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CL
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luz mediante emision estimulada de radiacion)

Laser- Induced breakdown spectroscopy, (espectroscopia de descomposicion
inducida por laser)
Neodymium-dopped ytrium aluminium ganet.

Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry, (espectrometria de masas con
plasma de acoplamiento inductivo)

Inductively coupled plasma atomic emission spectroscopy, (espectroscopia de
emision atdmica con plasma de acoplamiento inductivo)

Inductively Coupled Plasma Optical Emision Spectrometry, (espectroscopia de
emision Optica con plasma de acoplamiento inductivo)

EAA-ET/llama Atomic Absorption Spectroscopy-Electrothermal atomization/flame,

DES
LPME
XRF
SNR
LTE

(Espectroscopia de absorcion atémica con atomizacion electrotérmica/ llama)
Deep Eutectic Solvents, (disolventes eutécticos profundos)

Liquid-phase microextraction, (micro extraccion en fase liquida)

X-Ray Fluorescence , (fluorescencia de rayos X)

Signal-noise ratio, (relacion sefial-ruido)

Local Termal Equilibrium, (equilibrio local termodindmico)



Resumen

La espectrometria de descomposicion inducida por laser (LIBS) es una técnica que nos ofrece
infinidad de ventajas, entre ellas, la realizacién de analisis no destructivos y escaso tratamiento
de muestra. Por ello, se emplea en este trabajo para la determinacion de vanadio en harinas de
pescado, una muestra sélida.

Debido a la complejidad de la matriz se hace uso de una metodologia reciente llamada Calibracién
Libre (CL), que nos permite, sin necesidad de utilizar patrones internos, realizar un analisis
cuantitativo sobre la muestra, basado en los parametros fisicos del plasmay su interaccién con la
muestra. Por consiguiente, es necesario antes de su utilizacion realizar una optimizacion de los
parametros instrumentales creando un disefio factorial.

Abstract

Laser- Induced breakdown spectrometry (LIBS) is a technique that offers us endless advantages,
including non-destructive analysis and a limited sample processing. For this reason, it is used in
this paper for the determination of vanadium in fishmeal, a solid sample.

Due to the complexity of the matrix, a recent methodology called Free Calibration (CL) is used,
which allows us, without the need to use internal standards, to perform a quantitative analysis on
the sample, based on the physical parameters of the plasma and its interaction with the sample.
Therefore, it is necessary to perform an optimization of the instrumental parameters before its use
by designing a factorial design.
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1. Introduccion

Cuando se habla del elemento quimico Vanadio (V) tenemos que remontarnos al afio 1801 cuando
fue identificado por primera vez, pero sin mucho éxito, por Andrés Manuel del Rio Fernandez,
mineralogista espafiol. El primer nombre para este fue “Eritronio”, pero no fue hasta 1831 cuando
se logré su purificacion y su redescubrimiento como un elemento nuevo por Nils Gabriel Sefstrom
que le dio el nombre actual haciendo referencia a la diosa VVanadis de la mitologia escandinava.

Actualmente el Vanadio se encuentra en el grupo de los metales de transicién con ndmero
atémico veintitrés y se encuentra dentro del grupo 5 de la tabla periédica. Debido a sus variadas
propiedades quimicas y fisicas sus aplicaciones industriales son diversas, ademas destacar su
importancia a nivel bioldgico en determinados organismos.

1.1. Importancia del vanadio en los alimentos

El vanadio es importante en aspectos bioldgicos como la receptividad de la insulina y prevencion
de enfermedades vasculares. También es necesario para el metabolismo de la glucosa,
carbohidratos, lipidos, fosfolipidos y colesterol. Sin embargo, a concentraciones elevadas puede
causar efectos adversos a nivel bioquimico o reproductivo debido al deterioro de las funciones
realizadas en los huesos, rifiones, higado y bazo, principales lugares donde se acumula este
elemento, siendo sus compuestos inorganicos y las especies pentavalente las mas toxicos respecto
a las tetravalente y trivalentes.??

El vanadio se encuentra en los alimentos a nivel de ultra traza siendo los estados de oxidacion
mas abundantes (1V) y (V) 4, a pesar de ello, segtin un estudio realizado a una poblacion italiana
la principal fuente de exposicion para la poblacion es la ingesta, en la que alimentos como el
pescado, legumbres, cereales y dulces poseen las mayores concentraciones; entre 6,28 pg.kg™*
para el pescado hasta 12,20 pg.Kg? en legumbres. Finalmente la estimacién de ingesta diaria
rondaria los 10,36 pg/dia ° y se encontraria dentro del rango estimado por la EFSA, entre 10y 20
pg/dia. Cabe destacar, que aunque no exista un valor nutricional maximo para este elemento,
puesto que no se ha demostrado que sea necesario para los humanos, la FNB recomienda “un

nivel maximo de ingesta de 1,8 mg/dia en adultos™.®

En este trabajo se ha utilizado muestras de harinas de pescado, las cuales son generadas a partir
de los subproductos de pescado que no son destinados para consumo humano y que se originan
en ciertas industrias. De esta forma, las industrias pueden valorizar estos subproductos y darles
otras funciones. El principal uso de las harinas de pescado es en la alimentacion animal y acuicola
como piensos, en los que el principal producto es la proteina (harina) que constituye un 60-75 %,
ademés de incorporar un alto contenido en aminoacidos esenciales.” Ahora bien, el vanadio se
encuentra presente en estas y se puede considerar un mineral esencial minoritario, sin embargo,
determinados estudios relacionados con las dietas avicolas hablan sobre la presencia del vanadio
como contaminante en fosfatos de baja calidad presentes en los piensos.® Las primeras
investigaciones concluyeron que, para concentraciones de 10 ppm suministradas durante 7 dias
de alimentacion, la calidad de la albtimina en los huevos disminuia significativamente.® A demas,



otros trabajos demostraron que a niveles superiores de 15 pg.g? el vanadio generaba la
despigmentacion en el cascarén marrén de los huevos.

