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RESUMEN

TITULO: ANALISIS ELEMENTAL EN LOS ANILLOS DEL TRONCO DE ROBLE
(Quercus Humboldtii Bonpl) UTILIZANDO ESPECTROSCOPIA DE PLASMA
INDUCIDA POR LASER (LIBS) Y ESPECTROSCOPIA DE ABSORCION
ATOMICA (AAS) *.

Autores: Diana Carolina Zarate Acevedo** Brigitt Vanesa Bernal Mojica**
Palabras claves: LIBS, Andlisis, Madera, Roble, AAS.

Se ha realizado un analisis multielemental cualitativo y cuantitativo de una muestra de roble
(Quercus Humboldtii Bonpl), utilizando las técnicas de Espectroscopia de Plasma Inducido por
Laser (Laser Induced- Breakdown Spectroscopy, LIBS) y Espectroscopia de Absorcion Atémica
(Atomic Absorption Spectroscopy, AAS). Donde fue estudiada la distribucion y composicion
elemental sobre los anillos 0 zonas crecimiento a lo largo del radio del tronco del arbol; utilizando
LIBS, se identificé a nivel superficial sobre la muestra elementos como: C, Mg, Si, Al, Ca, Zn, Fe,
Na, Li, K, Sr, O, y N. Por medio de AAS fueron cuantificaron los elementos mayoritarios como: Mg,
Ca, Fe, Al, K, Li, Zn, Si, Sr y Na. Con esta informacion, se establecié una distribucién espacial
sobre el radio de crecimiento del roble, a nivel cualitativo y cuantitativo; en donde se observo la
influencia de las condiciones histéricas de crecimiento en la distribucion no homogénea y
aparentemente aleatoria de los elementos en la muestra de madera. finalmente, fueron elaboradas
curvas de calibracion libs de los elementos analizados en las muestras de tejido vegetal utilizando
las concentraciones obtenidas por AAS. Este trabajo permite destacar las ventajas de la utilizacién
de LIBS como una técnica de analisis in situ en tiempo real, no invasiva.

* Proyecto de grado.
** Facultad de Ciencias. Escuela de Quimica. Director Enrique MejiaOspino.



ABSTRACT

TITLE: ELEMENTAL ANALYSIS OF THE RINGS THE TRUNK OF OAK
(Quercus Humboldtii Bonpl) SPECTROSCOPY USING LASER INDUCED
PLASMA (LIBS) AND ATOMIC ABSORPTION SPECTROSCOPY (AAS).

Authors: Diana Carolina Zarate Acevedo** Brigitte Vanesa Bernal Mojica**
KEYWORDS: LIBS, Analysis, Wood, Oak, AAS .

We performed a qualitative and quantitative elemental analysis of a sample of oak (Quercus
Humboldtii Bonpl ) using techniques Induced Plasma Spectroscopy Laser (Laser - Induced
Breakdown Spectroscopy, LIBS ) and Atomic Absorption Spectroscopy (Atomic Absorption
Spectroscopy AAS ) . Where was studied distribution and elemental composition on the rings or
zones growth along the radius of the tree trunk , using LIBS elements as identified at surface on the
sample : C, Mg, Si, Al, Ca, Zn, Fe, Na, Li, K, Sr, O, and N. through AAS were quantified major
elements such as Mg, Ca, Fe, Al, K, Li, Zn, Si, Sr and Na . Where the historical influence of
growth conditions on the inhomogeneous distribution and seemingly random elements was
observed in the sample ; With this information, a spatial distribution on growth within oak, a
gualitative and quantitative level established timber . finally libs were prepared calibration curves
analyzed elements in plant tissue samples using the concentrations obtained by AAS . This work
allows us to highlight the advantages of using LIBS as a technique of in situ real-time analysis ,

noninvasive .

* Proyecto de grado.
** Facultad de Ciencias. Escuela de Quimica. Director Enriqgue MejiaOspino.
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INTRODUCCION

Desde los inicios de la ciencia, uno de los mas importantes logros ha sido el
acceso al conocimiento de lo que para el ser humano es imperceptible. Gracias a
la ciencia, hoy es posible entender muchos de los procesos fisicos y quimicos a
los que se someten las diferentes formas de vida que co-existen con el hombre, y
es posible revertir y controlar los efectos de agentes externos a los que se
enfrentan. El interés por la exploracion del mundo vegetal ha llevado a hallazgos
importantes sobre la forma de reproducciéon de algunas especies, formas de
conservacion, causas de extincion y edad de especies botanicas antiguas (Martin,
M.Z. et al., 2007).

En las dltimas décadas, se ha venido acrecentando el nUmero de investigaciones
orientadas especialmente hacia el estudio del desarrollo, analisis y conservacion
de las especies de origen vegetal de las reservas forestales; motivado inicialmente
por la comunidad cientifica y extendido a los diversos grupos de interés que
componen la sociedad, con el animo de convertirse en un tema de interés publico.
Dicho interés obedece al proceso de concientizacion sobre la importancia de las
llamadas reservas forestales, las cuales constituyen una fuente inagotable de
oxigeno puro, ayudan la regulacion de la contaminacién del aire, ya que sirven
como filtro de polvo, cenizas y otros contaminantes como el diéxido de carbono
(Russell, Cutler, Walters, 2005); se ha demostrado que son las principales
aportantes en la regulaciéon hidrica, impidiendo el impacto directo de la lluvia
contra el suelo y evitando su erosibn (Ann For, 1996); adicionalmente,
dependiendo del tipo de especie, tamafio y zona de crecimiento del arbol, se ha
comprobado que pueden reducir la temperatura ambiental y generar resguardo a
diversidad de especies (Colombia Forestal et al 2006).
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Por medio de diversos tipos de andlisis, se ha determinado que las caracteristicas
de la madera varian con respecto a su ubicacion, clima, fertilidad del suelo, altura
sobre el nivel del mar y que cada tipo de madera posee una estructura interna y
una composicion que las identifica. De acuerdo con Vignote Pefia et al, estas
diferencias entre una u otra, obedecen a dos tipos de efectos: los naturales
relacionados con la aparicion de nudos o apices vegetativos que le dan un
atractivo a la madera; y los no naturales, como los provocados por hongos,
bacterias u organismos xil6fagos que producen enfermedades en el tronco
disminuyendo la calidad y valor comercial de las mismas. De manera que el
conocimiento de la estructura interna y composicién del tronco, contribuye a la
deteccidon y prevencion de enfermedades forestales, para lo cual se requiere la

realizacion de monitoreos periddicos durante su crecimiento y desarrollo.

Para monitorear la calidad de la madera es necesario determinar la composicion
elemental de la misma; se pueden determinar los cambios presentes en su
estructura; ademas, de informacién sobre la composicion y distribucion elemental
asociada a las etapas y ambiente en el que se desarroll6 determinado arbol. Para
llevar a cabo dichos andlisis, tradicionalmente, se utiliza la espectroscopia de
absorcién atomica (AAS); no obstante, ésta técnica implica una serie de pre-
tratamientos a la muestra, tales como la digestion acida, que hace necesario el
uso de reactivos y el consumo de tiempo, lo cual la convierte en poco préactica
para el analisis de grandes extensiones; cuando se requiere informacion de
manera rapida o se desea hacer un mapa quimico sobre la madera (Mizolek et al.,
2006 ).

Una alternativa a dicha técnica quimica es la espectroscopia de plasma inducida
por laser (siglas en inglés LIBS). Este procedimiento permite realizar un analisis
multi-elemental, de caracter no destructivo, con tiempos cortos de muestreo y
mayor capacidad de analisis. Adicionalmente, LIBS no requiere ningun tipo de

pre-tratamiento de la muestra y puede llevarse a cabo in situ, a diferencia de AAS,
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por lo cual se recomienda para realizar andlisis de grandes extensiones, con
resultados en tiempo real (Miziolek et al., 2006), (Plata D et al., 2010).

