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RESUMEN:

La técnica LIBS (Laser-Induced Breakdown Spectroscopy) puede ser una herramienta complementaria a los métodos
analiticos cominmente empleados en estudios de medio ambiente. En este trabajo se presentan los resultados
preliminares obtenidos al aplicar LIBS en el analisis de tejidos de papa. Las muestras fueron preparadas usando
diferentes partes de este tubérculo. Los elementos mayoritarios han sido detectados y los tejidos diferenciados
segun la abundancia de los nutrientes. Aunque no se realiz6 analisis cuantitativo de los componentes, se estudiaron
las condiciones 6ptimas para obtener mediciones confiables y repetibles.

Palabras clave: Espectroscopia, Vegetales, LIBS

ABSTRACT:

LIBS (Laser-Induced Breakdown Spectroscopy) can be a complementary tool to analytical methods commonly
employed in environmental studies. This paper presents preliminary results obtained by applying analysis LIBS
on potato tissues. Samples were prepared using different parts of this tuber. The major elements have been
detected and tissues have been differentiated according to the abundance of nutrients. Although quantitative
analysis of components was not performed, the optimal conditions were studied to obtain reliable and repeatable
measurements.
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1. Introduccion

La creacion del laser en la segunda mitad del siglo XX, ha dado origen a numerosas y variadas técnicas de
medicién. En particular, enfocando un pulso de radiacién sobre la superficie de una muestra se genera un
plasma, el cual puede ser posteriormente estudiado espectroscépicamente analizando su espectro de
emision o de absorcién. Este método se denomina LIBS (Laser-Induced Breakdown Spectroscopy) y ha sido
muy difundido en las ultimas décadas en diversas aplicaciones [1].

La puesta a punto de la técnica para el analisis cuantitativo, es un problema complejo. Sin embargo, para
muchas prestaciones como las requeridas en el area de biomonitoreo y fitorremediacion, LIBS puede
utilizarse como complementaria a otras técnicas analiticas convencionales.

Considerando el uso de un laser pulsado, cuando el pulso electromagnético incide sobre la muestra, se
produce una ablacién del orden de los microgramos de masa. La materia absorbe la radiacion,
calentdndose hasta alcanzar un estado de plasma (alta densidad iénica y electréonica), comenzando
simultaneamente a irradiar luz. El plasma evoluciona temporalmente, expandiéndose y enfridndose. Esta
evolucion temporal, puede ser registrada espectralmente evidenciando la presencia de una sefial de fondo
o continuo durante los primeros cientos de nanosegundos de vida del plasma. La discriminacién temporal
de la sefial permite registrar las lineas espectrales una vez que el continuo ha disminuido, lo que es muy
importante cuando es necesario detectar elementos en concentraciones traza.

En los espectros de emisién obtenidos usando LIBS, hay abundante informacién sobre la composicién de
la muestra, pero es necesario conocer con cierto detalle la dindmica y evolucién del plasma para poder
realizar un andlisis cuantitativo preciso. Los espectros atémicos estin dominados por un conjunto de
lineas espectrales, cuyas longitudes de onda brindan informacién acerca de los elementos presentes en las
muestras analizadas y la intensidad de linea se corresponde con la concentracién del analito en el plasma,
lo que puede correlacionarse con la concentracién en la muestra.

Entre los parametros que caracterizan un plasma estan la temperatura T y la densidad electréonica Ne. En
el caso de plasmas producidos por laser, T ~ 1 eVy Ne ~1016 cm3. A partir de las ecuaciones de Boltzmann
y Saha-Boltzmann que relacionan las poblaciones de los distintos niveles de energia, pueden ser
estimados T y Ne. Ademas, el estudio de los perfiles de linea permite conocer el grado de homogeneidad y
absorcion del plasma, asi como también, determinar la Ne a partir del ancho de linea [2-3].
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Las ventajas de usar esta técnica espectroscopica residen fundamentalmente en la simplicidad del analisis,
la minima preparaciéon de las muestras, la minima cantidad de masa necesaria para generar el plasma, el
bajo costo y la posibilidad de realizar mediciones in-situ.

