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5.1. Contexto:

La realizacidon de este proyecto se ha basado en la técnica de espectroscopia de
plasma inducido por laser, designado habitualmente como LIBS (Laser-Induced
Breakdown Spectroscopy). Se emplea para el andlisis rapido de elementos en muestras
gue se encuentren en estado sélido, liquido o gaseoso.

Historicamente, la espectroscopia hacia referencia al uso de la luz visible
dispersada a través de un prisma de acuerdo a su longitud de onda. Asi fue empleada
por Isaac Newton como parte de sus experimentos dpticos en 1666, cuando construyé
un instrumento que inducia la dispersion del rayo de luz en un espectro de colores
continuo. Este primer andlisis de la luz fue el comienzo de la ciencia de la
espectroscopia.

Actualmente es una técnica que utiliza la interaccion de una muestra con
componentes de diferentes frecuencias del espectro electromagnético para realizar un
analisis de la composicion de la materia. Este analisis se basa en la emision atéomica
gue se recoge, a través de fibra dptica, del plasma producido por la muestra en su
interaccion con la luz.

A pesar de su simple operacion y versatilidad, LIBS continua en estudio y
desarrollo.

Para entender la técnica y el proceso llevado a cabo para la realizacion del
proyecto, es necesario conocer el proceso de formacién del plasma.

El plasma es el cuarto estado de agregacidon de la materia, que podriamos ubicar
entre el gaseoso y el fluido. En este estado, las particulas estan cargadas
eléctricamente y no poseen equilibrio electromagnético. Se forma como respuesta a la
interaccion de un pulso corto de laser con la suficiente densidad de energia. Cabe
destacar que se puede lograr tanto en muestras sélidas, como liquidas o gaseosas.

Se distinguen tres etapas principales en su formacion:

° Ruptura de enlaces e inicio del plasma: se rompen los enlaces entre las
moléculas del material y se crea el plasma.

° Expansion: Momento 6ptimo de captura del espectro para observar los
picos de los distintos elementos en ciertas longitudes de onda.

° Enfriamiento: En esta ultima, capturable fijando un mayor retraso entre
el disparo del laser y la captura del espectro, aparecen unas emisiones
mas "difusas" correspondientes a emisiones moleculares.
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5.2. Motivacion:

La motivacion general para la realizacidon del proyecto se ha basado en el interés
por la fotdnica, despertado por la asignatura “Comunicaciones Opticas”: Un primer
contacto con la luz, concebida como un recurso fundamental para las comunicaciones,
gue nos ha permitido interiorizar conceptos hasta el momento abstractos. A pesar de
ser actualmente la base de la transmisidn de informacién en las redes por cable, en mi
opinidn un aspecto clave para cualquier ingeniero de telecomunicacion, es un tema
apenas profundizado en el grado. Es este estudio de las caracteristicas de la luz, y su
comportamiento en las diferentes longitudes de onda, el que genera el interés por
descubrir aun mas posibilidades de la luz y profundizar en un tema practicamente
nuevo hasta el momento. Concibo, por tanto, este proyecto mas como una ampliacion
a los conocimientos del grado que como una profundizacion de los mismos.

La posibilidad de determinar la composicion de un material en funcién de la
respuesta a su interaccién con la luz y la oportunidad de realizar medidas en un
laboratorio dotado con equipos potentes y actuales, determina la eleccidon del tema
entorno al que gira este proyecto.

Por otro lado, y para abordar una aplicacidén especifica, una noticia sobre el déficit
de magnesio en el suelo espafiol y su repercusion directa en la salud de la poblacién
[2], fue elegida como punto de partida en la investigacion sobre el tema.

5.3. Objetivos:

El objetivo principal de este proyecto es la ampliacion de conocimientos de
fotdnica y, mas concretamente, de la técnica LIBS para determinar la composicion de
la materia organica. A través del estudio de los espectros recogidos de la interaccion
del haz de laser con la patata, se pretende analizar el contenido de magnesio de la
misma.

Por otra parte, el desarrollo de los conocimientos de la herramienta Matlab para
llegar hasta las conclusiones del proyecto y enfocarlo mas hacia el area de las
telecomunicaciones.

° Se desea implementar un algoritmo que logre la maxima eliminacion
posible del ruido de fondo, o background. De esta forma se pretende que
las intensidades de los picos de elementos que aparecen en los espectros
(eje Y), se midan en relacidon a un background fijo y no al punto cero del
eje. Asi, obtendremos unos valores de intensidad mas fiables e
independientes de la fluctuacion del plasma, que en ocasiones genera
niveles altos de ruido en ciertas partes del espectro.
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5.4. Estructura del proyecto:

Después de hacer una breve visién general del estado del arte de la técnica LIBS y
su aplicacion en la identificacion de nutrientes, esta memoria se divide en los
siguientes capitulos:

° Capitulo I: Planteamiento del problema:
En este capitulo se plantean y explican tanto la base de la aplicacion del
proyecto: el déficit de magnesio en los suelos de Espafia, como el proceso
seguido para el desarrollo de este proyecto.

° Capitulo II: Implementacién:
Breve explicacion del montaje usado para el analisis, especificando las
caracteristicas de los equipos empleados. Se incluye ademas un esquema
del montaje.

° Capitulo Ill: Matlab:
Trabajo desarrollado en la herramienta Matlab. Implementacion de una
funcidn para quitar el background y obtener una intensidad de pico que
no dependa de éste. Asi lograr una comparacién de ratios mas real.

° Capitulo IV: Medidas:
Se explican tanto las primeras medidas, que supusieron una busqueda de
las condiciones experimentales dptimas, como las medidas definitivas,
gue sirvieron para catalogar los espectros y llegar a las conclusiones
finales.

° Capitulo V: Resultados:
Se exponen en este capitulo los resultados de las medidas definitivas tras
el andlisis de los espectros con la herramienta Matlab. Estos se presentan
de forma objetiva, sin entrar en las conclusiones que pudieran derivarse
de su interpretacion.