La motivacion inicial del presente trabajo de grado surge a partir las necesidades
de la industria maderera, ya que debido al surgimiento de nuevas enfermedades
causadas por hongos y bacterias que afectan el crecimiento del éarbol, la
contaminacion del suelo, el ambiente se hace necesario la implementacion de
técnicas analiticas mas rapidas y eficaces para analisis elemental sobre la

madera, que permita evaluar su utilizacion a nivel industrial.

Este trabajo de grado desea contribuir al sector en la investigacion de analisis
qguimicos, mediante el estudio elemental sobre una muestra de madera del tronco
de roble (Quercus Humboldtii Bonpl ) por medio de AAS y LIBS. El procedimiento
empleado incluye la identificacion de los elementos sobre el radio de crecimiento
mediante LIBS y la posterior cuantificacion de estos, utilizando AAS. Se pretende
establecer una relacién entre la intensidad de la sefal LIBS y la concentracion
estimada por AAS, de este modo, mostrar que LIBS puede ser utilizada como una
técnica de monitorizacién y control de la composicion de la madera (Roger y
Pettersen et al., 2006).

La investigacion de la muestra de madera de roble, esta distribuida en cuatro
secciones. En el primer capitulo, incluye un breve resumen sobre trabajos de
LIBS aplicado a muestras vegetales y maderas, para tener los antecedentes
bibliograficos del trabajo. La primera etapa, consistié en la implementacion de la
tecnica LIBS para el andlisis de madera, se establecieron los pardmetros de
trabajo LIBS y se determind cualitativamente la composicion elemental de la
muestra a lo largo del eje de crecimiento. En la segunda etapa se utilizo AAS para
cuantificar la composicion elemental de la muestra. Esto permitié establecer una
relacion entre la concentracion observada por AAS vy la intensidad LIBS de cada

elemento, permitiendo la elaboracion de curvas de calibracion LIBS sin patrones.
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Con este estudio, se determiné la presencia y concentraciéon de: C, Mg, Si, Al, Ca,
Fe, N, Na, Li, K, Sr, Zn y O, siendo algunos componentes mayoritarios de la
madera, y Si, Li, Na, Sr, Al, considerados como contaminantes del medio. Se
observa que la concentracion de los elementos (AAS y LIBS), varia a lo largo de la
muestra de una forma aleatoria, indicando cambios durante las diversas etapas de
crecimiento del &rbol, que podrian estar asociadas a cambios en los pardmetros
estructurales, ambientales y por factores antropogénicos (Martin, M.Z. et al.,
2007).
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1. MARCO TEORICO

1.1. MADERA, CONCEPTOS GENERALES

La madera es un material de origen vegetal, clasificado como un recurso natural
gue se obtiene del tronco de los arboles, es empleada industrialmente gracias a su
estructura y composicion. La estructura vegetal consta de una corteza externa e
interna, cAmbium, albura, duramen y médula vegetal (Figura 1). La corteza externa
se encarga de darle proteccion al arbol; mientras que la corteza interna o floema,
se compone por células vivas. La albura o xilema es la parte del tronco por donde
circula la savia bruta desde las raices hasta las hojas, se considera como la
madera joven respecto al centro del arbol y limita con el cAmbium provisto por
células embrionarias encargadas de la formacién de los anillos, permitiendo que el
arbol sea mas grueso. La albura muerta se convierte en el duramen que esta
constituido por células de desecho y es considerado como madera muerta y rigida.
La médula es una pequefia zona oscura formada de células vivas encargadas de

transportar los nutrientes esenciales a todo el arbol.

Médula

Anillos de crecimiento

Duramen
Albura
Xilema

Radios Vasculares

4. Cambium
- Floema

Corteza externa

Figura 1. Estructura basica de los troncos de los arboles. ( Gracia C et al., 2011)

La generacion de los anillos ocurre tras una division celular como se observa en la

figura 2. En donde las células del xilema se dividen utilizando dos tipos de
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patrones: el primer patron es la division celular multiplicativa (Franjas rojas), lo
que permite que las células iniciales del cAmbium se reproduzcan generando el
crecimiento en el mismo; el segundo patron es la division celular aditiva (Lineas
azules), en esta division de cada dos de las células producidas por el cambium
una se convierte en célula madre del xilema o del floema y la otra se conserva
como célula inicial. Estas células crecen mas de didmetro que de altura,
generando poros con diametro aproximado entre 20-100 um, que son conductos
verticales formados por varias ceélulas muertas empalmadas que transportan

nutrientes a través de las paredes xilema. (Gracia C et al., 2011)

C&lulas Iniciales

Celulas madre

del floema
Céluas madre
del zilema

Division Multiplicativa
Division Aditiva

Figura 2. Esquema de la division celular del cAmbium (Gracia C. et al., 2011)

La actividad periodica del cadmbium, que en las regiones templadas es un
fenédmeno relacionado con las estaciones, da lugar a crecimiento en grosor de los
anillos, tanto del xilema como del floema (en el floema el incremento no es
facilmente discernible). Si una capa de crecimiento representa una estacion de
crecimiento, esta recibe el nombre de anillo anual. Los cambios subitos en el agua
y otros factores ambientales pueden provocar la produccion de mas de un anillo
en un afo, estos anillos se denominan anillos falsos anuales. De esta forma,
contando los anillos de crecimiento se puede estimar la edad de un arbol viejo,
pero la estimacion puede ser poco precisa si se incluyen los falsos anillos anuales
(Peter y Raven et al., 1992).
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La madera es considerada como una superficie no homogénea, como ya se
comento, debido a que cada anillo presenta porosidades de diferentes didmetros
causados por los cambios de estaciones climaticas, por tal motivo cada anillo tiene
un fraccion de madera temprana o de primavera, formada por traqueidas de mayor
tamafio (color naranja en la figura 3. a ) y otra llamada madera tardia o de verano,
donde se finaliza la formacion del anillo, esta generalmente es causada por una
limitacion hidrica severa. En la figura 3 se pueden observar una microfotografia de

los poros (Gracia C et al., 2011).

Figura 3. a). Imagen microscopica del corte trasversal de una madera, donde se
distingue la madera temprana (color naranja) de la madera tardia (color blanco).
b). Madera de poro en los anillos en una muestra de madera (Gracia C et al.,
2011).

En la madera de roble (Quercus Humboldtii Bonpl), los poros estan compuestos
por agrupaciones de células formadas en la madera de primavera, en el resto del
anillo (maderas tardias) hay menos porosidad. Sin embargo se encuentran fibras
conformadas por los elementos que le confieren dureza y rigidez. Cuanto mayor
es la proporcion de la madera tardia, mayor es la dureza y densidad de la madera,
este proceso es el resultado de la divisién celular en el cambium, el cual define el

grosor de cada anillo. Figura 4. (Gracia C et al., 2011
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Figura 4. Vasos y poros conductores en las angiospermas (Gracia C et al., 2011).

Sin embargo, la composicion quimica de la madera del roble no se puede definir
con precision, debido a que el contenido de lignina varia dependiendo del tipo de
nutrientes absorbidos por la raiz, la ubicacion geografica, el clima y las
condiciones del suelo (A. Uhl, Loebe K. et al., 2001). Trazas de elementos se
encuentran presentes en el interior de la madera, elementos como el calcio
principal componente de las paredes celulares, nitrégeno, fésforo y magnesio son
constituyentes de proteinas, aminoacidos y otros constituyentes de las células
dispersas a lo largo de las matrices biologicas de la madera (Martin, M.Z. et al.,
2007).