1.2. Técnicas analiticas para la determinacion de vanadio en alimentos

Las técnicas mas utilizadas para realizar determinaciones de vanadio en alimentos, agua y
muestras ambientales son ICP-MS, ICP-AES, ICP-OES, EAA-ET/llama o ASV. Sin embargo,
como se ha nombrado anteriormente, el vanadio se encuentra en cantidades de ultra traza en este
tipo de muestras por ellos es interesante hablar sobre técnicas de pre-concentracidén y métodos de
separacion. Dentro de estas técnicas podemos destacar un método actual de pre concentracion
“verde” que consiste en realizar una micro extraccion en fase liquida (LPME) dispersiva
utilizando disolventes eutécticos profundos (DES). Esta técnica se ve favorecida respecto a otras
debido a su simplicidad, sensibilidad, facilidad de andlisis, obtencién de un alto factor de pre
concentracion y menor consumo de disolventes organicos, ya que la mayor parte de disolventes
que se utilizaban anteriormente para las extracciones eran organicos y generaban mayores
problemas ambientales. La utilizacion de disolventes eutécticos profundos ha supuesto una
disminucién del envenenamiento sobre liquidos idnicos, asi como, una reduccion en la utilizacion
de sustancias toxicas que podrian causas efectos adversos en el medio ambiente. Esto se debe a
gue son formulados mediante combinaciones de dos a tres compuestos menos tdxicos y
economicos, entre los cuales uno de los mas utilizados es el cloruro de colina, interaccionando
entre ellos a través de asociaciones de hidrogeno. También es habitual aplicar ultrasonidos para
disgregar el disolvente en goticulas pequefias y finas para reducir los tiempos de extraccion y
aumentar la eficiencia.!**

Respecto a las técnicas empleadas para realizar el andlisis cuantitativo sobre alimentos
destacamos que, las principales técnicas utilizadas son la EAA-ET/llama y la utilizacion de ICP-
AES , aunque debido a las grandes ventajas que posee la técnica LIBS, se ha convertido en una
técnica utilizada en diferentes estudios para este tipo de analisis. 2341

1.3. Espectroscopia de descomposicion inducida por laser

La espectroscopia de descomposicion inducida por laser, LIBS, también conocida como
espectroscopia de plasma inducida por laser, LIPS es una técnica de analisis rapido sobre
cualquier estado de la materia: gas, liquido y solido. Su funcionamiento es bastante sencillo, sin
embargo, los procesos fisicos que ocurren debido a la interaccion entre el laser y la materia son
complejos. 2

Fundamentos. - Se trata de una técnica de emision atbmica que se fundamenta en la utilizacion
de una fuente l&ser pulsada que generalmente es un laser de Nd:YAG cuyo principal objetivo es
la focalizacion del haz laser hacia una muestra y la formacién de un plasma. Cuando se produce
la incidencia del haz con la materia gran parte de la radiacion es absorbida a través de su
interaccion con los electrones, dando lugar a un aumento de la temperatura y superando los calores
latentes de fusion, vaporizacion y finalmente la atomizacion.®® En otras palabras, debido a la alta
intensidad del flujo laser se produce la ablacion de una parte de la muestra (pluma) generando un
proceso de excitacion y la formacion de un plasma ablacionado en expansion que es un gas



parcialmente ionizado formado por electrones, iones, atomos, moléculas y particulas sélidas que
se encuentra a una temperatura entre 5.000 K y 20.000 K *2 debido a las colisiones electrénicas y
al aumento de las ionizaciones.

Una vez formado el plasma se expande a velocidades supersonicas generando ondas de choque
desde la superficie de la muestra hacia la atmdsfera del gas circulante. Transcurrido un tiempo, el
plasma comienza a enfriarse y a disminuir su velocidad de propagacién debido a procesos de
recombinacion y procesos donde los electrones son desacelerados debido a coques con el gas
circulante. Es entonces cuando se produce la transicion de los electrones desde el estado excitado
superior hasta el estado fundamental de menor energia. Este proceso recibe el nombre de
relajacion y es el responsable de la emision de radiacion que es recolectada por un monocromador
y analizada en un detector para poder obtener una determinacién de la composicion elemental de
la muestra gracias a la interpretacion de un espectro de emision.™

Caracteristicas. - Existe un estrecho vinculo entre esta técnica y las técnicas analiticas de
emision y espectroscopia de masas que utilizan plasma de acoplamiento inductivo. De hecho,
una de las ventajas que posee es su compatibilidad con otros métodos y otras técnicas de
analisis como LA-ICP-MS, LA-ICP-AES o LI-MS.*#

Ventajas:

- Lapreparacion de la muestra es minima y en ocasiones, nula. Por ello, hay una
escasa utilizacion de reactivos quimicos

- Se pueden realizar determinaciones tanto en muestras gaseosas, liquidas o
solidas

- Técnica que puede utilizarse en analisis remoto

- Amplia region espectral y adquisicion espectral simultanea

- Compatible con otros métodos y técnicas, lo que nos permite trabajar en
metodologia tandem

- Esunatécnica multivalente, es decir, posee capacidad de adaptarse a un amplio
namero de datos quimiométricos multivariados

- Permite realizar andlisis multielementales

- Simple, econémico y rapido

- Posibilidad de ser portétil y realizar mediciones in situ y a tiempo real

- No destructivo o estrictamente hablando, minimamente destructivo ya que al
ablacionar se genera un pequefio crater en la muestra

- Amplia variedad de aplicaciones

Inconvenientes:

- Interferencias espectrales y efecto matriz

- Bajo limite de deteccidn del orden de ppm en el rango de 0.029-0.59 ppm

- Limitada precision y exactitud

- Reproducibilidad tipica del orden de 5-20 % RSD por lo que en ocasiones es
necesario trabajar con patrones de referencia que son dificiles de encontrar en
segn qué analisis
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Instrumentacidn 1%

Laser Nd: YAG. - El laser es el componente responsable de la formacion del plasmay el mas
utilizado es el laser de estado sélido Nd: YAG, lo que significa que su material activo es un sélido,
un cristal transparente de itrio, aluminio y granate dopado con neodimio(Nd*®). Suele ir
acompafiado de un sistema de bombeo éptico como una ldmpara flash o de destello, generalmente
de Xe. La longitud de onda fundamental a la que trabaja es de 1064 nm, aungue se puede acortar
mediante técnicas de generacion de armonicos, reduciéndose asi a 532, 354.7 y 266 nm.

