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Resumen

La espectroscopia de ablacién inducida por laser (LIBS) es una técnica de analisis
elemental basada en la ablacién de un material y la formacién de un plasma por la
accion de un pulso laser de energia alta que interacciona sobre un material objetivo.
El andlisis mediante espectroscopia de la luz emitida por ese plasma permite la
caracterizacién del material por medio de la identificacion de las lineas de emisién

caracteristicas de los elementos que conforman la muestra.

Debido a sus multiples ventajas y su versatilidad, LIBS se ha convertido en una técnica
espectroscopica en auge. Entre el conjunto de caracteristicas que presenta la técnica,
destacan la rapidez del analisis, su nula o escasa necesidad de preparacién de las
muestras, su versatilidad a la hora de analizar materiales, pudiendo analizar
materiales gaseosos, liquidos o sélidos o la capacidad de aplicar la técnica en

ambientes hostiles, o a grandes distancias.

La primera parte del documento es una introduccion a este trabajo de Tesis. Para
ello, se presenta un repaso por la historia de LIBS y un breve estado del arte y
fundamentos tedricos sobre la espectroscopia de ablacidén inducida por laser. El
objetivo de este estado de la técnica es ofrecer un breve resumen de las bases de la
técnica LIBS y mostrar algunos de los campos de aplicacion mas fructiferos. Para ello
se ha hecho un breve resumen de los fundamentos de la emisién atémica del plasma,
el proceso de la ablacion laser, la dinamica del plasma y del espectro de emision. Por
otra parte, se ha hecho un repaso acerca de los componentes instrumentales
necesarios para el desarrollo de la técnica LIBS, como son los laseres y sus
parametros, los tipos de espectrometros y detectores, asi como los elementos

Opticos habituales para el enfoque laser y la captura de la emisién del plasma.
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Posteriormente se habla acerca del analisis elemental mediante LIBS, repasando el
analisis cualitativo y los algoritmos clasicos de clasificacién, asi como el analisis
cuantitativo y el algoritmo Calibration-Free LIBS que permite obtener
concentraciones sin necesidad de calibracion. Por Ultimo, en esta parte se hace una
revision de las aplicaciones mas importantes de la técnica LIBS, destacando entre
ellas las aplicaciones en biomedicina y alimentacion, en industria y medioambiente,
en arqueologia y patrimonio cultural, asi como en analisis de rocas y minerales y en

tecnologia espacial.

La segunda parte muestra los diferentes resultados experimentales obtenidos en las
distintas contribuciones al desarrollo de la técnica y al analisis elemental utilizando
la técnica LIBS. Las contribuciones de esta Tesis se dividen en dos areas de aplicacion.
La primera esta relacionada con la recuperacion de metales en corrientes industriales.
En esta aplicacion se utiliza la técnica LIBS para el analisis de metales adsorbidos
mediante resinas quelantes destinadas a la recuperacion de metales valiosos como
el cobre y el niquel disueltos en aguas residuales industriales. Conocer la
concentracion de metales adsorbidos resulta primordial para realizar una
monitorizacién del proceso de adsorcion de los metales. Para ello se han desarrollado
rectas de calibracion para conocer la concentracidn de los metales en las resinas, y a
su vez, se ha evaluado la posible interferencia entre ambos metales en su
cuantificacion, también llamado efectos matriz.

La segunda area de aplicacion de LIBS que ha generado el resto de contribuciones
es la de estudios paleoclimaticos. En este capitulo se ha aplicado la técnica LIBS y el
algoritmo Calibration-Free LIBS para la obtencién de perfiles de concentracién
Mg/Ca en moluscos marinos tanto arqueolégicos como actuales. Estudiando la
relacién entre el magnesio, un elemento traza, y el calcio perteneciente a la calcita
que forma la concha, y observando su evolucién lo largo de la vida del molusco, se
ha comprobado su relacién con la temperatura del mar. La aplicacion de LIBS en
lugar de las técnicas analiticas habituales en la paleoclimatologia resulta ventajosa

por su facilidad y rapidez de analisis. Se ha aplicado por primera vez el algoritmo CF-
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LIBS en lapas recolectadas para obtener relaciones molares de Mgy Ca, y para validar
el método se ha comparado con mediciones de los mismos ejemplares mediante una
técnica ampliamente aceptada y arraigada como es la de LA-ICP-MS. Se obtuvo una
alta correlacion entre los resultados obtenidos con ambas técnicas validando asi la

aplicacion del algoritmo CF-LIBS en este tipo de muestras.
La tercera y Ultima parte consiste en las conclusiones finales y el planteamiento de

lineas de investigacidn futuras relacionadas con la técnica LIBS y su aplicacién a los

campos tratados en esta Tesis.
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Abstract

Laser-induced breakdown spectroscopy (LIBS) is an elemental analysis technique
based on the ablation of a small portion of sample material and the formation of
plasma by a high-energy laser pulse interacting with a target material. The
spectroscopic analysis of the light emitted by this plasma allows the characterization
of the material by identifying the characteristic emission lines of the elements present

in the sample.

Due to its many advantages and versatility, LIBS has become a growing spectroscopic
technique. Among the many characteristics of the technique are: its speed of analysis,
little or no need for sample preparation, versatility when analyzing materials, the
ability to analyze gaseous, liquid or solid materials, and the ability to apply the

technique in hostile environments or remotely over long distances.

The first part of the document is an introduction to this thesis work. This includes a
review of the history of LIBS and a brief state-of-the-art and theoretical background
on laser-induced breakdown spectroscopy. This state-of-the-art aims to give a brief
overview of the LIBS technique's basics and show some of the most fruitful fields of
application. For this purpose, a brief summary of the basics of plasma atomic
emission, the laser ablation process, plasma dynamics and the emission spectrum is
given. Furthermore, a review has been done about the instrumental components
necessary for the development of the LIBS technique, such as lasers and their
parameters, types of spectrometers and detectors, as well as the usual optical
elements for laser focusing and capture of the plasma emission. Subsequently,
elemental analysis by LIBS is discussed, reviewing qualitative analysis and classical

classification algorithms, as well as quantitative analysis and the Calibration-Free LIBS
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algorithm that allows obtaining concentrations without the need for calibration.
Finally, this part reviews the most important applications of the LIBS technique,
highlighting among them the applications in biomedicine and food, in industry and
environment, archaeology and cultural heritage, as well as in rock and mineral

analysis and space technology.

The second part shows the different experimental results obtained in the different
contributions to the development of the technique and elemental analysis using the
LIBS technique. The contributions of this thesis are divided into two application areas.
The first one is related to the recovery of metals in industrial streams. In this
application, the LIBS technique is used for the analysis of metals adsorbed by
chelating resins for the recovery of valuable metals such as copper and nickel
dissolved in industrial wastewater. Knowing the concentration of adsorbed metals is
essential for monitoring the metal adsorption process. For this purpose, calibration
lines have been developed to know the concentration of metals in the resins. At the
same time, the possible interference between both metals in their quantification, also
called matrix effects, has been evaluated.

The second area of application of LIBS that has generated the rest of the
contributions is paleoclimatic studies. This chapter uses the LIBS technique and the
Calibration-Free LIBS algorithm to obtain Mg/Ca concentration profiles in
archaeological and present-day marine mollusks. By studying the relationship
between magnesium, a trace element, and calcium belonging to the calcite that
forms the shell and observing its evolution throughout the life of the mollusk, its
relationship with sea temperature has been verified. The application of LIBS instead
of the standard analytical techniques in paleoclimatology is advantageous because
of its ease and speed of analysis. The CF-LIBS algorithm has been applied for the first
time on limpets to obtain molar ratios of Mg and Ca, and to validate the method it
has been compared with measurements of the same specimens by a widely accepted

and established technologies such as LA-ICP-MS. A high correlation was obtained
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between the results obtained with both techniques, thus validating the application

of the CF-LIBS algorithm in this type of sample.

The third and last part consists of the final conclusions and future research lines

related to the LIBS technique and its application to the fields covered in this thesis.
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Acronimos

AES: Atomic Emission Spectroscopy.

CCD: Charge Coupled Device.

CF-LIBS: Calibration Free Laser Induced Breakdown Spectroscopy.
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Capitulo 1: Introduccion

CAPITULO 1:
Introduccion

1.1.Breve historia de la Espectroscopia de Ablacion

Inducida por Laser (LIBS)

La Espectroscopia de Ablacion Laser (LIBS, de sus siglas en inglés “Laser-Induced
Breakdown Spectroscopy”) es una técnica espectroscépica que permite analizar la
composicion elemental de una muestra mediante la irradiacién de un laser pulsado de
alta potencia.

Desde principios del siglo XIX, los cientificos e investigadores observaron la capacidad
que tenian los diferentes elementos quimicos de emitir colores especificos. Los
especialistas en espectroscopia entendieron, gracias al desarrollo de la teoria atomica,
que los colores o longitudes de onda que emitian los atomos e iones suponian una
caracteristica especifica para cada especie atdmica o idnica. Asi fue como empezaron a
utilizarse los espectros como una “huella dactilar” de cada uno de los elementos [1].

En 1917, Albert Einstein establecié los fundamentos tedricos de la emisién estimulada
gracias a la cual se pudieron sentar las bases del desarrollo del laser [2]. En 1958, Townes
y Schawlow en su estudio, extendieron la idea del MASER (“Microwave Amplification by
Stimulated Emission of Radiation”) a frecuencias 6pticas [3], estableciendo los cimientos
sobre los cuales se apoyaria el desarrollo de la tecnologia laser. La invencién del laser se
le atribuye a Maiman [4], cuando en 1960 desarroll6 el primer laser operativo (llamado
LASER de sus siglas en inglés "Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation").
Se aplico exitosamente una técnica de bombeo éptico con una lampara flash a un cristal
de rubi recubierto de plata, obteniendo una emisiéon de luz a una longitud de onda

alrededor de los 694 nm [4]. Su invencion y posterior desarrollo tecnoldgico provoco el
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Capitulo 1: Introduccion

interés por desarrollar nuevas aplicaciones y avances en esta materia, que no ha dejado
de crecer [5]. Siguiendo los pasos que derivaron en el desarrollo de LIBS, una de las
primeras publicaciones que informd del uso de laser de rubi para provocar micro-
emisiones de plasma fue la de Brech y Cross [6] poco tiempo después de la invencion
del laser. Debras-Guédon y Liodec en 1963 publicaron por primera el vez uso del laser
con fines analiticos para el analisis espectroquimico de superficies [7]. En ese mismo afio
de 1963, se desarrollé el llamado laser “Q-switched” que producia un pulso “gigante”.
Este laser era capaz de producir una suficiente densidad de energia focalizada a través
de un Unico pulso de corta duracion que pudiera ser capaz de iniciar la ablacion del
material y la formacién de un plasma laser que fuera analiticamente Gtil. En 1964, Runge
et al. [8] publicaron el uso de una fuente laser pulsada empleada para el analisis
espectroquimico cuantitativo en metales. Dicho estudio incluyé por primera vez el uso
de curvas de calibracion para medidas con LIBS, desarrollandolas para obtener la
cuantificacion de niquel y de cromo en acero.

A pesar de estos primeros logros en la década de los 1960, la investigacion y las
aplicaciones de la espectroscopia de plasma inducido por laser fueron limitadas hasta la
década de 1980 debido a que la tecnologia laser aliin estaba en los primeros pasos de su
desarrollo y la capacidad de deteccion de las pequeias plumas de plasma producidas
por el laser era demasiado limitada para poder analizarlas [1]. De hecho las fuentes laser
eran usadas para ablacionar una pequefa porcién del material que después era analizada
con técnicas tradicionales como la generacién de chispas con electrodos [9]. La técnica
analitica LIBS surgié como tal en el afio 1981 gracias a los investigadores Radziemski y
Cremers de Los Alamos National Laboratory, en Estados Unidos. En dicho afio, Radziemski
y Loree desarrollaron la técnica LIBS con resolucion temporal TRELIBS (time-resolved
laser-induced breakdown spectroscopy) que permitia analizar espectroscopicamente
elementos traza en tiempo real de una corriente de gas [10]. En su libro “Laser-induced
plasmas and applications” ellos fueron los que describieron una herramienta para el
analisis espectroquimico de caracter cuantitativo y cualitativo basada en plasmas
originados por pulsos laser. Ademas, fueron los responsables de nombrar a la técnica
con el acrénimo LIBS, tal y como la conocemos hoy en dia. Basaron su interés por la
técnica LIBS en las ventajas que ofrece, como la minima preparacion de la muestra

requerida, la posibilidad de analizar todas las especies a la vez o que es dificil la
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Capitulo 1: Introduccion

contaminacion de la muestra ya que no es necesario que esté en contacto con los
dispositivos [11]. El interés generado a partir de este momento hizo que la investigacion
en LIBS se multiplicara a partir de la década de los 1990, cuando el desarrollo de la técnica
LIBS fue de la mano con el desarrollo del resto de componentes, que mejoraron su
estabilidad, fiabilidad y manejabilidad ademas de su precio, hecho que fue crucial en el
despegue de la técnica.

Para la optimizacién de los anadlisis elementales cuantitativos mediante LIBS es necesario
tener controlados los diferentes parametros que intervienen en una medida, como la
longitud de onda del laser, la irradiancia, la existencia o no de auto-absorcion en las
lineas, las caracteristicas morfolégicas de la muestra, etc. En las Ultimas décadas, la
técnica LIBS ha vivido una gran trasformacion en todos los ambitos, en los dispositivos,
en el software y en la cantidad de aplicaciones que es capaz de abarcar. En cuanto a los
componentes del sistema experimental, ha habido una mejora muy significativa en los
ultimos 20 afios. Se han conseguido laseres de tamafo reducido, laseres ultrarrapidos,
de doble pulso, con una gran relaciéon calidad/precio, etc. El desarrollo de los
espectrometros ha conseguido equipos compactos, con un gran rango espectral y gran
resolucion y detectores CCD (dispositivos de carga acoplada) con una éptima relacién
seflal/ruido. Haber conseguido un entendimiento mas extenso y profundo del
mecanismo de los plasmas producidos por laseres, asi como los desarrollos de
algoritmos de procesado de datos, han llevado a la técnica a una gran variedad de
nuevas aplicaciones [12].

LIBS se ha transformado en una potente tecnologia de deteccion. Numerosas
caracteristicas de LIBS, como la facilidad de montar un equipo experimental en
comparacion con otras técnicas espectrométricas, la versatilidad en las muestras a
analizar ya sea gaseosas, liquidas o solidas, la escasa preparacion de la muestra necesaria,
o el minimo impacto que ocasiona en las muestras permitiendo analizar muestras de
gran valor, hacen que LIBS se haya instaurado como una de las principales tecnologias
analiticas. A pesar de que esta técnica es facil de aplicar, tiene numerosos parametros y
factores que intervienen en la formacion y analisis del plasma, por esta razon LIBS esta
en la continua busqueda de mejoras en la estabilidad de las medidas, el desarrollo de
mejores algoritmos para la obtencion de analisis cuantitativos mas precisos o probando

configuraciones y parametros que optimicen los resultados.
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LIBS se ha aplicado en una enorme cantidad de areas diferentes. Se ha aplicado en el
campo de la metalurgia, para conocer la concentracién de aleaciones; en el ambito
biolégico y sanitario, identificando cepas bacterianas; en analisis de explosivos a
distancia; en arqueologia y patrimonio, descubriendo datos claves de la historia, como
en analisis de objetos arqueolégicos, pinturas o restos biolégicos prehistoricos; en
clasificacion de residuos, tanto plasticos como de chatarra metalica; en misiones en
Marte, identificando rocas en el planeta rojo. Con todo lo anterior, cabe destacar que
LIBS se trata de una técnica en auge y la aplicacién a nuevas aplicaciones no parece dejar

de crecer.

700
600
500
400
300

200

-

NUMERO DE PUBLICACIONES

100

ANO DE PUBLICACION

Figura 1.1. Evolucién del nimero de publicaciones que contienen las palabras “Laser induced
breakdown spectroscopy” a lo largo de los afios. Fuente: Web of Science [13].

Muestra de ellos es el crecimiento que ha experimentado el nimero de publicaciones en
esta tematica a lo largo de los ultimos afios (Fig. 1.1.). Este nimero muestra que es un
area de investigacién en activo y en continuo crecimiento a pesar del parén atribuible a

la situacion de pandemia sufrida en los dos ultimos afios.
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CAPITULO 2:
Estado del arte de la técnica LIBS

La espectroscopia de ablacidn laser (LIBS) es una técnica de analisis espectroscopico
que ha ido convirtiéndose en las Ultimas décadas en una de las mas populares de
entre todas las técnicas de espectroscopia de emision atémica (AES) [1]. La obtencién
de analisis elementales de materiales es habitualmente llevada a cabo mediante el
uso de otras técnicas espectrométricas establecidas y ampliamente aceptadas como
son la espectrometria de masas de plasma acoplado inductivamente (ICP-MS) [2] o
la espectroscopia de emision Optica por plasma acoplado inductivamente (ICP-OES)
[3], principalmente debido a que LIBS no puede competir con estas técnicas a nivel
de precision, repetitividad, limites de deteccion, etc. [4]

Sin embargo, muchos investigadores han centrado sus esfuerzos en el desarrollo de
nuevos métodos para realizar analisis cuantitativos fiables basados en la técnica LIBS
gracias a las ventajas especificas que la caracterizan. Entre las numerosas ventajas
cabe destacar la capacidad de medir muestras sin necesidad de ningun tipo de
pretratamiento, disminuyendo con ello los tiempos de analisis y los reactivos
necesarios; la capacidad de detectar simultdaneamente multiples elementos; o la
posibilidad de acoplarse a una fibra dptica u otros sistemas de guiado de luz para
mediciones a distancia (especialmente importante cuando se trata de medidas de
compuestos peligrosos, explosivos, a alta temperatura o radiactivos) [5].

La versatilidad de esta técnica, sus grandes posibilidades de aplicacién y el hecho de
que se haya vuelto progresivamente mas accesible gracias a que los equipos
experimentales son cada vez mas econdmicos y de menor tamafo, hace que sea una
técnica que despierta un gran interés. LIBS es una técnica que resulta atractiva y

suficientemente efectiva cuando se requiere un analisis a nivel elemental.
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En este capitulo se hace un repaso de los fundamentos de la técnica LIBS, incluyendo
la ablacion laser, la formacion del plasma y su evolucion temporal y caracteristicas.
También se hara un repaso de los dispositivos necesarios para la ejecucion de la
técnica LIBS. Posteriormente se mostraran los diferentes algoritmos y métodos
utilizados para el analisis cuantitativo y la clasificacion de materiales. Al final se
mostraran los diferentes campos de investigacién en los que LIBS se aplica y sus

préximos retos.

2.1. Espectroscopia de ablacion laser (LIBS)

La técnica LIBS es una técnica de espectroscopia de emision atémica que se basa en
el analisis de un material después de provocar en él la formacion de un plasma. En
primer lugar, la muestra a analizar es irradiada mediante la focalizacién de un laser
pulsado de alta potencia (generalmente de unos pocos nanosegundos de duracion).
El laser producira la ablacion en la muestra con la consiguiente la eliminacion de una
parte del material [6]. La densidad de energia que incide sobre la muestra, también
llamada irradiancia, en una analisis LIBS es tipicamente del orden de varios GW/cm?
[7]. Al aplicar una cantidad de energia que supere el umbral de rotura del material
(caracteristica de cada matriz), la muestra se disocia y pasa a un estado parcialmente
ionizado que forma un plasma compuesto por una gran densidad de atomos, iones
y electrones libres a una alta temperatura [8], [9]. El plasma generado en la
interaccion laser-materia produce una luz que es después analizada mediante
espectroscopia. La deteccion del espectro generado y el estudio de la resolucién
temporal de la emisidén atdmica, proporcionan informacién analitica acerca de la
composicién elemental de la muestra [10]. La composicion de la luz que emite el
plasma depende de los elementos que componen ese material, puesto que cada
elemento y cada ion emite luz a diferentes longitudes de onda caracteristicas de cada

especie. Es por eso que cada material provoca una huella espectral Unica, que sirve
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para identificarlo [11]. Desde un punto de vista cuantitativo, el plasma formado tiene
la misma composicién que la muestra analizada en el caso de que la ablacion haya
sido estequiométrica, y ademas la intensidad de las lineas de emision de cada especie
es proporcional a su abundancia en la muestra analizada. Sin embargo, no se pueden
utilizar curvas de calibracidn universales para cada especie debido a que existen los
efectos matriz, un problema inherente de LIBS. Es el fendmeno que hace que la sefial
LIBS para un mismo elemento dependan de la matriz en la que esta integrado [12].
Estos efectos pueden darse cuando la presencia de otro elemento quimico en la
matriz afecta a la emisién del analito que se esta estudiando, o bien por las
caracteristica fisicas del material donde se encuentra el analito, cuyas propiedades
fisicas afectan a la ablacion y la formacion del plasma [13]. Debido a este problema,
es frecuente trabajar con concentraciones relativas, que se basan en un elemento
interno de concentracidn practicamente constante [14] o bien se establecen curvas

de calibracion especificas para cada caso de estudio o material a analizar [10].

2.2. Fundamentos tedricos del plasma y su emision

La técnica LIBS es una técnica aparentemente sencilla, pero abarca diferentes
fendmenos fisicos, como la formacion del plasma, su evolucidon y la emision de su

espectro. Parte de estos fendmenos seran explicados en la siguiente seccion.

2.2.1. Emision atomica del plasma

Al producirse la interaccién laser-materia, los fotones que son irradiados por la fuente
laser son absorbidos y posteriormente emitidos por los atomos que forman parte del
material. Los estados electronicos de los atomos tienen energias bien definidas
correspondientes al llenado de orbitales atomicos que dan lugar a diferentes
configuraciones electronicas. Un &atomo puede pasar de una configuracién

electrénica a otra, en el caso de que reciba el impacto de un fotdn o de una particula
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(como puede ser un electrén) y lo absorba, el atomo alcanzara un estado excitado.
Por otro lado, los electrones tienden a ocupar el estado de energia mas bajo posible
y es durante ese proceso de relajacion cuando se produce la emisién de un fotén y
el cambio de configuracion electronica. En la Fig. 2.1. se presenta un esquema sencillo

de absorcién y emisién de dos niveles electronicos [15].

Energia de ionizacion

Niveles
X ( - excitados
\E
o))
| .
[4}]
S
hv hy
p r Nivel
- W fundamental
Absorcion Emision

Figura 2.1. Mecanismo de absorcion y emision entre dos niveles electrénicos. [15].

Los mecanismos que hacen que los plasmas emitan radiacion pueden agruparse en
dos categorias: la radiacion de los atomos emisores y la radiacién de las particulas
cargas aceleradas. Al absorber energia del laser, el atomo tiende a ionizarse y perder
un electrén siempre y cuando la energia aplicada sobrepase la energia de ionizacion.
En la evolucién del plasma, se produce la ionizacion pero también se produce el
efecto contrario llamado recombinacién, proceso por el que un electron libre es
captado por un ion para formar particulas neutras [16], [17]. Por un lado, durante el
proceso de la recombinacion, la energia de los &tomos excitados formados durante
la recombinacion decae hasta el estado fundamental, emitiendo de esta forma
radiacién. Esta radiacién emitida constituye la emision lineal del espectro plasmatico.
Por otro lado, cualquier particula cargada acelerada también es susceptible de emitir

radiacién. Cuando una particula cargada experimenta alguna interaccién o colisién,
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sufre una desaceleracion y como consecuencia produce una emision de radiaciéon
llamada Bremsstrahlung. Si la particula cargada permanece libre tanto antes como
después del choque, sin producirse ninguna union o enlace, el proceso se denomina
free-free Bremsstrahlung. En la radiacion Bremsstrahlung se emite radiacion de
cualquier longitud de onda. Si la particula cargada originalmente es atrapada por
otra particula, mientras emite la radiacion, el proceso se denomina free-bound

Bremsstrahlung [17].

2.2.2. Proceso de ablacion laser y formacion del plasma

La ablacion laser se define como un proceso que produce la eliminacion de una parte
de un material objetivo mediante la absorcion de la energia directa de una fuente
laser [15]. A energias suficientemente elevadas, una parte de los atomos adquirira
suficiente energia cinética para superar, mediante colisiones, la energia de enlace de
los electrones orbitales mas externos, y se producira un gas o plasma ionizado [17].
En el campo analitico, el proceso de ablacién laser es considerado una forma de
muestreo para analisis quimicos, sin embargo, es también utilizado en fabricacion de
peliculas finas, materiales semiconductores, superconductores y nanomateriales [18],
asi como en aplicaciones para medicina [19] o micromecanizado [20].

Durante el proceso de ablacidn, la materia experimenta un aumento de temperatura
y la absorcidén de la energia irradiada provoca que una parte de ese material se
elimine mediante procesos tales como la fusion, sublimacion, ionizacion, erosion o
explosién [6]. Cuando esto ocurre la masa ablacionada sale de la superficie de la
muestra en forma de electrones, iones, a&tomos, moléculas, racimos y particulas, cada
uno de ellos en procesos separados en el tiempo y el espacio [6]. En cualquiera de
las aplicaciones nombradas, se hace necesario conocer detalladamente las
caracteristicas del proceso.

El proceso de ablacion por laser es un proceso muy complejo y dificil de modelar. La
forma y profundidad del crater resultante, la cantidad de masa ablacionada, y el

plasma inducido por el laser dependen de los parametros y caracteristicas del laser
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(duracién del pulso, energia y longitud de onda), de las propiedades fisico-quimicas
de la muestra y su estado de agregacién asi como de las condiciones de su entorno
[5], [21]. El factor clave que influye en los mecanismos que describen el proceso de
ablacion es la duracion del pulso laser incidente. Tipicamente las colisiones electron-
foton y la conduccidn térmica estan en la escala de tiempo del picosegundo, siendo
la duracién del pulso la que determine si el mecanismo de ablacion se ve gobernado
por procesos térmicos o no [22].

Los procesos de ablacion laser se van produciendo consecutivamente en varios
ordenes de magnitud en el tiempo. Empezando por la absorcion electrénica de la
energia emitida por el laser (107" s) hasta la condensacion de las particulas (102 s)
después de que el pulso laser se haya completado [6].

Se pueden distinguir tres procesos diferenciados y consecutivos en el proceso de
ablacion laser. Estos son: la ignicion del plasma, la expansién del plasma vy

enfriamiento y por ultimo la expulsion y condensacion de las particulas (Fig. 2.2.).

Ignicion del plasma Expansion del plasma  Expulsion de particulas
y enfriamiento y condensacion

Figura 2.2. Fases de la ablacion laser [6].

Durante la fase de ignicion, la irradiancia y la duracion del pulso son los parametros
que mas fuertemente afectan a las propiedades del plasma y a los mecanismos que

gobiernan el proceso.
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Si la duracion del pulso es del orden de femtosegundos (fs), la irradiancia del laser
suele tener un valor superior a 10" W/cm? [22]. La ablacién mediante este tipo de
pulsos de duracidn tan corta no se ve afectada por procesos térmicos. Mediante estos
pulsos de femtosegundos la absorcion de la energia y la interaccion con la superficie
terminan antes de que haya escape de material y de la formacion de la pluma de
plasma, por lo que no existe la interaccion laser-plasma [23]. Cuando un pulso laser
de femtosegundo incide en una muestra solida, se excitan diferentes mecanismos
electronicos, dependiendo del material analizado. Cuando se trata de un conductor,
los electrones libres presentes en el material solido absorben directamente la energia
del laser y forman un plasma caliente electron-hueco. En el caso de los
semiconductores y los dieléctricos, el plasma se forma a través de procesos no
lineales como la absorcién e ionizacion multifotonica (MPI), o la tunelizaciéon. Con
pulsos de alta energia, el plasma de electrones y huecos creado en la superficie del
material puede inducir la emisidn de rayos X, electrones calientes y fotoemision [24].
En la escala temporal de los femtosegundos, una gran cantidad de electrones
excitados abandonan el sélido, los modos de la red permanecen vibracionalmente
frios y el solido irradiado se compone de iones cargados y el plasma. Una vez
eliminado aproximadamente el 10% de los electrones de valencia, la red atdbmica se
debilita y comienza a fundirse mediante un proceso de fusion no térmica (explosidon
de Coulomb) causada por electrones e iones de alta energia [6]. La explosion de
Coulomb se produce cuando los electrones expulsados no se reemplazan
rapidamente por los electrones proximos (escala de picosegundos), originando una
diferencia de carga de modo que la fuerza de repulsion entre los iones supera la
fuerza de union de la red, lo que provoca la desintegracion de la capa superficial [25].
El hecho de no presentar procesos térmicos hace que el crater generado con laseres
de femtosegundos sea un crater con bordes muy definidos debido a que la reduccién
del dafio térmico reduce la cantidad de material fundido y depositado alrededor del
crater [26].