1.2. ESPECTROSCOPIA DE PLASMA INDUCIDO POR LASER ( LIBS)

La espectroscopia de plasma inducida por laser (LIBS), permite realizar analisis
elemental de muestras en cualquier estado de agregacion, utilizando pulsos de
laser como fuente de excitacion. El haz laser impacta sobre la superficie, la
energia del laser es transformada en calor, aumentando la temperatura de la zona
de la muestra donde incide el haz; esto produce una rapida fusion o evaporacion
de la misma y crea una onda expansiva que, combinada con la interaccién del
laser, genera un plasma que provoca la extraccion de una pequefia cantidad de
material; éste proceso es conocido como ablacién (Sturn, V. et al., 2004). El

plasma es considerado como un sistema heterogéneo en el que no hay

24



condiciones de equilibrio total (Ortiz, op.cit.p. 14). No obstante, es posible que en
ciertas regiones del plasma las distribuciones de las propiedades se encuentren
en equilibrio. Esta condicion permite modelar el plasma asumiendo condiciones de

equilibrio termodinamico (Ortiz, op.cit.p. 14).

El plasma emite radiacion durante todo el tiempo. En los primeros instantes
(hasta~ 10 ps) la radiacion del continuo es predominante, ésta radiacion proviene
de la interaccion de los electrones libres con el campo electromagnético (Efecto
Bremsstrahlug), producto de la recombinacién de iones y electrones en procesos
de excitacion y por interacciones con el gas circundante (Eberhard y Werner et al.,
2004); posteriormente, se observa la emision ionica, la de los atomos neutros y
finalmente, las emisiones moleculares que corresponden a los procesos de
recombinacién con el entorno rodeante y el enfriamiento del plasma (Miziolek et
al., 2006). El estudio espectroscopico de esta radiacion permite determinar
diferentes parametros del plasma y de la muestra, siendo esto considerado LIBS.
Este proceso se puede resumir en: el proceso de ablacion laser y el estudio
espectroscopico de la radiacion emitida durante el proceso de ablacion, a

continuacion se explican brevemente.

LIBS ha sido aplicada para la caracterizacidon cualitativa y cuantitativa de
materiales en productos y procesos en las mas diversas areas; es utilizada en
algunas aplicaciones como una técnica alternativa o complementaria (E.K.L.St-
Onge et al.,, 2006) ( Mowery, M.D. et al., 2002) (Samek, O. et al.,, 2001)
(Neuhauser et al., 1999) (Yamaguchi et al., 2005) y en otros casos como la técnica
principal (Bustamante et al., 2002) (Dockery et al., 2003) (Arafat, A. et al., 2013).
Entre las ventajas de LIBS, se pueden mencionar su facilidad de uso, la
versatilidad de analisis en practicamente cualquier tipo de muestra y ambientes,
no requiere procesos de pretratamiento de la muestra, la capacidad de muestreo y
analisis multielemental altamente localizado es posible a gran velocidad e incluso

en tiempo real, tiene una muy buena resolucion espacial y en profundidad;. Todo
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esto hace de LIBS una técnica analitica interesante cuando se requiere rapidez y
facilidad de aplicacion (Alvira, F. et al., 2010) (Gibaek, k. et a., 2013)

1.2.1. ABLACION LASER

Se denomina ablacién, al proceso mediante el cual, utilizando un haz laser como
fuente de excitacion y de extraccion, se arranca material de la superficie de una
muestra. Los procesos fisicos involucrados son bastante complejos, los
mecanismos de interaccion y las propiedades del plasma dependeran en gran
parte de los parametros del laser: la potencia del laser, tipo de material, longitud
de onda del laser, tamafio del spot y la duracion del pulso, asi como también las
propiedades de la muestra cémo, el estado de agregacion, temperatura,
rugosidad, etc. Para pulsos laser del orden de nanosegundos y longitudes de onda
en el rango Vis-IR (densidades de potencia < 108 W/cm?), el mecanismo
dominante es la vaporizacion térmica, donde la temperatura de la superficie del
sélido se incrementa y ocurre la transicion de sélido a liquido, de liquido a vapor y
de vapor a plasma. Para pulsos laser de femtosegundos con densidad de potencia
superior a 10'® W/cm?, el principal mecanismo de ruptura de enlaces se da por
explosion de Coulomb. (Singh y thakur et al., 2007).

En la figura 5, se esquematiza, muy simplificado, el proceso de ablacién. En la
primera etapa ocurre la interaccion del haz con la muestra; como se mencioné
anteriormente, en la segunda etapa ocurre la expansién del plasma; que se rige
por las propiedades iniciales del plasma y el medio de expansién. Las propiedades
del plasma que afectan la expansion son la densidad electrénica y la temperatura.
Finalmente, ocurre la condensacion y formacion de particulas y agregados ( las
nano particulas se forman a partir de la condensacion del vapor en un tiempo de
104-102 s), ésta inicia cuando la pluma alcanza la temperatura de ebulliciéon del
material (*<3000K), enfriandose por la interaccion con el medio circundante, hasta

la temperatura de condensacion del material <2000K (Singh y thakur et al., 2007).
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Figura 5. Etapas del proceso de ablacion laser (Singh y thakur et al., 2007).

1.2.2. EVOLUCION TEMPORAL DEL PLASMA

Como ya se explico, el proceso de ablacion genera un plasma que emite radiacion
durante todo su tiempo de vida; la radiacion electromagnética esta formada por las
multiples lineas y bandas de emision a longitudes de onda caracteristicas de cada
especie presente en el plasma; el andlisis de las lineas espectrales permite
obtener informacion de los parametros del plasma y de la muestra es posible

determinar la composicion atémica fundamental (Uhl, A. Loebe, K. et al., 2001).

Debido a que el laser es una fuente pulsada, el plasma generado tiene duracion
finita; el espectro resultante evoluciona rapidamente en el tiempo. Un esquema
temporal de un plasma generado por laser se ilustra en la Figura 6. Inicialmente, la
emision estd dominada por un continuo, que es causado por la de recombinacién
de los iones y electrones libres (Efecto Bremsstrahlung). Posteriormente, se
observa también la emisién de las especies iGnicas generadas tanto como por la
interaccion del laser con la materia como por los efectos de colisiones en la pluma.
Cuando estas especies se des-excitan o recombinan, se detectan emisiones de
las especies atdmicas, que es cuando ha cesado la interaccion de la pluma con el
haz. Finalmente, se observan las emisiones de las especies moleculares

generadas por las interacciones de la pluma con el medio circundante.
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Si la radiacion se integra durante todo el tiempo de vida del plasma, no es posible
discernir las emisiones correspondientes a las diferentes especies presentes a
diferentes tiempos de emisién, y puede enmascarar la emision proveniente de las
emisiones mas deébiles de la pluma. Por esta razén, los espectros LIBS son
colectados resueltos en el tiempo, iniciando la coleccion un cierto tiempo (Tiempo
de retardo, Delay td) después del inicio de la interaccion laser-materia, de tal
manera que ha disminuido de manera significativa la emision del continuo, pero la
emision de las especies de interés todavia estan presentes. Los parametros
importantes para la deteccion resuelta en el tiempo, son el tiempo de retardo ta,
(Delay) definido como el tiempo entre el inicio de la formacion del plasma y la
observacion y deteccion de luz emitida; y el tiempo de integracion (Gate) tv, que se
define como el periodo durante el cual se recoge la informacién. Normalmente, se
ajusta la observacion del plasma un tiempo t¢ después del pulso laser y durante un
tiempo tp, de tal manera que las emisiones de las especies de interés sean altas,
permitiendo el estudio de las diversas especies integrantes del plasma (Miziolek et
al., 2006).
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Figura 6. Evolucion temporal de la radiacién del plasma. (Miziolek et al., 2006).
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1.2.3. MONTAJE LIBS

El instrumental basico para un sistema LIBS consta de un laser, un arreglo optico
de enfoque y coleccion Optica, la muestra a analizar y un sistema de deteccion y

registro. (Figura 7)

