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Objetivo general de la tesis 
 
 
 

Esta tesis se realizo bajo el objetivo de medir la emisión de fluorescencia inducida 
por láser de diferentes sustancias, para su caracterización y posterior identificación. 
 
 
 
 
 
 
Tesis de Trabajo. 
 
 

La emisión 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 medición de florescencia de 

líquidos inducida por láser, con lo cual es posible la identificación de las 

substancias que le componen. 

 

Los fluidos pueden caracterizarse por medio de su densidad, viscosidad, 

temperatura etc. pero además por su constitución. Esto resulta de principal 

importancia, no solo en la elaboración de productos, sino además en la 

identificación de elementos no deseados en fluidos como los contaminantes 

en aguas. 

 

El desarrollo de esta técnica ha sido posible gracias a la aplicación de los 

conocimientos nuevos que se van desarrollando en diferentes disciplinas 

como loa electrónica, la óptica, la química, la computación, la estadística, etc. 

Obteniendo resultados que han beneficiado el avance de la ciencia. Así hoy 

en día 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 láser. 
 
La espectroscopia  óptica  es una extensa  rama  de las ciencias  físicas, que se ocupa del estudio  de los 
espectros. Este estudio es muy amplio y comprende desde  los diversos métodos  para la obtención de 
espectros, su medida y aplicaciones, hasta su interpretación  teórica  mas profunda  en relación con la 
estructura atómica-molecular de la materia.  
 
Desde el punto de vista  de la interacción  de la radiación electromagnética  con la materia, un espectro puede 
definirse [1] como una representación grafica  de la  distribución de  intensidad  de la radiación 
electromagnética, emitida o absorbida  por una muestra  de substancia, en función de la longitud de onda     
(o frecuencia)  de dicha radiación.   
 
Un espectro depende en principio  de la separación  entre los niveles de energía de la substancia.  
Ahora bien, un sistema molecular puede tener diferentes niveles de energía, por  ejemplo: energía de 
rotación, asociada al movimiento de giro  o rotación de las moléculas; energía de vibración, debida a las 
oscilaciones periódicas o vibraciones de los átomos alrededor de sus posiciones  de equilibrio; energía 
electrónica, que depende de las posiciones  medias de los electrones  respecto de los núcleos; energía nuclear,  
asociada con la disposición de las partículas componentes de los núcleos atómicos; energía de orientación de 
los espines  electrónicos  y nucleares respecto a un campo magnético etc.     
 
Afortunadamente, los distintos tipos de energía de los sistemas atómicos  o moleculares  son de orden de 
magnitud  bastante  diferente, por lo que las transiciones  entre los correspondientes niveles  de energía  dan 
lugar a  emisión o absorción  de radiación  en zonas distintas de frecuencia. Por esto, se puede distinguir  
distintos tipos de espectros, según los niveles de energía  que intervienen  y las técnicas experimentales  
utilizadas para su observación.   
 
         

 
Figura 1 emisión y absorción  de radiación    
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Los niveles de energía de los núcleos atómicos  son los de mayor energía, por lo que  las transiciones  entre 
ellos  dan lugar a espectros  en  la región de mayor frecuencia  o de menor longitud de onda. Son los 
espectros de rayos γ , que proporcionan información sobre la estructura nuclear, y son prácticamente 
independientes  del entorno  de los núcleos atómicos. 
 
Los niveles energéticos asociados con los electrones internos de los átomos  dan lugar a los espectros  de 
rayos x, en la región de longitudes de onda  de 0.05 a unos 10 nm. Estos espectros son característicos de cada 
átomo  y prácticamente no dependen de los enlaces químicos, esto es, de la molécula en que se encuentran 
los átomos. 
 
Los niveles energéticos  de los electrones externos  o electrones de valencia  de los átomos, iones atómicos, 
moléculas  o iones moleculares  dan lugar a espectros  en la región visible  y ultravioleta (de 10 a unos 800 
nm)  llamados también espectros electrónicos. 
              
 
 
Los espectros de  átomos  aislados  o iones atómicos  son de aspecto muy distinto  a los  espectros 
moleculares. Los espectros atómicos consisten en líneas de emisión  o absorción,  muy estrechas, a 
determinadas frecuencias, por lo que se llaman  espectros de líneas, mientras que los espectros electrónicos 
moleculares, debido a la influencia de los niveles de vibración  y de rotación, presentan zonas  de emisión  o 
absorción  a ciertos intervalos de frecuencia, mas o menos anchos, por lo que reciben el nombre de  espectros 
de bandas. 
 
 
La energía de vibración  de los átomos de una molécula  es bastante menor  que la energía electrónica, por lo 
que las transiciones entre los  niveles moleculares  de vibración  dan lugar a los llamados espectros  
infrarrojos, por aparecer en la región infrarroja (1µm a unas 100µm). 
Debido a la influencia  de los niveles de rotación, los espectros infrarrojos son también espectros de banda. 
Las transiciones  entre  los niveles  de rotación  de las moléculas, de energía menor  que los de vibración, 
origina espectros de líneas  mas o menos anchas  en la región de microondas (de 1000µm a unos 10 cm.) o en 
el infrarrojo lejano, en el caso de moléculas muy ligeras. 
Por ultimo, en la región de ondas de radio  y de microondas, pueden aparecer espectros, originados  por 
transiciones  entre los niveles de muy baja energía debidos a las orientaciones  de los momentos magnéticos   
de spin  nuclear  y electrónico, 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 electrónica, llamados también  de “spin” electrónico (RSE).      
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 1.2 Estados excitados 
 
 Cuando se forma un enlace entre dos átomos en una molécula, los orbítales atómicos de cada uno de los 
átomos que forman el enlace generan dos orbítales: uno enlazante de baja energía y otro antienlazante de 
energía mucho mayor. 
 