Cuando el pulso laser tiene una duracion de unos pocos nanosegundos y la magnitud

de la irradiancia se encuentra entre 10’ y 10" W/cm?, algunos de los mecanismos
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que tiene lugar en el proceso de ablacién son la fusion, sublimacion, vaporizacion,
ionizacién, etc. A irradiancias inferiores a 102 W/cm?, los procesos dominantes son
procesos térmicos, sin embargo, cuando la irradiancia del laser es suficientemente
alta, ademas de los mecanismos térmicos, el proceso de ablacién no térmica cobra
importancia y ambos pueden coexistir [6].

El tiempo de calentamiento de la red de electrones se encuentra en torno a 10725,
un tiempo mucho mas corto que la duracién del pulso de nanosegundos, por lo que
los efectos térmicos dominan el proceso de ionizacién. En este caso, la energia
electromagnética es transferida a los electrones instantaneamente, haciendo que su
energia siga aumentando durante toda la vida del pulso y transfiriéndola a la red
circundante [22]. Durante la vaporizaciéon térmica la temperatura superficial de la
muestra solida aumenta mientras dura el pulso laser y se producen las transiciones
de fase bien definidas, provocando la fusidon de sélido a liquido, la vaporizacion de
liquido a gas y de gas a plasma en ultima instancia [6]. Un fendmeno a tener en
cuenta si se utilizan pulsos de duracion de nanosegundos es el llamado
apantallamiento del plasma o plasma shielding, fendbmeno que provoca que el
plasma se vuelva opaco a la radiacién laser cuando la densidad electrénica sobrepasa
un valor critico [27]. Este efecto hace que la parte final del pulso laser sea absorbida
o reflejada por el plasma producido y, por consiguiente, una parte de la radiacién
laser no llegue a alcanzar la superficie del material. Durante el plasma shielding se
produce una interaccion de los electrones libres con los fotones del laser incidentes
justo después de la ablacion. Se genera asi un calentamiento de los electrones debido
a la absorcion de los fotones por parte de los electrones libres, es decir, el llamado
Bremsstrahlung inverso y la reflexion parcial del haz laser [22], [28]. El mecanismo de
plasma shielding influird en la cantidad de masa del sélido que se convierten en vapor
y en las propiedades del vapor, dando como resultado una reduccién de la cantidad
de masa ablacionada por pulso y de la intensidad de las lineas de emisién [27]. Las
condiciones experimentales (presidon y tipo de gas ambiental) asi como las
propiedades de muestra influyen en la magnitud del efecto producido por el plasma

shielding [9]. Una de las variables que mas influyen en el efecto de apantallamiento
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del plasma es la longitud de onda del laser, siendo mas absorbidas por el plasma las
longitudes de onda mayores, mientras que para laseres ultravioletas el haz llega mas
eficientemente a la superficie de la muestra [29].

La forma del crater que se origina al utilizar pulsos de nanosegundos se ve
influenciada por los fendmenos térmicos que se producen. El proceso de
solidificacion del material fundido durante los mecanismos térmicos hace que se
forme un borde levantado alrededor del crater [23].

Después de esta primera fase de ignicion se produce la expansion y enfriamiento del
plasma. Al finalizar el pulso laser, la pluma de plasma experimentara una expansion
y a su vez, la temperatura y la densidad electronica del plasma sufriran cambios. Este
proceso se ve influenciado por las propiedades iniciales del plasma una vez que
termina el pulso laser (la cantidad de masa ablacionada y la energia inicial de la pluma
de vapor), la cantidad de energia absorbida por la muestra, el tamafio del haz laser y
el medio circundante y sus condiciones [6]. Por normal general, los espectros LIBS se
registran en tiempos que oscilan entre cientos de nanosegundos hasta varios
microsegundos después del pulso laser. Por esto, entender como se produce a
expansion del plasma en estos instantes es crucial para optimizar las medidas LIBS.
Cuando el pulso laser llega a su fin, electrones, atomos e iones abandonan la muestra.
Si la ablacién ocurre en condiciones de vacio, la expansion del material se produce
de manera adiabatica y se puede describir por las ecuaciones de Euler de la
hidrodinamica, expresando la conservacion de la energia, el momento y la densidad
de masa [30]. Por otro lado, si la ablacion se produce en un medio gaseoso o liquido,
la masa expulsada de la muestra provoca la compresion del medio que lo rodea,
produciendo ondas de choque [31]. En esta situacion la pluma del plasma esta
formada por una mezcla de d&tomos e iones procedentes de la vaporizacion de la
muestra y del gas circundante. La interaccion del plasma con el medio que le rodea
provoca la ralentizacion de la expansion del plasma. Una vez que la presion de la
pluma es igual a la presion del medio circundante, la expansién del plasma se
detiene. El tiempo que tarda el plasma en parar su expansion esta en el rango de los

microsegundos. Los espectros LIBS suelen medirse algunos microsegundos después
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del pulso laser, momento en el que la expansién de la pluma de plasma se ha
detenido [6].

En la dltima fase de la ablacidon laser se produce la eyeccion de particulas y la
condensacién y formacion de nanoparticulas. En la fase de eyeccién, una porcion de
la masa ablacionada no se excita en forma de vapor o plasma, sino que esa cantidad
de material es expulsada en forma de particulas. Estas particulas se forman a partir
del vapor condensado, de la eyeccion de muestras liquidas y de la exfoliacién de
muestras solidas. La masa que es ablacionada en forma de particulas no produce
emision a menos que se vuelva a evaporar y a excitarse por la accion de la pluma de
plasma [32]. Esta formacidn de particulas en el proceso de ablacion es importante en
analisis de LA-ICP (Laser Ablation — Inductively Coupled Plasma) sin embargo, para
analisis LIBS estas fases de explosion y eyeccion de particulas son contraproducentes,
ya que parte de la masa ablacionada no puede ser utilizada para el analisis [6].
Cuando la pluma de plasma se enfria y su temperatura desciende por debajo del
punto de ebullicibn del material, los atomos comienzan a condensarse vy
recombinarse produciéndose la formacién de nanoparticulas cuyo tamafo
dependera de la densidad del plasma y del tiempo de enfriamiento. Este mecanismo
es de gran importancia para aplicaciones de nanotecnologia [33], por el contrario,
para LIBS las particulas generan una disminucion de la sefial emitida. A pesar de ello,
conocer como se produce el proceso de formacién de particulas es de utilidad a la
hora de establecer los parametros del laser que conduzcan a una minima pérdida de

masa y asi obtener una mayor sensibilidad en los analisis LIBS [6].

2.2.2.1. Dinamica del plasma y el espectro de emision

El plasma, una vez se ha generado por los mecanismos comentados anteriormente,
evoluciona en el tiempo debido a la interaccion de las especies que lo forman entre
si y con el ambiente circundante. Existen numerosos factores que influyen en cémo

el plasma evoluciona a través del tiempo hasta su extincion. Entre ellos se encuentran
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las propias caracteristicas del plasma, como su temperatura y densidad electrénica
[22].

La dinamica del plasma es fuertemente dependiente del entorno en el que se forma
y posteriormente se expande [22]. Por esto, las caracteristicas del medio, como su
composicion, el estado de agregacion en el que se encuentra y la presion, son
aspectos importantes a tener en cuenta si se desea obtener una explicacion detallada
del desarrollo temporal del plasma. Sin embargo, es posible desarrollar una
descripcién mas reducida a de la dinamica del plasma sin especificar las condiciones
experimentales. De Giacomo et al. [22] sugieren una simplificacion relacionando el
comportamiento del plasma con su densidad electrénica. Siguiendo este
razonamiento, se puede reducir la evolucion del plasma a tres momentos definidos
[22]:

- Valores de Ne > 10" cm: Estos valores de densidad electronica se alcanzan en los
instantes inmediatamente posteriores a producirse la ablacion. Esta situacion se da
al principio de la formacién del plasma cuando la ablacion ocurre a condiciones
atmosférica o en entornos de altas presiones. La presion elevada del medio
circundante impide que se produzca una gran expansion del plasma haciendo que
éste quede confinado en una pequefa regidn espacial. En este primer momento de
la vida del plasma, que dura unas decenas de nanosegundos después del final del
pulso laser, el grado de ionizacidn es tan alto que la informacién acerca de la emisién
atomica e idnica del plasma es practicamente inexistente haciendo que el espectro
obtenido se encuentra formado mayoritariamente por un continuo de radiacion [34].
Esto es debido principalmente a los mecanismos de interaccion de electrones libres,
como son la recombinacion radiativa o el efecto Bremsstrahlung. La elevada densidad
electronica que favorece los procesos de recombinacion entre las especies del
plasma y las particulas del gas, provoca un descenso rapido de la temperatura del
plasma. En esta primera fase Unicamente puede vislumbrarse alguna linea ancha
ademas del continuo de radiacion, que impide en gran medida su estudio

espectroscopico. Las lineas de emisién idnicas principalmente pero también
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atdbmicas, comienzan a surgir del continuo espectral cuando han transcurrido unas
decenas de nanosegundos.

- Valores de Ne comprendidos entre 10" cmy 10" cm™ . Estas condiciones se dan
generalmente después de unos cientos de nanosegundos desde el inicio de la
ablacion y formacion del plasma. En esta fase temporal de la evolucion plasmatica,
se produce un decaimiento progresivo de la densidad electronica principalmente
causado por la expansion del plasma. Como consecuencia la temperatura del plasma
también disminuye con el tiempo y las lineas de emision comienzan a volverse mas
estrechas y numerosas [34]. De manera general podemos observar que en la mayor
parte del tiempo de evolucion del plasma las lineas idnicas son mas intensas que las
de los atomos, debido al alto grado de ionizacidn que ocurre en los tiempos mas
tempranos. Sin embargo, al final de la evolucion temporal del plasma, cuando el
plasma esta mas frio, las intensidades de las lineas atdmicas son las que prevalecen,
mientras que se produce la desaparicion de las lineas idnicas. Bajo estas condiciones
el plasma se encuentra bajo equilibrio termodinamico local (LTE) y la poblacion de
las especies emisoras del plasma sigue la funcion de distribuciéon de Boltzmann. Es
en esta fase cuando se alcanza la intensidad maxima de las lineas espectrales
coincidiendo con el momento de mayor poblacion del plasma. El espectro obtenido
en esta fase temporal es el que se utiliza generalmente para el analisis elemental con
la técnica LIBS.

- En la ultima fase del plasma los valores de la densidad electréonica son
aproximadamente Ne < 10'® cm™. Bajo estas condiciones de densidad electrdnica no
podemos considerar que el plasma se encuentre bajo LTE. En esta etapa ultima de la
expansion del plasma es cuando la densidad de electrones y la temperatura han
descendido fuertemente. La interaccion entre las particulas que forman el plasmay
las especies que componen el entorno gaseoso cobra un papel importante en esta
fase. Las reacciones quimicas que se producen entre plasma y entorno originan
especies moleculares cuyas bandas de emisién son perfectamente detectables en el

espectro.
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Como se ha ido explicando durante esta seccion, la emision del continuo depende
principalmente la temperatura y densidad de electronica, propiedades del plasma
cuyos valores son especialmente altos en los primeros momentos de su evolucion es
decir, en la fase de ignicion [35]. Para la adquisicion de espectros y obtener
informacion analitica relevante es conveniente evitar la captura de la emision del
continuo. Para laseres de nanosegundos, la emisién atdmica se produce unos cientos
de nanosegundos después del pulso laser y la molecular comienza por lo general
después de varios microsegundos, cuando las especies ha empezado a recombinarse

(Fig. 2.3.).
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Figura 2.3. Evolucién de emisiones para ldser de nanosegundos.

Los espectros LIBS obtenidos con laseres de pulsos de duraciéon de femtosegundos
muestran una emision de background relativamente baja. Ademas, se ha observado
que existe un descenso de la intensidad de la linea atomica mas rapido en
comparacion con la de los pulsos de nanosegundos [36].

En funcién del interés del experimento, y de las lineas o especies que se deseen
estudiar, es de vital importancia ajustar el tiempo de retraso que tarda el

espectrometro en adquirir la sefial, asi como el tiempo de integracion, es decir, el
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tiempo de captura de la sefial. El material, sus propiedades fisico-quimicas, el tipo de
laser y sus parametros como la longitud de onda, o la intensidad hacen que cada
eleccion de ventanas temporal sea especifica para experimento y en ocasiones sea
necesario llegar a una situacion de compromiso entre la sensibilidad de

espectrometro para cada linea y su relacion sefial/ruido.

2.3.Instrumentacion LIBS y principales parametros.

Un sistema experimental de analisis mediante LIBS es relativamente sencillo y no es
necesario que contenga muchos componentes. Los principales elementos necesarios
para el desarrollo de esta técnica se nombraran a continuacion y se detallaran mas
adelante a lo largo de esta seccidon. Lo primero que se necesita en un sistema
experimental LIBS es un laser que genere pulsos de suficiente energia como para
poder provocar la formacion de un plasma. Para dirigir ese pulso laser al objetivo a
analizar, se necesita un sistema 6ptico compuesto por lentes y espejos que enfoquen
el laser sobre la muestra. Una vez formado el plasma sobre la superficie de la muestra
se necesita también algun sistema de recogida de la luz que puede componerse de
fibras Opticas y lentes que dirijan la emision al espectrometro. Un espectrémetro sera
imprescindible para el montaje LIBS ya que es el responsable de captar la luz y
descomponerla en longitudes de onda. Esa luz debera ser captada por un detector
que permitira medir y detectar la intensidad de cada longitud de onda. Por ultimo,
se necesita un ordenador y un software que permita analizar el espectro obtenido y
procesarlo para su analisis. A continuacién, se detallaran las funciones vy

caracteristicas de los componentes principales de un sistema experimental LIBS.

2.3.1. Laseres

El componente principal del sistema experimental LIBS es el laser. La palabra laser

viene de sus siglas en inglés "Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation"

- 38 -



Capitulo 2: Estado del arte de la técnica LIBS

(amplificacion de luz por emision estimulada de radiacion). De manera muy sencilla,
el laser estd compuesto por una cavidad dptica resonante con dos espejos entra los
cuales circula la luz; por un medio activo que permite la amplificacion éptica y que
puede ser tanto gaseoso, liquido o sélido, y por un sistema de bombeo que aporta
la energia para amplificar la radiacion y producir la excitacion del medio activo. El
tipo de laseres usados tipicamente en la técnica LIBS son laseres de estado solido, y
mas especialmente, el laser pulsado conmutado en Q (Q-Switched) de Nd:YAG
("Neodymium-doped yttrium aluminium garnet”). Este tipo de laser usa como medio
activo un cristal de granate de Ytrio (Y3AlsO12) dopado con iones de neodimio Nd*2.
Tienen pulsos de duracion de entre 5 y 20 nanosegundos y una de las principales
razones de su uso tan habitual es que son una fuente fiable, compacta y facil para la
produccion de pulsos de alta energia necesarios para esta técnica [37], [38]. Estos
laseres de Nd:YAG emiten a una longitud de onda fundamental de 1064 nm, pero
pueden facilmente emitir en longitudes de onda mas corta (532, 355 y 266 nm)
mediante generacién de armdnicos [37]. A pesar de ser el laser de Nd:YAG el mas
usado, existen otros tipos de laser que también se usan para analisis con la técnica
LIBS. Entre ellos destacan el laser pulsado de CO con una longitud de onda de 10,6
pum, es decir, el lejano IR, o los laseres de tipo excimero que emiten en el UV, con
longitudes de onda tipicamente de 193, 248 y 308 nm. En cualquiera de los tipos
recientemente nombrados se usan como medio activo un gas (CO, ArF, KrF y XeCl

respectivamente.

2.3.1.1.Parametros del laser: energia y longitud de onda

Ademas de la duraciéon del pulso, los parametros del laser que influyen
principalmente en la formacién del plasma y por tanto en el desempefio de la técnica
LIBS son la longitud de onda del laser y la energia del pulso.

En cuanto a la longitud de onda del laser, desde un punto de vista de la interaccion
laser-material, las longitudes de onda mas cortas proporcionan una mayor energia

del fotdn para la ruptura de enlaces y la ionizacion [6]. Cuando la energia de fotén
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es mayor que la energia de enlace, se favorece la foto-ionizacion y los procesos no
térmicos de ablacién. También ocurre que para laseres UV la penetracion optica del
haz es menor, por lo que se concentra mayor energia por unidad de volumen,
provocando mayor tasa de ablacion y menor fraccionamiento elemental cuanto
menor sea la longitud de onda del laser [39]. La longitud de onda también influye en
la ignicidn del plasma y sus propiedades. Con laseres de nanosegundos el inicio de
la formacién del plasma viene dado por dos mecanismos principales, uno es la
absorcién Bremsstrahlung inversa en la que los electrones adquieren energia del
laser y de las colisiones entre atomos e iones de la muestra; y el otro es la foto-
ionizacion de las especies excitadas y a una intensidad de laser suficientemente alta,
la ionizacion multifotonica de los atomos excitados o en estado fundamental [6].
Cabalin y Laserna [40] estudiaron el efecto de la longitud de onda en el umbral de
formacion del plasma en muestras metalicas mediante la comparacion de laseres de
tres longitudes de onda (1064 nm, 532 nm y 266 nm). Encontraron que el umbral de
fluencia para la formacién de plasma fue mayor para 266 nm comparado con 532 y
1064 nm, lo que concordaba con la idea de que el efecto Bremsstrahlung inverso
esta favorecido por longitudes de onda largas ya que es proporcional a A’[6]. Por
otro lado, en longitudes de onda cortas (266 nm, 213nm y 157 nm) el mecanismo de
foto-ionizacion y de ionizacién multifoténica cobran importancia debido a que la
energia del foton es mayor en estos laser UV [6]. Esto se apoya en el estudio de Russo
et al. [41], en el que se observé que a menor longitud de onda, se necesita menor
fluencia para iniciar el proceso de ablacion. Ademas, encontraron que los laseres con
longitudes de onda mas cortas favorecen una tasa de ablacion mas controlada y
reproducible.

Por otra parte, la energia del laser es otro factor que influye en el proceso de analisis
LIBS. Parametros como la fluencia del laser (energia por unidad de area) y la
irradiancia (energia por unidad de area y de tiempo) influyen en la relacién laser-
materia. AUn con todo, el efecto de la energia del laser es dificil de cuantificar por si
solo, ya que la irradiancia ademas de la energia depende de la duracién del pulso y

también del tamafo del foco. Sin embargo, cuando estas dos caracteristicas son
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iguales, generalmente la cantidad de materia ablacionada aumentan con la energia
del laser [6]. Asi, Eland et al. investigaron el efecto de la energia del laser en la
intensidad de la emision para un laser de femtosegundos, observando un incremento
de intensidad al incrementar la energia del laser, resultado que parece estar
relacionado con una mayor cantidad de material ablacionado [42]. La intensidad de
la emisidn y la energia del laser suelen estar linealmente relacionadas hasta que la
sefial de emision alcanza la saturaciéon al aumentar la energia del laser, hecho
atribuido a la autoabsorcion de la emision por el plasma en la muestra o a la falta de
acoplamiento del laser debido al efecto de apantallamiento del plasma [43]. La
irradiancia necesaria para producir plasma y asi llevar a cabo un analisis LIBS es
dependiente del material, sin embargo, los umbrales tipicos de irradiancia para
muestras gaseosas estan en torno a 10"" W/cm? mientras que para liquidos y sélidos
tiene un valor tipico de 10" W/cm?. Sin embargo, estos valores dependen de las

condiciones de operacion y de la naturaleza de la muestra [32].

2.3.1.2. Secuencias de pulsos: LIBS de doble pulso

A pesar de las multiples ventajas que ofrece LIBS, la sensibilidad y precisién de la
técnica no llegan a ser tan buenas como en otras técnicas de espectroscopia atémica,
ademas de tener sefales de fondo relativamente altas [44]. Con el objetivo de
mejorar la sensibilidad de la técnica diversos estudios han llevado a la investigacién
del uso de LIBS con pulso multiple [45]. La técnica conocida como LIBS de doble
pulso (DP-LIBS) utiliza un par de pulsos laser consecutivos. Los primeros en utilizar
esta técnica fueron Cremers et al. quienes usaron doble pulso para la deteccién de
elementos disueltos en agua, usando el primer pulso para crear una burbuja y el
segundo para provocar el plasma. Consiguieron un aumento en 15 veces el limite de
deteccion del boro [46]. En cuanto a las disposiciones geométricas de los haces laser,

estos pueden ser co-lineales u ortogonales (Fig. 2.4).
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Figura 2.4. Configuraciones espaciales tipicas para medida con DP-LIBS.

En el caso de los pulsos co-lineales, el primer pulso se emite para provocar la ablacion
del material mientras que el segundo pulso se encarga de excitar ain mas el plasma
resultante [47]. Por otro lado, en el caso de la disposicion espacial ortogonal, ademas
de esta opcion, existe la posibilidad de utilizar el primer pulso para formar un plasma
en el aire a pocos milimetros por encima de la muestra varios microsegundos antes
de la ablacion [48].

Respecto a la configuracién instrumental existen principalmente dos opciones. Para
la emision de pulsos co-lineales ambos dos pulsos son tipicamente emitidos por el
mismo laser, sin embargo, si los pulsos adquieren una configuracion ortogonal, los
pulsos suelen venir de dos laseres diferentes. Esta Ultima opcion la que ofrece mayor
cantidad de posibilidades de uso. El uso de dos laseres independientes puede
ajustarse para que los pulsos ocurran simultaneamente o que haya un intervalo
temporal entre ellos. También ofrece la posibilidad de que ambos pulsos sean
configurados con dos energias de pulso diferentes e incluso diferentes longitudes de
onda. Este es el caso de St-Onge et al. que obtuvieron mejoras de 35y 100 veces en
la intensidad de lineas de Si y Al respectivamente, al utilizar una combinacion de
pulsos de nanosegundos a longitudes de 266 nm y de 1064 nm, respecto al uso de
solamente el laser IR, usando en ambos casos la misma energia de pulso total [49].
Respecto a la combinacion de laser femtosegundo y nanosegundo, Scaffidi et al. [50]

estudiaron todas las combinaciones posibles de dos pulsos ortogonales de
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femtosegundo y nanosegundo, encontrando el mayor aumento de la emision en
cobre utilizando un pulso de ablacion de fs sequido de un pulso de recalentamiento
de ns, obteniendo una mejor de 30 veces respecto a la emision de un solo pulso de
femtosegundos. A pesar de que la mayor intensificacion del espectro de emisién se
ha demostrado con una configuracion de pre-ablacion ortogonal, la configuracién
mas usada en estudios de LIBS de dobles pulso es el doble pulso co-lineal, ya que
desde el punto de vista practico es la configuracién mas sencilla y eficaz de la técnica
de doble pulso, ya que proporciona un facil acceso a la superficie del objetivo y si se
usa el mismo laser, no es necesario el alineamiento de los dos haces [51].

El LIBS de doble pulso ha demostrado mejorar la relacién sefial/ruido para muestras
sélidas [52] y liquidas [53]. Si se utilizan dos pulsos de duracion de nanosegundos se
produce una mejora en la intensidad de la sefal que, dependiendo de la
configuracion y la muestra a analizar, puede ser de moderada a grande [54]. El hecho
de que el ruido pueda reducirse también con esta técnica, combinado con el
incremento en la intensidad de la sefal, hacen que la relacion sefal/ruido vy
sefial/background mejoren significativamente. Ademas se ha visto que el doble pulso
es capaz de reducir significativamente el limite de deteccidon en algunas aleaciones
metalicas [55].

En cuanto a las implicaciones del uso del doble pulso en el plasma, se pueden
concretar en varios efectos. El volumen de la pluma de plasma es mayor en este caso
si se compara con el obtenido con un solo pulso, ademas la zona espacial que tiene
mayor temperatura también tiene un mayor tamafo al aplicar el doble pulso.
Mediante el uso del doble pulso, debido a un menor efecto de apantallamiento del
laser ("plasma shielding”) se crea un crater de mayor volumen como consecuencia de
una mayor cantidad de masa ablacionada, lo que provoca una mayor intensidad de
las lineas espectrales. Este efecto intensificador hace que mejoren los limites de
deteccion de los elementos y, por tanto, hace mas facil el analisis de elementos traza
presentes en la muestra. En algunas configuraciones de doble pulso se obtiene una
mayor proporcion de lineas de emision idnicas, el comportamiento de la intensidad

de estas lineas varia segun la separacidon entre ambos pulsos y de las ventanas
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temporales de captura y observacién [7]. Por ultimo, el uso del doble pulso produce
una clara prolongacion de la duracién del plasma. Piflon y Anglos [56] compararon
la temperatura del plasma obtenida y la duracién de la vida del plasma, usando la
configuracion de un solo pulso y de doble pulso, concluyendo que esta ultima

produce un plasma mas caliente y de mayor duracion.

2.3.2. Espectrometros

El proceso de transferencia de la radiacion emitida por el plasma hacia el detector es
un paso fundamental en la técnica LIBS, proceso que se lleva a cabo mediante el
espectrdmetro [57]. Este dispositivo recibe la luz que emite el plasma y la
descompone en diferentes longitudes de onda. Los espectrometros de Echelle y los
espectrometros Czerny-Turner son los mas extendidos. A pesar de su extendido uso
existen mas variedades, como los Paschen—Runge [58] o como los compactos, que
se han popularizado debido a la necesidad cada vez mayor de equipos portatiles
para poder ser usados en diferentes situaciones, que sean robustos, que mantengan
sus caracteristicas y de tamafo reducido [59], [60].

Los espectrémetros de tipo Czerny-Turner, son los mas utilizados en LIBS. La
radiacion que emite el plasma generado por el laser es proyectada sobre la rendija
de entrada. La luz atraviesa la rendija y alcanza un espejo donde es colimada y
dirigida hacia una red de difraccion [10]. La red de difraccion separa la luz del plasma
en diferentes angulos en funcion de la longitud de onda. Esta luz incide en un
segundo espejo que proyecta la radiacion en forma de espectro en una rendija de
salida que la conduce hacia el detector. Este recoge la luz conservando la distribucién
de la luz a lo largo del plano focal [38]. Los espectrémetros Czerny-Turner suelen
estar equipados con varias redes de difraccion que permiten adaptarse el rango
espectral y la sensibilidad en funcion del objetivo [61]. Esta caracteristica de este tipo
de espectrometro supone una desventaja ya que estan intrinsecamente limitados en
cuanto a resolucion o ventana espectral [47]. En el caso de usar redes de difraccién

con un gran numero de lineas se obtendra una alta resolucion, a cambio de disminuir
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el rango espectral. Por otro lado, el uso de redes de difraccion con pocas lineas
permiten rangos espectrales [11]. En la Fig. 2.5. representa el esquema de un

espectrometro de tipo Czerny-Turner.

Rendija ‘

Figura 2.5. Esquema de espectrometro de tipo Czerny-Turner

Los espectrometros de tipo Echelle han ido ganando popularidad a lo largo de los
ultimos afios [62]. Estos espectrémetros son conocidos por abarcar un intervalo de
longitudes de onda muy amplio, de varios cientos de nanémetros, ademas de tener
una excelente resolucidon espectral. Esta caracteristica es especialmente
recomendada para deteccion de multiples elementos a la vez [61]. El inconveniente
de estos dispositivos es que sufren de alteraciones de la calibracion siendo muy
sensibles a los cambios de temperatura, los cuales no sélo alteran la calibracion del
eje espectral, sino que también alteran la funcidon de respuesta del aparato [62]. Este
tipo de espectrometros consta de una red de difraccion colocada en un angulo alto
que produce una amplia dispersién en un rango de longitudes de onda en cada
orden. Debido al solapamiento de érdenes, normalmente se requiere algun tipo de
filtrado para separarlos, siendo habitual el uso de un prisma (Fig. 2.6). Los 6rdenes se
apilan verticalmente en el plano focal. Por esta razdn, los dispositivos Echelle

necesitan un detector de tipo bidimensional [63].
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Figura 2.6. Esquema simplificado de un espectrometro Echelle.

A pesar de ser la mejor opcién para el andlisis de alta resolucién y gran ventana
espectral, los espectrometros Echelle tienen varias desventajas, como su coste, la falta
de robustez y el bajo rendimiento general de la luz [64]. Una posible solucién a este
problema es la combinacién de varios espectrometros Czerny-Turner, la cual puede
proporcionar la ventana espectral tan amplia como se desee a base de combinar los
canales que se necesiten, pero manteniendo la resolucion de cada espectrometro
por separado. Para capturar y poder analizar la luz del plasma simultaneamente en
cada uno de los canales, se suele utilizar un haz de fibras, en el que en un extremo
de la fibra Optica tiene un ndmero de fibras igual al nUmero de espectrometros
individuales que haya. Cada una de las fibras conduce la luz a su propio extremo de
fibra optica (Fig. 2.7.), alimentando a un espectrometro de multiples unidades [64].

