos, y que se obtiene una
huella particular para cada una de las sustancias. Esta huella es Unica para cada
componente fluorescente.

La técnica de matriz de excitacibn — emisibn mejora de manera significativa las
capacidades de la espectroscopia de fluorescencia convencional. Ofrece la posibilidad del
andlisis de la composicion quimica de la muestra, asi como el entendimiento de los factores
gue llevaron a obtener esa respuesta espectral. En las mediciones de fluorescencia
convencionales, se tiene un diagrama constituido por un rango de deteccion, expresado
en longitud de onda (en nanémetros) y su relacion con la intensidad correspondiente (en

unidades arbitrarias).

En las mediciones de EEMS, se relaciona el rango de excitacion en longitud de onda con
la emision a través de una region de interés. Esta caracteristica permite obtener una matriz

gue permite la caracterizacion de la muestra. Este tipo de andlisis se caracteriza por ser
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rapido (obtencién de la matriz en cuestion de minutos), asi como particular de la muestra

analizada.

1.3.1 Aplicaciones de la técnica de espectrometria de matriz de
excitacion-emision (EEMS).

La técnica de EEMS es una manera rapida de obtener informacion de la presencia y de la
concentracion relativa de sustancias organicas. No requiere de procedimientos de
laboratorio para la adecuacién de la muestra, ni de procesos de extraccion, a diferencia de
otras técnicas. Debido a esto, es utilizada como una herramienta de monitoreo de la calidad

del agua.

Los hidrocarburos arométicos policiclicos, como también otras sustancias organicas
aromaticas son los responsables de las propiedades épticas y caracteristicas fluorescentes
de la mayoria de los fluor6foros. La existencia de estas sustancias permite el uso de la

espectrometria de fluorescencia para el examen de la composicién de las muestras.

Ha sido utilizada en la caracterizacion de crudos en aguas maritimas (Bugden et al., 2008).
También para el estudio de la degradacién del petréleo (Zhou, Liu, & Guo, 2013). Permite
la medicién de mezclas de etanol con hidrocarburos (Kumar & Mishra, 2012). Es utilizada
en el monitoreo de materia organica en rios y en ambientes marinos (Carstea et al., 2010),
asi como para el andlisis de aguas residuales (Baker et al., 2004; Henderson et al., 2009;
Reeves, 2000; Woitke, Krel3ner, & Lepom, 2001).

Ademas permite el trazado de variables complementarias para el andlisis de la calidad del
agua como lo es la demanda bioquimica de oxigeno (Hudson et al., 2008)(Bridgeman,
Baker, Carliell-Marquet, & Carstea, 2013; Namour & Jaffrezic-Renault, 2010; Reynolds &
Ahmad, 1997). Se encuentran estudios de la caracterizacion de la composicion de acido
hamico y falvico (Chen, Westerhoff, Leenheer, & Booksh, 2003; He et al., 2011; Xiaoli,
Guixiang, Xin, Yongxia, & Youcai, 2012).

Tiene aplicaciones médicas, en la caracterizacion de agentes bioldgicos (Dartnell, Roberts,
Moore, Ward, & Muller, 2013)

En la industria alimentaria, se ha utilizado las matrices de excitacion-emision para el

andlisis de las caracteristicas de aceite de oliva asi como posibles casos de adulteracion
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(Guimet, Boqué, & Ferré, 2004; Guimet, Ferré, Boqué, Vidal, & Garcia, 2005; Kongbonga,
2011).

Complementario a la técnica, se utilizan metodologias de andlisis matematico para la
determinacion estadistica de las concentraciones de mezclas de hidrocarburos, como lo
estudio (Alostaz, Donahue, Hall, & Biggar, 2008) utilizando el andlisis PARAFAC’, asi
como la clasificacion de aguas segun su fuente (Guo et al., 2004; Hua, Dolan, Mcghee,
Clevenger, & Deng, 2007; Lapworth, Gooddy, Butcher, & Morris, 2008)

" PARAFAC, de las siglas en inglés “Parallel Factor Analysis” es una técnica de analisis
estadistico de contribucién de grupos, utilizada para encontrar grupos con caracteristicas
comunes para un posterior analisis.
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2.Metodologia
2.1 Hacia un instrumento demostrativo

El monitoreo de la calidad del agua es un asunto relevante en el pais. Siendo Colombia
una nacion con potencial de produccion de hidrocarburos, el estudio de las caracteristicas
de las sustancias que puedan tener un efecto sobre el medio ambiente y la calidad de los
cuerpos de agua cobra cada vez mas importancia. Debido a la situacion de orden publico,
se conocen episodios de vertimientos de hidrocarburos en rios y diferentes cuerpos de
agua. La necesidad de poder identificar y hacer la trazabilidad de la calidad del agua es
cada vez mas importante. El proyecto busca ofrecer un instrumento prototipo que permita
la medicidn e identificacion del contenido de hidrocarburos que puedan estar presentes en
agua. Los lugares con la mayor afectacion por vertimientos de hidrocarburos por lo general
se encuentran ubicados en zonas apartadas del pais, y es por eso por lo que ademas de
la utilizacién de la técnica de EEMS, con cualidades en términos de sensibilidad y rapidez

de procesamiento de informacién se debe utilizar un instrumento no convencional.

La espectroscopia de matriz de excitacion — emisién (EEMS) es una técnica comunmente
obtenida a partir de espectrofluorémetros de alta resolucién. Las caracteristicas épticas de
estos instrumentos incluyen una fuente de luz de alta potencia (tipicamente una lampara
de Xendn de alta presion, con una salida de ~10 — 150 W), un monocromador, un arreglo
para la disposicion de la muestra (tipicamente una celda de un material de alta

transmitancia) y un detector monocanal altamente sensible (fotomultiplicador®). Este

8 Un fotomultiplicador es un detector 6ptico de vacié que puede responder a niveles bajas de
iluminacién manteniendo un nivel de ruido aceptable permitiendo la deteccién de la luz con alta
sensibilidad.
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arreglo de instrumento permite una deteccion precisa y de alta resolucion, pero tiene la

desventaja de que el equipo se hace lento, costoso, pesado y robusto.

El disefio de un instrumento es complejo, requiere el entendimiento y caracterizacion de
todas las posibles variables que puedan llegar a afectar el desempefio del equipo, asi como
la calidad de la informacion recopilada. De esta manera, en este proyecto se hace un
andlisis del sistema optoelectronico, asi como de la calidad de la informacién espectral

recolectada.

Los sistemas espectrofluorométricos llegan a resultados muy precisos, pero esta precision
recurre a caracteristicas instrumentales mencionadas, como son el costo, el tamafio (peso
y robustez) asi como la posibilidad de ser portable. En la investigacion se relacionaron
cada una de estas variables con el fin de poder obtener un prototipo portable con

resultados adecuados, comparables y reproducibles.

La primera parte de la investigacion busca la seleccion de una fuente de luz. Los sistemas
fluorométricos requieren de una fuente luminosa adecuada para realizar la excitacion de
la muestra con sustancias fluorescentes. Estas fuentes tienen que ser lo suficientemente
potentes para poder sobrepasar la limitante de la eficiencia cuantica tipica de la
fluorescencia, asi como la limitacién en términos de la capacidad del espectrometro para
poder detectar la emisién generada. Para esto, se realiz6 una evaluacion de alternativas
de fuentes de luz y su comparacion con sistemas convencionales usados, como son los
sistemas LED. Habiendo escogido la fuente de luz, se realizan una serie de ensayos

espectrométricos con el fin de evaluar la potencia, estabilidad y de cobertura espectral.

Luego se realizd el andlisis del sistema Optico y mecanico necesario para poder llevar a
cabo la técnica de EEMS. En este apartado se consideran los arreglos oépticos, los
soportes, la incorporacion de la fuente de luz escogida, asi como su caracterizacion. Esta
parte es util para una posterior miniaturizacién del arreglo 6ptico, asi como para la

priorizacion de variables a considerar en el ajuste.

Se realizan avances en cuanto a la mecanizacién del sistema Optico utilizando
microcontroladores. En esta parte se busca escoger un microcontrolador que tenga la
posibilidad de ser vinculado con una GUI generada por un lenguaje de programacion. Se
menciona la escogencia del software por sus caracteristicas y posibilidades en cuanto al

procesamiento de espectros (potencial estadistico y de procesamiento.



48

Posteriormente se estudia las posibilidades de procesamiento del sistema utilizando
lenguajes de programacion en términos del procesamiento de espectros, obtencién de
matrices, asi como con la vinculacién del espectrometro y el sistema mecénico. Este
apartado de software busca dar un sistema de algoritmos y de procedimientos Utiles para
el control total del sistema. Este software generado tiene el potencial de ser utilizado como

un vinculo entre el sistema de hardware y el software.

De manera complementaria, se realiza una metodologia de regresion de espectros de
excitacion — emisién a partir de fuentes de luz policromaticas. Este planteamiento es
novedoso y corresponde a la situacion propia del instrumento prototipo desarrollado. Se
proyecta la estimacion de la matriz de excitacion — emision por la inversién de un espectro

de excitacion — emision policromatica.

Finalmente se realizan ensayos con mezclas sintéticas fluorescentes. Las sustancias
constituyentes de la mezcla fueron escogidas segun las condiciones de excitacion y de
emision de los hidrocarburos principales considerados. De tal manera estos fluoréforos son
proxy de los hidrocarburos presentes en muestras ambientales. En estos ensayos
experimentales se realizaron estudios de linealidad de las mediciones adquiridas por el
espectrometro, los limites de deteccién de mezclas fluorescentes, con el fin de conocer los

alcances de las mediciones y de la versatilidad del espectrémetro utilizado, entre otros.

2.1.1.Diseiio conceptual

El disefio conceptual permitié la discretizacion de unidades basicas a considerar en el
sistema. Para esto, se agrupan las partes basicas de un sistema espectrométrico
considerando la aplicacion a la técnica de EEMS. Para esto se fueron evaluando
alternativas para sobrepasar desafios en términos de costo, portabilidad y sensibilidad de
las mediciones. También se consideraron las variables de procesamiento de la informacion

recolectada utilizando herramientas informaticas.

Este proyecto de investigacion es la fase Il de un proyecto de investigaciéon en maestria
realizado (Lombana, 2016). Por tal motivo a partir de los avances realizados que se da

inicio al disefio conceptual del sistema.
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2.1.2.Montaje experimental

El montaje experimental del prototipo consta de las unidades béasicas del arreglo
espectrométrico que fueron mencionadas anteriormente, que son la fuente de luz de

excitacion, un recolector de la muestra y el sistema espectrométrico.

En la figura a continuacién se muestra el montaje experimental disefiado en la primera fase
del proyecto. En este montaje esta soportado sobre la tabla 6ptica disefiada también en
ese periodo. Las mediciones experimentales se realizaron en el laboratorio de metrologia

de la facultad de Ingenieria de la Universidad Nacional en Bogota.

Figura 2-1.Montaje experimental fase | proyecto.
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En la primera fase del proyecto se llevaron a cabo los siguientes avances:

- Estudio de la celda de recoleccion de muestra: inicialmente se fabricaron varias
celdas de aluminio con ventanas en silice para la excitacion de la muestra como se
indica en la figura 2-1, para la recoleccién de la emision de luz de la muestra por el
lado lateral, sin embargo, estas celdas presentaron buen desempefio para
absorcion, pero no para fluorescencia debido al gran camino Optico que debe
recorrer la luz, por ello finalmente se decidié usar una celda comercial acoplada al

porta cubetas.
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- Elaboracion de la tabla optica: la tabla 6ptica permiti6 que se pudieran llevar a

elaborar los primeros arreglos de fuentes de luz y las mediciones.
- Compra del espectrometro Avantes AvaSpec 3648

- Cuantificaciones de emision de fluorescencia de fluoroforos estandar: para esto se

utilizaron fuentes de Xenon pulsadas y LED.

2.1.3.Tabla 6ptica

La tabla 6ptica es un arreglo disefiado y fabricado en la fase | del presente proyecto por
parte del Ingeniero Lombana. Esta tabla Optica permite fijar el tren 6ptico y demas
accesorios a la placa superficie para poder mantener las caracteristicas del ajuste optico
del sistema en el tiempo. Fue elaborada en aluminio por razones de costo y se disefid para

tener un arreglo de orificios de una distancia de 3.8 cm con un didmetro de ¥ de pulgada.

Figura 2-2. Disefio de la tabla 6ptica. Unidades en centimetros. (Lombana, 2016).
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2.1.4.Espectrometro: Avantes AvaSpec 3648

El espectrémetro AvaSpec 3648, utilizado en esta investigacién, es multipropésito. No
solamente es utilizado para mediciones de espectroscopia de fluorescencia, sino que
puede ser también utilizado en cuantificaciones de calidad del aire, mediciones de
absorcion, DOAS?, entre otros. Cuenta con una fibra éptica, también de la misma empresa,
de 400 y de 200 micrometros. Esta fibra es conectada al espectrometro, y sirve para la

conduccién de la luz a medir.

Figura 2-3. Espectrometro AvaSpec — 3648.

El espectrémetro esta basado en un disefio simétrico de Czerny — Turner con 3648 pixeles

en un arreglo de deteccion tipo CCD?,

Este espectrometro es apropiado para mediciones a alta velocidad. El tiempo de medicion,
conocido como el tiempo de integracién relaciona el tiempo en el cual se permite la

medicién en el CCD.

Un “Scan” es un espectro con caracteristicas en cuanto al tiempo de integracion y el
namero de mediciones que se tomaran para efectuar un promedio y obtener un solo
espectro. Para poder obtener una mejor representatividad de la medicion, y de las posibles
interacciones ambientales presentes, se acumulan un nimero de mediciones y se

promedian. En el espectrometro esto es alusivo al promedio entre scans, o “Average”.

9 DOAS, ser refiere a la sigla: Differential Optical Absorption Spectroscopy, el cual es un método
para determinar las concentraciones en el aire de gases traza atmosféricos.
10 CCD, dispositivo de carga acoplada, en inglés Charge — coupled device (CCD).
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No cuenta con un arreglo 6ptico propio, sino que este debe ser considerado por el usuario
segun la aplicacién de trabajo. De esta manera el espectrémetro solamente cuenta con las
conexiones a un computador personal via USB —C y con la entrada de la fibra 6ptica via
conexion SMA. No cuenta con un medio de almacenamiento de datos, tipo datalogger. Por
lo cual se hace necesario el almacenamiento de los scans obtenidos en la memoria del

computador al cual esté conectado.

Los valores de longitud de onda medidos por el espectrometro van desde 185.82 nm hasta
755.84 nm. En este rango estan dispuestos 3648 pixeles, los cuales van distribuidos a lo
largo de este intervalo, pero no de manera uniforme. Segun ensayos realizados en la
investigacion, la region visible (400 — 700 nm) es la que cuenta con la mayor densidad de
pixeles. Por este motivo, la aplicacion directa del espectrémetro esta sujeta principalmente

a mediciones desde la region UV — B (280 — 315 nm) hasta 700nm.

Figura 2-4. Longitud de onda del espectro luminoso. (www.acuaristas.cl)
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2.1.5.Filtros 6pticos

La técnica de EEMS tiene como base conceptual la excitacién de una muestra fluorescente
con una fuente monocromatica, para llevar los fluor6foros de la muestra a un nivel
electrénico superior permitiendo la liberacion de esta energia en forma de luz. De esta
manera, segun la excitacion se originara una emision correspondiente. Para llevar la fuente
HID utilizada en el proyecto a la utilizacion en la técnica de EEMS se utilizaron arreglos

Opticos para convertir la luz policromatica a una casi monocromatica.
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Filtros 6pticos

Un filtro Optico puede ser usado para la atenuacion o la mejora de una imagen, para la
transmision o el reflejo de una longitud de onda especifica, o para la division de una imagen

en dos idénticas.

Las caracteristicas de los filtros utilizados en el proyecto son las siguientes (Edmund Optics
Inc., 2014):

- Longitud de onda central “CWL” (Center Wavelength): definido como el punto medio
entre las longitudes de onda donde la transmitancia es el 50% de la transmision

especificada.

- Ancho de banda: es un rango de longitud de onda usado para denotar una parte
especifica del espectro en la que pasa una cantidad de luz a través del filtro.

- Densidad 6ptica: es una especificaciébn de la lente referida a la capacidad de
transmisién de luz. Un lente con una alta densidad Optica indica una baja

transmision.

- Filtro dicréico: es un tipo de filtro utilizado para la transmision o el reflejo de la luz
dependiendo de la longitud de onda. Son utilizados fundamentalmente para

aplicaciones de paso largo/corto de banda.

Filtros de paso banda

Este tipo de filtros son utilizados en aplicaciones 6pticas en donde se necesite realizar un
cambio en las caracteristicas espectrales de la fuente de luz. Estos filtros tienen un ancho
de banda reducido (entre 2 a 10nm) o son de banda ancha (50 a 80 nm). Son

particularmente sensibles al angulo de incidencia.

Cada filtro tiene caracteristicas propias en cuanto al ancho de banda que permite el ingreso

de luz cerca del valor central o caracteristico, asi como la transmitancia de la luz.

A continuacion, se encuentran unos ensayos realizados a partir de la fuente de luz HID
utilizada en el proyecto (policromética) para analizar la transmitancia y el ancho de banda

de cada uno de los filtros utilizados en el arreglo 6ptico.
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Figura 2-5. Espectro de medicion de una fuente de Xendén HID y la salida de emision
luego del paso por un filtro dicréico
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2.2. Caracterizacion del prototipo

2.2.1.Desarrollo en el instrumento prototipo

El prototipo por desarrollar tiene como objetivo la mediciébn de muestras fluorescentes
utilizando la técnica de matriz de excitaciébn-emision. Entre los principales criterios a
considerar es que debe ser un instrumento prototipo que permita la medicién rapida de la
emision generada, ademas de tener resultados comparables entre sistemas

espectrofluorométricos.

Se deben tener en consideracion los siguientes criterios en el prototipado de un de un

instrumento:

- Automatizable

- Alto poder de resolucion

- Selectividad y sensibilidad
Factores que evitar:

- Alto costo
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- Manipulacién compleja
- Tiempo a analisis considerable

Se han venido desarrollando instrumentos con arreglos lineales de LED en la aplicacion
de la metodologia de EEMS (Hart & JiJi, 2002b). Estos arreglos LED pueden ser
considerados como alternativas de medicion de matriz de fluorescencia. No se han
realizado pruebas de este instrumento en medicién de hidrocarburos en aguas, sino
solamente incluye las pruebas con fluor6foros como en antraceno, la rodamina B en
concentraciones del orden de partes por billén. El andlisis de la respuesta espectral
adquirida es llevado a cabo mediante métodos numéricos de procesamiento como

PARAFAC para la identificacion individual de contribuciones.

También se presentan avances en la elaboracion de espectrofluorémetros de
luminiscencia portables en los que se utilizan como fuente de excitaciébn un arreglo de
multiples LED con un peso menor a 1.5kg (Obeidat et al., 2008). Se hizo la verificacion del
sistema en términos de limites de deteccion para una serie de fluoréforos. A través del
desarrollo del equipo portable se generaron matrices de excitacion- emision EEMS para
permitir el andlisis de las muestras que contienen las mezclas de fluoréforos. La técnica de
analisis utilizada fue la de andlisis de componentes principales multicamino (MPCA) para

dar como resultante un set de datos de tres dimensiones.

A través de mejoras instrumentales, se han generado instrumentos la determinacion de
espectros de fluorescencia absolutos (resolucion, ajuste optico), con el fin de llevar a cabo
la determinacion de la eficiencia cuantica de un material y de adquirir los espectros de

emisién — excitacién de manera que sea posible definir su significado fisico (Turner, 1964).

