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Objetivo general de la tesis

Esta tesis se realizo bajo el objetivo de medir la emision de fluorescencia inducida
por laser de diferentes sustancias, para su caracterizacion y posterior identificacion.

Tesis de Trabajo.

La emision de fluorescencia es diferente de acuerdo a la sustancia que se trate, de
tal manera que estas pueden ser identificadas a partir de su espectro.



JUSTIFICACION DEL TEMA DE TESIS.

El Presente trabajo trata esencialmente, con la medicion de florescencia de
liquidos inducida por laser, con lo cual es posible la identificaciéon de las

substancias que le componen.

Los fluidos pueden caracterizarse por medio de su densidad, viscosidad,
temperatura etc. pero ademas por su constitucion. Esto resulta de principal
importancia, no solo en la elaboracién de productos, sino ademas en la
identificacion de elementos no deseados en fluidos como los contaminantes

en aguas.

El desarrollo de esta técnica ha sido posible gracias a la aplicacion de los
conocimientos nuevos que se van desarrollando en diferentes disciplinas
como loa electronica, la optica, la quimica, la computacion, la estadistica, etc.
Obteniendo resultados que han beneficiado el avance de la ciencia. Asi hoy
en dia se hable de la interdisciplinariedad y flexibilidad de la ciencia que
invita ha aprender e intercambiar conocimientos de diferentes disciplinas
para encontrar respuestas a los diferentes y muy complejos problemas que

se presentan en el conocimiento de la naturaleza.
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CAPITULO 1 Fluorescencia

1.1 Espectroscopia de fluorescencia laser.

La espectroscopia Optica es una extensa rama de las ciencias fisicas, que se ocupa del estudio de los
espectros. Este estudio es muy amplio y comprende desde los diversos métodos para la obtencion de
espectros, su medida y aplicaciones, hasta su interpretacion tedrica mas profunda en relacion con la
estructura atdmica-molecular de la materia.

Desde el punto de vista de la interaccion de la radiacion electromagnética con la materia, un espectro puede
definirse [1] como una representacion grafica de la distribucion de intensidad de la radiacion
electromagnética, emitida o absorbida por una muestra de substancia, en funcién de la longitud de onda
(o frecuencia) de dicha radiacion.

Un espectro depende en principio de la separacion entre los niveles de energia de la substancia.

Ahora bien, un sistema molecular puede tener diferentes niveles de energia, por ejemplo: energia de
rotacion, asociada al movimiento de giro o rotacién de las moléculas; energia de vibracion, debida a las
oscilaciones periddicas o vibraciones de los 4tomos alrededor de sus posiciones de equilibrio; energia
electrénica, que depende de las posiciones medias de los electrones respecto de los nucleos; energia nuclear,
asociada con la disposicion de las particulas componentes de los nucleos atdmicos; energia de orientacion de
los espines electrénicos y nucleares respecto a un campo magnético etc.

Afortunadamente, los distintos tipos de energia de los sistemas atomicos o moleculares son de orden de
magnitud bastante diferente, por lo que las transiciones entre los correspondientes niveles de energia dan
lugar a emision o absorcion de radiacién en zonas distintas de frecuencia. Por esto, se puede distinguir
distintos tipos de espectros, segiin los niveles de energia que intervienen Yy las técnicas experimentales
utilizadas para su observacion.

Stokes® Observation
s
Absorpticon

' Visible
;’_:? Fluorescence
Emission

Figura 1 emision y absorcion de radiacion
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Los niveles de energia de los nucleos atomicos son los de mayor energia, por lo que las transiciones entre
ellos dan lugar a espectros en la region de mayor frecuencia o de menor longitud de onda. Son los
espectros de rayos y , que proporcionan informacién sobre la estructura nuclear, y son practicamente
independientes del entorno de los nucleos atomicos.

Los niveles energéticos asociados con los electrones internos de los atomos dan lugar a los espectros de
rayos X, en la region de longitudes de onda de 0.05 a unos 10 nm. Estos espectros son caracteristicos de cada
atomo y practicamente no dependen de los enlaces quimicos, esto es, de la molécula en que se encuentran
los atomos.

Los niveles energéticos de los electrones externos o electrones de valencia de los 4tomos, iones atomicos,
moléculas o iones moleculares dan lugar a espectros en la region visible y ultravioleta (de 10 a unos 800
nm) llamados también espectros electronicos.

Los espectros de atomos aislados o iones atdmicos son de aspecto muy distinto a los espectros
moleculares. Los espectros atdmicos consisten en lineas de emision o absorciéon, muy estrechas, a
determinadas frecuencias, por lo que se llaman espectros de lineas, mientras que los espectros electronicos
moleculares, debido a la influencia de los niveles de vibracion y de rotacion, presentan zonas de emision o

absorcion a ciertos intervalos de frecuencia, mas o menos anchos, por lo que reciben el nombre de espectros
de bandas.

La energia de vibracién de los d&tomos de una molécula es bastante menor que la energia electronica, por lo
que las transiciones entre los niveles moleculares de vibracion dan lugar a los llamados espectros
infrarrojos, por aparecer en la region infrarroja (1pum a unas 100pm).

Debido a la influencia de los niveles de rotacion, los espectros infrarrojos son también espectros de banda.
Las transiciones entre los niveles de rotacion de las moléculas, de energia menor que los de vibracion,
origina espectros de lineas mas o menos anchas en la region de microondas (de 1000pm a unos 10 cm.) o en
el infrarrojo lejano, en el caso de moléculas muy ligeras.

Por ultimo, en la region de ondas de radio y de microondas, pueden aparecer espectros, originados por
transiciones entre los niveles de muy baja energia debidos a las orientaciones de los momentos magnéticos
de spin nuclear y electrénico, respectivamente en presencia de un intenso campo magnético exterior. Estos
espectros reciben el nombre de espectros de resonancia magnética nuclear (RMN), y de resonancia
magnética electronica, llamados también de “spin” electronico (RSE).



Medicion de espectros de emisién de fluorescencia a través de un sistema de fluorescencia inducida por laser (LIF) Arturo Ronquillo Arvizu

1.2 Estados excitados

Cuando se forma un enlace entre dos atomos en una molécula, los orbitales atdmicos de cada uno de los
atomos que forman el enlace generan dos orbitales: uno enlazante de baja energia y otro antienlazante de
energia mucho mayor.

Cuando la molécula no est4 excitada, los electrones que forman un enlace especifico se encuentran ocupando
los orbitales enlazantes, debido a que estos son de energia menor y por lo tanto de esta manera la molécula es
mas estable.

Asociados a cada nivel electronico se encuentran diferentes niveles vibracionales, por lo que cuando una
molécula es irradiada con energia de cierta frecuencia o longitud de onda esta puede pasar a diferentes
niveles vibracionales de alguno de los estados excitados So y S1.

SPIN DEL ELECTRON. La mayoria de las moléculas poseen un namero par de electrones. Estos dos
electrones poseen diferente giro o diferente spin cuando estan en el estado basal. En esta situacion se dice que
los electrones estan apareados y el momento magnético producido por el spin es cancelado, siendo la
molécula diamagnética. Cuando los pares electronicos se encuentran apareados se le llama estado singulete.
So y S1 son el primero y segundo estado excitado de un singulete. Otra posibilidad es que durante el proceso
de transferencia del electron del estado basal al estado excitado cambie su spin y en este caso los dos
electrones tienen el mismo giro. Tal estado en espectroscopia se conoce como triplete y en este caso la
molécula es paramagnética ya que el vector magnético creado por el giro de los dos electrones no se anula
sino que se suma y da un valor neto de momento cuantico magnético de spin.

Estos estados se pueden representar como lo muestra la Fig. 1.1

1T T 1
Singulete estado basal Singulete excitado Triplete excitado

Fig. 1.1 Estados excitados de los electrones

La Figura 1.2a y b es un diagrama parcial de niveles de energia para una hipotética molécula
fotoluminiscente. La linea horizontal Sy representa la energia del estado fundamental de la
molécula, el cual normalmente es un estado singulete, en este nivel electrénico al igual que en los
otros estados excitados se encuentran asociados varios niveles vibracionales de la molécula. A
temperatura ambiente la energia electrénica de practicamente todas las moléculas es Sy. Las dos
lineas de la izquierda representan S; y S, corresponden respectivamente primero y segundo
estado singulete excitado. El de la derecha T1 corresponde al primer estado triplete excitado. Hay
gue sefalar que el estado triplete es menos energético que el correspondiente estado excitado
singulete.
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Fig. 1.2a Diagrama parcial de energia para un sistema fotoluminiscente.
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Fig. 1.2b Transiciones radiativas entre estados singuletes de una molécula
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La fluorescencia surge debido a transiciones radiativas entre estados singuletes de una molécula Como se
observa en la Fig. 1.2b , mientras la fosforescencia es causada por transiciones radiativas entre estados

triplete y singulete, ver Fig.1.3.
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Fotoluminiscencia

Fluorescencia Fosforescencia

Estado excitado singulete | Estado excitado triplete
Tiempo de vida = 10 ns Tiempo de vida * ms - min

Fig. 1.3 Tiempos de vida de la fluorescenciay fosforescencia

1.3 El fendmeno de fotoluminiscencia.

El fendmeno de fotoluminiscencia ocurre cuando una especie quimica es excitada por medio de radiacion
electromagnética y como consecuencia la especie pierde la energia adquirida reemitiendo esta en forma
parcial o total. Esto es, parte de la energia adquirida por la especie quimica se reemite en forma de choques
moleculares y parte en forma de energia luminosa o el total de la energia adquirida se reemite en forma de
radiacion.