Por su versatilidad, la técnica LIBS puede ser implementada en una extensa variedad de aplicaciones
relacionadas con el estudio del medio ambiente, desde el analisis de algas y liquenes hasta el andlisis de
agua o sedimentos [4]. En particular, es de interés principalmente en la agricultura, monitorear la
presencia de ciertos nutrientes (como por ejemplo el nitrégeno) para optimizar las aplicaciones de
fertilizantes y herbicidas. El uso de este tipo de agroquimicos, puede cargar el sistema con elementos
toxicos en concentracion suficiente como para contaminar el suelo, el agua y consecuentemente los
cultivos. Por este motivo, el andlisis de la composicion quimica de los vegetales resulta de vital
importancia tanto para evaluar la calidad de los alimentos, como para conocer la sanidad del ambiente. La
posibilidad de realizar un seguimiento frecuente de la concentracién de nutrientes en el suelo y el cultivo,
puede favorecer a una mejora en la estimacion de la dosis de fertilizantes necesaria sin llegar a extremos
de carencia o sobreabundancia que pudiesen perjudicar el rendimiento de la cosecha.

Los vegetales, a través del sistema radical, pueden absorber los minerales presentes en el suelo. En el caso
de las hortalizas que crecen en forma subterranea como es el caso de los tubérculos, el rabanito o la
zanahoria, es posible que exista también, una difusién de los elementos desde el suelo hacia el interior del
vegetal a través de la cascara. Dado que los tubérculos son la reserva de nutrientes de la planta, es alli
donde pueden bioacumularse elementos que no son necesarios o incluso resultan téxicos para la planta o
para su posterior consumo. Hay trabajos reportados en la literatura donde el analisis LIBS aplicado en
papas ha permitido detectar hasta 27 elementos (mayoritarios y trazas), en la cascara y en el interior del
tubérculo [5]. Algunos trabajos reportan ademads los valores estimados de T y Ne a partir de las lineas
detectadas [6] e incluso se han desarrollado algoritmos para el andlisis cuantitativo [7]. El analisis del
almidon reviste una importancia adicional ya que puede ser utilizado como floculante en el proceso de
saneamiento y potabilizacién de agua. En el trabajo de ]. Musilova et. al [8] se presentan resultados de las
determinaciones de tres metales pesados (Cd, Cu, Zn) en diferentes fracciones de almidén, sacaridos
solubles e insolubles en agua. Por otro lado, la determinacién de los elementos que componen la papa
pueden ser correlacionados con el lugar de procedencia del cultivo, lo que también ha sido testeado
usando andlisis LIBS [9]. Habiendo aplicado con anterioridad esta técnica espectroscépica al estudio de
algas fluviales [10] y liquenes saxicolas [11], se decidi6 analizar papas a fin de disponer de una
herramienta simple para la deteccion de metales pesados y/o vestigios de agroquimicos.

En este trabajo se presenta un estudio de la composicion de los diferentes tejidos constitutivos de la papa
usando LIBS. El principal objetivo de la investigacién fue lograr implementar esta técnica y determinar
protocolos para la preparacion de muestras adecuadas a fin de realizar un analisis cualitativo. La
preparacion de las muestras consisti6 en la recoleccion, disecado, molienda y compactacién del vegetal,
fabricando pastillas sélidas y resistentes. Se consideré ademas, un andlisis diferenciado en cada parte del
vegetal: cdscara, pulpa, almidén y jugo.