° Conclusiones:
Por un lado, se enuncian las conclusiones finales, no sélo de las medidas
en particular, sino también del proyecto en general. Ademas, se enuncian
las posibles lineas futuras de trabajo a partir de este proyecto.
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A pesar de que la técnica LIBS es relativamente reciente, con el desarrollo de la
tecnologia, y mas concretamente los laseres, la publicacién de articulos y patentes ha
tenido un fuerte aumento en los ultimos afios.

La técnica LIBS fue empleada por primera vez en 1963. Sin embargo, no fue hasta
1980 cuando, gracias a los laseres confiables en particular y al desarrollo instrumental
en general, se produjo un aumento considerable de estudios tedricos y diagndsticos
LIBS. Podemos observar este crecimiento en la Figura 0.1. [1].
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Figura 0.1.: Articulos publicados sobre LIBS

Actualmente encontramos muchas aplicaciones de la espectroscopia de plasma
inducido por laser gracias a su capacidad de analisis rapido, in situ y multielemental de
cualquier tipo de muestra. Algunos ejemplos se detallan a continuacién:

° Arqueologia: Determinar la composicion de un mineral, una roca o un
fdsil, en ocasiones supone laboriosos trabajos de laboratorio que abarcan
largos periodos de tiempo para que la muestra reaccione a determinados
compuestos. Gracias a LIBS, se puede determinar la composicién del
material y aproximar la cantidad de cada componente en un corto
periodo de tiempo. De esta forma se puede incluso estimar la fecha de la
muestra o el proceso dptimo de restauracion.
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° Pintura: De la misma forma, gracias a LIBS se puede aclarar la
autenticidad de una determinada obra, en funcion de si los pigmentos
empleados datan de la época.

° Medicina: LIBS también ha sido ampliamente utilizado en el campo de la
medicina en aplicaciones como el analisis de tejidos para determinar la
presencia de tumores, la deteccion de anomalias en la vena aorta [3] o el
estudio de la composicion de la cérnea de un ojo de bovino [4].

° Soldadura: monitorizacion y control del proceso de soldadura para evitar,
en la medida de lo posible y en las aplicaciones que se pueda, estos
costosos procedimientos de certificacién de calidad a posteriori [5].

Mas relacionado con este proyecto, se han publicado en los ultimos afios articulos
sobre el estudio de la composicién de muestras orgdnicas mediante la técnica LIBS. Se
destaca a continuacidn la investigacién llevada a cabo de los mas relevantes:

° Determinacién de elementos nutritivos en hojas de naranja [6].
° Deteccion rapida de metales pesados en frutas [7].
° Caracterizacion del plasma inducido en carne de patatas [8].

° Caracterizacion de los componentes principales en tejidos de papa [9].

° Medidas comparativas de elementos minerales en leche en polvo
mediante LIBS y espectroscopia de emisién atémica en plasma inducido
[10].

° Evaluacién de la concentracion de elementos menores en patatas usando
LIBS [11].

° Investigacion de plasmas producidos por ablacién laser usando pulsos

simples y dobles en el analisis de comida. Demostrado con pruebas en
piel de patatas [12].

° Aplicaciones bioldgicas del andlisis de trazas de elementos mediante la
técnica LIBS [13].

° Andlisis de trazas de elementos en vegetales frescos usando LIBS
ultravioleta con pulsos de nanosegundos [14].

° Trazado de acumulacion principal de magnesio y cobre en tejidos de
plantas mediante LIBS y espectroscopia inductiva de ablacién laser en
masa de plasma [15].
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Gracias a estos articulos se ha creado una hoja de calculo en Excel en donde se
recogen todas las longitudes de onda que tienen elementos reportados, asi como el
numero de veces que se han citado. Aplicando filtros podemos ordenar el espectro y
obtener las longitudes donde aparecen elementos, asi como buscar todas las
longitudes en las que aparece un elemento especifico. De esta forma se han podido
identificar algunos picos que, por la resolucion del espectro en ventana grande, no
resultaban tan evidentes. Ademas, nos ha permitido hacer medidas en rangos
concretos del espectro con el objetivo de encontrar un determinado elemento. Se
adjunta en la Figura 0.2. una imagen de la tabla realizada:
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Figura 0.2.: Hoja de calculo para identificacion de elementos

Por otro lado, se ha observado la implementacion LIBS utilizada en estos articulos,
asi como los parametros de medida. Determinando que en la mayoria de los
experimentos se utiliza una configuracion muy similar en la que varian, si acaso,
algunos parametros de medida como son el retardo de captura o el tiempo de los
pulsos. Otros, tales como la energia utilizada, el tipo de laser o la disposicién de los
instrumentos coinciden en la mayoria de los articulos con el utilizado en el laboratorio.
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Capitulo I: Planteamiento del problema

8.1. Déficit de magnesio en el suelo:

Recientemente se ha publicado una entrevista a Ana Maria Lajusticia [2], en la que
se explicaba el déficit de magnesio presente en un gran porcentaje de la poblacién
espafiola debido a la falta de este elemento en los abonos actuales. Desde los afios
cincuenta se ha remplazado el abono tradicional, rico en magnesio, por uno basado en
nitrégeno, fosforo y potasio. Ademas de ser evidente la falta de este nutriente en las
plantas, nos encontramos con el problema afiadido de |la oposicion entre el magnesio y
el potasio. Esto es, si hay mucho potasio en el suelo, la cantidad de magnesio que la
planta puede absorber es limitada, aun si hay cantidades suficientes de magnesio. Este
antagonismo también sucede entre otros elementos (como el calcio) y, para asegurar
una correcta absorcion de nutrientes por parte de las plantas, se deben cumplir unos
determinados ratios (meq/100g [Anexo I]) en la composicidn del suelo [16]:

o K/Mg € [0.2 — 0.5] correcto
° K/Mg > 0.5 carencia de magnesio y exceso de potasio
° K/Mg < 0.2 carencia de potasio y exceso de magnesio
° Ca/Mg = 5 correcto
° Ca/Mg > 10 carencia de magnesio
Se estima que la diferencia entre paises occidentales y orientales en la ingesta de
magnesio es de mas del doble, a favor de los paises orientales.