La fluorescencia y la fosforescencia son dos manifestaciones diferentes del fendmeno fotoluminiscente. Estos
dos efectos difieren entre si en el mecanismo a través del cual son producidos, ademds del tiempo de
duracion de la fotoluminiscencia una vez que ha cesado de excitarse la muestra con radiacion
electromagnética. La fluorescencia cesa casi inmediatamente después de que a la muestra se le suspende la
radiacion (= 10 * seg.), mientras que la fosforescencia puede durar varios segundos o minutos en iguales
circunstancias. La fluorescencia no esta restringida a un estado fisico determinado de la materia, esta puede
existir en: gases, solidos o liquidos.

1.4 Procesos de desactivacion

Una vez que la especie ha sido excitada a niveles energéticos superiores, la desactivacion o pérdida de la
energia en exceso se puede efectuar a través de diferentes procesos. El camino mas probable hacia el estado
fundamental es aquel que minimiza el tiempo de vida del estado excitado. Por tanto, si la desactivacion por
fluorescencia es rapida con respecto a los procesos sin radiacion, se observa tal emision.

En la mayor parte de las especies quimicas, la desactivacion por relajaciones no radiactivas (choques
moleculares de la especie excitada con el solvente) es la ruta cinéticamente favorecida, ya que el nimero de
especies fluorescentes es muy pequefla en comparacion con las especies no fluorescentes. El fenomeno de
fluorescencia esta restringida a un nimero relativamente pequefio de sistemas que poseen caracteristicas
estructurales y ambientales que hacen que la velocidad de los procesos de relajacion o desactivacion sin
radiacion se reduzca hasta el punto que la reaccion de emision puede competir cinéticamente .
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1.5 Efecto de la temperatura y naturaleza del solvente en la fluorescencia.

El efecto de un aumento en la temperatura incrementa el nimero de choques moleculares, por lo que la
desactivacion tiende a efectuarse a través de procesos no radiativos y por lo tanto se inhibe la fluorescencia.
La viscosidad del solvente tiene efectos similares, a mayor viscosidad menor nimero de choques moleculares
y mayor intensidad de fluorescencia.

La polaridad del solvente también tiene influencia en la fluorescencia, debido al efecto hipsocromico y
batocromico que el solvente ejerce sobre el compuesto.

1.6 Principales propiedades de la fluorescencia molecular

Debido al proceso de conversion interna y de acuerdo con la regla de Kasha la posicion del espectro de
fluorescencia no depende de la longitud de onda de excitacion.
El espectro de fluorescencia se desplaza en direccion de longitud de onda mayor con respecto a la banda de

absorcion S¢S, (regla de Stokes) y es aproximadamente la imagen especular de esta banda.
El nimero de fotones emitidos por unidad de tiempo es proporcional al nimero de fotones absorbidos por
unidad de tiempo y a la eficiencia cuéntica q.

I, =1,(1-10"°)g
donde I es la intensidad de la luz incidente, D es la absorbancia de la solucion, es decir, el producto

del coeficiente de extincion de la molécula 5, la concentracion de la molécula c, y la longitud de la

trayectoria optica I(D=gg cl);q es la eficiencia cuantica de fluorescencia, definida como la razon del numero
de cuantos emitidos desde un estado exitado entre el numero de cuantos absorbidos durante la transicion al
estado exicitado por unidad de tiempo. Si la concentracion es baja, entonces:

1, =2.303 £cllpq

1.7 La técnica de Fluorescencia inducida por laser (LIF)

En la técnica LIF se analizan los espectros de emision de fluorescencia que son provocados por una fuente de
emision de luz; un espectro de emision de fluorescencia es la construccion de una grafica de la intensidad de
la fluorescencia en funcion de la longitud de onda. Los espectros de emision varian ampliamente entre los
materiales, éstos dependen de la estructura quimica del material fluorescente (fluoréporo) y del solvente en el
cudl estan disueltos (en el caso de liquidos).

Los espectros de emision son lineas o rangos bien definidos que permiten analizar cualitativa (en funcion de
la longitud de onda emitida) y cuantitativamente (segun el grado de intensidad) un elemento. En los
espectrometros, la deteccion se hace por métodos fotoeléctricos como son los tubos fotomultiplicadores que
son mas precisos y sensibles, aunque mas caros que otros fotodetectores.

El tiempo de vida (1) de un fluoroporo es el tiempo promedio entre su excitacion y el regreso a su estado
base. Debido a los cortos tiempos de vida de la fluorescencia las mediciones de emision resueltas en tiempo
requieren de elementos Opticos y electronicos sofisticados.

Los espectros de emision varian ampliamente entre los materiales, estos dependen de la estructura quimica

del material fluorescente (fluoroporo).
6
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1.8 LIF Resuelta en tiempo

La fluorescencia resuelta en tiempo supera a la fluorescencia estacionaria ya que genera ademas del espectro
de emision fluorescente de la materia, el tiempo de vida de los estados fluorescentes.

En la fluorescencia resuelta en tiempo se utilizan fuentes de excitacion pulsadas, con un ancho de los pulsos
del orden de los nanosegundos o picosegundos, idealmente se pretende que la fuente de excitacion sea del
tipo de un impulso.

La emision de fluorescencia es un proceso aleatorio y pocas moléculas emitirdn sus fotones en un tiempo
exactamente igual a 1. El tiempo de vida es un valor promedio; para un decaimiento exponencial el 63% de
las moléculas se han relajado antes de t=t y el 37% restante en t>1. El tiempo de vida de un fluordéporo en la
ausencia de procesos no radiativos es llamado tiempo de vida natural.

1.9 Ventajas de la fluorescencia resuelta en tiempo

Ademas del uso de la fluorescencia en la bioquimica y la biofisica, existe un gran interés de su uso en la
quimica analitica. El uso de la fluorescencia por medios Opticos en diagndsticos clinicos es parte de un
continuo alejamiento del uso de sistemas que utilizan materiales radiactivos, de esta forma se elimina el
peligro y el costo de manejo de estos. La fluorescencia es ampliamente utilizada para una gran variedad de
propositos biomédicos. Por ejemplo, se utiliza para detectar fragmentos de DNA. Otra area de investigacion
activa ocurre en la quimica clinica, un ejemplo bien conocido es en el analisis de sangre para la deteccion de
niveles de glucosa [3].

1.10 La técnica LIF resuelta en tiempo con luz ultravioleta

Existen diversas aplicaciones en donde la técnica LIF resuelta en tiempo con luz ultravioleta se puede
emplear. Tiene una sensibilidad de hasta 1 p.p.m, y es capaz de detectar compuestos polinucleares aromaticos
carciogénicos, vitaminas, minerales, pesticidas y colorantes entre muchas otras cosas[5].

Una de las aplicaciones mas importantes es en el analisis de productos alimenticios, farmacéuticos, muestras
clinicas y productos naturales[6]. Su uso para especies inorganicas es a menudo un complemento de la
espectrofotometria como método de deteccion de cationes. En cuanto a sustancias organicas su utilidad es
impresionante: adenina, aminoacidos, proteinas, guadinina, gases nerviosos, hidrocarburos, esteroides,
enzimas son solo algunos ejemplos. Este tipo de métodos son de 10 a 100 veces mas sensibles que los
métodos de absorcion y tiene una gran selectividad. En bebidas refrescantes permite conocer la concentracion
de quinina, que en disolucidn presenta fluorescencia cuando se excita a 350nm.

En la industria lactea [7] se usa junto con la cromatografia para la deteccion de aflatoxinas y para el recuento
de células somaticas con bromuro de etidio que aporta una fluorescencia roja a dichas células. En
horticultura[7], la técnica LIF se puede aplicar a las frutas, la calidad de las frutas puede detectarse mediante
esta técnica no destructiva.
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Capitulo 2 Arreglo experimental.

El arreglo experimental que se ha utilizado para medir las emisiones de fluorescencia de los sustancias bajo
estudio se muestra en la figura 2.1.

Osciloscopio  Interfase GPIB PC

cil} Yenz RS232 Fotodiodo MRD 500
II1EI.1EI%
PMT o — I lazer de M2
81.81%
Monocromador
Lente biconvexo
substancia . Divisor de haz

exitada

Figura 2.1 Arreglo experimental.