Cuando la molécula no está excitada, los electrones que forman un enlace específico se encuentran ocupando 
los orbitales enlazantes, debido a que estos son de energía menor y por lo tanto de esta manera la molécula es 
más estable. 
Asociados a cada nivel electrónico se encuentran diferentes niveles vibracionales, por lo que cuando una 
molécula es irradiada con energía de cierta frecuencia o longitud de onda esta puede pasar a diferentes 
niveles vibracionales de alguno de los estados excitados So y S1. 
 
SPÍN DEL ELECTRON. La mayoría de las moléculas poseen un número par de electrones. Estos dos 
electrones poseen diferente giro o diferente spin cuando están en el estado basal. En esta situación se dice que 
los electrones están apareados y el momento magnético producido por el spin es cancelado, siendo la 
molécula diamagnética. Cuando los pares electrónicos 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 electrón 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 cuántico magnético de spin. 
Estos estados se pueden representar como lo muestra la Fig. 1.1 
 
 
 
 
 
 
 

                                                                       
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 energía para una hipotética molécula 
fotoluminiscente. La línea horizontal S0 representa la energía del estado fundamental de la 
molécula, el cual normalmente es un estado singulete, en este nivel electrónico al igual que en los 
otros estados excitados se encuentran asociados varios niveles vibracionales de la molécula. A 
temperatura ambiente la energía electrónica de prácticamente todas las moléculas es S0. Las dos 
líneas de la izquierda representan S1 y S2  corresponden respectivamente primero y segundo 
estado singulete excitado. El de la derecha T1  corresponde al primer estado triplete excitado. Hay 
que señalar que el estado triplete es menos energético que el correspondiente estado excitado 
singulete. 
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Fig. 1.2a Diagrama parcial  de energía  para un sistema  fotoluminiscente. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Fig. 1.2b Transiciones  radiativas  entre estados singuletes de una molécula 

 
 

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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Fig. 1.3  Tiempos de vida de la fluorescencia y  fosforescencia  
 
 
1.3 El fenómeno de fotoluminiscencia. 
 
El fenómeno de fotoluminiscencia ocurre cuando una especie química es excitada por medio de radiación 
electromagnética y como consecuencia la especie pierde la energía adquirida reemitiendo esta en forma 
parcial o total. Esto es, parte de la energía adquirida por la especie química se reemite en forma de choques 
moleculares y parte en forma de energía luminosa o el total de la energía adquirida se reemite en forma de 
radiación. 
 
La fluorescencia y la fosforescencia son dos manifestaciones diferentes del fenómeno fotoluminiscente. Estos 
dos efectos difieren entre sí en el mecanismo a través del cual son producidos, además del tiempo de 
duración de la fotoluminiscencia una vez que ha cesado de excitarse la muestra con radiación 
electromagnética. La fluorescencia cesa casi inmediatamente después de que a la muestra se le suspende la 
radiación ( ≅ 10 -9 seg.), mientras que la fosforescencia puede durar varios segundos o minutos en  iguales 
circunstancias. La fluorescencia no está restringida a un estado físico determinado de la materia, esta puede 
existir en: gases, sólidos o líquidos.  

 
 
1.4 Procesos de desactivación 
 
Una vez que la especie ha sido excitada a niveles energéticos superiores, la desactivación o pérdida de la 
energía en exceso se puede efectuar a través de diferentes procesos. El camino más probable hacia el estado 
fundamental es aquel que minimiza el tiempo de vida del estado excitado. Por tanto, si la desactivación por 
fluorescencia es rápida con respecto a los procesos sin radiación, se observa tal emisión. 
   En la mayor parte de las especies químicas, la desactivación por relajaciones no radiactivas (choques 
moleculares de la especie excitada con el solvente) es la ruta cinéticamente favorecida, ya que el número de 
especies fluorescentes es muy pequeña en comparación con las especies no fluorescentes. El fenómeno de 
fluorescencia está restringida a un número relativamente pequeño de sistemas que poseen características 
estructurales y ambientales que hacen que la velocidad de los procesos de relajación o desactivación sin 
radiación se reduzca hasta el punto que la reacción de emisión puede competir cinéticamente . 
 
 
 
 
 
 
 

Fotoluminiscencia 
 
         Fluorescencia 
 

           Fosforescencia 

Estado excitado singulete
Tiempo de vida ≈ 10 ns 

Estado excitado triplete 
Tiempo de vida ≈ ms - min 
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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 número de choques moleculares, por lo que la 
desactivación 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 número de choques moleculares 
y mayor intensidad de fluorescencia. 
La polaridad del solvente también tiene influencia en la fluorescencia, debido al efecto hipsocrómico y 
batocrómico que el solvente ejerce sobre el compuesto. 
 
 
1.6 Principales propiedades de la fluorescencia molecular 
 
Debido al proceso de conversión interna  y de acuerdo con la regla de  Kasha la posición del espectro  de 
fluorescencia  no depende de la longitud  de onda de excitación. 
El espectro de fluorescencia  se desplaza en dirección de longitud de onda mayor  con respecto a la banda de 

absorción 10 SS →  (regla de Stokes) y es  aproximadamente  la imagen especular  de esta banda. 
El número de fotones emitidos  por unidad de tiempo  es proporcional al número  de fotones  absorbidos por 
unidad de tiempo y a la eficiencia cuántica q. 
 