Espectrofotometro Echelle. - Existen varios tipos de espectrofotometros utilizados para esta
técnica como Czerny-Turner, Paschen-Runge y Echelle. En nuestro caso, nos vamos a centrar en
este Ultimo ya que va a ser el que tengamos en nuestro laboratorio. Los dos primeros se basan en
el uso de un solo elemento de dispersién como puede ser una rejilla de difraccidn holografica o
reglada. Son selectores de longitud de onda limitados en cuanto a resolucién y alcance espectral,
causando problemas en la deteccion ya que puede haber superposicion entre lineas y disminuyen
la capacidad de realizar andlisis multielemental. Para muestras con composicién no homogénea
es necesario una medicion simultanea del espectro Optico completo lo que puede lograrse
utilizando un espectrofotometro Echelle, espectrofotdmetro compacto que se caracteriza por
ofrecer al mismo tiempo un alto poder de resolucion (A/AX hasta 10.000 y superior) ademas de
una amplia gama de longitudes de onda (generalmente desde 200 a 1000 nm). En ellos, a
diferencia de los dos nombrados anteriormente, se utiliza dos elementos dispersivos; una rendija
gruesa con menos de 300 ranuras por milimetro con un angulo de incidencia significativamente
mayor gue los espectrofotometros convencionales y un segundo elemento de dispersion cruzada
que puede ser una rejilla o un prisma dispuesto a 90° respecto a la anterior rendija, utilizada para
evitar superposiciones en el plano focal de diferentes lineas espectrales. Se puede observar que
en los tres tipos se utilizan rejillas como elementos selectores de longitud de onda, aunque existen
también filtros 6pticos que realizan la misma funcién, pero su uso es menor.

Detector ICCD. - La funcion principal del detector es transformar la sefial Optica generada por
el espectrofotdmetro en una sefial eléctrica que pueda ser interpretada y registrada por un sistema
de procesamiento, como un ordenador. Podemos encontrar dispositivos CCD (Dispositivo de
captura de carga) y ICCD (Dispositivo de captura de carga intensificada). Se caracterizan por ser
circuitos integrados, anclados a una superficie de silicio que forma areas microscopicas sensibles
a la luz, llamados pixeles. En este trabajo se utiliza un detector ICCD debido a que abarca mayor
namero de pixeles (40.000 frente a los 3000-2500 que abarca el CCD) y por ello su resolucién
espacial es mucho mayor, permitiendo registrar simultdneamente multiples espectros.

Anélisis cuantitativo. - Es una técnica que permite realizar analisis multielementales rapidos,
in situ, con la que podemos realizar medidas cuantitativas utilizando desde los métodos
convencionales de calibracion hasta métodos més actuales como la Calibracién Libre de la que
se hablara mas adelante. Esto es posible debido a que la intensidad emitida por nuestro plasma es
proporcional a la abundancia de un elemento presente en la muestra, por tanto, analizando el
espectro de emision obtenido, observando la intensidad y la posicion de las lineas de emision,
podemos obtener informacidn sobre las especies quimicas que se encuentran en nuestra muestra.®
Sin embargo, nos encontramos ante dos inconvenientes importantes a tener en cuenta: En primer
lugar, cuando se quiere conocer la concentracion de una especie a partir de su curva de calibracién
es necesario la utilizacion de patrones, los cuales deben tener la misma matriz que la muestra y
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esto, en ocasiones, es dificil de encontrar especialmente en muestras sélidas, como es nuestro
caso.

El otro problema a tener en cuenta son las interferencias que se pueden dar, como la
autoabsorcion, la superposicion espectral y el efecto matriz. Para realizar un analisis con éxito es
conveniente eliminarlas o minimizarlas lo maximo posible. El efecto matriz es el mas importante
ya que, la relacion final que nosotros obtenemos al analizar el espectro y obtener la concentracion
de analito depende de la matriz en la que este nuestra muestra. Este efecto afecta a la interaccion
gue se produce entre el laser y la muestra, y podemos corregirlo usando una atmosfera de Argén,
evitando asi las interferencias producidas por el aire, mejorando la sensibilidad de las lineas de
transicion y el fendmeno de autoabsorcion. 1718 Otra solucién, es usando una técnica alternativa
a la calibracion convencional llamada Calibracion Libre, un enfoque sin calibracion, con la que
se evita la preparacion de materiales de referencia, disminuyendo asi los posibles efectos matriz
causados por estos.®

Calibracion libre?®. - Este tipo de calibracion (CF-LIBS) es una técnica alternativa desarrollada
en 1999 por Ciucci et al., %°. Los creadores propusieron que para poder llevar a cabo un algoritmo
consistente el cual nos permitiera realizar un estudio y una descripcion cuantitativa de los
espectros complejos, el plasma que se generaba tenia que cumplir una serie de requisitos, si no se
daban no se podria aplicar este método ?*. La patente del método se encuentra en el Anexo 1.

Utilizando este método los analisis cuantitativos se basan en la ley de distribucion de
Boltzmann (Ec.1) y la ecuacion de Saha (Ec.2), donde se consideran la densidad del nimero de
electrones, la concentracion de un elemento se calcula a partir de su altura maxima y aparecen
parametros relacionados con cada pico, como temperatura y densidad electronica.

Lsij Eg F Ny
In(———) = — +1n Ec.1
(Asijgsi) Kb+T (Us(T))
Ny _ @2mmK,T)*? 2 U{(T) e~ ESion/KbT Ec.2

e NT h3 uL(T)

Siendo: Isij la intensidad de la linea espectral (unidades arbitrarias), Asij la probabilidad de la transicion (s
1, gsi la degeneracion de la transicion, Es la energia del nivel superior de la transicién (e V), Kb la
Constante de Boltzmann (e V K1), F es un parametro instrumental, N; es la densidad electrénica emitida,
Us(T) es la funcién de particion, N'"'y N', corresponden a las densidades electronicas correspondientes a los
atomos (1) o a los iones (1) en cm™, Esion s el potencial de ionizacion (e V), mees la masa del electrén y h
es la constante de Planck (e V * s).

La ecuacion de Boltzmann se utiliza para calcular la temperatura del plasma, parametro muy
importante ya que la distribucion de poblacion en los niveles excitados va a depender de ella, por
ello es muy importante calcularla rigurosamente. Para ello, se realizan representaciones graficas
de las intensidades obtenidas y de la informacion espectral de diferentes energias de excitacion
emitidas por un mismo elemento. Idealmente, estas representaciones se tendrian que hacer para
todos los elementos distintos que se encuentran en la muestra y con todas las transiciones que se
producen, pero esto suele ser dificil. Aun asi, se aconseja utilizar el madximo nimero de elementos
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y sus correspondientes transiciones. Una vez obtenidas esas representaciones y realizada una
regresion linea de los puntos obtenidos para cada elemento, la pendiente obtenida nos
proporcionara el valor de la temperatura del plasma (Ec.3).