Figura 7. Montaje basico para sistemas LIBS. (Russo et al., 2002) (Michael y
Chave, 2007)

1.2.4. ESPECTROSCOPIA DE ABSORCION ATOMICA (AAS)

La espectroscopia de absorcion atémica (AAS) es un método de analisis
elemental, utilizado para la deteccion y cuantificacion de elementos quimicos,
particularmente elementos metalicos. La técnica de AAS se basa en método
analitico rapido y sencillo, util especialmente para un pequefio numero de
elementos en un gran niumero de muestras, con exactitud del orden de ppm. Para
el analisis elemental, los compuestos se deben fraccionar en los atomos que los
constituyen, esto se realiza por pulverizacion en una llama plana a alta
temperatura. El proceso es sencillo, se hace incidir un haz de una longitud de
onda, especifica para cada elemento, producido por una lampara de catodo
hueco, a lo largo del eje longitudinal de la llama, el haz est4 enfocado sobre un

detector. Simultaneamente, la solucion de la muestra es aspirada hacia el interior
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de la llama, y dispersada, formando una niebla de gotas muy finas que se
evaporan en la llama dando inicialmente una sal seca, que se convierte en vapor,
la cual se disocia, por lo menos en parte, en atomos del elemento que se desea
determinar. El haz interacciona con los atomos del elemento que son excitados en
la llama, y es dirigido hacia un espectrofotometro, donde por diferencia en la
intensidad de sefiales es posible cuantificar el elemento presente en la solucién.
En la figura 8 se describe el montaje para AAS. (Cardenas y Yeffer et al., 2005).

Detector

Lente Lente
g T
__EIIIIIIII ’ L 1| mER

| — Monocromador

Lampara de Atomizacion

catodo hueco de la muestra

Lecturade [— Amplificador
salida de sefial

Figura 8. Esquema general AAS (Skoog et al., 1992).

La AAS es una técnica que permite la determinacion de un elemento, en una
solucion dada, sin tener que separarlo de otros. Sin embargo, existen efectos
conocidos como interferencias, causados por procesos fisicos o quimicos, que
pueden alterar los resultados. Las interferencias fisicas son causadas por la
viscosidad, la tension superficial o la presion de vapor de las soluciones; estos
factores disminuyen la velocidad de aspiracion generando que una fracciébn menor
de la muestra llegue a la llama. Por otra parte, las interferencias quimicas pueden
ocurrir por una disociacién incompleta o por reacciones espontaneas de los

atomos libres o radicales presentes en el medio ambiente.

La sensibilidad de la técnica de absorcién atomica varia ampliamente de unos

elementos a otros, estando del orden de las ppm para la mayor parte de

30



elementos. Para la cuantificacion de cada elemento es necesario construir curvas
de calibracion, utilizando patrones con concentraciones conocidas, aprovechando
la relacion de forma lineal, en cierto rango, de la concentracion y la absorbancia.
Dicha relaciéon permite conocer la concentracion del elemento presente en la
muestra (Cardenas y Yeffer et al., 2005). En la determinacion de concentraciones
al nivel de trazas es necesario concentrar la solucion a analizar antes de que

pueda ser determinado dicho elemento.

31



2. ESTADO DEL ARTE

Las investigaciones basadas en la técnica LIBS se inician con el desarrollo del
primer laser pulsado de rubi (Maiman, T.H. et al., 1960), siendo inicialmente usado
para estudios en fisica Optica. Entre los primeros trabajos utilizando laseres
continuos, se puede mencionar el estudio de muestras gaseosas, sélidas y
liguidas desarrollado por ( Maker et al., 1964) (Debras et al., 1963), (Maiman, T.H.

et al., 1960), respectivamente.

Como se comentd previamente, LIBS se basa en procesos de ablacién cuyas
ventajas y desventajas han sido discutidas. Los primeros estudios de interaccion
laser materia, se remontan a la década de los 70 (Walters, C.T. et al., 1978), con
el desarrollo de laseres pulsados en modo Q-switch se promovié el uso de esta
técnica durante los siguientes afios (Runge, E.F. et al., 1964), (Geusig, J.E. et al.,
1964), (Scott, R.H. et al., 1970), a tal punto que en la actualidad sigue siendo de
gran importancia y amplia utilizacion (Radziemski, 1994; Song, 1997; Rusak,1998,
Hou y Jones, 2000, Mao et al., 1995, Russo). No sélo se ha estudiado el proceso
de interaccion laser materia, también se han planteado modelos para describir el
comportamiento de la pluma (Harith et al., 1990).

En LIBS se ha llevado a cabo avances instrumentales, que han permitido en la
actualidad contar con equipos compactos y comerciales para la investigacion
(Wallis et al., 2000). A partir del desarrollo de sistemas portatiles, y sumado al
avance de mejores sistemas de deteccidn, ha sido posible ampliar el uso de la
técnica en areas donde se requiere realizar analisis in situ (Bernan et al., 1993,
Vadillo et al., 1996; Bauer et al., 1998). Otro adelanto en LIBS ha sido el uso de
laser en diferentes modos de pulsado: Q-swicth (Runge, E.F. et al., 1964), pulso
simple (Cremers, D.A. et al., 1984) (Felske, A. et al., 1972) y multipulso (Cabalin,

L.M. et al., 2010, Kamamoto, K.M. et al., 1996), que permiten cambiar el modo de

32



excitacion o entrega de energia a la muestra, implicando cambios en los
resultados. Igualmente, fue perfeccionado el analisis remoto, conduciendo el haz
por la fibra optica (Cremers et al., 1995, Lacarte, J.A. et al., 2011), con sonda bajo
el agua (Laserna, J. Giraldo, S. et al.,, 2013), e incluso a nivel espacial (Alviz,
2009) (Wiens et al., 2002). A partir de la década de los noventa (Figura 11) se
observa un aumento en el numero de publicaciones de estudios e investigaciones
referenciando la utilizacion de LIBS como método de analisis elemental en

diversos tipos de muestras.

Los factores que influyen en la sensibilidad y precision de la técnica, han sido
probados en investigaciones anteriores con sofisticadas técnicas estadisticas que
se aplican para extraer sefales, factores de confiabilidad, e incluso se han
establecido métodos estadisticos que permiten utilizarlo en analisis cuantitativo sin
el uso de estandares. (Gornushkin et al., 1999; Uhl, A. Loebe, K. et al., 2001;
Winerforner, Castillo et al., 1998).

A partir de la década de los noventa se observa un aumento en el nimero de
publicaciones de estudios e investigaciones referenciando la utilizacion de LIBS
como método de analisis elemental en diversos tipos de muestras. Lo anterior se
evidencia en la Figura 11, destacando un aumento significativo de las mismas a
partir de 1995.
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Figura 11. Publicaciones LIBS de 1960 - 2014. Fuente: (Courtesy of M. Sabsabi)

Se ha demostrado a través del tiempo la capacidad de LIBS para realizar analisis
elemental cualitativo y cuantitativo en un amplio rango de condiciones de analisis y
de muestras: superficie sélidas (Blacic et al., 1992; Kane et al., 1992; Jaimes M et
al., 2005; Sabsabi et al., 2000), liquidas (Villabona J et al., 2006), gaseosas
(Windom B.C. et al., 2006), aerosoles (Poulain y Alexander, 1995), estudios en
polimeros (Sattmann et al., 1998); en diversos tipos de atmdsfera y a ultra alto
vacio (Theim et al., 1994); para analisis a nivel industrial nuclear (Davies et al.,
1996); mapeo de superficies (Radziemski, 1994; Song, 1997; Rusak, 1998; Hou,
Jones, 2000); andlisis geoldgicos (Grant et al.,, 1991; Zhang et al., 1995); en
diagndstico, conservacion y limpieza de obras de arte (Marquardt et al., 1996,
Anglos et al., 1997, Georgiou et al., 1998); y como se comenté antes, en la
exploracién espacial (Knight et al., 2000, Wiens et al 2002). No obstante, las
nuevas areas de estudio van hasta la seguridad industrial, ambiental y nacional y
aplicaciones bilégicas (F.C. De Lucia et al., 2009). Entre las aplicaciones
biolégicas se pueden mencionar estudios de dientes humanos, huesos y tejidos de
diversos tipos, utilizando la region ultravioleta del espectro (Pallikaris et al., 1998,

Samek et al., 1999). A nivel ambiental se evidencia su aplicacion en el estudio de
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suelos (Eppler et al., 1996), aplicaciones ambientales (Palleschi et al., 1994); la
deteccion de metales pesados (Theriault y Col, 1998) y contaminantes (Palleschi
et al., 1994); igualmente sobre muestras de polen, esporas y bacterias (M.
Baudelet et al., 2006); en el caso de tejidos y muestras ambientales, se ha
aplicado LIBS con muestras procedentes de productos vegetales, arboles y

maderas.