( )qII D
f

−−= 1010  
        donde  I0 es la intensidad de la luz incidente, D es la absorbancia  de la solucion, es decir, el producto 
del coeficiente  de extinción  de la molécula ξ , la concentración de la molécula  c, y la longitud de la 
trayectoria optica I(D=ξ 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 cuántos absorbidos durante la transición  al 
estado  exicitado por unidad de tiempo. Si la concentración es baja, entonces: 

 
303.2=II ξ clI0q    

 
1.7  La técnica de Fluorescencia inducida por láser  (LIF) 
 
En la técnica LIF se analizan los espectros de emisión de fluorescencia que son provocados por una fuente de 
emisión de luz; un espectro de emisión de fluorescencia es la construcción de una gráfica de la intensidad de 
la fluorescencia en función de la longitud de onda. Los espectros de emisión varían ampliamente entre los 
materiales, éstos dependen de la estructura química del material fluorescente (fluoróporo) y del solvente en el 
cuál están disueltos (en el caso de líquidos). 
 
Los espectros de emisión son líneas o rangos bien definidos que permiten analizar cualitativa (en función de 
la longitud de onda emitida) y cuantitativamente (según el grado de intensidad) un elemento. En los 
espectrómetros, la detección se hace por métodos fotoeléctricos como son los tubos fotomultiplicadores que 
son más precisos y sensibles, aunque más caros que otros fotodetectores. 
 
El tiempo de vida (τ) de un fluoróporo es el tiempo promedio entre su excitación y el regreso a su estado 
base. Debido a los cortos tiempos de vida de la fluorescencia las mediciones de emisión resueltas en tiempo 
requieren de elementos ópticos y electrónicos sofisticados.  
 
Los espectros de emisión varían ampliamente  entre los materiales, estos dependen de la estructura química  
del material fluorescente (fluoroporo). 
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1.8 LIF Resuelta en tiempo 
 
La fluorescencia resuelta en tiempo supera a la fluorescencia estacionaria ya que genera además del espectro 
de emisión fluorescente de la materia, el tiempo de vida de los estados fluorescentes. 
 
En la fluorescencia resuelta en tiempo se utilizan fuentes de excitación pulsadas, con un ancho de los pulsos 
del orden de los nanosegundos o picosegundos, idealmente se pretende que la fuente de excitación sea del 
tipo de un impulso. 
 
La emisión de fluorescencia es un proceso aleatorio y pocas moléculas emitirán sus fotones en un tiempo 
exactamente igual a τ. El tiempo de vida es un valor promedio; para un decaimiento exponencial el 63% de 
las moléculas se han relajado antes de t=τ y el 37% restante en t>τ. El tiempo de vida de un fluoróporo en la 
ausencia de procesos no radiativos es llamado tiempo de vida natural. 
 
 
1.9  Ventajas de la fluorescencia resuelta en tiempo  
 
 
Además del uso de la fluorescencia en la bioquímica y la biofísica, existe un gran interés de su uso en la 
química analítica. El uso de la fluorescencia por medios ópticos en diagnósticos clínicos 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 
propósitos biomédicos. Por ejemplo, se utiliza para detectar fragmentos de DNA. Otra área de investigación 
activa ocurre en la química clínica, un ejemplo bien conocido es en el análisis de sangre para la detección 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 aromáticos 
carciogénicos, vitaminas, minerales, pesticidas y colorantes entre muchas otras cosas[5]. 
 
Una de las aplicaciones mas importantes es en el análisis de productos alimenticios, farmacéuticos, muestras 
clínicas y productos naturales[6]. Su uso para especies inorgánicas es a menudo un complemento de la 
espectrofotometría como método de detección de cationes. En cuanto a sustancias orgánicas su utilidad es 
impresionante: adenina, aminoácidos, proteínas, 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 absorción y tiene una gran selectividad. En bebidas refrescantes permite conocer la concentración 
de quinina, que en disolución presenta fluorescencia cuando se excita a 350nm.  
 
En la industria láctea [7] se usa junto con la cromatografía para la detección de aflatoxinas y para el recuento 
de células somáticas 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. 
 
 

 
Figura 2.1  Arreglo experimental. 

 
Para la excitación  de las muestras se utilizó un láser de N2, el divisor de haz se utilizó para reflejar una parte 
de esa luz hacia un fotodiodo de referencia que sirve para disparar al osciloscopio. La mayoría 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 óptica 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. 
Éste último envía las formas de onda por medio de una interfaz GPIB a una PC que se encarga de registrarlas 
e ir extrayendo la información para generar el espectro de emisión.  
 
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 excitación 
 

La fuente de excitación es un láser de nitrógeno, que emite pulsos de luz con una longitud de onda de 
337.1nm (UV) y tienen una duración de 4nS (FWHM). 
 
El diagrama eléctrico del láser de nitrógeno se muestra en la figura 2.2 [8] 
 
 

 
Figura 2.2  Diagrama eléctrico del láser de nitrógeno 

 
 
La energía (E) promedio de los pulsos de emisión es de 1.1µJ y se midió con un medidor de energía Láser 
precision corp. "Energy Radiometer" RJ-7610. De acuerdo a la energía de los pulsos y la duración de estos,  
la potencia promedio de los pulsos del láser esta dada por: 
 

                                          FWHMEP /=     (Ec. 2.1) 
 
Obteniéndose una potencia promedio de los pulsos de luz de 275 W. 
 