1

mz_Kb*T Ec.3

Otro parametro que se debe estimar, es la densidad electronica. Esta se calcula a partir del
ensanchamiento de Stark en las lineas de emision donde se toma generalmente la linea del
hidrdgeno, asumiendo que no existen otras fuentes de ensanchamiento o que estas pueden
compensarse.

Como se ha comentado anteriormente, para aplicar estas ecuaciones y este método, es
necesario gue se cumplan una serie de requisitos que son los siguientes:

El plasma debe encontrase en equilibrio local termodindmico (LTE) durante el tiempo en el
gue se realiza la media. Esto conlleva a que el plasma debe mantener sus propiedades
termodinamicas (temperatura y densidad electronica) sin que se produzca ninguna variacion.
Esto ocurre cuando se cumple el criterio de McWhirter.

No se debe producir autoabsorcién, es decir, las lineas espectrales incluidas en el célculo
deben ser dpticamente finas.

Plasma debe ser considerado una fuente homogénea.

La composicion del plasma debe ser lo suficientemente representativa de la composicién de
nuestra muestra, es decir, la ablacion debe ser “estequiométrica” para poder obtener resultados
fiables.

El criterio de McWhirter (Ec.4) establece el valor minimo de densidad electrénica en el plasma
necesario para que se cumpla el Equilibrio Local Termodinamico. Sin embargo, por si solo no es
suficiente para concluir que se cumpla y es necesario criterios adicionales, parametros como el
tiempo de relajacion y la variacién de la duracion del plasma. De esta forma, se puede conseguir
LTE, seleccionando un tiempo de delay y de medida éptimo.

N, >1,6+ 1012T/2AE3 Ec.4
Siendo: T (K) y AE (e V) la mayor energia de transicion.

Aplicaciones

Industria metallrgica. — En este tipo de industrias tiene gran importancia el analisis a nivel
industrial de aleaciones metélicas y las medidas in line de estas, se pueden realizar utilizando
LIBS que compite en este ambito con la técnica XRF. Generalmente, se utiliza LIBS cuando los
tiempos de medicidn son criticos, cuando las superficies estan corroidas o no son completamente
representativas de la composicion global de la aleacion o cuando no es posible realizarse un
analisis a corta distancia. %

Aerosoles. - Esta técnica es de gran utilidad en estos analisis debido a la naturaleza especifica del
plasma del LIBS, asi como la de las particulas de los aerosoles. Actualmente, es necesario
medirlos con alta precision y sensibilidad debido a los efectos adversos que suponen frente a la
salud humana y al medio ambiente.?

Aplicaciones espaciales. — Esta técnica se ha utilizado en misiones a la Luna, Venus y Marte,
cuyo principal objetivo era la determinacion geogquimica de la superficie planetaria debido, entre
otras cualidades, a que puede proporcionar informacion remota a una distancia de varios metros
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y de forma rapida con el uso de un Unico instrumento. A demas, el entorno espacial proporciona
grandes limitaciones para el uso de determinados instrumentos, por ello se necesita
instrumentacion robusta, que se pueda miniaturizar y automatizarse, caracteristicas que cumple
el LIBS. %

Aplicacion geoldgica. - Su principal aplicacion es en suelos. Sin embargo, son andlisis complejos

debido a la diversa composiciéon quimica que tienen, ya que podemos encontrar componentes
como minerales, materia organica, microorganismos, fésiles, aire y agua. Esta técnica se ha
aplicado, entre otras cosas, para la medicion de nutrientes, para realizar seguimientos on-line de
elementos contaminantes como el cromo o determinaciones de oligoelementos en muestras de
suelo volcanico.? El uso de esta técnica para la identificacion de suelos tiene un gran interés en
aplicaciones agricolas, ambientales y forenses.

Aplicaciones forenses. - La espectroscopia de descomposicion inducida por laser se ha utilizado
con éxito en analisis forenses de vidrio, pinturas, huellas dactilares, material biol6gico como pelo,
ufias 0 hueso debido a la minima preparacion de muestra que se necesita para su aplicacion, la
posibilidad de obtener informacion multielemental simultdneamente y su posibilidad de
aplicacion en tiempo real.?

Medioambiente. - En concreto, se ha utilizado esta técnica para realizar identificaciones
de polimeros ya que la peor consecuencia del consumo y fabricacién de los plasticos es su efecto
adverso y el deterioro del medioambiente, por ello es necesario realizar una buena identificacion
y clasificacion de los tipos de polimeros existentes. Es importante destacar, que al incidir con un
laser en estas muestras puede existir la perdida de informacion molecular debido a su alta
intensidad, por ello se suelen utilizar diferentes técnicas quimiométricas para solventarlo como
métodos de correlacién, método de coordenadas normalizadas, entre otros.?’

1.4. Objetivos

Busqueda bibliografica acerca del Vanadio en harinas de pescado, asi como de la propia
técnica que vamos a utilizar para realizar las determinaciones, LIBS.

Aprendizaje sobre el manejo de los equipos y la optimizacion de pardmetros instrumentales:
delay, tiempo de medida y la energia, ademas de realizar un estudio con Argdn para valorar si
obtenemos mejores resultados al utilizar atmosfera inerte.

Utilizar bases de datos como el NIST y softwares para el tratamiento de nuestros datos y
espectros con los cuales realizaremos un estudio espectral e identificaremos las lineas de emision
correspondientes al Vanadio.

Manejo de Calibracidn Libre, con la cual podremos obtener una composicion porcentual de la
composicion de nuestra muestra realizando un tratamiento de muestra muy simple y sencillo. A
continuacion, realizaremos unos ensayos variando el tiempo de medida, delay y energia, ademas
de realizar ensayos con y sin Argon.

Realizar un disefio factorial para obtener las mejores condiciones de los parametros por las
cuales la relacion sefial-ruido se vea lo mas minimizada posible.

Analizar las muestras con las condiciones dptimas mediante CL-LIBS.
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2. Experimental

2.1. Muestras analizadas

Harinas de pescado procedentes de una empresa de Manta (Ecuador). Estos subproductos son
transformados en harinas por esta empresa para finalmente ser utilizadas como piensos. La
muestra ha estado conservada entre 5-6°C en el departamento de Quimica Analitica de la
Universidad de Zaragoza (Espafia).?