2.2.2.Fase de automatizacion del sistema: Software y control
hardware

El software utilizado para las mediciones espectrométricas utilizando el espectrometro
Avantes 3648 es el “AvaSoft 7.5”; software de visualizacion de mediciones propio de
Avantes. La interfaz del software es simple y permite la visualizacion del espectro medido,

relacionando longitud de onda y valores de intensidad.
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Figura 2-6. Interfaz de usuario del Avasoft. (Avantes,2017).
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Este software no permite la manipulacion de su coédigo fuente. Cuenta con derechos
exclusivos y su licencia de cddigo no forma parte del dominio publico. De igual manera
este software no permite la automatizacion de las mediciones, sino esta limitado a un
namero de mediciones programadas con las mismas condiciones de tiempo de integracién
y promedio especificadas por el usuario. Para la elaboracién de rutinas de medicion mas

complejas se hace necesario otra interfaz.

Los archivos generados por el software de Avantes tienen terminacion (. roh), son ligeros
y son obtenidos por scan medido (a un tiempo de integracion y un nimero de promedios
de mediciones especifico). Estos archivos pueden ser leidos utilizando un procesador de
texto tipo Notepad ++. También existe la posibilidad de la generacion de archivos

vinculados con Microsoft Excel para la obtencién y procesamiento de los datos.

Software de cédigo abierto disponible

Avantes permite la manipulacion de sus librerias para aplicaciones especificas a través de

la adquisicién de un paquete de interfaz de usuario. El paquete de interfaz de usuario,
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denominado “AS — 5216 — dII” puede ser instalado unicamente en sistemas Windows. Es
la interfaz desde el PC al DLL!!.

Estas librerias de cédigo ejecutable contienen las principales funciones del software
AvaSoft, y no esta limitado a un tipo especifico de espectrometro, sino que esta disponible

a la gran mayoria de espectrémetros disponibles en el catalogo.
La conexion de cédigo fuente permite el vinculo con los siguientes programas.

- C++

Microsoft Visual C++

Labview v.8.2

MatLab (MathWorks), entre otros.

Entre otros softwares disponibles para la conexién del espectrometro con el computador
se encuentra el sistema Pandora. Pandora? es un sistema de espectrémetros portables
para mediciones de sol directo, columnas de ozono atmosférico y gases traza. Ademas de
tener un espectrémetro cuenta con un sistema de refrigeracion, una rueda de filtros y un
brazo robot para la automatizacion de la medicion. El disefio de este sistema esta
soportado en un lenguaje de programacion de cédigo abierto “Python”, pero necesita de

las .dll propias del espectrémetro para las rutinas de comandos.

Procesamiento de datos utilizando MatLab

Debido a los alcances finales del proyecto, se utiliz6 MatLab para el procesamiento de
datos, asi como para su vinculacion con la rueda de filtros con interfaz con Arduino. Este
lenguaje de programacion permite ademas la vinculacion del espectrometro con una
“GUI**" generada con el mismo lenguaje para el control de la rueda de filtros paso bandas

del arreglo Optico del prototipo.

11 De sus siglas en inglés, dynamic — link library. Se refiere a los archivos con cddigo ejecutable
gue se cargan bajo la demanda de un programa en un sistema operativo.

12 Descripcion en https://acd-ext.gsfc.nasa.gov/Projects/Pandora/Description.html

13 GUI, de sus siglas en inglés Graphical User Interface. Traduce interfaz gréafica del usuario.
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Permite también utilizar la .dll de Avantes para la generaciéon de una GUI. Esta GUI viene
como parte del paquete de la “AS — 5216 — dII”, contiene ejemplos de la visualizacion de
las mediciones adquiridas con el espectrémetro, la modificacién del tiempo de integracion
y el nimero de promedios de scan para la medicién. En el proyecto se llegé a utilizar esta
GUI solo con fines de la evaluacién de la posibilidad de generar un sustituto al software
base del espectrometro. Se considera como una posibilidad de generacion de software

para fases posteriores a este proyecto.

Figura 2-7. Visualizacion de la GUI Avantes — MatLab. A través de esta GUI se permite
la adquisicién de mediciones obtenidas con el Avantes 3648 utilizando la “AS — 5216 —
dilI” de Avantes. Solo se permite la visualizacion del espectro medido.
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MatLab a su vez es de facil interpretacion y traduccién con cédigos de fuente libre como
Python. Python cuenta con librerias para la interpretacién del cédigo propio de Matlab, asi

como la equivalencia en funciones.

Lectura de espectros através de los archivos binarios de Avantes usando Matlab

La informacién espectral es un dato fisico representado en un archivo. Este archivo es
generado por el software AvaSoft y contiene la informacion de la medicién realizada en la
tarea de adquisicion del espectrometro. En este archivo se recopila informacién de serie

temporal, tiempo de integracién, promedio de mediciones, nombre del archivo y los datos



59

obtenidos de intensidad (conteos) y longitud de onda. El procesamiento de estos archivos
se puede realizar Unicamente utilizando AvaSoft, y es alli donde se puede hacer la
conversion de. roh a la generacién de archivos tipo hoja de calculo (.xlIs). Estos archivos
de hoja de calculo son de facil interpretacion y lectura para la mayoria de lenguajes de
programacion. Algunos, como MatLab, cuentan con funciones propias para la lectura de
estos archivos, como es “xlsread ()”. Por medio de funciones se pueden asignar vectores

numeéricos y variables en MatLab para poder luego procesarlos.

Considerando la limitacién de lectura de los archivos binarios generados por AvaSoft, se
buscaron alternativas de interpretacion y de importacion. “MatLab Center” es una
comunidad de usuarios de MatLab en donde se puede hacer consultas o blsquedas de
soluciones a aplicaciones de MatLab. En este espacio se encuentra la seccién de
intercambio de archivos, en ella algunos usuarios comparten archivos generados por ellos
mismos para que otros lo utilicen o puedan modificarlos. La seccion de espectrometria
cuenta con algunos scripts! para el procesamiento de datos, asi como para el tratamiento

de archivos.

Existe un script con un set de funciones para procesar automaticamente los archivos
guardados por Avantes AvaSoft. Este programa fue generado en comunicacién personal
(Karapetyan, 2015)* el cual indic6, posterior a una comunicacién con él sobre las
posibilidades de este programa. En el proyecto se realizé la modificacion del codigo
disponible, y la estructuracién para la lectura de archivos. roh y el posterior tratamiento y

adecuacion para aplicaciones de espectrometria EEMS.

14 Un Script es un documento que contiene instrucciones escritas en cédigos de programacion.
Ejecuta diversas funciones en el interior del programa
15 Dr. Konstantin Karapetyan, Senior Design Engineer (optics), ASML Veldhoven, Netherlands
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Figura 2-8. Apartado del codigo base para la lectura de archivos binarios generados por
AvaSoft para la posterior lectura e interpretacion en MatLab.

scans = avantesSpectrumRead;

MEW2@81.RCM. 21 files to go
MEW2@21.ROH. 2@ files to go
NEWA@82.RCM. 19 files to go
NEW@@@2.ROH. 18 files to go
NEWB@83.RCM. 17 files to go
NEW@®83.ROH. 16 files to go
NEWA@84.RCM. 15 files to go
MEW2@24.ROH. 14 files to go
MEW@@85.RCM. 13 files to go
NEWB@@5.ROH. 12 files to go
NEWB@Os.RCM. 11 files to go

Control de hardware a partir de Arduino

Los microcontroladores Arduino son ampliamente usados por todo tipo de desarrolladores
en el mundo. Su popularidad se debe a su simplicidad de uso y al gran nimero de sensores
y librerias disponibles que hacen posible su extension a diversas aplicaciones. Ademas,
existe una gran comunidad que gira entorno a Arduino, con cientos de ejemplos y guias
en la literatura de alto nivel. Especificamente Arduino en su sitio oficial ofrece una

descripcion de todas y cada una de las funciones con las que cuenta.

Figura 2-9. Placa de Arduino Uno. (www.arduino.cc)
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Aunque existen muchos dispositivos comerciales en el mercado éstos por lo general estan
estrechamente vinculados con proveedores especificos que requieren de largos protocolos
y gestiones para exportar e importar piezas y hacer mantenimientos. Arduino por su parte
ofrece un sistema facilmente modificable que se puede ajustar a las necesidades del
usuario y servir de base para nuevos productos, ademas de ser un dispositivo econémico

gue ofrece una instalacion y un mantenimiento mas sencillo. A continuacion, se mencionan
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algunas ventajas que Arduino ofrece sobre los otros microcontroladores y plataformas

microcontroladoras:

= Ofrece un entorno de programacién simple y clara, facil de usar para principiantes,
pero suficientemente flexible para que usuarios avanzados puedan aprovecharlo
también, desde artistas y disefiadores hasta ingenieros de diversas areas como

industriales, electronicos, de sistemas y telecomunicaciones entre otros.

= Se basa en cédigo abierto y software extensible cuyo lenguaje puede ser expandido
mediante librerias C++ y para aquellos que deseen mayor complejidad pueden usar

el lenguaje AVR C, entorno en el cual estd basado Arduino.

= No sélo el software, el hardware también es extensible. El Arduino esta basado en
microcontroladores ATMEGA8 y ATMEGA168 de Atmel. Los planos para los
moédulos estan publicados bajo la licencia Creative Commons por lo que los

usuarios pueden hacer su propia version del médulo, extendiéndolo y mejorandolo.

= Puede trabajarse en diferentes plataformas a diferencia de los otros
microcontroladores. El software de Arduino puede ejecutarse en sistemas
operativos Windows, Macintosh OSX y GNU/Linux, lo que no ocurre con muchas

otras placas microcontroladoras.

* Precio. Las placas Arduino son relativamente econdmicas comparadas con otras
plataformas microcontroladoras. Vienen preensambladas y listas para funcionar, de
hecho, el usuario mismo podria construirla adquiriendo los componentes por

separado con lo que el precio total de placa podria ser incluso menor.

= Las placas son versdtiles y reutilizables porque se pueden aprovechar para otros
proyectos ya que permiten reprogramacion y ofrecen varios tipos de entradas y
salidas de datos, los cuales permiten capturar informacion de sensores y enviar

sefiales a actuadores de multiples formas.

Una de las cosas mas importantes para resaltar es cada uno puede crear su propio
Arduino. Por ejemplo, para desarrollo de software se encuentra disponible un sencillo
ambiente de programacion llamado Arduino IDE donde un editor de codigo, un compilador
y una interfase serial de comunicacién se encuentran todos integrados en una Unica

aplicacion java. Por su parte el lenguaje de programacion se parece al lenguaje C/C++ el
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cual es facil de entender para programadores novatos, incluyendo claramente a los
expertos también, compatible con muchas caracteristicas propias de la programacién

orientada a objetos.

Arduino para proyectos de hardware

El microcontrolador de Arduino ofrece la interfaz de control Hardware — Software. Tiene
una comunidad de intercambio de ideas y de proyectos de cédigo libre, en los cuales los
usuarios podran obtener ideas y guias para el desarrollo de proyectos de ingenieria.
Debido a que el enfoque del Arduino es la elaboracion de prototipos, ofrece una gama de
placas base con especificaciones y posibilidades de conexion segln necesidades de los
proyectos. La placa base y mas simple de Arduino es la Arduino UNO. Esta placa tiene un
precio comercial de cerca de 30 ddlares. Tiene la posibilidad de interaccion con el
computador via USB A. Es en el computador que el usuario podra cargar a través de un
codigo propio una serie de instrucciones al microcontrolador para este luego transcribirlas
a través de salidas analogas o digitales. Aunque tiene una fuente de potencia propia,
permite la conexion a fuentes de 12 VDC (entrada de conector) o a través de pines permite

la conexién a potencia segun especificacion.

Cuenta a su vez con un entorno de desarrollo integrado (IDE) con librerias de unidades
operacionales simples, estilo motor, LED’s, etc., en los cuales a partir del cddigo base
estructurada en el IDE se permite la guia y modificacién de codigo para el detalle de cada

proyecto.

La formulacién del codigo al microcontrolador del Arduino se puede realizar también a
través de lenguajes de programacién, como por ejemplo MatLab. Es por medio de este
lenguaje que se puede hacer la conexion de instrucciones propias de MatLab, asi como el
procesamiento de informacién como la puesta en marcha de las rutinas de Hardware

programadas.

MatLab y Arduino.

Uno de los microcontroladores mas utilizados en ingenieria es Arduino. Este controlador
almacena informacién de rutinas de hardware para prototipado. De esta manera, puede

tener el ingreso de informacion y salida digital o analégica para el control de motores, luces,
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y demas partes electronicas. MatLab permite la comunicacion directa entre el usuario y el

microcontrolador por medio de los scripts creados en el lenguaje de programacion.

Figura 2-10. Comunicacion de Arduino con MatLab. (Mathworks, 2017).

Products & Services Solutions Academia Support User Community Events Company

Hardware Support

Qverview Search Hardware Support Request Hardware Support

Arduino Support from MATLAB

Student-priced microcontrolier board for introducing elecirical engineering, motor control, and mechatronics

» Arduino Support from MATLAB
Arduino Support from Simulink
ThingSpeak Support from MATLAB

2.2.3.Calibracion del espectrometro

El espectrometro utilizado en el proyecto cuenta con una calibracion de féabrica. Esta

calibracién incluye un reporte y la estimacién de un polinomio para el ajuste de los datos.

Para la investigacion se utilizaron procedimientos estandar para la verificacién del error
relativo a las mediciones. Estos errores relacionan datos teodricos con datos medidos. La
informacion tedrica utilizada se obtiene a partir de portales de estandares en mediciones,
como por ejemplo el NIST¢, en donde se encuentran mediciones de fuentes de luz para

lamparas de mercurio.

Las fuentes de mercurio ofrecen un espectro con lineas caracteristicas a unas longitudes
de onda establecidas. El procedimiento base consiste en utilizar una fuente de mercurio,
realizar la medicion con el espectrémetro a analizar y comparar las mediciones adquiridas
con las reportadas por los estandares. De esta manera se pueden verificar la desviacion
de la medicién con respecto a la longitud de onda y se puede verificar la resolucion del
espectrometro. A continuacién, se muestran el espectro adquirido. Se cuenta con una

fuente de mercurio para la calibracion del espectrometro.

16 NIST, de las siglas en inglés, National Institute of Standards and Technology.
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Figura 2-11. Sefial espectral obtenida a partir de la Fuente Hg — Pencil. Mediciones
tomadas en modo absorcion (alineacion directa entre la fuente y la fibra del espectrémetro).
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Realizando un acercamiento a un pico caracteristico del espectro se puede relacionar el
ancho espectral (resolucion) y por medio del establecimiento del punto méximo de emisién

(Pico de la sefial) el error relativo a un espectro estandar.
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Figura 2-12. Fuente Hg — Pencil. Mediciones tomadas en modo absorcion (alineacion
directa entre la fuente y la fibra del espectrometro).
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La anchura a media altura, abreviado FWHM (del inglés Full Width at Half Maximum) se
utilizar para la determinacién de la anchura espectral de las mediciones adquiridas por
espectrometros. En la siguiente figura se muestra la funcidon caracteristica del
espectrémetro FWHM para el rango de longitud de onda de 240.2512 — 261.1538 nm.

Figura 2-13. Funcién caracteristica del espectrometro FWHM para el rango de longitud de
onda de 240.2512 — 261.1538 nm. Valor del FWHM = 0.70208 nm.
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Es a partir de esta funcidon que se pueden llegar a realizar analisis espectrales especificos

y comparaciones entre mediciones con diferentes espectrémetros. A partir de los valores
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de FWHM se pueden obtener representaciones sobre la resolucion de sistemas

especificos.

2.2.4.Filtros disponibles en el montaje 6ptico

En la investigacion se cuenta con un sistema de filtros de paso banda en las siguientes
regiones de longitud de onda:

- 320 nm - 400 nm
- 334 nm - 436 nm
- 365nm - 525nm
- 377 nm - 568 nm

Cada uno de los filtros disponibles cuenta con unas caracteristicas propias, esto en
términos de variables de especificaciones del disefio éptico del filtro. Las variables mas
importantes para el sistema Optico tienen que ver con la region espectral a la cual el filtro

permite el paso de luz, el ancho espectral de esa region y la transmitancia de cada filtro.

A continuacioén, se muestran los resultados de la caracterizacion de los filtros disponibles
en el sistema 6ptico. Cada una de las mediciones espectrales se realiz6 con un tiempo de
adquisicion fijo (tiempo de integracion) de 15 ms. Debido a los diferentes porcentajes de
transmitancia de los filtros, se realiza el analisis agrupando los filtros segun similitudes en

la transmision.

Como fuente de luz se utilizé una a base de Xenon. La fuente HID H4, es una lampara de
luz UV — visible, que cuenta con intensidad a lo largo del rango espectral. Debido a sus
caracteristicas de emisién continua, es Util para ser usada y adecuada a través de un

sistema de filtros dicréicos (pasa banda) para obtener una sefial de banda estrecha.

En la siguiente figura se muestra el espectro de excitacion de la fuente HID H4
mencionada. Para esta medicion se utilizd el montaje Optico, la cantidad de luz adquirida
por el espectrometro es la que llega a la celda de toma de muestras. Cada una de las

mediciones se realizé en modo absorcion, sin interponer celda UV.
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Figura 2-14. Sefal espectral obtenida a partir de la fuente HID H4. Medicidn realizada en
el montaje optico.
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En la figura 2-15 se muestra la regién espectral de filtrado para para cada uno de los filtros

dicréicos del sistema o6ptico.

Figura 2-15. Ubicacion segun el rango en longitud de onda de los filtros del sistema
Optico.
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De esta manera, cada uno de los filtros tiene caracteristicas en cuanto al ancho de banda

de salida. La sefal de salida del filtro dicréico conserva las caracteristicas espectrales de
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la fuente de luz, por este motivo como se mostraran en las siguientes figuras, de ahi
proviene la estructura espectral resultante. Para cada filtro referirse a la figura 2-15.
Figura 2-16. Intensidad de la sefal que pasa a través de un dicréico a un tiempo de

integracion (15 ms) que llega a la celda de fluorescencia del arreglo éptico Para los filtros
dicréicos de 377nm (azul) y 525nm (rojo).
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Los filtros de 377 y 525 nm son los que presentan la mayor transmitancia. Los valores de
intensidad de emision adquirida por el espectrometro estan por encima de 50000 conteos.
Para las mediciones de espectrometria de fluorescencia, y més especificamente para la
utilizacién de la técnica de EEMS se espera que el filtro pueda utilizarse para la excitacion
optima de la sustancia fluorescente. Esto es a unos valores de longitud de onda
especificos. Entre menor sea el ancho espectral resultante del filtrado, mas adecuado es
el andlisis de la emision de fluorescencia, pues ya la excitaciéon no es tan policromatica
(ancho de banda). Cabe mencionar que la fluorescencia es el resultado de una
probabilidad de que la molécula utilice la energia incidente del fotén proveniente de la
fuente de luz para emitir luz. Por tal motivo, y como se menciona en el disefio conceptual
del sistema, se prefiere que el flujo de fotones sea elevado, y que esencialmente no se
presente disminucion de esta cantidad ya sea por los filtros Opticos o por un desajuste en

la alineacion del tren 6ptico.
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Figura 2-17. Intensidad de la sefial que pasa a través de un dicréico a un tiempo de
integracion (15 ms) que llega a la celda de fluorescencia del arreglo éptico Para los filtros
dicréicos de 320nm (azul) y 334nm (rojo).
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En la figura anterior se muestra el espectro de emisién de los filtros de 320 y 334 nm. Estos
filtros estan ubicados en la regién espectral de UV. La intensidad de luz que pasa a través
de los filtros, como se observa en la figura 2.10, esta relacionada a la cantidad de luz en
la fuente. Para este caso, la fuente utilizada no cuenta con un numero de conteos
considerable en las regiones de los filtros. Estos filtros presentan el menor nimero de
conteos de todo el sistema, con valores de intensidad cercanos a 100 conteos. Ademas,
como es el caso del filtro de 334 nm, el ancho espectral esta cercano a los 50 nm, lo cual

es posiblemente indicio de la degradacion del filtro.