La tasa de repetición de pulsos del láser para estas mediciones se estableció en 35 Hz aproximadamente, 
aunque puede variar dependiendo de su tensión de alimentación. 
 
La forma de los pulsos emitidos por este láser se muestra en la figura 2.3 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

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

• El haz que servirá como referencia para disparar al osciloscopio. 
• El haz que será 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 óptica. 
 
 
2.2.1 Divisor de haz 
 
Como divisor de haz se utiliza un vidrio portaobjetos, el cual tiene un índice de reflexión (nt) de 1.5 [9] y un 
espesor de 1.0mm. El láser incide en él con un ángulo de 450, el arreglo básico se muestra en la figura 2.4 
 

   
Figura 2.4 Divisor de haz 

 
 
En el divisor de haz solo entra el 90% de la luz y de este 90% que entró, solo sale el 90%, es decir, saldría el 
81% de la luz, por lo cual se podría pensar que se refleja el 19% [10]  
 

 
2.2.2 Enfoque de la radiación sobre la muestra 
 
En esta etapa del sistema se utiliza un lente biconvexo de un diámetro de 3.5cm. y una longitud focal de 
15cm. que se colocó después del divisor de haz con el fin de concentrar la luz trasmitida hacia la muestra. 
 
Una característica del láser de N2 es su alta divergencia conforme se aleja de su origen, debido a esto es 
necesario volver a concentrar este haz en un área lo mas pequeña posible para obtener mayores intensidades  
excitación y por lo tanto mayor emisión de  fluorescencia. 
 
Las dimensiones del haz una vez enfocado en la muestra son de 1.7mm x 0.9mm; Logrando con esto un área 
de 1.53 mm2. 
 
En el diagrama de la figura 2.5 se muestran los detalles. 
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Figura 2.5 Lente biconvexa para enfocar el haz en la muestra 

 
 
El ángulo de incidencia al lente es 0o por lo que la reflexión es del 4%, al entrar a la lente, para un índice de 
refracción 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 energía de 0.83 µJ del total del láser.  
 
 
2.2.3 Concentración de la fluorescencia 
 
Una vez que el haz ha sido dirigido a la muestra, la fluorescencia será emitida  hacia todos lados, 
dependiendo de la naturaleza y las dimensiones de ésta. La porción de luz detectada será determinada por la 
óptica de colección de la fluorescencia y los fotodetectores utilizados. 
 
El propósito de esta etapa es captar la mayor parte de la fluorescencia provocada por el haz láser y dirigirla a 
un punto que puede ser directamente un fotodetector o una fibra óptica (como en este caso). 
 
Existen distintos métodos para realizar este proceso dependiendo de la naturaleza del sistema de detección, 
por ejemplo, si se utiliza un solo detector o un arreglo de estos para cubrir un área mayor. 
 
Para la realización del sistema de colección se utilizó un par de lentes esféricos (Edmund Industrial Optics 
L32-748) en una configuración para acoplar fibras ópticas. Estos lentes esféricos son unas excelentes 
herramientas  para mejorar el acoplamiento de la señal entre fibras ópticas, emisores y detectores ópticos.  El  
material de que están hechos es BK7 y el índice de refracción es 1.51, en este caso los lentes esféricos tienen 
un diámetro de 10mm. 
 

 
Figura 2.6 Lentes esféricos BK7 

 
A continuación se muestran dos configuraciones básicas para concentración de luz: 
 
Configuración 1: Acoplamiento de luz a una fibra óptica 
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En esta configuración la luz que viene dispersa se enfoca a un punto en el cuál debe estar el inicio de la fibra 
óptica que llevará la luz. La longitud focal efectiva (EFL) según el fabricante, esta dada por la ecuación 
mostrada en la figura 2.7 
 

 
Figura 2.7 Configuración para acoplamiento de luz a una fibra óptica

1
 

 
Configuración 2: Acoplamiento entre dos fibras ópticas 
 
Esta configuración es utilizada para acoplar dos fibras ópticas, se utilizan dos lentes idénticas y se ponen en 
contacto con ambas fibras según se muestra en la figura 2.8. 
 

 
Figura 2.8  Configuración para acoplamiento de dos fibras ópticas

1 

 
Tomando en cuenta que el área de emisión de fluorescencia puede ser muy pequeña dependiendo del tipo de 
material que se esté estudiando se  utiliza la configuración 2.  

 

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

 
En una pequeña base de aluminio están  colocados los lentes esféricos en su interior  para acoplar la fibra 
óptica. Esta base se muestra en la figura 2.10 junto con el cilindro que contiene la lente biconvexa y el 
divisor de haz. 
 

                                                 
1 Catálogo de Edmund Industrial Optics, 2001. Pág.39 



Medición de espectros  de emisión de  fluorescencia a través de un sistema de fluorescencia  inducida por láser (LIF)                       Arturo Ronquillo Arvizu 
 

 14

 
Figura 2.10 Cilindro donde se encuentran integrados el divisor de haz, la lente biconvexa y las esferas concentradoras de 

fluorescencia a la fibra óptica
 

 
 
 

2.3 Sistema espectrométrico 
 
Esta parte la componen la fibra óptica, 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 función de la longitud de onda. La fibra óptica se encarga de conducir la 
fluorescencia inducida por el láser hacia el monocromador, mismo que la descompondrá en sus diferentes 
longitudes de onda, la intensidad de cada longitud de onda será convertida por el PMT a señal eléctrica y 
observada en un osciloscopio. 
 