Para la excitacion de las muestras se utilizé un laser de N, el divisor de haz se utiliz6 para reflejar una parte
de esa luz hacia un fotodiodo de referencia que sirve para disparar al osciloscopio. La mayoria de la luz que
no se refleja llega a un lente biconvexo que la enfoca hacia la muestra que se este analizando, la
fluorescencia emitida por esta se enfoca, utilizando un par de esferas de vidrio, a una fibra optica que la lleva
al monocromador para descomponerla en sus diferentes longitudes de onda y el PMT pueda registrar las
intensidades correspondientes a cada longitud de onda en el osciloscopio.

Este ltimo envia las formas de onda por medio de una interfaz GPIB a una PC que se encarga de registrarlas
e ir extrayendo la informacion para generar el espectro de emision.

El monocromador también es controlado desde la PC por medio de un puerto serie (RS-232) y el software
fue desarrollado en LabView 6 de National Instruments".
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2.1 Fuente de excitacion

La fuente de excitacion es un laser de nitrogeno, que emite pulsos de luz con una longitud de onda de
337.1nm (UV) y tienen una duracion de 4nS (FWHM).

El diagrama eléctrico del laser de nitrogeno se muestra en la figura 2.2 [8]

4
10k452
- e b
%amara de
Hy Spark 1 esCcarga 1
018KV Gap 3nF BERS
L

Figura 2.2 Diagrama eléctrico del laser de nitrogeno

La energia (E) promedio de los pulsos de emision es de 1.1pJ y se midié con un medidor de energia Laser
precision corp. "Energy Radiometer” RJ-7610. De acuerdo a la energia de los pulsos y la duracion de estos,
la potencia promedio de los pulsos del laser esta dada por:

P =E/FWHM (Ec.2.1)

Obteniéndose una potencia promedio de los pulsos de luz de 275 W.

La tasa de repeticion de pulsos del laser para estas mediciones se establecido en 35 Hz aproximadamente,
aunque puede variar dependiendo de su tension de alimentacion.

La forma de los pulsos emitidos por este laser se muestra en la figura 2.3

Pulso del laser de Nitrogeno (FWHM =4nS)

Tension [V]

[5 ns/div]

Figura 2.3 Forma de los pulsos emitidos por el laser
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2.2 Sistema Gptico
El sistema optico es el encargado de adecuar la luz del laser para dividirla en:

e El haz que servird como referencia para disparar al osciloscopio.
e FEl haz que sera concentrado y enfocado en la muestra que se esté estudiando.

También consta de unos lentes que se encargan de concentrar la mayor cantidad de luz emitida por
fluorescencia de la muestra y dirigirla a una fibra Optica.
2.2.1 Divisor de haz

Como divisor de haz se utiliza un vidrio portaobjetos, el cual tiene un indice de reflexion (n¢) de 1.5 [9] y un
espesor de 1.0mm. El laser incide en ¢l con un angulo de 45°, el arreglo béasico se muestra en la figura 2.4

A mimn

Figura 2.4 Divisor de haz

En el divisor de haz solo entra el 90% de la luz y de este 90% que entr6, solo sale el 90%, es decir, saldria el
81% de la luz, por lo cual se podria pensar que se refleja el 19% [10]
2.2.2 Enfoque de la radiacion sobre la muestra

En esta etapa del sistema se utiliza un lente biconvexo de un didmetro de 3.5cm. y una longitud focal de
15cm. que se coloco después del divisor de haz con el fin de concentrar la luz trasmitida hacia la muestra.

Una caracteristica del laser de N, es su alta divergencia conforme se aleja de su origen, debido a esto es
necesario volver a concentrar este haz en un area lo mas pequefia posible para obtener mayores intensidades

excitacion y por lo tanto mayor emision de fluorescencia.

Las dimensiones del haz una vez enfocado en la muestra son de 1.7mm x 0.9mm; Logrando con esto un area
de 1.53 mm’.

En el diagrama de la figura 2.5 se muestran los detalles.

11
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Posicidn de
la muestra T 81.81%

75.5%

| Del divisor

cm
de haz

— 15 cm. —

Figura 2.5 Lente biconvexa para enfocar el haz en la muestra

El 4ngulo de incidencia al lente es 0° por lo que la reflexion es del 4%, al entrar a la lente, para un indice de
refraccion de 1.5 (Ver apéndice A-1 figura 4.49)

Debido a las reflexiones internas, los porcentajes de luz transmitida y reflejada son los siguientes[10].
Luz reflejada = 7.68%
Luz transmitida = 92.3%

Con lo anterior, se puede conocer el porcentaje de luz total con que radiamos la muestra que es 75.5%
equivalente a una energia de 0.83 pJ del total del laser.

2.2.3 Concentracion de la fluorescencia

Una vez que el haz ha sido dirigido a la muestra, la fluorescencia sera emitida hacia todos lados,
dependiendo de la naturaleza y las dimensiones de ésta. La porcion de luz detectada serd determinada por la
optica de coleccion de la fluorescencia y los fotodetectores utilizados.

El proposito de esta etapa es captar la mayor parte de la fluorescencia provocada por el haz laser y dirigirla a
un punto que puede ser directamente un fotodetector o una fibra optica (como en este caso).

Existen distintos métodos para realizar este proceso dependiendo de la naturaleza del sistema de deteccion,
por ejemplo, si se utiliza un solo detector o un arreglo de estos para cubrir un drea mayor.

Para la realizacion del sistema de coleccion se utilizo un par de lentes esféricos (Edmund Industrial Optics
L32-748) en una configuracion para acoplar fibras oOpticas. Estos lentes esféricos son unas excelentes
herramientas para mejorar el acoplamiento de la sefial entre fibras Opticas, emisores y detectores opticos. El
material de que estan hechos es BK7 y el indice de refraccion es 1.51, en este caso los lentes esféricos tienen
un didmetro de 10mm.

Figura 2.6 Lentes esféricos BK7

A continuacion se muestran dos configuraciones basicas para concentracion de luz:

Configuracion 1: Acoplamiento de luz a una fibra optica

12
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En esta configuracion la luz que viene dispersa se enfoca a un punto en el cudl debe estar el inicio de la fibra
optica que llevarad la luz. La longitud focal efectiva (EFL) seguin el fabricante, esta dada por la ecuacion

mostrada en la figura 2.7

p EFL

—|

|- |

b— D —

1
Figura 2.7 Configuracién para acoplamiento de luz a una fibra optica

Configuracion 2: Acoplamiento entre dos fibras opticas

Esta configuracion es utilizada para acoplar dos fibras Opticas, se utilizan dos lentes idénticas y se ponen en
contacto con ambas fibras segiin se muestra en la figura 2.8.

Lentes esféricos

it

N /

Fibras Opticas

1
Figura 2.8 Configuracion para acoplamiento de dos fibras opticas

Tomando en cuenta que el area de emision de fluorescencia puede ser muy pequefia dependiendo del tipo de
material que se esté estudiando se utiliza la configuracion 2.

Muestra

Figura 2.9 Arreglo de los lentes para enfocar la mayor cantidad de fluorescencia posible en la fibra optica

En una pequefa base de aluminio estdn colocados los lentes esféricos en su interior para acoplar la fibra
optica. Esta base se muestra en la figura 2.10 junto con el cilindro que contiene la lente biconvexa y el

divisor de haz.

! Catalogo de Edmund Industrial Optics, 2001. Pag.39
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A

Fibra
Optica

Lentes

esféricas
{ En el interior )

Divisor

Muestra
plana _ Lente _de haz
{ En el interior ) { En el imterior )

. e . L. . fluorescencia a la fibra 6ptica
Figura 2.10 Cilindro donde se encuentran integrados el divisor de haz, la lente biconvexa y las esferas concentradoras de

2.3 Sistema espectromeétrico

Esta parte la componen la fibra dptica, el monocromador, el tubo Fotomultiplicador y el fotodiodo de
referencia. El trabajo principal del sistema espectrométrico es tomar la muestra de fluorescencia y obtener
sus componentes espectrales en funcion de la longitud de onda. La fibra dptica se encarga de conducir la
fluorescencia inducida por el laser hacia el monocromador, mismo que la descompondra en sus diferentes
longitudes de onda, la intensidad de cada longitud de onda serd convertida por el PMT a sefal eléctrica y
observada en un osciloscopio.

2.3.1 Fibra optica

Las fibras oOpticas son filamentos de vidrio (compuestos de cristales naturales) o plastico (cristales
artificiales). Llevan mensajes en forma de haces de luz que realmente pasan a través de ellos de un extremo a
otro, donde quiera que el filamento vaya (incluyendo curvas y esquinas) sin interrupcion.

La mision que tiene la fibra Optica en este sistema es conducir la fluorescencia emitida por la muestra hacia el
monocromador.