70

Figura 2-18. Intensidad de la sefial que pasa a través de un dicrdico a un tiempo de
integracion (15 ms) que llega a la celda de fluorescencia del arreglo éptico Para los filtros
dicréicos de 400nm (azul) y 436nm (rojo), 568nm (negro) y 365nm (verde).
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Como se menciona en otros apartados del documento, la regién de absorcion de la gran
mayoria de los hidrocarburos esta por la region de 350 — 500 nm. Es en esta regién en
donde se debe procurar realizar la excitacién de la sustancia. Son los filtros de 400 y 436
nm los que presentan el nimero de conteos mas alto para el grupo de filtros, con una
estructura espectral similar a la que ofrecen fuentes LED (monocromaticos). Para los filtros
de 365y 436nm se puede ver en la figura 2.10 que estan ubicados en longitudes de onda
donde la fuente de luz presenta picos de intensidad. Por este motivo se obtiene una sefial

de salida del dicréico con esas caracteristicas.

2.3. Desarrollo del método de inversion

El espectrémetro utilizado en el proyecto es un espectrometro portable multifuncional. El
Avantes AvaSpec 3648 es un mini espectrometro para aplicaciones en el UV-visible.
Siendo un espectrometro de arreglo simple, de resoluciéon espectral variable (desde 0.025-
20nm) con mayor numero de pixeles en la region visible puede ser aplicado al campo de
la técnica EEMS con limitaciones. Las limitaciones son fundamentalmente en la relacion
sefial a ruido de 300:1, frente a los espectrofluorometros comerciales que cuentan con

relaciones superiores a 10000:1. De esta manera, se debe buscar realizar las mediciones
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espectrométricas utilizando fuentes de luz de alta intensidad. En la aplicacion de
fluorescencia, como se mencionaba en parte teérica, la emision del fluoréforo depende de
factores como la concentracion, el pH y la dispersion por material sélido, asi como por la
de sustancias no fluorescentes. De la radiacion incidente a la muestra, es solo una
pequefia cantidad de fotones las que se utilizaran para la emision de luz (Fluorescencia).
Por tal motivo, la potencia se llegara a alcanzar con fuentes de alta intensidad. Estas

fuentes son esencialmente policromaticas y de espectro continuo.

Segun los requerimientos técnicos del sistema, una de las maneras de poder obtener una
matriz de excitacién-emision es a partir de fuentes policrométicas. Estas fuentes
policrométicas son filtradas 6pticamente para obtener una emision de banda estrecha, a
diferencia de la inicial. Para el caso del sistema desarrollado, se hace el estudio a partir de
fuentes policroméaticas de alta intensidad para sobrepasar la limitante de la relacién sefal

a ruido del espectrometro.

2.3.1.Descripcion del método de inversion

El método de inversidon (Jiménez-Pizarro, 2017), es una forma de obtener matrices de
excitacion-emision a partir de fuentes de luz policromaticas. Se obtiene la funcién de
transferencia entre el espectro de excitacién y de emisién, en donde la fuente de excitacion

es monocromatica o policromatica.

Considera dos casos:

1) Caso 1: un solo fluoréforo, excitacion monocromética, dispersion de luz

despreciable.
La matriz de excitacion emision A es definida como:
A=¢-(1—e”(—o.c.L))

Donde ¢ es la eficiencia cuéntica del fluoréforo, o es la seccion transversal de absorcion,

c es la concentracion del fluoréforo y L el camino Optico de absorcion.



72

En la capa limite, cuando el camino 6Optico (o) es igual al coeficiente de absorcién se puede
asumir que el flujo total de emision es linealmente proporcional a la concentracion del

fluoréforo, a su seccion transversal de absorcién y al camino o6ptico.

A=E¢-0-c-L
2) Caso 2: mdltiples fluoroforos, excitacion monocroméatica, dispersion de luz

despreciable.

En este caso, los eventos de absorcion son mutuamente independientes y dependen del
flujo de fotones presente. Cuando multiples fluoréforos estan presentes, la emision total
ocurre como la suma de las emisiones de cada fluoréforo. Si se considera la misma

situacion de la capa limite del caso anterior, se llega a:

AEL-qu-a.c
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3. Analisis y discusion de resultados
3.1. Evaluacidn de alternativas de fuentes de luz

Se busca identificar diferentes fuentes de luz de bajo costo y evaluar el potencial para
aplicaciones de espectrometria de fluorescencia especifica. Los criterios por considerar
para la elaboracion de una matriz de seleccién buscan priorizar la potencia en vez de la

estabilidad de la fuente de luz.

La potencia en una fuente de luz se refiere a la cantidad de flujo luminoso emitido. Se
relaciona a la cantidad de fotones emitidos y medidos en el espectrémetro. Debido a las
mismas especificaciones de los procesos fluorescentes, entre mayor cantidad de fotones
incidentes al fluor6foro, mayor es la posibilidad de que estos sean absorbidos y se emita

luz.

El criterio de estabilidad de la fuente de luz hace alusién a la caracteristica que tiene la
fuente de tener un espectro de luz que sea caracteristico y permanente. Las fuentes de luz
pueden sufrir degradacidon en sus caracteristicas espectrales. Esta degradacion es
causada por desgaste en los materiales, cambios en la dptica propia de la fuente, asi como
por la influencia de condiciones eléctricas y térmicas. Esta caracteristica limita las
condiciones de operacion de la fuente de luz, haciendo que los sistemas Opticos y
ambientes de medicién sean cada vez mas especificos. Debido a que la investigacion
busca el desarrollo de un instrumento prototipo que pueda ser transportado a campo, se
debe tener en consideracion lo robusto que pueda constituirse la fuente de luz, asi como

la facilidad de cambio de la misma.

En la investigacion se llegé a establecer que las fuentes policromaticas cumplen con la

potencia necesaria para las mediciones de florescencia, en particular las lamparas de
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Xendn HID. Estas fuentes cuentan con emision de luz desde 300nm (Region UV), hasta
valores de longitud de onda cercanos a los 700nm. Debido a este ancho espectral, y su
caracteristica de descarga de alta intensidad fue utilizada en la investigacion para la

excitacion de fluoréforos.

Como otro producto de la investigacion se relaciona estas caracteristicas espectrales de
la fuente HID con un modelo de andlisis matematico para la obtencion de espectros de

excitacion - emision a partir de cualquier tipo de fuente de luz.

3.1.1.Consideraciones para la escogencia de fuentes de luz

Para la espectrometria de fluorescencia se necesita una fuente de luz que tenga las
caracteristicas necesarias para que exista una excitacion 6ptima del fluor6foro en la
muestra a estudiar. Ademas de la cobertura espectral para la excitacion se busca que la
fuente tenga una serie de caracteristicas de operacién, estabilidad, mantenimiento.
Ademads, se busca que los resultados que se puedan obtener a partir del sistema
espectrométrico sean reproducibles y comparables. En la siguiente tabla se resumen los

principales criterios considerados para la escogencia de una fuente de luz para el prototipo.
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Tabla 3-1. Criterios para la escogencia de fuentes de luz en aplicaciones de espectrometria
de fluorescencia.

Criterio Importancia

Es el tiempo que tarda en establecerse la intensidad luminica de operacion.
Puede deberse a factores térmicos, asi como de estabilidad

Tiempo de
calentamiento

Se refiere a los cambios que se puedan presentar en el espectro luego de
Tiempo encender y apagar la fuente.

Encendido /
apagado

Se relaciona en la conservacion de las caracteristicas espectrales medidas.
Es funcion del tiempo de operacion.

Estabilidad

Facilidad de obtencién de repuestos. Relacion inversién retorno.

Costo

Tanto del sistema mecanico y electrénico de la fuente. Tiempo de operacion

. . en horas.
Tiempo de vida

Segun el tipo de emisién: emision continua (ancho de banda espectral) o

Rango / emision de lineas espectrales. Esto puede hacer diferencia entre los posibles
Cobertura usos de la fuente, p.e. calibracién o fuente de excitacion para fluorescencia.
espectral

Flujo luminoso. En aplicaciones de fluorescencia puede ser indicador de la
viabilidad de la utilizaciéon de una fuente.

Potencia
Capacidad de portabilidad. Conjunto electrénico necesario para que inicie la
emision por la fuente.

Robustez

mecénica

Cabe mencionar que segun en estudios previos desarrollados en el proyecto (Lombana,
2016) se llega a la caracterizacion de la operacion del espectrometro utilizando fluoréforos
puros (fluoresceina). Se menciona la importancia del montaje éptico para la optimizacion
de la sefial adquirida por el espectrémetro, la celda de toma de muestra y se hace énfasis
en la escogencia de una fuente de luz adecuada para la aplicacion de la técnica de EEMS

y no solo para sustancias altamente fluorescentes, como lo es la fluoresceina.

Los procesos de fluorescencia son funcion directa de la capacidad y limite de deteccion
del espectrometro (adquisicion de la sefial de emisién) asi como de las caracteristicas de
la fuente de excitacion. Siendo que la aplicacion del instrumento espectromeétrico adquirido
en el proyecto no es especifica para espectrometria de fluorescencia, se busca realizar

mejoras en el sistema de medicion — alineacién Optica y en la fuente de luz.
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Uno de los objetivos del instrumento prototipo es la capacidad de ser portable y la
deteccion de fluoréforos de origen organico. Se busca también que el sistema sea de bajo

costo tanto en operacion como en los componentes del instrumento.

De tal manera, los criterios que se dan mayor relevancia en la escogencia de la fuente son
el costo, tiempo de vida de la fuente y la potencia luminosa. La potencia de la fuente puede
mejorar la relacion de sefial adquirida por el espectrometro sin necesidad en incurrir en

modificaciones en el arreglo interno del espectrometro.

3.1.2.Relacién con el espectrometro

La fuente puede llegar a afectar el comportamiento opto-electrénico del resto de los
componentes. En este apartado se da en consideracion las caracteristicas de la fuente que
afectan directamente el sistema espectrométrico. Se tiene en cuenta el rendimiento del
sistema, la Sensitividad (relacionando la sefial de emision con la capacidad de deteccion
del espectrometro) y la portabilidad del conjunto, entre otras.

El sistema cuenta con el consumo de varios equipos. El espectrometro utilizando en el
proyecto se alimenta a través de puerto USB, haciendo que el consumo requerido no sea
tan considerable. Diferente a lo que podrian ser los consumos energéticos de las fuentes
de luz. Es ahi en donde la potencia de salida puede relacionarse con la complejidad y
robustez del sistema. Ademds, se debe considerar los efectos térmicos consecuentes,
debido a que la potencia requerida por la fuente para generar luz también, por motivos de
eficiencia, termina siendo utilizada en disipacion de calor. Se debe contar también en el
prototipo con un sistema de refrigeracion, esto es segun la cantidad de calor generada por

la fuente.
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Tabla 3-2. Implicaciones por considerar de la fuente y su relacién con el espectrometro.
(Fuente: Propia).

Criterio Relacidn con el espectrometro

La adquisicion espectral esta relacionada a la intensidad de la fuente y a la
estabilidad espectral ofrecida.

Rendimiento
La Sensitividad del instrumento puede ser expresada a partir de la relacion sefal a
ruido del instrumento o por la cantidad minima detectable de un componente
particular en un set de condiciones.

Sensitividad
Ademas del tiempo de vida del bulbo de la fuente de luz, considera el consumo de
energia por frecuencia de uso.

Costo

Considera el sistema espectrométrico y el suministro de electricidad de la fuente.

Portabilidad
La operacién de la fuente puede llegar a generar materiales en desuso, baterias,
consumo energético.

Huella del

instrumento
La bateria del prototipo puede suministrar energia al sistema espectrémetro -
fuente. Necesidad de baterias / sistemas de arranque.

Operacion
de la bateria

La huella del instrumento considera la generacion de materiales en desuso, el gasto de

baterias y la generacion consumibles. El sistema complementario a la fuente de luz debe

ser simple, y de bajo consumo. Se busca que la fuente de luz sea facilmente reemplazable

y que los repuestos sean de facil obtencion en cualquier region, para que no exista una

limitacion en cuanto a la operatividad del sistema.

3.1.3.Fuentes de luz disponibles - Caracterizacion de las fuentes
y lAmparas

Las principales fuentes de luz para espectrometria de fluorescencia se mencionan en la

siguiente tabla. Se hace una relacion entre ventajas y criterios para tener en cuenta, asi

como las aplicaciones en la espectrometria clasica.
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Tabla 3-3. Caracteristicas de las fuentes de luz en aplicaciones espectrométricas.
(Venugopalan, 2016)

Tipo de
Fuente de espectroscopi
luz Ventajas Considerar a
Espectro continuo y suavizado en un | Tiempo de vida del | Absorbancia
Hal6gena - rango ar_nplio de longitud de onda. bulbo y estabilidad. en gl uv-
. Presencia en UV profundo. Visible.
Deuterio
Facil de usar para aplicaciones UV- No hay sefial en el | Aplicacione
Visible. Alta potencia. Rango espectral | UV. Calentamiento |s en el
de cerca de 500nm. del sistema. infrarrojo
Halbégena cercano.
Rango espectral amplio. Presencia en | Picos intensos en el | Reflectancia
UV-Visible. Alta potencia, alto tiempo | espectro. Estabilidad | Aplicacion
. de vida. en fuentes pulsadas. | UV-Visible.
Xendn
Estable. Puede ser de ancho de Potencia en el UV. | Fluorescenc
banda como estrecho de banda. Facil |Falta de rango ia en
integraciéon. Bajo consumo (potencia). | espectral. proteinas.
Tiempo de vida alto.
LED
Cuando se necesita mas potencia de |Ancho de banda del | Mediciones
la que puede ofrecer un LED. laser. Estabilidad en | Raman.
. longitud de onda.
Laser

En la tabla se mencionan dos grandes grupos de fuentes: continuas o discontinuas o de

lineas. Las fuentes continuas, son las que emiten radicacion en un amplio rango de longitud

de onda, mientras que las discontinuas o de lineas emiten un limitado nimero de lineas o

bandas de radiacion. Entre las continuas se encuentran las fuentes halégenas, de

Deuterio, Xendén y LED y en las discontinuas las fuentes laser.

En la tabla no se incluyen algunas fuentes contintias debido a que son de dificil acceso,

complejidad, robustez y costo. Por ejemplo, las lamparas de Wolframio (AA= 350-2200nm),
de Nicrom (AA=750-20000), de Nernst (A1=400-20000) y la fuente Globar (A1=1200-

40000). Las fuentes con longitudes de onda (417) con radiacién por encima de 700 nm se

utilizan en aplicaciones de absorcién molecular IR y en aplicaciones Raman.(Universidad

de Castilla - La Mancha, n.d.).

17 2, denota longitud de onda.
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En cuanto a fuentes discontinuas se tiene por ejemplo las lAmparas de catodo hueco (UV-
visible), las de descarga sin electrodos (UV-visible), las de vapor metalico (UV-visible) las

cuales son utilizadas en fluorescencia atomica, molecular y en Raman.

Figura 3-1.Intensidad de luz medida por un espectrémetro para diferentes fuentes de luz.
Medicion realizada con una distancia de 50cm entre el detector y la fuente de luz.
(Fuente: Adaptado de (Venugopalan, 2016)).
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potencia requerida en el instrumento prototipo a desarrollar. Las fuentes de Deuterio y

Xendn cuentan con la suficiente cobertura espectral para aplicaciones de fluorescencia.

Las lamparas de mercurio y los laseres son de espectro discontinuo, y por este motivo la
aplicacion para excitaciéon de muestras fluorescentes esta limitada al conjunto de lineas
presentes en el espectro. Los laseres son fuentes de alta potencia, pero esencialmente
monocromaticos; en la técnica de EEMS se necesitan un conjunto de sefiales de excitacion
para la construccién de la matriz. Si se considera la utilizacién de laseres de diferentes
colores para la excitacion, se debe tener en cuenta que algunos de estos generan emision
utilizando gases. La excitacion de los laseres es coherente (monocromatica) y el arreglo
Optico es robusto y requiere de sustancias para la generacion de excitacion (gases). No
existen un gran namero de laseres para una cobertura espectral, se utilizan tintes para
realizar la excitacion de esos tintes fluorescentes y cambiar la sefial de emisién a de un

color de menos energia.
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3.1.4.Alternativas de fuentes y lamparas de bajo costo

Comunmente las fuentes de luz que son utilizadas en espectrometria de fluorescencia
deben tener salida de intensidad continua a lo largo del espectro o ser constituida como

una serie de lineas discretas.

Esta caracteristica hace que la fuente sea utilizada como fuente de excitacion o ser
utilizada como parte del sistema de calibracién del instrumento. Por ejemplo, las lamparas
de mercurio son las fuentes de luz que emplean lineas de emision, y es a partir de esta
propiedad que se limita el uso a la verificacion de la lectura del espectrometro con los datos
relacionados con el espectro del Hg. En un primer paso del procedimiento de calibracion
se procede a obtener los valores tedéricos en longitud de onda en donde se encuentran las
lineas de emision del mercurio y luego se sigue en la utilizacion del espectrometro a calibrar
para medir el espectro, se comparan la medicion y los datos de las lineas teéricas y se
puede establecer si el espectrémetro se encuentra midiendo de manera correspondiente

a los valores reportados en la literatura.

Se debe también caracterizar las fuentes por la presencia de intensidad luminosa en la
region del UV. Ademas de tener una parte de UV se debe verificar el rango en el visible y

el espectro resultante de la fuente.

Es muy raro encontrar una fuente de luz que se adecue completamente a los valores de
longitud de onda 6ptima de excitacion de la muestra, por lo tanto, es ventajoso utilizar una

fuente continua (de rango espectral de ancho de banda).

Las lamparas de Xeno6n son fuentes que pueden ser operadas de manera continua o
pulsada. Segun estudios previos realizados en el proyecto (Lombana, 2016), se utiliza una
fuente pulsada de Xendn, la cual ofrece resultados de excitacion — emisién para fluoréforos
estandar, como lo es la fluoresceina, pero se adecuan de manera adecuada con sustancias

altamente fluorescentes.

En cuanto a la estabilidad y reproducibilidad de la medicion, las lamparas de Xenén de

arco son mas estables que las de descarga (fuentes pulsadas) (Perkin Elmer, 2000).

De esta manera la forma més adecuada para utilizar las fuentes en la espectroscopia de

fluorescencia debe incluir la utilizacion de una seccion especifica del rango espectral de
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excitacion producido por la fuente. Esto se puede realizar a través de la utilizacién de

monocromadores o utilizando sistemas de filtros dpticos.