2.2. Instrumentacién y software

Laser de Nd:YAG Q-switched (Brilliant Quantel Ultra CFR) cuyas caracteristicas son: Longitud
de onda 1024 nm, energia maxima de 50 mJ por pulso y una duracion de pulso de 8 ns. La entrada
de la fibra Optica, junto con una entrada para introducir argén, se encuentra dentro de una camara
de muestras junto al portamuestras. La fibra dptica se encuentra conectada a un espectrémetro
Echelle (Andor Mechelle ME5000, 195 mm de distancia focal, F/7,1/A1 5000). Este dispone de
un detector ICCD (Andor iStar DH734, 1024*1024 pixeles 13.6 *13.6 um? por pixel, 18 mm de
diametro de intensificador). Se utilizd un puntero laser para ayudar a alinear la fibra, como una
lampara de argon-mercurio (Ocean Optics, HG-1,Hg-Ar lines 253-922 nm) para la calibracion de
detector. Todo ello se muestra de forma esquemaética en la Figura 1.

Los programas a utilizar son Origin 2019B de Origen Labs, Matlab y LIBS ++

Sistema de bombeo , EsWro Echelle
— Gatillo de disparo \

Fig. 1. Instrumentacion utilizada para la determinacion
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2.3. Procedimiento

Preparacion de la muestra. - Se tomé aproximadamente 0.25 gramos de harina de pescado,
solido disgregado en pequefias particulas, y se prepar6 una pastilla utilizando una prensa
hidraulica manual (Perkin Elmer, Modelo: B0062566) tomando la pesada e introduciéndola en un
molde circular, el cual se somete a una presion de 10*10* N durante 2 minutos. Una vez
trascurrido el tiempo, se quita la presion y se separa la pastilla ya formada del molde. Finalmente,
se observa gque no exista ninguna grieta en ella y estos pasos se repitieron hasta generar 25
pastillas. En la Tabla 1 se indica el nimero de pastillas que se utiliza en cada ensayo y que tipo
de ensayo se realiza y en la Figura 2 se puede observar las pastillas utilizadas y la prensa.

Tabla 1. Finalidad y nimero de muestras preparadas.

N° Muestras Finalidad
6 Estudio con atmdsfera inerte ( uso de Argon)
6 Estudio de los pardmetros a optimizar ( delay, tiempo de medida y energia)
13 Estudio del disefio factorial

2%

Fig. 2. Prensa hidraulica (Fig.2a) y pastillas generadas a partir de esta (Fig.2b)

Fig.2a

Optimizacion de los parametros 2°.- En primer lugar, vamos a realizar seis estudios variando
parametros instrumentales como el delay, el tiempo de medida y la energia del pulso con el fin de
realizar una prediccion de ellos. Se estudian estos parametros debido a que:

i) Delay o tiempo de retraso en la lectura se define como el tiempo que transcurre desde que
se origina el disparo hasta que la sefial llega al detector, es importante optimizarlo ya que a
tiempos bajos nuestro analito puede no haber emitido todavia o lo ha hecho pero de forma débil
y por tanto no podremos identificarlo, ademas como ya sabemos el plasma puede pasar por
diferentes etapas y al inicio de su formacion este posee mucha energia y elevada temperatura
englobando gran cantidad de 4&tomos excitados y su densidad electrénica es muy alta (> 108 cm-
b, por ello al inicio existirin muchas especies que estaran emitiendo a lo largo del espectro,
generandose asi un continuo, sefial intensa y continua que no nos servira para las determinaciones.
También para tiempos muy largos para los cuales el plasma se expande y ha perdido temperatura
como consecuencia de que las especies han vuelto a su estado fundamental, tampoco nos sera Util
ya que obtendremos sefiales poco intensas.
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ii) La energia es importante, ya que cuanto mayor sea mayor proporcion de muestra se
ablaciona. De esta forma, el plasma que se genera es mas energeético y las sefiales que obtengamos
seran mas intensas, por este motivo, para analitos que se encuentren en bajas cantidades o
elementos trazas es recomendado utilizar energias elevadas.

iii) El tiempo de medida, es tiempo durante el cual se produce la medida, es decir, el tiempo
durante el cual la fibra Optica esta capturando la emision del plasma generado. Este pardmetro
esta estrechamente relacionado con el ruido de fondo, por ello hay que buscar un valor en el cuél
podamos obtener sefiales con una intensidad relativamente buena y con el menor ruido de fondo
posible.

Antes de realizar los experimentos es importante comprobar que el detector se encuentra a -20
OC. Ademas, se debe calibrar el detector utilizando la lampara de Hg:Ar y se debe alinear la fibra
Optica con el disparo con la ayuda del punto laser. Una vez que se realizan estos pasos podemos
comenzar. Para ellos se realizaron 6 experimentos con diferentes valores en los parametros
comentados anteriormente, como se observa en la Tabla 2, destacando que trabajamos con un
numero de acumulaciones fija para todos ellos, 10 acumulaciones.

Tabla 2. Parametros instrumentales empleados para la optimizacion.

Pardmetros a optimizar
N2 Experimento Energia Delay Tiempo de medida
1 8,5 1000 2000
2 9,5 500 2000
3 9,5 1000 2000
4 9,5 1000 5000
5 9,5 3000 2000
6 9,5 5000 2000

Se estudiaron los espectros, en los cuales se comparo la longitud de onda a la cual salia nuestro
analito con las lineas espectrales de emision que aparecen en la base de datos del NIST para asi
poder elegir las mejores condiciones en las que el pico correspondiente a nuestro analito sea lo
mas fino posible, exista buena relacién sefial-ruido y minimicemos las interferencias causadas por
otras sefiales cercanas a este. Las lineas espectrales elegidas para el estudio fueron las que
aparecen en la Tabla 3.

Tabla 3. Longitudes de onda correspondientes al vanadio para su estado fundamental (I) y su
primera ionizacion (I1)

Elemento Vi \YA| VI
A (nm) 439,5 370,3 268,8

En segundo lugar, se realiza un estudio para determinar si el uso de atmdsfera inerte, utilizando
argon, mejora nuestros experimentos. Para ellos se realizan seis pruebas, una de ellas sin Ary
cinco con Ar, pero en todas ellas se establecen los mismos valores de energia, delay y tiempo de
medida (9.5 J, 500 ns y 2000 ns) cambiando Unicamente las acumulaciones en la Gltima prueba
como se recoge en la Tabla 4.
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Tabla 4. Parametros utilizados para el estudio dela muestra con atmosfera inerte.