A continuacion, se detallan tanto los niveles (ppm) de potasio en el suelo segun la
textura (Figura 1.1.) [17] como los de magnesio (Figura 1.2.) [16]:

Potasio (ppm) Arenoso Franco Arcilloso
Muy bajo 0-60 0-80 0-100
Bajo 60-120 80-160 100-200
Medio 120-180 160-235 200-300
Alto 180-300 235-390 300-490
Muy alto >300 >390 >490

Figura 1.1.: Contenido de potasio en ppm en funcién de la textura del suelo
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_

Secano
Arenoso <41 42 -60 >61
Franco <55 56 -85 >86
Arcilloso <70 71-110 >111
Regadio
Arenoso <50 51-73 >74
Franco <60 61-95 >96
Arcilloso <85 86-145 > 145

Figura 1.2.: Contenido del magnesio en ppm en funcién de la textura del suelo

En el siguiente mapa (Figura 1.3) se puede observar la distribucién del magnesio
en la peninsula y las islas, teniendo en cuenta la relacidon entre éste y el pH: cuanto
menos pH, mas compleja resulta la absorcién del Mg en plantas.

v 4
e |, g/

Figura 1.3.: Distribucion del suelo en Espana segun los indices de pH (colores frios:
suelo acido; colores calidos: suelo basico).

Las partes azules corresponden con los suelos mas acidos (menor PH vy, por tanto,
menos Mg) y las partes rojizas con los suelos mas alcalinos (tedricamente mas
favorables para el Mg).
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8.2. Enfoque del proyecto:

Debido a que la patata es un alimento con gran concentracién de magnesio, se ha
decidido medir diferentes variedades de patatas, procedentes de distintas regiones,
con el fin de identificar posibles diferencias en el contenido de magnesio. Ademas,
todas las medidas se han realizado tanto en piel como en carne para esclarecer en qué
parte se concentra mas cada elemento.

A continuacién, se detallan las proporciones aproximadas en las que se
concentran algunos de los elementos mas destacables por cada 100 g de patata:

° Sodio: 6 mg

° Potasio: 421 mg
° Magnesio: 23 mg
° Hierro: 0.8 mg

° Calcio: 12 mg

El proceso llevado a cabo consiste en enfocar con el laser una muestra de patata,
tanto en la piel como en la carne, recoger el plasma generado mediante una fibra
Optica y visualizar el espectro en el ordenador.

En primer lugar, se identifican los picos mas relevantes de los espectros obtenidos
para después centrarse en aquellos mas relevantes para nuestra aplicacion: Calcio y
Magnesio.

A continuacion, se utiliza un cédigo en Matlab para comparar los ratios entre dos
elementos determinados. Se desea implementar un pequefio cédigo capaz de medir la
intensidad de los picos respecto a un eje horizontal de background nulo. Este proceso
se explicara con mas profundidad en el Capitulo .
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Capitulo Il: Implementacion

Para la realizaciéon de las medidas en el laboratorio, al igual que en la mayoria de
los articulos referenciados, se ha utilizado un laser de estado solido Nd: YAG (Cristal de
Itrio y Aluminio- Y3Als041,) como fuente de excitacion, espejos para dirigir el haz del
laser, una lente para focalizar la luz hacia la fibra, fibra optica para recoger el espectro
del plasma, un espectrometro, un detector CCD y un ordenador. Adicionalmente, se
emplea una camara y una base para la muestra con motores integrados.

PC CCD Spectrometer

%h

Optical fiber

Mirrors

Laser beam

@ Camera
Lens
W Sample

Figura 2.1: Esquema del montaje

Pulsed laser

° Laser Nd:YAG: El modelo es LOTIS LS-2147, que emite a una longitud de
onda de 1064nm, en el infrarrojo cercano. Permite obtener pulsos muy
estrechos temporalmente (16 ns) y con elevada energia mediante la
técnica de Q- switching (hasta 0.8 J), en la que el laser almacena una gran
cantidad de energia a partir de la |lampara de bombeo, para luego

liberarla en un pulso de gran potencia y unos nanosegundos de duracion.

° Espejos y lente: Se emplean para dirigir la luz. Los espejos desde el laser

hasta la muestra y la lente hacia la fibra.

° Camara: recoge una imagen de la superficie de la muestra a través de la
Optica de focalizacion del laser, lo que permite dirigir el siguiente disparo
desde el ordenador.

° Espectrometro: ACTON SP300. A partir de la luz que recibe de la fibra
Optica, analiza el espectro de frecuencias dpticas. El rango oscila entre los
200y 1100 nm.

17
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° CCD PI-MAX3: convierte los fotones de una determinada longitud de onda
en una sefial eléctrica que pueda ser manipulada por un sistema
electréonico digital. En nuestro montaje se obtiene una imagen
bidimensional cuyo eje horizontal es la longitud de onda, y cuyo eje
vertical se corresponde con la posicidn vertical en la rendija de entrada
para la luz. Sumando todos los pixeles verticales se obtienen un espectro
“convencional”, en el que cada longitud de onda tiene asociado un valor

de intensidad luminosa.

° Ordenador: Empleamos el software Matlab tanto para fijar las
caracteristicas de emisién del laser y los motores de la base de la
muestra, como para procesar los espectros. Adicionalmente, se emplea
un software especifico en la calibracién y seleccion de las ventanas del

espectro que deseamos obtener.

Para la formacion del plasma empleamos una energia total de bombeo de 36
Julios, que se transforma en pulsos de aproximadamente 10 mJ. El nimero de pulsos
ha sido fijado a 50 por cada punto espacial y la frecuencia de estos es de 10 Hz, aunque
la duracién de cada pulso es de 16 ns. El tiempo de captura de la sefial del plasma es
de 20 pS. La ganancia, el tiempo de retraso para la captura y la separacién de los

pulsos son parametros que varian en funcién del experimento.

En el caso de la ganancia, existe una dependencia con la ventana del espectro que
estemos visualizando. Hay rangos que requieren mas ganancia porque los picos
aparecen con poca intensidad. La ganancia tipica empleada en las medidas finales ha
sido de 3.