3.1.5.Tiempo de vida de la fuente, potencia y costo en el
instrumento

Como se mencionaba en apartados anteriores, es la potencia de salida uno de los criterios
mas importantes en la escogencia de la fuente para el instrumento. La potencia, aunque
relacionada con el consumo energético, puede incurrir en el cambio del detector y una
posible optimizacion y adecuacién del mismo en términos de sensibilidad y cobertura
espectral. La potencia de luz en el caso particular del instrumento desarrollado esta
relacionada a la generacion de fluorescencia. Entre mayor sea el flujo de fotones incidentes
a la muestra, mayor va a ser la probabilidad de que la molécula se excite y como producto
de la excitacién emita luz. Dentro de las limitaciones del espectrometro se encuentra la
relacion sefal a ruido. El espectrdmetro cuenta con una relaciéon sefial a ruido de 300:1
(Avantes, 2015), mientras que los sistemas espectrométricos clasicos tienen valores de
relaciéon sefial a ruido por encima de 10000:1, permitiendo la deteccién de pequefios flujos
de emisién. Sistemas espectrométricos de estas caracteristicas tienen costos por encima

de los 60000 USD, a comparacién de los 3000 USD del espectrometro del prototipo.

En la siguiente figura se muestra la potencia de salida de las fuentes de Xendn, LED, de

Deuterio y las fuentes de mercurio.

Figura 3-2. Potencia de salida de las fuentes UV, pulsadas de Xendn/continuas de
Xenon, lamparas de Deuterio y fuentes de mercurio. Adaptado de (Venugopalan, 2016).
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Las fuentes de Xendn ofrecen una potencia de salida intermedia, asi como un rango
espectral desde los 300 — 750 nm. Las fuentes LED a su vez, se caracterizan por tener la

menor potencia de salida.

Existen arreglos espectrométricos novedosos en los que por un set de LED se puede llevar
a cabo la excitacibn de muestras para la obtencion de fluorescencia (Hart, 2006; Hart &
JiJi, 2002b; Herman & Vecer, 2008; Nikolova et al., 2013), pero no en la técnica de EEMS
ni en la aplicacion especifica de matrices de hidrocarburos. Sus aplicaciones estan

enfocadas a la deteccion de tintes fluorescentes (fluoréforos puros).

El tiempo de vida de la fuente esta reportado como el nimero de horas en operacién en
los cuales la fuente se encuentra emitiendo luz antes de su degradacion. Las fuentes LED
son las que presentan el tiempo de vida mas alto debido a sus condiciones térmicas,
electronicas y por la estabilidad de los materiales constituyentes. Las fuentes de Xenény
de Deuterio pueden presentar los rangos mas amplios en tiempo de vida, esto es debido

a la degradacion que puede sufrir el bulbo en la fuente, como su opacamiento.

Figura 3-3. Tiempo de vida de las fuentes UV, pulsadas de Xendén y Xenon, ldmparas de
Deuterio y fuentes de mercurio. Adaptado de (Venugopalan, 2016).
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El costo del instrumento incluye todas las partes necesarias para hacer la medicion a partir
de una fuente de luz determinada. En la siguiente tabla se relacionan diversas fuentes de
luz comerciales y se incluye una ldmpara comercial de Xendn, de referencia HID H4. Esta
lampara no es de aplicacion espectrométrica, sino que presentan caracteristicas muy
similares en cuanto a cobertura espectral, intensidad, estabilidad y potencia a las fuentes

de Xendn de espectrometria. Esta fuente de Xendén es utlizada comiUnmente en
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automaviles en los sistemas de iluminacién. Es una fuente de alta potencia y es de facil

adquisicion en el mercado.

Tabla 3-4. Andlisis del costo tipico de un instrumento de medicion espectrométrico.
Adaptado de (Crystal IS, 2016).

Lamparade | UVCLED | Lamparade Lamparade Lampara
Deuterio mercurio de Xenén 35W | Xen6n HID H4
11w
Pardmetros

Costo del instrumento
Lampara $ 400 $ 600 | $ 25 $ 447 $ 15
Socket!8 $ 100 | $ -1 $ -1 $ 100 | $ -
Filtro $ -1 $ -1 $ 350 | $ - % -
Monocromador $ 950 |'$ |8 -3 - | 8 )
Suministro de potencia $ 1,450 $ 50| $ 50 $ 750 | % 18
Divisor de haz de luz | * 200 | $ 200 $ 200 |'$ )
Detector $ 5 $ 2,000 | $ 2,000 $ 2,000 | $ 2,000
Sistema disipacién calor | $ 900 | $ -1 % 150 | $ -1 $ -
TOTAL $ 4,005 $ 2850 | $ 2,575 $ 3497 | $ 2,033

Se relacionan los costos del instrumento. En el caso de que el parametro no aplique, se toma
como valor $0. En el caso de la lampara de Deuterio, al tener sistema de monocromador, el
detector es simple.

*Los valores son reales y referenciados a délares americanos al 2016.

** Base de célculo: $0.12/kwWh.

De la tabla se empieza a evidenciar que en términos del costo del instrumento se debe
optar por fuentes LED o de Xendn HID. Estas fuentes son las mas sencillas de las opciones
disponibles, ademas son las menos robustas, las que cuentan con la mejor cobertura
espectral. No es necesario la inclusion de un sistema de disipacién térmica complejo para
el caso de la fuente LED, debido a su baja potencia. En el caso de las ldmparas HID H4,
el principio de operacion es una descarga de alta potencia, en donde se obtiene un plasma

en el bulbo el cual genera luz desde 300nm hasta los 750nm.

18 Socket, sistema de proteccion de la fuente de luz.
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3.1.6.Mediciones con una fuente de luz tipo LED

Las fuentes LED son las de mayor proyeccién en el mercado. Las fuentes LED UV se
utiizan no solo en espectrometria, sino que tienen aplicaciones en cuanto a la
desinfeccion, en la medicién de calidad del agua, en la estimacion de fluorescencia de
tejidos vivos y de proteinas entre otros. La potencia de este tipo de fuentes va desde los
100mW hasta cerca de 3W. La potencia de los LED’s es baja a comparacion de las fuentes

mencionadas, pero tienen una alta estabilidad y alto tiempo de vida.

Se realizaron mediciones de dos LED utilizados es espectrometria. Las mediciones fueron
realizadas con el espectrometro del proyecto (Avantes 3648) y las mediciones fueron
realizadas en modo directo (absorcién) en una alineacion de fuente — detector de cerca de
30cm.

En la figura se muestra la sefal de emision del LED UV medido. Esta medicién no se

interpuso ningun tipo de filtro optico.

Figura 3-4. Medicién emision LED UV — 1. Tiempo de integracién = 500ms
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Este LED tiene una cobertura espectral UV-visible, con sefial desde los 300nm (region UV)

hasta infrarrojo cercano (por encima de los 700nm). La potencia de este LED es de 1W.

Debido al ancho de banda presentado en el espectro, si se utiliza este tipo de fuente, se

debe interponer un sistema de filtros dicréicos para poder generar varias sefales de
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excitacion monocromatica. Se debe considerar que la gran mayoria de los filtros dicréicos
generan una disminucién en la sefial de intensidad generada, por lo tanto, el resultante va
a ser una sefial de excitacién que va a llegar a la celda con una menor potencia. En el caso
de que se utilizara un espectrometro con una mejor relacion sefial a ruido, es el sistema
LED uno de los de mejor proyeccion. El precio de este bombillo LED es cerca de 300 USD

(2014) y la compra debe ser por medio de importacién al extranjero.

Figura 3-5. Medicién emisién “LED” - infrarrojo. Region espectral del visible al infrarrojo
cercano. Tiempo de integracion=50 ms.
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Existen otros LED’s utilizados en espectrometria, estos cuentan con cobertura espectral
desde el visible hasta el infrarrojo cercano. En la figura anterior se muestra un LED medido
a las mismas condiciones del anterior utilizando como detector el espectrometro Avantes
3648. Al realizar la equivalencia en términos del tiempo de adquisiciéon de la medicién
(tiempo de integracién) se tiene que el numero de conteos presente en este segundo LED

es menor que el LED UV. La potencia de este LED es de 500mW.
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Figura 3-6. Comparacién medicién emision LED’s UV
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3.1.7.Caracterizacion fuente de luz de Xendén HID H4™°

La lampara de Xenén HID H4 es una fuente de descarga de alta presion. La generacion
de luz utiliza una mezcla de gases nobles, entre ellos el Xendn. No tienen filamento tipo
lamparas halégenas, sino que la generacién de luz se genera por la diferencia de potencia

entre dos electrodos.

Entre las principales caracteristicas de la fuente de luz HID H4 se encuentra (Philips, n.d.):

Alta luminosidad

Bajo consumo de energia

Distribucion precisa de la luz.

Luz blanca brillante tipo “Luz dia”.

19 HID, de las siglas en inglés High Intensity Discharge. Es una lampara de luz incandescente.
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La luz que se produce es consecuencia de las micro-descargas a una atmaosfera de Xenon.
Para esto es necesario aplicar un alto voltaje para el encendido de la lampara. Para elevar

el voltaje proveniente de una fuente regulada, se utiliza un balasto? electrénico.

Esta fuente es utilizada en automoviles debido a que incrementa la visibilidad de noche en
un 300%. Tiene una vida util mas alta de las lamparas haldégenas tradicionales. Debido a
su uso primordial, se adecuan facilmente a condiciones ambientales. Tanto el balasto como

la fuente HID son a prueba de agua y pueden funcionar a temperaturas hasta de 120°C.

Figura 3-7. Fuente HID - H4 con coraza metdlica utilizada en el prototipo. Color 6000K.
(Fuente: http://www.amazon.es/luces-xenon-centralitas-slim-6000k/dp/BO0OD1SVTGC).

Posee una coraza metdlica protectora. Esa coraza también sirve para colimar (Focalizar)
el haz de luz emitido. El bulbo del bombillo HID es donde se encuentran los gases nobles
(esencialmente Xendn) que son los que, al ser excitados por medio de tensiéon, emiten luz.
El bulbo esta protegido por una coraza de vidrio. La coraza de vidrio ademas de proteccién

es utilizada para bloguear una parte de la radiacién UV originada.

Siendo que esta fuente es la que agrupa la gran mayoria de parametros importantes en la
serie de alternativas, se decide realizar la caracterizacion espectral de la fuente para su

evaluacion en términos de la aplicacion a la técnica de EEMS vy al prototipo.

20 Un balasto electronico transforma los 12V (de una bateria DC o una fuente regulada) a los
25000 V necesarios para el encendido durante 3 milisegundos. Luego deja la tensién en 85V.
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Figura 3-8. Intensidad de la sefial proveniente de la fuente HID H4 que llega a la celda
de fluorescencia del arreglo éptico.
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espectral de la fuente HID va desde valores cercanos a 300nm (UV) hasta

cercanos a 750nm (infrarrojo cercano). Es un espectro continuo, con una serie de picos de

intensidad, sobre todo en el rango espectral de 530 a 560nm. Cada una de las mediciones

realizadas con el espectrometro con arreglo directo (modo absorcién) es realizada a

distancia fuente — detector de cerca de 30cm y con valores de tiempo de integracién por

debajo de 1ms. Este valor de tiempo de adquisicion reducido sugiere que la fuente es lo

suficientemente intensa para generar saturacion del CCD y una lectura incorrecta.

Se recolectaron adicionalmente 6 bombillos HID H4 para andlisis. Estos fueron obtenidos

luego de su uso en un sistema automotor. Las mediciones realizadas en la caracterizacion,

ensayos de mezclas y demas fueron a partir de un bombillo HID H4 nuevo.
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Figura 3-9. Ensayos Fuentes Tipo HID H4. Cada una de las fuentes HID obtenidas esta
clasificada alfabéticamente y por el afio de adquisicion.
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En la figura anterior se relacionan los espectros directos de emisién de la fuente HID H4.
Cada una de las mediciones fue normalizada para realizar la comparacién entre
mediciones. Se empiezan a obtener valores de intensidad cerca de 350nm sigue de
manera continua hasta cerca de 750nm. Este rango es UV-visible, y es ideal para las
estimaciones de espectrometria de fluorescencia. Como se pueden evidencias, segun el
gasto de las fuentes, se evidencia un cambio en la estructura espectral de la fuente. Existen
coincidencias en cuanto a los picos de intensidad del espectro, asi como en la estructura

general de la fuente.

Uno de los criterios para la escogencia de la fuente de luz mencionados en secciones
anteriores incluia el tiempo de calentamiento. Esta fuente, cuyo principio de operacion tiene
gue ver la descarga producida por electrodos para originar la excitacion del gas, requiere

gue se alcancen unas condiciones de estabilidad térmica.
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Figura 3-10. Tiempo de estabilizacion fuente HID H4. Sefial espectral obtenida a partir
de la fuente HID H4. Medicion realizada en el montaje 6ptico
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Al realizar una medicion de la sefal de la fuente HID a partir de inicio en frio se obtienen
los espectros de la anterior figura. Se realizaron mediciones cada segundo hasta llegar a
obtener una respuesta espectral (a tiempo de integracion constante) de operacion. La
sefial se empezé a medir desde el inicio en frio y se ve que posterior al encendido empieza
a crecer en intensidad hasta un valor maximo cerca del minuto de medicién (linea roja).
Luego la intensidad de la fuente de luz empieza a disminuir y luego de los tres minutos de
operacion se observa que no empiezan a verse variaciones en cuanto al nimero de

conteos (intensidad) medida en el espectrémetro.

En la siguiente figura se toma un rango espectral menor y se elige un pico de emisién para
observar la variacién de las mediciones. Es importante mencionar que la adquisicién,
aungue fue cada segundo, se realizé un promedio de mediciones para llegar un valor lo

menos ruidoso que se pueda obtener.
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Figura 3-11. Tiempo de estabilizacion fuente HID H4. Sefial espectral obtenida a partir
de la fuente HID H4. Medicidn realizada en el montaje 6ptico
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En el pico de 436nm se puede observar la variacion en términos de intensidad de la
respuesta adquirida como funcién del tiempo. Se recomienda realizar la toma de
mediciones de fluorescencia luego de 3 minutos de encendido de la lAmpara desde su

inicio en frio.

La estabilidad de la fuente HID es funcidn del uso y de la degradacién del bulbo. Existen
condiciones de manejo de la fuente que pueden llevar a que se aumente el desgaste, esto
debido a choques o0 a una incorrecta manipulacion del bombillo. En este proyecto la
manipulacién mecanica de la fuente HID fue baja debido a que se realizd el montaje de la
fuente sobre la tabla Optica asegurando de esta manera su estabilidad en la alineacién

Optica del sistema.
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Figura 3-12. Tiempo de estabilizacion fuente HID H4. Sefal espectral obtenida a partir

de la fuente HID H4. Medicion realizada en el montaje 6ptico
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Figura 3-13. Comparacion entre dias HID H4. Sefial espectral obtenida a partir de la
fuente HID H4. Medicién realizada en el montaje 6ptico
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El cambio de estructura espectral entre dias es minimo. Empieza a evidenciarse un cambio

en la estructura pasados 3 meses de uso de la fuente.

Figura 3-14. Variacion espectral fuente HID. Mediciones realizadas el 12 de abril de 2017
y el 14 de mayo de 2017 usando el filtro dicroico de 525nm. Sefial espectral obtenida a
partir de la fuente HID H4. Medicién realizada en el montaje 6ptico
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La medicién realizada en la figura anterior demuestra que se conserva la estructura
espectral de la fuente luego de meses, aunque exista una disminucién en la intensidad

recolectada. Esto es causado por la pérdida de la vida util de la fuente.

Al relacionar las dos mediciones espectrales, igualando las intensidades se puede realizar
una comparacion en las estructuras espectrales particulares de la fuente. La estructura
espectral de la fuente no se pierde de manera homogénea, pues existen picos de
intensidad, como por ejemplo el de 530nm (Figura 3-14) el cual disminuye mas

rapidamente a comparacion del resto.

Figura 3-15. Variacion espectral fuente HID - Filtro 525nm
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Siendo que la luz es emitida por una cavidad contenedora de la carga del gas y de los
electrodos, de esta manera la imagen de la fuente es alargada segun la representacion

de la cavidad con esa misma forma.

Al hacer la optimizacion del tren éptico (fuente — lentes — filtros — celda — espectrémetro)
se debe llegar a optimizar la cantidad de luz originada en la fuente para que pueda incidir
en los lentes biconvexos a méxima intensidad. De esta manera se debe focalizar la
intensidad de la fuente, siendo que esta tiene la forma de la bombilla, no es simétrica en

los ejes.
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Alineacion montaje éptico

Para llegar a caracterizar el grado de sensibilidad de la alineacion optica con los cambios

en ubicacion de la fuente de luz, se utilizé un Posicionador XYZ.

Figura 3-16. Posicionador XYZ (Small X-Y-Z Axis Leadscrew Drive Stage), Edmund
Optics.

Ly

El Posicionador XYZ es ideal para posicionamiento fino. Cada una de las posiciones
permite el aseguramiento de la posicion alcanzada.
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Figura 3-17. Caracterizacion de la fuente HID en funcion a la posicién relativa. Se
establece un punto de origen (posicion x: 0, y: 0, z: 0) para luego medir la variacién de la
sefial adquirida por el espectrometro en por el cambio en posiciones horizontales y
verticales. No se realiza variacion hacia adelante o hacia atras. Cada una de las posiciones
es un paso de 2mm.
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Considerando la estructura de la imagen proyectada por la fuente (bulbo), y estableciendo
como posicién la orientacién vertical del bombillo se observan los resultados en términos

de variacion de la intensidad y de las condiciones térmicas de la fuente.

Los cambios verticales hacia arriba y hacia abajo no son tan significativos. Realizar
cambios milimétricos en posicion axial (horizontalmente) puede afectar el reporte de
intensidad cerca de 1000 conteos en la longitud de onda de 500nm. En valores limites, se
tiene que no existe una variacion considerable, esto puede ser explicado en términos de
las caracteristicas térmicas de la fuente, en donde la maxima temperatura es originada en

el centro del bulbo, que es el lugar en donde se produce la excitacién del gas contenido.

No se presenta variacion en la estructura espectral de la fuente HID sino solo en términos

de la intensidad relativa.
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Fuente HID sin coraza de vidrio

Utilizando una de las fuentes HID disponibles, se procedio a analizar el efecto sobre la
intensidad y estructura espectral originado por el recubrimiento el vidrio al bulbo de la
fuente HID. Para esto, primero se hizo la medicién del espectro de emision de la fuente
con coraza de vidrio en modo absorcion. Luego se procedié a quitar la coraza de vidrio y

se realiz6 la medicion directa.

Figura 3-18. Ensayos fuente HID H4 sin coraza de vidrio. Sefial espectral obtenida a
partir de la fuente HID H4. Medicion realizada en una alineacién fuente — detector a 30
cm.
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Al quitar la coraza de vidrio se obtiene un cambio en la estructura espectral de la fuente
HID. En la figura anterior se muestra, por ejemplo, el detalle en el rango de 300 a 350nm
gue se obtiene un pico de emision al quitar la coraza. Esta cantidad de UV es cortada por
la coraza de vidrio. Se presenta un cambio en la estructura espectral de la fuente HID. Al
comparar los espectros de emision se obtiene que la fuente HID sin coraza no presenta
los picos de intensidad caracteristicos de la fuente, y aparecen unos mas cerca de la region
UVv.
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Una de las posibles explicaciones esta relacionada a la fluorescencia que puede generarse
en la coraza de vidrio. Por comunicacion personal (Quel, 2016)?! explica que los materiales
de los filtros épticos y de las celdas de muestras pueden cambiar la estructura espectral
de emision de una fuente. En este caso, el vidrio es excitado y genera fluorescencia; por
tal motivo, el espectro caracteristico tiene los picos de emision en longitudes de onda
superiores (530,550nm), mientras que sin la coraza no se efectla este proceso de
fluorescencia y por lo tanto los picos de intensidad son los que se originan en la excitacién

en el bulbo.
3.2. Caracterizacion del prototipo

En este apartado se consideran una serie de ensayos en cuanto a la capacidad que tiene
el sistema espectrométrico de ser aplicado en especificaciones de espectrometria de
fluorescencia. Para esto, se realizan ensayos relativos a la fuente de luz (HID), a la
sensibilidad del espectrémetro frente a concentraciones de fluoroforos, al limite de

deteccioén propio del espectrometro y a consideraciones del ambiente de medicién.