Entre las técnicas comunmente utilizadas para los andlisis de tejido vegetal se
destaca la espectroscopia de absorcion atémica (por sus siglas inglés, AAS),
cuyos resultados son exactos y confiables y por tanto pueden ser utilizados como
patrén comparativo con otras técnicas (Mtunzi, F. et al., 2012). Sin embargo, AAS
presenta algunas limitaciones tales como la necesidad de preparacion de la
muestra para que se adapte al equipo, aun cuando su uso se restringe a
determinados escenarios. Teniendo en cuenta estos antecedentes, LIBS se
presenta como una técnica alternativa y eficaz en el analisis elemental de
especimenes botanicos. Como ya se comentd, las técnicas usadas para el
andlisis y caracterizacidbn en muestras vegetales suelen ser tediosas y pueden
ocasionar pérdida y desnaturalizacion de la muestra, asi como el uso de reactivos
nocivos y contaminantes. LIBS permite recolectar informacion sobre la distribucion
espacial de la superficie a analizar, permitiendo trazar la evolucion temporal de la
concentracion y acumulacion de compuestos en areas especificas de la muestra
(Mizolek et al 2006). Por otra parte, la utilizacion de LIBS en el analisis elemental
de muestras organicas y biolégicas de tipo vegetal, proporciona ventajas
significativas comparadas con otras técnicas espectroscopicas, incluso al

combinarlas (Heuser D. et al., 2004).

Entre las diversas aplicaciones de LIBS para analisis de material vegetal, es
posible mencionar la clasificacion de los aceites vegetales, por medio del analisis
de la composicién elemental de acidos grasos saturados, haciendo uso de las

bandas elementales del C. (Mebess et al., 2013). El uso de LIBS para analisis de
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material vegetal y plantas de composicion desconocida, demostré que con muy
poca preparacion de la muestra, por ejemplo, trituracién de las hojas hasta fase
polvo, se obtienen resultados analiticos cuantitativos coincidentes con las técnicas
habituales como ICP-MS (Mizolek et al., 2006). Del mismo modo, se ha reportado
el uso de LIBS junto con LA-ICP-MS, para el estudio de la distribucion de Pb y Mg
en las hojas de lechuga (Latuca sativa) (Kaiser et al., 2007). Igualmente, se ha
empleado para determinar la distribucion y concentracion de Ag y Cu en la
estructura de las venas de las hojas y en plantas de girasol (Helianthus annuus L);
se encontraron altos contenidos de Ag cerca a la raiz y una distribucion uniforme
de Cu dentro del tallo. (Kriskova et al., 2008). Otros estudios realizados por medio
de LIBS y LA-ICP-AES, identificaron la distribucién de Pb, Mg y Cu en hojas de
girasol, con una resolucién lateral de 200um y a su vez compararon los resultados
con AAS y cromatografia de capa fina, concluyeron que LIBS es una técnica de
andlisis multi-elemental que permite realizar un mapeo general del area de la
muestra, y obtener resultados similares a las técnicas convencionales,
minimizando tiempo y esfuerzos en la preparacion de la muestra ( Kaiser et al.,
2009).

Otros estudios utilizan LIBS para realizar andlisis en hojas de manzana,
melocoton, espinacas, tomate, agujas de pino y musgo; se detectd y cuantifico la
presencia de elementos como: Al, Ca, Cu, Fe, Mg, Mn, P, y Zn en un rango de
concentraciones de 0.1 a 25 ppm (Mizolek et al., 2006). Igualmente, se ha utilizado
fs-LIBS y ns-LIBS para la determinacion y mapeo espacial in situ de calcio y la
distribucion de éste en la periferia de las células de la hojas y el tallo de plantas
(Assion et al., 2003). LIBS también se ha utilizado para el estudio de la distribucion
espacial de hierro en hojas de maiz seco y fresco (cornus stolonifera),
concluyendo técnica permite hacer un mapa de la distribucion de Fe sobre la
planta, con una alta resolucién espacial, sin causar dafio en las células vegetales
(Samek et al., 2006). En esta misma linea de investigacion, se encuentra un

estudio interesante sobre el uso de LIBS para la determinacion in situ de Si en
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hojas, vainas y tallos de hierba de Bermuda (Cynodon dactylon), se determin6 que
las concentraciones de Si aumentan en las ldminas de las hojas y disminuye en
las vainas, este resultado fue corroborado con el numero de densidad de fitolitos
depositados en las muestras (Chauhan et al., 2011). De igual modo, LIBS ha sido
empleada para la determinacién y cuantificacién de Ca, Mg, K, P, Cu, Mny Zn en
pastillas de hojas de 17 variedades de plantas de cafla de azlcar, dando
resultados similares a los obtenidos con ICP-AES. ( Marcos de Silva et al., 2013).
En maderas pueden mencionarse los estudios realizados utilizando LIBS para
identificar agentes nocivos causados por la manejo de fungicidas e insecticidas, a
través de la caracterizacion de los elementos presentes en dichas sustancias
como: Cu, Cr, B, As, Pb, Hg (Uhl, A. Loebe, K. Kreuchwing, L, et al., 2001); asi
mismo se han realizado estudios en combinacion con otras técnicas para la
deteccion de elementos toxicos en residuos de madera como: Cr, Ar, Cu y Pb.
(Mizolek et al., 2006). También, se ha usado LIBS para realizar analisis
cuantitativos en muestras tratadas con conservantes inorganicos que contenian
Cu, Cr, B, As, Pb, Hg (A. Uhl et al., 2001); y para realizar la clasificacion de
muestras de madera tratadas con CCA (Chomate Cooper Arsenate) (Gething et
al., 2009), (Moskal et al., 2002), (Gabriele et al., 2004). Los analisis sobre
muestras de madera demostraron que LIBS en combinacion con métodos
multivariados basados en PCA y PLS se podrian utilizar para analizar la
composiciéon quimica de los anillos de crecimiento anuales de arboles y
correlacionarlos con los parametros externos, como el cambio en el clima, los
bosques y los trastornos relacionados con las actividades humanas (Martin et al.,
2007).
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3. METODOLOGIA

3.1 SELECCION DE LA MUESTRA

Se analiz6 la composicion elemental de un tronco roble (Quercus Humboldtii
Bonpl), ubicado en el municipio de Arcabuco (Boyaca). El tronco tiene un didmetro
de 69cm, una altura de 15m y una edad estimada de 150 afios. Del tronco de este
arbol se tomo6 un cilindro de muestra de 15cm de largo y de 5mm de diametro.
(Figura 10)

El estudio se llevé a cabo analizando secciones transversales en la muestra de
roble; la concentracion elemental se midio a lo largo del radio del tronco dejando la
concentracion en funcion de la posicién radial sobre el tronco del arbol, tomando
una serie de anillos concéntricos de 1cm de radio. Estas estructuras estan
asociadas a intervalos de crecimiento de aproximadamente 10 afios (A.Uhl, et al.,
2001). Se tomaron zonas de crecimiento en intervalos fijos debido a que para la
muestra no se pudo determinar ni diferenciar claramente cada anillo del tronco, y
menos que cada anillo corresponda a un periodo de crecimiento definido. En
general, el crecimiento de los anillos y la estructura de la madera permiten
considerar como la parte mas antigua del arbol la zona central de la médula
(muestra 1) y la parte exterior cerca a la corteza como la zona mas nueva

(muestra 15).
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Figura 10. Seccion de muestra tomada de roble.