El tiempo de retraso, que es lo que esperamos para empezar a capturar el plasma,
se fijo inicialmente en 500 ns pero se observd que reduciéndolo a 400 ns mejoraba
mucho la claridad con la que aparecen los picos en el espectro. Se emplearon, por
tanto, 400 ns de retraso en las medidas realizadas para la comparacion de las
diferentes patatas en piel y carne. Debido a que la ventana de captura es de 20 us, el
proceso seria: 0.4 US después del disparo del laser se captura la luz del plasma hasta

pasados 20 USs, momento en el que ya se ha extinguido el plasma.
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Implementacion

La separacion de cada disparo también se ha ido modificando en funcion del
experimento. Para cada variedad de patata, y tanto en piel como en carne, se han
empleado 20 puntos separados 1mm, cada punto medido sobre una linea de 2mm con
el laser moviéndose continuamente para ablacionar el material mas superficial y no
penetrar mucho en la patata. Para las medidas en las que se ha recorrido desde la
carne hasta la piel, se ha usado una separacién de unas 100 micras para distinguir

concentraciones en la parte de la carne mas externa vy, por tanto, cercana a la piel.
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Capitulo IlI: Matlab

Una problematica que se plantea al medir los ratios de intensidades de dos picos
diferentes es el efecto del background o ruido de fondo, especialmente si las lineas de
los dos elementos que queremos comparar se encuentran muy separados.

El programa que se ha empleado para procesar los espectros, y sacar los ratios de
dos elementos concretos, tenia integrada una funcién, IntegraPico, que devuelve la
altura del pico deseado. Se ejecuta desde el programa principal,
procesamat_v07_patataM, primero para la intensidad de un elemento y después para
la del que queremos usar para compararlo.

El inconveniente de esta funcion es que se calcula la intensidad de cada pico, ejeYy,
desde el punto fijo minimo, y=0. Como se puede observar en el siguiente espectro,
Figura 3.1., en ocasiones el ruido de fondo es notablemente diferente para picos muy
separados.
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Figura 3.1.: Diferencias backgrouﬂ'd‘eﬁr éspectro de 240 a 520 nm.

Como se aprecia en la Figura 3.1., el ratio entre las intensidades del magnesio (Mg
I, 279.55 nm) y del nitrégeno (N 1, 500.53 nm) no sera del todo preciso ya que la altura
a la que empiezan ambos picos es muy diferente.

Para tratar de solventar este problema y llegar a unas conclusiones finales mas
fiables, se ha implementado un pequefio algoritmo que calcula la altura del pico desde
una recta de regresion situada aproximadamente por encima del background.
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Matlab

Aunque el algoritmo se ha afiadido a la funcién IntegraPico existente, eligiendo la
variable flag_integrar=3, sus argumentos de entrada son Unicamente dos: un vector
gue contiene 5 pixeles y el espectro deseado. El vector se compone del pixel en el que
se encuentra el pico deseado, dos separados entre si y situados a la izquierda del picoy
dos mas situados a la derecha, también separados entre si. Todos ellos son elegidos
manualmente por el usuario para garantizar que son los éptimos para hallar la recta de
regresion.

A partir de este vector, el algoritmo utiliza todos los pixeles situados entre el
primero y el segundo de la izquierda del pico y todos los situados entre el primero y el
segundo de la derecha para calcular una recta de regresiéon. En la Figura 3.2. vemos un
ejemplo de los 5 pixeles del vector y la recta de regresion:

X:822
¥:4.541e404
[ ]

45—

L | | | | | |

650 700 750 800 850 800 950 1000

Figura 3.2.: Recta de regresion y pixeles elegidos en espectro

El argumento de entrada de la funcidn en este ejemplo seria pixeles_mg= [779 801
822 860 871], situandose el pico deseado en el pixel 822. La funcion acumula todos los
pixeles situados entre 779 y 801 y entre 860 y 871 para calcular la recta de regresion
gue se observa en la imagen. Después halla la diferencia del valor “y” en el pixel 822,
restando la altura del pico con la de la recta de regresion.

El programa principal que llama a la funcién, utiliza IntegraPico en mas de una
ocasion para calcular las intensidades de dos picos diferentes. Con ellas, ademas del
valor promedio de los ratios y del espectro promedio, devuelve:

° Una grafica, Figura 4.3., con el promedio de ratios de todos los espectros,
descartando los no vaélidos, en funcidén de la distancia de los puntos de
disparo. Es decir, deltaR representa la longitud en la que el laser va
recorriendo la muestra de patata, generalmente desde la piel hacia el
interior.
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Figura 3.3.: Grafica del promedio de ratios en funcion de la posicion en la muestra

° Una grafica, Figura 3.4., con la intensidad total integrada en funcién de la
posicion del disparo. Esta se utilizara para la deteccién de errores. Si se
observa una fuerte caida con gran diferencia de intensidades, es probable
gue haya que descartar esa medida.

16-180016_ame B=0MgIC:

\/ TN~/
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Figura 3.4.: Grafica de la intensidad total integrada en funcion de la posicion en la
muestra
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A continuacidn, se incluye el algoritmo completo, asi como la explicacién de su
estructura principal:
elseif (flag integrar==3) % altura respecto a background
alturas mg=[espe (pixeles mg(l)) espe(pixeles mg(2))
espe (pixeles mg(3)) espe(pixeles mg(4)) espe(pixeles mg(5))];
hold on

plot (pixeles mg,alturas mg, 'ro', 'markersize', 4, 'markerfacecolor’
lrl)
4

i=pixeles mg(2)-pixeles mg(l);
for n=1:1
xizqg(n)= pixeles mg(l)+n-1;
yizg(n)= espe(xizqg(n));
end

j=pixeles mg(5)-pixeles mg(4);
for k=1:7
xdcha (k)= pixeles mg(4)+k;
ydcha (k)= espe (xdcha (k)) ;
end

x=[xizqg xdcha]
y=lyizqg ydcha]
z=length (x) ;
xx=x(1):1:x(2z2);
p=polyfit(x,vy,1);
yy=polyval (p, xx) ;
plot (xx,yy,'r")
salto=pixeles mg(3)-pixeles mg(l)+1;
ipico=alturas mg(3)-yy(salto)
end

