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Resumen

La espectroscopia de plasmas inducidos por laser (LIPS) es una técnica rapida que permite
el andlisis de todo tipo de muestras sin destruirlas y sin tener que llevar a cabo apenas
tratamientos previos. Una de sus muchas aplicaciones es el estudio de muestras geolégicas
como son los suelos. Debido a la complejidad de la matriz es de gran dificultad encontrar o
fabricar patrones para este tipo de muestras por lo que una buena alternativa es hacer uso de
una metodologia muy reciente, llamada Calibracién “Libre”, donde en vez de utilizar patrones
se estudian y se relacionan los paradmetros fisicos del plasma creado por interaccion del laser
con la muestra, con los elementos y especies que lo componen.

Se sigue esta metodologia para realizar un analisis semicuantitativo multielemental de una
muestra de suelo procedente de la Antartida. Con el objetivo de obtener los mejores
resultados posibles previamente se hace una optimizacién de los distintos pardmetros
instrumentales. Los resultados finales se comparan con los proporcionados mediante analisis
por ICP-AES.

Abstract

Laser-induced plasma spectroscopy (LIPS) is a quick technique that allows the analysis of
all types of samples without destroying them and with a very reduced sample treatment. One
of its many applications is the study of geological samples such as soils. Because off the
complexity of the matrix it is very difficult to find or manufacture standards for this type of
samples. Therefore a good alternative is to make use of a very recent methodology, called
Calibration Free, where instead of using standards, the physical parameters of the plasma
created by the interaction of the laser with the sample, are studied and related with the
elements and species that compose it.

This methodology is followed to perform a multielemental semi quantitative analysis of a
soil sample from Antarctica. In order to obtain the best possible results previously,
optimization of different instrumental parameters is made. The final results are compared with
those provided by ICP analysis.
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1. Introduccion

1.1. Fundamentos del LIPS

La espectroscopia de plasmas inducidos por laser conocida como LIPS y también Ilamada
espectroscopia de descomposicion inducida por laser (LIBS) es una técnica relativamente
moderna pero ya muy desarrollada que permite realizar un andlisis cualitativo, cuantitativo y
multielemental de una muestra en cualquiera de sus estados de agregacion, aunque es en
muestras sélidas donde presenta mayores ventajas y donde mas se ha venido utilizando. Se
trata de una técnica de emisién atdomica cuya fuente de excitacidn es el plasma creado por la
interacciéon del laser con la muestra.' Cuando el rayo incide en un punto de la superficie,
debido a su alta energia, parte de la materia que se encuentra en torno a ese punto se
desprende y vaporiza formando un plasma que inicialmente se encuentra a una elevada
temperatura y que contiene elementos excitados, iones, especies moleculares, electrones, etc.
Aunque el plasma atraviesa varias fases y envuelve fendmenos complejos, llega un momento
en el que comienza a enfriarse por lo que los electrones que se encontraban en estados
superiores de energia pasaran a estados menos energéticos y lo haran emitiendo fotones.” La
luz generada por el plasma es capturada y llevada a un monocromador y posteriormente al
detector. Se obtiene un espectro de emisién compuesto por las lineas espectrales de los
elementos que se encontraban en el plasma y cuya intensidad deberia ser proporcional a la
concentracién de esos elementos presentes en la muestra. Cada elemento de la tabla
periddica emite luz en el rango espectral de 200-1000 nm, que es el rango que se puede
observar en LIBS por lo que toda clase de elementos podran ser identificados mediante esta
técnica.’

1.1.1. Generacion y evolucidén del plasma

El desprendimiento de una porcion de material de la muestra y la generacidn del plasma o
pluma se produce momentos después de que el pulso incida en ella (hasta unos pocos ps),
mediante rotura dieléctrica cuando la densidad electrdnica alcanza valores en torno a 10'® cm™
que se alcanzan de forma distinta segln en el estado en el que se encuentre la muestra.* En
estado sdlido suele producirse mediante dos mecanismos: ionizacién de impacto electrénico e
ionizacion multifotdnica.

El primero de ellos consiste en la absorcidon de un fotdn por parte de un electrén libre
incrementando asi su energia cinética, permitiéndole alcanzar la energia necesaria para poder
ionizar otro atomo o molécula, que liberaria un nuevo electrén capaz de volver a iniciar el
proceso. De este modo el numero de electrones libres crece exponencialmente, por eso
también se le llama cascada de ionizacidn o en inglés efecto bremsstrahlung inverso.

La ionizacién multifotonica consiste en la absorcién simultdnea de un numero suficiente
de fotones para que se produzca la ionizacion de una especie atdmica o molecular
generandose de esta manera también mas electrones libres.”

Cuando se produce la rotura dieléctrica la energia generada se emplea primero en fundir,
luego en evaporar el material y finalmente en atomizarlo, generando especies excitadas ya sea
en su forma neutra o en forma de ion, llegando rara vez hasta la segunda ionizacién.’
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Una vez que se ha formado el plasma es dificil que se sigua ablacionando material porque
la energia remanente del laser es absorbida por los electrones libres, se produce una especie
de apantallamiento que no permite que se llegue de nuevo a la superficie de la muestra.

El material ablacionado se expande a velocidades supersénicas produciendo ondas de
choque que se propagan desde la superficie hacia la atmdsfera circundante constituyendo un
plasma muy energético a grandes temperaturas. Las especies se excitan y se relajan
posteriormente produciendo emisién de luz que es visible a simple vista. Al cabo de un periodo
corto de tiempo la pluma comienza a reducir su velocidad de propagacion debido a colisiones
con el gas circundante y se enfria por fenémenos de autoabsorcidn y por recombinacién entre
electrones e iones que generan especies neutras y clusters después de la extincion del
plasma.”

1.1.2 Instrumentacién®

Ldser.- De entre todos los tipos que existen, el mas utilizado para esta técnica es el laser
de estado sdlido de Nd-YAG que emite radiacion a 1064 nm, aunque en algunos trabajos se
coloca un armédnico para que la radiacion se divida a la mitad: 532 nm, o incluso un segundo
armoénico para que quede en 266 nm. Otros laseres empleados son el de CO, o el de
excimeros.

Sistema de focalizacion.- Se utiliza para guiar el haz laser hasta la muestra. Puede ser una
lente, un espejo o incluso un microscopio.

Sistema colector de luz.- Capta la luz del plasma y la lleva hasta el selector de longitud de
onda. Puede tratarse de un conjunto de espejos o de una fibra dptica.

Selector de longitud de onda.- Puede ser un monocromador aunque normalmente se
utilizan espectrofotdmetros que permiten variar en forma continua la longitud de onda de la
radiacién en un intervalo amplio, separar la luz en funcién de su longitud de onda.” Los mas
empleados son el espectrémetro Echelle y el Cerny-Turner.

Detector.- Su funcidon es detectar y medir la intensidad de luz de diferentes longitudes de
onda que le llegan para generar el espectro. Se han utilizado tubos fotomultiplicadores o
dispositivos de inyecciéon de carga (CID) aunque actualmente los que mas se usan son los
dispositivos de acoplamiento de carga (CCD) que estan basados en el efecto fotoeléctrico. Los
elementos fotosensibles que contienen son sensores hechos de silicio. La carga que se genera
en cada sensor cuando llega la luz es transferida a un amplificador de salida que convierte la
carga en voltaje. Los circuitos externos transforman esta sefial en datos digitales para su
almacenamiento y procesamiento. Recientemente se ha desarrollado iCCD que es un CCD
intensificado. Para ello el dispositivo incorpora un tubo intensificador de imagen que es un
tubo electrénico compuesto por un fotocitodo, una placa de microcanal y un dnodo.?
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1.2. Caracteristicas

LIBS presenta las siguientes caracteristicas que le hacen ser una técnica importante en
Quimica Analitica:*

Realizar el andlisis sin ningun o con un reducido tratamiento de muestra, que unido con el
poco tiempo que se requiere para tomar cada medida le confiere a esta técnica un grado de
rapidez muy dificil de alcanzar mediante otras técnicas.

Técnica microdestructiva, los disparos tan solo suponen la pérdida de una pequefia
cantidad de muestra, tipicamente pg o ng, y la aparicidon de diminutos crateres.

Andlisis in situ, existen aparatos LIBS portatiles que permiten trabajar a tiempo real.

Andlisis a distancia, para lo cual es necesaria instrumentacidn adicional como telescopios
o dispositivos por control remoto.

Permite realizar perfiles de composicion y de profundidad en muestras heterogéneas, ya
gue los espectros que se obtienen pertenecen solo a la zona donde se ha hecho el disparo. Se

puede enfocar la muestra con un microscopio y hacer incidir el Idser en un tipo de particulas. °

Posibilidad de acoplamiento con otras técnicas. La que mas le suele acompaiiar es el
Raman que también hace uso del laser y permite detectar moléculas y grupos funcionales. 2

La instrumentacion no es cara en comparacion con la que se suele utilizar en otro tipo de
técnicas analiticas.

1.2.1. Andlisis cualitativo

Esta técnica resulta ideal para el andlisis cualitativo ya que en el espectro aparecen lineas
de todos los elementos presentes en la muestra y a partir de ahi su identificacion resulta
relativamente sencilla.