3.2.1.Efectos del ambiente en los espectros de emision

Las mediciones espectrales pueden ser afectadas por factores externos a las sustancias
analizadas (emision de los fluoréforos) y las fuentes luminosas. Esta seria de
perturbaciones en la medicion es explicado por lo general por factores ambientales, tales
como la temperatura, estabilidad electrénica de los dispositivos y por la luz de fondo o de

“background” del sitio en donde se encuentra el instrumento.

Por este motivo se realizaron una serie de ensayos controlados con el fin de analizar la
mayor cantidad de variables que puedan afectar la respuesta obtenida por el

espectrometro.

21 Eduardo Quel, Ph.D. CITEDEF, BsAs. Argentina.
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3.2.2.Dispersion de la luz

El instrumento prototipo busca sobrepasar una serie de dificultades asociadas al muestreo,
a la portabilidad y al procesamiento espectral. Hay un tema que es transversal a estas
dificultades y es la dispersion o Scattering. La radiacion de luz incidente no es
completamente absorbida o transmitida a la muestra, sino que interacciona con el medio y
con material solido suspendido. Esta interaccion genera que la luz que entra a la celda no
sea utilizada para la excitacién de fluoréforos, sino disipada. Al medir la sefial de salida de
la celda de muestra se obtiene un espectro con caracteristicas de la fuente de luz

(excitacién) y no de la emision de fluorescencia.

La dispersion puede ser causada por moléculas (Dispersion de Rayleigh??) o causada por
la suspensién de particulas en un medio coloidal (Dispersién de Tyndall). La dispersion se
traduce en la disminucion de la luz incidente que puede ser convertida en fluorescencia y
por lo tanto recolectada en el espectrometro. La dispersién no solamente puede causar
una disminucién en la intensidad de la radiaciébn medida, sino también en resultados

inadecuados.

En la siguiente figura se considera la influencia del medio. El medio, en los ensayos de
fluorescencia tiene que ver con lo que puede estar en el camino éptico y que no hace parte

de la mezcla fluorescente.

El primer objeto que se considera es la celda. La celda es el recipiente contenedor de la
muestra. Todos los métodos espectrométricos incluyen un recipiente. De avances de la
primera fase del proyecto se llegé a la conclusién de que se debe evitar que la celda
contenedora de la muestra tenga un camino 6ptico largo. Esto es, entre menor el camino
Optico, menor es la interaccién con el medio. De esta investigacion se presentan evidencias
de que, a altas concentraciones en la muestra, se puede presentar efectos de saturacion
en donde la fluorescencia es reabsorbida por las moléculas de la sustancia, lo cual genera

gue no se pueda obtener una sefial de florescencia de intensidad.

22 La dispersion de Rayleigh es la dispersion de la luz por particulas de tamafio menor a la
longitud de onda de los fotones dispersados.
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Para esta investigacion se analizan los efectos de saturacién, asi como la relaciéon del

material de la celda y la sefial que llega a la mezcla fluorescente.

Figura 3-19. Consideraciones en cuanto a la celda portadora de la muestra. Para las
mediciones de fluorescencia se presenta el frente de absorcién causado por la
concentracion. (Lombana, 2016)
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Ademés de la celda, en el medio se encuentran una variedad de solventes. Estos
solventes, que no cuentan con fluoréforos en su estructura, presentan interaccion con la
sefial de excitacion. Esta interaccion puede repercutir en un aumento en la sefial de
excitacion que llega a la molécula, asi como en la disminucién de la intensidad incidente a
la muestra. Debido a que la investigacion se centra en estudios de fluoréforos provenientes
de hidrocarburos dispersos en agua, el andlisis de la influencia del agua en la celda de la
muestra debe ser considerado. No es recomendable realizar algun tipo de operacion
unitaria para quitar el agua de la muestra recolectada, pues esto ocasionaria que la
concentracion del soluto sea afectada, ademas una de las virtudes de la técnica de EEMS
es que no es necesario hacer algun tipo de adecuacion a la muestra ni purificacion o

adicién de solventes arrastradores.

En la figura que se encuentra a continuacion se analiza el efecto del material de la celda 'y

la dispersion originada por el agua.
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Figura 3-20. Influencia de la celda UV & H20 en la absorcion — excitacion filtro 525nm,
tiempo de integracién = 20ms.
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Se relaciona la intensidad que llega al punto central de la celda en el arreglo 6ptico. Cada
una de las mediciones presentadas en la figura anterior fue realizada en modo absorcion
(medicion directa). La medicion que deberia tener la mayor intensidad es la que no incluye
en su arreglo la celda UV ni el solvente (agua). Al comparar los resultados de los ensayos,
se puede concluir que la celda UV reduce la intensidad de luz que llega a la muestra. A
pesar de que esta celda es de cuarzo, material que permite que la radiacién UV no sea
dispersada, por el mismo material se presenta una disminucion de la intensidad. La

transmitancia de la celda no es del 100%.

Al agregar agua destilada a la muestra, se llega a alcanzar los valores de intensidad del
arreglo en donde no se tiene celda ni solvente; esto indica que el agua actida como
generador de Scattering. Este Scattering hace que la sefial de la fuente de luz quede

contenida en la celda y ampliada, por tal motivo la intensidad aumenta.

De este primer ensayo se puede concluir que el efecto de Scattering originado por el agua
(aumento de la intensidad medida por el espectrometro) es contrarrestado por la

transmitancia de la celda UV.

Al considerar mediciones en modo fluorescencia (medicidbn no directa sino en angulo
recto/cruzado con la direccion de emision de la fuente) se presenta una disminucion de la
intensidad medida por el detector. Al considerar el modo fluorescencia, no se puede contar

con el Scattering del agua para el aumento de la intensidad.
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Figura 3-21. Filtro dicréico 525nm
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En la técnica de EEMS se necesita medir emision de fluorescencia y la excitacion de la
fuente. Esta sefal de excitacion proveniente de la fuente de luz no se puede obtener a
partir de un blanco. Un blanco, en este caso seria la celda UV con agua y sin la mezcla
fluorescente. Esta mediciébn no representaria las caracteristicas de la intensidad y
estructura espectral que incide en la celda. De la figura se observa que hay una
disminucion considerable entre la medicion de la fuente en modo absorcion y la medicién
de la fuente con la celday el solvente. En la medicion en modo fluorescencia con el sistema
celda y solvente se genera una sefial adicional. Se observa que existe sefial luego de los
532nm. Esta sefial se explica como un efecto de luz proveniente del ambiente y de la

dispersion causada en el mismo filtro dicréico.

Considerando lo anterior, se busca poder obtener de manera adecuada en el instrumento
prototipo la sefial de excitacién. Para esto se realiza una medicion directa del espectro de

la fuente HID y luego se compara con el reflejo de un espejo comun.
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Figura 3-22. Transmitancia espejo — fuente HID H4, tiempo de integracion=200ms.
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En la figura se encuentran las mediciones directas de la fuente HID. El arreglo 6ptico solo
incluye la fuente y el detector separados por una distancia de 30 cm. El tiempo de
integracion fue fijado para evitar que se presentara saturacion en la deteccion. Se ubica a
30 cm de la fuente la fibra del espectrémetro y se realiza la medicion del espectro HID,
luego a esa misma distancia, en vez de ubicar la fibra éptica se ubica un espejo, y a una
distancia del espejo se ubica la fibra. Se comparan las mediciones para observar si el
espectro medido de manera indirecta, utilizando un espejo para reflejar la fuente y hacerla
incidir al detector puede cambiar de alguna manera las caracteristicas espectrales y/o

causar una disminucion en la intensidad de la luz.

Como resultado se obtiene que no se presenta un cambio en la estructura espectral de la
fuente HID. EIl Unico efecto es el de la disminucién de la intensidad de luz medida en el
espectrometro. La utilizacién de una superficie que refleje la luz de la fuente puede llevar
a que se pueda obtener de manera adecuada el espectro de excitacién y asi poder

construir la matriz de excitacion-emisién adecuadamente.

El espejo utilizado para la medicion de la fuente de excitacion debe ser caracterizado en

términos de transmitancia y forma.
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Figura 3-23. Transmitancia espejo — fuente HID H4, tiempo de integracion=200ms.
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Por tal motivo se recomienda en fases posteriores del proyecto de prototipado utilizar un
espejo que refleje parte de la excitacién generada por la fuente y que esta sefial de luz sea
medida frecuentemente para poder tener un espectro de excitacion que considere los
posibles cambios en estructura y en intensidad que se puedan presentar en la fuente HID

por el uso y la operacién en el sistema.

3.2.3.El ruido en los sensores

El ruido en la espectrometria es la variacion de la sefial adquirida por el instrumento. Los
cambios en la intensidad entre mediciones son comunes en los espectrometros. Se debe
por lo tanto asegurar que la cantidad de ruido sea minima para que el nivel de sefial sea
considerable y la medicidn sea de calidad. Para esto existe el criterio de medicién y de
caracterizacion técnica llamado relacion sefal a ruido. Esta relacion determina la calidad
de la medicion y del funcionamiento del sistema. De esta manera, la medicion adquirida es
una combinacién de sefial de emision y de las contribuciones del ruido al espectrometro.
Los tres principales componentes del ruido en un sistema de medicién espectrométrica

son:
- Contribuciones de fondo (Background)

- Ruido oscuro (Dark)
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- Ruido de lectura (Noise)

Las contribuciones de fondo (background) recolectadas por CCD tienen que ver con la luz
ambiente que llega a sumarse a la sefial de emision. Esta contribucion afecta directamente
la calidad de las mediciones debido a que puede llegar a significar un aumento de

intensidad en el total de la medicién o en el cambio de caracteristicas espectrales.

El ruido oscuro (Dark) surge de la variacion estadistica del nUmero de electrones que se
generan térmicamente en el CCD. El Dark (ruido oscuro) es independiente de la sefial
inducida por los fotones, y es funcion de las condiciones electrénicas y térmicas del sistema
de medicién. En este apartado se consideran las variaciones posibles en la lectura

causadas por cambios en el ambiente térmico y electronico del instrumento.

El ruido de lectura (Noise) esté referido a las variaciones estadisticas propias de la llegada
de fotones al CCD. Esta magnitud puede llegar a fluctuar aleatoriamente con la incidencia
de fotones al CCD.

En el caso del dark, este dark esta presente en las mediciones asi no se encuentre la fibra
Optica abierta y permitiendo el flujo de luz. Este tipo de ruido retne las contribuciones
térmicas y electronicas del sistema. Hay una relacion entre el tiempo de integracién, que
es el tiempo en el que se permite la entrada de fotoelectrones al CCD con el ruido dark.
En la siguiente figura se relacionan diferentes valores de tiempo de integracién y el cambio
gue se puede obtener entre scans a una longitud de onda fija. Para este ensayo se
obtuvieron un mismo nimero de scans a diferentes tiempos de integraciéon y una misma

longitud de onda.
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Figura 3-24. Desviacion estandar para los datos Noise (ruido) con respecto al tiempo de
integracion (ms).
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El tiempo de integracién contribuye al aumento de la sefial adquirida por el instrumento.
Es de esta manera, que en condiciones en donde existe poca sefial de fluorescencia se
recomienda aumentar el tiempo de integracion para permitir que se recolecte la mayor
cantidad de fotoelectrones y aumentar la intensidad de la medicion. Este aumento del
tiempo de integracién, como se muestra en la figura, origina que exista una variacion en la
intensidad entre espectros adquiridos. Por lo tanto, es recomendable hacer mediciones a
tiempos de integracion menores a un segundo, pues valores mayores en el tiempo de

integracion pueden originar desviacién entre mediciones.

El tiempo de integracién también debe ser considerado para poder hacer la medicion mas
rapida. El tiempo de integracion es funcién de las caracteristicas de procesamiento del
computador en el cual se adquiera la informacion. El tiempo que demora una medicion es
el producto del tiempo de integracién y del numero de promedios “scans” que se realice.
Este tiempo de procesamiento va aumentando considerablemente en valores por encima
de los 10000 ms. Por ejemplo, una medicién de 25000ms y 20 promedios puede demorar
cerca de 45 minutos. Se recomienda un estandar de tiempo de integracion de 1 segundo

para las mediciones.
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3.2.4.Pruebas de manejo térmico y electronico al prototipo

La fuente de luz HID H4, por su principio de operacidon necesita que se genere una
descarga de alta intensidad en el bulbo para la excitacion del gas noble y generar asi
emision de luz. Esta descarga genera un aumento en la temperatura de la fuente. Como
se habia mencionado en la seccidon de caracterizacion de la fuente HID, existe un tiempo

de calentamiento necesario para que la luz emitida por la fuente se estabilice.

En el siguiente ensayo se considero la variacion de la intensidad de la sefial de luz de la

fuente HID y el encendido y apagado del sistema.

Figura 3-25. Efecto térmico — medicién fuente posterior apagado/encendido.
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Para esta medicion se inici6 en frio la fuente HID, se permitioé que llegara a la estabilizacion
de emision de luz (tiempo mayor a 3 minutos) y luego se procedié apagar la fuente durante

2 segundos para luego encender la fuente y medir cada segundo la sefial.
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Figura 3-26. Efecto térmico — medicién fuente posterior apagado/encendido
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Se concluye en la operacién de la fuente HID, el encendido genera la maxima sefial de
intensidad emitida por la fuente. Esta intensidad disminuye rapidamente para estabilizarse
luego de 10 segundos. Este es otro criterio en cuanto a la elaboracion de la rutina de
adquisicion de espectros. Es recomendable no estar encendiendo y apagando la fuente de
luz entre mediciones, sino que esta se debe mantener encendida en todo el tiempo que el
instrumento este activado. Esto permite que se tenga una intensidad de operacion
permanente y no se tenga que considerar un retraso para cada uno de los pasos entre

filtros dicroicos.

En la rueda de filtros dicroicos se sugiere tener un shutter (obturador), esto es para poder
hacer mediciones del dark (mediciones tomadas por el espectrémetro sin fuente de luz) las
cuales consideran el ambiente térmico del sistema (fuente HID encendida) y las

contribuciones electrdnicas del arreglo espectrometro — PC.

3.2.5.Ensayos de linealidad

La técnica de matriz de excitacion-emision se caracteriza por que el procesamiento
espectral es rapido y los resultados relacionan informacion que permite la caracterizacion
de una muestra con fluor6foros. Como se mencionaba, el tiempo de integracién (tiempo en

el que el espectrometro permite la entrada de fotoelectrones al CCD) afecta directamente
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el tiempo total de procesamiento. En lo posible se busca tener una medicion rapida y con
una buena relacion sefal a ruido. El tiempo de integracion en una medicién da lugar a un
valor de intensidad adquirida por el espectrometro. Tedricamente se establece que entre

mayor sea el tiempo de integracion especificado, mayor va a ser la sefial obtenida.

En este apartado de la investigacion se busca relacionar el tiempo de integracion con la
intensidad medida. Para esto, se realizd en el montaje Optico la medicién del espectro
policromatico de la fuente HID. Debido a que la medicion es realizada en modo absorcion
y por la potencia de la fuente, el tiempo de integracién utilizado va desde 0.20 — 0.65 ms,
esto con el fin de evitar la saturacion en la medicion. El nimero de conteos maximo
permitido en la medicién con el espectrometro es de 65000. Si, por ejemplo, un pico de
intensidad llegara a superar este valor, AvaSoft reporta que la medicion es saturada. Hay
un fendmeno que se presenta en estas condiciones, y es el rebosamiento. Un pico de
intensidad a un determinado rango de longitud de onda afecta el reporte de intensidad

reportado en los valores de intensidad de las longitudes de onda en cercanias.

El efecto inmediato del aumento del tiempo de integracion en la medicién directa de la

fuente HID es el esperado. A mayores tiempos de integracion aumenta la intensidad.

Figura 3-27. Espectro policromatico fuente HID H4 — variaciéon de la intensidad (modo
absorcion) en funcién del tiempo de integracion.
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Esta proporcionalidad es evidente en la gran mayoria del rango espectral. Pero, por
ejemplo, en los valores de longitud de onda cercanos a 300 nm o superiores a 650nm la

variacion es menor.

Figura 3-28. Espectro policromético fuente HID H4 — variacion de la intensidad (modo
absorcioén) en funcién del tiempo de integracion.
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Al analizar un pico de intensidad especifico, por ejemplo, el de 490nm, se empieza a
evidenciar que existe una relacion lineal entre el aumento del tiempo de integracion y la

intensidad medida.



111

Figura 3-29. Variacion de la intensidad de excitacién como funcion del tiempo de
integracion — filtro 365nm.
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Al realizar un analisis con tiempos de integraciébn mas altos, esto es valores por encima de
los 100ms se tienen el mismo comportamiento. Para este ensayo se realiza la medicion de
la fuente HID, pero esta vez interponiendo un filtro dicroico. El filtro dicréico permite que se

puede llegar a utilizar unos tiempos de integracién mayores.
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Figura 3-30. Intensidad de excitacion a longitud de onda constante (365.008nm) para los
tiempos de integracion medidos Sefial espectral obtenida a partir de la fuente HID H4.
Medicién realizada en el montaje Gptico.
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En la figura anterior se relacionan las mediciones realizadas de la fuente HID en el montaje
optico con el filtrado del dicréico de 365 nm. Se recopila la informacion para cada una de
las mediciones a diferentes tiempos de integraciéon, desde 100 ms hasta 600ms con un
aumento de 100 unidades, para luego escoger el pixel correspondiente a la longitud de
onda de 365.008nm. En cada medicién a diferentes tiempos de integracion se elige el
mismo pixel y se agrupan los valores de intensidad reportados. Como se puede ver existe
una tendencia lineal entre el aumento del tiempo de integracién y la intensidad medida con

el espectrometro.

Esta relacion entre tiempo de integracion y valores de intensidad permite hacer relaciones
espectrales a diferentes tiempos de integracion, escalamiento de mediciones espectrales
y realizar la equivalencia en otro tiempo de integracién del espectro a comparar. Una
aplicacion inmediata, puede ser, por ejemplo, en el caso de la obtencién del espectro de
excitacion de la fuente HID por medio de una superficie reflectora (espejo) poder llegar a

hacer escalamientos entre valores medidos de intensidad.
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3.3. Ensayos de mezclas.

En esta seccion se muestran una serie de ensayos cuantitativos utilizando el prototipo con
fluordforos con caracteristicas de excitacion y emision que presentarian hidrocarburos, asi
como ensayos de mezclas de fluoréforos. En la Ultima parte de la seccion se muestran

algunas matrices de excitacién-emisién obtenidas con el instrumento prototipo.
3.3.1.Filtros digitales utilizados para el procesamiento espectral

La espectrometria de fluorescencia no necesita que la informacién espectral obtenida sea
completamente estructurada. En ella no se analiza cambios de intensidades medidas en
valores cercanos de longitud de onda sino la tendencia de la linea espectral. Por este
motivo, una manera de procesar los espectros recopilados es utilizar herramientas digitales
de suavizado de los espectros. Como introduccion a la seccién de ensayos de mezclas se

muestran los procedimientos para el filtrado digital de espectros.