En primer lugar, utilizando la funcion espe() se calculan las intensidades, eje y, de
los cinco pixeles del vector de entrada. Después, utilizando un bucle, se almacenan en
vectores tanto los pixeles entre los dos puntos elegidos a la izquierda del pico (xizg),
como sus respectivas intensidades (yizg). De la misma forma se utiliza otro bucle para
los pixeles entre los dos elegidos a la derecha del pico. Se juntan en dos vectores, uno
para las “x” y otros para las “y”, todos los puntos elegidos que se utilizaran en la recta.
Se crea un vector que recorra de uno en uno todos los puntos del vector x y, utilizando
un polinomio de grado 1 para que sea una recta y no una curva, se crea la recta de
regresion. Por ultimo, empleando la altura del pixel central (previamente calculada
con espe) y la recta de regresidon en el pixel del pico, se devuelve la intensidad de éste,
ipico.
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Capitulo IV: Medidas

10.1. Configuracion experimental:

Para la elaboracion de este proyecto se han realizado mas de treinta medidas
diferentes que nos han permitido obtener la configuracion de medida 6ptima, en el
caso de las primeras, y llegar a las conclusiones finales, en el de las ultimas.

Antes de empezar con cada tipo de medida, se calibré el equipo. Se debe tener en
cuenta que la calibracion no siempre es facil, ya que ésta depende de ciertas lineas de
emision de argdn y mercurio (Figura 4.1.) que proporciona una lampara. En funcion de
la ventana que se elija, pueden o no aparecer dos de estas lineas. Ademas, influye la
altura a la que se coloca la muestra, que también se debe modificar en funcién del
grosor de ésta. Como se explicd en el Capitulo Il: Implementacién, la ganancia puede
ser ajustable para cada tipo de medida ya que no en todos los rangos del espectro
aparecen los picos con la misma intensidad.

510 @] 5[]l T ] [« [ » [ [ 1 i e
sl [o]5| s/ 2

365.488

405.122

Asi mismo el espaciado entre pulsos también fue reconfigurado en varias
ocasiones. Si se disparan muchos pulsos seguidos en el mismo punto de la muestra,
ésta se agujerea y el plasma apenas sale a la superficie. En la Figura 4.2. se observa la
muestra tras varios disparos.
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Figura 4.2.: Fotografia de la muestra tras varios disparos
Por otro lado, la fibra o la lente se ensucian con facilidad debido a la proximidad a

la muestra a la que se encuentran. En la Figura 4.3. se observa el montaje con la fibra
colocada directamente sobre la muestra, sin la utilizacién de la lente para dirigir la luz:

1iir|

R

Figura 4.3.: Muestra de patata y fibra dptica en el montaje
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Se trata, por tanto, de un proceso muy complejo y delicado cuyo éxito depende de
numeros factores. En nuestro caso, el mayor problema de calibracién ha surgido por la
lente. Era complicado ajustar su enfoque para recoger la mayor cantidad de luz posible
y el requerimiento de una nueva calibracidon, para cambiar el rango de espectro
deseado, modificaba el enfoque inicial.

Es por esto que muchas medidas, y especialmente las primeras, no se han tenido
en cuenta para las conclusiones finales.

En primer lugar, se utilizd una patata procedente de Léon. Con ella se hicieron
algunas medidas relevantes:

° Primero en la ventana grande de 360 a 640 nm, centrada en 500 nm,
sabiendo que una linea de emisién caracteristica del Magnesio (Mg ) es
383.83 nm, y para hacer una vista general de los principales picos
detectables.

° A continuacion en la ventana de 240 a 520 nm, centrada en 380 nm, para
tratar de localizar la lineas de emision conocidas del Magnesio de 285.21
nm (Mg 1) y 279.55 nm (Mg Il). Tan sélo aparecid el pico de 279.55 nm.

° El segundo dia en el rango de 255 a 295 nm, es decir, en ventana
pequefia, para intentar localizar de nuevo el pico de Magnesio (Mg) de
285.21 nm. Esta vez si se podia observar este pico, aunque con una
intensidad notablemente menor que la del de 279.55 nm.

° El tercer dia se realizaron medidas, en primer lugar, en la misma ventana
que el dia anterior, con una ganancia un poco superior para apreciar con
mas claridad los picos detectados. En segundo lugar, en la ventana grande
de 500 a 780 nm, centrada en 640 nm. No se encontrd en esta ventana
informacion relevante para nuestra aplicacion de proyecto.

° Las primeras medidas del cuarto dia de laboratorio se centraron en la
ventana pequeiia de 375 a 415 nm, centrada en 395 nm. Se encontro el
pico de nitrégeno (N 1) de 399.5 nm, que aparecera con frecuencia en las
siguientes medidas.

. Después se midié la misma ventana pequeiia, pero esta vez avanzando
desde la zona de la piel hasta la parte mas interna de la carne. Se observo
gue en los picos aparecian con mas intensidad en la piel y se obtuvieron
medidas saturadas. Ademads, en uno de los pasos aparecieron tan sélo
tres picos claros que tomaran importancia en medidas posteriores: calcio
(Call), en 393.37 y 396.847 nm, y el nitrogeno (N Il) de 399.5 nm.

Estas medidas sirvieron para fijar, por un lado, las caracteristicas 6ptimas de

calibraciéon y montaje y, por otro, la ventana del espectro que se emplearia para las
medidas definitivas.
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10.2. Medidas definitivas:

Se realizaron dos tandas de medidas, enfocadas a obtener distintas conclusiones.
En primer lugar, utilizando la patata de ledn y otra de Valderredible con presencia de
solanina [Anexo Il]. Ambas patatas se midieron tanto en piel, como en carne, para
tratar de esclarecer también las posibles diferencias en funcién del tipo de muestra. La
ultima tanda de medidas se realizd sobre un total de 9 patatas, en las mismas
condiciones de medida y calibracidén. De nuevo, para cada patata se realizaron disparos
tanto en piel como en carne vy, en algun caso concreto, un recorrido desde la piel hasta
la carne, con separaciones minimas para intentar captar alguna diferencia en las partes
mas proximas a la piel. Los resultados y las conclusiones de estas muestras se
encuentran en los dos ultimos capitulos de la memoria: Capitulo V: Resultados vy
Conclusiones.