N° Experimento Argdén  Acumulaciones
1 No 40
2 Si 40
3 Si 40
4 Si 40
5 Si 40
6 Si 80

Por altimo, se realiza un disefio factorial con el objetivo de construir un modelo capaz de
predecir las mejores condiciones instrumentales para dar la mejor respuesta posible. En este, se
realiza una optimizacion que corresponde a la optimizacion de cada sefial/ruido de fondo para
cada una de las sefiales que estoy utilizando con el objetivo de buscar, utilizando una matriz, los
coeficientes de cada variable teniendo en cuenta la interaccion entre variables, en mi caso,
Gnicamente optimizamos las variables del delay y el tiempo de medida ya que la energia debe ser
elevada porque las lineas espectrales del vanadio solo se ven con valores elevados debido a que
esta presente en la muestra a muy bajas concentraciones. También se suele utilizar este tipo de
disefios cuando tenemos pocos experimentos ya gque nos permite tener un rango amplio de
condiciones con las que poder trabajar.

El nimero de experimentos y las condiciones que se han elegido aparecen en la Tabla 5y son
las siguientes. Se realizaron trece experimentos, los cuatro primeros corresponderan a condiciones
propias de un disefio factorial convencional (para un disefio factorial convencional, se utilizan 2"
experimentos, siendo n el nimero de variables a optimizar) y se encuentran normalizados entre 1
y -1, los cinco siguientes corresponden a las condiciones referentes a puntos centrales, es decir,
estas condiciones son una media entre los valores mas bajos y mas altos de los dos parametros y
se encuentran normalizados en 0, y finalmente los cuatro Ultimos, son condiciones que
corresponden a los puntos mas extremos, llamados puntos estrella, que se encuentran
normalizados siguiendo la ecuacion 5. La normalizacion se realiza Gnicamente para obtener
valores mas manipulables y menos complejos.

(Vr —Vpc) Ec5
Vmax — Vmin

FRax S,

Vn(estrella) =

Siendo: Vr=Valor de la variable

Vpc=Valor punto central
Vmax= Valor maximo, Vmin= Valor minimo
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Tabla 5. Disefio factorial realizado para la optimizacion

_ Delay time (ns) Gate width (ns) Energy (mJ)
Experimento Real Normalizado Real Normalizado Real  Normalizado

1 500 -1 1000 -1

2 500 -1 3000 1

3 1500 1 1000 -1

4 1500 1 3000 1

5 1000 0 2000 0

6 1000 0 2000 0

7 1000 0 2000 0

8 1000 0 2000 0

9 1000 0 2000 0

10 293 -1,4142 2000 0

11 1707 1,4142 2000 0

12 1000 0 586 -1,4142

13 1000 0 3414 1,4142

Una vez elegidos los experimentos y sus condiciones, pasamos a evaluar la relacion sefial-
ruido (SNR) de cada experimento para determinados picos correspondientes a las especies que
aparecen en la Tabla 3, anteriormente descrita. Para realizar esta evaluacion utilizaremos el
programa MATLAB que nos calcula la SNR para cada linea, para ello es importante transformar
la longitud de onda de nandmetros a pixeles ya que este programa trabaja asi, una vez realizado,
buscamos estos pixeles en el programa ajustando dos o tres pixeles por arriba y por abajo del pico
y asi obtenemos de cada experimento y para cada elemento que estamos estudiando, su relacion
sefia-ruido.

A continuacion, calculamos la deseabilidad individual, normalizacién de todos los valores
obtenidos, que va a estar entre 0 y 1 para luego poder elegir solo una condicion, un experimento,
el que mejor relacion sefial-ruido nos dé. Para esto, en primero lugar obtenemos para cada sefial
que hemos analizado el valor maximo y el valor minimo obtenidos y en segundo lugar, aplicando
la ecuacién 6 calculamos la deseabilidad individual (D.I).

_ (Vexp — Vmin)
b.r= (Vmax — Vmin) Ec.6

Siendo: Vexp=Valor de SNR de cada experimento para el correspondiente elemento
Vmin=Valor minimo obtenido para ese elemento en todos los experimentos
Vmax=Valor maximo obtenido para ese elemento en todos los experimentos

Al observar los valores obtenidos, idealmente tendriamos que tener un valor normalizado igual
a uno para todos los elementos en un mismo experimento, pero si no fuera asi debemos calcular
la deseabilidad global, promedio de los valores obtenidos de deseabilidad individual de cada
experimento, para poder elegir un Unico experimento y aplicarlo finalmente para realizar la
determinacion cuantitativa del vanadio que se explicara a continuacion.

Determinacién de vanadio en harina de pescado mediante CL-LIBS

El procedimiento que se seguiria para realizar la determinacién de vanadio en nuestra
muestra seria la combinacién del LIBS junto a la calibracion libre (CF-LIBS), para ello los pasos
que habria que realizar serian los siguientes:

i) Obtencidn de los espectros. Para ello con los pardmetros instrumentales optimizados, se
dispara a nuestras muestras, en la cual lo ideal es que estos disparos se repartan uniformemente
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por toda la pastilla y asi cubran la mayor superficie posible. Una vez que se realizan los disparos,
se recogen los espectros utilizando el programa LIBS ++, con el cual podemos abrir espectros
individuales o seleccionar varios y el programa nos da el espectro promedio.

ii) Correccion del desplazamiento. En general una vez que abrimos los espectros en el
programa suelen estar desplazados entre 0.5 y 1 nm aproximadamente, por ello buscamos una
sefial conocida en el espectro y ordenamos al programa que esa sefial tenga la misma longitud de
onda que la que obtenemos de la base de datos del NIST y el programa nos desplaza el espectro
en base a esa diferencia de sefiales.