Para el analisis LIBS, se asumi6 que el tronco estaba constituido por 15 zonas (se
estimo un total de 10 anillos por centimetros), uniformes y de igual tamafio, de 1
cm de longitud, desde la zona més interna del tronco hacia la corteza. En cada
zona, se evalud un punto. El espectro obtenido para cada zona, corresponde a
una acumulacion de 10 pulsos laser, separados 1 mm entre ellos. Cada una de las

regiones espectrales estudiadas, se denominan ventanas espectrales.

Inicialmente, se utilizé6 LIBS para un analisis cualitativo de la muestra; una vez
identificados los elementos de interés se procedié a un analisis cuantitativo con
AAS, el protocolo de trabajo del analisis cuantitativo se explica en la siguiente

seccion.
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3.2. ARREGLO EXPERIMENTAL PARA LIBS

El montaje experimental se muestra en la figura 11. Consta de un laser de
Nd:YAG operando en el segundo armonico (532 nm), en modo Q-switch, en single
shot, un sistema Optico de guiado del haz laser y coleccién de sefal del plasma,

un porta-muestra y un sistema de deteccion y procesador de datos.

Computadar
Laser da Nd: YAC

Prisma

Sislema éptico ﬁt

L 1)
Espectragrafo i

Figura 11. Montaje Experimental LIBS (LEAM)

Los analisis fueron realizados a temperatura ambiente en el laboratorio de
espectroscopia atémica y molecular (LEAM). Asi como los parametros
experimentales fueron optimizados en funcion de la mejor relacion sefial ruido,
sobre la madera. Los parametros seleccionados para el analisis, junto con las

caracteristicas del sistema experimental se resumen en la tabla 1.
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Tabla 1. Pardmetros instrumentales montaje LIBS

INSTRUMENTACION MONTAJE LIBS

Componentes del laser y arreglo 6ptico

Laser

Quanta-Ray INDI-Series pulsed Nd.YAG, HG
version

Duracion Pulso del 8[ns]
laser
Longitud de onda 532nm

Optica

Lentes plano-convexa: distancia focal de
19,2[cm]

Prisma triangular de 60° (Edmund Optics)

Fibra optica de 400[um] (de didmetro 6ptico)

Componentes Espectroscépicos

Anchura de la rejilla

10[um]

Energia del Lasser

60-62mJ

Espectrometro

TipoCzermy-Turner (Andor Technology,
Shamrock SR-500i

Rejilla de difraccion
Resolucion de pixel

1200 [grooves/mm].
0,29nm/pixel

Detector

Camara tipo intensified charge-cooupled device
(ICCD, Andor Technology, iStar DH-720

Rango de longitud de
onda de trabajo

200-800 [nm]

Temperatura del
detector

-10°C

Adquisicion de datos

Software

Andor SOLIS(T) Software Packages (Andor

Technology)
Modo de adquisicion | Acumulado
Numero de espectros |10

acumulados

Modo de disparo

Externo y activacion manual mediante Q-Switch
single shot

Tiempo de exposicion
por espectro
Tiempo de retraso:

0,024[s]

1ps
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3.3. ADECUACION DEL PORTA-MUESTRA

En la figura 12 se observa la muestra de roble sobre el porta-muestras. Se disefio
un sistema de riel, el cual permite desplazar la muestra horizontal y verticalmente;
es decir, permite fijar la posicion radial y la altura de la muestra, de tal manera que

el haz sea enfocado sobre la superficie de la madera.

Rosca para Movimiento

Horizontal Muestra de madera

-

LF‘.-;:usca para Movimiento - —r

Vertical

Figura 12. Porta-muestra.

3.4. METODOLOGIA PARA AAS

3.4.1. PREPARACION DE LA MUESTRA.

Las secciones de muestra de roble, se limpiaron con acetona eliminando cualquier
tipo de contaminante superficial. Se determiné la masa del segmento, cada una,
con longitud de 1cm. Esta muestra fue adicionada 10 ml de HNOs (acido nitrico) al
36%, el cual permite realizar la digestion o transformacion de la muestra en forma

liquida.

La digestiébn se llevd a cabo en un digestor de microondas (The Microwave
Accelerated reaction System) modelo MARS, disponible en laboratorio de Quimica
Ambiental de la Universidad Industrial de Santander. Los parametros de operacion
para el tratamiento de material vegetal corresponden al protocolo (Plant Tissuel-

Hp500) a 300 PSI de presién, una temperatura de 170°C y un tiempo de analisis
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de 45 minutos. Se obtuvieron 10ml de disoluciéon acida de la muestra totalmente
homogénea y sin residuos solidos. (Figura 13).

Figura 13. Soluciones obtenidas después de la digestion.

Las digestiones se analizaron en el equipo de absorcién atdmica modelo S4
Thermo-Electron, con tipo de llama Aire-Acetileno, el cual tiene una sensibilidad de
0,003mg/L, valores de absorbancia minimos de 0,0049 y un rango éptimo de
operacion entre 0,06 a 0,6 mg/L, ubicado en el laboratorio de Andlisis instrumental
(UIS). Se prepararon los patrones y las curvas de calibracion respectivas para
Mg, Ca, Fe, Al, K, Li, Zn, Si, Sry Na, de acuerdo al previo analisis cualitativo (Ver
figura 14).

Tabla 2. Parametros de andlisis por AAS

Elemento A Onda Inhibidor

Mg 285,2 nm La20s3

Ca 422,7 nm. La203

Fe 248,3 nm Sin inhibidor
Al 309,3 nm Sin inhibidor

K 766,5 nm Sin inhibidor
Li 670,8nm Buffer de potasio
Zn 213,8nm Sin inhibidor
Si 251,6nm Buffer de potasio
Sr 460,7nm Buffer de potasio
Na 589,0 nm Buffer de potasio

La203 (Oxido de Lantano)
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Abszorbancia para Fe

Absorbancia para Mg

=037 + 0,03

RZ 0,9995

¥z 0,03636 + 0,00587
R=10528753

4

Concentracian (ppm) . .
Concentracion (ppm)

Absorbancia para Ca

g 0,052 + 0,017
R =0 88332

Concentracion (ppm)

Figura 14. Curva de calibracion para Mg, Fe y Ca respectivamente.
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4. RESULTADOS Y ANALISIS

En el crecimiento del roble se ha establecido que el diametro del tronco es funcién
directa de la edad del arbol (Uhl, A. et al., 2001). Como se menciono en la seccion
experimental, se estudio la seccion transversal del tronco de roble, tomando una
serie de anillos concéntricos de 1cm de radio. Estos anillos se estudiaron como
zonas de crecimiento debido a que para la muestra no se pueden determinar ni

diferenciar los anillos de crecimiento correspondientes a esta muestra de roble.
4.1. ANALISIS CUALITATIVO
Se utilizé LIBS para el andlisis cualitativo de la muestra, en las diferentes

posiciones. Los espectros correspondientes a las diferentes zonas espectrales

evaluadas, se muestran en las figuras 15-21.