 
 
2.3.1 Fibra óptica 
 
Las fibras ópticas son filamentos de vidrio (compuestos de cristales naturales) o plástico (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 interrupción. 
 
La misión que tiene la fibra óptica en este sistema es conducir la fluorescencia emitida por la muestra hacia el 
monocromador. 
 
Las fibras ópticas utilizadas son de cuarzo, diseñadas para aplicaciones con luz UV(de Edmund Industrial 
Optics L38-956). La fibra L38-956 presenta fluorescencia a 245nm aproximadamente y no afectará en los 
espectros obtenidos por estar fuera del rango de análisis sin embargo entre 355 nm y 360 nm, 380 nm y 405 
nm observamos unos pequeños picos de fluorescencia de esta fibra óptica los cuales se presentan de forma 
constante en nuestra mediciones y por lo tanto las podemos caracterizar y tomar en cuenta en nuestros 
análisis, 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 µm (0.25 Reg) y 0.5 µm. (0.5 Reg). 
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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 µm (0.25 Reg) y 0.5 µm. (0.5 

Reg) 
 
Esta fibra optica L38-956 tiene una cubierta de plástico que provee una máxima eficiencia en la 
transmitancia debido a la razón núcleo-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 diámetro de 0.250" 
(6.0mm). 
 

º  
Figura 2.12 Fibra óptica de cuarzo 

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

 Una rendija de entrada que selecciona un haz de luz entrante. 
 Un elemento dispersante. 
 Un prisma o red que dispersa la radiación en sus longitudes de onda individuales. 
 Una rendija de salida que aísla la banda espectral deseada. 

 
El diagrama simple del monocromador se muestra en la figura 2.13 
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Figura 2.13. Principio básico del monocromador 

 
El monocromador utilizado es de la compañía Acton Research® modelo Spectra Pro-275 de 0.275m de 
longitud focal. Tiene 3 rejillas distintas que permiten seleccionar la resolución del barrido y es posible 
controlarlo remotamente por medio del puerto serie de una PC (RS-232). 
 
La resolución mínima es de 0.1nm y dependiendo de la rejilla seleccionada se pueden obtener rangos de 
barrido de 100nm a 750nm, 100nm a 1500nm ó 100nm a 2400nm. 
 
Debido a que la fluorescencia inducida por láser se encuentra dentro del espectro visible en su mayoría, 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 pequeños por lo que se usó un 
tubo fotomultiplicador modelo R957 de Hammamatsu® que proporciona niveles de tensión equivalentes a la 
cantidad de luz en la salida del monocromador. 
 
Algunas características principales del PMT utilizado se muestran en la tabla 2.1. 
 

Ancho espectral 160 a 900 nm 
Tiempo de respuesta 2.2 ns 
Sensitividad 7.4x105 A/W a  400 nm 
Corriente de oscuridad 3 nA 
Tensión de alimentación 1000V máx 

Tabla 2.1 Principales características del PMT R955 
 
Para revisar otras características se muestran las hojas del fabricante en el apéndice A-2 
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2.3.4 Configuración de conexión 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  a 4 V  o bien con un resistor variable de 0  a 10 KΩ, en base a los 
valores  de uno de estos dos  elementos podemos  establecer la ganancia del PMT. 
 

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

 
 
La relación 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.   
 

 
Fig. 2.15 La relación 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 radiación láser 
 
El fotodiodo para muestreo de la radiación láser es un MRD500 de Motorota®, es utilizado para disparar al 
osciloscopio y de esta manera asegurar la captura de la señal del  PMT. El uso de este dispositivo es de gran 
importancia ya que la señal fluorescente obtenida depende de la muestra que se esta analizando y, de acuerdo 
a la naturaleza de dicha muestra se pueden obtener niveles tan pequeños de señal que no sean capaces de 
disparar el osciloscopio. El fotodiodo recibe una intensidad de luz láser casi constante proveniente del divisor 
de haz lo suficientemente grande como para que sea captada por la electrónica de disparo del osciloscopio. 
 
Las características 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 µA/mW/cm2 a 800 nm 
Corriente de oscuridad 14 nA 
Área de detección 0.1225 cm2 

Tabla 2.2 Principales características del fotodetector MRD500 
 
La gráfica mostrada en la figura 2.16 muestra la curva de respuesta espectral relativa del fotodiodo. Esta 
curva es útil para conocer la respuesta real de éste en función de la longitud de onda de la luz incidente. Para 
este caso, la longitud de onda de la luz UV del láser de nitrógeno es 337.1nm y su tensión de salida será el 
10% de la tensión obtenida si se excitara con luz de una longitud de onda de 800nm (respuesta máxima). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 2.16  Respuesta espectral relativa del fotodetector MRD500 

 
Para revisar otras características de este fotodiodo se muestran las hojas del fabricante en el apéndice A-3 
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2.3.4.1 Caracterización 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 señales de radiación láser y fluorescencia 
 
Las señales de la radiación láser y la fluorescencia proporcionadas por los fotodetectores son registradas en 
un osciloscopio digital Tektronix® 2440 con una tasa máxima de digitalización de 500 MS/S lo que 
proporciona un ancho de banda máximo de 200Mhz. 
 