Las fibras opticas utilizadas son de cuarzo, disenadas para aplicaciones con luz UV(de Edmund Industrial
Optics L38-956). La fibra L38-956 presenta fluorescencia a 245nm aproximadamente y no afectard en los
espectros obtenidos por estar fuera del rango de andlisis sin embargo entre 355 nm y 360 nm, 380 nm y 405
nm observamos unos pequefos picos de fluorescencia de esta fibra optica los cuales se presentan de forma
constante en nuestra mediciones y por lo tanto las podemos caracterizar y tomar en cuenta en nuestros
andlisis, la Fig.11 muestra la grafica de los espectros de fluorescencia de dos mediciones con diferentes
aberturas de las rejillas del monocromador a 0.25 pum (0.25 Reg) y 0.5 um. (0.5 Reg).

14
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Espectro de fluorescencia de la fibra N. Reg.0.5
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Fig.11 grafica de los espectros de fluorescencia de dos mediciones con diferentes aberturas de las rejillas del monocromador a 0.25 pm (0.25 Reg) y 0.5 pm. (0.5

Reg)

Esta fibra optica L38-956 tiene una cubierta de plastico que provee una maxima eficiencia en la
transmitancia debido a la razon nucleo-revestimiento que es 10:1. La funda es de PVC y esta terminada con
puntas de acero inoxidable (figura 2.12). Su longitud total es de 36" (92.5cm) y tiene un didmetro de 0.250"
(6.0mm).

Figura 2.12 Fibra optica de cuarzo

2.3.2 Monocromador

Un monocromador se caracteriza por presentar en su salida un haz de radiacion de gran pureza espectral y
permitir variar la longitud de onda de la radiaciéon de forma continua en un amplio intervalo. Los
componentes basicos de un monocromador son:

v Una rendija de entrada que selecciona un haz de luz entrante.

v" Un elemento dispersante.

v Un prisma o red que dispersa la radiacion en sus longitudes de onda individuales.
v Una rendija de salida que aisla la banda espectral deseada.

El diagrama simple del monocromador se muestra en la figura 2.13
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Entrada

[ -H_'"“--.____ & [f- Prisma

Espejos N giratorio

Salida

Figura 2.13. Principio basico del monocromador

El monocromador utilizado es de la compafifa Acton Research® modelo Spectra Pro-275 de 0.275m de
longitud focal. Tiene 3 rejillas distintas que permiten seleccionar la resolucion del barrido y es posible
controlarlo remotamente por medio del puerto serie de una PC (RS-232).

La resolucion minima es de 0.Inm y dependiendo de la rejilla seleccionada se pueden obtener rangos de
barrido de 100nm a 750nm, 100nm a 1500nm 6 100nm a 2400nm.

Debido a que la fluorescencia inducida por laser se encuentra dentro del espectro visible en su mayoria, se
utiliza la rejilla 1, que es capaz de realizar un barrido desde 100nm a 750nm

2.3.3 Tubo fotomultiplicador (PMT)

En la salida del monocromador se pueden tener niveles de luz extremadamente pequefios por lo que se us6 un
tubo fotomultiplicador modelo R957 de Hammamatsu® que proporciona niveles de tension equivalentes a la

cantidad de luz en la salida del monocromador.

Algunas caracteristicas principales del PMT utilizado se muestran en la tabla 2.1.

Ancho espectral 160 a 900 nm
Tiempo de respuesta 2.2 ns
Sensitividad 7.4x10° A/W _a 400 nm

Corriente de oscuridad 3 nA
Tensiéon de alimentacion 1000V méx

Tabla 2.1 Principales caracteristicas del PMT R955

Para revisar otras caracteristicas se muestran las hojas del fabricante en el apéndice A-2
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2.3.4 Configuracion de conexion del tubo fotomultiplicador (PTM).

Para controlar el alto voltaje (-400 a -900V) del PMT tenemos dos opciones como lo muestra la fig. 2.14,
puede ser con una fuente variable de 0 a4 V o bien con un resistor variable de 0 a 10 KQ, en base a los
valores de uno de estos dos elementos podemos establecer la ganancia del PMT.

H957 MODULE

|
RED
BLACHK 0 TO 4V
BLUE w ITE COAX.
1 . CABLE
|
+18Vds | Q_,
SIG OUT
mkn VR

Fig. 2.14 configuracion para el control del alto voltaje del PMT

La relacion entre los dos diferentes tipos de control del voltaje y el alto voltaje se muestran en la figura
2.15. En esta misma grafica podemos observar la ganancia del PMT.

HIGH VOLTAGE CONTROLLING

CHARACTERISTICS

5 10
s g

4 g =
o 8
2 | %
53 \\“\ 6 =
] \ BY VOLTAGE @
g T~ \ . |
E BY RESISTANCE \\ e)
29 l B 2 E
) l e \l °

0 0

-400  -500  -600  -700  -BOO  -800

OUTPUT VOLTAGE (V)

Fig. 2.15 La relacion entre los dos diferentes tipos de control del voltaje y el alto voltaje
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2.3.4 Fotodiodo para muestreo de la radiacion laser

El fotodiodo para muestreo de la radiacién laser es un MRD500 de Motorota”™, es utilizado para disparar al
osciloscopio y de esta manera asegurar la captura de la senal del PMT. El uso de este dispositivo es de gran
importancia ya que la sefial fluorescente obtenida depende de la muestra que se esta analizando y, de acuerdo
a la naturaleza de dicha muestra se pueden obtener niveles tan pequefios de sefal que no sean capaces de
disparar el osciloscopio. El fotodiodo recibe una intensidad de luz laser casi constante proveniente del divisor
de haz lo suficientemente grande como para que sea captada por la electronica de disparo del osciloscopio.

Las caracteristicas principales del fotodiodo utilizado se muestran en la tabla 2.2.

Acho espectral 300 a 1150 nm

Tiempo de respuesta 1 nS

Sensitividad (S) 1.2 - 6.6 pA/mW/cm” a 800 nm
Corriente de oscuridad 14 nA

Area de deteccion 0.1225 cm”

Tabla 2.2 Principales caracteristicas del fotodetector MRD500

La grafica mostrada en la figura 2.16 muestra la curva de respuesta espectral relativa del fotodiodo. Esta
curva es util para conocer la respuesta real de éste en funcion de la longitud de onda de la luz incidente. Para
este caso, la longitud de onda de la luz UV del laser de nitrogeno es 337.1nm y su tension de salida sera el
10% de la tension obtenida si se excitara con luz de una longitud de onda de 800nm (respuesta méaxima).

Respuestaespectral relativa

1104
100 -
90 -
80 -

60 q
50 -
40
30
20

Fespuesta relakiva ]

0.2 04 0.6 0.8 1 1.2

Longitud de onda (um)

Figura 2.16 Respuesta espectral relativa del fotodetector MRD500

Para revisar otras caracteristicas de este fotodiodo se muestran las hojas del fabricante en el apéndice A-3
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2.3.4.1 Caracterizacion del circuito detector

En la figura 2.17 se observa el circuito eléctrico utilizado. La salida tiene una impedancia de 50-.

Figura 2.17 Circuito eléctrico del detector

2.4 Registro de las sefiales de radiacion laser y fluorescencia

Las senales de la radiacion laser y la fluorescencia proporcionadas por los fotodetectores son registradas en
un osciloscopio digital Tektronix® 2440 con una tasa maxima de digitalizacion de 500 MS/S lo que
proporciona un ancho de banda maximo de 200Mhz.

El osciloscopio utilizado cuenta con una interfase de comunicacion GPIB con el estandar IEEE 488 que le
permitird comunicarse con una PC para transferir todas las sefiales que se requieran en un tiempo
considerablemente corto.

2.4.1 Interfase GPIB bajo la norma IEEE 488

Utilizando una interfase estandar, se pueden disefiar instrumentos que tengan un nivel basico de
compatibilidad con otros instrumentos que cumplan con la norma.

La norma IEEE 488 define tres aspectos de la interfase de un instrumento:

e Mecanica. El conector y el cable

e FEléctrica.  Los niveles eléctricos para las sefiales logicas y como las sefiales con enviadas y
recibidas

e Funcional. Las tareas que la interfase de un instrumento puede realizar tales como, enviar datos o
recibirlos.

El conector GPIB tiene 24 pines, 16 asignados a sefiales especificas y 8 para tierras. Los instrumentos pueden
conectarse en una configuracion lineal, de estrella o una combinacién de ambas. La forma lineal es donde el
cable GPIB estara conectado de un instrumento al siguiente. En la configuracion de estrella, todos los cables
de los instrumentos estan conectados a un punto en comun.

Para mantener las caracteristicas eléctricas de potencia en el bus, un dispositivo debe estar conectado
mediante un cable de 2 metros de longitud como méaximo y al menos dos terceras partes de los instrumentos
conectados al bus deben estar encendidos.
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Las tensiones requeridas en todos los conectores del bus se basan en la tecnologia TTL.

Un “1” 16gico corresponde a tensiones > 2 volts y < 5.2 volts
Un “0” logico corresponde a tensiones > 0 volts y < 0.8 volts

Cada instrumento conectado al bus tiene una unica direccién primaria. Se puede asignar una direccion
primaria a cada instrumento en el rango de 0 a 31. Con esto se observa que un solo bus es capaz de controlar
hasta 32 instrumentos.