5000 — Magllly 280,54

4000

3000 y

C(l) 247,63 Mgil) 286.20

Mg(ll) 281,22

Intensicad (a.u)

T T T T T T T 1
2 27a 250 290 300

k1
I
(=)
k1
in —
(=)
L5

P

longitud de Onda (nm)

Figura 15. Espectro LIBS en la region de 240 a 300nm.
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Figura 16. Espectro LIBS para en la regién de 270 a 330nm
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Figura 17. Espectro LIBS en la region de 270 a 370nm
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Figura 18. Espectro LIBS en la region de 340 a 450nm
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Figura 19. Espectro LIBS en la region de 480 a 600nm

47



15000 —

14000 4

12000

10000 —

EEED Y Ny 559.76

Intensickad (an

S000 H

A000 4

2000 o T T T T T T T T T T T T
550 S50 570 S20 S50 &00 E10

Longitud de ©nda (nm)
Figura 20. Espectro LIBS en la region de 550 a 615nm
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Figura 21. Espectro LIBS en la region de 740 a 790nm.

En los espectros anteriores, se observan bandas moleculares y emisiones de

lineas atOémicas e i6nicas, en todas las ventanas espectrales. Las lineas
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resaltadas en color rojo representan los elementos considerados como
contaminates en la muestra de madera. La banda de CN (388nm), es debida a la
recombinacion del carbono de la muestra con el nitrdgeno del aire del ambiente,
aunque también puede ser parte de la estructura de la celulosa. En la tabla 3, se
resumen los elementos determinados junto con las longitudes de onda detectadas:
C, Ca, Mg, Si, Al, Zn, Fe, Sr, N, Li, Na, Oy K.

Tabla 3. Lineas espectrales de todos los elementos hallados.

Elementos Longitud de Elementos Longitud de
Onda [nm] Onda [nm]
Fe(ll) 359,54
()] 247,63 431,22
Mg(l) 286,20 Sr(l) 496,96
Mg(ll) 280,54
281,22
517,34 Sr(l) 408,97
394,94 560,34; 559,76
397,94 747,81
Ca(l) 423,76 N(II) 745,34
Triplete de N(I) 143,15
317,13
319,17
Ca(ll) 324,28 590,17
Na(ll) 589,75
Si(l) 289,12 Li(l) 610,87
309,99 K(1) 767,27
Al(1) 770,73
336,00 o(In 777,54
777,42
Zn(ll) 777,19
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Se presenta una distribucion de elementos como C, O, N, Ca, Mg, Fe, Al, Si, Na,
Sr, Zn, Liy K, sobre el eje radial de la muestra, y algunos presentes en todos los
anillos o zonas de crecimiento. En las zonas del 1 al 8 de la muestra, se detectan
elementos como: C, O, N, Ca, Mg, Fe, Al, Si, Na, Sr, Zn y K, mientras que en las
zonas 9 al 15, se observa adicionalmente Li y no se detecta Sr. Elementos como
C, O, N, Ca, Mg, Fe, Zn y K son nutrientes generales, presentes en la celulosa,
hemicelulosa, lignina y otras moléculas de bajo peso molecular como extractos y
minerales. El Ca es el principal componente en las paredes celulares, el N y Mg se

encuentran como constituyentes de proteinas y aminoacidos ( Mizolek et al 2006 ).

Por el contrario, algunos metales como el Al, Si, Sr, Li y Na (resaltado en rojo en
las figuras 15, 16, 17, 19 y 20), se consideran contaminantes que migran
rapidamente por las raices de los arboles. En general, estos contaminantes
provienen de fuentes antropogénicas o externas como el suelo y factores
ambientales. Se pueden citar estudios sobre la deteccion de plomo, cromo y otros
metales pesados en la madera (Martin, M.Z. et al., 2007). También estudios
relacionados para reducir las emisiones antropogénicas de gases por el efecto
invernadero, particularmente el diéxido de carbono (CO2), que afecta la
composicién del suelo, contaminandolo (Read, D. et al., 2001). Los elementos
considerados como nutrientes y metales se encuentran distribuidos de forma
aleatoria a lo largo de la muestra; esto puede ser causado por los procesos de
absorcién de nutrientes por parte de la raiz. Dado que la absorcion en los primeros
afos de vida del roble es menor, a medida que el arbol se hace mas maduro,
aumenta el tamafio y cantidad de raices, permitiendo mayor absorcion de
nutrientes del agua y suelo (Gracia C et al., 2011). Esto justificaria la presencia de
elementos como C, O, N, Ca, Mg, Fe, Al, Na, Zn, Si, Sry K, en las primeras zonas

iniciales del nacimiento del arbol.

Otro factor importante es la migracién de nutrientes, este proceso ocurre del

floema hacia la médula, fenomeno por el cual la presencia de elementos como el
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Li se registra en los secciones cerca de la corteza y no se observa en los anillos
cerca de la médula, debido a que puede ser almacenado por la planta como
sustancias de desecho o almacenarse en los poros que presenta la madera
(Gracia C et al., 2011). La composicién quimica de los anillos de crecimiento en el
roble por la presencia de metales como Al, Si, Sr, Li y Na, también se pueden
relacionar con parametros externos como: cambios en el clima, incendios
forestales y trastornos relacionados con la actividad humana. Debido a esto, se
investigd la zona de ubicacion de la muestra en el municipio de Arcabuco
(Boyaca). Se encontré que cerca de los robledales no hay actividad minera al
menos en un radio de ~5 km; hay una corriente de agua permanente (quebrada)
cerca del robledal muestreado a una distancia entre 50 y 100 metros; la carretera
principal pasa aproximadamente a 300 metros en distancia lineal, (via Barbosa-
Tunja), con alto trafico de tractomulas y buses intermunicipales; en las areas
aledafias se han presentado, de manera recurrente, incendios forestales. Todos
esto permite justificar la presencia de Na en todos los anillos, internos y externos,
por cambios en la salinidad en la region y en las efluentes de la quebrada con
presencia de Ky Na ( Marin, C. et al., 2013).

En la figura 22, se observa la distribucion radial de C, Mg, Si, Al y Ca a lo largo del
radio de crecimiento y en la figura 23, la distribucién de Ca y Fe. Como era de
esperarse, la intensidad en las sefiales de Ca, Mg, Fe, Si y Al varian a lo largo del
eje de crecimiento. En el caso del Mg, se observa el valor mas bajo en el anillo
ndamero 9 y maximos de intensidad en los anillos 15, 7 y 12 ubicados cerca a la
corteza del tronco, mientras que en los anillos intermedios la sefial oscila. El Ca
exhibe el minimo valor en los anillos 7 y 10 y su maximo valor en los anillos 12, 11
ubicados cerca a la corteza del arbol. EI Fe muestra muy poca variacion, con
valores maximos en los anillos 1, 12 y 4, con el minimo en el anillo 9. El
comportamiento de cémo varia la intensidad de la sefial LIBS de los diversos
elementos detectados en funcién de la posicién del eje de crecimiento, se resume

en la figura 24. Como se observa en la figura, no es posible encontrar una relacién
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entre las variaciones en la posicion radial y la intensidad de sefial analitica para
ninguno de

los elementos, lo que confirma que estas variaciones son

independientes de la posicion radial sobre la muestra, y que son producto de los

factores externos que afectaron el crecimiento del arbol.
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Figura 22. Espectros LIBS en funcion de la posicion radial en la region de 240 a
320nm.
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Figura 23. Espectros LIBS en funcion de la posicion radial en la region de 390 a
450nm.
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Figura 24. Intensidad (a.u) vs Posicion (cm), por LIBS para Ca, Mg y Fe.