2. Arreglo experimental
2.a. Preparacion de las muestras

Antes de realizar el analisis LIBS, las papas fueron lavadas y peladas. Las distintas partes del tubérculo
fueron separadas para la preparaciéon de las distintas muestras. Usando una maquina extractora de jugo,
se exprimio la papa, la pulpa fue colectada por separada y se dejé reposar el liquido en otro recipiente. Al
cabo de un par de horas, el sistema coloidal se separé por sedimentacién natural en dos fases: una liquida
de color oscuro que flotaba sobre otra fase sélida color blanquecino que es el almiddn. El jugo fue extraido
usando una jeringa y mezclado con éxido de calcio (6 g de CaO Aldrich Powder 99,9 %; 5,5 ml de liquido) a
fin de obtener una matriz sélida en forma de pastilla de 3 cm de didmetro y 1 cm de espesor. Este
procedimiento fue descripto en detalle anteriormente, en el trabajo publicado por Diaz Pace et al [12] y
esta esquematizado de manera simplificada en la Fig. 1.

Se prepar6 una solucién usando agua destilada y parte del almidon extraido de la papa. Se colocé esta
mezcla en una caja de Petri, esparciéndola en forma de capa delgada sobre el fondo del recipiente
contenedor. Luego fue calentado en microondas por 20 s al 100 % de potencia formando un film delgado,
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el cual se dejo enfriar a temperatura ambiente. Se lograron fabricar tres discos de este tipo, con
caracteristicas muy similares.

Por otro lado, la pulpa y la cascara, fueron compactadas separadamente en forma de pastillas usando el
mismo molde antes mencionado.

4+

_ Muestrade cao
jugo de papa

!
L]

Jugo de papa +
Ca(OH),

4

TegEwm

Molienda Molde Prensa

Fig 1. - Esquema de preparacién de las muestras

c)

Fig. 2 - Muestras de papa obtenidas: a) pulpa, b) cascara, c) jugo mezclado con CaO, d) rodaja de papa y e) almid6n

- g

2.b. Equipo experimental

Para la realizacién de este trabajo fueron empleadas dos configuraciones experimentales con distintas
prestaciones. En primer lugar se realizé un examen preliminar de las muestras, usando un equipo sin
resolucion temporal con el cual pudo ser registrado el espectro de emisién en el rango 250-775 nm.
Posteriormente, para analizar elementos traza y detectar la posible presencia de metales pesados, se
utilizé un equipo con mayor resolucién y discriminacién temporal.

2.b.1- Configuracién sin discriminacién temporal

Los plasmas fueron generados en aire a presién atmosférica enfocando la radiacién de un laser pulsado
Nd:YAG (Continuum Surelite I, A = 1064 nm, 7 ns, 100 m]/pulso, frecuencia de disparo 2 Hz) en la
superficie de las muestras mediante una lente de cuarzo de 10 cm de distancia focal. Se decidi6 trabajar
con un plasma alargado (ver Fig. 3), lo que se logré al desenfocar el spot del laser aumentando la distancia
entre la muestra y la lente. En esta configuracién el plasma es mas estable, pero puede haber una
contribucidn del aire circundante, lo que debe ser tenido en cuenta en el analisis espectral.
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Fig. 3 Plasma producido en aire formado sobre la superficie de la muestra.

Las distintas pastillas fueron fijadas a un soporte rotatorio, que giraba continuamente para evitar que
sucesivos disparos del laser provocasen la formacién de un crater. Cuando esto ultimo sucede, el plasma
queda parcialmente confinado en el interior del crater lo que redunda en el apantallamiento de la sefial
observada sobre la rendija del monocromador.

La radiacién emitida por el plasma fue observada perpendicularmente a la direcciéon del haz laser
enfocandola con una lente de cuarzo de 20 cm de distancia focal en la rendija de entrada de un
espectrometro (Acton Research Corporation configuraciéon Czerny Turner, de 390 mm de distancia focal,
red holografica de 1200 lineas/mm). El detector utilizado fue un arreglo de 1024 diodos OMA, modelo RY-
1024; 24,5 mm de longitud. Los datos fueron adquiridos mediante una interface conectada a la PC
(modelo ST- 120, Princeton-Instruments Inc) y posteriormente analizados.