iii) Identificacion de la mayor parte de sefiales posibles en el espectro. Para realizarlo
podemos empezar de izquierda a derecha en nuestro espectro o eligiendo primero las sefiales con
mayor intensidad e ir afinando las de menor intensidad después. Cabe destacar, que es un trabajo
laborioso ya que hay que realizar esta accion para cada una de las sefiales en todos los espectros
obtenidos, tanto de las lineas correspondientes al estado fundamental como las de la primera
ionizacion. También es importante tener una idea a priori de la composicion de la mezcla ya que
nos servira para elegir adecuadamente que elemento corresponde a cada linea.

iv) Integracién de los picos obtenidos. Una vez identificadas todas las sefiales con su
correspondiente elemento, pasamos a integrar los picos y asi saber su intensidad, para ello
debemos cuadrarlo bien para que este quede solo y el propio programa nos calcula su intensidad
y su anchura.

v) Célculo de la densidad electrénica y resolucién de ecuacion Saha-Boltzmann. Llegados
a este punto, a partir de la anchura de la sefial de hidrogeno a 656.28 nm el software calcula la
densidad electrénica correspondiente. A continuacion, genera una representacion grafica donde
se representa In((I/gk/Aki)) frente a Ei+Ek donde se observan las rectas correspondientes a cada
elemento que tenemos en nuestra muestra. A partir de su pendiente podemos calcular la
temperatura del plasma, pero el propio programa nos la da directamente. En este paso, podemos
seleccionar o desechar algunas lineas. Lo ideal es que la temperatura que sale para cada linea de
cada elemento sea parecida entre ellos y por tanto que el valor de sus pendientes también sea lo
mas parecido, por ello un paso fundamental es realizar un estudio de lineas en el cual observando
los puntos que tengamos podamos quitar aquellos en los que ha podido haber autoabsorcion o que
estén desplazados.

vi) Resultados de composicion. Una vez obtenidos los parametros de densidad electrénica y

temperatura del plasma, el software nos genera un diagrama de composicién, donde se representa
la composicion de nuestra muestra en porcentaje en masa para cada elemento.
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3. Resultados y discusion

3.1. Optimizacion de los parametros

En primer lugar, se realiza una prediccion de los pardmetros; energia de pulso, tiempo de delay y
tiempo de medida con las condiciones explicadas en el apartado dos. Los mejores resultados los
obtenemos con las condiciones del experimento nimero dos; Energia 9.5, Delay 500 ns, Tiempo

de medida 2000 ns.

En segundo lugar, seleccionando los valores de los pardmetros anteriores y se realiza el estudio
con atmosfera inerte y sin ella obteniendo mejores resultados con el experimento ndmero seis;
utilizando argon y al disparar con ochenta acumulaciones. Esto lo podemos observar en la Figura
3 donde se muestran distintos espectros donde comparamos, en primer lugar, la utilizacion del
argén observando la intensidad obtenida para las distintas lineas de emision del vanadio a
diferentes longitudes de onda. Y, en segundo lugar, realizamos una comparacion entre un valor
de acumulacion de cuarenta frente a una acumulacion de ochenta.
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Fig. 3. Comparacion de espectros utilizando argon para V | a 370.7 nm (Fig.3a), V 1 a 439.5 nm (Fig.3b) y

variando las acumulaciones (Fig.3c)
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Finalmente se lleva a cabo el disefio factorial. Al realizar este disefio obtenemos la relacion SNR

para cada elemento, asi como su valor maximo y minimo, descritos en la Tabla 6.

Tabla 6. VValores de SNR obtenidos en el disefio factorial

Relacién sefial-fondo

Exp. Vi Vi VI
1 1,1175 1,1289 1,3938
2 1,0888 1,0927 1,3397
3 1,1807 1,1947 2,2304
4 1,1412 1,2276 1,3919
5 1,0457 1,0943 2,5974
6 1,1153 1,2466 1,834
7 1,0941 1,1539 2,1256
8 1,1012 1,2074 1,7153
9 1,0995 1,1729 3,0831
10 1,0672 1,058 1,2101
11 1,1437 1,4527 5,2061
12 1,0980 1,1497 2,7683
13 1,0508 1,1467 2,6138

Max 1,1807 1,4527 5,2061

Min 1,0457 1,058 1,2101

Al obtener estos datos, se calcula la deseabilidad individual obteniendo los resultados que
aparecen en la Tabla 7, donde se observa que el mejor experimento que nos proporciona mejor
sefial-ruido, el que tenga el valor igual a uno, no es el mismo para los tres elementos analizados,

por ellos, para poder elegir un Gnico experimento es necesario calcular la deseabilidad global.

Tabla 7. Resultados obtenidos de la deseabilidad individual y global.

Deseabilidad individual

Deseabilidad global

EXp. V 1439,5 V1370,3 V 11 268,8
1 0,531851852 | 0,179630099 | 0,045970971
2 0,319259259 | 0,087914872 | 0,032432432
3 1 0,346338992 | 0,25533033
4 0,707407407 | 0,429693438 | 0,045495495
5 0 0,091968584 | 0,347172172
6 0,515555556 |0,477831264 |0,156131131
7 0,358518519 | 0,242969344 | 0,229104104
8 0,411111111 | 0,378515328 | 0,126426426
9 0,398518519 | 0,29110717 |0,468718719
10 0,159259259 0 0

11 0,725925926 1 1

12 0,387407407 | 0,232328351| 0,38993994
13 0,037777778 | 0,224727641| 0,351276276

0,252484307
0,146535521
0,533889774
0,39419878

0,146380252
0,38317265

0,276863989
0,305350955
0,386114802
0,05308642

0,908641975
0,336558566
0,204593898
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Con los valores ya calculados de la deseabilidad global, escogemos el que mayor valor tenga, en
este caso el experimento nimero once (0.9086), seguido del experimento ndmero tres (0.5339).
Si nos fijamos en las condiciones de ambos, son los que mayor tiempo de delay tienen (1707 ns
y 1500 ns, respectivamente). Por otro lado, el experimento nimero diez es el que peor
deseabilidad global nos da, teniendo el menor tiempo de delay de todos los experimentos.