Para la primera tanda se han seleccionado un total de seis espectros:

. De la patata de Ledn, cuatro. Dos para la ventana grande, centrada en
380 nm, y dos para la ventana pequefa, centrada en 395 nm. En ambos
casos uno para la piel y otro para la carne.

° De la patata de Valderredible con solanina, dos mas. Piel y carne en la
ventana grande centrada en 380 nm.

En estas medidas se empled una ganancia de 2 en el caso de la ventana grande y
de 20 en el de la pequefia.

La segunda tanda de medidas se centré en la comparacién de distintas clases de
patata, observando el ratio de magnesio-calcio. Este, mide la diferencia entre la
intensidad dptica de una determinada linea de emision del magnesio, respecto a otra
de calcio.

Todas las medidas se han realizado en la ventana grande centrada en 380 nm y
con una ganancia de 3. Se redujo el retraso de captura de la luz del plasma a 400ns
para observar con mas claridad picos.

Para cada patata, hay al menos una medida en la carne que consta de 20 puntos
separados 1mm, cada punto medido sobre una linea de 2mm con el laser moviéndose
continuamente para ablacionar el material mas superficial y que no penetre
excesivamente en la patata. De la misma forma se hicieron medidas en la piel. Estas
fueron las medidas estandar.

Hay alguna medida “borde a borde” en la que se ha recorrido la muestra de borde
a borde. Unos primeros puntos sobre la piel de la izquierda, luego entrando en la zona
de carne, y terminando con varios puntos finales en la piel. El propdsito es buscar
variaciones de los picos, y por tanto de la concentracion de los elementos, en funcién
de la posicion dentro de la patata, lo que daria una idea de su distribucion espacial.
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También existe alguna medida empezando en la carne y midiendo con muy poca
separacion, unas 100 micras, hasta entrar en la piel, para ver si existe alguna pequefia
variacién de algun elemento al penetrar en la carne, es decir, que se concentre en la
parte exterior de la carne y haya menos o mas que en el centro de la patata.

Las lineas de emisidon elegidas para el procesado de espectros fueron 297.8 nm
para el magnesio, Mg ll, y 423.6 nm para el calcio, Ca I. Para cada tipo de medidas, piel,
carne, borde a borde... se visualizé el espectro y se eligieron los pixeles dptimos para el
calculo de la recta de regresién. Aunque en la mayoria de los casos estos coincidieran,
se garantizd que la intensidad déptica de cada pico dependiera lo menos posible del
ruido de fondo.

En las patatas de marca MonteAlen, la de Olea, la de Ribadeo, la de Valderredible
y la de variedad Violeta de Francia, se hicieron medidas estandar en piel y carne.

Para las patatas de Canarias, en la oscura se hicieron no sélo las medidas estandar,
sino también un experimento de borde a borde. Se recorrieron 32 mm captando la piel
al principio, en uno o dos puntos, y hasta el final. Como en un principio no se llegd a la
parte de piel del final, se repitié el experimento logrando recorrer piel, carne y piel
otra vez. Sin embargo, los ultimos disparos impactaron fuera de la muestra, por lo que
a partir del deltaR=34 mm se deben descartar los espectros.

En la clara, dos escaneos de 20x2 mm. Uno partiendo del borde, cada 0.1 0 0.2
mm, para comprobar si el magnesio desciende. Y otro hasta la piel, de forma que
empieza en la carne y luego recorre un par de puntos en la piel hasta el final de la
muestra.
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Capitulo V: Resultados

Resultados

11.1.

Compara

cion piel, carne y solanina:

Para la primera tanda de medidas, se presentan los seis espectros elegidos en las
figuras 5.1., 5.2. y 5.3., respectivamente. En la 5.1. y la 5.2. la patata de Ledn:
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Figura 5.1.: Espectros en piel (arriba) y carne (abajo) de la patata de Leon en ventana

pequena

29



Resultados

PIEL - VENTANA  6ZANDE | 320wnm,

o
T8 Spekwin32 version 1721 T
File Spectrs Calculations Fluorescence/ EEM  GaussFit Plot/ Options  Help/infe B A
. X P . — = f
ERANELS @LL BUR + =%+ LT XA & R
Posk Labels  Show labels:  both © xonly < yonly Theshod 5 4| % Pomnence: 2 3| Digts x6 3 y0 3| e N0 T v f;p})(..,. seloct one:
700 ]
—} 2 A b
s & " ~
70000 3 S | . -
—; b ¢
§ s
63000 P~ 3
% < A ‘
6000 < 2 - \
6 ¢ - _r - -
e [iY) &
% ’ | = 4 0 $
% 2 &
5 - H 2
by |
o 42000 -~ P4 . e} 5 K
z pr - T X | W ~
£ © o~ ‘ n b
E N ~ - = = .
35000 ‘ ® P = H 3 B ag j‘ . g 2 2 Fd
[| < 3 HZ v 3 RE 28 ¢ e & 8|
|| F " T Sw 2 g 3 ¢ % %
- g 22 o 8 P
28000 ‘ H..Z t il ‘ s "‘ b4
o o0 - ~
H 2 H ~ ' g
tF - = &
. ) s| ¢
21000 ? © 51 2 B L - 8 |
» «, | - © 2 |
B ) © © 5 © P <
& A €).8 2 I8 & 3 \
140004 X g 2 2 8 f
2 g & ‘
| \ \
7000 ! / iy
) : : 0 2 : : ! 0 20 40 450 450 500
40 260 280 300 320 340 360 380 400 42
CARNE PATATA™ VENTANA  GZANOR
9 Spekwini2 1721 =
tile " as  Fluorescence/ EEM  GoussFit Plot / Opti Help/Inf
SENERVEG OLL BRUAR + =%+ xyHO LLOCRAAY S =
a a . a Y
>ook Labels Showlabels  both © xonly  yony Theshod 5 S| X Promnence: 2 3] Dighs x6 % y0 3 ange W03 ol spectia  select one: ] '
J
"o ] l taR n Fra
&
30000 =
- " p
a8 " N 2
00 gy
(5 @ 8y f f
“ = = i
) ; h
i £ :
T a >
B 31 & ] i
o O 7 "
15000 v = ®
5 X H & ;
¥ . < o 2 &
12000 < T Xy R 5‘ 8 o 8
kS
9000
6000
30004
0 T T T T T T T T T T
u7" 213 2%'3 3\‘7] 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500