Debido a la facilidad y a la rapidez con la que se obtienen los espectros resulta interesante
para identificar la procedencia de una muestra o para estudiar si un grupo de muestras
contienen basicamente lo mismo o pertenecen a una misma clase. Para poder realizar esta
clasificacion el LIPS utiliza métodos de correlacién y métodos estadisticos multivariantes como
PCA, PLSR o redes neuronales que se usan para generar un modelo de calibracién que permite
la clasificacién de las muestras desconocidas. Estos ultimos también pueden utilizarse para
obtener informacién cuantitativa. *°

1.2.2. Andlisis cuantitativo

LIPS presenta algunas desventajas, la precisidn y la sensibilidad que se obtienen resultan
peores que mediante el uso de otras técnicas por lo que no es adecuada para el analisis de
elementos en muy baja concentracidn. La repetitibilidad tampoco es demasiado buena debido
a la variacién entre un disparo y otro, sobre todo cuando la muestra no es del todo
homogénea. Pero el mayor problema radica en la influencia que tiene sobre los resultados el
efecto matriz.
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Los métodos tradicionales de calibracién requieren patrones para construir las rectas y
para las muestras sélidas es muy dificil encontrar patrones que sean similares a la muestra ya
que el caracter del plasma que se produce en cada caso depende de muchas variables
relacionadas entre si: la naturaleza del material ablacionado(su composicidn, cristalinidad,
reflectividad dptica, transmisividad 6ptica, y morfologia de la superficie), las caracteristicas
operacionales del laser (es decir, longitud de onda, energia y duracion del pulso), la distancia
desde el laser a la superficie de la muestra, y el ambiente en el que se forma el plasma.’
Debido a esto a menudo resulta complicado obtener resultados con un grado de exactitud
elevado.

Como no suelen existir materiales de referencia certificados lo mas normal es preparar los
patrones. Es comun utilizar como matriz grafito, celulosa o cera, que son materiales que no
suelen provocar efectos matriz, donde se afiaden distintas concentraciones de los elementos
que se cree que pueden tener las muestras para realizar las rectas de calibrado o para hacer
diluciones directamente de la muestra afiadiendo distintas cantidades de la misma. Se hace un
mezclado y se homogeiniza, el material finalmente se puede analizar en forma de pastilla o
directamente en polvo."

Para intentar reducir el efecto matriz y la variabilidad se puede hacer uso de un patrén
externo, afiadir una cierta cantidad de un elemento no presente en la muestra tanto a
muestras como patrones o de un patrdén interno que consiste en utilizar como referencia las
sefiales correspondientes a un componente mayoritario de la matriz o del plasma que se sabe
que esta presente en grandes cantidades en todas las muestras que se vayan a analizar, como
puede ser en una roca el oxigeno®, o si se hacen las medidas en atmosfera de argén, el propio
argén®.

También se podria realizar una adicion estandar afadiendo cantidades determinadas de
analito a una muestra de referencia intentando que se reparta de forma homogénea.®

Calibracion “Libre”.-Como solucién a la limitacién que presenta la falta de materiales de
referencia para poder llevar a cabo los métodos cuantitativos tradicionales se desarrollé en
1999 como técnica alternativa la Calibracién “Libre”(CL o LIPS-CL). Este método mide los
pardmetros fisicos del plasma, realiza un anadlisis cuantitativo y multielemental sin tener que
preparar ningun tipo de patrén.*

Los creadores del método, Ciucci et al., hicieron la hipdtesis de que el espectro final
contiene todo lo necesario para derivar la composicion de la matriz. Sin embargo el plasma del
gue se obtiene el espectro es muy complejo y su descripcion no es posible mediante modelos
matematicos sencillos por lo que para poder desarrollar un algoritmo consistente que
proporcione informacion cuantitativa es necesario asumir que el plasma cumple una serie de
condiciones, si no se dan estas condiciones no sera posible utilizar este método.” En el Anexo
1 se encuentra la patente del método.

La composicion del plasma es representativa de la composicion de la muestra original.
Necesaria para que los resultados obtenidos se ajusten a la realidad de la muestra. Puede
haber problemas cuando se hayan presentes elementos con presiones de vapor muy
diferentes, entonces se puede producir una atomizacion selectiva.
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El plasma se encuentra en equilibrio local termodindmico (LTE) en el espacio y en el
tiempo en el que se realiza la medida. Esto significa que no deben producirse gradientes de las
propiedades termodinamicas en el plasma, temperatura y la densidad electrénica. Para
verificar si se cumple se utiliza ampliamente el criterio de McWhirter que se basa en que en el
LTE los procesos de excitacidn por colisiones deben predominar sobre los radiativos. Este
criterio se satisface en las primeras etapas durante la evolucién del plasma, cuando la
densidad electrénica es del orden de 10"7-10"® cm™. Esta es una condicidn necesaria pero no
suficiente. También debe cumplirse que la variacién de los pardmetros termodindmicos sea
pequeia en comparacién con el tiempo que se tarda en alcanzar el equilibrio de excitacién y
de ionizacion.

Las lineas espectrales incluidas en el calculo deben ser épticamente finas. EI mayor
problema resulta ser la reabsorcién de la luz por parte de los mismos elementos que hace que
si se ha producido este efecto las intensidades de emision se subestimen.

En LTE los niveles excitados estan poblados de acuerdo a la distribucion de Boltzman y los
estados ionizados de acuerdo a la ecuacién de Saha-Boltzman. Estas distribuciones dependen
de la temperatura a la que se encuentre el plasma, por lo que hay que calcularla con la maxima
rigurosidad posible. Para ello se utiliza una representacion grafica de las lineas espectrales en
el plano de Boltzman y se calcula por regresion lineal de los puntos que representan lineas de
la misma especie.'* Si hay varias especies o elementos distintos se calcula la temperatura para
cada una y se promedia. En teoria deberia hacerse con todos los elementos presentes en la
muestra y con todas las transiciones que se producen, sin embargo en un caso practico es muy
posible que esto no sea posible, ya sea por la existencia de elementos en baja concentracién
que se encuentran por debajo del limite de deteccién o porque alguno de los elementos
identificados no tengan transiciones o estas correspondan a lineas espectrales que no sean
adecuadas y que induzcan a errores, sobrestimacion o subestimacion. Aun asi es
recomendable utilizar el maximo nimero de elementos y de estados posibles.

Como se ha dicho anteriormente para poder llevar a cabo LIBS-CL es necesario utilizar un
algoritmo basado en el LTE y las ecuaciones de Boltzman y Saha-Boltzman. No se usa siempre
el mismo, existen variaciones y distintas formas de trabajar, se va a describir la que se utilizara
en este trabajo®.

Se va a utilizar la representacidon de Saha-Boltzman por lo que se hace uso tanto de las
lineas correspondientes a atomos neutros, simbolizadas por |, como de iones, Il.

Iij * 1 FN(I)
In (_Aijgij) =——E;+ In (_Q(I)(T)) Ec.1

En Ec.1 se combinan las ecuaciones de Saha y de Boltzman y se linealiza para obtener la
. . 1 .
ecuacién de una recta de pendiente e Siendo:

e
( 19
Yy
. | In PORG (neutros)
ln(L)*=4 v 5 Ec.2
Aijgij Ii(;z) 2mmek 3/, Te/2 .
Lln W — In 2( 5 ) N, (iones)




15 A. Cruz -TFG

Donde I; son las intensidades medidas para las transiciones correspondientes a atomos (l) o a
iones (Il), A; y g son la probabilidad de la transicién y la degenerancia respectivamente. E;
corresponde a la energia del nivel superior de la transicién. T, es la temperatura del plasmay
N. la densidad electrdnica. La intensidad se obtiene del espectro, el resto de pardmetros se
encuentran en las bases de datos, solo es necesario calcular T y N..

Densidad electronica.- Se calcula a partir del ensanchamiento de la linea de hidrégeno con
la Ec.3, ya que esta nunca presenta autoabsorciéon y siempre estd presente debido a la
humedad.

0.67965
N,
e ) Ec.3

FWHA = 0.549nm X (

1023m—3
FWHA denota la anchura completa de la mitad del area de la linea de emisidn, es la suma

de la anchura de Gauss y de la de Lorentz y se calcula a partir del espectro. El valor de la
densidad electrénica debera estar entre los valores dados por el criterio de McWirther.

. . I
Temperatura del plasma.- Se obtiene haciendo uso de la Ec.1. Representando In (ﬁ)
ijYij
frente a E;, a partir de la pendiente. Como se ha dicho anteriormente si se tienen varios
elementos y en consecuencia varias rectas se promedian los valores de temperatura que

genera cada una

Con todos estos parametros el software es capaz de proporcionar la densidad relativa de
atomos neutros y de &tomos ionizados de cada elemento mediante Ec.4.

) oUder

(/) = Lym i
FN\/1 M2m=1 ) Ec.4

1 1
el )

Donde N es la densidad relativa, F es un factor de normalizacién que determina el
algoritmo y M es el niumero de lineas espectrales seleccionadas. Q(T.) es la denominada
funcién de particidn y se puede conocer su valor en cada caso a partir de la Ec.5.

Q(T,) = Xigiexp (—kE—;e) Ec.5

Una vez que se tiene la densidad relativa de todos los elementos presentes en la muestra,
. . . 1
la abundancia relativa de cada elemento c, se obtiene con la Ec. 6 **

x _ _Na _ (Vi + Ni)

c;, = Ec.6
a Zal Na/ Zar Na/

Donde el sumatorio se refiere a todos los elementos detectados.
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1.3. Aplicaciones

A continuacidn se exponen algunos campos de aplicacién del LIPS.