Este tipo de espectrometros se llaman también espectrémetros multicanal.
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Figura 2.7. Foto del espectrémetro multicanal usado en esta Tesis.

2.3.3. Detectores de la radiacion

Una vez que la emision del plasma ha sido separada por el espectrometro, el detector
se encarga de medir la intensidad de cada longitud de onda. Los detectores de
acoplan a la salida del espectrémetro, excepto en el caso de los espectrometros
compactos que ya llevan el detector en su interior. A lo largo de la historia se han
utilizado diferentes tipos de detectores. En sus inicios, se utilizaba una placa
fotografica, pero poco a poco este tipo de detectores fueron sustituyéndose por
detectores de emisién con resolucion espectral, como los tubos fotomultiplicadores
(PMT), matriz de fotodiodos (PDA) o dispositivos de carga acoplada (CCD), que
proporcionan mediciones rapidas y precisas[47]. En los analisis LIBS los detectores
que se usan principalmente son los CCD y los CCD intensificados (ICCD).

Los detectores CCD son dispositivos que integran temporalmente la luz, es decir,
recogen la luz incidente durante un periodo de tiempo, del orden de microsegundos.
Los fotones inciden sobre el material semiconductor que lo compone y son
transformados en electrones que se acumulan y, posteriormente, se lee la carga

recogida en el dispositivo. Estos dispositivos son dispositivos de matriz en los que las
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sefales almacenadas en cada pixel se leen secuencialmente, al ser necesario leer toda
la matriz, la velocidad con la que se puede leer se ve limitada asi como el tiempo

para prepararla para la siguiente medicion [37].

El desarrollo de detectores Opticos sensibles, como el CCD intensificado (ICCD), ha
mejorado enormemente la capacidad de la LIBS para determinar elementos en muy
pequefas concentraciones o elementos traza [65]. Un ICCD es un CCD con un
intensificador acoplado. La luz llega al fotocatodo que se encarga de transformar los
fotones incidentes en electrones, estos son multiplicados y chocan con el
revestimiento de fésforo para producir de nuevo fotones que son dirigidos y
detectados por el CCD. El intensificador esta controlado y el tiempo entre el pulso
del laser y la apertura de la placa intensificadora puede ajustarse con una precision
superior a 5 ns [11]. Por esto, los detectores ICCD se utilizan generalmente para
controlar de manera precisa el tiempo de exposicion del detector, control necesario
para el analisis LIBS. Las desventajas de estos equipos se centran en su relativa
complejidad, su fragilidad y su elevado coste [66]. Los CCD proporcionan un menor
ruido de fondo o background, sin embargo, los ICCD tienen un mejor rendimiento
aumentando la relacion sefial/ruido ampliamente y mejorando la resolucion

temporal respecto a los CCD [67], [68].

2.3.4. Optica y fibras

La conduccién de la luz en la técnica LIBS puede tener lugar en dos momentos
concretos del proceso analitico. En primer lugar, el haz del laser debe ser dirigido
hacia la muestra para que se produzca el plasma en la superficie del material. Para
este fin, lo mas comun es el uso de espejos y/o lentes que conduzcan el haz y lo
enfoquen sobre la muestra. En general los haces laseres tienen un diametro
demasiado grande para conseguir un nivel de irradiancia suficiente como para

producir plasma. Por esta razén, se utilizan lentes que, al reducir el foco y el tamafio
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del spot, incrementan la irradiancia y permiten obtener medidas con mayor precision
y resolucion espacial.

Normalmente, se utilizan lentes esféricas para enfocar el haz laser que, en el caso de
un laser Nd:YAG, suele ser radialmente simétrico. El resultado es un punto circular
enfocado en la muestra que da lugar al plasma, que también es radialmente simétrico
con respecto al eje Optico del haz laser incidente [38]. Las distancias focales tipicas
para las mediciones in situ oscilan entre 50 y 150 mm con diametros de lente de 25
o 50 mm. El diametro del haz laser de la mayoria de los laseres de estado sélidos
estan en el orden de 6-8 mm, adecuado para las lentes mas pequedas [38]. La
optimizacidn del punto de enfoque del laser sobre la muestra es muy importante y
ha sido ampliamente estudiado [69]-[71]. Uno de los fendmenos que pueden ocurrir
es que la alta intensidad del laser puede llegar a provocar plasma en el aire antes del
punto focal de la lente [43]. Para evitarlo y producir una ablacion estable, a la vez que
se maximiza el area de interaccion, es recomendable que la distancia entre la lente
de enfoque y el objetivo sea un poco menor que la distancia focal de la lente, ya que
se reduce el efecto de apantallamiento del laser [70]. En cualquier caso las lentes
deben ser de un material que tenga la maxima transmision a la longitud de onda del
laser y que tengan recubrimiento anti reflectante para evitar los reflejos que puedan
dirigirse hace el laser o a los alrededores (que normalmente son del 4% pero
pudiendo llegar hasta el 8%) [38]. Sustituyendo las lentes de enfoque por un objetivo
de microscopio se pueden realizar analisis de micro-LIBS donde los crateres
generados llegan a tener pocas micras de diametro y obtener una alta resolucién
espacial que permite obtener mapas elementales en 2D [72].

Para la captura y conduccién de la luz hacia el espectrémetro se pueden usar lentes
sencillas que dirijan la luz del plasma y la enfoquen en él o en una fibra dptica que
transporte la luz al espectrometro. La captura en muchas ocasiones se hace de forma
axial, es decir, perpendicular a la superficie de la muestra (Fig. 2.8.a). Otras muchas
veces se captura la luz en la direccién perpendicular al eje del laser (Fig. 2.8.b). Una
configuracion clasica de captura de luz es el uso de dos lentes. La primera se encarga

de colimar la luz del plasma para que la luz se focalice mejor en la segunda lente que
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luego dirigira la luz a una fibra 6ptica (Fig. 2.8.c). Esta configuracién puede adaptarse
a las caracteristicas de las instalaciones o del entorno afiadiendo o quitan lentes al

montaje [32].

a) /\ b)

‘ - Espectrémetro
Laser Laser

Espectrometro

o) Lente focalizadora
§§< | > TN
L]

Lente colimadora

Figura 2.8. a) captura axial de la luz, b) captura perpendicular, c) configuracion de lentes cldsica.

La captura de la luz a través de una fibra 6ptica puede realizarse después de capturar
la luz con una lente o un conjunto de ellas o enfocado la fibra directamente hacia la
pluma de plasma. Una de las técnicas utilizadas para la captura del plasma es la
colocacion de una fibra optica cerca de la pluma, a pocos milimetros de distancia
para evitar que se dafe por el exceso de calor y para alcanzar un angulo de captura
que permita recoger la luz de un volumen grande de plasma [43]. Las fibras épticas
mas usadas para la captura del plasma son de silice fundida y los diametros pueden
estar entre 50 ym a Tmm [38]. También es posible usar un haz o bundle de fibras que
recogen a luz y se bifurcan en diferentes fibras. Este tipo de fibras es util para el uso
de espectrometros multicanal, en el que cada una de las bifurcaciones de la fibra
llevan la luz a los diferentes canales. También es usado para adquirir
simultaneamente la emision desde distintos puntos del plasma [14]. A pesar de que

el uso mas comun de las fibras opticas es la de capturar la emisidon del plasma,
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también se utilizan para conducir el pulso del laser [73], incluso se ha estudiado el
uso de la misma fibra para conducir el pulso laser y para capturar la emisién del

plasma [74].

2.4. Analisis elemental mediante LIBS

Uno de los principales objetivos de la técnica LIBS es el de llevar a cabo un analisis
quimico, a nivel elemental. A través de las lineas de emision caracteristicas de cada
tipo de atomo y mediante la aplicacién de algoritmos y técnicas de calibracién, se
obtiene la informacion necesaria para que se pueden realizar analisis tanto de tipo
cualitativo como cuantitativo. Los analisis de tipo cualitativo nos permiten saber si un
material contiene determinados elementos o, en funcion de su espectro y de los
elementos que lo forman, poder hacer una clasificacion del tipo de material. Los
analisis cuantitativos permiten obtener las concentraciones de un elemento en el

material objetivo de analisis.

2.4.1. Analisis cualitativo: algoritmos de clasificacion

La capacidad de detectar la presencia o no de un elemento quimico a través de la
observacion de las lineas de emisidn caracteristicas, hacen de LIBS una técnica
adecuada para el analisis cualitativo. Este tipo de analisis cualitativo también es
llamado cribado o screening y son sistemas de analisis rapidos. Este analisis consta
de la monitorizacién de la intensidad de las linea de emisién de una determinada
especie quimica, observando si superan o no un umbral de intensidad prefijado [75].
Sin embargo, el hecho de no observar ninglin pico de emisién en las lineas
caracteristicas del analito, no significa que se pueda descartar la presencia del mismo
en la muestra, ya que puede estar presente, pero en un nivel de concentracién no

detectable con LIBS.
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Por otro lado, los métodos quimiométricos son una herramienta muy extendida en
el analisis mediante LIBS. Estos algoritmos son métodos de analisis multivariante que
se usan para distinguir o clasificar entre diferentes clases de muestras, o para estimar
la concentracion de un analito. Normalmente se parte de espectros brutos obtenidos
con LIBS que son procesados para, posteriormente, ser clasificados por los diferentes
algoritmos. La variedad de algoritmos aplicados a LIBS es muy extensa. Algunos de
ellos necesitan de un gran nimero de datos, en este caso de espectros, para llevar a
cabo un entrenamiento y obtener un modelo que permita hacer una clasificacién
precisa. Las maquinas de soporte vectorial (SVM) [76], el método de vecinos mas
proximos (KNN) [77] y las cada vez mas usadas redes neuronales (ANN) [78]
pertenecen a este tipo de algoritmos.

Uno de los problema que tienen los datos que se obtienen con LIBS es que los
espectros tienen una gran cantidad de variables (longitudes de onda) lo que hace
que se maneje mucha informacién redundante [32]. Para ello se utilizan algoritmos
que reducen la cantidad de variables a manejar para considerar solo las que
proporcionan informacién mas relevante. Algoritmos como el analisis discriminante
lineal (LDA)[79] o K-medias (K-means) [80] permiten reducir la dimensién de
variables. Sin embargo, uno de los algoritmos de clasificacion mas usados para
analisis LIBS es el analisis de componentes principales (PCA) [81]. El PCA reduce la
dimensidn del conjunto de datos a través de la descripcion de nuevas variables que
son ordenadas por su varianza y contienen la principal informacion del espectro. Este
algoritmo permite agrupar y encontrar similitudes y diferencias entre el conjunto de
muestras de manera gréafica [82].

La experiencia de la mano humana en el uso de la tecnologia LIBS y la obtencién de
datos de calidad junto a los métodos quimiométricos suponen los tres pilares del

desarrollo de LIBS de alto nivel y por ello estan en constante evolucién [78].
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2.4.2. Analisis cuantitativo

Uno de los principales objetivos de LIBS es el analisis cuantitativo, es decir, la
determinacion de la cantidad relativa de un elemento en una muestra. Los analisis
cuantitativos con LIBS han sido ampliamente reportados en numerosos estudios, si
bien la técnica LIBS presenta diferentes inconvenientes que dificultan la realizacion
de un analisis cuantitativo. Algunos de estos inconvenientes son consecuencia de sus
ventajas. LIBS permite realizar muestras localizadas ablacionando una pequefa
porcién de masa de la muestra, por ello, la precision de la medida depende la
homogeneidad de la muestra [54]. Igualmente, el hecho de no necesitar preparaciéon
de la muestra hace que ésta pueda contener contaminantes en su superficie que
puedan alterar la medida. La cuantificacion con LIBS se basa en la intensidad de la
emisién del plasma, y esta a su vez no depende solamente de la concentracién del
analito en la muestra, sino que también es dependiente de las propiedades del
propio plasma que a su vez dependen de las caracteristicas del laser, las propiedades
fisicas y quimicas de la muestra asi como las condiciones que lo rodean [54]. Por ello,
la reproducibilidad y robustez del método depende entre otras cosas del montaje
experimental y del tipo de muestra. Es por esto que en los uUltimos tiempos se ha
hecho un esfuerzo para mejorar la precision y la robustez del analisis cuantitativo con
LIBS [83]. Un fendmeno muy tipico que afecta a la precision de los analisis
cuantitativos con LIBS son los efectos matriz. Estos efectos pueden ser fisicos que
estan relacionado con las propiedades fisicas de la muestra, como la dureza, la
densidad o el tamafio de grano que afectan a los parametros de ablacién afectando
a la cantidad de masa vaporizada y por ende a la emision que ese plasma provoca.
Los efectos de matriz quimicos ocurren cuando la presencia de un elemento produce
alteracién en la emision de otro [32].

Uno de los métodos de cuantificacion mas usados en la mayoria de las técnicas
analiticas son las curvas de calibracién. La curva de calibracion relaciona la intensidad
de una linea de emisién de un elemento con la composicion de ese elemento. Este

método usa un conjunto de muestras estandar de concentracion conocidas para
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trazar la curva. A partir de esa curva se puede predecir la concentracion que tendra
determinado elemento en una muestra desconocida a partir de la medicion con LIBS
de la intensidad de la linea. Para evitar los efectos matriz, la curva de calibracién ha
de hacerse con un material que tenga la matriz lo mas parecida posible a la de la

muestra que se va a analizar.

2.4.2.1. Calibration-Free LIBS

El método Calibration-Free LIBS (CF-LIBS) permite la cuantificacién de la
concentracion de un elemento sin necesidad de usar métodos de calibracién y
evitando los efectos matriz. Este método propuesto por primera vez por Ciucci et al.
[84] evita la necesidad de realizar curvas de calibracion que, en ocasiones, pueden
ser complejas debido a la dificultad de encontrar patrones que se ajusten a la muestra
a analizar. Esto reduce la complejidad y el tiempo de analisis ya que se evitan las
medidas de los patrones que forman la curva de calibracion. Este método se basa en
el calculo de los dos principales pardametros del plasma que son la temperatura y la
densidad electrdnica. Para usar CF-LIBS es necesario asumir que se ha producido una
ablacion estequiométrica, que el plasma esta en equilibrio local termodinamico (LTE)

y que el plasma es épticamente fino.

Es fundamental que los calculos de la temperatura y de la densidad electrénica del
plasma sean lo mas exactos posibles para poder obtener una concentracion ajustada
a la realidad, lo que a su vez exige asumir y verificar que el plasma esta en LTE.
Cuando esto ocurre la temperatura la intensidad integrada de la linea de emisién
correspondiente a los niveles de transiciéon Ex y Ei de una especie atdmica s se

describe en la ecuacion 1:

ki —  gice” Ei/kBD
1M = FCA ™o )

-54 -



Capitulo 2: Estado del arte de la técnica LIBS

Donde ¥ representa la intensidad de la linea integrada que se mide; F es un factor
experimental; Cs es la concentracion de la especie atomica emisora s; Ay es la
probabilidad de transicién para la linea medida; gk es la degeneracion del nivel
energético superior (k); Ks es la constante de Boltzmann; T es la temperatura del
plasma, y Us(T) es la funcion de particion para la especie emisora a la temperatura
del plasma.

Aplicando el logaritmo a la ecuacion (1), obtenemos

La ecuacion (2) puede escribirse como una ecuacion lineal de la siguiente forma:

y=mx + qg

ki 1 C.F
, x=E,, m=——, g, =Iln—=
Ik Aki kpT Us(T)

donde y=lIn 3)

Utilizando las definiciones anteriores y los parametros de cada linea obtenidos de
una base de datos como la del National Institute of Standard and Technology (NIST)
de Estados Unidos [85], se puede construir el grafico de Boltzmann (Fig. 2.9). Cada
linea medida se representa como un punto en el plano 2D de Boltzmann, que es el
espacio identificado por las coordenadas x e y de la ecuacion (2). Cada especie
atomica puede representarse como una linea paralela. Cuanto mayor sea el nimero
de lineas espectrales que se representen, mas precisos seran los resultados obtenidos
[86].

La pendiente (m) de las lineas obtenidas del grafico de Boltzmann es inversamente
proporcional a la temperatura del plasma T, mientras que la ordenada en el origen

(gs) esta relacionada logaritmicamente con la concentracion Cs de la especie s. A
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partir del valor de la ordenada en el origen, la concentracién de la especie

correspondiente puede calcularse como sigue a continuacion:

Co =7 Us(Te% ()

O —
-1 1 O Especie A
] e O Especie B
-2 T s < Especie C
3] o, 1
4] o e KbT
2.1
= 5 1 e o
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Figura 2.9. Representacion de un grdfico de Boltzmann para tres especies distintas (A,B y C) [87]

El factor experimental F se puede obtener normalizando la suma de la concentracion

de todas las especies a uno:

2sCs=1 (5

El ajuste lineal de cada uno de los elementos debe tener pendientes muy similares,
lo que significa que todos los elementos tienen la misma temperatura, y el plasma
estd en LTE. Los resultados seran mas ajustados a la realidad cuanto mayor sea el
numero de lineas de emisidn usado para el calculo de la pendiente [86].

Para obtener el valor de la temperatura del plasma con mayor exactitud, se debe
utilizar un grafico de Saha-Boltzmann (combinacién de la distribucién de Boltzmann

de excitacion y la distribucién de ionizacidén de Saha). En este método, las lineas de
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emisién de atomos e iones del mismo elemento se incluyen en la regresion lineal. La
ecuacion de ionizacion de Saha (ec. 6) muestra la relacion entre las concentraciones

de especies neutras e idnicas para el mismo elemento.

CsuF _ o Usu(T) (2mmekpT)3/? e~ Eion/kET) (g,
Cs1F Us(T) Ne h3

Donde Ne es la densidad electronica; Eion representa la energia de ionizacion y me es
la masa del electron. A partir de esta ecuacion podemos obtener las representaciones

de Saha-Boltzmann que se pueden definir como:

El para especies neutras 7
X = .
El' + E;,, paraespecies iénicas

ki

para especies neutras
. Ik Aki
y = [ki

Ik Aki

(8)

“In (2(2nmekBT)3/2)
N, h3

para especies ionicas

Se representan en el mismo gréfico las especies neutra e idnica para obtener una
representacion semejante a la que se obtiene por la ecuacion de Boltzmann. En esta
ocasion, sin embargo, el eje de abscisas y ordenadas es diferente para las especies
idnicas y neutras. La ordenada en el origen para especies ionicas incluye un término
que depende de la temperatura (T*?), por ello para obtener la temperatura del

plasma es necesario iterar hasta alcanzar la estabilidad de la pendiente.

En cuanto a la densidad electrénica, debe tener un valor minimo que garantice el
requisito LTE, es decir, que las colisiones electronicas son las que provocan la
excitacion de los 4tomos y no los procesos radiactivos. Este es el llamado criterio de

McWhirter [88], para el que existe una densidad electronica minima a partir de la cual

-57 -



Capitulo 2: Estado del arte de la técnica LIBS

los procesos de colisiones electrénicas son diez veces superiores a los procesos

radiativos, y la condicion de valor minimo se expresa como:

1
Ne > 1,6 - 10Y2Tz(AE)3cm™3 (9)

Donde T es la temperatura y AE la diferencia de energia entre los niveles de

transicion.

El valor de la densidad electronica puede obtenerse de diferentes formas, como el
desplazamiento Stark o el ensanchamiento Stark [38]. Este ultimo es el principal
método de calculo de la densidad electronica. Las especies emisoras del plasma se
ven influidas por campos eléctricos provocados por electrones en rapido movimiento
e iones de movimiento lento [16]. Las interacciones que se producen entre el atomo
y el campo eléctrico se describen mediante el efecto Stark, que provoca el
ensanchamiento y desplazamiento de la linea de emision. El ensanchamiento Stark
expresada como a anchura a mitad del maximo (FWHM) en nandmetros se expresa

como:

A AStark Ne

Sk, = 2w+ 354—=[1—- BN, Plw— o)

ref Nyef ref

El primer término de la ecuacién (10) expresa la contribucién de las interacciones
electronicas al ensanchamiento mientras que el segundo término es el generado por
las interacciones idnicas. Para las tipicas condiciones de operacion con LIBS la
contribucion del ensanchamiento ionico es despreciable [54], por lo que el
ensanchamiento Stark de una linea se relaciona con la densidad electronica, en cm-3,
mediante la siguiente expresién aproximada [89]:
Ne
Nref

ANFRITR . ~ 2w (11)
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Asumiendo que otras fuentes de ensanchamiento, como el efecto Doppler, son
despreciables, se puede derivar el valor de la densidad electronica a partir de esta
ecuacion, sabiendo que w es un parametro de Stark independiente de la densidad
electrénica y la densidad electrdnica de referencia (Nref) es 10'® cm™ para atomos y
10" cm3 para iones.

La ultima condicidon que se asume para aplicar CF-LIBS es que el plasma tiene que
ser 6pticamente fino, es decir, que no sufra de auto-absorcion. Para ello es
recomendable evitar las lineas de emision que involucren el estado fundamental, y

las lineas de emisidon con intensidad elevada [90].

2.5. Aplicaciones LIBS

LIBS es una técnica de analisis elemental que se aplica a numerosos campos debido
a la rapidez del analisis, y la capacidad de deteccion de practicamente todos los
elementos quimicos. La Ultima parte de este capitulo esta dedicada a hacer un repaso

de algunas de las aplicaciones del analisis LIBS mas importantes.

2.5.1. LIBS en biomedicina y alimentacion

El uso de LIBS en el campo de la biomedicina es relativamente reciente y esta
usandose cada vez con mas frecuencia en este ambito. La técnica LIBS es capaz de
analizar la composicion elemental de tejidos bioldgicos. Se ha utilizado para analizar
la composicién de calculos biliares y renales, asi como para entender el método de
formacion de estos calculos [91], [92]. También se ha aplicado LIBS en salud
bucodental, en este caso se usé para la identificacidn y diferenciacién a tiempo real,
entre el tejido que compone una caries y las partes sanas del diente con una alta
resolucién espacial [93], [94]. El analisis de la composicion de las uias con LIBS
permite distinguir a pacientes alcohdlicos o bajo el uso de sustancias dopantes[95],

asi como identificar sujetos con enfermedad tiroidea [96]. LIBS también se ha
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utilizado para la deteccién de microorganismos causantes de enfermedades [97]-
[99]. En cuanto a la aplicacion de esta técnica en la lucha contra el cancer, LIBS se ha
usado para discriminar entre muestras de sangre de ratones con cancer de ovario
[100], para observar las diferencias elementales entre tumores de mama y
colorrectales [101] o para identificar con precision el limite de infiltracion de un tipo
de cancer cerebral [102]. En el futuro, la quimiometria aplicada a las medidas con
LIBS, tendra un papel clave en la deteccién de enfermedades [103].

En cuanto a los objetivos principales de la aplicacién de LIBS en alimentacion
podemos destacar el analisis de contaminantes, la trazabilidad de productos o el
analisis de adulteraciones. Entre los contaminantes, se analizaron los metales
pesados presentes en pescado [104], o la presencia de contaminantes bioldgicos
[105]. En cuanto a la adulteracion, se ha investigado la adiciéon de otros aceites de

menor valor al aceite de oliva [106] o |la adulteracion de carnes [107].

2.5.2. LIBS en la industria y medioambiente

La aplicacidn de LIBS en la industria es una de las mas numerosas y antiguas de todas
las que se llevan a cabo. La adecuacion de esta técnica para el analisis en industria es
muy alta ya que las medidas pueden realizarse a distancia y asi pueden monitorizarse
procesos que podrian ser peligrosos por las condiciones de fabricacién (alta
temperatura, radiacion, materiales peligrosos, etc.). Ademas, al ser una herramienta
de analisis rapido, permite llevar a cabo tareas de control de calidad casi de modo
instantaneo. LIBS es muy interesante en la medida de coladas de metales fundidos,
ya que permite la monitorizacién del proceso en linea utilizando una lanza que se
aproxima a la colada fundida [108], [109]. En metalurgia se ha aplicado para analisis
de escorias [110], en la mejora de los limites de deteccion de elementos para control
de procesos y correccion de aleaciones [111]

En cuanto a la deteccién a de material peligrosos, gracias a su capacidad de realizar
analisis a distancia, LIBS se ha utilizado para analizar acero contaminado en centrales

nucleares [112], para deteccién y caracterizacion de particulas sélidas en el aire en
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industria metalurgica [113] y para deteccion de residuos explosivos [114]. A la hora
de gestién y andlisis de residuos industriales, LIBS puede ser util para analizar
elementos toxicos en lodos [115], o para la clasificacion automatica de chatarra [116].
El analisis de residuos puede ayudar a que su reciclado o reutilizacion sea mas
eficiente y asi reducir el impacto medioambiental del proceso industrial.

En la vigilancia y monitorizacion del medio ambiente y su contaminacién el analisis
LIBS es una técnica destacada debido a su rapidez y la simultdnea deteccién de
multiples elementos. LIBS se ha aplicado a diversas situaciones de analisis ambiental,
por ejemplo, en el analisis de plomo en el entorno de una mina historica [117], la
deteccion de metales pesados en suelos [118] o en la deteccién de metales pesados

en plantas [119].

2.5.3. LIBS en arqueologia y patrimonio cultural

La técnica LIBS ha supuesto una revolucion en la forma de analizar materiales y
objetos del patrimonio cultural y arqueoldgico. A pesar de que el caracter
microdestructivo de LIBS impida en ocasiones el analisis de algunas piezas valiosas,
el LIBS ofrece ventajas Unicas que permiten elegir esta técnica como la adecuada.
LIBS ofrece un método de medicion in situ, ademas es una técnica rapida y sensible
sin necesidad de preparacion de la muestra, que permite obtener medidas con
resolucion espacial e incluso realizar una analisis en profundidad [120]. Los objetivos
arqueologicos o culturales pueden ofrecer dificultades a la hora de analizarlos.
Algunas de las muestras pueden ser dificiles de trasladar y su medida en laboratorios
es imposible, pero gracias a los dispositivos portatiles de analisis LIBS estas medidas
pueden llevarse a cabo en el lugar donde se encuentra el objeto en cuestiéon. Ademas,
al ser un analisis sin contacto, el uso de LIBS impide que se ocasionen grandes dafios
a la muestra, mas alla de unos crateres del orden de micras que son practicamente
invisibles a los ojos [32]. LIBS en este campo se ha aplicado en materiales y objetos
de toda clase, por ejemplo, en analisis de capas de pinturas [121], en pigmentos de

esculturas de piedra [122], en murales y frescos [123], en aleaciones metalicas como
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monedas antiguas o artefactos de metal [124] o en ceramicas [125]. LIBS permite
obtener informacién cualitativa y cuantitativa de los distintos elementos en las
aleaciones y los elementos traza presentes en los pigmentos, en las piedras y
ceramicas para clasificar e identificar su origen, sus técnicas de fabricacion e incluso
su datacion [126]. En cuanto a las muestras bioldgicas obtenidas en yacimientos
arqueologicos su discriminacién es mas compleja, ya que los elementos que los
forman son practicamente los mismos y sus concentraciones varian muy ligeramente.
Por ello para analizar este tipo de muestras se utilizan las relaciones de intensidades
de lineas de emision del plasma de diferentes elementos en lugar de la busqueda de
un elemento concreto, por ejemplo, C/N y Mg/Ca. Este tipo de muestras bioldgicas
se analizan en busca de datos sobre el tipo de dieta de las poblaciones antiguas [127]
o para analizar la posibilidad de utilizarlos como registros paleoclimaticos [128]. El
futuro de la técnica LIBS pasa por desarrollar cada vez mejores equipos portatiles y
mas baratos que ayuden a obtener mas capacidad de analisis in situ, con mayor
precision y rapidez. Ademas, un reto para el analisis de patrimonio cultural seria la
construccién de equipos portatiles hibridos como las combinaciones LIBS-XRF o
LIBS-Raman, para complementar las caracteristicas positivas de la técnica y

compensar sus puntos débiles.