El osciloscopio utilizado cuenta con una interfase de comunicación GPIB con el estándar IEEE 488 que le 
permitirá comunicarse con una PC para transferir todas las señales que se requieran en un tiempo 
considerablemente corto. 
 
2.4.1 Interfase GPIB bajo la norma IEEE 488 
 
Utilizando una interfase estándar, se pueden diseñar instrumentos que tengan un nivel básico de 
compatibilidad con otros instrumentos que cumplan con la norma. 
 
La norma IEEE 488 define tres aspectos de la interfase de un instrumento: 
 

• Mecánica.  El conector y el cable 
• Eléctrica. Los niveles eléctricos para las señales lógicas y como las señales con enviadas y 

recibidas 
• 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 señales específicas y 8 para tierras. Los instrumentos pueden 
conectarse en una configuración lineal, de estrella o una combinación de ambas. La forma lineal es donde el 
cable GPIB estará conectado de un instrumento al siguiente. En la configuración de estrella, todos los cables 
de los instrumentos están conectados a un punto en común. 
 
Para mantener las características eléctricas de potencia en el bus, un dispositivo debe estar conectado 
mediante un cable de 2 metros de longitud como máximo 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 tecnología TTL. 
 
Un “1” lógico corresponde a tensiones > 2 volts y < 5.2 volts 
Un “0” lógico corresponde a tensiones > 0 volts y < 0.8 volts 
 
Cada instrumento conectado al bus tiene una única dirección primaria. Se puede asignar una dirección 
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 comunicación 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 utilizó una tarjeta GPIB de National Instruments® AT-GPIB/TNT con el fin de manejar los instrumentos 
por medio de una PC. 
 
Algunas características de esta tarjeta son las siguientes: 
 

• Transferencia máxima de datos de 1.5 MBytes/s, normalmente 1 MB/s 
• Compatible con sistemas Windows 95/98/ME 
• Control simultáneo de hasta 32 instrumentos 
• Conexión a la PC en las ranuras de expansión ISA 

 
 
 
2.5  Envío de señales del osciloscopio a la PC 
 
El osciloscopio es capaz de enviar la señal registrada a una PC en forma de gráfico o como una lista de datos 
que corresponden a las variaciones de amplitud con el tiempo de la señal. 
 
Para este caso las señales 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 tensión 
correspondientes a cada instante de tiempo sin necesidad de adivinarlos en una gráfica. Otra ventaja es la 
facilidad con que se pueden realizar operaciones matemáticas entre dos o mas señales. 
 
El tiempo de transferencia de los datos del osciloscopio (de una sola señal) a la PC es de aproximadamente 
10ms según lo siguiente: 
 
Tasa de transferencia de datos: 1 Mb/seg = 1024 Kb/seg 
Tamaño de los datos enviados: 10 bytes por punto (1 de inicio, 8 del dato, 1 de cola) 
Número de puntos enviados: 1024 para toda la forma de onda 
Total de información enviada: 10240 bytes = 10Kb 
 
Entonces, si en 1 segundo se pueden enviar 1024Kb de información, para enviar 10 Kb de información se 
requerirán 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 únicamente 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 envío 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 láser de N2 (correspondiente a la longitud de onda de 337.1nm) 
 
El proceso general para obtener los espectros de emisión es realizar un barrido en un intervalo de longitudes 
de onda deseado por lo que únicamente es necesaria esta instrucción de posicionamiento. 
 
 
2.7  Obtención de espectros de emisión de fluorescencia 
 
El proceso de obtención de espectros de emisión de fluorescencia se realiza de una forma programada de 
acuerdo al diagrama de flujo presentado en la figura 2.18 
 

 

Figura 2.18 Diagrama de flujo para la obtención de espectros de emisión de fluorescencia 
 
Algunas de las abreviaciones utilizadas en el diagrama de flujo se definen a continuación. 
 
L_ONDA INICIAL: Es la longitud de onda inicial en donde el monocromador comenzará el barrido para 
obtener el espectro. Este valor lo define el usuario en el programa. 
 

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

SEC/DIV: Aquí se define la escala de tiempo del osciloscopio. Se define en el programa de usuario 



Medición de espectros  de emisión de  fluorescencia a través de un sistema de fluorescencia  inducida por láser (LIF)                       Arturo Ronquillo Arvizu 
 

 22

 

VMAX CH1?, VMAX CH2?: La PC le pide los valores de tensión pico al osciloscopio correspondientes a la 
señal presente en los canales 1 y 2 respectivamente. 
 

PROMEDIO DE 256 SEÑALES: En el osciloscopio se realiza el promedio de 256 señales consecutivas con 
el fin de reducir el ruido aleatorio y enviar una sola señal que represente el promedio de éstas. Con esto se 
reduce también el tiempo de transmisión de información entre el osciloscopio y la PC. Los pulsos de un láser 
de N2, por generarse a través de una descarga eléctrica, varían su amplitud dentro de un intervalo por lo que 
el proceso de promediación es necesario para obtener señales mas estables. Este proceso es el mas largo de 
todos (4 segundos si el láser opera a una frecuencia de 60Hz aproximadamente). 
 

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

GRABAR VMAX1, VMAX2, LONDA: Se guardan los valores correspondientes en una hoja de cálculo de 
Microsoft Excel para su posterior graficación. 
 