Los filtros digitales recomendados para el procesamiento espectral son el filtro de
mediana?® (Median Filter) y el filtro de Savitzky — Golay?*. Como se mencionaba en el
disefio conceptual, MatLab es una herramienta de programacién que permite el
procesamiento de sefiales. Cuenta con modulos especificos para ello, y en este caso
cuenta con funciones incorporadas para el manejo y procesamiento de sefiales. Los

analisis de filtros digitales se realizaron a través de esta herramienta de computo.

Es comun obtener en las mediciones espectrales valores atipicos. Estos valores se
muestran en la tendencia mostrada en la figura que estd a continuacién. La medicién
espectral medida corresponde a una medicion de florescencia. La fluorescencia se
encuentra en la region de 400 a 700nm. En valores cercanos a 320nm se presenta un pico
de intensidad. Esta medicion no se atribuye a contribuciones de fuentes de luz, sino la

degradaciéon misma del espectrémetro. Este pico de intensidad se denomina un pixel

23 El filtro de mediana es una técnica de filtrado usada para la remocién de ruido. La base
conceptual del filtro es reemplazar la tendencia de datos con la mediana de los datos vecinos.

24 El filtro de Savitzky — Golay se basa en el célculo de una regresion polinomial de grado k para la
determinacion del nuevo valor de cada punto.
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caliente. No existe intensidad generada por fotones, sino que es un error instrumental en

un pixel especifico.

Figura 3-31. Espectros filtrados con diferentes métodos. Panel superior: filtro de mediana
de orden 10, panel medio: espectro sin filtrar (nhormal), panel inferior: espectro filtrado con
Savitzky — Golay de grado 3 y marco de 45.
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Debido a la presencia de este pixel caliente, el cual no tiene que ver con la medicion
fluorescencia obtenida, se debe realizar un suavizado del espectro. Este suavizado debe
guitar la tendencia atipica (pixel caliente) sin llegar a afectar de alguna manera la medicién
de fluorescencia. de la utilizacion de los filtros se puede ver en la figura que en el caso del
filtro de Savitzky — Golay, el pixel caliente es disminuido en intensidad de un valor de 5000
conteos a cerca de 500 conteos. El filtro de mediana, en cambio, como considera la
tendencia de datos cercanos, es Util para quitar los pixeles calientes, y esto se demuestra
en el grafico del panel superior, en donde solo se observa que el espectro resultante

corresponde a la sefal de fluorescencia.

En la siguiente figura se presenta un caso similar. El espectro al cual se le va a realizar el
filtrado digital corresponde a una sefial proveniente de un filtro dicréico. En este caso, la

sefial filtrada por el dicréico tiene una intensidad de cerca de 20000 conteos. También se
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presenta cerca a 300nm un pixel caliente. Al utilizar el filtro digital de Savitzky — Golay se
crea una reduccion en la intensidad de la sefial de luz filtrada por el dicréico. Pasa de ser
de 20000 conteos a menos de 10000 conteos. En cambio, al utilizar el filtro digital de filtro
de mediana se pierde el pixel caliente y la sefial de luz filtrada proveniente de la fuente HID

conserva la intensidad de 20000 conteos.

Figura 3-32. Espectros filtrados con diferentes métodos. Panel superior: filtro de mediana
de orden 10, panel medio: espectro sin filtrar (normal), panel inferior: espectro filtrado con
Savitzky — Golay de grado 3 y marco de 45.
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De lo anterior se concluye que la mejor manera de disminuir el ruido en los espectros, asi
como para realizar el suavizado de la tendencia de datos y para evitar la presencia de
pixeles calientes es el filtro digital de mediana. Cada una de las mediciones espectrales
presentadas en la investigacion tiene un suavizado por medio de este filtro digital. En los
anexos se recopila informacion sobre el andlisis del orden del polinomio utilizado en el filtro
de mediana. Se establece que es de orden 10 luego de unos ensayos similares con

diferentes valores del grado del polinomio.

3.3.2.Fluoréforos proxy

Siendo que la aplicacion del instrumento prototipo radica en la medicién de sustancias

fluorescentes con origen en los hidrocarburos, se necesita encontrar una sustancia
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fluorescente que tenga caracteristicas similares en comportamiento de un gran nimero de

sustancias organicas.

En la siguiente tabla se recopila informacion de una cantidad de hidrocarburos clasificados

segln sus composiciones y propiedades fisicas. Los tres grandes grupos incluyen

petréleo, aceites y combustibles.

Tabla 3-5. Regiones de excitacién — emision para hidrocarburos encontrados en la

literatura.
EXCITACION MAX. EMISION
TIPO SUSTANCIA [nm] [nm] Referencias
CRUDE OIL (<50cP) Scotian 260 - 280 300 - 350
CRUDE OIL (<50cP) (Bugden et al., 2008)
Federated 240 - 340 400 - 490
CRUDE OIL (<50cP) Brent
Blend 240 - 320 400 - 500
CRUDE OIL (<50cP) Gulfaks 240 - 320 400 - 500
CRUDE OIL ARABIAN MEDIUM CRUDE
OIL 355 450 - 600
BASRA CRUDE OIL 355 450 - 600 (Karpicz et al., 2005)
GERMAN CRUDE OIL 355 475 - 600
NIHIAN CRUDE OIL 355 425 - 550
CRUDE OIL 325-375 375 - 425 (Kumar & Mishra, 2012)
ACEITE DE MOTOR 355 375 - 425
SHELL DIALA OIL 355 375 - 425
Aceites (OIL)

OIL SAE 30 355 375-425 (Karpicz et al., 2005)
BUNKER FUEL OIL 355 500 - 600
GASOLINA 275 - 350 325-375
DIESEL 350 - 450 400 - 500 (Alostaz et al., 2008)

COMBUSTIBLES | ETANOL 275 - 325 350 - 400
DIESEL 325 - 425 400 - 460
BIODIESEL 650 675 (Kumar & Mishra, 2012)

De cada uno de los grupos se obtiene informacién experimental publicada en articulos

sobre huellas de matriz de excitacién-emision. se agrupan en rango en donde se genera

la excitacién y los rangos en longitud de onda en donde estas sustancias emiten

fluorescencia.
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Tabla 3-6. Resumen de las regiones de excitacién — emision para hidrocarburos
encontrados en la literatura.

Rangos medios de | Rangos medios
. excitacion [nm] de emisién [nm]
Hidrocarburos
Crudos 240 - 340 350 - 500
Aceites 355 375 -500
Combustibles 275 - 425 325 - 450
Biodiesel 650 675
Gasolina (Urbano) 365 - 400 400 - 600

En la tabla anterior se hace una sintesis de los rangos predominantes de excitacion y de
emision de estos hidrocarburos. Luego teniendo esta informacién se procede a encontrar
un fluoréforo que pueda tener la mayor cantidad de coincidencias entre los grupos
mencionados. Cada uno de estos fluoroforos de origen organico debe ser estudiado en
términos de la representatividad que pueda dar a la gran mayoria de compuestos, pero
también en su relacion con el medio. El medio o solvente en las estimaciones va a ser
agua. De esta manera se busca que la sustancia tenga afinidad con el medio. Ademas,
se consideran las implicaciones de manejo de las sustancias, como la toxicidad y los

posibles riesgos en los que se pueda incurrir en la manipulacion.

Luego de obtener el fluoréforo proxy de las sustancias organicas, se analiza la combinacion
con otro fluoréforo que tenga una region de absorcion y emision de florescencia diferente.
Esta region debe estar en el UV- visible que es en donde el espectrometro puede adquirir
informacion. Siendo que una gran cantidad de hidrocarburos tiene un 6ptimo de absorcion
en el UV, se procura que esta segunda sustancia fluorescente se encuentre en niveles

energéticos menores (mayor longitud de onda).
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Tabla 3-7. Lista de fluoréforos para ser utilizados como proxy a hidrocarburos.

Bio | Solubilid | Toxicid
Crud | Aceit | Combustib Gasolina dies ad 625 'ad / Suma
el agua Riesgos L .
os es les (Urbano) . Coincidencias
Segurid
Hidrocarburos ad
Antraceno X X X X Insoluble Alta 4
1,6 - Difenil hexatrieno X X X Baja Alta 3
Pireno X X Insoluble Alta 2
P -Terpenil X Insoluble Alta 1
Sulfato de Quinina / Alta Baja
Quinina X X X 3
TetrafenilButadieno X Insoluble Alta 1
Perileno X Insoluble Baja 1
Naftaleno X Insoluble | Muy Alta 1
P - cuaterfenil X N.D. Baja 1
Eosina X Alta Media 1

25 Tomado de la base de datos de https://www.alfa.com/es/catalog/L08162/
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En la tabla anterior se relacionan una lista de sustancias fluorescentes que cuentan con
emisién-excitacion segun grupo de componentes analizado. Para los grupos de
componentes se realiza una suma de coincidencias y se establece también como criterio

de decision de escogencia del fluoroforo la solubilidad en el agua, su riesgo y toxicidad.

Cabe mencionar que la lista de sustancias fluorescentes es mucho mayor, pero se hizo el
andlisis Unicamente de sustancias disponibles en el catdlogo de compuestos manejados
en los laboratorios de quimica de la Facultad de Quimica de la Universidad Nacional, asi

como de otras de facil obtencién.

3.3.3.Ensayos antraceno, hexano y acetona

De la tabla se tiene que el antraceno es el fluoréforo con mayor nimero de coincidencias
entre grupos de hidrocarburos. El antraceno es un compuesto altamente reactivo y puede
sufrir degradacion al ser expuesto ante radiacidn solar. Ademas, tiene poca solubilidad en
el agua. Figura se muestra el espectro de emisiéon de fluorescencia del antraceno (s6lido)
diluido en hexano.

Figura 3-33. Dilucion a saturacién de antraceno en Hexano. Sefial espectral obtenida a

partir de la fuente HID H4. Medicion realizada en el montaje 6ptico con un tiempo de
integracion=200ms y con el filtro dicréico de 377nm.
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Siendo este espectro de emision de fluorescencia una mezcla de dos sustancias se

procede a caracterizar espectralmente el hexano Unicamente. El hexano es una sustancia
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organica combustible en la cual el antraceno se disuelve. En la figura que se encuentra a
continuacioén se realiza la medicidén del hexano ante una excitacion por medio de la fuente

HID filtrada con el dicréico de 377nm.

Figura 3-34. Sefal espectral de emision del hexano. Sefial espectral obtenida a partir de
la fuente HID H4 filtrada con el dicréico de 377nm. Medicién realizada en el montaje
Optico con un tiempo de integracién de 12000ms.
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De la figura anterior se puede observar que se la sefal obtenida es fundamentalmente
dispersion de la fuente HID filtrada con el dicréico de 377nm. Conserva la estructura de la
sefal de salida del filtro dicréico y la medicion solo corresponderia a dispersion y la
intensidad luego de 420nm se atribuye a efectos de paso de luz del dicréico. De esta
manera, el efecto neto del solvente (hexano) en la sefial de emision de fluorescencia del

antraceno solo es en términos de dispersion (Scattering) de la fuente de luz.

En los posibles solventes utilizados como segundo fluoréforo proxy se encuentra la
acetona. La acetona es soluble en agua, en etanol y en tolueno. Debido a la disponibilidad

de la sustancia, se realiza también el andlisis de la respuesta espectral.
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Figura 3-35. Espectro de emision de acetona pura. Sefial espectral obtenida a partir de
la fuente HID H4 filtrada con el dicréico de 377nm. Medicion realizada en el montaje
optico.
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La acetona al ser excitada por la fuente HID filtrada con el dicréico de 377nm muestra
fluorescencia a partir de 360nm. El espectro de fluorescencia es estructurado, presenta

dos modos principales (pico intensidad a 380nm y 400nm).

Debido a la dificultad de obtener quinina o sulfato de quinina, y por su elevado costo (ver
anexos), se procede a realizar ensayos exploratorios con bebidas comerciales. Cada una
de las bebidas utilizadas fue caracterizada espectralmente con el fin de poder obtener un

fluoréforo proxy para los ensayos de mezclas.

La primera bebida analizada es la Ginger Schweppes. Se realiza la excitaciéon de una
alicuota de 2mL de la bebida luego de dejarla reposar durante un tiempo, evitando que se
tenga burbujas presentes en la celda UV. Luego de este tiempo se procede a medir la
sefial espectral luego de la excitacién originada por la fuente HID filtrada con el dicréico de
377nm.
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Figura 3-36. Espectro de emision de Ginger Schweppes (Lote: 2015). Sefial espectral
obtenida a partir de la fuente HID H4 filtrada con el dicréico de 377nm. Medicion
realizada en el montaje 6ptico.
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La Bebida Ginger Schweppes presenta un modo de emision en el rango de 400 a 600nm.
Debido a que la bebida es una mezcla de sustancias, se realiza una medicion del
componente que podria explicar el modo de emision. En la siguiente figura se muestra el
espectro de emision originado por una mezcla de azlicar comercial en agua destilada.
Debido a la escasa solubilidad del azucar en el agua, se lleva la mezcla a saturacion y
agitacién para luego tomar una alicuota de la misma y medirla en la celda. Se asegur6 en
el disefio experimental que la muestra contenida en la celda no se evidenciara solidos

suspendidos, sino que fuera homogénea.
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Figura 3-37. Espectro de emision de Azucar comercial en agua destilada. Muestra
llevada a saturacion. Sefial espectral obtenida a partir de la fuente HID H4 filtrada con el
dicréico de 377nm. Medicion realizada en el montaje Optico.
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De la figura anterior, en el ensayo de caracterizacién espectral de azUcar comercial en
agua destilada se puede observar que se la sefial obtenida es fundamentalmente
dispersion de la fuente HID filtrada con el dicréico de 377nm. Conserva la estructura de la
sefial de salida del filtro dicréico y la medicidon solo corresponderia a dispersion y la
intensidad luego de 420nm se atribuye a efectos de paso de luz del dicréico. El efecto en
la sefial de fluorescencia medida de la bebida comercial medida corresponderia a otros

componentes exceptuando el azucar.

3.3.4.Ensayos fluordforos proxy: Quinina (Aguaténica) & Eosina

El sulfato de quinina y la quinina son los compuestos organicos que mas se adecuan a los
grupos de hidrocarburos representativos. Estos compuestos tienen una alta solubilidad en
el agua y no son reactivos. Se hizo la inclusion de la quinina en la lista de componentes
debido a que es un compuesto conocido comercialmente y por su potencial de aplicaciéon

en espectrometria de fluorescencia.

La quinina es una sustancia de origen natural, con propiedades analgésicas y
antipaltdicas. Es utilizada como saborizante en bebidas para potenciar el sabor. Son las
aguas tonicas las que fundamentalmente lo contienen. Puede generar efectos secundarios

en altas dosis, por lo que la FDA estadounidense fijo una concentracion maxima de 83 ppm
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en bebidas. El agua ténica utiliza a la quinina como aditivo para conservar el sabor. La
guinina utilizada en las bebidas no es la misma de la version natural, sino que es una forma
cristalina del alcaloide. Algunos de los pasos de obtencién de la quinina utilizada en las
bebidas ténicas incluyen el remojo en soluciones de hidréxido de potasio, y extraccion
utilizando acetona, acidificacién con &cido clorhidrico y el ajuste de pH con amoniaco
(Santoro, 2015).

En el mercado se encuentran tres marcas de agua tonica. El agua tonica de “Canada Dry”
es la que mas se encuentra en los establecimientos. Se analizé también otras marcas

como lo son “Ledgers Tonic” y el agua ténica “Tonic Zero”.

Figura 3-38. Espectro de emision de diferentes marcas de agua tonica. Muestra llevada
a saturacion. Sefial espectral obtenida a partir de la fuente HID H4 filtrada con el dicréico
de 377nm. Medicidn realizada en el montaje 6ptico. Tiempo de integracion de 1000ms.
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Con un tiempo de integracion de 1000ms se obtiene una respuesta espectral de emision
por encima de los 30000 conteos para cada una de las marcas. Esto sugiere que la
utilizacién del agua ténica para el proxy de fluor6foros presenta ventajas en términos de la
relacion de sefial a ruido obtenida, como la disponibilidad del analito. Una botella de un

cuarto de litro tiene un costo de menos de 1 USD.

El agua ténica que presenta la mayor sefal de fluorescencia a partir de una excitacion de
377nm es el agua “Tonic Zero”. Esta marca de bebida no es de facil obtencion

comercialmente. Sigue en intensidad la marca “Canada Dry Tonic”. Debido sus resultados
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en términos de emisién y a la facilidad de encontrar en el mercado, se realizan los ensayos
de mezclas con esa marca en especifico. Se realiza la comparacién de la respuesta
espectral obtenida entre diferentes lotes de bebida. En la siguiente figura diferentes lotes

adquiridos.

Figura 3-39. Espectro de emision de agua tonica “Canada Dry” de diferentes lotes. Senal
espectral obtenida a partir de la fuente HID H4 filtrada con el dicréico de 377nm.
Medicién realizada en el montaje 6ptico. Tiempo de integraciéon de 1000ms.
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De la medicién realizada se observa un cambio en la intensidad de emisién entre lotes. Se
conserva la estructura espectral, lo cual es un indicio de que no se presenta variacion en
términos de ingredientes. Por informacion recopilada, se conoce que la concentraciéon de

quinina afiadida a una bebida de agua ténica no sobrepasa las 40 ppmv?®,

26 Unidad de concentracion: ppmv, partes por millén en volumen.
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Figura 3-40. Comparacion entre lotes de agua ténica. (Ejes secundarios). Sefal
espectral obtenida a partir de la fuente HID H4 filtrada con el dicréico de 377nm.
Medicion realizada en el montaje 6ptico. Tiempo de integracion de 1000ms.
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Debido a los resultados espectrométricos ofrecidos utilizando bebidas comerciales con
fluordforos proxy, se decide realizar los ensayos de mezclas a partir de la base de agua
ténica con un segundo fluordforos proxy, que como se explicaba anteriormente, debe

encontrarse en una region de excitacion-emision diferente a la quinina.
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Figura 3-41. Espectro de emision de agua tonica “Canada Dry”. Sefal espectral obtenida
a partir de la fuente HID H4 filtrada con el dicrdico de 377nm. Medicién realizada en el
montaje 6ptico. Tiempo de integracion de 1060ms.
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3.3.5.Limite de saturacion Eosina

La eosina es un colorante con propiedades antisépticas. Es soluble en agua y en otros
solventes. Segun la tabla 3-7, cuenta con propiedades de excitacion y emisién similares al
biodiesel. Debido a su facil acceso, a su solubilidad en agua y baja toxicidad se utilizara

en el analisis de mezclas.

Al realizar el disefio del experimento de caracterizacion espectral de la eosina, se empezé
a diluir una base de concentracién de 1000ppm. Esta muestra a esta concentracion,

aunque no presenta solidos suspendidos, se puede ver que la transmitancia de luz es baja.