2.5.4. LIBS en rocas, minerales y el espacio

El analisis de rocas y minerales con LIBS es comun tanto para el analisis cualitativo
de las muestras geoldgicas como para su analisis cuantitativo. Para comprender la
complejidad de las rocas y minerales se puede aplicar LIBS a este tipo de muestras
para crear un mapa quimico y observar la distribucion de los elementos en la matriz
[129]. También es una buena herramienta para la identificacion y discriminacion de
geomateriales mediante el criterio de "huella geoquimica” [130] y para el analisis de
composicién de meteoritos [131]. LIBS se aplica en mineria para el andlisis
cuantitativo automatizado en tiempo real de minerales [132] o para la determinacién

en campo de concentraciones, como en el caso de la mineria de oro [133].
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Sin embargo, una de las aplicaciones mas nuevas y sorprendentes de la técnica LIBS
es la adicion de un equipo de medicidn LIBS en el robot Curiosity en su expendicién
a Marte. En concreto se afiadié un conjunto de instrumentos de deteccién remota
llamado ChemCam a la estructura del rover Curiosity. En su andadura en 2012, la
ChemCam proporcioné las composiciones quimicas de las rocas y los suelos
marcianos mediante LIBS a distancia [134]. Desde 2020 ha sido sustituida por la
SuperCam a bordo del rover Perseverance que tratard de buscar signos de vida
biologica ademas de seguir analizando y coleccionando rocas y suelos del planeta

[135].
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CAPITULO 3:
Objetivos

Este trabajo de Tesis se centra en el uso de la técnica LIBS y sus fundamentos para el
analisis elemental en dos campos de aplicacion diferentes. Los objetivos especificos

son:

1. Aplicar la técnica LIBS en gestion de residuos mediante analisis de metales en
resinas quelantes. Estudiar el grado de idoneidad de esta técnica para la
cuantificacién de la concentracién de metales adsorbidos en las resinas
desarrollando rectas de calibracion de niquel y cobre. Evaluar la posible
influencia, en la cuantificacion de un metal, de los efectos matriz provocados

por la presencia de otro elemento.

2. Estudiar y aplicar la técnica LIBS para el analisis paleoclimatico de moluscos
marinos. Comprobar si la relacion Mg/Ca en conchas de lapas de diferentes
especies medidas con LIBS sigue una evolucion paralela a la temperatura del

mar.

3. Validar y comprobar la robustez del método de analisis LIBS comparando los
resultados obtenidos con otras técnicas de analisis. Comparar los ratios
obtenidos de Mg/Ca en conchas obtenidos con LIBS con los mismos ratios

obtenidos con ICP-OES.
4. Aplicar el algoritmo de cuantificacion sin calibracion conocido como

Calibration-Free LIBS en estudios paleoclimaticos. Obtener las

concentraciones molares de Mg y Ca en moluscos marinos y comprobar su
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validez mediante comparacion con los resultados obtenidos con la técnica

LA-ICP-MS.

5. Desarrollar un programa para automatizar los calculos de concentraciones

mediante la aplicacion del método Calibration-Free LIBS.
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CAPITULO 4:
LIBS aplicado al analisis de metales en
resinas quelantes

4.1.Introduccion a la problematica de las resinas
quelantes

El siglo XX se ha convertido en uno de los siglos con un mayor desarrollo social,
econdmico e industrial. Esto ha supuesto un rapido incremento en el desarrollo del
comercio, la industria y la agricultura modernas, por lo que la generacion y el
tratamiento de residuos ha pasado a ser una cuestion importante a tener en cuenta.
Para evitar el deterioro del medio ambiente debido a la constante generacion de
residuos y la sobreexplotaciéon y agotamiento de los recursos naturales, en
contraposicion al modelo de economia lineal y tradicional consistente en “extraer del
medio —fabricar - consumir-tirar al medio”, surge un nuevo concepto que promueve
la toma de medidas que nos lleven a la reduccion al minimo de la generacién de
residuos y es conocido como Economia Circular. La Economia Circular es un modelo
de produccion y consumo que implica la reutilizacién, la reparacion, el
reacondicionamiento, la renovacion y el reciclaje de los materiales y productos
existentes para mantener los materiales dentro de la economia siempre que sea
posible. Una economia circular implica que los residuos se conviertan en un recurso,
minimizando asi la cantidad real de residuos. Lo que antes era considerado como
residuo puede ahora convertirse en un recurso valioso. La economia circular no va
en contra del crecimiento econdmico, sino que propone cerrar los ciclos de energia

y materiales (Fig. 4.1.) para hacer un uso intensivo de los recursos que ya tenemos
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disponibles, en lugar de aumentar su explotacién y ampliar los dafios ambientales
[1].

En marzo de 2020 la Comisién Europea adoptd un nuevo Plan de Accion de Economia
Circular, uno de los principales pilares del Pacto Verde Europeo, la nueva agenda
europea para el crecimiento sostenible. Este Plan de Accion para la Economia Circular
proporciona una agenda orientada al futuro para lograr una Europa mas limpia mas
limpia y competitiva en co-creacién con los con los agentes econdmicos, los

consumidores, los ciudadanos y las organizaciones de la sociedad civil [2].

. DIAGRAMA DEL SISTEMA DE ECONOMIA CIRCULAR
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lustracion basada en Braungart & McDonough,
Cradle to Cradle (C2C)

Figura 4.1. Esquema de la Economia Circular [3] (Fuente: Ellen Macarthur Foundation)

Cada afo se genera y se vierte una enorme cantidad de aguas residuales industriales
contaminadas con compuestos toxicos como los metales pesados. Las principales
industrias generadoras de este tipo de residuos son la industria metallurgica y la

galvanoplastia, la mineria, la fabricacion de plaguicidas, etc. [4]-[6] Basandonos en
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los principios de la economia circular, la recuperacion de compuestos
potencialmente valorizables a partir de residuos industriales puede proporcionar
beneficios econdmicos y medioambientales. En concreto, la recuperacion selectiva
de metales procedentes de aguas residuales es una estrategia importante para
minimizar el consumo de materias primas y recursos naturales, asi como para evitar
la contaminacion ambiental. Un tipo comun de aguas residuales industriales son los
bafios acidos agotados, originados principalmente en industrias del sector
metallurgico y de mecanizado en las que se usan para tratamiento superficial. Estos
efluentes industriales son considerados residuos peligrosos debido a la presencia de
altas concentraciones de acidos y metales de transicion, como son el niquel y el
cobre. La recuperacion selectiva de los metales es complicada en la mayoria de los
casos debido a que los metales estan disueltos junto con grandes cantidades de
hierro en diferentes niveles de concentracidon. Las principales tecnologias de
tratamiento que se han venido utilizando en la reduccion del contenido de metales
de los residuos industriales incluyen los procesos de filtracion con membranas [7]-
[9], los métodos electroliticos [10], [11], la extraccidon con disolventes [12], la
precipitacion quimica [13], el intercambio de iones [14] y la adsorcion [15]-[18]. La
precipitacion quimica ha sido tradicionalmente el método mas utilizado para eliminar
los metales de las corrientes industriales. El principal inconveniente de este método
es que produce cantidades considerables de residuos solidos toxicos que al final del
proceso se eliminarian como residuos peligrosos en vertederos, aumentando con ello
los costes asociados [19]. Recientemente, los métodos de adsorcion han recibido una
atencion considerable y el desarrollo de adsorbentes de alto rendimiento para la
eliminacién de iones de metales pesados de las aguas residuales se considera una
prioridad de investigacién en el ambito medioambiental [5], [20].

Las resinas de intercambio iénico basadas en polimeros constituyen una tecnologia
bien establecida y respetuosa con el medio ambiente. Esta tecnologia de adsorcién
ha encontrado una aplicacién creciente en la Gltima década dada su alta selectividad,

la ausencia de produccion de lodos y la recuperacién de metales de interés. Ademas,
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las resinas de intercambio iénico estan disponibles comercialmente para casi
cualquier proceso de separacion [21], [22]. En hidrometalurgia, la tecnologia de
intercambio i6nico se aplica para el tratamiento de aguas residuales, en la
recuperacion de uranio, en la separacion de los metales del grupo del platino y en la
eliminacién de impurezas como el Cu®*, Ni* y Zn?* de diferentes soluciones
industriales [23].

Como se ha ido viendo hasta ahora, son varios los diversos métodos existentes para
la eliminacion de metales presentes en aguas industriales residuales. Sin embargo,
no todos son capaces de recuperar los metales que han sido eliminados para poder
reutilizarse posteriormente en la industria como materia prima. Los intercambiadores
de iones quelantes son un subgrupo de las resinas de intercambio de iones. Estas
resinas son materiales organicos microporosos compuestos por co-polimeros de
coordinacion que se han desarrollado especialmente para la separacién de metales
de transicion, ya que sus grupos funcionales consisten en uno o mas atomos
donantes como el nitrégeno, el azufre y el oxigeno (base de Lewis) y actian como
ligandos ante la presencia de determinados tipos de cationes (acidos de Lewis) [22],
[24], [25]. Los grupos funcionales contenidos en la estructura polimérica de las resinas
quelantes les confieren unas determinadas propiedades de selectividad y capacidad
de adsorcion que son las caracteristicas mas importantes de este tipo de resinas [26].
Estas resinas presentan una amplia gama de valores de selectividad hacia los metales
de transicién, que dependen de las diferentes estabilidades de los complejos
metalicos en las condiciones de pH requeridas. Normalmente, las resinas de
intercambio quelante facilitan mayores tasas de adsorcion, eficiencias y areas
superficiales en comparacién con las resinas de intercambio idnico [27], por lo que
el tratamiento con resinas quelantes es uno de los métodos mas eficaces y atractivos
debido a la simplicidad del disefio y la facilidad de operacién [28].

El seguimiento dinamico de los cambios en la composicién de los metales adsorbidos
por las resinas quelantes podria ser interesante para los procesos de tratamiento

continuo de residuos. Se pueden utilizar diversas técnicas de espectroscopia para el
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analisis elemental en muestras sélidas; sin embargo, en muchas de estas técnicas
suele ser necesario un proceso previo de preparaciéon de la muestra con su
correspondiente tiempo adicional. Por lo tanto, una técnica de analisis elemental en
tiempo real como LIBS seria una solucion adecuada para monitorizar la adsorcion de
las resinas quelantes.

En este capitulo se va a aplicar la técnica LIBS a resinas quelantes usadas para
adsorcion de metales, con el fin de verificar la viabilidad de la medicion de las
concentraciones de cobre y niquel en aplicaciones medioambientales para el
tratamiento de aguas residuales. Se va estudiar por primera vez, hasta nuestro
conocimiento, la concentracion de dos metales simultdneamente adsorbidos y su
efectos matriz de tipo quimico. La capacidad LIBS para estimar la concentracién de
los metales objetivo en las resinas quelantes puede resultar util para posteriores
estudios dinamicos del proceso de recuperacion de cobre y niquel en soluciones de

acidos agotados.

4.2.Materiales y méetodos

4.2.1. Materiales y preparacion de muestras

Los diferentes experimentos realizados se llevaron a cabo con disoluciones sintéticas.
Para estudiar el comportamiento de las resinas en la adsorcion tanto de uno, como
de los dos metales objetivo, se prepararon disoluciones monocomponente (tanto de
niquel como de cobre), asi como disoluciones bicomponente de ambos iones
metalicos.

Para su preparacion se utilizaron los reactivos NiSO4+6H20 (Scharlab, S.L) y
CuSO45H20 (Panreac) en agua desionizada. Para simular la composicion de los
acidos gastados en términos de niquel y cobre se prepararon disoluciones en los
rangos de concentracion que se encuentran habitualmente en el residuo industrial

(composicién media en la Tabla 4.1.). Para simular las condiciones de operacién de
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un residuo industrial real procedente de un acido agotado, fue necesario que el pH
inicial de la solucion se ajustase. Para el ajuste se utilizaron como reactivos H>SO4
(95-98%, Panreac) y una disolucién de NaOH con una concentracion de 5 mol/L

(297%, Panreac). Todos los reactivos utilizados fueron de grado analitico.

Tabla 4.1. Composicién media de dcidos agotados basados en dcido sulfurico

lon Concentration (ppm) lon Concentration (ppm)
Al*? 544,5 Sn*? <10

Cr*® 380,3 Sb*? 306,7

Mn*? 64,9 Pb*? 59,8

Ni*2 6564 Fe*? 22450

Cu*? 3367 S04 159300

Zn*? 384,4 cr 4329

Cd*? <10 NH,* 1880

Para la captacion selectiva de los iones de cobre y niquel se buscé un tipo de resina
cuya selectividad hacia estos metales sea elevada en las condiciones de trabajo (pH
acido). Se encontro6 que la bispicolilamina (Fig. 4.2.), grupo funcional caracteristico de
varias resinas comerciales, es donante de electrones y se comporta como una base
débil segun la teoria de los acidos y bases de Lewis. Los cationes metalicos como el
cobre o el niquel se comportan como acidos débiles ya que son iones con alta

electronegatividad.

Polymeric matrix

/

N: N~

Figura 4.2. Estructura quimica del Bis-PMA.
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Al ponerse en contacto la bispicolilamina (base de Lewis) y el metal (4cido de Lewis)
los ligandos de la resina quelante donan sus pares de electrones libres a los iones
metalicos y se forman enlaces covalentes también llamados enlaces de coordinacion,
dando lugar a compuestos de coordinacién o complejos. Segun el nimero de
atomos donantes de electrones que haya disponibles en el grupo funcionales se
forman los ligando mono-, bi- o polidentados. Cuanto mayor ser el niUmero de
electrones disponibles mayor fuerza de enlace y estabilidad tendran los complejos
formados y la adsorcion de iones se vera favorecida. En este caso, el ligando
bispicolilamina es tridentado ya que contiene tres atomos de nitrégeno donantes de
electrones. Cuando reacciona el grupo funcional con el catién metalico se forma un
complejo tal y como se muestra en la Fig. 4.3. [29]. Las resinas cuyo grupo funcional
es la bispicolilamina son altamente selectivas para metales de transicion como el
niquel, el cobalto y el cobre, incluso a bajo pH, lo que las hace apropiadas para la
eliminacion de estos elementos de soluciones acidas con alto contenido metalico

[22], [29].

7\ 2V N

+

——NH ——N /H
R—HN’ +CuSO,+H,0 & |R—N » Cu« o\ +50,7
H

Figura 4.3. Formacion del complejo resina quelante bispicolilamina- ion metdlico niquel o cobre

(M+2).

La resina quelante utilizada en este trabajo para la captacion selectiva de cobre y
niquel fue la resina comercial Puromet™ MTS9600. El grupo funcional caracteristico
de esta resina quelante es el grupo bispicolilamina (Bis-PMA)[30]. Este grupo

funcional puede formar enlaces de coordinacion con la mayoria de los iones
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metalicos a través de interacciones acido-base de Lewis. En concreto, se ha
confirmado que esta resina comercial es un adsorbente eficaz para la eliminacion de
niquel y cobre, alcanzando porcentajes de eliminacion de =99% y =80%
respectivamente [5]. La resina Puromet™ MTS9600 esta conformada por poliestireno
reticulado con divinilbenceno, su tamafio de particula se encuentra en el rango entre
425y 1000 um y la densidad de particula es de 800 g/L.

Para evaluar el rendimiento de adsorcion de niquel y cobre por parte de la resina
quelante Puromet™ MTS9600, se utilizaron las soluciones sintéticas previamente
preparadas. Los experimentos se llevaron a cabo en discontinuo, haciendo contactar
las resinas y las disoluciones sintéticas en unos tubos tipo Falcon con 50 mL de
capacidad que se agitaron de manera constante en un equipo agitador rotatorio (Fig.
44.). El contacto entre las fases sélida y liquida se produjo durante 3 h que es el
tiempo necesario para alcanzar las condiciones de equilibrio. Para preparar los tubos
donde se produce la adsorcidn de los metales se pesa la resina, se afladen a los tubos
Falcon y a continuacion se aflade el volumen de disolucion sintética. En cuanto a las
proporciones entre ambas fases, se pusieron en contacto 5 gramos de resina por
cada 12,5 mL de fase liquida. Por ultimo, se realizé un ajuste inicial del pH de los

experimentos a un valor de 2,0.

Figura 4.4. Modelo de agitador rotatorio usado para poner en contacto continuo resinas y

disoluciones.
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Una vez alcanzado el equilibrio, la solucién y la resina se separaron y el liquido
sobrenadante se caracterizé en términos de concentracion de metales. Se utilizd un
instrumento de espectroscopia de emision atémica de plasma por microondas
modelo 4210 MP-AES (Agilent Technologies, Santa Clara, Ca, USA) para medir la
concentracion de los iones metalicos. Tras obtener la concentracion de niquel y cobre
en la fase liquida, se calcul6 la concentracion en la fase sélida realizando un balance
de masas. La fase sélida, es decir, las particulas de resina, se secd con papel secante
y una corriente de aire caliente para asegurar la eliminacién de la humedad, y luego
se colocd en un portaobjetos de plastico con cinta adhesiva de doble cara. Después
de pegar las particulas de resina, las muestras estaban listas para su posterior

medicion con el montaje LIBS.

4.2.2. Setup experimental

La configuracion del sistema LIBS consta basicamente de una fuente laser pulsada
para ablacionar la muestra y un espectrometro para recoger y analizar los espectros
de emisién atomica del plasma. La fuente laser utilizada para inducir el plasma es un
laser Nd:YAG de doble pulso (Lotis LS-2134D) que funciona a una longitud de onda
de 1064 nm. La tasa de repeticion del laser en estos experimentos fue de 10 Hz.
Debido a las caracteristicas fisicas de las muestras a medir (particulas pequeias y
esféricas tal y como se muestran en la Fig. 4.5.), las condiciones experimentales en
términos de energia laser se han elegido cuidadosamente. Un exceso de energia en
el pulso laser podria destruir facilmente las particulas de resina tras un unico disparo,
por lo que tras varias pruebas se fij6 en 40 mJ de energia por pulso siendo la duracién
del pulso de 16 ns. La irradiancia medida en la superficie de la muestra fue de 7,96

GW/cm2.
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Figura 4.5. Imagen microscopica de una resina quelante cargada con niquel y cobre.

Se usé una lente de silice fundida con una distancia focal de 75 mm para enfocar el
laser sobre la muestra. El diametro del punto del haz laser enfocado fue de 200 um.
La luz emitida por el plasma generado en la superficie de la muestra fue captada
mediante una lente colimadora y conducida hasta el espectrometro a través de un
conjunto de dos fibras dpticas. Una de las fibras opticas es de silice fundida, resistente
a la solarizacion, con un diametro de nucleo de 1 mm. Acoplada a ésta, se encuentra
la segunda fibra 6ptica que esta formada por un conjunto o "bundle” de ocho fibras
Opticas, cada una con un diametro de nucleo de 200 micras, y un diametro total para
el haz de unas 800 micras (Fig. 4.6.).

El espectrometro utilizado en este trabajo es un espectrometro Avantes ULS2048-
USB2-RM de ocho canales. Cada uno de los ocho canales comprende un intervalo
espectral, abarcando un rango espectral total que va desde 178 a 889 nm con
resolucién variable (de entre 0,015 nm a 0,06 nm) dependiendo del canal y de la

longitud de onda.
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200 um

800 um

Figura 4.6. Representacion esquematica del bundle de 8 fibras opticas.

La configuracién esta totalmente automatizada con un posicionador XYZ con 0,5 um
de paso, con una camara que proporciona imagenes de la muestra y un sistema de
autoenfoque basado en el procesado de imagenes. Se utilizé una plataforma mévil
para obtener mediciones en diferentes esferas de resina de la muestra. Gracias a este
posicionador y a las imagenes obtenidas a tiempo real es posible controlar el lugar
exacto donde se dispara. De esta manera se comprueba que la superficie superior
de la esfera de resina estd enfocada exactamente en el punto focal del sistema LIBS

(Fig. 4.7.).
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Figura 4.7. Diagrama esquemadtico de la configuracion experimental de LIBS.

En este experimento, el retraso de captura se fijo varios microsegundos antes del
pulso laser para garantizar que la emision del plasma se capturara desde el principio
de su formacién. El tiempo de integracion fue de Tms (ventana de captura minima
para este espectrometro). Con esta configuracion, se capturd toda la duraciéon de la
emisién del plasma, lo que dio lugar a una medicién mas estable. Los espectros se
tomaron en 10 particulas diferentes de cada muestra de resina, promediando 17
pulsos laser consecutivos por particula. Cada una de las muestras fue medida dos

veces.

4.3.Resultados y discusion

4.3.1. Deteccion de elementos en resinas regeneradas

El proceso de eliminacion de los metales de corrientes residuales industriales consta

de varias etapas sucesivas. Tras poner las resinas y el residuo de acidos agotados en
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contacto y una vez las resinas han adsorbido los metales objetivo, en este caso el
niquel y el cobre, se procede a desorber los metales para poder utilizarlos en otros
procesos. El proceso de desorcion de los metales también implica la regeneracién de
las resinas, es decir, las resinas eliminan los metales adsorbidos quedando de nuevo
disponibles para volver a utilizarse en un nuevo proceso de adsorcion.

En condiciones ideales todo el cobre y niquel adsorbido por las resinas se elimina en
el proceso de regeneracion y las resinas quedan completamente libre de metales. La
realidad es que las resinas regeneradas no son capaces de eliminar todos los cationes
que han adsorbido y se va perdiendo efectividad con los sucesivos ciclos de
adsorcién — desorcién.

Para observar como se ven afectadas las resinas quelantes una vez sometidas a los
distintos ciclos de regeneracion, se midieron los espectros LIBS de muestras de
resinas después de haber sido sometidas a un ciclo de adsorcién-desorcion y
después de haber sido regeneradas diez veces [31]. Con el objetivo de observar y
comparar las intensidades de los picos de niquel y cobre se midieron también
muestras de resinas cargadas con residuo real de acidos agotados y resina nueva sin
haber sido puesta en contacto con ningun residuo ni haber sido sometida a ningun
ciclo de regeneracion.

Para analizar la cantidad residual de metales que pueden contener las resinas
regeneradas se observo el rango espectral desde 350 a 353 nm donde aparecen dos
picos de niquel a 351,5 nmy a 352,4 nm. Por otro lado, para analizar la presencia de
cobre, se tomd el espectro con longitudes de onda que van desde 322 a 328 nm. En
este rango del espectro aparecen dos picos de cobre, correspondientes a las

longitudes de onda de 324,7 y 327,4 nm.
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—Resina con residuo —Regenerada 10 ciclos —Regenerada 1ciclo —Resina nueva
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Figura 4.8. Intensidad de los picos de niquel en la resina nueva, cargada y regenerada 1y 10
ciclos.

Analizando la Fig. 4.8., se observa que a pesar de que las resinas regeneradas han
sido liberadas de los metales adsorbidos en el proceso, la sefial del pico de niquel se
puede apreciar en ambas resinas. La linea de color naranja representa la resina que
ha pasado por 10 ciclos de regeneracion y se percibe que la intensidad del pico de
niguel es ligeramente mayor. Por lo que se puede concluir que el niquel retenido en
la propia resina ha ido aumentando con los ciclos de adsorcion-desorcion.

En la Fig. 4.9. se muestran los picos de cobre emitidos por las diferentes muestras de
resina. En el caso del cobre, la acumulacion del metal en el interior de la resina
quelante se hace mas evidente. Con el paso de los ciclos de adsorcidén y regeneracion
de la resina el cobre se va acumulando progresivamente, siendo aproximadamente
3 veces mayor la intensidad de los picos de cobre cuando la resina se ha regenerado
10 veces que cuando solo ha completado un ciclo de adsorcién-desorcion de los

metales.

-92 -



Capitulo 4: LIBS aplicado al andlisis de metales en resinas quelantes
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Figura 4.9. Intensidad de los picos de cobre en la resina nueva, cargada y regenerada 1y 10 ciclos.

4.3.2. Cuantificacion elemental de cobre y niquel en resinas

quelantes

Para el analisis cuantitativo, se debe obtener una curva de calibracion que permita
relacionar las intensidades de las lineas espectrales medidas con la concentracion de
los elementos de interés en las muestras, en este caso, cobre y niquel [32].

Con el fin de seleccionar las lineas para los calculos posteriores, se obtuvieron los
espectros de las resinas cargadas de cobre y de niquel (tras la exposicion a
disoluciones sintéticas acidas). Las resinas cargadas con cobre mostraron un pequefio
ndmero de picos de cobre en su espectro, asi como picos de carbono, oxigeno y
nitrogeno procedentes de la composicidén de la matriz de la resina. En los espectros
de las resinas cargadas de niquel, aparecieron varios picos de niquel al mismo tiempo

que los de la resina. Las lineas sensibles para los elementos mencionados se
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identificaron utilizando los datos estandar publicados por el NIST para el analisis

elemental. La Fig. 4.10. muestra las lineas seleccionadas en los espectros de resina.

3000 (a) Cu — Resina cargada con Cu
— Resina nueva
2500 Cu .
© N ]
5 2000
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© 1500 ! i .
a2 ! Cu :
c |
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Figura 4.10. Espectros LIBS en bruto de la resina en blanco y (a) la particula de resina cargada con
Cu y (b) la resina cargada con Ni y los picos seleccionados para la cuantificacion.

Para evitar fluctuaciones en los resultados debido a los cambios en las condiciones

del plasma, es recomendable normalizar las intensidades de los elementos a medir
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con respecto a un elemento matriz de la resina polimérica. En estos experimentos, se
eligio el pico de Carbono a 247,8 nm (C 1), presente en la composicion de la resina,
para la normalizacion y se seleccionaron para la cuantificacion de los metales la linea
de cobre (Cu l) a 521,8 nm y la linea de niquel (Ni I) a 352,4 nm. Por lo tanto, la
cuantificacién se llevd a cabo utilizando los ratios Cu/Cy Ni/C.

Para la obtencién de los ratios de las intensidades de los picos del metal y del
carbono, se calcularon, una vez extraido el background, mediante la integracion del

area de los picos de emisién de ambos elementos.

4.3.2.1.Curvas de calibracion del cobre y el niquel

Se analizaron los espectros LIBS de diferentes muestras de resina de Cu y Ni para
calcular los valores de intensidad integrados de las lineas elementales seleccionadas.
Las curvas de calibracién se obtuvieron relacionando las relaciones de intensidad
entre los picos de los elementos metalicos y el pico de carbono de la matriz con las
concentraciones de las muestras. Una curva de calibracion ajustada permitira
predecir la concentracion de Cu y Ni de muestras desconocidas. En la Tabla 4.2, se

muestran las concentraciones de cada muestra medida.

Tabla 4.2. Muestras para curva de calibracion

Muestra Concentracion Cu en resina Muestra Concentracion Ni en resina
CuSO0, (g/L) (g Cu/ kg NiSO4 (g/L) (g Ni/ kg
resina seca) resina seca)
1 0,5 2,78 1 1 5,56
2 1 5,56 2 3 16,67
3 1,5 8,33 3 5 27,78
4 2 11,11 4 7 38,89
5 2,5 13,89 5 9 40,4
6 3 16,67 6 11 44,35
7 7,5 42,03 7 20 63,28
8 8 43,94
9 10 52,62
10 12 62,22
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Se obtuvieron dos curvas de calibracidn diferentes, una para cada metal. Para cada
concentracion, se calculé la relacion 352,4 nm/247,8 nm para el Ni, y 521,8 nm/247,8
nm para el cobre, y las curvas de calibracion resultantes se muestran en la Fig. 4.11.

El limite de deteccion (LOD) se calculd para ambos elementos segun la ecuacion 3.1.

[33].

LOD =—= (3.1)

Donde sz corresponde a la desviacion estandar del background y b es la magnitud

de la pendiente asociada a la parte lineal de la curva de la calibracién.
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Figura 4.11. Curvas de calibracién para el cobre (a) y el niquel (b). Las barras de error representan
el error estandar de la media (SEM). A partir de las curvas de calibracién, se ha calculado el limite
de deteccion (LoD) tanto para el cobre como para el niquel. La RSD para ambos experimentos
tiene un valor similar de 15,5%.

Los valores de R? para las curvas de calibracién de Cu y Ni fueron calculados,
obteniendo unos valores de 0,993 y 0,985 respectivamente. Estas curvas muestran
una buena relacion lineal entre la sefial LIBS y el valor real de la concentraciéon de Cu,

siendo un poco menor para el Ni. A la luz de estos resultados, podria decirse que
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queda demostrada la idoneidad de estas curvas de calibracién para la medicién de

concentraciones de muestras de un solo componente.

4.3.2.2.Muestras bi-componente

Con el objetivo de observar cémo las intensidades de los picos de cobre y niquel se
ven influidas por la presencia del otro elemento (es decir, los posibles efectos matriz),
se prepararon muestras de resinas mixtas con ambos metales. Para ello, se
prepararon 5 muestras variando la concentracion de Cu con una concentracion de Ni
constante y, por otro lado, se fijo la concentracién de Cu mientras se variaba la de
Ni. En la Tabla 4.3.y la Tabla 4.4. se describen las concentraciones de las disoluciones

mixtas de cobre y niquel en cada conjunto experimental de muestras de resina.