Arqueologia.- Este tipo de muestras son dificiles de analizar ya que no es conveniente
moverlas o destruir parte de ellas durante el andlisis. Al ser microdestructiva y portatil hace
qgue resulte verdaderamente Util en este campo. Se ha utilizado en monedas, ceramicas,
huesos, metales, bronces, marmoles, pinturas y pigmentos..., existiendo la posibilidad de
realizar una datacién en base a la composicién encontrada.'’

Ciencia forense.- A menudo se tiene muy poca cantidad de muestra, ademas que también
es conveniente guardar las pruebas por lo que el LIBS resulta mas adecuado que otras técnicas.
Se ha usado para el estudio de cristales, papeles, tintas, o muestras de suelos.'®

Biomedicina.- Es capaz de analizar muestras bioldgicas como huesos, tejidos, dientes, ufias
por ejemplo detectando el exceso o el defecto de algin mineral o para hacer una clasificacion
y poder detectar alguna anomalia. Ademas también ha sido posible la clasificacion de bacterias
0 virus patégenos a partir de esta técnica.”

Medioambiente.- Puede trabajar con aerosoles, filtros de aire o en la clasificacion de
desechos o sustancias reciclables como chapas metélicas y plasticos.”

Industria.- Es una técnica rapida que se puede utilizar para control de procesos, sobre
todo en metalurgia®' pero también en farmacia donde ha tenido éxito en el andlisis de ciertos
tipos de polvos y pastillas.

Espacio.- Como LIBS puede funcionar en una amplia gama de condiciones ambientales y
con diferentes atmdsferas, desde aire hasta vacio, junto con la capacidad de analizar muestras
de suelo y la posibilidad de construir una configuracion portatil, permite la posibilidad de
trabajar en el espacio. Recientemente, se ha lanzado una nave espacial a Marte para
proporcionar un analisis espectral de muestras geoldgicas. Esta nave contiene, entre otras
cosas, un espectrémetro hibrido LIBS-Raman.*

En la Tabla 1 se indican distintos estudios realizados en el Laboratorio Laser del
departamento de Quimica Analitica de la Universidad de Zaragoza mediante LIPS.
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TABLA 1. Estudios realizados en el Laboratorio Laser

A. Cruz -TFG

Car.npo.clje Muestras EIemen'Fos © Resultados Referencia
aplicacion especies
Ca, 11.01 £ 0.54 (%)
Industria Diatomitas K, 0.95+0.04 (%) 23
Mg 3.18+0.2 (%)
Estudios de correlacion
Leche Melamina Andlisis univariante 24
Alimentos
. Mg, Ca, Na, ‘Dlscrlmln.auon y cIa5|f|f:’a1C|on de
Vino H K vinos mediante correlacidn y redes 25
! neuronales
Relacionados Prediccion del pH a partir de las
Suelos con el pH: intensidades de los elementos 26
Geologia Ca,AlLHyO utilizando PLSR.
Fe,0s, 32.21+3.76 (%)
Minerales Cao, 30.45 + 2.40 (%) 13
MgO 0.72 £ 0.06 (%)
Lantani
czrr:aglr?::t\e/ Andlisis cualitativo
Fosiles ps Andlisis cuantitativo: Eu: 1,4-1,7 % 27
o Gd: 0,4-1,7 % y Nd: 1,2-2,4%.
mayoritarios
Arqueologia
queclog Fe, 5.36 + 1.19 (%)
Ceramicas Ca, 12.23 £2.36 (%) 28
Mg 2.92+1.29 (%)
Clasificaciéon de medicamentos en
. . C,C,H,N,O base a ratios de los elementos
Farmacia Pastillas . S
mediante correlacidn lineal. 29
’ C, Ca, H, Mg, ' Idgntificacién de acido urico,' ’
.. Calculos cisteina, oxalato de Ca...en funcion
Medicina . N, O, P .
urinarios de ratios 30
Estudios de correlaciéon para la
Plasticos CN,C,H,N,O, |dent|f|caC|c.)fm de po!lmerf)s: 31
Na comparacion con libreria
espectral.
Medio Opjumlzauon de pa.rametros
. experimentales, estudio de efecto
ambiente ) FeyCa . . ..
Filtros de matriz, calibracién con patrones 37
aire Ca:1,75-2,5%

Fe: 1,40-2,30 %
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Muestras geoldgicas.- Conocer la composicién de una roca o un suelo es verdaderamente
importante, porque permite resolver problemas relacionados con su origen, permite su
clasificacidon y en parte puede dar una idea de como se ha formado e incluso realizar una
datacidn. Conocer la composicién de un suelo también es muy importante para la agriculturay
para estudiar la edificacion de una zona. Los elementos encontrados en un suelo o roca
pueden ofrecer pistas sobre posibles yacimientos de algun elemento de interés o estudiar y
relacionar la presencia de algunas sustancias en la muestra con sus mecanismos de transporte
y su impacto en el medioambiente.*

Para obtener la composicién elemental de este tipo de muestras se pueden utilizar las

técnicas principales, mas sensibles y precisas como ICP-AES, EAA, ICP-MS... pero todas ellas
necesitan disolverlas previamente lo cual no suele ser nada sencillo, el coste de los equipos y
del anilisis y el tiempo empleado son mucho mayores que utilizando LIPS.** Otra técnica que
se puede emplear y que estd muy relacionada con LIPS es LA-ICP-MS donde el plasma obtenido
tras la incidencia del Iaser es llevado a un ICP y posteriormente a un espectémetro de masas.
También se utilizan la difraccidon de rayos X o la microscopia de barrido electrénico SEM para
caracterizar o diferenciar las estructuras o estratos que presentan las muestras. Quiza su
mayor competencia por ofrecer unas posibilidades parecidas sea la fluorescencia de rayos X,
qgue al igual que LIPS es rdpida, no destructiva, puede ser portatil y permite el andlisis
cuantitativo normalmente con una sensibilidad parecida, pero algo inferior al LIPS para varios
elementos. También sufre de efectos matriz. Ofrece menos posibilidades que el LIPS en cuanto
a que no es capaz de penetrar mucho en la muestra, por lo que no podrd realizar perfiles de
profundidad, tampoco permite la deteccidn a distancia y por su funcionamiento es incapaz de
detectar elementos con z<11.°

1.4. Objetivos

Objetivo 1. Conocer las bases de datos mas importantes para la busqueda bibliografica de
espectroscopia de plasmas inducidos por laser, LIPS y su aplicacién en la caracterizacion de
suelos.

Objetivo 2. Utilizar la instrumentaciéon LIPS. Aprender las ventajas e inconvenientes de la
técnica LIPS y su metodologia de trabajo.

Objetivo 3. Optimizar los pardmetros instrumentales de mayor importancia para la
caracterizacidn de suelos en muestras antarticas mediante LIPS: la energia laser, el tiempo de
retraso o delay y el tiempo de integracion.

Objetivo 4. Estudiar la posibilidad de realizar los analisis en atmdsfera de argén para
caracterizar suelos.

Objetivo 5. Identificar las lineas de emision de suelos utilizando la base de datos del NIST.

Objetivo 6. Poner a punto la metodologia de calibracidn libre, CL para las futuras
determinaciones de metales en suelos antarticos.

Objetivo 7. Conocer y aplicar la normativa de seguridad laser para el trabajo que se va a
realizar en el laboratorio.
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2. Experimental

2.1. Muestra

La muestra fue tomada en la Base Antdrtica Gabriel de Castilla en la Isla Decepcidn por
personal del Ministerio de Defensa del Gobierno Espafiol en la campafia antartica 2016-17.La
base esta situada en la zona sudoccidental de la isla Decepcidn, dentro de la Bahia Puerto
Foster en las coordenadas 62°58'38"S 60°40'33"0.

Encuadrada dentro de las llamadas Islas Sheatland del Sur, Decepcidn tiene un origen
volcénico. En los afios 60 se registraron erupciones y en la actualidad todavia existen signos de
su actividad. Las rocas y los suelos estdn formados principalmente por basalto y andesita.
Ambos son muy similares porque pertenecen a la misma serie. Mayoritariamente estan
compuestos por silicatos o aluminosilicatos de Ca, Mg, Fe, Na y K. También contienen
cantidades importantes de Ti y en proporciones pequeiias Mn u otros metales que por
sustitucion formen parte de alguno de esos silicatos o aluminosilicatos.*

En el Anexo 2 se encuentra un mapa de la isla Decepcidn y su ubicacién dentro de las Islas
Sheatland del Sur asi como fotografias en las que se observa el aspecto de los suelos de los que
proviene la muestra.

2.2. Instrumentacion

FIGURA 1. Montaje instrumental utilizado en la caracterizacion de suelos antarticos

En la Figura 1 se muestra un esquema del disefio instrumental utilizado en este trabajo de
determinacion de suelos antarticos mediante LIPS.
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2.2.1. Laser

Se empled un laser de Nd:YAG modelo Brilliant Quantel, Ultra CFR, Q-Switched que emite
con un tiempo de duracién de pulso de 8 ns, una longitud de onda de 1024 nm y una potencia
maxima de 50 mJ por pulso. El medio activo de los ldseres de Nd:YAG consta de un cristal
amorfo de itrio y aluminio dopado con neodimio. Las transiciones de los iones Nd son las
responsables de la accidn laser. Inicialmente son transiciones prohibidas pero dejan de serlo
por la interaccidn con el campo del cristal. El sistema de bombeo en este caso es una lampara
de xendén. Para que el haz laser se concentre mejor y no se ensanche antes de incidir en la
muestra se utiliza una lente de focalizacidn. Como se observa en la figura 2 el laser dispara
dentro de una cdmara de muestras que contiene el portamuestras, la entrada de la fibra éptica
y una entrada disponible para la introduccion de argdn en el compartimento.