De los estudios realizados en la fase | del proyecto (Lombana, 2016) analiza los efectos
de la concentracion de una muestra fluorescente con respecto a la medicion de intensidad
recolectada por el espectrémetro. Establece que a concentraciones altas se presenta un
efecto de saturacion en donde la fluorescencia es reabsorbida por las mismas moléculas.
Por lo tanto, antes de utilizar una sustancia fluorescente para ensayos de mezclas se debe

establecer la concentracion en la cual dara el maximo de emision.
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Figura 3-42. Espectro de emision de diluciones de eosina en agua destilada. Sefal
espectral obtenida a partir de la fuente HID H4 filtrada con el dicréico de 525nm.
Medicion realizada en el montaje Optico.
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A partir de la base de concentracién se procedié a realizar mediciones espectrométricas
de las diluciones. En la figura anterior se toma el rango de concentracion de eosina en
agua desde 10ppm hasta 400ppm. De los ensayos se observa que desde 400ppm, al ir
disminuyendo la concentracion se presenta un aumento en la intensidad medida por el
espectrometro, confirmando lo establecido segun el frente de concentracion. El valor mas
alto de intensidad se llega a alcanzar con una concentracién de 30ppm de eosina en agua.
Es a esta concentracion que se obtienen la maxima intensidad de emision a una excitacion
de 525nm.
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Figura 3-43. Espectro de emision de diluciones de eosina en agua destilada. Sefial
espectral obtenida a partir de la fuente HID H4 filtrada con el dicréico de 525nm.
Medicion realizada en el montaje Optico.
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De tal manera, habiendo establecido la concentracion a la cual se encuentra el limite de

saturacion (30ppm) se procede a realizar los ensayos de mezclas de fluoréforos proxy.

Figura 3-44. Emisién eosina 30ppm excitacion policromatica fuente HID tiempo de
integracion de 100ms
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Obtenido el valor de concentracién de 30ppm de eosina en agua, se realiza ahora la
caracterizaciéon de la sefal de fluorescencia de la eosina con excitaciones provenientes de

diferentes filtros dicroicos.

Figura 3-45. Espectro de emision eosina a 30ppm. Sefial espectral obtenida a partir de la
fuente HID H4 filtrada con el dicréico de 377nm. Medicién realizada en el montaje dptico.
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3.3.6.Ensayos Mezclas fluoréforos

El primer solvente considerado para fluordforo proxy complementario a la eosina es la
acetona. De la caracterizacién espectral de la emision proveniente de la acetona, se
evidenciaba que presentaba una estructura con varios modos de emisién. Si se relacionan
las mediciones de acetona y las de agua ténica se puede concluir que, si se llega a diluir

la acetona, esta puede pasar a ser indetectable en la mezcla.
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Figura 3-46. Emisién acetona — agua tonica “Canada Dry”. Senal espectral obtenida a
partir de la fuente HID H4 filtrada con el dicréico de 377nm. Medicién realizada en el
montaje 6ptico. Tiempo de integracion de 1000ms.
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En cambio, al relacionar la eosina con el agua tdnica se observa que las dos sustancias
son comparables en términos de la intensidad de la emisién de fluorescencia. En la
siguiente figura se muestran los espectros de emision de la eosina y del agua ténica con

excitacion policromatica.
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Figura 3-47. Espectros emision — excitacion policromatica. Emisién eosina — agua tonica

“Canada Dry”. Sefal espectral obtenida a partir de la fuente HID H4 sin utilizar filtro
dicréico. Medicion realizada en el montaje optico.
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Al realizar el mezclado de eosina con agua tbénica, se empieza a ver la relacion del

comportamiento espectral de cada componente. De esta manera, en una excitacion

policromética (fuente HID) se llega a obtener una variacion en la region en donde se

encuentra la emision de fluorescencia. A mayores concentraciones de eosina se presenta

un aumento en la region de emisién de fluorescencia como fluoréforo proxy (eosina en

agua destilada a 30ppm).
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Figura 3-48. Emisién eosina — agua ténica “Canada Dry” a diferentes concentraciones en
volumen. Sefial espectral obtenida a partir de la fuente HID H4 sin utilizar filtro dicroico.
Medicion realizada en el montaje Optico.
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En el caso de excitacion monocromatica (filtro de 525nm) el comportamiento de la mezcla
es diferente, en donde al aumentar la concentracion volumen eosina con respecto al
volumen total de la mezcla, se presenta una disminucién en la sefial de emisién en la regién
de la eosina. Esto es, a la mayor concentracibn de eosina en agua ténica 80%VV
(volumen/volumen) se obtienen la menor intensidad.

Figura 3-49. Emision eosina — agua tonica “Canada Dry” a diferentes concentraciones en

volumen. Sefal espectral obtenida a partir de la fuente HID H4 utilizando el filtro de
525nm. Medicién realizada en el montaje optico.
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3.3.7.Matrices de excitaciéon — emision adquirida con el prototipo.

Ya habiendo caracterizado las implicaciones de realizar mezclas de sustancias
fluorescentes se procede a elaborar matrices de excitacion-emisién. Estas matrices son
construidas a partir de varias excitaciones monocromaticas. Segun el detalle de
caracterizacién se debe incluir un mayor nimero de excitaciones monocromaticas segun
se permita en la region de absorcién de la sustancia.

Figura 3-50. Panel superior: intensidad de emisién para la gasolina Extra Esso (obtenida
agosto 2016) con la fuente HID filtrada con todo el arreglo de dicréicos disponible en el

montaje. Panel inferior: Huella de matriz de excitacion-emision para la gasolina Extra
Esso.
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De la matriz de excitacion-emision se puede ver que para el caso particular de este tipo de
gasolina comercial se cuentan con tres modos de intensidad. Cada uno de estos modos
se puede identificar en la figura del panel superior y corresponde a los diferentes picos de
intensidad originados por cada excitacion monocromatica. Estos picos de intensidad de la
matriz son distintivos y pueden ser utilizados para la caracterizacién de este componente.
Figura 3-51. Huella de matriz de excitacion-emision para la gasolina plus Texaco

(Obtenida agosto 2016) Excitacion generada con la fuente HID filtrada con todo el arreglo
de dicréicos en la region de 365 a 400nm.
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En esta matriz se realiza la caracterizacion espectral de la gasolina Texaco comercial
(Urbana). Se conoce que esta gasolina cuenta con una serie de aditivos (Techron) los
cuales pueden explicar los cambios en los picos de intensidad presentes en la huella

obtenida.

3.4. Disenio, empaque y ajuste de un instrumento
prototipo

Luego de escoger la fuente de luz para las mediciones, realizar la identificacién espectral
de la fuente y la caracterizacion del prototipo en términos de dispersion de la luz y linealidad
se procede a hacer el ajuste del instrumento prototipo. Tomando como punto de inicio los

avances en el sistema realizado en la primera fase del proyecto, se afiade al montaje la
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fuente de luz HID H4 con el balasto, la fuente de potencia (12VDC) y los dispositivos

utilizados para la mecanizacion de la rueda de filtros dicréicos.

3.4.1.Prototipo fuente Xendén HID H4 y mecanizacién

Figura 3-52. Montaje sistema 6ptico para técnica EEMS desarrollado en la fase I.
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En la figura se muestra el montaje del instrumento prototipo desarrollado en la fase | del

proyecto.

A este montaje luego de la evaluacion de alternativas de fuentes de luz se incluye en el

arreglo Gptico una fuente de excitacién tipo HID H4 de Xendn, ademas de una celda UV,

La celda UV es la que mejor se adecua al sistema de medicion de espectrometria de

fluorescencia, ademas por las caracteristicas mismas del material, permite el paso de la

luz incidente a la muestra que proviene de la fuente. Esta celda tiene la caracteristica de

permitir el paso de radiacion UV.
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Figura 3-53. Montaje sistema 6ptico para técnica EEMS desarrollado. Incluye una fuente
de luz de Xendn HID — H4, una rueda de filtros pasa banda, una celda de cuarzo.

Fuente HID H4 Rueda Filtros Celda cuarzo

Bandpass [Muestra)

Fuente
12vDC

Lente Lente
Biconvexo Biconvexo
Lanto Mini -
ptop |4 — — — —| Espectrometro
Avantes 3648

Conexion Laptop — Avantes via
USB A—-USE B

3.4.2.Mecanizacion de la rueda de paso bandas.

Para la construccion de la matriz de excitacidon-emision se requiere de varios espectros de
excitacion. Estos espectros de excitacion provenientes del filtrado éptico de la sefial de la
fuente HID llegaran a la celda con la muestra y generaran emisién de fluorescencia. En la
rutina de generacién de la matriz, hay que efectuar el filtrado de la sefal de la fuente

utilizando los dicréicos.
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Figura 3-54. Sistema O6ptico del prototipo. (1). Rueda de filtros dicréicos de 12 posiciones
Edmund Optics. (2) celda UV con muestra con porta-cubetas, (3) Mini espectrémetro
Avantes 3648.
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Estos filtros dicréicos estan ubicados en una rueda de filtros en cada una de las posiciones.
Se busca realizar la automatizacion de la rueda de dicréicos y su vinculacion con una rutina

de software controlada por el usuario utilizando un PC.

Como se mencionaba en la metodologia, es a partir de un lenguaje de programacion que
permita la vinculacion hardware — software que se podra obtener un prototipo de facil uso
para cualquier usuario. MatLab permite la conexién del espectrometro con el computador
por medio de la libreria de AvaSoft. Esta interfaz es simple y permite la visualizacién de los
espectros medidos con el espectrémetro, y por medio de las rutinas incluidas en la “.dllI” el

control de las mediciones.

La rutina de medicion del sistema prototipo requiere que la rueda de dicrdicos esté
vinculada a cada etapa de medicién. Es por este motivo que se requiere que la rueda de
filtros dicréicos esté vinculada en la adquisiciébn de espectros, y sea controlada por el

usuario.

Antes del surgimiento de plataformas abiertas, el prototipado de hardware y software era
complejo y costoso. Esto motivd a que varias universidades y centros de investigacion
comenzaran a desarrollar alternativas méas baratas y sencillas. Sin embargo, dichas
soluciones no eran tan versatiles y generales como se esperaban. Fue hasta 2005 en lItalia
donde naci6é Arduino, una familia de plataformas micro computarizadas y tarjetas con
diferentes procesadores, tamafios y caracteristicas de conectividad que las convierte en
un hardware prominente dentro de aquellas que trabajan con cédigo abierto (open-source

hardware).
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Luego de realizar un andlisis de posibilidades de mecanizacién utilizando Arduino, se elige
como base la utilizacién de un motor de paso. Los motores de paso permiten la operacién
fina de la rueda y cuentan con el torque necesario para llevar acabo la tarea. Arduino
cuenta con un modulo de un motor de paso y un driver. El esquema del motor unipolar de

paso, la conexion utilizada en la placa del Arduino se muestra a continuacion.

Figura 3-55. M6dulo Arduino: Motor 28BYJ — 48 (Motor Unipolar de paso). Software
utilizado: Fritzing.

Es necesario mencionar que este motor no puede ser alimentado a partir de Arduino, por
este motivo se debe incluir una fuente de potencia. Para este desarrollo se adapté la salida
de un puerto USB de PC a la protoboard para poder generar la potencia complementaria

requerida para la operacion del motor de paso.

Un motor de paso es controlado por una serie de bobinas electromagnéticas. El centro del
motor consiste en una serie de imanes montados y las bobinas que estan alrededor estan
recibiendo electricidad. Existen dos tipos de motores para proyectos de prototipado. Los

unipolares y los bipolares.

El motor utilizado en el prototipo es un motor unipolar de paso 28-BY J48. Los motores de

paso requieren de un Driver para el control por medio de impulsos de las bobinas.

Para generar movimiento, se debe energizar las fases del motor en una secuencia
determinada en un tiempo especifico para generar que el motor gire. Esto se puede lograr

a partir del Driver.

En este motor hay 4 bobinas las cuales deben ser excitadas en de determinada manera a

través del driver para dar el nUmero de pasos especificados.
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Figura 3-56. Driver de arreglo ULN2003 Darlington.

Figura 3-57. Sistema completo del motor de paso 28BYJ-48. (1) Placa de Arduino UNO,
(2) driver ULN2003 Darlington, (3) motor de paso unipolar 28BYJ-48.

Posteriormente en el proyecto se adapté la rueda de filtros dicréicos a un sistema de
mecanizacion utilizando el microcontrolador Arduino. Este microcontrolador permite a su

vez la interfaz con lenguajes de programacién como MatLab.

En la figura siguiente se encuentra la representacion del sistema Optico y mecénico del

instrumento prototipo desarrollado en esta fase del proyecto.
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Figura 3-58. Montaje sistema optico para técnica EEMS desarrollado incluyendo
mecanizacion de la rueda de filtros pasa banda.
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Con respecto a la fase anterior se llegaron a los siguientes avances en el prototipo:

Establecimiento de fuente de luz de Xenén HID H4.

Caracterizacion de la fuente de luz y optimizacion del sistema Optico.

Celda UV para mediciones con fluoréforos puros y para hidrocarburos.

Sistema de mecanizacion de la rueda de filtros dicroéicos.

Rutinas de lectura de datos y vinculacién hardware — software

Rutinas de filtrado digital de espectros

Establecimiento de linealidad en las mediciones espectrométricas.
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Figura 3-59. Planos de rueda de filtros pasa banda (bandpass) para impresion 3D.
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3.5. Evaluaciéon del método de inversion

El método de inversion es un procedimiento de obtencién de matrices de excitacion-
emisién a partir de fuentes de luz policromaticas. Pueden ser obtenidas en dos casos, el
primero en donde se tiene un solo fluoréforo y el segundo caso en donde se tiene multiples

fluoréforos.

3.5.1.Resultados a partir de matrices sintéticas.

En la figura que se muestra a continuacion se tiene un espectro de excitacion
policroméatico. Cada uno de los espectros tiene un rango de excitacion predominante
(ancho de banda), y se presenta entrecruzamiento entre los diferentes espectros. De esta

manera.

La relacidn entre los espectros resultantes de fluorescencia Y y la matriz de los espectros

de las fuentes de excitacion X esta dada segun:

Y=AX%XX
Donde A es la matriz de excitacién-emision. De esta manera hay un espectro de emision
por cada espectro de excitacion. De manera extendida, n; corresponde a la longitud de

onda del numero de espectros de emision, n, corresponde a la longitud de onda del
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namero de espectros de emision. Se tiene en cuenta el nimero de fuentes de excitacion,

denotado por ny.

La matriz de excitacion-emision A relaciona de esta manera (n; X n,), la excitacion X a
(ny X ng) ylaemision Y a (n, X ny).
Y=AXX

(ny X ng) = (ng X ny) X (ng X ny)

Este método de inversion fue desarrollado a través de SciLab con la funcion y =a xx y
aunque inicialmente se present6 la dificultad de recuperar (n, X n,) a partir de (n; X ny),

los ensayos con muestras sintéticas sugieren que el método computacionalmente estable.

Se parte de una matriz tetrica, y se busca recuperar los espectros de emision. En la figura

se tienen cinco espectros de excitacion no colineales.

Figura 3-60. Panel superior: espectro tedrico de excitacion policroméatica. Panel inferior:
espectro de emision observado.
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Considerando las anteriores relaciones mencionadas, se tiene que para una serie de
espectros de excitacion determinados se puede recuperar el espectro de emisién
correspondiente. En la figura 3-60 se tienen cinco espectros de excitacion que generan el

espectro de fluorescencia del panel inferior. Con el método computacional, se puede llegar
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a obtener espectros de emision de fluorescencia recuperados a partir de la matriz de
excitacion-emision. En la siguiente figura se relacionan los espectros de excitacion y los
espectros de emision observados (datos experimentales sintéticos) y los espectros de

emision recuperados a través del método.

Figura 3-61. Panel izquierdo: espectros de excitacion por fuentes. Panel derecho:
espectro de emision de fluorescencia.
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Se relacionan finalmente las matrices de excitacidon-emision teérica (observada) y la matriz

de excitacion-emision recuperada a partir del método de inversion.

Figura 3-62. Panel superior: Matriz de excitacion-emision tedrica. Panel inferior: Matriz
de excitacion-emision recuperada.
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En la figura anterior se muestran las matrices de excitacién-emisién recuperada y tedrica.

La matriz de excitacién-emision recuperada muestra la capacidad del método de realizar

recuperaciones espectrales a partir de mediciones bajo condiciones de ruido espectral.
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4. Conclusiones y recomendaciones

4.1. Conclusiones

En esta investigacion se realiz6 el desarrollo de alternativas, integracion y evaluacion de
un instrumento prototipo instrumental para la identificacidon de hidrocarburos utilizando la

técnica de matriz de excitacion-emision.

Se establecieron los criterios mas importantes para la operacion del prototipo considerando

cada una de las partes fundamentales (fuente — muestra — detector).

Se realiz6 la caracterizacion de los filtros dicréicos disponibles en el montaje 6ptico de la
fase anterior. Se afiade un filtro a 525nm debido a que en esa region se realiza el andlisis
de las mediciones con fluoréforos que representan el comportamiento de los hidrocarburos

en la excitacion y emision.

Se realiz6 un plan de alternativas de fuentes de luz para aplicaciones de espectrometria
de fluorescencia, donde se encontr6 que las fuentes continuas de Xenén ofrecen las
mejores caracteristicas para la aplicacion de la técnica. De las posibles fuentes se escoge
una fuente comercial de bajo costo y que cuenta con los requisitos necesarios para la
utilizacion en el prototipo a desarrollar. La fuente de luz de Xen6n HID H4 presenta la mejor

relacién costo beneficio.

Posteriormente se lleg6 a caracterizar la fuente segun estabilidad, estructura espectral,
intensidad de emision de luz y pruebas de manejo térmico. Se llegaron a conclusiones a

considerar en la rutina de operacion del instrumento, como lo es el tiempo de calentamiento
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de la fuente (3 minutos) asi como la posibilidad de utilizar una superficie reflectora para la

medicién del espectro de excitacion.

Considerando la fuente escogida, se realizaron mediciones con el espectrometro con el fin
de evaluar su comportamiento. Se consideraron los efectos de dispersion de la luz
causados por el medio, asi como también las dispersiones originadas por la muestra y por
el solvente. Se realizaron otras pruebas de manejo térmico y para la caracterizacion del
comportamiento del espectrometro se llegé a determinar que se presenta una linealidad
entre el tiempo de adquisiciébn de sefal de luz (tiempo de integracién) y la intensidad
reportada por el espectrémetro. De esta manera, ademas de comprobar la relacion entre
tiempo de integracién e intensidad, se lleg6 a establecer un estandar de tiempo de 1000ms
para la adquisicion de datos en el espectrometro, siendo que se puede llegar a escalar

mediciones a diferentes tiempos.

Se lleg6 a determinar el procedimiento adecuado en la rutina de medicion para disminuir
el ruido de las mediciones. Esto se llega a lograr mediante el uso de un filtro digital. Luego
del andlisis de sefial de varios espectros con caracteristicas en la estructura espectral, se
establece que el filtro de mediana es el mas adecuado para las mediciones de matriz de
excitacion emision.

Se escogen dos fluoréforos para la representacion del comportamiento de excitaciéon y
emisién ante fuentes de luz. Es la quinina y la eosina los fluoréforos que fueron utilizados
para los ensayos de mezclas. En estos ensayos se llegé a verificar la existencia de un
limite de concentracion en el cual se tiene la maxima intensidad de emision en un
fluoréforo. Ademas de poder relacionar el comportamiento de dos fluoréforos en mezcla a

diferente razén de concentracion.

Se llegaron a obtener utilizando el instrumento prototipo matrices de excitacion-emisiéon
para combustibles urbanos. Luego de construir la matriz se pueden observar
caracteristicas distintivas en la huella obtenida, permitiendo por medio de la técnica y del
instrumento la identificacion de hidrocarburos y la diferenciacién segun la composicion de

cada uno de ellos.
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4.1.1.Preparacion de muestras ambientales

La toma de muestras ambientales sugiere un desafié tanto procedimental como del disefio
de experimento. Por tal motivo y segun los alcances del proyecto se realizaron muestras
sintéticas que tuvieran fluoréforos representativos. Estos fluoréforos proxy, con
caracteristicas similares de excitacion y a la emisién de fluorescencia a hidrocarburos
representativos son los que fueron utilizados en la investigacion. Estas mezclas sintéticas
tienen la caracteristica de asemejarse al comportamiento de fluoréforos provenientes de
hidrocarburos que puedan estar presentes en cuerpos de agua. Las muestras ambientales
ademas de la presencia de fluor6foros cuentan con material suspendido, con sustancias
biolégicas que, segln investigaciones de calidad del agua, pueden también emitir

fluorescencia.