Tabla 4.3. Concentracion de muestras bicomponentes para el estudio de la influencia de la
presencia de niquel en las mediciones de cobre. Concentracion de niquel fijada en 22,22 g/kg de
resina.

.. .. Cu en la resina Ni en la resina
Concentracion Concentracion . . .
Muestra ] (g Cu/ kg resina (g Ni/ kg resina
CuSO, (g/L) NiSO, (g/L)

seca) seca)
1 2 4 11,11 22,22
2 3 4 16,67 22,22
3 4 4 22,22 22,22
4 5 4 27,78 22,22
5 6 4 33,33 22,22

Para garantizar una misma concentracion del elemento fijado, se procedid a la
adsorcién de los metales por separado. En un primer lugar se pusieron en contacto
las resinas con la disolucion del elemento con concentracién 4 g/L. Una vez alcanzado
el equilibrio se comprobd mediante balance de masas que la concentracion del metal

en la resina fue de 22,22 g/kg de resina seca.
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Tabla 4.4. Concentracion de muestras bicomponentes para estudiar la influencia de la presencia
de cobre en las mediciones de niquel. Concentracién de cobre fijada en 22,22 g/kg de resina.

.. .. Cu en la resina Ni en la resina
Concentracion Concentracion . . .
Muestra ] (g Cu/ kg resina (g Ni/ kg resina
CuSO04 (g/L) NiSO4 (g/L)

seca) seca)
1 4 2 22,22 11,11
2 4 3 22,22 16,67
3 4 4 22,22 22,22
4 4 5 22,22 27,78
5 4 6 22,22 33,33

Después de este paso, se dividieron las resinas cargadas con un componente en 5
partes iguales y cada una de las cantidades de resina se pusieron en contacto con las
diferentes disoluciones del segundo metal a adsorber. Por ultimo y tras alcanzar el
equilibrio por segunda vez con el segundo elemento, se midié la concentracién real
en el solido y se procedid a medir las muestras de resina. Se puede observar en la
Fig. 4.12. la evolucion de la relacion de intensidad del cobre con la concentracion real
de cobre en presencia de una concentracion constante de niquel de 22,22 g/kg de
resina seca. En la Fig. 4.12.a, esta relacion es claramente lineal con un coeficiente de
regresion de 0,98. La presencia de niquel en la muestra de resina no afecta a la
correlacion lineal entre la concentracién de cobre y la relacién de intensidad de Cu/C,

como se esperaba.
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Figura 4.12. Relacion entre la intensidad del ratio Cu/C y la concentracion de Cu cuando la
concentracion de Ni es fija (a), cuando la concentracion de Cu es fija y el Ni aumenta (b). Las
barras de error representan el error estandar de la media (SEM). La RSD media de las mediciones
fue del 47,8% (a) y del 18,1% (b)

Por otra parte, cuando la concentracion de Cu es constante en 22,22 g/kg de resina,
se observa que la intensidad de la relacion del cobre no se ve afectada por la
presencia creciente de niquel. Se supone que la relacion Cu/C es constante a una
concentracion constante de cobre. Esta tendencia se exhibe en la Fig. 4.12.b, que
muestra las relaciones Cu/C con una pequefia variacion debida a la fluctuacién
intrinseca de la LIBS.

En el caso de la estimacidon de la concentracidn de niquel para una concentracion fija
de cobre, se puede observar que la relacién de niquel depende linealmente de la
concentracion real de Ni. En la Fig. 4.13.a, la relacion Ni/C aumenta cuando aumenta

la concentracion de niquel con un coeficiente de regresion de 0,97.
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Figura 4.13. Relacion entre la intensidad del ratio Ni/C y la concentracion de Ni cuando la
concentracién de Cu es fija (a), cuando la concentracion de Ni es fija y el Cu cambia (b). Las barras
de error representan el error estdndar de la media (SEM). La RSD media de las mediciones fue del
13,3% (a) y del 12,5% (b).

La Fig. 4.13.b muestra la evolucion de la relacion Ni/C a una concentracion constante
de Ni cuando la concentracion de Cu aumenta. Como se ha indicado anteriormente
en el caso de la relacion de cobre, el valor de la relaciéon Ni/C, cuando la
concentracion de niquel es constante, no deberia variar con la concentracion de
cobre. En esta figura, la relacion Ni/C presenta algunas pequefas variaciones en
torno a un valor constante alrededor de 0,5. Probablemente dichas variaciones se
deban a la fluctuacién intrinseca de la propia tecnologia LIBS.

Tras observar el comportamiento de ambos metales, se puede concluir que la
presencia de niquel no influye en el ratio de intensidad del cobre respecto al carbono
y, a su vez, tampoco se puede apreciar que exista influencia en el cobre sobre el
niquel. Por lo tanto, no se observaria ningun efecto matriz relacionado con la
presencia de otro metal simultaneamente en la resina. Esto haria posible la prediccion

de la concentracién de ambos metales con la recta de calibracién individual.
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4.3.2.3.Prediccidon de la concentracion

Tras elaborar las curvas de calibracion individuales de niquel y cobre, es necesario
comprobar la exactitud de las predicciones para las muestras bi-componentes. Se

probaron las mediciones de mezclas binarias dando los siguientes resultados.

Tabla 4.5. Concentracion estimada de cobre en muestras bicomponentes con una concentracion
fija de niquel de 22,22 g/kg de resina seca

Concentracion real de Concentracion .
. . Error relativo
Muestra cobre en la resina estimada %)
(g Cu/ kg resina seca) (g Cu/ kg resina seca)

1 11,111 11,979 7,81
2 16,667 15,308 8,15
3 22,222 23,222 4,50
4 27,778 27,248 1,91
5 33,333 33,683 1,05
Error medio (%) 4,69

En la Tabla 4.5., se muestra la concentracién real de cobre en presencia de una
concentracion de niquel de 22,22 g/kg de resina junto con la concentracion predicha
basada en la curva de calibracién individual de cobre. A primera vista, las
concentraciones obtenidas empleando la curva de calibracion son bastante precisas,
mostrando un error medio de prediccion del 4,69%.

En cuanto a la prediccion de la concentracion de niquel, mientras que la
concentracion de cobre se fija en 22,22 g/kg de resina, la Tabla 4.6. indica las
concentraciones de niquel predichas obtenidas a partir de la curva de calibracién
individual de niquel aplicada a las muestras bi-componentes. El error medio de la

prediccion es del 7,98%.
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Tabla 4.6. Prediccion de la concentracién de niquel en muestras bicomponentes con una
concentracion fija de cobre de 22,22 g/kg de resina seca.

Concentracion real de Concentracion
Muestra niquel en la resina estimada Error relativo (%)
(g Ni/ kg resina seca) (g Ni/ kg resina seca)
1 11,111 9,812 11,69
2 16,667 18,584 11,50
3 22,222 24,577 10,60
4 27,778 27,255 1,88
5 33,333 34,742 4,22
Error medio (%) 7,98

Se observa una tendencia a la reduccion del error relativo cuando aumenta la
concentracion del metal, tanto para las concentraciones de cobre como de niquel.

Las figuras 4.14. y 4.15. son graficas de correlacion que proporcionan una impresion
visual de la precision de la prediccion de la concentracion. Se presentan las
concentraciones reales frente a las predichas para las predicciones de cobre y niquel.
Se observa que las concentraciones predichas y las reales estan muy correlacionadas

(0,99 para el Cu, 0,98 para el Ni).
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Figura 4.14. Correlacién entre la concentracion real y la concentracion estimada de cobre.
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Figura 4.15. Correlacion entre la concentracion real y la concentracion estimada de niquel.

- 103 -



Capitulo 4: LIBS aplicado al andlisis de metales en resinas quelantes

4.4. Conclusiones

Este trabajo estudia por primera vez la idoneidad de la tecnologia LIBS para medir la
concentracion de niquel y cobre en resinas quelantes selectivas para la recuperaciéon
de metales en aplicaciones de aguas residuales. Las curvas de calibracion individuales
de niquel y cobre muestran una alta correlacién (0,99 y 0,98 respectivamente) entre
la concentracién real del metal adsorbido en la resina, y la relacion entre las sefiales
de intensidad de los picos de metal y carbono. Estos resultados hacen que las curvas
sean adecuadas para predecir las concentraciones en resinas cargadas con un solo
componente. También se ha estudiado la influencia de la presencia de otro metal
adsorbido en la prediccion de la concentracién. La presencia de niquel en la
concentracion de cobre y viceversa no afecta a la forma en que las relaciones de
intensidad dependen de la concentracién. En cuanto a la precision de la prediccion,
el error relativo medio de la prediccion de la concentracion de cobre fue del 4,69% y
fue del 7,98% para la prediccion del niquel. Las curvas de calibracion para la resina
de un solo componente proporcionan una buena prediccién de la concentracién
basada en la intensidad de los picos de Cu y Ni cuando se mide la resina quelante
cargada con dos componentes. La correlacion entre la concentracion predicha y la
concentracion real de cobre y niquel resultd ser lo suficientemente buena como para
realizar el andlisis de muestras de resina quelante desconocidas, con coeficientes de

regresion de 0,99 para la concentracién de cobre y de 0,98 para la de niquel.
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CAPITULO 5:
LIBS aplicado al estudio del paleoclima

5.1.Motivacion, contexto y antecedentes

El hallazgo de restos de conchas de moluscos marinos en numerosos yacimientos
geoldgicos y arqueologicos ocurre de manera frecuente y se produce habitualmente en
zonas cercanas al mar a lo largo de todo el planeta, desde bajas hasta altas latitudes
[1]-[3]. Su presencia en dichos yacimientos se debe a la explotacién de los recursos
litorales llevados a cabo por los hominidos que habitaron estos lugares principalmente
durante el Paleolitico Superiory el Mesolitico [4], [5]. Varios trabajos previos en el campo
de la arqueologia han demostrado que analizando los restos de conchas se pueden
obtener importante informaciéon sobre patrones de comportamiento y movilidad
humana o estrategias de subsistencia de las poblaciones prehistoricas [6], [7]. Ademas,
las conchas también pueden considerarse como un “proxy” o archivo de informacion
ambiental especialmente relevante en el contexto de la exploracion de las condiciones
marinas del pasado [8], ya que es inevitable que los componentes que conviven en un
sistema estén influenciados por las condiciones climaticas que los rodean. Por ello, la
composicion elemental de las conchas que se encuentran en los distintos yacimientos,
puede albergar informacion muy valiosa sobre las condiciones climaticas en el pasado.
Las condiciones ambientales que requieren ciertas especies de moluscos marinos para
vivir son muy especificas lo que las hace muy sensibles a los cambios climaticos. De
hecho, el aumento actual en la temperatura del mar ya ha hecho cambiar los limites
geograficos donde se encuentran ciertas especies marinas [9], [10]. La composicion
quimica de la concha durante el crecimiento del molusco podria ser dependiente de las
condiciones ambientales del lugar en el que se encuentran, siendo especialmente
influyente la temperatura del agua del mar. Ademas de los estudios taxonémicos en los

que se observa como distintas especies cambian de habitat debido a los cambios de
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temperatura en su entorno, es importante llevar a cabo estudios esclerocronolégicos
que permitan interpretar las fluctuaciones intra-anuales de temperatura en el pasado,
lo que permitiria obtener conclusiones en materia de subsistencia y explotacion de
recursos marinos en los humanos de sociedades pasadas, asi como de las condiciones
climaticas en esas épocas [11]. La esclerocronologia se puede definir como el estudio
de la informacion conservada en las bandas de materiales esqueléticos que se van
acumulando debido al crecimiento de los moluscos; con el objetivo de reconstruir
perfiles de series temporales de datos, como pueden ser las variaciones térmicas, para
asi como de estudiar los patrones de crecimiento [12]. Aunque otros autores hacen
distincion entre la esclerocronologia, que es el estudio de la distribucion fisica de los
tejidos duros de crecimiento de los organismos (como puede ser la periodicidad de las
lineas de crecimiento) y la escleroquimica que se usa para describir la aplicacion de los
analisis isotopicos o elementales a las series de crecimiento esclerocronolégico [13],
[14]. Para realizar estos analisis en las conchas, es importante conocer su estructura y
composicion. La mayor parte de las conchas de los moluscos estan formadas
principalmente por carbonato de calcio (CaCOs). El CaCOs presente en las conchas
puede aparecer en dos de sus formas polimorficas, es decir, que tienen la misma
composicion quimica pero diferente estructura cristalina, como son la calcita (estructura
hexagonal) y el aragonito (estructura ortorrémbica)[15]. El uso de carbonatos
biogénicos como el que forma parte de los moluscos, los foraminiferos o los corales, es
fundamental para reconstruir las condiciones ambientales en el pasado en una amplia
gama de escalas temporales. La utilidad de las conchas como archivos de informacién
paleoclimatica se debe a la manera en que los moluscos las forman. Las conchas se van
formando mediante la precipitacién de CaCOs en forma de incrementos de crecimiento
a lo largo de su vida. De tal manera, que en su composicion geoquimica poseen un
registro temporal que refleja las condiciones ambientales durante su crecimiento. Por
ejemplo, para conocer la estacion de recogida de los moluscos, se puede deducir a partir
de los valores obtenidos en los ultimos incrementos de crecimiento. Estos ultimos

incrementos de carbonato se situan en el borde de la concha y son depositados
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inmediatamente antes de que se produzca la muerte del molusco. Si se comparan los
valores que se obtienen de estos bordes con los valores minimos y maximos anuales
que se registran a lo largo del crecimiento de la concha, se pueden obtener datos fiables
acerca de su recogida.. Esta informacion es clave para comprender e interpretar las
practicas de busqueda de alimentos y su disponibilidad en el pasado, asi como los
patrones de asentamiento en las comunidades prehistoricas.

Respecto a los andlisis quimicos llevados a cabo para obtener informacion
paleoclimatica, el mas habitual es el analisis de isdtopos estables de oxigeno. En este
tipo de analisis se estudia la relacion o ratio que existe entre dos is6topos estables de
oxigeno, en concreto entre el mas pesado '®0 y el mas ligero '®O cuya relacion ('80/'°0)
se expresa como 8'80. La técnica utilizada para conocer la abundancia de relativa de
estos isdtopos se denomina Espectrometria de Masas de Relaciones Isotopicas (IRMS,
de sus siglas en inglés). La relacion de isotopos de oxigeno que se encuentra en el CaCO3
de la concha (8™0concha) €5 constante si la temperatura de la superficie del mar (TSM) o
la relacion isotopica del oxigeno del agua en el que habita el molusco (8'®0agua) sON
constantes. Sin embargo, el ratio 8"®0concha puede sufrir una variacion en el caso de que
se produzca un cambio en alguno de estos parametros. Por lo tanto, los moluscos que
vivan en zonas donde la salinidad marina es normal, y suponiendo la §'®0aqua constante,
veran su fraccionamiento isotopico controlado por los cambios de temperatura del agua
circundante [16]. Cuanto menor sea la temperatura del medio, mayor cantidad de %0
en el CaCOs que se forma, es decir, mayor 80 [17], [18].

Diversos estudios han realizado analisis de isétopos en carbonatos biogénicos
resultando muy efectivos como paleotermometros, ya que reflejan de manera fiable la
temperatura a lo largo de la vida del molusco [14], [16], [19]. Los ratios de isétopos
estables de oxigeno medidos en las conchas de moluscos marinos (8"0concha) han
demostrado ser unos potentes registradores de las variaciones estacionales de la
temperatura de la superficie del mar (TSM) a lo largo del aflo que se produjeron en
épocas pasadas[11], [20]-[23]. A pesar de los prometedores resultados, existen diversas

desventajas con el uso de este indicador para llevar acabo analisis de reconstruccion
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paleoclimatica. Una de ellas es que el analisis del fraccionamiento isotopico de oxigeno
es dependiente de la composicidn isotdpica del agua del mar 8'®0aqua [12], [24], [25].
Esto implica una gran limitacion en los casos en los que no se conoce los valores de
8'80agua. Otra desventaja resefiable de este método se pone de manifiesto cuando se
han de llevar a cabo estudios que requieren el analisis de un gran numero de
especimenes. Esto supondria un gran nimero de muestras a obtener de cada ejemplar
a analizar, resultando en un procedimiento que implica un gasto elevado de tiempo y
de recursos econdmicos.

Con el objetivo de evitar las limitaciones de los analisis isotdpicos, se han buscado
alternativas a este indicador. Se ha encontrado una variable que también podria verse
influida por la temperatura del mar como es la concentracion de elementos traza o
minoritarios, como pueden ser el magnesio (Mg), el estroncio (Sr) o el litio (Li) en las
conchas de los moluscos marinos. Estos elementos, en especial el Sr y el Mg se
incorporarian a las conchas de ciertas especies mediante la sustitucion del calcio en la
red cristalina de la calcita o el aragonito [26]-[28]. De hecho, aunque ambos iones son
capaces de sustituir al calcio, el grado de sustitucién ionica difiere entre ambos
polimorfos. La red cristalina del aragonito favorece la sustitucion del calcio por iones
con radios de tamafos superior, como es el estroncio, mientras que en la red cristalina
de la calcita se favorece la sustitucién por iones de radio mas pequefio, como es el caso
del magnesio [29]. Por otra parte, es necesario comprobar el grado de idoneidad de los
indicadores ambientales usados para la reconstruccién paleoclimatica y el estudio de
los patrones de comportamiento prehistoricos. Para este fin, antes de aplicar estos
métodos a las muestras arqueoldgicas, se han de llevar a cabo previamente estudios
con muestras modernas, que hayan crecido en condiciones ambientales conocidas, para
asi comprobar si describen bien los cambios de temperatura anuales [11]. Los ratios de
elementos traza en los carbonatos biogénicos, mas comunmente Mg/Ca y Sr/Ca, han
sido ampliamente investigados como potenciales registros de temperatura o “proxies”
para servir como complementos o alternativas al analisis de §'®0 en carbonatos [30],

[31]. Habitualmente, los analisis de elementos traza se realizan mediante las
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tradicionales técnicas espectrométricas como son, por ejemplo, la Espectroscopia de
Emisidon Optica con Plasma Acoplado Inductivamente (ICP-OES, de sus siglas en inglés)
[32], la Espectrometria de Masas por Plasma Acoplado Inductivamente (ICP-MS) o la
ICP-MS acoplada a un sistema que introduce la muestra en estado sélido mediante la
Ablacién Laser (LA-ICP-MS) [31]. Mediante estas técnicas es posible obtener
concentraciones molares de los elementos minoritarios presentes en los carbonatos y
obtener las relaciones molares entre dichos elementos y el calcio. Estas tecnologias han
demostrado ser una buena alternativa a las medidas de is6topos de oxigeno para
analizar tasas de crecimiento y los ciclos anuales de temperatura [33]. A pesar de los
buenos resultados, hay estudios que sugieren que estas relaciones entre los elementos
traza presentes en los carbonatos y la temperatura del mar es diferente segun la especie
o el lugar donde se produce el crecimiento de los moluscos [34], [35]. Por ello, es
necesario el desarrollo de estudios en diferentes especies procedentes de diversos
lugares para confirmar que estas relaciones elementales pueden ser utilizadas como
indicadores paleoclimaticos. En cuanto a las especies de lapas, pertenecientes al género
Patella, éstas son halladas frecuentemente en yacimientos de la costa cantabrica en el
Norte de Espaia. Debido a su alta disponibilidad en concheros de esta zona geograéfica,
es de interés conocer su idoneidad como archivos paleoclimaticos. Estudios previos
analizaron la relacion de is6topos de oxigeno en las variedades P.depressa 'y P.vulgata y
demostraron su viabilidad como archivos paleoclimaticos [36], [37]. Asimismo, las
relaciones elementales Mg/Ca y Sr/Ca con la temperatura del mar se han estudiado en
concha de lapas diferentes trabajos. Ferguson et al.[11] observaron una regresion R%=
0,79 entre Mg/Ca medida con ICP-MS y la temperatura del agua en las capas de calcita
de ejemplares de P.caerulea y P.rustica. Sin embargo, otros estudios obtuvieron una
baja relacion entre ambas variables en dos ejemplares de P. vulgata [35].

La principal desventaja de la aplicacién de las habituales técnicas espectroscopicas
como el ICP-OES, o ICP-MS, es la gran cantidad de tiempo que requiere su proceso de
muestreo. Para medir un ejemplar de molusco es necesario la toma de micro-muestras

de carbonato de la concha en diferentes puntos espaciales desde el apice de la concha
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hasta el borde, pudiendo abarcar varios centimetros de distancia este recorrido. El
numero de puntos de muestreo necesario es grande si se tiene en cuenta que
tipicamente se toman muestras cada 100-150 ym para tener una resolucion temporal
suficiente, incluso 50-100 pym para una alta resolucién [38]. Ademas, cada una de estas
muestras de material es sometido a un proceso de digestién en medio acido previo a
su medida, lo cual es un proceso tedioso que consume gran cantidad de tiempo debido
al alto nUmero de muestras a analizar por cada espécimen. La aplicacién de la técnica
LIBS para la obtencion de relaciones elementales podria ser la soluciéon de estas
desventajas, ya que la preparacién de las muestras es practicamente despreciable. Esta
técnica reduciria notablemente el tiempo de analisis, especialmente cuando el objetivo
es analizar un gran numero de ejemplares de una misma especie o un mismo
yacimiento. La técnica LA-ICP-MS cumple con los requisitos previamente mencionados,
ya que no es necesaria la preparacion de las muestras, ni su digestién acida previa a las
medidas. Por el contrario, su instrumentacion es considerablemente mas compleja y
costosa que el LIBS [39], [40]. El uso de LIBS para la medida de ejemplares de lapa reduce
el tiempo de analisis de cada ejemplar en un factor de 20 veces respecto al tiempo
necesario para medirlo con ICP-OES [41]. Debido a esto, LIBS se ha convertido en una
herramienta a tener en cuenta para este tipo de analisis que involucran numerosas
muestras.

Este trabajo se ha centrado en el uso de LIBS para obtener las relaciones Mg/Ca de
moluscos marinos y, mas concretamente, en diferentes especies de lapas. El objetivo de
esta investigacion es el desarrollo de la tecnologia LIBS como un método alternativo
para medir las relaciones elementales. En una primera aproximacion se ha comprobado
que las relaciones Mg/Ca medidas en calcita a lo largo de la linea de crecimiento de las
lapas siguen una tendencia ciclica coincidente con los ciclos de temperatura del agua 'y
con los obtenidos mediante el uso de la técnica ICP-OES. Posteriormente, y debido a
que LIBS no proporciona relaciones molares entre elementos, se ha aplicado el
algoritmo Calibration-Free LIBS (LIBS sin calibracion) que permite calcular las

concentraciones molares de los elementos a partir de los espectros medidos con la
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técnica LIBS [42], [43]. Por ultimo, se ha ajustado y validado la aplicacion del algoritmo
CF-LIBS en el carbonato biogénico de lapas P. depressa mediante la comparacion de
este método y una técnica ampliamente aplicada y aceptada para la obtencion de

concentraciones molares, como es la LA-ICP-MS.

5.2.Equipo experimental y método

Para la realizacién de los analisis elementales en conchas de lapas se han utilizado

distintas configuraciones experimentales que se detallan a continuacién.

5.2.1. Método de obtencion de lapas modernas vy
preparacion de muestras

Para la realizacion de este trabajo se han llevado a cabo medidas en lapas arqueoldgicas
y lapas modernas. Los ejemplares de lapas arqueoldgicas fueron hallados en un
conchero del yacimiento arqueoldgico de la cueva de El Mazo (Llanes, Asturias). Las
lapas modernas fueron capturadas en la playa de Langre, en el litoral de la Costa
Cantabrica (Fig. 5.1.) entre los afios 2012 y 2015. Cada conjunto de conchas a analizar
fue recogido en diferentes momentos del afio para poder reflejar todas las estaciones.
Una vez recolectadas las lapas se sumergieron en agua hirviendo para sacrificarlas,
evitando de esta forma que siguieran depositando mas carbonato calcico en la concha.
Para poder acceder al eje de crecimiento maximo de la concha (Fig. 5.2.) es preciso
cortar la concha por dicho eje y obtener dos secciones que permitan ser medidas tanto

con LIBS, como con ICP-OES o LA-ICP-MS.
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Figura 5.1. Situacion geogrdfica de la playa de Langre y el yacimiento de El Mazo. (mapas de:
https.//maps-for-free.com/)

Antes de realizar el corte de las lapas, es necesario protegerlas de la posible rotura. Para
evitarlo, las conchas se recubren de manera parcial con resina epoxi metalica a lo largo
de su eje de crecimiento maximo. De esta manera, pueden cortarse y obtenerse dos
secciones paralelas al eje maximo o bien dividir la lapa en dos mitades dejando accesible
el eje maximo de crecimiento para su medicién. A continuacion, se realizaron los cortes
con una sierra de baja velocidad (Buehler Isomet 1000) y un disco de diamante de 0,5
mm de ancho. La seccion obtenida (de entre 1,5 mm y 3 mm de espesor) fue fijada
posteriormente en un portaobjetos de vidrio utilizando la resina epoxi metalica
previamente mencionada y, por ultimo, fue pulida sobre plataformas de vidrio con
grano de carburo de silicio (SiC) de tipo 600 y 800. Por ultimo, se pulieron con polvo de
diamante de Tum hasta hacerse visibles las lineas de crecimiento. Para la medida de
80 o de Mg/Ca mediante ICP-OES se siguid la metodologia propuesta por otros

autores para las lapas [11], [38].
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Figura 5.2. a) vista transversal de Patella vulgata. b) vista cenital mostrando las lineas de corte para
obtencion de las secciones paralelas al eje de crecimiento, o su divisidon en dos mitades. c) mitad de una
lapa lista para ser medida y d) seccion de una lapa para ser adherida en un portaobjetos.

En un primer paso, es necesario extraer las micro-muestras de carbonato de la capa de
calcita m+2 que se van analizar. Para este fin se utilizé un micro-taladro (New Wave
MicroMill) con una broca de 1 mm. Las muestras se van tomando cada 100-200 um
siguiendo la direccién de crecimiento; empezando por la parte de carbonato que se
depositd mas recientemente, es decir, el borde de la concha, hacia el apice. El mismo
procedimiento de corte de lapas y toma de micro-muestras se sigue tanto para las lapas
modernas recolectadas en vivo, como para las lapas arqueoldgicas halladas en algun

yacimiento. Posteriormente, se realizaron las medidas con el montaje de LIBS.

5.2.2. Laser y espectrometro Czerny-Turner con CCD
intensificado

La primera configuracion experimental se muestra en la Fig. 5.3. El laser utilizado es un

laser de Nd:YAG pulsado Q-Switched (Lotis LS-2147) que emite a una longitud de onda
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de 1064 nm. La duracion de los pulsos es de 16 ns con una tasa de repeticién regulable
hasta 10 Hz. El haz laser de un didmetro de 8 mm es enfocado en la muestra mediante
una lente de silice fundida de 75 mm de focal. Una camara CCD de vision industrial (AVT
Guppy F-033) se situa de manera coaxial a la Optica de focalizado del laser, permitiendo
el visionado en una pequefa ventana (7x5 mm) de la superficie de la concha alrededor

del punto focal del laser.

Camara

Fibra éptica

ICCD | |Espectrémetro

Nd:YAG
Espejo Nd:YAG @ 1064 nm

Lente de enfoque f =75 mm

f Seccion lapa
— (X |
| Posicionador XYZ

Figura 5.3. Equipo experimental.

El montaje cuenta con una plataforma motorizada con desplazamiento en los ejes XYZ
con una resolucidon y precision espacial menor a 1 micra. Esta plataforma permite
automatizar con precisién el desplazamiento por la seccion de la concha ademas de
corregir la altura focal en tiempo real en el caso de que la muestra cuente con una
superficie irregular. El plasma generado con el pulso laser fue recogido mediante una
fibra 6ptica de 600 um de diametro acoplada a un espectrometro de tipo Czerny-Turner
modelo Acton SP-300i con un detector CCD intensificado PIMAX-3 de Princeton
Instruments. Este tipo de espectrometro permite tener varias redes de difraccion (150,

1200 y 1800 lineas/mm) para poder utilizarlo segun las diferentes necesidades
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experimentales. Las redes de difraccién con un gran numero de lineas permiten tener
alta resolucién, pero un bajo rango espectral, sin embargo, las redes con menor nimero

de lineas ofrecen un mayor rango del espectro a costa de perder resolucion.