2.2.2. Espectrémetro

Se trata de un espectrémetro Echelle (Andor Mechelle ME5000, 195 mm de longitud focal,
F/7, I/Al 5000) que utiliza una rejilla de difraccién para producir una gran dispersidén en un
rango de longitud de onda pequeiio en cada orden. Como los érdenes se mezclan
espacialmente, presenta un prisma para separarlos. Los haces de luz ya monocromaticos se
apilan verticalmente en el plano focal. Por esa razén, los dispositivos Echelle necesitan un

detector bidimensional.*®

Una de las mayores fortalezas de este disefio es que proporciona
una alta resolucién y un paso de banda grande, se puede hacer muy compacto y estd disefiado
sin partes moviles. Esta misma propiedad los hace adecuados también para aplicaciones de

campo.®

2.2.3. Detector

Se utiliza una cdmara CCD intensificada (Andor iStar DH734, 1024 x 1024 pixeles 13,6 x
13,6 um?’ por pixel, 18 mm didmetro del intensificador) acoplada al espectrémetro tal y como
se observa en la Figura 2. La principal ventaja de un ICCD es la alta velocidad de adquisicién de
imdagenes con amplificacidn, haciéndola sensible incluso a bajos niveles de luz y con fuentes de
impulsos, ya que este dispositivo elimina casi cualquier fondo continuo no deseado, por
ejemplo, proveniente de la luz de una habitacion. ® Ademds contiene muchos mas pixeles por
lo que la resolucién en cada nm del espectro es mejor que utilizando la CCD.

Ademas se utilizd un puntero |aser para alinear la fibra y una lampara de argén-mercurio
(Ocean Optics, HG-1, Hg-Ar lines 253-922 nm) para realizar la calibracién del detector.

2.3. Software

Andor MCD Softwarenv.4.1.0.0 para controlar el detector y los pardmetros instrumentales
y obtener los espectros.

Origin Pro 9.0 de Origin Labs para tratamiento de espectros.
LIBS ++ de ARWAN technology para realizar la Calibracion “Libre”
Excel 2010 de Microsoft.

Base de datos de Lineas Atdmicas Espectrales del National Institute of Standards and
Technology (NIST).
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2.4. Procedimiento

2.4.1. Tratamiento de muestra

La muestra de suelo antartico se compactd y se hizo un corte introduciéndola en una
probeta de silice tal y como se observa en la Figura 2. El trabajo se realizd en el Servicio de
Apoyo a la investigacion (SAl) de la Universidad de Zaragoza. En la figura 2, en la imagen de la
izquierda, se pueden ver los pequefios crateres generados por el laser. En la imagen de la
derecha se observa que el corte es bastante profundo, que hay una buena cantidad de
muestra y que por lo tanto al disparar no hay peligro de alcanzar el material de silice.

FIGURA 2. Muestra de suelo antdrtico después de su tratamiento

2.4.2. Optimizacion de parametros instrumentales

Los parametros estudiados fueron la distancia de la lente a la superficie de la muestra, la
energia del pulso, el tiempo de delay y el tiempo de acumulacidn.

Distancia.- Afecta directamente a la energia con la que el laser irradia la muestra y
también a la anchura y profundidad del crater que se forma. Al ser la muestra bastante
homogéneay lo suficientemente profunda las caracteristicas del crater no van a ser demasiado
importantes por lo que se busca una altura que dé lugar a la maxima intensidad de sefial
posible.

Energia.- Cuanto mas energético es el disparo mayor es el crater que produce en la
muestra, se ablaciona mayor cantidad y por lo tanto el plasma generado es mas energético y
emite una cantidad superior de luz. Presumiblemente, al aumentar la energia se obtienen
sefiales mds intensas para los elementos de interés pero también crece el ruido y existe la
posibilidad de saturar el detector.

Tiempo de retraso de lectura.- Es el tiempo que se tarda a medir desde que se forma el
plasma. En cuestiones de microsegundos el plasma pasa por varias etapas: al principio tiene
mucha energia, su temperatura es muy elevada(>15000 K) y engloba una gran cantidad de
atomos excitados provenientes de la muestra pero la densidad electronica es muy
grande(>10" cm™) por lo que si se mide en estas primeras etapas lo normal es encontrarse lo
que se llama un continuo, que es que hay tantas especies emitiendo que a lo largo de todo el
espectro se genera una sefial intensa y continua también influida por el ensanchamiento que
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producen el efecto Stark y Doppler, que en definitiva significa mucho ruido®. A parte al esperar
muy poco es posible que algunos de los elementos de interés no hayan emitido todavia o lo
hayan hecho de forma muy débil. Después de estas primeras etapas el plasma se va
expandiendo, enfriando y se va haciendo cada vez menos intenso porque los distintos
elementos excitados ya han emitido y han vuelto a su estado fundamental, por lo que tampoco
se puede esperar demasiado ya que entonces no se veran apenas sefiales en el espectro o
seran de muy baja intensidad.

Tiempo de medida.- Es el tiempo durante el cual la fibra esta captando la emisién del
plasma, cuanto mayor sea mayor cantidad total de luz llegara al detector y por lo tanto los
picos tendran mds intensidad pero también el ruido crecerd. Hay que optimizarlo porque si se
ponen largos tiempos y el elemento de interés deja de emitir en un tiempo corto, la intensidad
de la emisién recogida no crecera en igual medida que el ruido y por lo tanto no convendra. Si
los tiempos son cortos habrd muchos elementos que apenas daran sefial por no haberles dado
tiempo a emitir.

El criterio principal para elegir un tiempo u otro es la relacidn sefial-ruido (SNR) que ofrece
para unos determinados picos representativos de los elementos de interés.” La manera de
calcularla se expone en el Anexo 3.

Antes de realizar ninguna medida es necesario que el detector se encuentre a baja
temperatura, se hace que esté a -202C. También es necesario calibrarlo conectando una
[dmpara al espectrometro que genera las lineas de emision del Argdn y del mercurio para que
el detector las tome y se ajuste a ellas. Se emplea un puntero ldser que se conecta a la fibra
Optica para ver donde esta apuntando y alinearla con el disparo para que capture la maxima
cantidad posible de luz.

El procedimiento que se sigue para optimizar los distintos parametros instrumentales es
el siguiente:

Se utiliza un primer espectro creado con unos pardmetros estandar de energia 7, delay de
750 ns, tiempo de medida de 1500 ns y 20 disparos acumulados. El objetivo es obtener una
visidn general de los elementos que se van a encontrar y una serie de lineas de esos elementos
cuyo pico en el espectro sea lo mas fino posible, con el menor ruido de fondo posible y sin
otras sefiales que puedan interferir en él para utilizarlas como base a la hora de realizar la
optimizacion. Para asignar estas lineas se compard la longitud de onda a la que aparecian las
sefiales en el espectro con las lineas espectrales de emisidn que ofrece para cada elemento la
base de datos del NIST teniendo en cuenta la relacidn de intensidades que tienen estas lineas
debido a la probabilidad de la transicion ya que cada elemento posee cientos de lineas de
emision pero en el espectro solo se podran localizar las que tengan una cierta intensidad. Las
lineas que se van a utilizar para realizar lo optimizacion se muestran en la Tabla 2.

TABLA 2. Lineas espectrales elegidas para estudiar los parametros instrumentales

Elemento Cal Call Mg Si Arl Arl Til Till

A (nm) 422,67 | 317,96 | 280,27 | 288,15 | 763,51 | 772,45 | 334,90 | 453,47
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Se prueban distintos niveles de energia y distintas distancias con un delay de 750 ns y un
tiempo de medida de 1500 ns. En este caso y en todos los siguientes se va a disparar bajo una
atmoésfera de argdn generada a partir de una botella de argdn de alta pureza para evitar
interferencias con el aire y cada espectro va a ser la suma de tres disparos individuales.

Con la energia y la distancia ya establecidas se generan espectros con distintos tiempos de
retraso de lectura: 100, 500, 1000, 1500 y 2000 ns utilizando un tiempo de medida fijo de 2000
ns y se comparan.

Con los parametros anteriores fijados se estudian distintos tiempos de medida: 100, 500,
1000, 2000 y 5000 ns.

2.4.3. Andlisis de suelo antartico mediante LIBS utilizando CL

Obtencion de los espectros de la muestra.- Con todos los pardmetros optimizados, en
presencia de argén y con la fibra en la posicion adecuada se adquieren los espectros finales
para la cuantificacion mediante Calibracion “Libre”. Se toman seis espectros cada uno siendo la
acumulacién de 15 disparos. Los disparos correspondientes a cada espectro se hacen en una
misma zona, y entre los seis espectros se intentan cubrir todas las zonas de la muestra porque
aunque ésta es practicamente homogénea asi se pueden conseguir resultados mas
representativos de todo el conjunto. El espectro analizado fue el promedio de los seis
espectros individuales de 15 disparos.

FIGURA 3. Metodologia aplicada para el anlisis mediante CL a partir del software LIBS++ >’
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En la Figura 3 se expone el diagrama de bloques de la metodologia de LIPS-CL aplicada
para el analisis de la muestra de suelo antartico utilizando el programa LIBS++. Cada paso se
explica mas detenidamente a continuacion.