Utilizando los resultados LIBS, se hiz6 el estudio cuantitativo por AAS, siguiendo el
protocolo explicado con anterioridad. Se establecié la concentracién de cada
elemento de interés, en funcion de la posicién radial a lo largo del eje de
crecimiento. No se analizaron por AAS aquellos elementos cuya presencia es
usual de encontrar como parte de la composicion de la madera (C,O,N). Los
elementos estudiados como componentes mayoritarios fueron Mg, Ca y Fe,
mientras que K, Na, Li, Zn, Si, Al y Sr, no fueron detectados. Los resultados se
resumen en la Figura 25, donde son claras las variaciones en la concentracion
sobre las zonas de crecimiento; esto puede estar asociado a una distribuciéon no
homogénea de la muestra y a factores de absorcion de nutrientes en la madera de

roble, como ya se habia comentado previamente y observado en los analisis LIBS.
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Figura 25. Concentracion (mg kg?) vs posicién (cm) por AAS

En la figura 25 se observa un maximo de concentracion en la seccién que
representa el anillo 2 para los tres elementos Mg, Ca y Fe, lo que podria indicar
una mayor concentraciébn de nutrientes; ésta zona se halla ubicada cerca a la
meédula del tronco. El Mg presenta otros maximos de concentracion en los anillos
10 y 12 y valores bajos en la zona intermedia. Para el Ca, cabe resaltar las
variaciones no uniformes en las zonas de crecimiento, con un incremento
significativo en la seccion 15. El Fe presenta un aumento significativo en la

seccion 2 y 8 con un minimo de concentracion en la seccion 1.

Posicion (cm)
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En general, es posible decir que los mayores valores de concentracion se
observan en los extremos cerca a la corteza, mientras que en la parte mas interna
se conservan estables. Se detectd facilmente Mg, Ca y Fe, aunque por LIBS se
reportd Li, Sr, Al, Si, Zn, K y Na, no observados por AAS. Para explicar las
diferencias entre los resultados obtenidos, es necesario tener en cuenta que LIBS
es una técnica de analisis superficial, con una alta resolucién espacial y una gran
sensibilidad, mientras que AAS es una técnica que implica, relativamente, grandes
volimenes de muestra (Fichet y Tabarant et al., 2006), reduciendo la resolucion
lateral y superficial, debido a que reporta valores promedios de concentracién
sobre el trozo de madera analizada. Otro factor que afecta los resultados,
corresponde a la estructura no homogénea de las muestras de roble, lo que
implica que los contaminantes estarian en zonas bien definidas del tronco o en
muy bajas concentraciones, esto podria ser un factor que explique porqué hay
elementos vistos por LIBS que no son detectados por AAS.

De otro lado, la focalizacion del laser en un lugar especifico de la muestra permite
la caracterizacion espacial de la misma, con una resolucién que depende del
tamafo del (spot) o punto laser (Russo et al., 2002). Este efecto podria estar
relacionado con los elementos vistos por LIBS y no detectados por AAS, debido a
la estructura de la madera, puesto que cada anillo presenta porosidades de
diferentes didmetros causados por los cambios de estaciones climaticas, formando
traqueidas que son poros compuestos por agrupaciones de células provistas con
mayor acumulacién de agua y nutrientes (Gracia et al., 2001). El impacto del laser
o (spot) pudo incidir en estos pequefios poros, generando la presencia de estos

elementos vistos por LIBS y no por AAS.

Sin embargo, pese a la variacion de los resultados por LIBS y AAS, se logro
encontrar una relacién al normalizar los datos de intensidad LIBS y concentraciéon
AAS para los elementos mayoritarios. La intensidad de sefal LIBS es proporcional

a la concentracion del elemento en la muestra (Marcos da Silva et al., 2013), esto
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implica que seria posible la calibracion de la sefial LIBS de algunos elementos
utilizando las concentraciones determinadas por AAS. En la figura 26, 27 y 28 se
muestran las curvas de calibracion LIBS para Mg, Ca y Fe. Dentro del rango lineal
estudiado, las graficas muestran una buena concordancia para estos elementos;
en el caso de los elementos minoritarios, no fue posible establecer una relacién al

no contar con valores de concentracion reportados por AAS.
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Figura 26. Curva de calibracién LIBS para el Magnesio.
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Figura 27. Curva de calibracion LIBS para el Calcio.
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Figura 28. Curva de calibracién LIBS para el Hierro.

A la luz de los resultados observados, se confirma el uso de LIBS como una

técnica de diagndstico rapido para el estudio de maderas; puesto que permite la
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deteccion simultdnea de gran cantidad de elementos, de tal manera que ayuda a
reducir tiempo y costos, asi como también a realizar estudios sobre grandes
cantidades de muestra o amplias zonas de estudio. Permite la deteccion y mapeo
quimico de contaminantes sobre la muestra y hace posible realizar un estudio

semicuantitativo de las mismas.
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CONCLUSIONES

Se determind que LIBS, es una herramienta analitica Gtil para efectuar analisis
cualitativos y semicuantitativos in situ en muestras de origen vegetal, debido a que
permite la deteccion de elementos mayoritarios, asi como también elementos
considerados contaminantes, con una alta resolucion espacial y una gran

sensibilidad.

En la muestra de roble (Quercus Humboldtii Bonpl) analizada por LIBS, se
detectaron elementos que son considerados componentes o0 nutrientes naturales
de la madera como: C, O, N, Mg, Ca, Zn, K, Fe y elementos reportados como
contaminantes debido a factores antropogénicos, de suelo y ambientales como: Al,
Si, Sr, Li y Na. Con base en estos datos fue posible la elaboracién de un mapa

guimico semicuantitativo, sobre el eje radial de crecimiento del tronco.

En el analisis cualitativo por LIBS se observé una variacion aleatoria en la
intensidad de sefial analitica de Mg, Ca y Fe, a lo largo del radio de crecimiento.
Esto puede estar asociados a varios hechos: las muestras de tejido vegetal no son
superficies homogéneas y presentan canales resiniferos (porosidades de ~20-100
um de didmetro, conductos de agua y nutrientes). Teniendo en cuenta el tamafio
de la zona LIBS muestreada, estas variaciones pueden estar asociadas a

concentraciones altamente localizadas espacialmente sobre la muestra.

Se utilizd AAS para el andlisis cuantitativo de la muestra, utilizando los resultados
cualitativos obtenidos por LIBS. Se establecieron las concentraciones para la
muestra de madera por AAS en los elementos Mg, Ca y Fe. En los elementos
considerados contaminantes como: Al, Si, Sr, Na y Li no fue posible su
cuantificacion utilizando AAS, posiblemente debido a sus bajas concentraciones,

gue estan por debajo de los limites de deteccion del equipo 6 a que se encuentran

59



en zonas altamente localizadas del tronco, y con la resolucién lateral de la técnica

no es posible detectarlos.

Fue posible la elaboracion de curvas de calibracion LIBS utilizando los resultados
AAS, para elementos mayoritarios en la muestra como Ca, Fe y Mg observando

una buena correlacion en el rango lineal de trabajo.

Se establece la capacidad de LIBS como técnica no invasiva, rapida para
diagndstico cualitativo y cuantitativo multi-elemental de muestras vegetales, lo que
permite utilizarla como herramienta de andlisis que requiera la elaboracion de

mapas quimicos para grandes superficies o que requiera rapidez de analisis.
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RECOMENDACIONES

Se ha demostrado los beneficios de LIBS como técnica de diagndstico; sin
embargo, la no homogeneidad de las muestras vegetales, implican la elaboracion
y disefio de protocolos para reducir el efecto de matriz sobre los resultados.

Se plantea la utilizacion de sistemas de mayor sensibilidad, para el analisis de

muestras de reducido tamafo o con bajas concentraciones de contaminantes.

Es importante el desarrollo de técnicas no invasivas, que permitan cuantificar
cualquier tipo de muestra sin que esto con lleve a la generacion de residuos
quimicos y elevados costos de analisis, por ello seria de gran interés realizar esta
investigacibn en muestras con superficies homogéneas en la que sea posible

correlacionar LIBS y otras técnicas tradicionales como AAS, AES entre otras.
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