5.2.3. Laser de doble pulso y espectrometro multicanal

El segundo montaje experimental comprende un laser de doble pulso de tipo Nd:YAG
Q-switched (Lotis LS-2134D) operando a una longitud de onda de 1064 nm. La duracion
del pulso es de 16 ns y su frecuencia hasta 10 Hz. En esta configuracion el espectrometro
multicanal utilizado para la captura de espectros es uno de tipo CCD con 8 canales,
modelo Avantes ULS2048-USB2-RM. Este espectrometro abarca un rango espectral
desde 178 nm hasta 889 nm y tiene una resolucion variable en cada canal variando entre
0,015 nmy 0,060 nm. El plasma formado en la superficie de la muestra es capturado por
dos fibras consecutivas, la primera fibra puede ser de 800 ym o de Tmm de diametro y
se acopla a una segunda fibra que consta de un "bundle” de 8 fibras de 200 ym de
diametro de nucleo cada una, que conducen la luz a cada uno de los 8 canales del
espectrometro. El resto de los componentes del montaje, tanto el posicionador XYZ, la
camara de visionado de la muestra y las lentes focales, son iguales a la configuracidn

de la seccidon 5.2.2.

5.2.4. Algoritmos aplicados

5.2.4.1. Calibration-Free LIBS

Uno de los objetivos de este estudio es obtener las relaciones molares de Mg y Ca en
las conchas de las lapas a partir de los espectros obtenidos con LIBS. Para ello se ha
implementado el algoritmo conocido como Calibration-Free LIBS. El procedimiento,
explicado en la seccion 4.2.1., se implementd mediante un script de Matlab en el que se

siguen una serie de pasos que se describen a continuacion:
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1. Deteccion del nUmero de espectros validos. En primer lugar, el programa detecta
el primer pulso valido de cada rafaga de cada punto espacial, ya que hay un
numero de pulsos iniciales para los que no se activa el laser con el objetivo de
conseguir una medida del ruido de fondo electronico del espectrémetro. Con
este dato y con el nUmero de pulsos que se disparan en cada punto espacial se
obtiene la Fig. 5.4., donde se muestra visualmente los espectros validos en cada

punto.

- Number of valid spectra in each spatial point

155 b

15 7

145 | 7

135 7

O W s
o AR 000 A

Figura 5.4. Cantidad de espectros validos en cada punto espacial.

2. Calculo y correccion del ruido electronico. Con el valor medio de los espectros
no validos (ruido) se obtiene un espectro promedio. Este corresponde al espectro

de ruido electronico que se debe de restar a todos los espectros validos.
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3. Normalizacién de los espectros. En el caso de querer normalizar el espectro, hay
una opcion para normalizarlos, en la que se divide cada espectro entre su
energia, estimada como la intensidad integrada para todas las longitudes de

onda.

4. Correccion de la irradiancia. Este paso es primordial para la aplicacion de CF-
LIBS. Mediante el uso de lampara calibrada en irradiancia se obtiene una variable
que es la respuesta del espectrémetro. Cada uno de los espectros se divide por

esta variable y de esta forma se corrige la irradiancia.

5. Eliminacién de las lineas de emision solapadas o en zonas de muy baja
sensibilidad. Cuando se mide un nuevo tipo de muestra se seleccionan en el
cddigo qué lineas de emision se quieren usar, a priori. Sin embargo, puede
ocurrir que algunas de ellas estén solapadas. El programa considera que dos
lineas estan solapadas si la distancia entre ellas es menor que 3 veces la
resolucion FWHM del espectrémetro en esa longitud de onda. Ademas, en las
longitudes de onda de los extremos de algunos canales, la sensibilidad es muy
baja. Las lineas en esa zona pueden parecer exageradamente intensas debido a
la correccion de la irradiancia. Este analisis avisa al usuario si alguna de las lineas
esta solapada o tiene baja sensibilidad para tomar la decisién de no contar con

ella para el CF-LIBS.

6. Busqueda de lineas de emisién saturadas o de muy baja intensidad. Se buscan y
se marcan lineas muy poco intensas o saturadas, para poder descartar o bien
algunas lineas para todo el analisis, o bien espectros completos. Este paso es
fundamental para evitar que lineas saturadas sean consideradas para obtener el

espectro promedio de una rafaga de pulsos en un punto espacial.
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7. Eliminacion de la radiacion de fondo (baseline). El programa ofrece la posibilidad
de eliminar la radiacion de fondo bien mediante el algoritmo propuesto por Yun

et al (2009) o bien airPLS (Zhang, 2010).

8. Evaluacion del ajuste y toma de referencias. En este paso el programa evalua
como de bueno es el fitting de los picos y se buscan las longitudes de onda
exactas que abarca el pico. Esto se realiza sobre un espectro promedio de todos
los que hayan quedado como validos, o bien de un espectro de un punto
espacial concreto. A partir de ese espectro, se buscan, para cada linea de
emisién, las longitudes de onda que abarca cada pico/linea. Esta decision se
aplica luego para todos los puntos espaciales la misma, en caso de no aplicarlo,
los valores de concentracién obtenidos tienen mas variabilidad a lo largo de una
secuencia de puntos espaciales. Aqui el programa muestra el ajuste (Fig. 5.5.)
que hace de cada uno de los picos que se estan teniendo en cuenta para los

calculos mediante CF-LIBS.

File Edit View Insert Tools Desktop Window Help

Ucdde| @ 08 k[E
%10 Cal @239.856
2.5 |

1.5

0.5}

-0.5 ' ' ' ' ' ' ' ' '
2388 239 2392 2394 2396 2398 240 2402 2404 2406

Figura 5.5. Ejemplo de ajuste de un pico de Ca en un espectro obtenido en lapas.
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También se muestra una imagen del espectro con todas las lineas de emision
identificadas por cada elemento (Fig. 5.6.). Es conveniente mirar esta identificacion de

picos para cada nuevo tipo de muestra que se mide.
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Figura 5.6. Identificacion de lineas de emision de cada elemento en el espectro.

9. Espectro promedio y ajuste de picos. En este momento se calcula el espectro
promedio de cada punto espacial y se hace el ajuste de picos punto a punto. El
programa emite un aviso en el caso de que el ajuste de un pico tenga un
porcentaje de error demasiado elevado. También emite un aviso en el caso de
que un pico sea demasiado ancho, estrecho o flojo y lo marca como no valido
para no incluirlo en los Boltzmann-Plot. Ademas, muestra como es el porcentaje

de error del ajuste de cada pico a lo largo de cada punto espacial (Fig. 5.7.).
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e 38: Fitting error (%) for all peaks in each spatial points, fitting issues are revealed here - (]
t View Insert Tools Desktop Window Help
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Call@315.89 error=4.3% std=0.073
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Mgl@382.9355 error=5.5% std=0.41
Mgl@516.7322 error=5.8% std=0.29
Mgl@517.2684 error=4.7% std=0.11
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Figura 5.7. Porcentaje de error de ajuste de cada pico en cada punto espacial de la muestra.

10. Elaboracién de los Boltzmann-plots. Se representan los graficos de Boltzmann
en cada punto espacial (Fig. 5.8.). De aqui se obtiene el valor de la temperatura
del plasma (Te) a través de la pendiente de la recta. El programa permite hacerlo
de diferentes formas: tomando un valor de Te para cada especie y luego
calculando la media, o bien se hace un ajuste multiespecie Unico, es decir se

hacen multiples ajustes lineales restringidos a tener una Unica pendiente.
11. Célculo de la densidad electronica del plasma (Ne). Se calcula para todas las

lineas de emision de las que se disponga de su valor de la constante w de Stark,

y también para el pico de H alfa.
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o BP #1 Mgl Te= 8207K R2=1.00

T ¥
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Figura 5.8. Ejemplo de Boltzmann plot para el Mg | para un punto espacial de una lapa.

12. Calculo iterativo del Saha-Boltzmann plot (Fig. 5.9.). Partiendo de los valores de
Te y Ne calculados previamente se produce una iteracion hasta llegar a
converger en un valor final de Te y Ne. También se calcula la ordenada en el
origen del Saha-Boltzmann plot de donde sale la concentracion de los

elementos.

SahaBP #1 all species Te= 7868K, mean R2=0.99
*

22

24 . . . . . . . . . |

Figura 5.9. Ejemplo de Saha-Boltzmann plot de todas las especies de Ca y Mg.
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13. Calculo de las concentraciones. Las concentraciones se obtienen del SahaBP de
una especie dada, o del SahaBP de todas las especies juntas. Ademas, también
es posible extrapolar las concentraciones de los iones a partir de los elementos

neutros usando la ecuacion de Saha-Eggert.

14. Se genera la variable “ratio_to_export”. Esta variable almacena los valores de las
relaciones de las concentraciones en cada punto espacial. El programa permite
elegir qué representa ese ratio de variables. Puede ser concentraciones molares,
en peso o calculando la concentracidn de los iones a partir de los neutros (paso

13). Esta variable seran las concentraciones resultado.

15. Al finalizar se guarda una copia del programa ejecutado con una marca temporal
en el nombre para que quede registro de cémo se ha hecho el procesado.
Ademas, se guarda también un archivo “processing_output.txt” con todo lo que
se ha impreso en pantalla al procesar, asi se pueden analizar todos los avisos y
las decisiones que se han ido determinando y los resultados intermedios que se

van obteniendo.

5.2.4.2. Singular Spectrum Analysis SSA

Una desventaja de la aplicacion de LIBS para el andlisis elemental es la variabilidad
observada en las series secuenciales de relaciones elementales Mg/Ca obtenidas
mediante esta técnica. Aunque este impedimento no parece interferir en gran medida
en la correcta estimaciéon de la estacién de captura de los moluscos, se ha utilizado un
procedimiento con el objetivo de eliminar las variaciones a pequefia escala, pero
conservando las oscilaciones de mayor temporalidad. Para ello se ha aplicado el
Singular Spectrum Analysis (SSA), un método no paramétrico que descompone las

series elementales en diferentes componentes. Descartando los componentes de mayor

- 126 -



Capitulo 5: LIBS aplicado al estudio del paleoclima

frecuencia y utilizando solamente los que cuentan con una frecuencia baja, se consigue
el suavizado de los perfiles generados [48], [49]. Este procedimiento fue inicialmente
aplicado en investigaciones climaticas para eliminar variaciones de alta frecuencia
(diarias, anuales...) en una escala temporal mas amplia.

En esta investigacion, se ha aplicado el algoritmo SSA desarrollado para Matlab por Ghil
et al. (2002) (http://research.atmos.ucla.edu/tcd//ssa/). Las secuencias obtenidas tras la

implementacion del citado algoritmo muestran una suavizacion de las mismas.

5.3. Casos de estudio: Resultados y discusion

En el desarrollo de este trabajo, se han medido mediante técnica LIBS lapas tanto

arqueologicas como modernas de las especies Patella Depressa y Patella Vulgata.

5.3.1. Perfiles Mg/Ca en muestras arqueoldgicas de Patella
Vulgata. Comparativa LIBS con ICP-OES. Medida en
capa convencional y validacion en el apice.

En este trabajo [50] se midi¢ la relacion elemental entre el Mg y el Ca en cuatro conchas
arqueoldgicas de lapas de la especie P.vulgata. Para medir los perfiles Mg/Ca se han
utilizado la técnica LIBS y la técnica ICP-OES usada habitualmente por ser una técnica
ya establecida. El uso de LIBS para medir estas relaciones elementales resultaria de gran

utilidad debido al menor tiempo necesario para realizar las medidas.

5.3.1.1. Materiales y condiciones experimentales

Las lapas que se midieron en este trabajo fueron halladas en el conchero del yacimiento
arqueoldgico de El Mazo, en la localidad de Llanes (Asturias). Los especimenes aqui
analizados corresponden al Holoceno temprano y estan datados de entre 8400 y 7900
anos antes del presente. El proceso de medida de estas lapas fue secuencia. En primer

lugar, se midieron los 4 ejemplares mediante ICP-OES y posteriormente con LIBS. El
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primer paso seguido para aplicar la técnica ICP-OES fue la toma de muestras a lo largo
del eje de crecimiento, tal y como se explica en la seccién 5.2.1. Una vez obtenidas las
muestras y digeridas en medio acido se midieron en la Manchester Metropolitan
University (Reino Unido), mediante el equipo Thermo Scientific iCAP6300. Se utilizaron
las lineas de emision 317,9 nm para el Cay 279,5 nm para el Mg.

Para la medida de las lapas con LIBS se utiliz6 la configuracidn instrumental previamente
detallada en la seccion 5.2.2. y las condiciones experimentales fueron ajustadas para
estas medidas. La tasa de repeticion fue de 10 Hz, la energia por pulso de 35 mJ y por
cada punto espacial medido se dispararon 50 pulsos. Con estas condiciones, el crater
producido en la muestra fue de aproximadamente 100 pm de diametro y una
profundidad de aproximadamente 0,2 um por pulso (Fig. 5.10.). La ventana temporal de
captura del espectrometro se establecid en 20 us empezando a capturar 0,5 s después

del disparo del laser.

— laser

Figura 5.10. Imagen de los crdteres originados por las medidas LIBS en Patella Vulgata.

Las lineas de emisién elegidas para el calculo de los ratios Mg/Ca fueron 285,2 nm para
el Mg y 300,7 nm para el Ca. Se comprobd que las lineas seleccionadas no estuvieran

saturadas ni auto-absorbidas.
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Las medidas LIBS llevadas a cabo en este estudio fueron hechas con dos configuraciones
del espectrometro diferentes. Algunos de los experimentos se realizaron con una
ventana espectral mas “ancha” y otros con una ventana mas “estrecha”. La ventana
ancha, que se establecié entre 277 y 563 nm, tiene un grating de 150 lineas/mm, por lo
que la ventana se considera de baja resolucion. La ventaja de usar esta configuracion es
que te permite observar y procesar lineas del mismo elemento que no estén en una
region espectral proxima e incluso estudiar la presencia de otros elementos
simultdaneamente, como el Sr o el Li que podrian ser de utilidad en el estudio de estos
moluscos. Por otro lado, la ventana estrecha cuenta con un grating de 1200 lineas/mm,
lo que permite tener una gran resolucion, pero poco rango espectral, que en este caso
se configurd desde 274 a 306 nm, ventana que permite observar las lineas previamente
seleccionadas para calcular los ratios elementales.

Con el fin de explorar distintos métodos de obtencién de secuencias de ratios
elementales, las medidas se realizaron en dos areas diferentes (Fig. 5.11.) de la seccidn
transversal de las conchas de P.vulgata:

1) Se siguioé una trayectoria desde el borde de la lapa (el material depositado mas
recientemente) en direccién al apice, pasando por el centro de la capa de calcita m+2.
Esta capa es la misma que se midié previamente mediante ICP-OES y la usada
habitualmente para los analisis de is6topos de oxigeno [51]. Se siguid un trazado similar
al seguido para la toma de las muestras necesaria para la realizacion de las medidas con
ICP-OES. La distancia entre puntos de medida se establecio en 200 um, sabiendo que el
crater originado en cada medida es de 100 um, se consiguid evitar el solapamiento
entre medidas.

2) Se midié la capa interior de calcita m-2 trazando una linea desde el exterior del apice
de la concha hasta la superficie interior de la concha (donde se encuentra el molusco).
Las medidas en esta zona del apice se han medido previamente utilizando la técnica LA-
ICP-MS [52]. Al tratarse de una zona de la concha con menos amplitud, los incrementos
de crecimiento estan comprendidos en un espesor de tan solo 1-2 mm, representando

una extension significativamente menos a las decenas de milimetros que suelen medir
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todos los incrementos de crecimiento que se miden habitualmente en la capa de calcita
m+2. De nuevo la técnica LIBS juega aqui un papel ventajoso respecto a las técnicas
espectroscopicas que necesitan de muestro mediante micro-molienda de la concha
(ICP-OES, ICP-MS o IRMS), ya que estas no tienen la resolucion espacial necesaria para
alcanzar cada incremento de crecimiento de la concha en esta zona. En este caso, para
obtener una resolucion mayor en la capa m-2, las medidas LIBS se han hecho con una
separacion de 25 uym entre cada punto espacial, lo que provoca un solapamiento de 75

um.

Medidas LIBS
en capa m-2 de calcita

Medidas LIBS
en capa m+2 de calcita

Borde de la lapa

Figura 5.11. Lineas de medida a) longitudinal a lo largo de la concha b) en el dpice.

Con los espectros obtenidos se calculd el ratio entre las areas integradas de los dos
picos de emisidn en cada espectro, y se promediaron los 50 ratios de los 50 espectros
en cada punto espacial. Debido a la ausencia de estandares de calibracion especificos
que se ajusten a la matriz de los carbonatos biogénicos de concha de moluscos marinos,
el ratio Mg/Ca LIBS que se obtiene es un valor bruto expresado en unidades arbitrarias
(u.a.), a diferencia de las unidades de concentracién molar derivadas del ICP-OES (es
decir, mmol/mol). Ademas, los valores de Mg/Ca (u.a.) obtenidos por LIBS son
consistentemente representativos de la relacion molar real de Mg/Ca solamente cuando

las condiciones experimentales de LIBS (la ganancia del intensificador, el alineamiento
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optico o la configuracién del espectrometro) son idénticas entre los distintos intervalos
de toma de datos, una situacion que no siempre fue posible durante este estudio. Para
la configuracién utilizada en este caso, la aplicacién de algoritmos que permiten obtener
concentraciones molares, como el CF-LIBS, no es viable, ya que ninguna de las ventanas
espectrales de las que se disponen cumplen con los requisitos necesarios. La ventana
estrecha nos da gran resolucién, pero un numero escaso de picos de las diferentes
especies, lo que hace que el nUmero de lineas espectrales consideradas por el algoritmo
no sean las suficientes para conseguir una precision aceptable. Por otro lado, la ventana
de rango espectral amplio nos permitiria estudiar un nUmero mayor de picos, pero su
baja resolucién impediria un modelado éptimo de los mismos. Debido a esto, se van a
comparar los ratios Mg/Ca medidos con LIBS en unidades arbitrarias con los resultados
obtenidos con ICP-OES en mmol/mol de 4 especimenes arqueoldgicos (MA.107.3,

MA.105.3, MA.112.3 y MA.101.3).

5.3.1.2. Toma de espectros LIBS y comparativa con ICP-OES

Los espectros obtenidos con ambas ventanas se muestran en la Fig. 5.12. Se observa
cdmo los picos seleccionados para el calculo del ratio Mg/Ca tiene una intensidad baja
y por tanto estan lejos de sufrir de auto-absorcién o saturacion (Fig. 5.12.a.). A partir
del calculo de los ratios promedio entre las lineas de emision del Mg y el Ca en cada
punto espacial se construyé un perfil de Mg/Ca a lo largo de la longitud de la concha.
De esta forma se pueden observar las variaciones que sufre la cantidad de Mg a lo largo

de su crecimiento.
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Figura 5.12. a) Espectro de calcita capturado con la ventana ancha. b) Espectro capturado con la
ventana estrecha. En ambos, se sefalan los picos usados para calculo del ratio Mg/Ca

En primer lugar, se comprobd la robustez y reproducibilidad de las medidas LIBS en un
mismo espécimen. La lapa MA.101.3 se midi6 dos veces consecutivas utilizando la
misma configuracion, condiciones experimentales y el mismo trazado a lo largo el
crecimiento de la concha. En la Fig. 5.13. se observa como en ambos perfiles Mg/Ca

obtenidos, las relaciones elementales en un mismo punto espacial son altamente
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repetitivas, obteniendo un R?=0,98. Esta alta correlacion indica que siempre y cuando
tanto la configuracion como las condiciones experimentales se mantengan invariables,

las medidas LIBS tienen una gran repetitividad.

1,1 1 . .
——Primera secuencia
—-Segunda secuencia
:P

1,0 -
-
g
5
N
]
)
N
s
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Distancia desde el borde (mm)

Figura 5.13. Comparacion de dos perfiles Mg/Ca medidos con LIBS consecutivamente en el mismo
trazado del espécimen MA.101.3.

Las primeras series de medidas realizadas en los 4 especimenes se hicieron trazando un
recorrido transversal desde el borde de la lapa hasta el apice de la concha, siguiendo
una trayectoria de muestreo a través del centro de la larga capa de calcita m+2. El
muestreo se llevo a cabo cada 200 um, obteniendo 48, 57, 78 y 49 puntos de medida
en los especimenes nombrados MA.107.3, MA.1053, MA.1123 y MA.101.3
respectivamente. Los perfiles de ratios Mg/Ca generados con LIBS en cada individuo a
lo largo del crecimiento de la concha permitieron identificar de 1 a 3 ciclos de Mg/Ca
(Fig. 5.14.y 5.15.), asemejandose a los ciclos de temperatura del agua intra-anuales. Los
valores minimos de Mg/Ca obtenidos fueron bastante similares en los cuatro ejemplares
(0,78, 0,76, 0,77 y 0,77 u.a.). En el caso de los valores maximos, la variabilidad fue
ligeramente mayor (1,04, 1,07, 1,13 y 1,00 u.a.), provocando también una ligera
disparidad en las horquillas de valores Mg/Ca de cada espécimen (0,26, 0,31, 0,36 y 0,22

u.a.). Los perfiles obtenidos con LIBS se compararon directamente con las medidas
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mediante ICP-OES. El nUmero de puntos de muestreado para cada espécimen fue de
100, 90, 115 y 88 muestras para MA.107.3, MA.105.3, MA.1123 y MA.101.3
respectivamente. Los resultados obtenidos también mostraron entre uno y tres ciclos
en los perfiles Mg/Ca obtenidos con esta técnica (Fig. 5.14.y 5.15.). Los valores maximos
de Mg/Ca (25,85, 22,46, 24,56 y 23,55 mmol/mol) fueron mas similares entre los
especimenes que los valores minimos (13,27, 9,08, 16,45 y 13,19 mmol/mol). Por tanto,
el rango de los valores entre los que se mueven los ratios elementales Mg/Ca obtenidos
mediante ICP-OES dentro de estos especimenes de P. vulgata también mostraron cierta

variabilidad (12,58, 13,37, 8,11 y 10,35 mmol/mol).
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-23
-21
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-17

-15
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0,70 T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14
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- 20
- 18
- 16
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Mg/Ca ratio (u.a.)
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Figura 5.14. Comparacion de los perfiles Mg/Ca obtenidos mediante ICP-OES y mediante LIBS de las
lapas MA.101.3 y MA.105.3.
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Figura 5.15. Comparacion de los perfiles Mg/Ca obtenidos mediante ICP-OES y mediante LIBS de las
laspas MA.107.3 y MA.112.3.

Los perfiles de Mg/Ca obtenidos mediante las dos metodologias analiticas fueron
significativamente similares en todos los especimenes medidos, exhibiendo unos altos
coeficientes de correlacién (Fig. 5.16.). Ambas técnicas utilizadas, LIBS e ICP-OES,
mostraron tendencias relativas en Mg/Ca muy semejantes e identificaron el mismo
numero de ciclos de Mg/Ca en cada uno de los especimenes individuales de P. vulgata.
Se puede interpretar en este sentido que los ciclos mostrados en estos perfiles son
originados por los cambios estacionales en la temperatura del agua de mar a lo largo
del afo. Sin embargo, se puede ver en la Fig. 5.16. que hay diferencias en los parametros

de regresion lineal (al comparar el ratio Mg/Ca mediante LIBS (u.a.) con el ratio Mg/Ca
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obtenido por ICP- OES (mmol/mol)) entre las cuatro conchas, lo que se puede atribuir
a las condiciones experimentales poco consistentes de LIBS, las cuales afectan a los

valores brutos de Mg/Ca medidos con esta técnica.
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Figura 5.16. Regresion lineal entre las medidas de Mg/Ca obtenidas por LIBS (eje y) y por ICP-OES (eje
x) para cada muestra de P. vulgata.

Al observar las figuras 5.14.y 5.15. se puede concluir que existe una gran similitud entre
las mediciones de Mg/Ca realizadas con LIBS e ICP-OES en la misma capa de calcita de
conchas arqueoldgicas de la especie P.vulgata. Las pequeias diferencias observadas
entre ambas técnicas se pueden atribuir a varios motivos. Por un lado, la precision
menor es intrinseca y caracteristica de LIBS debido a la variabilidad del plasma entre
disparo y disparo. Por otro lado, las dos técnicas estan midiendo partes ligeramente
diferentes de la lapa. Las medidas realizadas con ICP-OES analizan mayor cantidad de
material que el LIBS ya que el material de la concha que se muele para cada punto
espacial corresponde a un incremento de crecimiento completo, lo cual equivale
aproximadamente a 100 pg de calcita por punto. Por el contrario, los puntos de medida
realizados con LIBS tienen un tamafno de 100 um de diametro, ablacionandose unos 0,2
ug de calcita por punto espacial. Esto equivale a una cantidad 500 veces menor a la
medida mediante ICP-OES. Debido a la reduccién tanto de la cantidad de carbonato

como del area medida en cada disparo LIBS, es posible que mediante esta técnica se
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detecten variaciones en la cantidad de Mg incorporada dentro de un mismo incremento
de crecimiento de las conchas, que en el caso de medirse con ICP-OES, se estarian

promediando.

5.3.1.3. Perfiles Mg/Ca en el apice vs secuencia seccion transversal

La segunda serie de mediciones LIBS se realizd en un trazado de medidas mas corto,
proximo al apice de las conchas de P. vulgata, recorriendo la capa de calcita m-2. Las
figuras 5.17.y 5.18. muestran los perfiles de Mg/Ca medidos en la zona del apice de la
lapa, comparandolos con los perfiles Mg/Ca generados a través de las medidas mas
largas realizadas en la capa de calcita m+2. Se tomaron un total de 63, 35, 66 y 96
puntos de medida a intervalos de 25 pum en los mismos ejemplares de P. vulgata
MA.107.3, MA.105.3, MA.112.3 y MA.101.3, respectivamente. El nimero de ciclos
identificados dentro de estos perfiles Mg/Ca del apice de la concha esta también entre
uno y tres. Los ratios minimos de Mg/Ca en el apice (1,31, 1,37, 1,39 y 1,44 u.a.) fueron
similares en los cuatro especimenes, mientras que los maximos (1,73, 2,03, 1,94y 2,13
u.a.) presentaron una mayor variabilidad, al igual que ocurria en las medidas hechas en
la capa de calcita m+2. Por lo tanto, las horquillas de Mg/Ca fueron de 0,42, 0,66, 0,55
y 0,69 u.a. para los especimenes MA.107.3, MA.105.3, MA.1123 y MA.101.3,
respectivamente. Es necesario apuntar que los valores absolutos de Mg/Ca
determinados por LIBS son diferentes entre ambas series de mediciones, debido a que
las medidas hechas en el apice de la concha (dentro de la capa m-2 de calcita) se
realizaron con la ventana espectral mas estrecha, mientras que el primer conjunto de
medidas (secciones a través de la capa m+2 de la concha) se llevaron a cabo con la

ventana espectral ancha.
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Mg/Ca seccion (u.a.)

Mg/Ca seccion (u.a.)

Figura 5.17. Representacion de secuencias Mg/Ca medidas con LIBS a través de la capa de calcita m-2
situada en el dpice (azul) y a lo largo de la seccion de la capa m+2 desde el dpice hasta el borde
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(naranja) en las lapas MA.101.3 y MA.105.3.

Con el tipo de espectros que obtenemos con este equipo, no es posible convertir las
relaciones Mg/Ca en bruto obtenidas con LIBS en unidades de concentracion de
mmol/mol. Por ello, sélo se puede comparar la variacion relativa (minimos, maximos y
ciclos) de Mg/Ca. Tal y como muestran las figuras 5.17. y 5.18,, la variacion relativa de
Mg/Ca dentro de cada espécimen individual es similar en ambas areas de las conchas
de P. vulgata que fueron muestreadas, confirmando que la medicion de Mg/Ca en la

region del apice de la concha es asimismo un planteamiento de muestreo adecuado.
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La razdn por la que tipicamente los ratios elementales se obtienen de la capa de calcita
m+2 de las conchas de la especie P. vulgata [37], [53], es que en esta parte de la concha
existen altas tasas de deposicion de material durante la mayor parte de la vida del

molusco.
Distancia desde la parte interna del apice (mm)
0 0,25 0,5 0,75 1 1,25 1,5

——Mg/Ca en seccién ——Mg/Ca en apice 1.9

1,0 1.8
g 173
3 — 3
5 0,9 16 8
%} B
g &
@ 15 o
g 0,8 14 s

l 1.3

MA.107.3
0,7 1,2

0 2 4 6 8 10 12 14
Distancia desde el borde la lapa (mm)

Distancia desde la parte interna del apice (mm)
0 0,5 1 1,5 2

——Mg/Ca en seccion ——Mg/Ca en apice 2.2

0,95
—_ ¢ 2
‘; 0,90 ’;:
= 2
c 1,8
¥e) 9o
S 0,85 2
: s
0,80 169
3 s

0,75 —p> 1,4

MA.112.3
0,70 1,2

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
Distancia desde el borde la lapa (mm)

Figura 5.18. Representacion de secuencias Mg/Ca medidas con LIBS a través de la capa de calcita m-2
situada en el dpice (azul) y a lo largo de la seccion de la capa m+2 desde el dpice hasta el borde
(naranja) en las lapas MA.107.3 y MA.112.3.