2.4.2 Tarjeta GPIB

Para poder establecer la comunicacion entre la PC y el osciloscopio por medio de la interfase GPIB es
necesario contar con una tarjeta que nos permita realizar este proceso de control.

Se utilizé una tarjeta GPIB de National Instruments® AT-GPIB/TNT con el fin de manejar los instrumentos
por medio de una PC.

Algunas caracteristicas de esta tarjeta son las siguientes:

Transferencia méxima de datos de 1.5 MBytes/s, normalmente 1 MB/s
Compatible con sistemas Windows 95/98/ME

Control simultaneo de hasta 32 instrumentos

Conexion a la PC en las ranuras de expansion [SA

2.5 Envio de sefiales del osciloscopio a la PC

El osciloscopio es capaz de enviar la sefial registrada a una PC en forma de grafico o como una lista de datos
que corresponden a las variaciones de amplitud con el tiempo de la sefial.

Para este caso las sefiales son enviadas a la PC como un arreglo de datos numéricos que tiene una longitud de
1024 elementos. Esta es una gran ventaja porque de esta manera se pueden obtener los niveles de tension
correspondientes a cada instante de tiempo sin necesidad de adivinarlos en una grafica. Otra ventaja es la
facilidad con que se pueden realizar operaciones matematicas entre dos o mas sefales.

El tiempo de transferencia de los datos del osciloscopio (de una sola sefial) a la PC es de aproximadamente
10ms segun lo siguiente:

Tasa de transferencia de datos: 1 Mb/seg = 1024 Kb/seg

Tamaio de los datos enviados: 10 bytes por punto (1 de inicio, 8 del dato, 1 de cola)
Numero de puntos enviados: 1024 para toda la forma de onda

Total de informacién enviada: 10240 bytes = 10Kb

Entonces, si en 1 segundo se pueden enviar 1024Kb de informacion, para enviar 10 Kb de informacion se
requeriran 9.76ms (aproximadamente 10ms)
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2.6 Control del monocromador

El monocromador Spectra Pro 275 es controlado por medio de la PC haciendo uso de la interfaz serie RS-
232. La PC se encarga Unicamente de enviarle los comandos necesarios al monocromador para que el
mecanismo interno de éste permita el paso de luz correspondiente a la longitud de onda deseada.

La sintaxis para el envio de este comando es la siguiente:

337.1 GOTO

En este caso, el monocromador responde colocando sus espejos de tal manera que solo pase la luz UV
generada por un laser de N, (correspondiente a la longitud de onda de 337.1nm)

El proceso general para obtener los espectros de emision es realizar un barrido en un intervalo de longitudes
de onda deseado por lo que Uinicamente es necesaria esta instruccion de posicionamiento.
2.7 Obtencion de espectros de emision de fluorescencia

El proceso de obtencion de espectros de emision de fluorescencia se realiza de una forma programada de
acuerdo al diagrama de flujo presentado en la figura 2.18

INICIO

L_ONDA INICIAL

9

PROMEDIO DE
256 SENALES

| ACTIVAR CH1 ‘ |DESACTIVARCH1|

g

| ACTIVAR CH2 ‘ |DESACTIVARCH2|

Figura 2.18 Diagrama de flujo para la obtencion de espectros de emision de fluorescencia

Algunas de las abreviaciones utilizadas en el diagrama de flujo se definen a continuacion.

L ONDA INICIAL: Es la longitud de onda inicial en donde el monocromador comenzara el barrido para
obtener el espectro. Este valor lo define el usuario en el programa.

V/DIV: Coloca las escalas de tension de los canales del osciloscopio, Este valor también lo define el usuario
mediante los controles que aparecen en el programa.

SEC/DIV: Aqui se define la escala de tiempo del osciloscopio. Se define en el programa de usuario
21
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VMAX CH1?, VMAX CH2?: La PC le pide los valores de tension pico al osciloscopio correspondientes a la
sefal presente en los canales 1 y 2 respectivamente.

PROMEDIO DE 256 SENALES: En el osciloscopio se realiza el promedio de 256 sefiales consecutivas con
el fin de reducir el ruido aleatorio y enviar una sola sefial que represente el promedio de éstas. Con esto se
reduce también el tiempo de transmision de informacion entre el osciloscopio y la PC. Los pulsos de un laser
de N,, por generarse a través de una descarga eléctrica, varian su amplitud dentro de un intervalo por lo que
el proceso de promediacidon es necesario para obtener sefales mas estables. Este proceso es el mas largo de
todos (4 segundos si el laser opera a una frecuencia de 60Hz aproximadamente).

PEDIR FORMA DE ONDA: Aqui se realiza el proceso de adquisicion de los datos numéricos de la forma de
onda presente en cada canal.

GRABAR VMAXI1, VMAX2, LONDA: Se guardan los valores correspondientes en una hoja de célculo de
Microsoft Excel para su posterior graficacion.

L ACT: Es la longitud de onda en que esta posicionado el osciloscopio.

INC L_ACT: Se incrementa la longitud de onda actual de acuerdo a los pasos incrementales definidos por el
usuario en el programa para continuar el barrido.

L FIN: Longitud de onda final definida también en el programa de usuario.

En el archivo de Excel generado se guarda en la primer columna el valor de la longitud de onda, después el
valor de la tension pico del canal 1 (pulso de referencia), en la tercer columna se guarda el valor de tension
pico en el canal 2 (sefial del PMT) y por tltimo el tiempo de defasamiento entre los picos de las sefiales del
canal 1 y 2 que, aunque en este caso no se utiliza, puede servir para obtener distancias entre los objetos que
se estén midiendo.

El espectro de emision se obtiene graficando la intensidad correspondiente (tension en el PMT) a cada
longitud de onda incluida en el intervalo de barrido.
2.7.1 Interfase de usuario

Con el software desarrollado en LabView de National Instruments® se pueden seleccionar las condiciones de
operacion del sistema para la obtencion de los espectros de emision.

En la figura 2.19 se muestra esta interfase editada y posteriormente se da una pequefia descripcion de la
funcién de los controles e indicadores marcados por un numero.
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Figura 2.19 Interfase de usuario programado en LabView 6i

Los nombres de los controles de la figura anterior son los siguientes:

Barra de seleccion de escala de tiempo

Escala de tension del canal 1

Escala de tension del canal 2

Longitud de onda inicial del barrido

Incremento o resolucion

Longitud de onda final del barrido

. Puerto serial donde se encuentra conectado el monocromador

10. Nombre del archivo en donde se guardaran los datos para graficar el espectro
11. Palanca de seleccion para la funcion que se desea realizar

13. Ejecucion del proceso

LRI =

Y los indicadores son los siguientes:

4. Pantalla para desplegado de las sefiales en el tiempo
5. Barra de progreso en el barrido
12. Pantalla de espectro

2.7.2 Operacion de la interfase de usuario
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Se deben seguir tres pasos para poner en marcha el programa de generacion de espectros.
2.7.2.1 Inicializacién de comunicacién entre el monocromador y la PC

Para ejecutar el programa, el monocromador debe inicializarse solamente la primera vez, después de esto, no
es necesario repetir el proceso a menos que la PC o el monocromador se apaguen.

Para realizar esta operacion, la palanca de seleccion (11) debe colocarse en la primera posicion (Iniciar
Monocromador) y presionar la flecha que corra el proceso (13).

Encender el monocromador y esperar unos segundos. El programa respondera presentando una pequefia
ventana pidiendo que se verifique la leyenda “COMPUTER CONTROL” en el display del monocromador, si este
mensaje aparece, el monocromador ha iniciado su comunicacién correctamente con la PC, si no es asi, se
debe repetir el proceso o verificar la conexion al puerto serie, ver figura 2.20.

x|

Verifique el mensaje
COMPUTER COMTREOL
si no aparece

repita el proceso

Figura 2.20 Mensaje de verificacion de inicializacion del monocromador

2.7.2.2 Posicionamiento del monocromador al inicio del intervalo de barrido

Una vez iniciada la comunicacion entre el monocromador y la PC éste se debe posicionar al inicio del rango
en el cual se desea hacer el barrido. Para realizar esto la palanca de seleccion (11) debe recorrerse hasta la
funcién llamada “Posicion Inicial” y presionar la flecha que corra el proceso (13). El monocromador, ya
inicializado, debera responder recorriéndose a la posicion que el usuario haya definido en el control 6 de la
figura 2.19.

2.7.2.3 Ejecucion del barrido

Antes de ejecutar el barrido se debe escribir el nombre de un archivo, en formato Excel®, en donde se
guardaran los puntos del espectro obtenido.

Ahora solo resta cambiar la palanca de funciéon a la segunda posicion (Barrido) y presionar la flecha de
ejecucion del proceso (13). A continuacion comenzard el proceso de barrido mostrandose en la barra de

progreso (5) el avance parcial de éste.

Conforme avanza el proceso, en la pantalla de espectro (12) se ird mostrando parcialmente el espectro
obtenido.