En estudios realizados se ha logrado identificar las principales sustancias de origen
biol6gico con propiedades fluorescentes. Uno de los principales desafios a la fase siguiente

del proyecto de investigacion tiene que ver con la consideracion de este tipo de variables.

En la presente investigacion se realiz6 un estudio preliminar de este problema. Para lo cual
se vinculé un estudiante de pregrado en ingenieria quimica, el cual desarrollo juntamente
con el equipo el trabajo de grado “Desarrollo de procedimientos para acondicionamiento
de muestras de hidrocarburos en aguas”?’, en el cual se empez6 a estudiar el efecto de
solidos suspendidos en una mezcla con componentes fluorescentes y el andlisis del efecto

de Scattering del material sobre el espectro resultante.

Este proyecto fue el primer acercamiento a un sistema que pueda representar muestras
ambientales. Por este motivo se analizaron como material solido suspendido los mas
representativos en aguas continentales, como lo son la arena, el limo y la arcilla. Se realizé
un analisis de los diferentes tamafos de particulas de estos componentes y su relacion
final sobre el espectro de emision analizado. También se pudo llegar a hacer estudios
sobre el efecto de realizar un filtrado y como este filtrado, que evitaria el problema del
Scattering podria resultar en una disminucion en la sefial de emision final. Segun el tamafio

del poro del filtro se encontraba una disminucion en la calidad e intensidad de la sefial de

27 Tesis de pregrado en ingenieria quimica “Desarrollo de procedimientos para acondicionamiento
de muestras de hidrocarburos en aguas.” realizada por el Ing. Javier Ramirez.
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fluorescencia obtenida. De tal manera, se decide a través de los resultados de este
proyecto que es necesario hacer un filtrado para material sélido de gran tamafo. Otro de
los principales resultados de este trabajo investigativo realizado dentro de la presente

investigacion tiene que ver con la toma de muestras.

Siendo el prototipo por desarrollar un instrumento portable, se debe hacer un estudio sobre
la toma de muestras in situ. La discusion en el trabajo de grado tiene que ver con el
planteamiento de alternativas de toma de muestras, procurando que no se incurra en el
uso de solventes o sustancias adicionales, lo cual seria contraproducente en las ventajas
caracteristicas de la técnica EEMS, que tiene que ver con la escaza adecuacion necesaria
a la muestra problema. Se realizé un disefio de alternativas y de sistemas de bombeo para

asemejar el muestreo a un sistema continuo de medicion y monitoreo.

4.2. Perspectivas

4.2.1.Fase lll = Miniaturizacion y automatizacion del prototipo

- Siendo el alcance del proyecto el andlisis de las caracteristicas mas importantes en
el desarrollo del prototipo, esta tercera fase del proyecto continuara con la parte del
desarrollo de software utilizando un lenguaje de programacion de codigo libre, asi
como la mejora y restructuracion de las rutinas de mecanizacion de la rueda de
paso bandas. En esta investigacion se lleg6 a concluir que le nimero de filtros paso
bandas necesarias para la generacion de la huella incluyen minimo seis espacios
en la rueda, sin contar con los espacios encargados de la medicién dark y de la
excitacion de la fuente (espacio sin filtro paso banda, posiblemente con un filtro
neutral density) el cual evitard la saturaciéon de la mediciobn adquirida por el

espectrometro.

- Se busca en esta fase también la toma de muestras ambientales no sintéticas, para

su estudio y andlisis espectral. Para esto, y en base a proyectos de grados dirigidos
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en el marco de este proyecto se analizd preliminarmente la relacién del material
solido suspendido en las muestras de agua y su relacion con el Scattering adquirido
por la medicidén espectrométrica. Para esto se realizaron unos ensayos de filtracion
y su relacion con los cambios en la huella de EEMS.
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Anexos

A.Recursos fisicos:

El equipamiento necesario con el que se cuenta incluye:

1 mini-espectrometro UV-Visible (AvaSpec-3648, Avantes)
Lampara de Xe pulsada (PX2, Ocean Optics)

LED’s UV-Visibles: 365, 375, 380, 384, 468 y 587 nm
Filtros band pass: 320, 334, 365, 377, 400, 436 y 568 nm
Montajes cinematicos (Edmund Optics)

Ajustadores de montajes cinematicos (Edmund Optics)
Fibra 6ptica de 200 y 400nm (Avantes)

Ventanas de Silice (Edmund Optics)

Lampara de mercurio (Edmund Optics)

Lente doble convexos UV-VIS (Edmund Optics)

Tabla 6ptica

Celda de fluorescencia en aluminio

Celda de fluorescencia de material plastico

Celda de fluorescencia de cuarzo
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= Postes para soportar los lentes, las ventanas, la fibra y la celda

» Rueda de filtros (Oceans Optics)

=  Fuente de Luz de Xenén HID - H4

» Balastro para la fuente de Luz de Xenén HID — H4

» [Fuente de potencia regulada de 12VDC — 11 Amperios.

Las actividades de investigacion se realizaran en el Laboratorio de Metrologia — IEI

(adscrito al Departamento de Ingenieria Mecanica y Mecatrénica — Universidad Nacional

de Colombia (Sede Bogota).

B.Inventario de materiales y equipos

Proveedor/ Precio

Cantidad Detalles fabricante Precio unitario Total

Equipos/materiales antes del proyecto

1 Mini espectrometro Avantes

2 Holders Talleres Unal

2 Postes (h=10 cm) Talleres Unal

2 Fibra optica (200 y 400 nm) Avantes

Equipos/materiales durante el proyecto
Drivers (DLL para Labview y Matlab) para

1 Avantes 3648 522,000.0 522,000.0
Fused Silica Windows (EO NT45-311, 25mm

3 diametro) Edmund Optics | 301,600.0 904,800.0
Short Wave UV Quartz Pencil Lamp (EO

1 NT40-759) Edmund Optics | 974,400.0 974,400.0
0.3 Optical Density UV-VIS ND Filter (EO

1 NT46-618, 12.5mm) Edmund Optics | 301,600.0 301,600.0
0.5 Optical Density UV-VIS ND Filter (EO

1 NT46-618, 12.5mm) Edmund Optics | 301,600.0 301,600.0
1 Inch Diameter Kinematic Mount, 3-Screws

3 (EO NT 58-854) Edmund Optics | 406,000.0 1,218,000.0
UV QUARTZ PENCIL LAMP POWER

1 SUPPLY, 115V, 60HZ (EO NT70-298) Edmund Optics | 649,600.0 649,600.0
PULSED XENON LAMP (Oc. Op 220 HZ, 220-

1 750 NM, 5500 HRS AT 50 HZ Ocean Optics | 2,900,000.0 2,900,000.0
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334NM CWL, 10NM BANDWIDTH (EO NT62-

069, 12.7MM MOUNTED) Edmund Optics | 162,400.0 162,400.0

365NM CWL, 10NM BANDWIDTH (EO NT62-

072, 12.7MM MOUNTED) Edmund Optics | 162,400.0 162,400.0

400NM CWL, 10NM BANDWIDTH (EO NT62-

074, 12.7MM MOUNTED) Edmund Optics | 162,400.0 162,400.0

436NM CWL, 10NM BANDWIDTH (EO NT62-

080, 12.7MM MOUNTED) Edmund Optics | 127,600.0 127,600.0

568NM CWL, 10NM BANDWIDTH (EO NT62-

102, 12.7MM MOUNTED) Edmund Optics | 127,600.0 127,600.0

CELDA DE FLUORESCENCIA CON

VENTANAS (MAT. ALUMINIO 1" Fabrin 255,200.0 255,200.0

CELDA DE FLUORESCENCIA CON

VENTANAS (MAT. ALUMINIO 3/4") Fabrin 255,200.0 255,200.0

Postes Fabrin 15,000.0 120,000.0
Redesy

Macho de 26 pines Alta Densidad computadores |11,987.4 23,974.9
Redesy

Conector DB 15 Soldar Macho computadores | 1,392.0 2,784.0
Redesy

Cable 14 Hilos gris computadores | 3,400.0 6,799.9
Redes 'y

Carcaza 26 Pines Gris TW computadores | 1,160.0 2,320.0
Redesy

Carcaza 15 Pines 2H computadores | 5,220.0 10,440.0

Fucsina Basica solucion x 120 ml Roda quimicos | 2,999.8 2,999.8

Anaranjado de metilo x 60 ml Roda quimicos | 2,499.8 2,499.8

Fluoresceina Oftalquimicos 16,400.0

Total $COP 7,653,259.0 9,213,018.4
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1) Especificaciones: Filtro pasa banda Edmund Optics -

525 nm.

Specifications

Center Wavelength CWL (nm)
Bandwidth (nm)

Transermsson (%)

Full WidtheHalf Max FWHM (nm)
Crptical Desity 0D

0D & Blocking Wavelength Range (nen)
Blocking Wavelength Range (am)
Irimmeeter (mem)

Irigmeter Toleramee {mm)

Blount Thickness (num)
Thickness {mm)

Thickness Tolerance (mm)
Manufacturer

Clear Apertare CA {mm)
Transmitied Wavefront, RMS
Surface Quality

Angle of Incidence (%)

Angle of Inddenee Toleranee (%)
Substrate

“Iypieal Applicatians

Type

Coating

RoHE

zh.0
403 = 455
Sk 11T
125
#0L0 e, 100
35

15

=01

Edy

25.0
UV Grade Fused Siliea
(b 525 Emission
Bandpass Filter

Hard Coated

C
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2) Especificaciones: Placa Arduino UNO - Diagrama
PinOut

LEGEND

GND

PHYSICAL PIN
PORT PIN
ATMEGA3Z8 PIN FUNC
DIGITAL PIN

®— source Total 150mA
@ Source Total 150mA

General Information

Pay Attention
Na flea
PAY A'I%NT[QH

LED

@DpP 2

THE
UNOFFICIAL

ARDUINO

PINOUT DIAGRAM

PCINTB

PCINT
PCINTIO
POINT1L
PONT1Z
PONTLS

A sink Total 100ma
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K

n
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B
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oC28
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.
s
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|

INT20

0

&

e
T

ocaa K PCINTZL
(Cocon
(B wu o)
ICPL ] CLKD PCINTO

7-12v depenting
on urent drawn

Absslute max per pin 40mA
reccomended 20mA

Absolute max 200mA
for entire package

733754

il

EEERBESR

8
<
o9
w
=
<

29JAN

=

(I8
1
]_

Ay sink Total 100mA

g

XCK

acze
A Sink Total 100mA
) Connected to the ATMega
and used for USE program
O and communicating with it
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3) Montaje 6ptico EEMS
Montaje Optico del instrumento prototipo: (1) rueda de para filtros dicréicos de 12
posiciones (Edmund Optics), (2) porta cubetas (Edmund Optics), (3) celda UV, (4) Mini
Espectrémetro Avantes 3648, (5) fuente de luz de Xendn HID H4, (6) fuente regulada
12VDC, (7) fuente pulsada de Xendn Ocean Optics, (8) fibra 6ptica de 400um Avantes.
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C.Especificaciones: montaje caracterizacion
fuente HID H4

1) Posicionador métrico direcciones XYZ.
= (Fuente: Edmund Optics)

40
k)
#56-339 n 216
'= %
(4) M x07 i 7
~ ; Q
I i
W6x1.0 | &
9 Deep + il B
(6)M3X05 m ] -5
ADesp \\3. - I 5’—— ) a = "
7‘“‘" = T e
& N < -
. LAk —
_'z} ; | |
= AEI" T
l'i" “i-l b .‘- T =
wj\maum w |
55 | 60 ‘ ’ é " 253

Unitsmm

2) Soporte adaptador para el Posicionador métrico XYZ
» (Fuente: Edmund Optics)

le % .
32
!

4 - Cbores for M3 SHCS ’--l

8

B

-

|
C'bore for 1/4-20 o M6 SHCS
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3) Base para Posicionador métrico XYZ — para la vinculaciéon
con una mesa Optica. Unidades en milimetros. Tomado:
Edmund Optics.

* (Fuente: Edmund Optics)

» p = 8 e g
s, = y ]
° fo ]

mmsxl.oJ L (4)M2x0.4 Units: mm

‘«—’ _H3x05 -

—

4) Coraza de vidrio protectora en los faros halégenos.

» Bloqueo de rayos UV en los faros halégenos. (Fuente: Catalogo de lamparas
para automotores, Philips).

= Cuarzo comun

= Vidrio duro

- Cuarzo con
bloqueo UV

Radiaciéon
c"’t‘fn Visible

NVN V
200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400
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5) Datos del FWHM para la lAmpara de mercurio

(Valores reportados en nanémetros).

Intensidad [UA]

Intensidad [UA]

FWHM = 0.70208 para el rango de lambda de 240.2512 - 261.1538
T T T T

FWHM = 1.1

245

288 para el rango de lambda
T T T

250 255
Longitud de onda [nm]

260

de 307.2989 - 321.1454

0.025

0.015

0.005

-0.005
3

06

308

310

312 314 316
Longitud de onda [nm]

38

320

322
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Intensidad [UA]

Intensidad [UA]

=108

12

FWHM = 0.66914 para el rango de lambda de 285.2826 - 306.143

310

-2285 2;!] 2‘95 BI;D 3["5
Longitud de onda [nm]
o FWHM = 0.80897 para el rango de lambda de 350.1688 - 376.0582
T T T T T
0.04 |
0.036 |
003 ]
0.025 E
002 |
0.015 |
001 ]
0.006 |
o |
0005 I I I I I

350

355 360 365 370 375
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Intensidad [UA]

Intensidad [UA]

Intensidad [UA]

0.04

FWHM = 0.7125

5 para el rango de lambda de 390.
T T

3103 -421.0503

0.035

0.025

0.015 [

0.005
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400 405 410
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415

FWHM = 0.71703 para el rango de lambda de 425.2139 -446.1139
T T T T

001

425

FWHM = 0.67166 para el rango de lambda de 530.
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D.Evaluaciéon de alternativas de fuentes de luz.

Caracteristicas generales de la fuente UV LED & Lampara Hg. (Fuente: Hecht

DeepUV LED’s, 2014)

Atributo UV LED Lampara Hg
Tiempo de vida del bulbo 50,000 h 10,000
Instantaneo 2 -15 min

Tiempo de calentamiento

Ciclos ON/OFF

No se degrada

Degradacion

Tubo cilindrico

Arquitectura de flujo Ajustable
Circuito de conducion Simple & compacto Complejo
Voltaje 6-30VDC 110 - 240 VAC
A Emision Ajustable Policromatico ajustado
Robustez Resistente a impactos Tubo de Vidrio

Metales pesados

Ninguno

Hg (20 - 200 mg)

Lamparas de UV profundo. (Fuente: Hecht DeepUV LED'’s, 2014)

Longitud de onda | Potencia

Tipo [nm] input Eficiencia| Precio | Vida [h]

Excimeros de Xendn 172 8-40 W ~40% Alto 2500
Mercurio 254 5-160W | ~40% | ~100USD | 10,000
Mercurio 184, 254 5-160 W | ~40% | ~100USD | 10,000

300 - 500
Deuterio 190 - 330 30 W usD 2000
Xenon Flash 300 - 400 Pulsada

1000 -

Xenon - Mercurio 184 - 400 50-500 W 3000
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E. Espectros de absorcion emision teoricos

= EosinayY
1.02+ —2.06
0.92 1.85 ~
0.811 -1.65 'S
g 071 -1.44 =
5 0614 1.24 g
S 0517 -1.03 §
2 041 -0.82 @
< 0311 062 £
0.20 F0.41 3
0.10 \/Mk/\‘\ F0.21 -
0.00 T T T T f T T T T 0.00
210 269 328 387 446 505 564 623 682 741 800
Wavelength(nm) Last spectrum courtesy of:
Junzhong Li

= Espectro de emision de quinina grado analitico. Excitacion a 400nm. Instrumento
utilizado para la medicién: Fluorimetro Bio — Tek Kontron SF 25M?8, (Fuente:
Matthias M.).

L )
= O
L 2
0.00+ . ' . ' . ' . ' . ' . ' - ' . ' . T -
400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 N

WIS Spektrum Chinin Matthias Mail@nder

28 Tomado de http://www.chemspider.com/Chemical-Structure.84989.html|?rid=70afcfd3-4d 1f-
4d89-988f-e10901d2h36b.
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F. Ensayos de limite de deteccion

de
potencia

celda cua
[Agua Desti

Laser Verde {532 nm}

o
lada)

ﬁ

Fibra

Mini -
Laptop

l— — — —
Avantes 3643

Espectrometro

Conexion Laptop — Avantes via
USE A—USB B

Ensayos Raman — fuente laser 532nm.

UA

Ensayos Raman - Fuente Laser 532nm

T I T I I I
i § —— Posicion pico Raman
— Ti= 25000 ms / av=30
Detalle en 648.893hm +/- 20nm
L ]
N N NS A, =2 S A . |
""""""""""""  Llambdapm i
i f — I 1 H |
560 580 600 620 640 660 680 700

Lambda [nm]
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G.Ensayos mezclas — Eosina Violeta

3.5

10 Ensayos dilucion Eosina Violeta - Excitacion filtro 525nm
T T T

—10ppm
— 20ppm
—30ppm

40ppm

25—

Intensidad [UA]

05—

N e 1 |

450 500 550

Longitud de onda [nm]

600 650

«10* Ensayos dilucion Eosina Violeta - Excitacion filtro 525nm

3.5 T T T

—5ppm
—10ppm
—20ppm
30ppm
—40ppm
60ppm
—80ppm
2 ——100ppm

25

Intensidad [UA]

05—

| -
450 500 550 600

Longitud de onda [nm]

650

Regibén espectral de emisiéon de fluorescencia de diferentes tintes comerciales. (Fuente:
Laser Photonics).
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COUMARIN
coumann 5% coumarin
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H.Efecto del orden del filtro digital de mediana
sobre los espectros adquiridos.

1) Paraorden N=5 & 10

L 1
550 600 650 700 750
Longitud de Onda [nm)]

2) Para orden N=15 & 20

L 1
550 600 650 700 750
Longitud de Onda [nm]
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50 & 60

Para orden N

3)

x 10*
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|. Compuestos y analitos:

1) Cotizacion analito — sulfato de quinina.

Sefiores

Universidad Nacional de Colombia
Atn. Javier Ramirez

Facultad de Ingenieria Quimica

Email: jlramirezu@unal.edu.co

Cel: 3043286493
Bogota D.C.

GRUPO
QUMICONS

NIT 900.376.857-3

Julio 08 de 2015
Cotizaciéon GQ15-072394

Cotizacién
Item | Referencia Descripcién Entrega | Cant Valor IVA Valor Total
Dias* Unitario 16% IVA Incluido

1 0688 Quinine hydrochloride (ALKALOID family) 100 mg 30-45 1 314.000 | 50.240 364.240
Extrasynthese

2 0690 Quinine sulfate salt hydrate (ALKALOID family) 100 mg 30-45 1 314.000 50.240 364.240
Extrasynthese

3 EH-C16707000 | Quinine monohydrochloride dihydrate 100 mg Dr. Ehrestofer 30-45 1 259.000 41.440 300.440
LGC Certified
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