2.b.2- Configuracién con discriminacién temporal

Con el propésito de detectar elementos traza, se ensayo otra configuracion experimental reemplazando el
espectrometro por un monocromador (Jovin Yvon modelo THR, configuracién Czerny-Turner, distancia
focal 1,5 m, red de difraccién holografica de 2400 lineas/mm, resoluciéon 300000). Se eligi6 como detector
un fotomultiplicador (Hamamatsu IP28) y la sefial fue procesada mediante un Box-Car (Stanford
Research Systems) que permite seleccionar la ventana temporal en la cual la sefial es integrada y
promediada en forma sincronizada con un pulso eléctrico proveniente del laser (trigger). Finalmente, la
sefial fue procesada usando una PC.

Monocromador

L «—> L
L.
Muestra Muestra
PLASAII: PlAS_l‘M: I‘
I' Soporte Sopona_-
rotatorio

rotatorio L
Placa mévil b)

a] Placa mévil

Fig. 4 Configuraciones experimentales utilizadas a) sin resolucion temporal; b) con resolucién temporal

3. Resultados

Los distintos procedimientos utilizados para la preparacién de las muestras, permitieron fabricar pastillas
con superficies de distinta calidad y rugosidad. Mientras que la rodaja de papa y el almidén se flexionan en
el proceso de secado, las muestras de cascara y pulpa ofrecen superficies desunidas que son muy endebles
frente a la accion del laser. Este tipo de pastillas no son tan convenientes de ser utilizadas en experiencias
LIBS dado que introducen un factor de variabilidad adicional reduciendo consecuentemente la
sensibilidad y precision analitica de la técnica. Por otro lado, la pastilla fabricada mezclando el jugo con el
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oxido de calcio, es mas dura y resistente a los disparos del laser y ofrece una superficie lisa sobre la cual
producir el plasma. Tras una gran cantidad de disparos, la superficie puede ser alisada nuevamente
usando una lija fina permitiendo asi, ser utilizada por mas tiempo que las demas muestras. Una ventaja de
este tipo de muestras, es que facilita las determinaciones de concentracién de los elementos porque
permite utilizar pastillas de calibracion fabricadas a partir de soluciones de los elementos de interés y el
mismo CaO. Para realizar este tipo de comparaciones entre muestras de diferentes naturalezas, es
imprescindible demostrar antes la equivalencia de las matrices, lo cual fue corroborado para el caso de
algas en el trabajo antes mencionado. [10]

3.a Resultados obtenidos con el espectrometro, sin resolucion temporal

Los elementos que pudieron ser identificados en todos los tejidos son Mg, Si, Ca, Ni, Al, Cu, Cr, Sr, Ba, Na, N,
H, Li. Las longitudes de onda medidas de los elementos detectados fueron comparadas con las de la base
de datos electrdnica del NIST [13] y aparecen listadas en la Tabla 1.

TABLA 1. Elementos detectados y lineas espectrales seleccionadas para el andlisis LIBS
Elemento Longitud de onda
detectado (nm)
Mg II 279.55
280.27
Mgl 285.21
Sil 288.16
315.89
317.93
393.37
396.85
323.29
Nil 336.96
339.11
308.22
394.40
324.75
327.40
357.8
Cr 425.44
427.48
407.77
421.55
430.79
432.58
455.40
493.41
588.99
589.59
575.25
742.36
744.22
746.83
Ha 656.27
670.78
670.79
777.20
0 777.42
777.54

Call

All

Cul

Srll

Fel

Ball

Nal

Li
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En la Fig. 5 se puede observar el espectro completo en el rango 250-775 nm, el cual fue registrado en
sucesivas mediciones en intervalos de 50 nm, usando el espectrémetro y el analizador multicanal. Cada
registro es el resultado de la acumulacién de 10 pulsos, lo que permite minimizar las fluctuaciones.

1500, ESpectro completo de la cascara de papa
1600-
1400-
1200-

10004

1 MJN MLM‘ M‘“—‘
T ¥ T ¥ T ¥ T ¥ T v T ¥ T ¥ T v T ¥ T v T ¥
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Fig. 5 Espectros de emision del jugo y de la cascara de papa en el rango 250-775 nm.