El proceso puede interrumpirse en cualquier momento, si asi se desea presionando el boton de stop situado a
un costado de la flecha de ejecucion de @] proceso, ver figura 2.19.
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Capitulo 3 Espectros medidos

En base a el arreglo experimental del capitulo anterior, se midieron los espectros de emision de fluorescencia
de algunas sustancias, todas estas mediciones se han realizado en el intervalo de 330 nm a 700 nm, debido a
que se exita con 337.1 nm (UV) y se espera la emision de fluorescencia a longitudes de onda mayores
(menor energia).

La fig. 3.1 muestra los espectros de fluorescencia de las fibras opticas utilizadas, se observa tres picos cuya
magnitud depende de los parametros del sistema, como pueden ser la ganancia del fotomultiplicador, la
abertura de las rejillas del monocromador, asi como la intensidad del laser, este ultimo pardmetro se
mantiene casi constante como se observa en la misma grafica. Estos espectros se obtuvieron con las
mismas condiciones que con cualquier muestra, En este caso la luz del laser (337.1nm) excita directamente
la fibra dptica.

E spectros de emision de fluorescencia de las fibras opticas

0.4
Laser 337.1 nm
036

0.3 4

025 -

Fluorescencia

0z 4 :
¥ / Armaonico del lazer

T 015 - "

volt b (volts

0.1

nns

I:I T T T T T T T T
200 250 400 450 500 a0 =11]1] G50 oo Tag
Longlud ds orda im )

|- = Espectro de fuorescencia de la fibrm N, Reg 05 ——FA 0 SR_20G_P5 --- - FA 0 26Reg 30G_Pasos_de_2 |

Fig. 3.1 Espectros de fluorescencia de las fibras Opticas utilizadas

Los picos de fluorescencia debidos a la fibra dptica se visualizan en casi todas las mediciones y pueden variar
en magnitud debido a que dependiendo de la muestra que se este analizando esta permitird pasar mas o
menos UV ala fibra Optica y de esta manera excitarla con diferente intensidad.

Con las muestras muy densas no se observan estos picos de fluorescencia, ya que la muestra no permite el
paso de UV a la fibra Optica.
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Todas las mediciones en muestras liquidas se realizaron en tubos de ensayo, mismos que se analizaron en el
sistema, para observar su comportamiento al ser expuestos a la luz del laser, en dichas mediciones no se
aprecio ningun valor de fluorescencia dentro del rango de trabajo (330 nm — 700 nm). La figura 3.2 muestra
una grafica del andlisis de los tubos de ensayo utilizados, en los cuales solo se observa el laser (337.1 nm) y
su armonico, también se aprecian los tres picos de fluorescencia de la fibra dptica.

Tubo de ensayo

500

Longitud de onda (nm)

Figura 3.2 Gréfica del analisis de los tubos de ensayo utilizados.

El andlisis de diferentes muestras de agua, (potable y de garrafon) muestra que esta no fluoresce, tal como lo
muestra la figura 3.3.

)
@
<
=
o
>

Longitud de onda (nm)

Fig. 3.3 Gréfica del andlisis de emision de fluorescencia del agua limpia.
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Del andlisis anterior concluimos que podemos utilizar el agua para disolver cualquier muestra sin que nos
interfiera en la medicion.

Se tomo como objeto de estudio los jugos de algunos citricos como los que se muestran en la figura 3.4, en
donde se muestran los espectros del limén y mandarina, por separado, asi como la mezcla en igual
proporcién de ambos jugos.

Mandarina'y Limon
2 Mandarina
1.8 e | iMON
1.6
14 = \lezcla
g 1.2
o 1
£ 0.8
2 0.6
0.2 -
0 L
-0.2300 350 400 450 500 50 600 700
Longltud de onda

Figura 3.4 Espectros de emision de fluorescencia de los jugos de limén, mandarina y de la mezcla.

En un intento por interpretar el comportamiento de los espectros se han sumado uno a uno los datos de los
espectros de el limon y mandarina, es decir los valores del limén y mandarina correspondientes a una misma
longitud de onda, obteniendo como resultado al graficar estos valores contra su respectiva longitud de onda
el espectro mas grande que se encuentra en la figura 3.5. El espectro de color amarillo se obtuvo dividiendo
cada valor de los espectros de la mandarina y el limon entre dos y después sumandolos uno a uno, se
observa que el espectro obtenido matematicamente no coinciden con el espectro medido, por lo que los

espectros de las mezclas de dos 0 mas componentes no se puede obtener sumando o restando los espectros
de los componentes de la mezcla.
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Mandarinay Limon

== |\landarina + Limén

| iMON
= |\lezCla

Mandarina

M2+L/2

300

Longitud de onda

Figura 3.5 Espectros de emision de fluorescencia de los jugos de limén, mandarina y de la mezcla, asi como los espectros de
la suma del limény mandarina y la suma del limén y mandarina divididos entre dos previamente.

Otro objeto de estudio a sido el tequila, en la figura 3.6 se muestran los espectros de fluorescencia de
reconocer un tequila desconocido o

diferentes marcas de tequila,

0.9 A

0.8

0.7 A

Vfluorescencia /Vlaser

Observamos en la figura 3.6 que los espectros de los tequilas oro azul y gimador son muy parecidos,

los cuales
identificar si un tequila determinado realmente es el que se indica

nos pueden ayudar a

Espectros de Fluorescenciade varios Tequilas

410

450

470 490

510 530 550 570

Longitud de onda (nm)

Casco Viejo

—— Corralejo Triple Destilado
= Gimador

Tequila 1800

Tequila Santa Fe

4 Vientos

——— Corralejo Reposado
Sublime

— Oro Azul

Figura 3.6 Espectros de fluorescencia de varios tequilas.

y mas

aun lo son los espectros de los tequilas sublime, corralejo triple destilado y cuatro vientos, observamos
también que los espectros de los tequilas corralejo reposado, casco viejo y tequila santa fe tienen también un
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parecido. Seria un poco dificil tratar de reconocer estos espectros a simple vista. Por lo que se precisa para un
trabajo a futuro hacer un analisis de datos multivariantes con el fin de clasificar y reconocer estos espectros.

Lineas celulares de cancer cervical, proporcionadas por la Escuela Nacional de Ciencias Bioldgicas (ENCB
IPN), también han sido un objeto de estudio mas. Las lineas celulares analizadas son las C33 H, CalLo H,
HeLa H y SiHa H, de las cuales se han obtenido los espectro de fluorescencia mostrados en la figura 3.7, con
el fin de caracterizarlas y poder determinar el tipo de células cancerigenas en una muestra dada.

0.45

0.4

0.35

0.3

0.25

0.2

0.15

0.1

0.05

-0.05

‘+C337H72n cong_2nS —8— Calo_H cong 2nS —%—HelLa_H_cong_2nS —%— SiHa_H_Cong_2nS_2 ‘

Fig. 3.7 Espectros de emision de fluorescencia de las cuatro lineas celulares C33 H, CaLoH, HeLaH
y SiHa H,

30



Medicion de espectros de emision de fluorescencia a través de un sistema de fluorescencia inducida por laser (LIF)

Arturo Ronquillo Arvizu

La figura 3.8 es el resultado de haber realizado varias pruebas para cada linea celular y promediarlas de
forma individual esto con el fin de obtener espectros méas precisos.

Voltaje (Volts)

-0.1

0.6

promedios de celulas H

0.5 4

0.4

0.3 4

0.2 4

0.1

650

Longitud de onda (nm)

Promedio SiHa_H

HelLa_Promedio = = Calo_Promedio ----- promedio de C33-H

Fig. 3.8 Promedio de varias pruebas de cada linea celular.
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Al trabajar con algunos hidrocarburos, se han obtenido los espectros de las gasolinas Magna, Premium,
Gasolina Blanca y petroleo de tlapaleria. Cabe mencionar que del petréleo crudo (MAYA) no se pudo
obtener el espectro de emisién de fluorescencia, quizas por su alta densidad y viscosidad, asi como por su
color negro. las figuras 3.9 y 3.10 muestran los espectros de las gasolinas Premium y magna respectivamente.

Gasolina Premium

Fig. 3.9 Espectro de emision de fluorescencia de la gasolina Premium.

Gasolina Magna

Fig. 3.10 Espectro de emision de fluorescencia de la gasolina Magna.
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Al comprar los espectros de las gasolinas Magna y Premium observamos que los espectros de emision de
fluorescencia son muy parecidos como se muestra en la figura 3.11.

= Gasolina Premium = Gasolina Magna

Fig. 3.11 Espectros de emision de fluorescencia de las gasolinas Magna y Premium

Obtuvimos el espectro de la mezcla de las gasolinas Magna y Premium con el fin de observar el espectro de
la mezcla y compararlo con los componentes de la mezcla.

0[0) 0 400 450 0[0) 0 600 650 0[0)

= Mezcla Magna y Premium

Fig. 3.12 Espectro de emision de fluorescencia de la mezcla de las gasolinas Magna y Premium
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Hemos observado que algunas sustancias transparentes, tales como el alcohol metilico, el etilico y el agua no
fluorescen, en la gasolina blanca a pesar de su transparencia fluoresce como se observa en la Fig.3.13

Gasolina Blanca

500

Fig. 3.13 Espectro de emision de fluorescencia de la gasolina Blanca.