Correccion de la longitud de onda a la que aparecen las sefiales.- Normalmente existe un
desplazamiento minimo de los picos con respecto a las lineas espectrales que ofrecen las bases
de datos. La correccién se hace ordenando al programa que una sefial identificada para un
elemento con una determinada longitud de onda en el espectro deberia tener la longitud que
le corresponde segun el NIST, desplazando todo el espectro en base a esa diferencia. En este
trabajo se realiza con la linea de silicio que se encuentra segun el NIST a 288,16 nm y que
inicialmente aparece en el espectro a 288,07 nm. Se desplazan todas las sefiales 0,85 nm a la
derecha.

Identificacion de lineas.- Se busca identificar la mayor cantidad posible del maximo
numero de elementos posibles, las que implican transiciones de los elementos excitados y las
que implican las de los elementos ionizados. Aqui la capacidad de decisién es importante
porque las lineas del espectro nunca coinciden exactamente con las de la base de datos y para
cada sefial se tienen muchos posibles elementos y transiciones que emiten a longitudes de
onda cercanas.

Integracion de los picos.- Se calcula el area de cada uno, que serd la intensidad que
aparece en la representacién de Saha-Boltzman, y las anchuras que presentan. El propio
software con la identificacion de la linea espectral en concreto te proporciona los otros
pardmetros necesarios para la representacion: la probabilidad de la transicion, la energia del
estado superior de la transicion y la degenerancia.

Cdlculo de la densidad electrdnica.- A partir de la anchura de la sefial del hidrégeno que se
encuentra a 656,28nm. Se comprueba que el valor obtenido satisfaga el criterio de Mc.
Whirter.

Representacion de Saha-Boltzman y cdlculo de la temperatura.- Cada punto en la
representacién corresponde a una linea seleccionada, el software crea una recta de regresion
para cada elemento identificado con todas las transiciones del mismo que le han sido
introducidas, a parir de la pendiente de cada una haciendo una media entre ellas, calcula la
temperatura.

Evaluacion de las lineas introducidas, de las rectas y de la temperatura.- Se identifican las
lineas que dan origen a puntos sospechosos y se eliminan de acuerdo a una serie de criterios.
Se evallan posibles fuentes de error como el uso de lineas susceptibles de presentar
autoabsorcion.

Resultados de composicion para la muestra.- Una vez que se tienen los valores de
temperatura y de densidad electrdnica, el software, teniendo en cuenta el peso de las rectas y
los puntos de cada elemento en la representacion haciendo uso de las férmulas expuestas en
el apartado 1.2.2 Calibracidon “Libre” da los resultados de la composicion de la muestra en
porcentaje en masa para cada elemento.
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3. Resultados y discusion

3.1. Optimizacion de parametros instrumentales

La parte mds interesante en la optimizacidn fue el tiempo de retraso de lectura y el tiempo de
medida.

3.1.1 Tiempo de retraso de lectura

En la Figura 4 se observa como con un tiempo muy corto (100 ns) principalmente hay un
continuo de energia: la linea base se encuentra muy elevada, se pueden distinguir los picos
pero estan rodeados de mucho ruido, por lo que es un tiempo que no se puede considerar.

FIGURA 4. Comparacion de espectros utilizando distintos tiempos de retraso de lectura

100 ns
90000 - 500 ns
1000 ns
75000 -
o
©
= 60000 -
[«5)
>
)
g 45000 - |
R
3 |
$ 30000 - ‘
=
"l Wl
f ! ‘UM
(e] M il & “UV“'J\J“JL\»“‘LJJM\, W’L) i

W {!]
( [ill | ‘w Al " ‘
Mw ‘ | ‘ L ”a‘«.»*»‘““a‘ i M’u’ww

T
300 400 500 600 700
Longitud de onda (nm)

En la Figura 5 se ve que con un tiempo de retraso de lectura grande como son 3000 ns la
intensidad de la sefial es muy baja, demasiado para poder ser empleado por su poca
sensibilidad.

FIGURA 5. Comparacion entre sefales con distintos tiempos de retraso de lectura
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En la Figura 6 se observa el aspecto de los picos de alguna de las lineas elegidas obtenidos
con tiempos de retraso de lectura intermedios: 500, 1000 y 1500 ns. En el Anexo 4 se expone
la comparacion del resto de sefales estudiadas para los distintos tiempos. En la tabla 3 se
muestran los valores de sefal-ruido calculados para esos tiempos de retraso de lectura.

FIGURA 6. Comparacidn entre sefiales para distintos tiempos de retraso de lectura
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TABLA 3. Relacion sefal-ruido obtenida para distintos tiempos de retraso de lectura

Lineas espectrales (nm)

Tiempo Cal Call Mg II Sil Arl Arl Til Till
(ns) 422,67 | 317,96 | 280,27 | 288,15 | 763,51 | 772,45 | 334,90 | 453,47
500 72 27,5 44,5 35,2 29,5 22,6 38,6 34,0
1000 45,8 26,3 38,7 27,4 51,2 27,0 47,6 31,3
1500 70,7 30,6 35,2 55,2 27,6 54,5 43,9 34,4

En la Tabla 3 puede observarse que en el conjunto de los ocho picos estudiados no existen

diferencias significativas en la SNR que permitan decantarse a favor de uno u otro. Se elige el

de 500 ns porque es el que suele ofrecer mayor sensibilidad y porque la densidad electrdnica

con ese tiempo todavia sera elevada. Como se ha visto para poder realizar la Calibraciéon

“Libre”, la densidad electrénica debe estar entre 10"-10"® cm?, con tiempos mayores es

probable que la densidad electrénica no llegue a alcanzar un valor adecuado.
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3.1.2 Tiempo de medida

Los tiempos de medida de 100 y 500 ns ofrecen muy poca sensibilidad por lo que no hizo
falta ni calcular SNR para descartarlos. El aspecto de los picos de alguna de las lineas elegidas
obtenidos con tiempos de medida: 1000, 2000 y 5000 ns se muestran en la Figura 7. En el
Anexo 5 se pueden ver el resto de las lineas estudiadas. La relacién sefial-ruido calculada para
las distintas sefales se encuentra en la Tabla 4.

FIGURA 7. Comparacidén entre sefiales para distintos tiempos de medida
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TABLA 4. Relacion seial-ruido obtenida para distintos tiempos de medida

Lineas espectrales (nm)
Tiempo de Cal Call Mg Il Sil Arl Arl Til Till
medida (ns) | 422,67 | 317,96 | 280,27 | 288,15 | 763,51 | 772,45 | 334,90 | 453,47
1000 32,3 23,3 38,6 18,5 23,9 12,4 59,2 9,6
2000 50,8 27,5 85,6 35,2 29,5 22,6 47,6 34,0
5000 33,4 12,3 75,4 50,7 29,4 20,0 76,2 18,9

De la Tabla 4 puede extraerse que el tiempo que da una mejor SNR en la mayoria de los
casos es 2000 ns.
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En la Tabla 5 se encuentran los pardmetros optimizados que se utilizan para realizar la

determinacion de suelos antarticos mediante LIBS-CL.

TABLA 5. Resumen de la optimizacién realizada

28

Energia del pulso

Distancia de la lente a
la superficie

Tiempo de retraso
de lectura

Tiempo de medida

45 m)

6cm

500 ns

2000 ns

3.2. Caracterizacion de muestra de suelo antartico mediante LIPS-CL

Siguiendo el procedimiento descrito en el apartado 2.4.3 se obtuvieron los resultados de la

caracterizacion de suelo antartico.

Identificacion de lineas.- Los elementos procedentes de la muestra que se identificaron
claramente fueron Fe, Ca, Si, Mg, Al, Ti, Na, Ky O. Fe y Ti presentaban una gran cantidad de
sefales tanto de la especie excitada como de la ionizada. El Ca también fue un elemento rico
en ese sentido. Mg presenté menos lineas. K, Na y O tienen muy pocas con una intensidad

relativa que permita observarlas mediante LIBS y lo mismo pero en menor medida ocurrié con

el Al, al que no se pudo encontrar ninguna transicidon que implicara al ion al igual que para K,

Na y O. Por ultimo el Si dio lugar a un nimero respetable de lineas de la especie excitada pero

muy pocas de la ionizada. En la Figura 8 se muestra algun fragmento del espectro con las lineas

identificadas, en el Anexo 6 se presentan el resto.

FIGURA 8. Fragmentos del espectro de la muestra
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Ademads de los elementos nombrados, algunos de los cuales identificados en la figura 6, se
encontraron indicios de la presencia de otros como C, Mn o Sr pero su concentracién en la
muestra debe ser tan baja que no es posible obtener sefiales claras de los mismos, se
encontraran muy préximos o por debajo del limite de deteccion, por lo que tampoco se puede
confirmar su presencia y no se intentaron cuantificar.

En alguna ocasién se encontraron sefiales de una intensidad importante, no pueden
considerarse ruido, que no se pudieron identificar ya que no pertenecian a ninguno de los
elementos ya contrastados y no podian contribuir por una intensidad demasiado alta para la
poca concentracién que deberia haber del mismo o por la ausencia de mdas sefiales a
identificar un nuevo elemento. Este tipo de picos se suelen atribuir a especies moleculares
complejas que se pueden formar durante el plasma.

Integracion de los picos.- La forma en la que se lleva a cabo junto con ejemplos se expone
el Anexo 6.

Cdlculo de la densidad electrénica.- Da un valor de 2,46 x 10" cm™, valor acorde al criterio
de Mc. Wrhither por lo que se puede decir que el plasma cumplia el LTE. En el Anexo 7 se
muestra como se realiza.