Por ello, podemos afirmar que las condiciones éptimas seran altos tiempos de delay, ademas de
tiempos bajos de medida ya que, si nos fijamos en el experimento tres y cuatro donde para un
mismo valor de delay tenemos distintos tiempos de medida, en el tres con tiempos de medida mas
bajos obtenemos mejor valor de deseabilidad global. Por ello, podriamos emplear tanto las
condiciones de optimizacién del experimento tres como las del once. Para ilustrar estos resultados
podemos fijarnos en los espectros de la figura 4, en ellos se compara la intensidad de los picos
obtenida al realizar el experimento nimero tres y once donde se observa que para la linea espectral
correspondiente al V I a 370,3 nm es mucho mas clara y no se solapa con ningln otro pico al
utilizar el experimento nimero once, sin embargo, para el V | correspondiente a 439, 5 nm ocurre
lo contrario, las condiciones 6ptimas serian las del experimento tres debido a que nos proporciona
mayor intensidad y ademas el pico se observa con claridad y no se tumba. Para finalizar, se puede
observar también que para el pico correspondiente al V 1l a 268,8 nm podriamos utilizar ambos
experimentos ya que los picos obtenidos para cada experimento son similares.
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Fig. 4. Comparacion entre VV 1 a 370,3 nm (Fig.4a), V 1 a439,5 nm (Fig.4b) y V 1l a 268,8 nm (Fig.4c) para

distintos experimentos realizados en el disefio factorial
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4. Conclusiones

De acuerdo con el trabajo realizado y los objetivos planteados se puede concluir que:

1. El uso de argon nos permite disminuir el efecto matriz y nos proporciona mayor
intensidad en las sefiales, lo que nos permite realizar una mejor identificacion para el vanadio.

2. Al realizar el disefio factorial se han optimizado los siguientes pardmetros instrumentales,
de acuerdo a la SNR mas favorable: Tiempo de delay y tiempo de medida.

Los resultados éptimos fueron:

Energia de pulso Tiempo de delay (ns) | Tiempo de medida (ns)
9,5 1500 1000
9,5 1707 2000

3. Podemos concluir que las mejores condiciones experimentales para realizar este analisis
son tiempos altos de delay y tiempos de medida bajos. Por otro lado, la energia de pulso que se
utiliza tiene que ser elevada ya que nuestro analito se encuentra en niveles de traza.

4. El uso de la calibracién libre es fundamental ya que al trabajar con muestras sélidas nos
hemos encontrando ante el problema de no disponer de patrones de referencia para las harinas
de pescado, ademas de esta ventaja, también mejora los problemas relacionados con el efecto
matriz.
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57 ABSTRACT

A method based on the LIBS technique is described, which
allows to determine, without calibration of the measurement
system, the concentration of atomic components in solid,
liquid and aerial samples. The method comprises: (a) obtain-
ing the plasma temperature (T) of at least one species of the
emitted radiation; (b) determining the partition function U
(T) of each species of the emitted radiation at the plasma
temperature; (c¢) calculating the concentration value of each
species once deducted an experimental factor (F); (d) cal-
culating the concentration value of each non-individuated
species by Saha equation; (¢) calculating the concentration
of atomic components as sum of the corresponding species
concentrations; (f) measurement of the concentration of
components by eliminating the experimental factor through
normalization.
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ANEXO 2. Reciente publicacién sobre analisis de alimentos mediante LIBS, del grupo Quimica
y Medio Ambiente (LIBS)

APPLIED SPECTROSCOPY REVIEWS e Taylor & Francis
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Rapidly growing trends in laser-induced breakdown
spectroscopy for food analysis

Abrahan Velésquez-Fem’na’b, Diego Victor Babos™¢, César Marina-Montes®, and
JesUs Anzano®

3Laser Laboratory, Chemistry & Environment Group, Faculty of Sciences, Department of Analytical
Chemistry, University of Zaragoza, Zaragoza, Spain; "Faculty of Agricultural Sciences, Universidad Laica
Eloy Alfaro de Manabi, Manta, Ecuador; “Group of Applied Instrumental Analysis, Department of
Chemistry, Federal University of Sao Carlos, Sao Carlos, Brazil

ABSTRACT KEYWORDS
Laser-induced breakdown spectroscopy (LIBS) is a simple, rapid, and  Laser-induced breakdown
sensitive analytical technique that has been employed in a number spectroscopy; food
of scientific disciplines (e.g., chemistry, physics, geology, engineering, ald““,?,'at',on".fc"’d
material science, polymer science, environmental science, and metal- :CZS;:C'CtZtC'E:’i;S:;UO'
lurgy) for almost two decades. LIBS became vastly popular in indus-

try, especially in steel, automobile, and aircraft manufacturing due to

the availability of portable instruments and rapid analysis. As the

technique can be employed for simultaneously analyzing both light

and heavy elements, LIBS has attracted global attention for its food

analysis capabilities to characterize micronutrients, essential constitu-

ents, and toxicants present in food items. No other technique pro-

vides such comprehensive analytical data in a short period of time

without any substantial sample treatment. This paper reviews appli-

cations of LIBS for food analysis in recent years and discusses its

potential to advance the characterization of components in food.
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ANEXO 3. Normas especificas y hoja de compromiso en el laboratorio laser.
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o L Departamento de

ARE  Quimica Analitica

T Universidad Zaragoza
L T T —— ero)i ) D] | A
matriculado en el Grado/Maister/Doctorado de.............oo en la asignatura
decn, he sido informado(a) y soy conocedor(a) del contenido del documento

“ldseres: riesgos en su wrilizacian”, he realizado el curso “on line” de seguridad ldser

facilitado por el laboratorio liser de la Universidad de Zaragoza y me comprometo a

o

cumplir las normas de trabajo y seguridad que se me indican:

Avisar al responsable del laboratorio de que se va a utilizar un equipo laser.

Me comprometo a leer toda la informacion que se me facilite de seguridad laser.
Conectar la luz de visualizacion de funcionamiento laser en la puerta del laboratorio.
Prestar especial atencion al alto voltaje del equipamiento electro-optico del laboratorio.
Utilizar siempre gafas especiales dependiendo de la longitud de onda del laser.
Proteger las manos con guantes especiales.

Apagar el teléfono cuando se trabaja con el laser.

Ubicar al laser de manera que ¢l haz no esté a la altura de los ojos,

Nunca alinear el haz usando el ojo.

LLos blancos donde se dirija el haz deberian ser de un material absorbente de luz, para
prevenir reflexiones.

No usar cadenas, relojes u objetos que puedan reflejar un haz indeseadamente,
Consultar a un oftalmologo si nota que su ojo ve una "imagen fantasma” en la retina.

Evitar a "curiosos” en la zona de trabajo.

Por lo que firmo la presente en Zaragoza, a de 2017.

Firma de la alumna
Firma del alumno
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