Figura 5.2.: Espectros en piel (arriba) y carne (abajo) de la patata de Leon en ventana
grande

A partir de estos primeros espectros podemos observar en la piel ciertas lineas de
emision que no se aprecian en la carne: Carbono, C | (247.867 nm); hierro, Fe | (260.08,
374.07 y 430.793 nm); magnesio, Mg | (285.321 nm); calcio, Ca Il (396.847 nm) y Ca |
(423.194 nm); y fésforo, P 11, (486.431 y 496.201 nm).
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Ademas, la mayoria de las intensidades son mucho mas altas, sobretodo la del
pico de 279.893 nm (Mg Il), aunque el Ti | de 500 nm aparece con menor intensidad.

Por otro lado, cabe destacar que no aparece el N Il de 399 nm, caracteristico en

todos los espectros de carne.

A continuacion, se muestran en la Figura 5.3. los dos espectros de la patata de
Valderredible con solanina:
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Figura 5.3: Espectros en piel (arriba) y carne (abajo) de la patata con solanina en
ventana grande
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Comparando este ultimo espectro, en el que la carne de la patata presenta
toxicidad, con el de la carne de la patata de Ledn, no se aprecia ninguna diferencia
significativa.

Es en la piel donde se aprecian algunas diferencias, aunque tampoco son
demasiado esclarecedoras. En la patata con solanina aparecen mas pronunciados los
picos de 251.667 nm (Fe Il), 422.68 nm (Ca |) y 430.552 nm (Fe |). Lo contrario ocurre
con los picos de Mg Il (279.52 nm) y Fe Il (463.36 nm), que se aprecian con mayor
intensidad en la patata sin solanina, o con el Ti | (500 nm) que no aparece en la patata
gue presenta toxicidad.

11.2. Variedades de patata:

Respecto a la segunda tanda de medidas, se explican a continuacion los resultados
obtenidos para cada patata:

) Patata marca MonteAlen: En la carne se obtuvo un ratio de 0.3355,
mientras que en la piel fue de 0.9907. Siendo la intensidad luminosa del
calcio predominante en toda la patata, si se observa que en la piel la linea
de emision del magnesio tiene mucha mas intensidad que en la carne.

° Patata de Olea: El ratio para la carne fue de 0.6141 y el de la piel, de
1.1024. En este caso la intensidad optica del magnesio supera a la del
calcio en la piel.

° Patata de Ribadeo: Se encuentra una gran diferencia en la intensidad del
calcio, respecto a la del magnesio, en la carne, con un ratio de 0.1166. En
la piel, sin embargo, se observd un ratio similar al de la patata de
MonteAlen, de 0.9053.

° Patata de Velderredible: Los resultados obtenidos, al igual que en el resto
de patatas, denotan mas concentracion de magnesio en la piel que en la
carne, siendo los ratios de comparacion de 0.2238 en la carne y 1.3156 en
la piel.

. Patata de Francia variedad Violeta: El ratio en la carne de esta variedad
de patata fue muy parecido al del resto de variedades: 0.4107. Sin
embargo, se encontrd que, esta vez, la intensidad del magnesio en la piel
seguia siendo notablemente menor a la del calcio. El ratio en la piel fue
de 0.6474,

° Patata de Canarias oscura: El ratio calculado para la carne fue de 0.5588 y
para la piel de 2.7649, el mas alto de todas las variedades. Esto indica que
la intensidad luminica del magnesio en la piel duplica a la del calcio,
mientras que en la carne pasa practicamente lo contrario. En la medida
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definitiva de borde a borde, donde se pretende observar la diferencia de
concentracion del magnesio en piel y carne, los ultimos disparos
impactaron fuera de la muestra por lo que se deben descartar los ratios
de los ultimos puntos. En la figura 5.4. se observa la diferencia de ratios
en funcidn del espacio recorrido por el laser. A partir del deltaR= 34 mm
el laser dispara fuera de la muestra, por lo que la curva carece de sentido.
Se observa con claridad el punto en el que el laser dispara fuera de la piel
(deltaR=3 mm) y en el que vuelve a entrar en la piel (deltaR=32 mm):

rde_,orde asta | inal 150ipp@380nm 297/423nm =3 B=0MglCal

I

o
o

ratio Mg/Ca promediado de todos los ratios, descartando NoValidos
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Figura 5.4.: Ratios de magnesio-calcio en funcion de la posicion para patata oscura de
Canarias

) Patata de canarias clara: Ademas de las medidas estandar, donde se
obtuvieron los ratios de 0.2024 para carne y 2.7016 para piel, se
realizaron dos escaneos de 20x2 mm. El primero, cuyo resultado se puede
observar en la Figura 5.5., analiza desde los puntos mas cercanos a la piel
hasta el centro de la carne. En la Figura 5.6., se encuentran los resultados
del segundo escaneo, donde, por el contrario, se empieza en puntos del
centro de la carne y se termina con la piel. La piel se alcanzé en deltaR=1
mm. El propdsito de estos dos experimentos es observar si la zona de
carne mas proxima a la piel concentra mas magnesio que la que se
encuentra mas alejada. Para esta patata se observa que en los disparos a
la piel el espectro es mucho mas estable. Ademas, pese a existir un pico
incongruente en la Figura 5.5., se aprecia en la 5.6. como la intensidad
luminosa del magnesio respecto a la del calcio es mayor a medida que se
acerca a la piel.
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Conclusiones y lineas futuras

12.2. Conclusiones de medidas:

Conclusiones piel-carne:

En base a los ratios obtenidos y a los resultados presentados tanto en las figuras
5.1., 5.2. y 5.3., de la primera toma de medidas, como en las 5.4., 5.5. y 5.6., de la
segunda, podemos suponer que el contenido de magnesio es mayor en la piel que en
la carne. Esto ha sucedido para las distintas variedades de patata medidas e
independientemente de la ventana utilizada.