Representacion de Saha-Boltzman y cdlculo de la temperatura.- Tal y como se ha explicado
en el apartado 1.2.2 Calibracién “Libre” y en el procedimiento, se hace una primera
representacién utilizando todas las lineas identificadas. Hecho de este modo aparece una
buena cantidad de puntos en la representacion que hacen que se modifique demasiado la
pendiente de las rectas obtenidas ya que son puntos que no siguen la misma trayectoria o que
no se encuentran en la misma zona que el resto para ese mismo elemento. Para eliminar
puntos y asi obtener pendientes mas similares entre si para los distintos elementos y por lo
tanto un valor de temperatura adecuado se siguen una serie de criterios™:

Se excluyen las lineas que envuelven al estado fundamental y también para elementos de
alta concentracion, las lineas correspondientes a transiciones con el menor nivel de energia
por debajo de 6000 cm-1, pues esta clase de lineas suelen presentar una autoabsorcion
considerable.

, . . . ey , -1
No se toman las lineas con un coeficiente de emision espontdnea menor a 2 x 10° s " ya
que los correspondientes tiempos de emision empiezan a ser comparables al tiempo asociado
a las variaciones del plasma, se perderia la homogeneidad del mismo durante la medida.

Todas las lineas de emisidn con intensidad relativa muy elevada se excluyen porque, como
consecuencia de la integracion espacial de las sefiales de emisidn a lo largo de la ruta éptica, la
poblacién correspondiente se puede sobrestimar.

Tampoco se podrdn utilizar las lineas que ofrezcan una SNR muy baja, las que sean muy
anchas, las que engloben mas de un estado del mismo elemento o las que sufran interferencias
espectrales, es decir, que la linea en cuestidon de un elemento coincida con la de otro y se
sumen.

Por no cumplir alguna de estas condiciones se quitaron varias de las lineas que se habian
identificado inicialmente, sobre todo de titanio, hierro y magnesio. Las lineas utilizadas
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finalmente para la determinacion de suelos antarticos mediante LIPS-CL se encuentran en la
Tabla 6. En el Anexo 8 hay otra tabla que incluye el valor de los pardmetros empleados de cada

una de estas lineas para hacer la representacion.

TABLA 6. Lineas espectrales utilizadas finalmente para realizar la Calibracién “Libre”

Est | NG
Elemento stado de um,ero Longitud de onda (nm)
elemento de lineas
Al Al l 3 308,20 309,28 394,41
428,95 430,73 431,80 443,45 526,23
Cal 13 526,44 526,98 558,85 559,42 612,25
Ca 616,27 646,24 649,33
call 3 31590 317,96 370,62
299,44 356,99 361,87 373,47 374,54
Fel 12 374,94 382,02 404,56 406,36 407,16
Fe 432,55 440,44
239,55 241,12 241,32 257,77 258,25
Fe ll 14 258,58 260,69 261,17 261,36 262,83
271,42 273,92 274,30 298,48
Mg | ) 517,29 518,37
M
8 Mg I 1 279,78
. Si| 5 250,69 251,61 251,92 288,15
Si 390,56
Sill 1 634,62
Til 5 |498,13 499,91
Ti
il 3 316,84 321,69 336,10 337,25 337,99
338,37 349,12 444,34
Na Na | 3 588,95 589,56 819,55
Kl ) 766,48 769,88
0 ol 3 777,12 777,33 777,71

Con las lineas presentadas en la Tabla 6, su intensidad y todos sus parametros
establecidos, asi como con el valor de densidad electrénica ya calculado de 2,46 x 10" cm™ se
realiza la representacion de Saha-Boltzman, reflejada en la Figura 9, a partir de la cual se
obtendra la temperatura de acuerdo a lo explicado en el apartado 1.2.2 Calibracidn “Libre” y

en el procedimiento.
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FIGURA 9. Representacion de Saha-Boltzman
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En la Figura 9 se muestran una serie de puntos que corresponden los de la derecha a las

transiciones que involucran a los elementos ionizados y a la izquierda las que hacen lo propio

con los neutros.

TABLA 7. Valores de T calculados a partir de las pendientes de las rectas de cada elemento (eV)

Na

Al

Mg

1,0957

Ca

1,1229

Si

1,0245

Ti

0,9740

Fe

0,9723

En la Tabla 7 se observa que los valores de temperatura obtenidos a partir de las lineas de

Fe y de Ti son muy similares, las rectas que crean estos dos elementos tienen una pendiente

muy parecida como se puede ver en la Figura 8. El hierro es el elemento que mas lineas posee

ta una buena cantidad, entre los dos suman la mitad de todas las

y el titanio también presen

lineas utilizadas en la representacién por lo que su peso dentro de la misma es muy elevado.

Asi que se desprecian las temperaturas que ofrecen los otros tres elementos y la temperatura

del plasma finalmente se calcula como la media entre la que ofrece el Fe y la que ofrece el Ti.
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Resultados de composicion para la muestra.- Con los valores de temperatura y de densidad
electrénica expuestos en la Tabla 8 a partir de la representacidon de Saha-Boltzman presentada
en la Figura 10 de acuerdo a las férmulas descritas en el apartado de Calibracion Libre se
obtienen los resultados de composicion elemental para la muestra de suelo antartico que se
muestran en la Figura 10.

FIGURA 10. Resultados obtenidos para la muestra de suelo antartico. Porcentaje en masa.

0,54%

Na
1,40%
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3.3 Analisis comparativo de la muestra

Previamente la muestra de suelo antdrtico fue analizada mediante ICP-AES por miembros
del Instituto de Diagndstico Ambiental y Estudios del Agua (IDZA) perteneciente al Consejo
Superior de Investigaciones Cientificas (CSIC) en Barcelona. Las especificaciones del analisis se
encuentran en el Anexo 10 . Los datos de composicion para la muestra de suelo antartico que

obtuvieron se comparan con los obtenidos mediante LIBS-CL en este trabajo en la Tabla 9.

TABLA 9. Comparacidn de los resultados para la muestra de suelo antartico obtenidos
mediante LIBS y mediante ICP-AES

Elemento (6xido) LIPS- CL ICP-AES
Al (Al,03) 8,18 (15,46) 8,94 (16,88)
Fe (Fe,03) 8,35(11,94 6,53 (9,34)
Ca (Ca0) 6,94 (9,71) 6,28 (8,78)
Na (Na,0) 1,40 (1,89) 3,27 (4,41)
Mg (MgO) 1,89 (3,15) 2,82 (4,68)
K (K,0) 0,54 (0,65) 0,44 (0,53)
Ti (TiO,) 1,90 (3,17) 1,01 (1,69)
Si (SiO;) 16,24 (34,74) 24,75 (52,94)
0 54,56 45,56
P (P,0s) - 0,13 (0,30)
S(S0s) - 0,01 (0,03)
Resto - 0,25 (0,40)
Total 100 (80,71) 100 (100)

En la Tabla 9 se refleja por un lado el porcentaje en masa de los distintos elementos y por el
otro el porcentaje en masa de los éxidos que forman esos elementos en el suelo que es en la
forma en la que se suelen encontrar. En muestras geoldgicas es comun expresar los resultados
de composicidn en base a éxidos.

En dicha tabla se puede observar como las mayores diferencias entre el analisis CL-LIBS y
el analisis por ICP se encuentran para el sodio y para el silicio donde LIBS da lugar a
concentraciones bastante mas bajas. En el primer caso es posible que se deba a que este
elemento tan sélo presenta tres sefiales, dos de las cuales de una intensidad relativa muy
elevada que ademas pertenecen al estado fundamental, por lo que la probabilidad de que
estas lineas sufran procesos de autoabsorcion es considerable. En el caso del silicio lo que
puede ocurrir es que al formar parte de la matriz o ser el componente mayoritario de la misma
las sefiales del elemento estén saturadas y por la tanto no lleguen a dar la intensidad que
deberian. Por otro lado se puede observar que la cantidad de oxigeno es mayor, si se calcula el
porcentaje de oxigeno que estd formando 6xidos sale que es el 35,26 y hay un total de 54,56 %
en la muestra, es decir un 19,3% de la masa de la muestra corresponderia a oxigeno que no
esta formando éxidos segun los resultados obtenidos mediante LIBS. Es complicado que una
contribucion tan grande sea debida a los dxidos no detectados de elementos traza pues en el
analisis mediante ICP se encuentra que estos no llegan ni a un 1% del total. Es posible que
parte de ese exceso de oxigeno se deba a la presencia de algo de humedad en la muestra o a




3. Resultados y discusion 34

gue el argén no haya sido capaz de desplazar completamente el oxigeno del aire, pero lo mas
probable es que ese amplio exceso se deba a la subestimacién del silicio. El porcentaje de mas
gue corresponderia al silicio es absorbido en gran medida por el oxigeno por ser el otro gran
mayoritario. La suma de todos los 6xidos determinados mediante LIBS dan lugar tan solo al
80,71%, es logico pensar que lo que falta para llegar a ese 100% es mayoritariamente la silice
gue no se ha detectado, pues esa diferencia coincide practicamente con la cantidad de SiO2
que falta para igualar la obtenida mediante el andlisis de referencia, ademas de que como se
ha dicho hay oxigeno en exceso que deberia estar formando parte de silice.

Para el resto de elementos y dxidos CL-LIBS sostiene resultados adecuados y cercanos a
los obtenidos mediante ICP-AES.