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 tensión pico del canal 1 (pulso de referencia), en la tercer columna se guarda el valor de tensión 
pico en el canal 2 (señal del PMT) y por último el tiempo de defasamiento entre los picos de las señales 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 emisión se obtiene graficando la intensidad correspondiente (tensión 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 
operación del sistema para la obtención de los espectros de emisión. 
 
En la figura 2.19 se muestra esta interfase editada y posteriormente se da una pequeña descripción de la 
función de los controles e indicadores marcados por un número. 
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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: 
 
1.   Barra de selección de escala de tiempo 
2.   Escala de tensión del canal 1 
3.   Escala de tensión del canal 2 
6.   Longitud de onda inicial del barrido 
7.   Incremento o resolución 
8.   Longitud de onda final del barrido 
9.   Puerto serial donde se encuentra conectado el monocromador 
10. Nombre del archivo en donde se guardarán los datos para graficar el espectro 
11. Palanca de selección para la función que se desea realizar 
13. Ejecución del proceso 
 
 
Y los indicadores son los siguientes: 
 
4.   Pantalla para desplegado de las señales en el tiempo 
5.   Barra de progreso en el barrido  
12. Pantalla de espectro 
 
 
2.7.2 Operación de la interfase de usuario 
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Se deben seguir tres pasos para poner en marcha el programa de generación de espectros. 
 
2.7.2.1 Inicialización de comunicación 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 operación, la palanca de selección (11) debe colocarse en la primera posición (Iniciar 
Monocromador) y presionar la flecha que corra el proceso (13). 
 
Encender el monocromador y esperar unos segundos. El programa responderá presentando una pequeña 
ventana pidiendo que se verifique la leyenda “COMPUTER CONTROL” en el display del monocromador, si este 
mensaje aparece, el monocromador ha iniciado su comunicación correctamente con la PC, si no es así, se 
debe repetir el proceso o verificar la conexión al puerto serie, ver figura 2.20. 
 

 
Figura 2.20 Mensaje de verificación de inicialización del monocromador 

 
 
2.7.2.2 Posicionamiento del monocromador al inicio del intervalo de barrido 
 
Una vez iniciada la comunicación 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 selección (11) debe recorrerse hasta la 
función llamada “Posición Inicial” y presionar la flecha que corra el proceso (13). El monocromador, ya 
inicializado, deberá responder recorriéndose a la posición que el usuario haya definido en el control 6 de la 
figura 2.19. 
 
 
2.7.2.3 Ejecución del barrido 
 
Antes de ejecutar el barrido se debe escribir el nombre de un archivo, en formato Excel®, en donde se 
guardarán los puntos del espectro obtenido. 
 
Ahora solo resta cambiar la palanca de función a la segunda posición (Barrido) y presionar la flecha de 
ejecución del proceso (13). A continuación comenzará el proceso de barrido mostrándose en la barra de 
progreso (5) el avance parcial de éste. 
 
Conforme avanza el proceso, en la pantalla de espectro (12) se irá mostrando parcialmente el espectro 
obtenido. 
 
El proceso puede interrumpirse en cualquier momento, si así se desea presionando el botón de stop situado a 
un costado de la flecha de ejecución 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 emisión 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 emisión de fluorescencia  a   longitudes de onda mayores 
(menor energía). 
   
La fig. 3.1 muestra los espectros de fluorescencia de las fibras ópticas utilizadas, se observa tres  picos  cuya 
magnitud  depende de los parámetros del sistema, como pueden ser la ganancia del fotomultiplicador, la 
abertura de las rejillas del monocromador, así  como la intensidad  del láser,  este ultimo parámetro 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 láser (337.1nm) excita  directamente 
la fibra óptica.       
 
 

 
Fig. 3.1 Espectros de fluorescencia de las fibras ópticas utilizadas 

 
 
 
 
Los picos de fluorescencia debidos a la fibra óptica se visualizan en casi todas las mediciones y pueden variar 
en magnitud  debido a que dependiendo de la muestra que se este analizando esta permitirá pasar  mas o 
menos  UV ala fibra óptica  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 óptica.    
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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 láser, en dichas  mediciones no se 
aprecio ningún  valor de fluorescencia dentro del rango de trabajo (330 nm – 700 nm). La figura 3.2  muestra  
una grafica del  análisis de los tubos de ensayo utilizados, en los cuales solo se observa  el láser (337.1 nm) y 
su armónico, también se aprecian los tres picos de fluorescencia de la  fibra óptica.         
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Figura 3.2 Gráfica del  análisis de los tubos de ensayo utilizados. 

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

Fig. 3.3  Gráfica  del análisis de emisión de fluorescencia del agua limpia. 
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Del análisis anterior  concluimos que podemos utilizar el agua para disolver  cualquier muestra sin que nos 
interfiera en la medición. 
 
 
Se tomo  como objeto de estudio los jugos de algunos cítricos  como  los que se muestran en la figura 3.4, en  
donde se muestran  los  espectros del limón y mandarina, por separado, así como   la mezcla en igual 
proporción de ambos jugos.  
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 3.4  Espectros de emisión de fluorescencia  de los jugos de limón,  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 limón y mandarina, es decir los valores del limón 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 limón entre dos  y después sumándolos  uno a uno, se 
observa que el espectro obtenido matemáticamente no coinciden  con el espectro medido, por lo que los  
espectros de las mezclas de dos o mas componentes no se puede obtener  sumando o restando los espectros 
de los componentes de la mezcla.      
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Figura  3.5  Espectros de emisión de fluorescencia  de los jugos de limón,  mandarina  y de la mezcla, así como los espectros de 
la suma del  limón y mandarina  y la suma del limón  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 
diferentes marcas de tequila,  los cuales  nos pueden ayudar a  reconocer un tequila  desconocido o  
identificar  si un tequila  determinado realmente  es el que se indica  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 3.6 Espectros de fluorescencia de  varios tequilas. 
 