Observando soélo las figuras 5.1. y 5.2. y sin hacer uso de los ratios, se verifica que
la intensidad con la que aparecen los elementos en la piel es, en general aungque no
para todos ellos, mayor que en la carne.

Ademas, a partir de las Figura 5.4. y 5.6., podemos concluir, al menos para las dos

patatas de Canarias, y suponer, para todas las demas, que la concentracion de
magnesio en la carne aumenta a medida que nos acercamos a la piel.

Conclusiones solanina-no solanina:

Por otro lado, y pese a la comparacion de la figura 5.3. con las demas, no se
aprecian diferencias significativas en la concentracién de elementos entre la patata
gue presenta toxicidad y el resto.

Conclusiones variedades de patata:

Se presenta en la figura 6.1. una gréfica con los resultados de los ratios para los
diferentes tipos de patata, en piel y en carne. La concentracién de magnesio respecto
al calcio es similar en todos los tipos de patata medidos excepto en las de Canarias,
donde la concentracidon de magnesio en la piel es claramente superior.

Comparando este grafico con el mapa de la figura 1.3., salvo si las patatas de
Canarias fueran de la isla de Lanzarote o Fuerteventura, donde el suelo es
mayoritariamente alcalino, no podemos relacionar la intensidad luminosa del
magnesio con la distribucion de pH del suelo. En el caso de que si lo sean, podria existir
cierta relacién ya que estas dos patatas presentan mayor concentracién de magnesio
en la piel que el resto, cultivadas todas ellas en suelos mas acidos. Recordamos que la
absorcidn del magnesio por parte de las plantas era mas favorable en terrenos
alcalinos, donde existe mas pH.
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Por otro lado, la patata de Valderredible también presenta una concentracién
ligeramente superior y esta localidad cantabra se encuentra mas cerca del sur que el
resto, donde los suelos son un poco menos acidos.

Ratio Ca/Mg en piel y carne
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Figura 6.1.: Ratio Ca/Mg para los distintos tipos de patata

Cabe destacar también la importancia de la investigacion previa a el analisis de
medidas. Conocimientos como la composicion de la patata han resultado cruciales en
la identificacion de picos de los espectros.

12.2. Conclusiones generales y lineas futuras:

Se comprueba la utilidad de la técnica LIBS para determinar la composicion
atémica de diferentes materiales, aun con la complejidad existente en la identificacidon
de picos.

Por otro lado, se comprueba la necesidad de reduccién del ruido de fondo al
maximo posible para poder aprovechar todo el potencial que ofrece la técnica. Cabe
destacar la diferencia del valor de los ratios en el caso de no utilizar la funcién
IntegraPico, lo que corrobora la importancia de desarrollar pequefios algoritmos que
eliminen éste.

En cuanto a las lineas futuras de trabajo, resultaria interesante utilizar la ToolBox
de Matlab de Analisis de Redes Neuronales para la clasificacion de espectros. Se
emplearian un par de espectros de piel y otro de espectros de carne como
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entrenamiento para que la herramienta clasificase cualquier nuevo espectro en
funcion de si éste pertenece a la zona de la piel o de la carne. Si se realizaran medidas
de mas patatas, procedentes de lugares con distintas concentraciones de pH, y se
corroborara la hipotesis de que ésta influye en la concentracion de magnesio de la
patata, también se podria usar esta herramienta para la clasificacion en funcion de si
procede de suelo alcalino o acido.

Ademas, se podria analizar, en las mismas muestras, los ratios de otros elementos
de interés, como el potasio, de la misma forma que se ha hecho en este proyecto con
el magnesio. Incluso analizar el ratio de magnesio comparado con otro elemento o
elegir lineas de emision diferentes.

Por ultimo, si se investigase un poco mas el proceso de formacion del plasma y se
confirmara que con un tiempo de retraso mayor se pueden captar los atomos
reagrupandose de nuevo en moléculas, se podria entonces analizar mas patatas con
solanina para tratar de captar la molécula toxica.
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Anexos

13.1.

Equivalencia CIC:

La capacidad de intercambio cationico (CIC) se expresa habitualmente en
miliequivalente de hidrogeno por 100 gramos de suelo (meqg/100 g). Se considera que
un equivalente es el peso de un elemento que desplaza un peso atdmico de hidrégeno.

En el laboratorio, la CIC se mide como la suma en partes por millon (ppm) de
los cationes desplazados, estos valores son llevados a “meq/100 g” de suelo de la
siguiente manera [19]:

13.2.

meq/100 g= ppm del cation / (peso equivalente x 10)
Magnesio: 120 ppm Mg = 1 meqg Mg/100 g coloide
Calcio: 200 ppm Ca =1 meq Ca/100 g coloide
Potasio: 390 ppm K = 1 meq K/100 g coloide
Hidrégeno: 10 ppm H =1 meq H/100 g coloide

Sodio: 230 ppm Na =1 meq Na/100 g coloide

Solanina:

La solanina (C4sH73NO1s) es una molécula presente en las hojas, los frutos y los
tubérculos de ciertos alimentos como el tomate, la berenjena o la patata. Esta
molécula presenta cierta toxicidad para el ser humano, y en el caso de la patata se
manifiesta como una zona de tono verdoso tanto en la piel como en la carne, y se
genera en zonas expuestas a la luz solar. En la figura 7.1. se observa una patata de
Valderredible con presencia de solanina:

-

Figura 7.1. Patata de Valderredible con solanina
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