Conclusiones

De acuerdo con los objetivos propuestos y los resultados obtenidos se obtienen las siguientes
conclusiones generales:

1. En este trabajo se ha utilizado el sistema: LIPS con espectrometro Echelle e iCCD, con
camara de muestra, donde se han optimizado los siguientes pardmetros instrumentales, de
acuerdo a la relacidén sefial/ruido mas favorable: energia del pulso laser, distancia de la lente a
la superficie, tiempo de retraso o “delay” y tiempo de integracién.

Los resultados dptimos han sido:

Energia del pulso Distancia de la lente a Tiempo de retraso Tiempo de medida
la superficie de lectura

45 m) 6 cm 500 ns 2000 ns
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2. Se han caracterizado las lineas espectrales de los suelos antarticos utilizando la base
de datos NIST, las lineas para cada uno de los elementos son:

Estado del Numero

Elemento elemento de lineas Longitud de onda (nm)
Al Al l 3 308,20 309,28 394,41
428,95 430,73 431,80 443,45 526,23
Cal 13 526,44 526,98 558,85 559,42 612,25
Ca 616,27 646,24 649,33
call 3 31590 317,96 370,62

299,44 356,99 361,87 373,47 374,54
Fel 12 374,94 382,02 404,56 406,36 407,16
432,55 440,44

F
€ 239,55 241,12 241,32 257,77 258,25
Fe ll 14 258,58 260,69 261,17 261,36 262,83
271,42 273,92 274,30 298,48
Mg | ) 517,29 518,37
M
8 Mg I 1 279,78
. i c 250,69 251,61 251,92 288,15
Si 390,56
Sill 1 634,62
Til 5 498,13 499,91
Ti
T g 316,84 321,69 336,10 337,25 337,99
338,37 349,12 444,34
N3 Na | 3 588,95 589,56 819,55
Kl ) 766,48 769,88
0 ol 3 777,12 777,33 777,71

3. Se han obtenido todos los datos necesarios para aplicar correctamente la calibracién
libre CL, siendo los resultados:

Si (16,24%) Fe (8,35%) Al(8,18%) Ca (6,94%) Ti(1,90%) Mg (1,89%)

Na (1,40%) K (0,54%)

4. Se ha demostrado la aplicabilidad de la metodologia aplicada en una muestra real de
suelo antartico, obteniendo un resultado préximo al proporcionado por el laboratorio
medioambiental del CSIC en Barcelona.
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Anexo 1. Patente del método LIPS-CL

US006657721B1

a» United States Patent (10) Patent No.: US 6,657,721 B1
Palleschi et al. 45) Date of Patent: Dec. 2, 2003
(54) METHOD FOR QUANTITATIVE ANALYSIS (56) References Cited

OF ATOMIC COMPONENTS OF MATERIALS

BY LIBS SPECTROSCOPY MEASUREMENTS FOREIGN PATENT DOCUMENTS

WO WO 97/15811 A 5/1997
(75) Inventors: Yincenzo !’?Ileschi, Pjsa (!’I‘); OTHER PUBLICATIONS
Elisabeth Tognoni, Pisa (IT); ] ) )
Allesandro Ciucci, Livorno (IT); Goodard B J: “Materials analysis using laser-based spec-
Simone Rastelli, Massa ¢ Cozzile (IT) troscopic techniques™ Transactions of the Institute of Mea-
surement and Control, 1991, UK, vol. 13, No. 3, pp.
(73) Assignee: Consiglio Nazionale Delle Richerche, 128-139.
Rome (IT) Song K et al: “Applications of Laser-Induced Breakdown

Spectrometry” Applied Spectroscopy Reviews, vol. 32, No.
(*) Notice: Subject to any disclaimer, the term of this 3, Aug. 1997, pp. 183-235.

patent is extended or adjusted under 35 Primary Examiner—F. L. Evans

U.S.C. 154(b) by 0 days. (74) Attorney, Agent, or Firm—Nixon & Vanderhye, P.C.
(21) Appl. No.: 09/646,608 (57) ABSTRACT
(22) PCT Filed: Mar. 18, 1999 A method based on the LIBS technique is described, which
(86) PCT No.: PCT/EP99/01842 allows to determine, Wi_lhnul f:alihra'lion of the mcasyrcmc_nl
system, the concentration of atomic components in solid,
§ 371 (c)(1), liquid and aerial samples. The method comprises: (a) obtain-
(2), (4) Date:  Sep. 20, 2000 ing the plasma temperature (T) of at least one species of the

emiltted radiation; (b) determining the partition function U

(87) PCT Pub. No.: W099/49301 (T) of each species of the emitted radiation at the plasma

PCT Pub. Date: Sep. 30, 1999 temperature; (¢) calculating the concentration value of each
species once deducted an experimental factor (F); (d) cal-

(Under 37 CFR 1.47) culating the concentration value of each non-individuated

(30) Foreign Application Priority Data species by Saha equation; (e) calculating the concentration

of atomic components as sum of the corresponding species
Mar. 20, 1998 (IT) eevvieeriieniciniciie i PI98A0023 concentrations; (f) measurement of the concentration of
(51) Int.C17 GOIN 21/63; GOIN 21/71 components by eliminating the experimental factor through

(52) US.Cl . . 356318  Pormalization.
(58) Field of Search ..... .. 356/317, 318 15 Claims, 4 Drawing Sheets
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Anexo 2. Isla Decepcién y situaciéon

Isla Decepcion
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Isla Decepciéon dentro de las Islas Sheatland del Sur
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Imagenes de la Isla Decepcién

Base Gabriel de Castilla

Muestra de suelo en los botes Toma de muestra en Isla Decepciéon camparia 2016/17
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Anexo 3. Calculo de la relacion sefial-ruido (SNR)

El ruido promedio se calcula realizando el cociente entre el ruido de la ventana
espectral y “n”, el nUmero de puntos escogidos de la misma.

Suma de ruido

Ruido promedio = -

Ec.1. Cdlculo de ruido promedio.

A continuacidn se realiza la correccion de la linea de emisidn de interés restando a
la altura de la linea de emisidn el ruido promedio calculado en la ecuacion anterior.

Sefial corregida = Altura de la sefial — Ruido promedio

Ec.2. Calculo de la sefial corregida.

Seguidamente se localizan los valores de ruido maximo y ruido minimo a la
derecha y a la izquierda de la linea de interés y se calcula el ruido a la derechay a la
izquierda tal y como se indica en la siguiente expresion:

Ruido derecha o izquierda = Ruido maximo — Ruido minimo
Ec.3. Calculo del ruido a la derecha y a la izquierda del pico

Posteriormente se hace el promedio entre el ruido a la derecha y a la izquierda del
pico de interés.
Ruido a la derecha + Ruido a la izquierda

2

Ruido =

Ec.4. Calculo del ruido que rodea a la sefial
Finalmente se calcula la relacion sefial-ruido para la linea de interés como:

Senal promedio
Ruido

Relacién sefial — ruido (SNR) =

Ec.5. Calculo de la relacién sefial-ruido
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Anexo 4. Comparacién entre sefiales para distintos tiempos de retraso de medida

Cal (422 67 nm) Call (317,96 nm}
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Anexo 5. Comparacién entre sefiales para distintos tiempos de medida
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Anexo 6. Fragmentos del espectro de la muestra con sefiales identificadas
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Intensidad (cuentas)

Intensidad (cuentas)

Intensidad {cuentas)

45000
40000
35000
30000
25000
20000
15000

10000

45000 4

40000

35000 4

30000

25000 4

20000 4

48

T T T T T T T T
500 504 508 512 516 520 524 528

Longitud de onda (nm)

MNa |

200000 -]
MNa |

150000

100000

Intensidad (cuentas)

50000

T
5584

35000

30000

25000

20000 -

15000

10000

5000

5588 5592 5596 588 590 592 594
Longitud de onda (nm) Longitud de onda (nm)

75000 +

60000 -~

45000 4

30000 H

15000 +

T T T T T
5615 520 525 630 635 540 545

Longitud de onda (nm)

Ar

K

T T T T T T T
765 768 770 772 774 776 778
Longitud de onda (nm)



49

Anexo 7. Integracion de los picos

A. Cruz

-TFG

Fit Results

Value
Const
Slope 4006786
Inten 237806.3281

Yl B 2881 68

wa 0.8575

wl 1.3096

< [l C

Show R esiduals

2

Limits 12ached. Fit stopped.
il CFE Y Mare flt..IiI
Abort Stop
Fit Optians (On/0f)| - Update

2879 2880 2881 2882 2883 2884 2885

2886

(A)
Fit Results =]
“alue
Const.
Slope -196.1553
Inten 23073.9785
e 3618.61
g 11745
el 06196
< [l S

el DESE T - |

1] =N
ILimits reached. Fit stopped b -
<< | More Ffit | > | k-
Abort | Stop | =

Fit Options (O n/fo]I Update |

Show Residuals

Hay que conseguir coger bien la sefial desplazandose a lo largo de la linea base, acercando

u alejando el pico. La linea roja debe marcar correctamente la linea base del pico y la verde

ajustarse a su altura y forma lo maximo posible. El primer ejemplo seria el de una sefial
integrada de manera precisa, el segundo de una mala integracidn, que habria que repetir.
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Fit Results

B

777777777777777 Walue -
ffffffff Const I FEO1 7 6094 ()]
_______________ 2 B 323563
Intsn 540531.8125
"""""""" e 5883.47
IR | [[a z.0992
wl 3.0051
"""" Inten S62514.8750 il
——————————————— : L | T

11751486 |

S7TasT4 )

fffffffffffffff 1| %2 fesies -]
[ L L L L L L L L L L I

|L|m| s reached. Fit stopped.