Observamos en la figura 3.6 que los espectros de los tequilas oro azul y gimador son muy parecidos,  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 difícil tratar de reconocer estos espectros a simple vista. Por lo que se precisa para un 
trabajo a futuro hacer un análisis de datos multivariantes  con el fin de clasificar y reconocer estos espectros.          
  
 
 
Líneas celulares de cáncer cervical, proporcionadas por la Escuela Nacional de Ciencias Biológicas (ENCB 
IPN), también han sido un objeto de estudio mas. Las líneas celulares  analizadas  son las  C33 H, CaLo 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.  
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Fig. 3.7 Espectros de emisión de  fluorescencia de las cuatro líneas celulares             C33 H, CaLo H, HeLa H 

y SiHa H, 
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La figura 3.8 es el resultado de haber  realizado varias pruebas para cada línea celular y promediarlas de 
forma individual esto con el fin de obtener espectros más precisos.   
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Fig. 3.8 Promedio de varias pruebas de cada  línea celular. 
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Al trabajar con algunos hidrocarburos, se han obtenido los espectros de las gasolinas Magna, Premium, 
Gasolina Blanca y petróleo de tlapalería. Cabe mencionar que del petróleo crudo (MAYA)  no se pudo 
obtener el espectro de emisión de fluorescencia, quizás por su alta densidad y viscosidad, así como por su 
color negro. las figuras 3.9 y 3.10 muestran los espectros de las gasolinas Premium y magna respectivamente. 
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Fig. 3.9 Espectro de emisión de fluorescencia de la gasolina Premium. 
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Fig. 3.10 Espectro de emisión 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 emisión de 
fluorescencia son muy parecidos como se muestra en la figura  3.11. 
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Fig. 3.11 Espectros de emisión 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. 
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Fig. 3.12 Espectro de emisión de fluorescencia de la mezcla de las gasolinas Magna y Premium 



Medición de espectros  de emisión de  fluorescencia a través de un sistema de fluorescencia  inducida por láser (LIF)                       Arturo Ronquillo Arvizu 
 

 34

Hemos observado que algunas sustancias transparentes,  tales como el alcohol metilico, el etílico y el agua no 
fluorescen, en la gasolina blanca a pesar de su transparencia   fluoresce como se observa en la Fig.3.13    
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Fig. 3.13 Espectro de emisión de fluorescencia de la gasolina Blanca. 

 
 
La fluorescencia del petróleo  comercial (de venta en tlapalerías) se  muestra en la  
Fig. 3.14 
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Fig. 3.14 Espectro de emisión de fluorescencia del petróleo de tlapalería.   
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La  mezcla de  las gasolinas Magna, Premium, blanca y petróleo de tlapalería produce el espectro de 
fluorescencia  que se muestra en la figura 3.15.  
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Fig. 3.15 Espectro de emisión de fluorescencia de la mezcla de las gasolinas magna, Premium, Blanca así 

como del petróleo de tlapalería. 
 
 
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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Fig. 3.16 Espectro de emisión de fluorescencia de la mezcla de las gasolinas magna y Premium, así 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.  
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Fig. 3.17 comparación 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 emisión de fluorescencia de una mezcla no tiene un comportamiento sencillo, que se pueda 
explicar en función de los espectros de los componentes,  es decir  se esperaría 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 así y se precisa de análisis de datos multivariantes para  determinar el comportamiento de estos 
espectros.          
 
Al haber trabajado con diferentes sustancias   hemos encontrado que  la mayoría de las sustancias  incoloras, 
como el caso del agua, alcohol etílico, tequila blanco, etc. No  fluorescen.       
 
En sustancias muy densas como en el caso del petróleo crudo (crudo maya) no se puede medir la 
fluorescencia.      
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Apéndice A-1 

 
Gráficas de reflectancia y transmitancia en un cristal 

 

 
 

En la figura 4.47 Se muestran las gráficas de reflectancia y transmitancia en función del ángulo con que incide el haz. 
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Apéndice A-2 
Hojas de datos del fotodetector MRD500 
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Apéndice A-3 

Hojas de datos del fotomultiplicador R955 

 
 
 



Medición de espectros  de emisión de  fluorescencia a través de un sistema de fluorescencia  inducida por láser (LIF)                       Arturo Ronquillo Arvizu 
 

 43

 
 
 
 



Medición de espectros  de emisión de  fluorescencia a través de un sistema de fluorescencia  inducida por láser (LIF)                       Arturo Ronquillo Arvizu 
 

 44

 
 
 
 
 
 



Medición de espectros  de emisión de  fluorescencia a través de un sistema de fluorescencia  inducida por láser (LIF)                       Arturo Ronquillo Arvizu 
 

 45

 
 
 
 

 
 


	Portada
	Índice
	Objetivo General de la Tesis
	Capítulo 1. Fluorescencia
	Capítulo 2. Arreglo Experimental
	Capítulo 3. Espectros Medidos
	Conclusiones
	Apéndice