Esto permite que, al tratarse de una seccidn larga, la resolucion temporal de la concha
sea alta. La capa de calcita mas cercana al apice de la concha de P. vulgata (capa m-2)

ha demostrado conservar el mismo registro de Mg/Ca [54]. Esta capa resulta ser tan
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pequefa y estar tan comprimida en un espesor de solo unos milimetros, que es muy
dificil lograr un muestreo con suficiente resoluciéon espacial (y por tanto temporal)
mediante las técnicas que necesitan de toma de muestras mediante la micro-molienda
de la calcita. Tan solo un estudio ha medido las proporciones elementales en el apice
de la concha de lapas del género Patella [52]. En dicho trabajo se obtuvieron los ratios
Mg/Ca aplicando LA-ICP-MS a conchas modernas de P. vulgata. Los resultados
obtenidos mostraron ciclos aparentemente estacionales en las secuencias de Mg/Ca,
sin embargo, esos ciclos no se correlacionaron con otros perfiles de Mg/Ca generados
en otras capas de la concha, ni se correlacionaron con otras técnicas o con la
temperatura del agua del mar. En el presente estudio se muestra una gran similitud
entre los perfiles de Mg/Ca obtenidos con LIBS medidos en la capa de concha m-2 del
apice y los perfiles generados para la capa de concha m+2 mas amplia.

Obtener perfiles de Mg/Ca en la zona del apice de la concha usando la técnica LIBS seria
una gran ventaja debido a las caracteristicas de esta técnica, que permite realizar
mediciones a gran velocidad y a la luz de los resultados obtenidos, con una alta
resolucion espacial incluso en esta zona tan estrecha de la concha. El uso de LIBS en
esta zona, como alternativa a las medidas en la capa de calcita m+2, podrian llevar a
una generacion aun mas rapida de los perfiles de Mg/Ca con un ndmero suficiente de
puntos para mantener una alta resolucion temporal y registrar los cambios y ciclos en

los perfiles intra-anuales de Mg/Ca.

5.3.1.4. Conclusiones

Este estudio presenta un analisis comparativo de los perfiles de Mg/Ca medidos en
conchas arqueoldgicas de la especie de lapa comun P. vulgata, utilizando las técnicas
analiticas ICP-OES y LIBS. Los resultados obtenidos validan el uso de la técnica analitica
LIBS para esta aplicacion. LIBS se ha aplicado en pocas ocasiones a conchas de moluscos
marinos, pero esta técnica analitica puede ofrecer distintas ventajas sobre las técnicas
espectrométricas convencionales (ICP-OES, ICP-MS y LA-ICP-MS), como pueden ser la

realizaciéon de medidas mas rapidas, la escasa y/o rapida preparacion de las muestras,
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una facil automatizacion y una instrumentacion menos compleja y de menor coste que
algunas de estas técnicas.

Los perfiles Mg/Ca medidos en la capa m+2 de calcita en 4 especimenes arqueoldgicos
de P. vulgata mediante LIBS e ICP-OES tuvieron una alta correlacién, con valores de R®
entre 0,62 y 0,91. Asimismo, las dos técnicas fueron capaces de reflejar el mismo ndmero
de ciclos de Mg/Ca en cada una de las conchas analizadas, lo que estéa relacionado con
los cambios estacionales en la temperatura del agua del mar.

También se han generado, por primera vez, secuencias de Mg/Ca en el apice de la
concha, midiendo la capa de calcita m-2 de P. vulgata. Los perfiles obtenidos en esta
zona de la concha muestran una gran similitud con los perfiles Mg/Ca que se generaron
en la capa m+2, que es usada tradicionalmente para este tipo de analisis. Esta
correlacion alta entre los perfiles obtenidos en ambas capas abre una puerta a la
posibilidad de medir este tipo de molusco mediante medidas en profundidad, sin
necesidad de cortar la lapa en secciones. Debido a la orientacion de los incrementos de
crecimiento en esta parte de las conchas de P. vulgata que se encuentran alineados de
manera paralela al borde interior de la concha, existe la posibilidad de generar los
perfiles de Mg/Ca partiendo de la parte exterior de la concha y profundizando en la
capa del apice.

La ahora probada utilidad de la técnica LIBS para la generacion robusta de perfiles de
Mg/Ca en las conchas de P. vulgata tiene implicaciones importantes para los estudios
arqueologicos. Mediante la aplicacion de LIBS para la obtencion de las secuencias de
Mg/Ca, el tiempo de preparacion y medicion de las conchas se reduce en
aproximadamente 20 veces, por lo que el uso de esta técnica permitiria generar dichos
perfiles elementales de manera mucho mas rapida que mediante el ICP-OES. Al
reducirse el tiempo empleado en cada ejemplar al aplicar LIBS, podria verse
incrementado el ndimero de especimenes analizados para cada yacimiento
arqueologico, o incluso para cada nivel cronologico dentro de cada yacimiento,
mejorando la fiabilidad estadistica de los datos y la solidez de las interpretaciones. Un

ejemplo de aplicacion arqueoldgica que se beneficiaria de las medidas de los perfiles
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de Mg/Ca con LIBS es el analisis de la temporada de captura de moluscos marinos como
recurso alimenticio para las sociedades prehistoricas. Este dato podria deducirse
analizando la época del afio a la que fue capturado cada molusco y asi realizar
deducciones sobre los comportamientos de los habitantes de los yacimientos

prehistoricos.

5.3.2. Perfiles Mg/Ca aplicando CF-LIBS en lapas Patella
depressa. Comparativa con §'®0 y TSM.

En este caso de estudio se midio, por primera vez, las relaciones Mg/Ca en muestras de
lapas recogidas en vivo de la especie Patella depressa Pennant, 1777 [55]. Esta especie
de molusco fue consumida en gran cantidad por los pobladores del Mesolitico durante
el Holoceno temprano, a lo largo de la costa atlantica de Europa, representando un
importante porcentaje de todos los taxones de conchas hallados en concheros
excavados en el norte de Espaia y Francia [1], [56].

Este estudio analizd lapas modernas de la especie Patella depressa mediante LIBS y se
aplico por primera vez el algoritmo CF-LIBS para la obtencidn de relaciones molares de
Mg/Ca en conchas de moluscos marinos. Se compararon estas medidas con el perfil de
temperaturas de la superficie del mar en el momento de la vida de los moluscos ademas

de los perfiles de isdtopos de oxigeno que se obtuvieron de los mismos especimenes.

5.3.2.1.Condiciones experimentales y preparacion de las muestras

Las lapas Patella depressa medidas en este estudio fueron capturadas en la playa de
Langre, ver seccion 5.2.1. Los especimenes recogidos son 4 lapas capturadas el 1 de
Octubre de 2012, es decir, al final del verano, cuando la temperatura del mar ha
alcanzado ya su punto maximo. Para poder determinar si las series de Mg/Ca de estas

conchas obtenidas con LIBS dependen de las condiciones ambientales, se compararon
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con las variaciones de la TSM medidas a lo largo del aflo durante el periodo de vida de
los moluscos. Los datos instrumentales diarios de la TSM fueron proporcionados por el
Instituto Espafol de Oceanografia (Santander, Cantabria), a menos de 10 km de la
localizacion de la playa de Langre.

Para medir estas lapas se cortaron y prepararon de acuerdo a la metodologia aplicada
a previamente en diferentes especies de lapas y que se desarrolla en la seccion 5.2.1.
Las secciones de lapas se midieron con la configuracién experimental explicada en la
seccion 5.2.3 utilizando el laser de doble pulso. Las medidas LIBS se tomaron cada 100
um en la capa de calcita m+2 desde el eje de la lapa hacia el apice, siguiendo una
trayectoria perpendicular a las lineas de crecimiento. La energia del pulso laser se fijé
en 40 mJ, y se utilizo la funcion doble-pulso del laser, disparando con una diferencia de
4 ps entre ambos pulsos. Esto produjo un tamafio de crater de 200 um de didametro
aproximadamente y 0,2 ym de profundidad promedio para cada disparo laser. La
ventana de captura para recoger la luz emitida por el plasma se configurd para empezar
5 microsegundos después del disparo del laser, con una duracién de 1 milisegundo (el

tiempo minimo de captura para este tipo de espectrometro sin intensificador).

5.3.2.2. Aplicacion de CF-LIBS para la obtencion perfiles Mg/Ca

Debido a la ausencia de estandares de calibracion especificos para los carbonatos
biogénicos de la concha de los moluscos marinos, en investigaciones previas realizadas
en este tipo de conchas, los valores de la relacion elemental Mg/Ca se calcularon a partir
de la relacion en bruto de dos lineas elementales, expresadas en unidades arbitrarias.
Gracias a la alta resolucion y al amplio rango espectral del espectrometro de ocho
canales de Avantes, se pueden distinguir numerosas lineas de emision en los espectros
registrados. La gran mayoria de ellas son lineas de Ca | y Ca ll, con varias lineas de Mg |
y Mg ll, de acuerdo con la composicion quimica esperada del carbonato de las conchas
(Fig. 5.19.).

En este estudio, se aplicod por primera vez una técnica LIBS libre de calibracion (CF-LIBS)

en carbonatos biogénicos para estimar las concentraciones molares de elementos
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quimicos magnesio y calcio. El algoritmo usado es una implementacion del método que

propuso Ciucci et al. [42] (explicado mas ampliamente en la seccion 5.2.4.1).
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Figura 5.19. Espectro de concha P. depressa que refleja algunas de las lineas de emisién de Mgl, Mgll,
Cal y Call utilizadas para estimar los valores molares de la relacion Mg/Ca (mmol/mol) mediante la

técnica Calibration Free LIBS (CF)-LIBS.

Mediante este algoritmo, se obtienen las concentraciones elementales a partir de los
graficos de Boltzmann y Saha-Boltzmann de muchas lineas de emisién de las especies
de interés, que en nuestro caso son el Ca y el Mg. Para mejorar la precision de los
resultados, las lineas de emision utilizadas por el algoritmo CF han sido seleccionadas
en funcién de su relacion sefal/ruido en los espectros, niveles de energia y efectos de
auto-absorcion.

Un problema comdn del método CF-LIBS cuando se utiliza en aplicaciones que
necesitan muchas mediciones en diferentes puntos espaciales para crear una secuencia
de concentraciones, es que las decisiones de considerar o descartar lineas de emisién
especificas se hacen individualmente para cada espectro. Estas decisiones se toman
dinamicamente en funcion de la relacion sefial/ruido propia de cada pico de emision,

de la calidad del ajuste a una funcion de pico determinada o de si los parametros de los
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picos son valores atipicos en los graficos de Saha-Boltzmann o en el calculo de la
densidad electrdnica. Para reducir la variabilidad de las concentraciones determinadas
a través de todas las mediciones de las secuencias debido a los cambios en las lineas de
emision utilizadas, sélo se considerd aqui un conjunto de lineas que eran validas para
todos los puntos espaciales. Esto resulta en 16 lineas de Cal, 5 de Call y 6 de Mgl
consideradas para los graficos de Saha-Boltzmann. Todas las lineas de Mgll se
descartaron debido a su alta auto-absorcién, por ello la concentracion de especies
ionizadas se extrapolo utilizando la ecuacion de equilibrio de Saha [42].

Este procedimiento permitié obtener la concentracion relativa en unidades de
mmol/mol ofreciendo ventajas significativas respecto al método de obtencion de ratios
elementales mediante la relacion de lineas en bruto. Las ventajas de este método
incluyen la disminucion de la variabilidad intrinseca de LIBS provocada por las diversas
condiciones experimentales entre los especimenes medidos (temperatura ambiente,
alineacién 6ptica o configuracion del espectrometro), pero también por la variabilidad

encontrada a lo largo de la seccion transversal de una lapa.
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Figura 5.20. Efecto de suavizado debido a la aplicacion de SSA en las secuencias Mg/Ca obtenidas tras
la aplicacion de CF-LIBS.

Adicionalmente, para evaluar mejor las variaciones del ratio Mg/Ca relacionadas con la
temperatura en una escala temporal larga, se aplicé a las secuencias obtenidas el

conocido analisis de espectro singular (SSA) [48] que se explicod en la seccion 5.2.4.2.
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Esta metodologia ya ha sido aplicada en series derivadas de LIBS en conchas de
moluscos marinos en otro estudio [53]. Cada secuencia se descompuso en 2
componentes de sefial y 6 componentes de ruido; estos Ultimos se descartaron. El efecto
de la SSA se muestra en la Figura 5.20. En la Fig. 5.20. se puede apreciar el efecto de
suavizado de variaciones de alta frecuencia que claramente no reflejan variaciones de
la temperatura del agua del mary, sin embargo, se conservan variaciones bruscas (como
junto antes del mm 5), a diferencia de otros métodos alternativos basados en

descomposicion frecuencial, que suelen distorsionar estas variaciones.

5.3.2.3. Comparativa de perfiles Mg/Ca con la TSM

Las relaciones elementales Mg/Ca se obtuvieron midiendo la capa de calcita m+2 en un
camino recorrido a lo largo de la direccién de crecimiento en las cuatro conchas
analizadas. Estas secuencias de ratios se muestran en la Fig. 5.21. Los valores de
concentracion situados junto al eje de abscisas corresponden al borde de la concha
(correspondiente a la fecha de recogida) y los de la derecha, de la secuencia a la zona
cercana al apice, es decir, a fechas mas antiguas en la vida del molusco.

Los valores maximos de los ratios Mg/Ca fueron relativamente consistentes entre las
cuatro conchas medidas (LAN541: 59,2 mmol/mol, LAN545: 58,5 mmol/mol, LAN554:
52,7 mmol/mol, LAN559: 55,8, mmol/mol), aunque el valor maximo de la lapa LAN554
resultd ser mas bajo que el del resto de los especimenes, al igual que la lapa LAN559
informd de un valor minimo menor al obtenido en las otras conchas (LAN541: 39,8
mmol/mol, LAN545: 35,7 mmol/mol, LAN554: 36,8 mmol/mol, LAN559: 31,6 mmol/mol).
Los valores maximos (59,2 mmol/mol) y minimos (31,6 mmol/mol) de Mg/Ca que se
obtuvieron, fueron notablemente mas altos que los valores elementales medidos
previamente en calcita en distintas especies de moluscos utilizando técnicas basadas en
ICP. En los trabajos de Ferguson et al. [11] y Freitas et al. [27] se observaron valores de
relaciones molares por debajo de 30 mmol/mol en lapas y vieiras modernas

recolectadas en el sur de la Peninsula Ibérica.
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Figura 5.21. a)-d) Perfiles de concentracion Mg/Ca en mmol/mol obtenidas mediante CF-LIBS para

cada ejemplar; e) perfil de temperaturas de la superficie del mar (TSM) y su comparacién con los perfiles

de las lapas analizadas.

De la misma manera, el trabajo presentado en la seccion 5.3.1. de Garcia-Escarzaga et

al. [50] asi como el estudio de Graniero et al. [35] analizaron lapas de la especia P.

vulgata recogidas en la Europa Atlantica obteniendo valores de ratios elementales
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inferiores a los obtenidos en este estudio para lapas P. depressa, moviéndose en el rango
de 10-30 mmol/mol. Esta mayor concentracion de Mg medida por este método puede
atribuirse a una posible variabilidad dependiente de la especie de molusco que se
analizd, aunque también puede ser debida al propio algoritmo CF-LIBS. Los resultados
obtenidos podrian haberse visto afectados por la auto-absorcion de algunas lineas de
Ca, ya que las lineas auto-absorbidas suelen subestimar la concentracion de los
elementos principales en la composicion quimica. Otro aspecto destacable de las
secuencias es su gran variabilidad, con evidentes fluctuaciones de alta frecuencia que
se afaden a las variaciones sinusoidales anuales esperadas.

En varios estudios que utilizan la técnica LIBS esta variabilidad general intrinseca en los
espectros LIBS se suele explicar como la consecuencia de las fluctuaciones en las
propiedades variables del plasma de cada disparo laser [57], sin embargo en este caso
se puede atribuir este comportamiento a la heterogeneidad real de la composicion de
los carbonatos biogénicos en la escala micrométrica a la que se esta midiendo, tal y
como otras investigaciones han sugerido [31], [58]. Segun otros estudios, el proceso de
mineralizacion en las lapas puede depender no sélo de la temperatura del agua de mar,
sino también de otros factores biolégicos y ambientales, como la ontogenia del
molusco, la variacion intra-anual de las tasas de crecimiento de la concha, los procesos
fisioldgicos de cada individuo, la salinidad del agua de mar, o la disponibilidad de
alimento [59]-[62]. Para evaluar la fiabilidad de los ratios Mg/Ca medidos, se midié una
seccion transversal de una lapa (LAN545) dos veces a lo largo del mismo recorrido.
Aunque el material ablacionado no era estrictamente el mismo porque la segunda serie
se midid en material situado a 20 micrémetros de profundidad que la primera serie, se
esperaba una alta correlacion entre las dos series. En este caso, los resultados obtenidos
no se procesaron con el algoritmo SSA para comparar las series reales de Mg/Ca en

bruto.
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Figura 5.22. a) Dos secuencias Mg/Ca consecutivas medidas en la seccion transversal de lapa LAN545
a lo largo del mismo recorrido y b) la correlacién entre ambas series de datos.

Como puede verse en la Fig. 5.22.a., las dos series LAN545 medidas en las mismas
condiciones experimentales mostraron la misma tendencia a lo largo del tiempo,
reportando una alta correlacién (R*> = 0,78) entre ellas (Fig. 5.22.b).

En general, esto indica que, aunque los patrones pueden interpretarse con confianza,
existe cierta variabilidad intrinseca inherente al uso de la técnica LIBS, asi como una
heterogeneidad local en la distribucion del Mg que no sélo esta relacionada con la
dependencia de la temperatura y que podria tener un origen bioldgico [34], [50], [58],

[63].

5.3.2.4. Comparativa perfiles Mg/Ca con 8§80

Las series de relacion Mg/Ca obtenidas mostraron patrones temporales muy bien
definidos, abarcando un nimero variable de ciclos estacionales en funcion de la edad
de la concha (Fig. 5.21. a-d). Un ciclo abarca la parte de la serie comprendida entre un
valor minimo o maximo y el siguiente. Por tanto, cada ciclo estd compuesto por un
maximo, un minimo y un numero variable de valores intermedios. Se ha documentado

un numero variable de ciclos para cada espécimen. LAN541, LAN554 y LAN559
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mostraron fluctuaciones elementales correspondientes a aproximadamente un ciclo,
mientras que LAN545 abarco un lapso de tiempo superior a dos ciclos. El nUmero de
ciclos que arrojaron las series elementales de cada lapa fue muy coherente con el
numero real de afos de la vida de estos especimenes, que se descifré previamente a
través de una detallada investigacion esclerocronolégica llevada a cabo en estos
mismos especimenes que combinaba un analisis de isotopos de oxigeno estables y un

estudio de los patrones de crecimiento en cada concha [36].

De acuerdo con los resultados obtenidos en anteriores investigaciones analizando
elementos traza en carbonatos biogénicos [27], [64], y especialmente en aquellas
realizadas en diferentes especies de lapas[11], [50], [53], [58], los valores mas altos de la
relacién Mg/Ca representan una TSM mas calida, los mas bajos una TSM mas fria y cada
ciclo corresponde a un afio completo. Este planteamiento fue también confirmado por
los resultados que se obtuvieron en el estudio esclerocronologico llevado a cabo en las
cuatro conchas que se analizan en este trabajo [36]. En dicho trabajo se observo que las
zonas de la seccion transversal donde se localizaron los valores minimos y maximos de
la relacion Mg/Ca coincidieron muy bien con aquellas fracciones de lapa depositadas
cuando se dieron las temperaturas mas frias y mas calidas del agua del mar,
respectivamente.

Una comparacion entre las series de relacion Mg/Ca obtenidas y la TSM medida
instrumentalmente en el lugar donde crecieron los moluscos (Fig. 5.21.e) demostro una
fuerte concordancia entre los dos conjuntos de datos a través del tiempo, abarcando la
cantidad que se esperaba de estaciones de invierno y verano a lo largo de la vida de

cada uno de los moluscos.
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Figura 5.23. Ratios Mg/Ca y valores 6" Qconcha Obtenidos de (a) LAN541 y (b) LAN545. Los valores Mg/Ca
medidos con LIBS se alinearon con las series §®Oconcha de acuerdo con las principales lineas de
crecimiento observadas a través de las secciones transversales de las lapas y la investigacion
esclerocronolégica realizada previamente en estos mismos especimenes [36].

Por ultimo, las secuencias de Mg/Ca obtenidas aqui se compararon también con los
valores de 8§'®QOconcha publicados previamente para estos mismos ejemplares de lapas
[36]. Los resultados mostraron una muy alta correlacién entre ambos perfiles (R* = 0,78-
0,87) (Fig. 5.23 y 5.24.). Por lo tanto, las secuencias de ratios Mg/Ca obtenidos con LIBS
en P. depressa reflejaron claramente las variaciones de la TSM durante la vida del
molusco, que era variable dependiendo del espécimen analizado. Estos periodos
pueden comprender desde un ciclo anual como en el caso del ejemplar LAN559 (Fig.

5.21.d) o casi tres afios para la lapa LAN545 (Fig. 5.21.b).
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Figura 5.24. Ratios Mg/Ca y valores §"®Oconcha Obtenidos de (a) LAN554 y (b) LAN559. Los valores Mg/Ca
medidos con LIBS se alinearon con las series 8'®Oconcha de acuerdo con las principales lineas de
crecimiento observadas a través de las secciones transversales de las lapas y la investigacion
esclerocronolégica realizada previamente en estos mismos especimenes [36].

Para cuantificar la dependencia de la temperatura del agua de mar en la incorporacion
del Mg al carbonato biogénico, se compararon las relaciones Mg/Ca maximas, minimas
y medias obtenidas para cada ciclo anual, con las temperaturas maximas, minimas y
medias medidas de cada afo. El analisis de regresién lineal mostrd correlaciones muy
altas en cada uno de los cuatro ejemplares (R = 0,91-0,95) (Fig. 5.25.a). Cuando se
analizaron los valores maximos, minimos y medios de las cuatro conchas juntas en el
mismo analisis, también se obtuvo un coeficiente de regresion muy significativo (R* =

0,86) (Fig. 5.25.b). Por tanto, los resultados generados aqui, evidencian por primera vez
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que los moluscos de la especie P. depressa incorporan el magnesio en la concha de
carbonato célcico en consonancia con la TSM en el norte de Espafia. Ademas, las
secuencias de ratios Mg/Ca obtenidas con LIBS tienen suficiente resolucion para reflejar
correctamente la evolucion general de las variaciones de la TSM a lo largo de todo el
afo, con periodos mas calidos y mas frios claramente distinguibles. Esto tiene
implicaciones tanto para la reconstruccion paleoclimatica como para los estudios
arqueoldgicos que buscan determinar las estrategias de recoleccién estacional de este
molusco. La reconstruccion de las condiciones ambientales y del cambio climatico
durante el pasado, especialmente con una resolucion estacional, es clave para
comprender mejor el impacto de los cambios externos en diferentes aspectos del

comportamiento humano [65], [66].
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Figura 5.25. (a) Medida de la relacién Mg/Ca minima, media y mdxima de cada espécimen en relacién
con la temperatura minima, media y maxima del agua de mar medida instrumentalmente. Las lineas
y ecuaciones de regresion, asi como las correlaciones, se calcularon individualmente para cada muestra.
(b) Misma representacion que Fig. 5.25.a. Las lineas y ecuaciones de regresion, y la correlacion, se
calcularon a partir de los valores obtenidos de las cuatro muestras juntas.
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Los estudios esclerocronoldgicos anteriores llevados a cabo en moluscos recolectados
en el norte de Espafa han revelado que los valores de §"0concha Obtenidos en Phorcus
lineatus [67], P. vulgata [51], P. depressa [36] y Mytilus galloprovincialis [68] pueden
considerarse eficaces registros de la TSM de alta resolucién. Sin embargo, para
reconstruir la TSM a partir de los valores de 8'®0concha, S€ requiere también informacién
sobre §™0agua de mar, CUyO valor es desconocido para tiempos pasados. Para intentar
superar este problema, se ha propuesto el analisis de la relacion Mg/Ca como un proxy
fiable e independiente de las variaciones de §"®0agua de mar [11], [27]. Sin embargo, han
sido pocos los estudios que hayan mostrado la existencia de una dependencia sélida
entre los valores de Mg/Ca y la TSM para el carbonato depositado por los moluscos.
Durante los ultimos afos, LIBS ha surgido como una técnica adecuada y rapida para
analizar si las relaciones de elementos traza medidas en diferentes especies de moluscos
pueden utilizarse como proxy climatico [50], [53], [64]. Sin embargo, las investigaciones
anteriores también han detectado algunas limitaciones en LIBS. Estos estudios
mostraron diferencias en los valores de la relacion Mg/Ca (a partir de las relaciones en
bruto de las lineas de emision) obtenidas entre especimenes, causadas por condiciones
experimentales inconsistentes propias del LIBS, impidiendo el desarrollo de una
ecuacion para estimar la TSM a partir de los valores de Mg/Ca [50]. En este caso de
estudio, la variabilidad derivada del LIBS fue reducida usando la técnica CF-LIBS,
resultando en lineas de regresién muy similares entre cada espécimen medido de P.
depressa (Fig. 5.25.a). Esto permitid desarrollar de manera tentativa una primera
ecuacién para estimar la TSM a partir de los ratios molares Mg/Ca derivadas de LIBS
(Tmg/ca) considerando todos los valores maximos, minimos y promedio obtenidos en las
cuatro conchas (Fig. 5.25.b):
Tug/ca = 0,5492 - ratio Mg/Ca — 8,5532 (11)

No obstante, es necesario seguir investigando, aumentando el nimero de conchas
analizadas y mejorando el algoritmo de la técnica CF-LIBS, para obtener una ecuacion

mas precisa.
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En cuanto al analisis de la época de recogida de las lapas, los valores de la Mg/Ca
correspondientes al ultimo crecimiento del molusco en las cuatro conchas mostraron
siempre un valor superior a 50 mmol/mol. A pesar de esto, se observaron pequefas
diferencias en la tendencia de las series durante los periodos previos al momento de
recoleccion. El espécimen LAN541 mostrd que la recoleccién se produjo durante un
periodo de enfriamiento de la TSM, justo después de haber alcanzado el maximo anual
de la TSM. Por otro lado, las secuencias de LAN545, LAN554 y LAN559 indicaron que su
momento de recoleccién fue durante una tendencia de calentamiento de la TSM, poco
antes de alcanzar el valor maximo observado en el ciclo anual anterior. S6lo LAN559
resultd con un valor final (54 mmol/mol), similar al maximo observado en el verano
anterior (56,5 mmol/mol), lo que sugiere una recogida cerca de la TSM anual mas calida.
El estudio esclerocronoldgico realizado previamente en estas mismas cuatro conchas
revel6 que los ejemplares LAN545 y LAN554 detuvieron su crecimiento durante uno y
dos meses, respectivamente, en el verano de 2012. Ambos ejemplares reanudaron la
deposicién de carbonato a finales de septiembre de 2012, justo antes del evento de
recogida [36]. Esto explica por qué LAN545 y LAN554 no registraron la TSM maxima
anual. A pesar de las paradas de crecimiento en LAN545 y LAN554, el Gltimo valor de la
relacién Mg/Ca de ambos ejemplares se situé siempre en el cuartil superior del rango
total anual reportado de cada individuo que correspondia a la estacion de verano.