La fluorescencia del petrdleo comercial (de venta en tlapalerias) se muestra en la

Fig. 3.14
. A
: L
0 \—v\_"

=== Petroleo de tlapaleria

Fig. 3.14 Espectro de emision de fluorescencia del petréleo de tlapaleria.
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La mezcla de las gasolinas Magna, Premium, blanca y petroleo de tlapaleria produce el espectro de
fluorescencia que se muestra en la figura 3.15.

—— Mezcla de Magna, Premium, Blanca y PetroleoTlap

Fig. 3.15 Espectro de emision de fluorescencia de la mezcla de las gasolinas magna, Premium, Blanca asi
como del petréleo de tlapaleria.

Al comparar el espectro de la mezcla de las gasolinas Magna y Premium contra los espectros de las mismas
gasolinas, se observa que el espectro de la mezcla esta por encima de los espectros de las gasolinas aisladas
como se observa en la figura 3.16.
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= = = Mezcla Magnay Premium Gasolina Magna

Gasolina Premium

Longitud de onda (nm)

Fig. 3.16 Espectro de emision de fluorescencia de la mezcla de las gasolinas magna y Premium, asi como los espectros
de las gasolinas Magna y Premium en forma individual.

Finalmente al comparar la grafica de la figura 3.15, con los espectros de cada uno de los componentes de la
mezcla, figura 3.17, se observa que el comportamiento del espectro de la mezcla no esta por encima de todos

los componentes como se esperaba.

— Gasolina Magna

= Gasolina Blanca
===Gasolina Premium
== Petroleo de tlapaleria

— Mezcla de Magna, Premium, Blanca y PetroleoTlap

Longitud de onda (nm)

Fig. 3.17 comparacion del espectro de la mezcla contra los espectros de los componentes de dicha mezcla.
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Conclusiones

Al finalizar las mediciones podemos llegar a las siguientes conclusiones.

El espectro de emisidn de fluorescencia de una mezcla no tiene un comportamiento sencillo, que se pueda
explicar en funcién de los espectros de los componentes, es decir se esperaria que al mezclar dos o mas
componentes el espectro de dicha mezcla sea mucho mayor que los espectros de los componentes, lo cual no
sucede asi y se precisa de analisis de datos multivariantes para determinar el comportamiento de estos
espectros.

Al haber trabajado con diferentes sustancias hemos encontrado que la mayoria de las sustancias incoloras,
como el caso del agua, alcohol etilico, tequila blanco, etc. No fluorescen.

En sustancias muy densas como en el caso del petroleo crudo (crudo maya) no se puede medir la
fluorescencia.
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Apéndice A-1

Gréficas de reflectancia y transmitancia en un cristal
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FIGURA 4.47 Reflectoncio y fransmision frente o angulo de incidencia.
LA cos 6; = LA cos 6, + I,A cos 6, (4.58) Pero esto es simplemente
g g - R+T=1 (4.60)
Multiplicando ambos lados por ¢ esta expresion queda

donde no hay absorcién. Lis conveniente usar las formas con

5 5 s
:Eqy; cos 6; = n:Ey, cos 6 + By, cos 6, componentes, es decir,

: —— 3 Ri=rl (4.61)
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FIGURA 4.48 Rellexién casi normal en una pila de portacbjetos
de microscopio. Puede verse o imagen de la camara con la que se

FIGURA 4.49 Reflectancia con incidencia normal en el aire
tomé la fotografia. (Foto de E.H.)

(n; = 1,0) en una interfaz GOnica.

En la figura 4.47 Se muestran las gréaficas de reflectancia y transmitancia en funcién del angulo con que incide el haz.
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Apéndice A-2
Hojas de datos del fotodetector MRD500

MOTORO
== SEMICOI\IDUCTOR PO R o i 2 AR A B AT 1 T ok
TECHNICAL DATA

MRD500
Photo Detectors MRD510

Diode Output

. designed for application in laser detection, light demodulation, detaction of visible PHOTO DETECTORS
and near infrared light-emitting diodes, shaft or position encoders, switching and logic DIODE OUTPUT
circuits, or any design requiring radiation sensitivity, ultra high-speed, and stable PIN SILICON
characteristics, 250 MILLIWATTS

100 VOLTS

e Ultra Fast Responsa — (<1 ns Typ)
e High Sensitivity — MRD500 (1.2 pA/mW/cm2 Min)

MRD510 (0.3 pA/mWicm? Min)
@ Available With Convex Lens (MRDS00) or Flat Glass (MRD510) for Design Flexibility
@ Popular TO-18 Type Package for. Easy Handling and Mounting
e Sensitive Throughout Visible and Near Infrared Spectral Range for Wide Application
e Annular Passivated Structure for Stability and Reliability

MAXIMUM RATINGS (T = 25°C unless otharwisa noted)

Rating Symbol | Value Unit
Reverse Voltage VR 100 Volts
Total Powar Dissipation (@ Ta, = 25°C Po 250 | .
Derate above 25°C 2.27 mWrc CASEZin 0t
Operating Temperature Ranga TA —-E5to +125 *'C MRD510
Storage Temperatura Range Tstg —§51t0 +150| °C (FLAT GLASS)
STATIC ELECTRICAL CHARACTERISTICS [Ta = 25°C unless otherwise noted)
Characteristic Fig. No. Symbol' Min Typ Max Unit
Dark Currant (Vg = 20 V, B = 1 megohm] Note 2 2and 3 o nA ’
TA = 25C —_ - 2
Ta = 100°C — 14 -
Reverse Breakdown Voltaga (Ig = 10 uA) —_— ViBriR 100 200 - Vols
Forward Voltage (If = 50 mA| — Ve — —_ 1.1 Volts
Series Resistance [Ig = 50 mA) — Rs -_ - 10 Ohms
Total Capacitance (VR = 20V, f = 1 MHz) 5 CT — — 4 pF
OPTICAL CHARACTERISTICS (Tp = 25°C unless otherwise noted)
Light Current MRDS500 ] 1 IL 6 -8 - uA
(Vg = 20 V] Note 1 MRD510 1.6 21 —
Sensitivity at 0.8 um MRD500 — SA=0Buml| — 6.6 - wAImW/
(VR = 20 V] Nota 3 MRDS10 - 15 — em?
Response Time (VR = 20 V, R = 50 Ohms) — tirasp) = 1 —_ ns
Wavelength of Peak Spectral Response 5 Ag - 0.8 = wm

NOTES: 1 Radiation Flux Density (H) nqum m 5 mW/em2 emined from a tungsten source at a color temperature of 2870 K.
d ar dark oL
3. Raciation P Dansity (H) oqual 1o 0% mWicm? a1 0.8 .

4-24
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Figure 2. Dark Current versus Temperature
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MRD500, MRD510

H

\
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Figure 6. Typical Operating Circuit

2. LEADS WITHIN 0.13 mm (0.005) RADIUS OF TRUE
POSITION AT SEATING PLANE AT MAXIMUM
MATERIAL CONDITION.

1. PIN 2 INTERNALLY CONNECTED TO CASE.

2. LEADS WITHIN 0.3 {0.005) RADIUS OF TRUE
POSITION AT SEATING PLANE AT MAXIMUM
MATERIAL CONDITION.

(= |x

OUTLINE DIMENSIONS
At CASE 208-01 CASE 210-01
B MRDS500 MRDS10 = ~
L=l 4 (CONVEX LENS) {FLAT GLASS) !
f NOTES [ c
T 1. PIN 2 INTERNALLY CONNECTED TO CASE OTES l

4-26
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Apéndice A-3
Hojas de datos del fotomultiplicador R955

PHOTOMULTIPLIER TUBES
R928, R955

Extended Red, High Sensitivity, Multialkali Photocathode
28mm (1-1/8 Inch) Diameter, 9-Stage, Side-On

FEATURES

#Wide Spectral Response
1 T T weee 185 10 900 nM
RO55 ... .. 16D to 900 nm

@High Cathode Sensitivity
Luminous ......... T E———L | - A ]
Radiant at 400nm ... s s ansb s s DAV
#HHigh Anode Sensitivity (at 1000V

Luminous ......... 25004 m
Radiant at 400nm ... T.4M 105 AW

#Low Drift and Hysterasis

The R928 and R95E feature extramaly high quantum efficiancy,
high current amplification, good S/M ratic and wide speciral re-

sponse fromlW to near infrared. The R928 employs a LW glass

envelops and the RBSE has a fused silica envelope for UY sen-
sitivity extansion.