<<I Fit I kare Fit. I >>I
________ Abort | Stop |

Fit Options (0n/0M || Update |

Show Residuals |

s@02 5904 s908 sso8 5810 sg12

Ejemplo de integracién de dos picos unidos. Si se consiguen encuadrar correctamente las

sefiales el software es capaz de predecir por donde va cada uno y realizar una buena
integracion.

Fit Results

alue - B __
Const ]
Slope -214.3696
Inten. E28056.9375
. 16311
wg 02341
wl 21602
Inten. 1670554544

IMore fitting possible.
tore: fit il
Abort Stop
Fit Options [OnA0f) | Update

""" Show Residuals |

T T T e
3155 3156 3157 3158 3159 3180 3181 3162 3163 3164 3165
Wavelenath (A}

Cuando la sefial que interesa, en este caso la de calcio, presenta algunos codos que
probablemente pertenezcan a otras transiciones, se sefialan estos codos como si fuesen lineas

aunque luego no se vayan a utilizar para que la integracion sea correcta y no se sobrestime el
area de la sefial principal.
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Anexo 8. Calculo de la densidad electronica a partir de la linea de hidrégeno de
longitud de onda 656,28nm

| ne Calculation

L 0.05 W 1978

n, |248 xIOW
Exit

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
45 6520 6525 6530 6535 6540 6545 6550 6555 6560 6565 6570 6575 6580 6585 6590 6595 6600 8605 661

Wavelenath (4) 0

En la imagen aparece el pico correspondiente a la sefial de hidrégeno de A =656,28nm. Al
hacer la integracion del pico el software ademas de la intensidad también da las anchuras de
Gauss y de Lorentz. A partir de estas anchuras con la formula expuesta en el apartado 2.2.2
Calibracion “Libre” automaticamente calcula el valor de densidad electrénica que se ve en la
imagen: 2,46 x 10" cm™.
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Anexo 9. Lineas espectrales con sus parametros

52

Especie Ao A, 1085t E 10*cm™ 8
Fel 299,44 0,44 3,38 5
Fel 357,01 0,68 3,54 11
Fel 361,88 0,73 3,56 7
Fel 373,49 0,90 3,37 11
Fel 374,95 0,76 3,40 9
Fel 382,04 0,67 3,31 9
Fel 404,58 0,86 3,67 9
Fel 406,36 0,68 3,72 7
Fel 407,17 0,77 3,75 5
Fel 432,58 0,50 3,61 7
Fel 440,48 0,28 3,53 9
Fell 239,56 2,5 4,21 10
Fell 241,11 2,4 4,24 2
Fell 241,33 1,1 4,24 4
Fell 257,79 1,3 4,76 2
Fell 258,26 0,77 4,74 4
Fell 258,59 0,81 3,87 8
Fell 260,71 1,7 3,90 4
Fell 261,19 1,1 3,87 8
Fell 261,38 2 3,91 2
Fell 262,83 0,86 3,90 4
Fell 271,44 0,55 4,48 6
Fell 273,96 1,9 4,44 8
Fell 274,32 1,8 4,53 4
Fell 298,48 0,36 4,70 6
Til 498,17 0,66 2,69 13
Til 499,95 0,53 2,67 9
Till 316,85 0,41 3,28 8
Till 321,71 0,17 3,13 10
Till 336,12 1,1 3,00 10
Till 337,28 1,11 2,97 8
Till 338,03 0,16 3,00 10
Till 338,38 1,09 2,95 6
Till 443,50 0,11 3,12 6
Cal 428,94 0,6 3,85 3
Cal 430,77 1,99 3,84 1
Cal 431,86 0,74 3,85 3
Cal 443,50 0,67 3,78 5
Cal 526,22 0,6 3,93 1
Cal 526,56 0,44 3,93 3
Cal 527,03 0,5 3,93 5
Cal 558,88 0,49 3,83 7
Cal 612,22 0,29 3,15 3
Cal 616,32 0,48 3,50 3
Cal 646,23 0,47 3,58 7
Cal 649,38 0,44 3,57 5
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Call 315,89 3,1 5,68 4
Call 317,93 3,6 5,69 6
Sil 250,69 0,47 4,40 5
Sil 251,61 1,21 4,40 5
Sil 251,92 0,46 3,98 3
Sil 288,16 1,89 4,10 3
Sill 634,71 0,7 8,13 4
Mg | 517,27 0,34 4,12 3
Mg | 518,36 0,56 4,12 3
Mg I 273,96 4,8 7,15 6
Al 308,22 0,63 3,24 4
Al 309,27 0,74 3,24 6
Al 394,40 0,49 2,53 2
Na | 588,96 0,62 1,70 4
Na | 589,59 0,62 1,70 2
Na | 819,48 0,09 2,92 4

Kl 766,49 0,38 1,30 4
Kl 769,90 0,38 1,30 2
ol 777,19 0,37 8,66 7
ol 777,44 0,37 8,66 5
Ol 777,54 0,37 8,66 3

A, es la longitud de onda de la linea en cuestién segun el NIST.
A es la probabilidad de la transicidn.
E, es la energia del nivel superior de la transicidn.

g« es la degenerancia del nivel superior de la transicion.
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Anexo 10. Especificaciones del analisis de la muestra mediante ICP
Modelo, condiciones del ICP-AES y pasos a seguir para el analisis por el icp-aes.

Marca: Thermo Fisher Scientific
Modelo: iCAP 6500 Radial

Los espectrémetros de emisién iCAP6500 tienen un plasma de acoplamiento inductivo como
fuente de ionizacién/atomizacidén y estan disefiados para el analisis simultdneo, a nivel de
mayoritarios y trazas (%-ppm) de un gran nimero de elementos en una misma muestras.

Por medio de una bomba peristaltica se suministra la muestra liquida al nebulizador, el cual
genera un aerosol suspendido en argdn. Este aerosol es introducido en la antorcha del plasma
donde se produce la evaporacidn, desolvatacion y atomizacion y/o ionizacidn de los elementos
presentes en el mismo. A continuacion se produce la excitacién de estos dtomos y/o iones.
Este fendmeno hace que los &tomos de la muestra emitan radiacion a sus longitudes de onda
caracteristicas. Mediante un sistema dptico compuesto por una red Echelle se resuelve la
radiacion emitida y ésta es detectada por Dispositivo de Inyeccidon de Carga (CID). La sefial
recogida por el CID es digitalizada y presentada en forma de resultados en el iTEVA.

Configuracion:

Nebulizador micro flow PFA-ST montado en una camara de nebulizacién cicléonica y detector
CID compuesto de 540x540 pixels con un prisma previo de 212. Esta disposicion permite
estudiar longitudes de onda desde 166 a 847 nm.

Condiciones instrumentales tenida en cuenta para analisis por el ICP-AES:
Potencia RF: 1150 Watts

Flujo Gas Auxiliar: 0.5 L/min

Flujo Gas Nebulizador: 0.55 L/min

Flujo Gas Refrigeracion: 12 L/min

Velocidad Bomba analisis: 10 rpm

Purga Argén: 1.21 L/min (Goteo)

CID max. Tiempo Integracién: Baja / Alta WL rango 15/5 sec

Parte Analitica:

1ro Paso: Estudio de los elementos solicitados:

- nivel: %, mayoritarios, minoritarios y trazas.

- matriz: organica e inorganica.

Tenemos que hacer un semicuantitativo para saber las concentraciones en que se moveran los
elementos a analizar, asi como la matriz de la misma y las posibles interferencias espectrales.
2do Paso: Eleccién de las condiciones de trabajo:

- tanto del equipo como de las muestras posibles diluciones o acidificacién.

-y preparacidon de los patrones de calibracidn a partir de patrones internacionales certificados
de concentraciones conocidas de 10.000ppm y 1000ppm (casa comercial: CPI International).
3er Paso: Andlisis de las muestras por el icp-aes.

4to Paso: Recogida e interpretacion de los datos obtenidos. Calculos finales para dar los
resultados.
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Anexo 11. Normas especificas y hoja de compromiso en el laboratorio laser

!1‘ Departamento de
A0 Quimica Analitica
ez Universidad Zaragoza

R T S S U SR (o)1 1] ] —————
matriculado en el Grado/Maister/Doctorado de............oovvviniinn en la asignatura
de.................... he sido informado(a) y soy conocedor(a) del contenido del documento

“ldseres: riesgos en su utilizacion”, he realizado el curso “on line” de seguridad ldser
facilitado por el laboratorio liser de la Universidad de Zaragoza v me comprometo a
cumplir las normas de trabajo v seguridad que se me indican:

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

- Me comprometo a leer toda la informacion que se me facilite de seguridad laser.

- Conectar la luz de visualizacion de funcionamiento laser en la puerta del laboratorio.
Prestar especial atencion al alto voltaje del equipamiento electro-optico del laboratorio.

- Utilizar siempre gafas especiales dependiendo de la longitud de onda del laser.

- Proteger las manos con guantes especiales.

- Apagar el telétono cuando se trabaja con el laser.

- Ubicar al laser de manera que el haz no esté a la altura de los ojos.

- Nunca alinear el haz usando el ojo.

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

- No usar cadenas, relojes u objetos que puedan reflejar un haz indeseadamente.

- Consultar a un oftalmologo si nota que su ojo ve una "imagen fantasma” en la retina.

- Evitar a "curiosos” en la zona de trabajo.

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

Firma de la alumna
Firma del alumno
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