De manera general, si la fecha real de recogida de estos ejemplares (es decir, el final del
verano) no es conocida, las series obtenidas habrian permitido descifrar el momento de
la recogida en el caso de LAN541 y LAN559, que mostraron claramente de una recogida
durante el final de la estacién mas calida. Aunque LAN545 y LAN554 no alcanzaron la
TSM maxima anual, las secuencias de Mg/Ca también sugirieron correctamente la
estacion general de recogida (es decir, el verano). Como también ocurrié con las series
isotépicas obtenidas de estos mismos dos ejemplares (LAN545 y LAN554) [36], también
se podria haber deducido correctamente una recoleccion a finales de verano si se
combinaran las secuencias de Mg/Ca con los analisis de la linea de crecimiento para

tener en cuenta posibles paradas de crecimiento cerca del borde.
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5.3.2.5. Conclusiones

Por primera vez, aplicamos la técnica CF-LIBS al carbonato calcico biogénico para
estimar las concentraciones molares de los elementos quimicos. Nuestros resultados
reportaron ligeras diferencias con los datos de concentracion molar derivados de las
metodologias basadas en ICP, lo que sugiere que los algoritmos desarrollados para
llevar a cabo CF-LIBS deben ser mejorados en estudios posteriores, en particular, para
hacer frente al efecto de auto-absorcion que tiende a sobreestimar la concentracion de
elementos minoritarios. A pesar de ello, las secuencias de Mg/Ca obtenidas en P.
depressa usando el método CFLBIS reflejaron de manera correcta las variaciones anuales
de la TSM, demostrando que P. depressa incorpora magnesio en su concha de carbonato
calcico en dependencia de la TSM en el norte de Espafia. La gran correlacién entre las
series de Mg/Cay la TSM en el lugar donde crecieron los moluscos nos permitié obtener
una ecuacion tentativa para estimar la TSM a partir de los ratios Mg/Ca medidos,
aunque todavia se requieren mas estudios utilizando mas muestras y mejorando el
algoritmo CF-LIBS. Nuestros resultados ponen de manifiesto que la estacion de
recoleccion de P. depressa puede determinarse de forma precisa, rapida y econdmica
utilizando secuencias de ratios Mg/Ca medidos con LIBS e investigaciones
esclerocronoldgicas multiproxy, combinando analisis de elementos traza y patrones de
crecimiento de la concha. La técnica LIBS, por lo tanto, ofrece una oportunidad
significativa para aumentar efectivamente el nimero de conchas medidas para cada
contexto arqueoldgico, obteniendo asi conclusiones arqueoldgicas mas precisas. En
conjunto, pues, esta novedosa metodologia representa un valioso enfoque para las
aplicaciones paleoclimaticas en la regién, asi como un medio de estimacion de la
estacion en la que los moluscos de los yacimientos arqueologicos fueron recolectados
por los humanos del pasado, con implicaciones para el estudio de las interacciones

hombre-ambiente.
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5.3.3. Comparacion de secuencias de concentracion Mg/Ca
obtenida con CF-LIBS y LA-ICP-MS en conchas de lapas
Patella depressa.

Este caso de estudio se centra en la validacion del procedimiento CF-LIBS para la
medicién y estimacién rapida de los perfiles de concentracion molar de Mg/Ca en
conchas de lapas Patella depressa Pennant, 1777. Esta validacidon se llevd a cabo
mediante la comparacion de los valores obtenidos en cuatro especimenes mediante la
técnica LA-ICP-MS, ampliamente aceptada y utilizada para la obtencion de

concentraciones molares.

5.3.3.1.Materiales y condiciones experimentales

En este trabajo, se midieron cuatro ejemplares de lapa de la especie P. depressa que
fueron recogidas vivas en la playa de Langre, en el mes de septiembre, que corresponde
al final del periodo mas calido del afo, es decir, la estacién de verano. Para la
preparacion previa de las lapas antes de los analisis, se siguio el procedimiento
explicado en la seccion 5.2.1. Mediante esta preparacion se obtuvieron secciones de los
cuatro ejemplares que en un primer momento se enviaron a la Universidad de Oviedo
donde se midieron previamente con la técnica LA-ICP-MS.

Los analisis de las muestras se realizaron con un equipo de LA-ICP-MS (Fig. 5.26.)
consiste en una unidad de ablacion laser (laser Excimero ArF de 193 nm —Analyte G2,
Teledyne — Photon Machines-) acoplada a un espectrometro de masas de cuadrupolo

(modelo 7700x de Agilent Technologies).
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Laser

Espectrémetro de masas
Antorcha de plasma

Celda de ablacion

Figura 5.26. Esquema del equipo experimental usado para medir las concentraciones Mg/Ca con LA-
ICP-MS.

Los analisis se realizaron en forma de transectos (escaneos lineales) siguiendo las lineas
de crecimiento de las lapas desde el centro de la concha hasta el borde. Antes del
analisis, se llevd a cabo una pre-ablacion para limpiar la superficie de las lapas. Para ello,
se empled un tamafo de punto ligeramente mayor y una velocidad de ablacién mas

elevada. Las condiciones experimentales se muestran en la tabla 5.1.

Tabla 5.1. Condiciones de funcionamiento del LA-ICP-MS.

Parametros pre-ablacion Parametros ablacion Parametros ICP

Energia (fluencia) = 5 J/cm?

Energia (fluencia) = 2 J/cm? Frecuencia pulso = 10 Hz Potencia = 1600 W

Frecuencia pulso = 10 Hz
Tamano muestreo (@)= 65 pm

Vel. escaneo = 200 uym/s

Tamano muestreo (@)= 30 um
Velocidad escaneo = 50 um/s

Flujo gas (He) = 800 ml/min

Gas de plasma (Ar) = 15 L/min
Gas arrastre (Ar) = 0,8 L/min

Profundidad muestra = 4,3 mm

Los isétopos fijados en el método fueron Mg, *Ca, Sr y ¥’Ba con un tiempo de
integracion (tiempo de permanencia) de 100 ms para cada is6topo, lo que resulta en un
tiempo de adquisicidn total de 0,4 s. En estas condiciones, a la velocidad de barrido
fijada, se obtuvo una resolucion lateral de aproximadamente 20 uym a lo largo de la

trayectoria de la linea. Las condiciones de analisis de ICP-MS se optimizaron mediante
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la ablacion del vidrio estdndar de referencia internacional NIST612 (fluencia 5 J/cm?,
tamaino de muestreo @ 85 um, velocidad de escaneo 5 pm/s, frecuencia 10 Hz),
controlando la produccién de éxido y la robustez del plasma mediante las relaciones
*8Th0/?*2Th (0,5 %) y 2°8U/?*°Th (~1,15), respectivamente. Los materiales estandar de
referencia internacionales utilizados para la calibracién fueron los vidrios sintéticos SRM
610 y 612 del National Institute of Standards and Technology (NIST), asi como la
referencia estdndar de carbonato de calcio MACS3 del U.S. Geological Survey (USGS).
Todos los estandares se midieron por triplicado al principio y al final de la sesion
analitica, asi como cada 30 minutos, aproximadamente, para controlar la deriva de la
sensibilidad.

El tratamiento y procesamiento de los datos se realizd con la ayuda del software lolite4
[69] tomando el MACS3 y los dos estandares NIST 610 y 612 como estandares de
calibracion y secundarios, respectivamente. Las concentraciones elementales se
expresaron en mmol/mol en relacién con el calcio, que se selecciond como elemento
estandar interno con un valor del 40,4% en peso.

Para las medidas LIBS se utilizd la configuracion explicada en la seccion 5.2.3. de este
capitulo. En cuanto a las condiciones experimentales de LIBS, la energia del pulso se fijé
en 35 mJ y una frecuencia de pulso de 10 Hz, produciendo un punto de 200 pm de
diametro y 0,2 um de profundidad (promedio) para cada disparo laser, lo que dio como
resultado un valor de irradiancia en la superficie de la muestra aproximadamente igual
a 7 GW/cm?. En este caso, las fibras usadas para capturar la luz del plasma y conducirla
al espectrémetro Avantes de 8 canales, fueron 2 fibras concatenadas. Una de las fibras
es una fibra optica de silice fundida, resistente a la solarizacion, con un diametro de
nucleo de 1 mm, la segunda fibra a la que se acopld la primera, es una fibra formada
por un haz de ocho fibras 6pticas, cada una con un diametro de nucleo de 200 um y un
diametro total para el conjunto de fibras de 800 pm aproximadamente. En este
experimento, la toma de espectros se realizd en aire a presion atmosférica y
temperatura ambiente. Las mediciones se realizaron cada 25 pm, y se obtuvieron 12

pulsos laser consecutivos en cada punto espacial.
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5.3.3.2. Perfiles Mg/Ca obtenidos con LA-ICP-MS vy calculo de

concentraciones con CF-LIBS

Los especimenes a analizar fueron primeramente analizados con LA-ICP-MS a lo largo

del eje de crecimiento. Las secuencias Mg/Ca resultaron muy ruidosas debido a la

resolucién de muestreo tan pequefia obtenida. Como el didmetro del punto de las

mediciones de LA-ICP-MS es aproximadamente sei

de LIBS (30 um frente a 200 ym), se calculé una m

s veces mas pequefo que el crater

edia movil de seis puntos de datos

para permitir la comparacion de las medidas de concentracién de ambas técnicas (Fig.

5.27.).
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Figura 5.27. Secuencias de concentracion de Mg/Ca obtenidas mediante LA-ICP-MS (linea gris)
comparados con los mismos datos aplicando una media mévil (linea negra).
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Una vez las lapas fueron medidas con LA-ICP-MS, los mismos ejemplares se midieron
con LIBS en las condiciones relatadas previamente. Los puntos de medida siguieron el
mismo recorrido de muestreo que el utilizado con LA-ICP-MS. Una vez obtenidos los
espectros, es necesario encontrar las lineas de emision adecuadas para ser utilizadas en
el enfoque CF-LIBS. El analisis de los espectros revel6 que las lineas de Mg y Ca estaban

presentes en todo el rango espectral.

Tabla 5.2. Pardmetros espectroscopicos de lineas de emision atomica de Ca y Mg utilizadas en los
calculos CF-LIBS. Datos obtenidos del NIST [44].

Estado de ) _
Elemento . | Longitud de onda (nm) Ak (s7)x10® g« Ex(eV)
ionizacion
Ca I 227,546 0,301 3 5,447
Ca I 239,856 0,167 3 5,167
Ca I 558,197 0,060 7 4,743
Ca [l 315,887 3,100 4 7,047
Ca [l 370,603 0,880 2 6,468
Ca [l 373,690 1,700 2 6,468
Mg I 382,935 0,899 3 5,946
Mg I 516,732 0,113 3 5,108
Mg I 517,268 0,339 3 5,108
Mg I 518,360 0,561 3 5,108
Mg [l 279,553 2,600 4 4,434
Mg I 280,270 2,570 2 4422

Las lineas de emisién utilizadas por el algoritmo CF-LIBS han sido cuidadosamente
seleccionadas en base a varios criterios, como su relacién sefal/ruido en los espectros,
los niveles de energia y la auto-absorcion. Una eleccion correcta de las lineas puede
conducir a una mayor precisiéon en los calculos y resultados. Las decisiones para
descartar o considerar las lineas de emisidn se toman para cada espectro en cada punto
espacial. Estas decisiones se basan en la relacidn sefal/ruido particular de cada pico de
emision, la calidad de ajuste a una funcién de pico determinada o si los parametros de
los picos son valores atipicos en los graficos de Saha-Boltzmann. Para reducir la

variabilidad de las concentraciones determinadas a través de todas las mediciones de
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las secuencias debido a los cambios en las lineas de emision utilizadas, solo se considero
aqui el conjunto de lineas que eran validas para todos los puntos espaciales. Para
minimizar la variabilidad de las concentraciones calculadas a través de todas las
mediciones de la concha debido a los cambios en las lineas de emision utilizadas, s6lo
se consideraron las lineas enumeradas en la tabla 5.2. que eran validas para todos los
puntos espaciales.

Una vez obtenidos los espectros LIBS y seleccionadas las lineas, se realizaron los calculos
CF-LIBS en las cuatro conchas de lapas seleccionadas. La temperatura y la densidad
electrénica fueron necesarias para obtener la concentracion de Mg y Ca. La densidad
electrénica se obtuvo a través del ensanchamiento Stark de los picos de emision
seleccionados. Se representaron los graficos de Saha-Boltzmann para cada espécimen
de lapa con el fin de obtener la temperatura del plasma (en la Fig. 5.28. se muestra un
grafico de Saha-Boltzmann para Mg y Ca correspondiente a la muestra LAN.565). Los
resultados de la temperatura del plasma obtenidos a partir de los graficos de Saha-
Boltzmann para cada muestra se enumeran en la Tabla 5.3. Se obtuvieron valores

similares de temperatura de plasma para todas las muestras.
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Figura 5.28. Grdfica de Saha-Boltzmann para los elementos Ca y Mg de la lapa LAN.565
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Tabla 5.3. Temperatura del plasma de las lapas analizadas.

Muestra LAN.563 LAN.565 LAN.566 LAN.567
Te (K) 7445 111 7506 + 100 7374 £110 7414 + 136

Los calculos necesarios para obtener las concentraciones en cada punto espacial se

realizaron mediante una implementacion en Matlab del algoritmo CF-LIBS.

5.3.3.3.Comparacion de secuencias CF-LIBS y LA-ICP-MS

Los valores maximos y minimos de la relacion de concentracion molar Mg/Ca (Tabla
5.4.) fueron razonablemente consistentes entre los cuatro especimenes y las técnicas
aplicadas. Los valores de los ratios de concentracion molar Mg/Ca obtenidos aqui
fueron en gran medida similares a los resultados medidos previamente utilizando la
técnica ICP-OES en el carbonato de lapas de la especie Patella vulgata [50] (el promedio
minimo y maximo fue de 13,0 y 24,1 mmol Mg/mol Ca, respectivamente), asi como a
los obtenidos de las conchas de lapa Patella spp. utilizando ICP-MS [11](los promedios
de las relaciones de concentracion minima y maxima de Mg/Ca fueron de 14,4 y 23,1

mmol/mol).

Tabla 5.4. Resultados mdximos y minimos de la concentracién molar relativa de Mg/Ca obtenidos con
CF-LIBS y LA-ICP-MS para las cuatro muestras de conchas de moluscos.

Muestra LAN.563 | LAN.565 | LAN.566 | LAN.567
Maximos CF-LIBS (mmol Mg/mol Ca) 25,6 274 26,1 27,7
Minimos CF-LIBS (mmol Mg/mol Ca) 15,1 141 14,8 14,2
Maximos LA-ICP-MS (mmol Mg/mol Ca) 29,5 26,4 27,2 26,3
Minimos LA-ICP-MS (mmol Mg/mol Ca) 14,0 12,8 13,2 12,5

Ademas, las secuencias de concentracion obtenidas por ambos métodos mostraron
patrones temporales muy bien definidos que abarcan periodos mas calidos y mas frios.

Las series de Mg/Ca calculadas con CF-LIBS presentan un buen ajuste visual con los
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perfiles de LA-ICP-MS, como puede verse en las figuras 5.29 y 5.30. Trabajos anteriores,
incluyendo el presentado en la seccion 5.3.2. [55], demostraron que los valores mas altos
en las relaciones Mg/Ca medidos en las conchas de moluscos marinos estan
relacionados con una mayor TSM, y los valores mas bajos en las relaciones Mg/Ca
sugieren una menor TSM [50], [64]. En este caso, para ambas técnicas analiticas, los
cuatro especimenes mostraron un alto valor de Mg/Ca al principio de la secuencia (parte
mas a la izquierda de la serie de la relacion Mg/Ca), donde se encuentra el borde de la
concha (es decir, la parte mas recientemente formada de la lapa). Como estos
especimenes se recogieron a finales del verano, estos datos reflejan correctamente la

estacion de captura (alta TSM).
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Figura 5.29. Perfiles de relaciones molares Mg/Ca obtenidos con CF-LIBS y LA-ICP-MS para las lapas
analizadas (a) LAN.563 y (b) LAN.565.
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Figura 5.30. Perfiles de relaciones molares Mg/Ca obtenidos con CF-LIBS y LA-ICP-MS para las lapas
analizadas (a) LAN.566 y (b) LAN.567.

Las lapas LAN.565, LAN.566 y LAN.567 muestran claramente ciclos estacionales en las
series de concentracion (Fig. 5.29.b, 5.30.a y 5.30.b). Por otro lado, la secuencia de la
lapa LAN.563 muestra una tendencia sinusoidal menos clara tanto en la serie de
medidas LIBS como en LA-ICP-MS (Fig. 5.29.a). La razén del comportamiento diferente
en la secuencia Mg/Ca de este espécimen es desconocida, pero varios estudios sugieren
que la incorporacién de magnesio a la concha de calcita puede depender de otros
factores ademas de la temperatura e incluso puede ser variable dentro de la misma
especie [35]. Los procesos fisiologicos implicados en la formacidn de la concha pueden
cambiar a lo largo de su crecimiento e introducir impurezas y heterogeneidades en su

composiciéon [31], [70] debido a factores como el estrés, la actividad metabdlica o el
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control de la elongacion de los cristales de la concha [32]. En este caso, es posible que
la lapa haya dejado de crecer el pasado invierno, y que las temperaturas invernales no
se vean reflejadas. Las paradas de crecimiento pueden haberse producido por
superacion del umbral térmico o por ontogenia, afectando al correcto reflejo de las
estaciones de invierno y/o verano. Si se dispusiera de un analisis esclerocronologico de
estos especimenes podriamos aseverar si esta afirmacion es correcta o por el contrario
las causas son otras.

En cuanto a los valores de concentracion obtenidos con LA-ICP-MS y CF-LIBS, muestran
una correlacion significativa entre ellos. Aunque ambas series son muy similares en cada
muestra, algunas partes de la concha presentan notables diferencias en sus valores de
concentracion. El material ablacionado, medido con LIBS y con LA-ICP-MS, no es
estrictamente el mismo ya que la segunda técnica aplicada (LIBS) se midi6é en un
material a unas micras de profundidad por debajo del material ablacionado en primer
lugar y medido por LA-ICP-MS. Este hecho puede dar lugar a diferencias en las
concentraciones espaciales utilizando ambas técnicas. Se calcularon los coeficientes de
regresion (Fig. 5.31.) para cuantificar la similitud entre las concentraciones obtenidas
mediante ambas técnicas aplicadas y en cada espécimen. Los valores de los coeficientes
de regresion medidos varian entre R*=0,63 y R°=0,81. Ademas, se obtuvieron los
errores promedios de la concentracion calculada por CF-LIBS respecto a los valores de
LA-ICP-MS, resultando 7,96% para LAN.563, 9,65% para LAN.565, 7,75% para LAN.566
y 9,84% para LAN.567.
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Figura 5.31. Regresion lineal de las concentraciones obtenidas con LA-ICP-MS y CF-LIBS para las 4
lapas.

5.3.3.4.Conclusiones

Este estudio presenta, por primera vez, un analisis comparativo de los perfiles de
concentracion de Mg/Ca medidos en conchas de la especie de lapa P. depressa
utilizando la técnica LA-ICP-MS y el método de analisis cuantitativo CF-LIBS. El
procedimiento CF-LIBS se ha aplicado con éxito a cuatro especimenes de lapa de Patella
depressa. Este método estima las concentraciones molares de calcio y magnesio
presentes en las conchas de los moluscos marinos. Ambos métodos identificaron las
tendencias esperadas en las relaciones de concentracién de Mg/Ca en el borde de la
concha (el material depositado mas recientemente). La estacion de captura (en este caso
el final del verano) se refleja correctamente en las 4 muestras utilizando tanto el LA-ICP-
MS como CF-LIBS. Sin embargo, el espécimen LAN.563 muestra una secuencia bastante
ruidosa, de modo que no se pueden deducir claramente las estaciones de invierno y
verano previas a su recogida. Este comportamiento puede explicarse mediante la
hipoTesis de que la incorporacidon de magnesio esta influenciada no sélo por la

temperatura sino también por factores fisioldgicos, asi como por la existencia de
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variabilidad intra-especie o por la existencia de paradas de crecimiento [31], [60]. Los
resultados derivados de este estudio muestran una correlacion relativamente alta entre
los datos de concentracién obtenidos con la técnica LA-ICP-MS y la metodologia CF-
LIBS, con valores de coeficiente de regresion de 0,63 a 0,81 y valores de error relativo
medio inferiores al 10% en cada muestra. Las métricas mencionadas anteriormente
hacen que el enfoque CF-LIBS sea una forma fiable de determinar la concentracion
molar de Mg/Ca en las conchas de la lapa de P. depressa. En definitiva, en este estudio
hemos demostrado, por primera vez, que la metodologia CF-LIBS permite obtener
valores correctos de la concentracién molar de Mg/Ca en carbonatos biogénicos. La CF-
LIBS es un enfoque valioso para los estudios paleoclimaticos y arqueoldgicos, ya que
permite obtener registros de la estacionalidad de la temperatura durante la vida de un
individuo, asi como de la época del aflo en que los moluscos de los yacimientos
arqueoldgicos fueron recolectados como recurso alimenticio por los ocupantes
humanos del pasado. No obstante, dado que este estudio solo utiliza cuatro

especimenes, todavia son necesarios mas estudios para validar el enfoque.
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CAPITULO 6:
Conclusiones

Tras el planteamiento de los objetivos iniciales y los resultados obtenidos

presentados en cada capitulo de esta Tesis, se pueden extraer las conclusiones que

se detallan a continuacion.

En la aplicacidén de LIBS en el analisis elemental de metales en resinas quelantes

destinadas a la recuperacion de metales valiosos se observaron los siguientes puntos:

Se estudié el grado de idoneidad de la técnica LIBS para medir y predecir la
concentracion de metales recuperados de acidos agotados mediante la
adsorcién por resinas quelantes. Se confeccionaron patrones para la
elaboracion de rectas de calibracion individuales para el analisis cuantitativo
de niquel y cobre obteniendo como resultado una excelente correlacién de

0,99 y 0,98 respectivamente.

Se evalud la existencia de efectos matriz en las resinas quelantes al absorber
simultaneamente niquel y cobre. Para ello se realizaron muestras de resinas
bicomponentes de diferentes concentraciones de ambos metales. Se observo
que la presencia de otros metales no influye en el calculo de la concentracién
del metal en la resina a través de las rectas de calibracién ni en el caso del
cobre ni en el del niquel. Por todo esto se puede concluir que tanto el niquel
como el cobre no muestran efectos matriz cuando se encuentran adsorbidos

simultdneamente por las resinas quelantes usadas en este estudio.
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Para esta aplicacion, puede decirse que se ha demostrado la idoneidad de la técnica
LIBS para realizar una estimacion de la concentracién de metales en estas resinas,
con lo que se abre la posibilidad de un monitorizado en tiempo real de las
prestaciones del proceso de recuperacién de metales valiosos en la industria de
tratamiento de residuos, con las implicaciones medioambientales y econémicas que

representa.

Asi mismo, se aplicd la técnica espectroscopica LIBS a estudios de paleoclima en
moluscos marinos. Ademas, se utilizo el algoritmo CF-LIBS que permite obtener
concentraciones molares de los elementos cuando no hay disponibilidad de
materiales estdndares de referencias, demostrando ser un buen procedimiento a
utilizar en conchas de moluscos para estudios paleoclimaticos. Tras los casos de

estudio realizados se pueden extraer diferentes conclusiones:

- Los perfiles de relaciones elementales Mg/Ca obtenidas mediante LIBS en la
capa m+2 de calcita en lapas arqueoldgicas de la especie P. vulgata han
demostrado estar altamente correlacionadas (R*> = 0,62-0,91) con los perfiles
obtenidos mediante ICP-OES en los mismos especimenes. Las secuencias de
Mg/Ca generadas con LIBS ofrecieron el mismo numero de ciclos que los

medidos con ICP-OES y reflejaron la misma estacion de captura.

- Se obtuvieron secuencias de Mg/Ca en el apice de la concha de los mismos
especimenes de P. vulgata, midiendo la capa de calcita m-2. Se generaron
perfiles de relaciones elementales muy similares a los obtenidos en la capa
m+2. Este resultado abre la puerta a la posibilidad de realizar medidas LIBS
en profundidad a través del apice, ahorrando asi el tiempo de corte de la lapa

y obteniendo perfiles Mg/Ca de manera mucho mas rapida.
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Se aplico la técnica CF-LIBS al carbonato calcico biogénico de lapas modernas
de la especie P. depressa, recolectadas en la playa de Langre, para estimar las
concentraciones molares de los elementos quimicos. Los valores de relaciones
molares Mg/Ca obtenidos aplicando CF-LIBS reportaron ligeras diferencias
con los datos de concentracion molar derivados de las metodologias basadas
en ICP. Sin embargo, las secuencias obtenidas con CF-LIBS reflejaron de
manera correcta las variaciones anuales de la TSM, demostrando que P.
depressa incorpora magnesio en su concha de carbonato calcico en

dependencia de la TSM, indicando de manera correcta la estacion de captura.

Las secuencias de Mg/Ca obtenidas mediante CF-LIBS se compararon con los
valores de §"Oconcha medidos previamente para estos mismos ejemplares,

obteniendo una muy alta correlacidén entre ambos perfiles (R* = 0,78-0,87).

Se desarroll6 un programa que automatizd y mejord la aplicacion del
algoritmo CF-LIBS mediante una correcta seleccion y modelado de picos y se
obtuvieron valores de concentraciones molares Mg/Ca muy similares a los

obtenidos con técnicas ICP.

El método CF-LIBS se validé mediante la medicion de cuatro ejemplares de
lapas modernas P. depressa con la técnica ampliamente aceptada LA-ICP-MS.
Las secuencias obtenidas mediante ambas técnicas mostraron tendencias
iguales y una correlacién resefiable (R>= 0,63 — 0,81). Ademas, los errores
medios en el calculo de ratios Mg/Ca con CF-LIBS fueron menores al 10 % en
las cuatro lapas. La estacion de captura deducida de los perfiles obtenidos

con CF-LIBS fue la estacion real de recogida.

Con todo lo anterior, la técnica LIBS ha demostrado ser una técnica éptima para los

estudios paleoclimaticos, ya que obtiene de manera correcta los perfiles de
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concentracion Mg/Ca tanto en su relacion de intensidad de lineas en bruto, como en
la obtencion de relaciones molares a través de CF-LIBS. La posibilidad de deducir de
manera correcta la estacién de captura de los moluscos en un tiempo 20 veces menor
que con las técnicas clasicas alternativas, implica una ventaja muy grande a la hora
de llevar a cabo estudios en un gran nimero de ejemplares hallados en los
yacimientos. De esta forma, se puede llegar a ofrecer una valiosa informacién acerca
del clima en el pasado, asi como de los habitos de recoleccion de moluscos de los

humanos prehistéricos.
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CAPITULO 7:
Lineas futuras de investigacion en LIBS

El trabajo realizado en esta Tesis puede servir de punto de partida para futuras lineas

de investigacién relacionadas con la técnica LIBS.

En el campo del analisis con LIBS de metales en resinas quelantes existen varias lineas
de investigacion que pueden generar futuros trabajos que conducirian a la aplicacién
de esta técnica en la industria. Los acidos agotados procedentes de residuos
industriales contienen, ademas del niquel y el cobre estudiados en este trabajo,
diversos metales en su composicidon, en otros, el aluminio, el zinc o el hierro.
Teniendo en cuenta la buena prediccién de las concentraciones en resinas cargadas
con dos metales obtenida en este trabajo, en estudios posteriores se podria estudiar
la influencia de estos elementos en la sefial de cobre y niquel utilizando resinas
quelantes cargadas con acidos agotados reales. Por otro lado, otra linea a explorar
se centraria en el estudio dinamico de la concentracion de los metales llevado a cabo
durante el proceso de adsorcion de resinas quelantes de cobre y niquel. Para ello, se
estudiarian las concentraciones de los elementos objetivo en distintos momentos del
proceso y en diferentes localizaciones espaciales. Asi se obtendrian conclusiones
acerca de como se distribuyen las corrientes residuales a lo largo de la columna de
adsorciéon y se podrian tomar medidas para una mejor distribucion espacial y la
mejora de la eficiencia del proceso. Estos trabajos tendrian el fin de examinar la
viabilidad de la monitorizacién de un proceso de recuperacion de metales en tiempo

real.

En el cuanto a las aplicaciones paleoclimaticas hay diversas lineas futuras de

actuacion. La extension de las medidas a un area bidimensional de los ratios Mg/Ca

- 180 -



Capitulo 7: Lineas futuras de investigacién en LIBS

permitiria obtener un mapeado quimico y asi observar con mayor detalle como
evoluciona al cantidad de Mg incorporada en la calcita a lo largo de las lineas de
crecimiento. Siguiendo con la idea del mapeado en 2D, otra linea de investigacion
futura se basaria en reducir el tamafio del spot mediante el uso de objetivos y asi
obtener una mayor resoluciéon espacial. Esta mejora podria aplicarse tanto en los
estudios paleoclimaticos como en otras muchas aplicaciones donde la distribucién

espacial de los elementos sea el interés principal.
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