The R928 and R95E are well suited for use in broad-band spse-
traphotometers, atomic absorplion spectrophotometers, emis-
sion spectrophotometers and other precision photomstric in-

siruments.
GENERAL Figura 1: Typical Spactral Responss
Parameter DescriptionValue| Unit e
Specral Respomse e ===
Reea 186 {0 200 nm o F o BALLANT. —
E by -
'ﬂ'a'f::lglh ol Maemum Responss 13::;;]9::0 s = e =
nm = I k
B
Photocalhods g oow = 'll"-l
Kaleral Mullialkall - EE ! ===
Kinimum Eleclive Ama M2 mim :E‘ ?H' QUANTUM EFFICENCY™ 1
Window Materlal 8 o
w
Reza LIV gass - we '|.||
RE&E Fieadslica - =
Dmede d E g
Secordary Emilling Surlass Multialkall = ug ':l.
sirudture Clrcular-cage = E B o !
Number of Slages B — b ;
Direct Intereleciroda Capacilances T
Anooe o Last Dynods Approe. 4 F
Anoda o All Other Eleciodas APproE. 6 P 1'[
1}]
Bz JEDE&hILDE!Sﬁ-EB - “"ioo @0 30 a0 B0 B Moo B0 D0 1000
weagni FpproE, A5 g R
Sitable Sockel EGTE—114ioplion) | —
Sulable Socket Assambly ET17—21 joplion)

M e e e m e i = s it o === 1
| _Subjest bo local bechnieal mouiraments and raquialions, avalabiily of products Indudad in s promolional maledal mey vary. Plesse corsull whh o sales offiea, |

Information Lrnishad by HAMAMATS L s balavad 1o be ralabla. Howaver, no resporsibiity |s essumad for possible inacounacies or ommissions. Spacifications ans
subjket o change witout nolioe. Mo patani dghl are granted to any of he croults desorbed herain. £ 1997 Hamamatsy Photonies 1K
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PHOTOMULTIPLIER TUBES RQE.I?,, R955

MAXIMUM RATINGS (Absolute Maximum Values)

Parametear WValue Unit
Supply Vollage
Between Snods ard Cathode 1260 Wido
Bebween Anods ard Lasl Dynode 260 Vo
AywErage Anoda Cumenl 0.1 me,
Amblant Temparature o L R ] L =
CHARACTERISTICS {(at 25°C)
RA28 RA5S .
Piirici Min. WP Max. | Min.  T¥P.  HMax. Uit
Calhode Serskhiby
Quanium EMclency al Peak Wavalenoth —_ 254 —_ —_ 28.0 —_ *
{at 260nm) {al 230nmj
Luminous & 140 50 == 140 50 . aam
Radiant & 194nm — 14 — — 43 — sy
284mm e 52 . - 56 . masy
A00rm — T4 — — 4 = masy
G33nm == 41 L = 41 ! masy
a2 — 2.6 — — 3.5 — sy
Red'VWhile Ralio = 02 03 . oz 03 . =
Bluar — a — — a — gaimb
Ande Barslaty
Lumincis & 400 2500 — 400 2500 — &'im
Radiart a 194nm —  1EMiF  — — 43mis — s
284mm = h2Mi0E = = H.Ex10% e AV
400mm —_ T4 xine —_ —_ e Al _ B
G33rm (£t 41108 — et 41m10s — AV
as2nm — asmid — — GEMit — S
&ain B — 1.08107 — — 106107 — —
Arods Dark Cument
Aller 30 minute Blorage N ihe dakness =5 a3 B 2 a3 2] e
ENI{Equivalent Malss Input) — 1310 — o 13101 = W
Tim Responss &
Anods Pulsa Riss Tima | b 22 — = 22 — =
Eleszron Transil Time 4 = o — == 2 = e
Translt Time Spread (TT5) 5 B 12 — e 12 = 13
Anode Current Stabliily -
Current Hyslarasls — KR | — — 'R | — *
Vollage Hyslarasls b 10 = o 10 = %

NOTES

i foeraged over any inlerval of 30 s=oonds maximum.
B: The light source is a ungsien filament lamp operaled al a distribotion tem-

F: Measured withthe same supply vollage and voliage disiibution mic as
Note E afler removal af ight.

perabre of 2856 Supply vollage & 100 vaks babween the cathods ard
al ather el=cimdes connecled together as anoda.

C:Redfdhile mlio is the quotient of the cathode current messured wsing a
red fiben Toshiba BAG8) inker posed betwssn the light souree ard the ubs
by the cathode current measured with the filler removed under the same
condlions as Hobe B,

[¥: The value is cathade aulput current when a Blue ilen Corning C5-6-5R

polizhed o 152 stack thickness) is inlerpossd between the light source and

the fube urder the same condition 2= Noke B

E: Wemsured with the same Ight source as Nole B and with the volage disii-

bation mtio shown in Table 1 below.

Tabla 1:Valtages Distribution Ratio

Elacimds |R |Dyl|ti|l!|D5':-|D'f4|Dy!-|Dg,G|DyI|Ey\!!||:i|l§| P |
Distribut

el 6 ENENEV T [ RN EN

Suppy Volage : 1000%de
K@ Calhode, Dy : Dynoda,

P anode

= Measursd at & =opply woliags adjusisd & provide &5 ancde sersitivity of
100 &lm.

H:ENl is i indication of the photon-limitsd signaklo-noiss mtio. I efers o
the amount of light in walls 1o produce a sigrakoroise ratio of unity inthe
aulput of a pholmultiplier (ubs.

e 25-”:-3-”

whers g = Elecionic charge (160 ®10H% coulomb).
Idb = Anede dark cumrent{after 30 mirule slomge) namperes.

&= Gain.

Af = Eandwickh af the =ysiem in beiz. 1 hentz is ped.

5 = fnods mdant ssmitiviy in amperss parowalt 2 the wave-

lerggh of pesk respores.
I: The nise lime is the lime for the oulput pulss 1o ise from 105 o 90% of the

peak amplilude when the entirz photocathode is iluminated by a delta
Tunction light pulsa.
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J: The eleciron tmansi lime is the inlerval betveen the arival of defla function
light pulse & the entrance wind ow of the tubs and the time when the arods
aulput reaches the peak amphlude. In measrement, the whele pholo-
cathode is lluminated.

K: flso called traneit time jiller. This & the fucuation ineledon transil lime
betwesn ndividusl pulses in the signal phobelscion mede, and mey be
defired & the FiWHM of the frequency distribution of sledron irarsil times,

L: Hysteresis is lemparary nstabiity inanods cument after light and valiage
are appled.

TPUSREOEA

Figure 2: Ancde Luminous Sensitivity and Gain
Characteristics
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(1iCurrent Hysieresis

The tube is aperaled a TE) wolis with an anode currenl of 1 mico-ampers for
5 minutes. The light is then remowved from the ke for a minule. The be i
then re-iluminated by the prenicus light level for a minule o measurs the
warialion.

(2Vollage Hyskeresis

The tube is operaled = 300 wolis with an ancde current of 0.1 micro-ampere
far & minules. The ight is then ramoved from the lube and the supply vollage
is quicly increased to B0 volis. Afler a minute, the supply vokage is than
reduced o the presious vale and the ube s redluminated for a mirdke o
me=asurs the warition.

Figure 2: Typical Time Response
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Figure 5: Typical Temperatura Characteristic of Dark
Current (at 1000V, after 30minute storaga)
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PHOTOMULTIPLIER TUBES R928, R955

Figure &: Dimensional Cutling and Basing Diagram {Unit : mm)
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Figure 7. Optional Accessories (Unit : mm)

l:EBS?gEkﬂA_ D Type Socket Assembly ET17-21
- 114

TARICANRIEA

M Hamamatsu alo provides CAS00 series compact high volage powar sup-
plie= and 06270 saries DPF type sockel azsemblies which incomporate a
DC o DT cormverter type high wollage power supply.

TACCAORIRTD

Warning-Personal Safety Hazards
Electrical Shock—Cperating voltages applied to this
davice prasent a shock hazard.

HARAMATEL PHOTOMICS KK, Electoron Tube Canlar

314-1 Shimakanzo, Twuukﬂ-vilﬂg@ kvata-gun, Shizackaken, 4280193, Japan, Telkphone: (128062 54 6, Fax: (51)553/62 220
LT c H.L CESSIT-C8D, LS, Tadephoras: ¢1808-124-0000, Faoc | 3332311216

E“,;‘{...’.;";L';wu.. l-'.rDI:c.-.::.;!dL T en i ,mfﬁnﬁ.?ﬁzﬂm:?&, L b-r,--:,-drmrum Tm}?‘?i?ﬂ:?} |m|¥f¥r|s:n 110
v Mingeianr Hamamats Prokosica UK Liisct Lough

i 2 ek Ve, WAk 18, Erilakl Whidlsams E12 718, Urkad Kirggces, Talaphasa: (14101 23 2800, Fooc (34 112070
MarR Excipa: Hmarstas Fhobrscs Horden AC: Firtgaian 7, 54440 Kk Seacen, Ta gl ore: HOJ-T03-70-50, Fro- HE8-TE0-5

Rk Harsarsbes P bclonica [ 5 FL : ‘e Delin ko, 18, 30000 Arsas, [lana), Haly, Telepbcss: [30024005 21 T, Faoo 2002403 B 741
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