Como puede observarse en los graficos de la Fig. 6, existen diferencias en los espectros de las distintas
partes de la papa, lo que indica la variaciéon de composicion de los tejidos. El espectro obtenido en la
muestra de pulpa es muy similar al obtenido en la muestra de almidén, en la mayor parte del espectro.
Esto puede atribuirse a que la extraccién mecénica del jugo no logra separar todo el almidén contenido en
la pulpa, sino principalmente el que se haya disuelto en agua (que posteriormente precipita por
decantacion natural).
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Fig. 6 Espectro de emision de los distintos tejidos constitutivos de la papa en algunos rangos del espectro.

En el rango de 275-325 nm se observa un par de lineas resonantes de Mg Il y otra de Mg I, presentes en los
cuatro tipos de muestras. La intensidad relativa indica que la concentracion de este elemento es mayor en

la cascara que en los demas tejidos. También es posible identificar en la muestra de cascara una de las
lineas mas intensas de silicio.

Las lineas resonantes de Ca Il dominan en intensidad los espectros obtenidos en la muestra de jugo, dado
que esta sustancia fue mezclada con el CaO. Es importante considerar, que el continuo de las lineas de de

Ca II, pueden crear interferencias con lineas de otros elementos de interés que sean muy préximas en
longitud de onda.

3.b Medicion con el monocromador

Se registraron perfiles de lineas de los distintos elementos. Los que pudieron ser detectados con una
buena relacién seiial ruido son Sr, Ba, Cu, Si, Cr, Ni, Al. En cambio la intensidad de las lineas de Ti, Fe, Mn,
K, V, Mo, es muy débil respecto del ruido, lo que indica que la concentracion de estos elementos es menor.

También se registraron los espectros temporales de las lineas de Sr, Mn, Ni, Cu, Al, Si. Del analisis temporal
puede decirse que Mn, Ni, Cu tienen una mayor intensidad en los primeros tiempos (1-4 ps). En cambio las
lineas de Al y Si, aparecen después de los 4 ps.

Se realizaron barridos con el monocromador en las zonas de los espectros registrados con el
espectrometro donde habia dudas respecto a los elementos presentes. Sin embargo, muchas de las lineas
observadas todavia no pudieron ser correctamente identificadas, por lo que seria necesario contar con
muestras de referencia para comparar la informacién espectral.

El almidén es la muestra que menor cantidad de elementos contiene y la cascara la de mayor diversidad
de ellos, particularmente Mg, Na y Ca.

A partir de las lineas de los elementos detectados, podria realizarse la caracterizacién del plasma.
Conociendo los pardmetros espectroscopicos, que incluyen la longitud de onda, la probabilidad de
transicion, el valor de los niveles de energia y el factor de degeneracién de los mismos, es posible estimar

la temperatura del plasma realizando para ello un plot de Boltzmann. La densidad electrénica podria ser
determinada a partir del ancho de linea.

4. Conclusiones

La técnica LIBS pudo ser implementada eficientemente al analisis de papa, lo que constituye un aporte al
estudio de vegetales usando plasmas producidos por laser. Se ensayaron con éxito distintos tipos de

muestra de acuerdo a la parte del tubérculo que se pretendia estudiar y los componentes mayoritarios y
minoritarios pudieron ser identificados.

Poder obtener a partir del jugo de papa las muestras sélidas fabricadas con CaO es una gran ventaja
cuando no se disponen de muestras de referencia certificadas, como sucede muchas veces en el analisis de
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vegetales. Es necesario continuar estudiando las condiciones 6ptimas para la ablacién y deteccién de la
radiacion, a fin de mejorar la performance analitica de LIBS que esta limitada por los efectos de matriz y
las caracteristicas de la compactacion y superficie de la muestra.

Como continuidad del trabajo, pueden establecerse relaciones semicuantitativas respecto de un elemento
de referencia, a fin de hallar nuevos indicadores en el estudio de la sanidad del suelo y de los cultivos.
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