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Resumen

El presente manual es una propuesta que busca acercar a los estudiantes de las
materias de fisica, quimica e ingenieria electrénica al a&mbito de la caracterizacion
espectroscopica de materiales a través de experimentos accesibles que proporcionan
un acercamiento a los fenémenos de absorcion y emision de luz. Con el fin de analizar
estos fendmenos en el intervalo visible del espectro electromagnético se propone el uso
de un espectrémetro casero y el andlisis de imagenes obtenidas con una camara digital
empleando un software de acceso libre. EI manual incluye una seccion de ejemplos
para la calibracion del dispositivo, una seccidén de captura de espectros de fuentes de
luz y otra seccion del andlisis de espectros de compuestos organicos preparados con

materiales sencillos.
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Nomenclatura

Simbolo Significado ‘

CD Compact Disk

DVD Digital Versatil Disc
LED Light Emitting Diode
RGB Red Green Blue




Introduccién

La radiacidon electromagnética es un tipo de energia que se trasmite en forma de onda,
gue viaja a una velocidad constante y que varia segun el medio donde se propaga. Se
la clasifica en intervalos de energia, dependiendo de la frecuencia y de su fuente en:
rayos gamma, rayo-X, luz ultravioleta, luz visible, luz infrarroja, ondas de radio y
microondas. El conjunto de todos estos tipos de radiacidon se llama espectro
electromagnético. Las técnicas espectroscopias se basan en la naturaleza selectiva de
las interacciones de la radiacion electromagnética con la materia, asi como en la

cuantificacion de estas interacciones (Millan, 2016).

Los experimentos propuestos en este manual permiten abordar fenémenos de
absorcion y emision de luz en el intervalo visible del espectro electromagnético. El
disefio y construccion del espectrémetro casero se retoma de los trabajos de Kovarik
(2020) y Garrido-Gonzales (2016) y sus colaboradores, que considera cinco elementos
basicos: la fuente luminosa, portamuestra, elemento dispersor, un dispositivo para la
captura de imagenes y el uso de un software de libre acceso. El software permite hacer
un tratamiento de imagenes para la adquisiciébn de datos X-Y que se pueden graficar
emulando en el eje de las abscisas las longitudes de onda y en el eje de las ordenadas
la intensidad de luz trasmitida, similar a los que se presenta como un espectro de

transmitancia.

La estructura del manual consiste en presentar los elementos basicos a tomar en
cuenta en el disefio de espectrometros construidos con materiales accesibles y
relativamente econdmicos. El segundo tema presenta los pasos a seguir para la captura
de los espectros (imagenes fotogréficas) y su procesamiento con el software ImageJ
(2018) que incluye la calibracion del espectrémetro construido. El tercer tema tratado en
este manual es la propuesta de realizar practicas en las que se analizan fuentes
luminosas y sustancias que absorben energia en la region visible del espectro
electromagnético, es decir entre 400 nm y 700 nm. Los experimentos de emision de
sustancias organicas se acotan al fendmeno de fotoluminiscencia, para ello se usa una

lampara de luz negra (400 nm) como fuente de excitacidon. Los compuestos organicos



analizados se obtienen a partir de un proceso de extraccion usando alcohol etilico a

partir de vegetales y raices.

El material complementario expuesto en los anexos incluye los espectros de
absorbancia UV-vis de los compuestos organicos obtenidos en un espectrémetro Cary
5000. Ademas de los espectros de irradiancia de las fuentes luminosas obtenido con un

espectrometro Ocean Optics.

1. Espectrometros. Componentes basicos

Desde el punto de vista instrumental, la luz blanca que proviene de una fuente luminosa
pasa por un monocromador, este es un dispositivo éptico con el que se puede ir
seleccionando una longitud de onda especifica (Anexo A). La luz monocroméatica (es
decir de un estrecho intervalo de longitudes de onda) pasa a continuacién por la
muestra (Figura 1). La muestra absorbe una fraccion de luz para cada longitud de onda
seleccionada y un detector mide la intensidad de luz que logra pasar o trasmitir. Los
espectrometros comerciales estan diseflados para proporcionar automaticamente
valores de transmitancia o absorbancia en funcién de las longitudes de onda usando la
electronica adecuada. El intervalo de longitudes de onda que abarcan se encuentra

entre 190 nm y 2500 nm (ultravioleta-visible-infrarrojo cercano).

Mono- Superficie
cromador Detector

Figura 1. Esquema general de un espectrémetro

La descripcion detallada de cada bloque se puede consultar en libros especializados de
espectroscopia como es el de Skoog et al. (2001). Si bien los equipos de laboratorio
son de dimensiones relativamente grandes, también los hay de dimensiones reducidas
en los que se disefian aprovechando el desarrollo de las tecnologias en diversos
campos de la optica, electronica, procesamiento de datos, entre otros. En la Figura 2 se

muestra un modelo compacto de la marca Ocean Optics.
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Figura 2. Espectrotometro Ocean Optic. A la izquierda esta el Médulo y a la derecha el

portamuestras, ambos cubren una superficie de 30 cm?.

En la Figura 3 se representan los diferentes arreglos de los cuatro bloques

anteriormente mencionados, dispuestos dependiendo del tipo de espectroscopia.

Mono-
cromador , d
Superficie
Mono de la Mono
cromador , muestra , cromador , Detector

Inter- Superficie

ferémetro ‘ de la muestra ‘

Superficie

e la muestra ‘
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ool o e )

Espectro UV-Vis
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Espectro de absorcion infrarroja
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la muestra , cromador

» -

Espectro Raman

Figura 3. Diagrama de las diferentes configuraciones de los principales bloques para cada tipo

de espectroscopia.



Los equipos de medicion en los laboratorios de investigacion se presentan como “cajas
cerradas”, el usuario solos tiene acceso al compartimiento de muestras y al software
para el procesamiento de datos. Generalmente en los laboratorios existe un manual de
manejo del equipo con los puntos o parametros mas usados y por lo tanto
estandarizados para obtener los espectros. En la Figura 4 se tiene el ejemplo de un
espectrofotometro junto a la computadora donde se encuentra cargado el software para

procesar la sefial (Figura 5).

Figura 4. Espectrofotometro Cary 5000 UV-vis-NIR ubicado en el LUCE (Laboratorio
Universitario de Caracterizacion Espectroscopica) del ICAT.

Figura 5. Vista de la pantalla con la apariencia general del software. El eje-x corresponde a los
valores de longitud de onda en nandmetros y en el eje-y se puede elegir entre las opciones de

absorbancia (A), transmitancia (T) o reflectancia (R).



Al interior del gabinete se encuentran los componentes principales: ldmparas de haldégeno
(regién visible y del infrarrojo cercano), lampara de arco de mercurio (regidn ultravioleta),

compartimento de muestras, monocromador y detectores.

Fuentes halégena, D, y arco de Hg
- Sistema de aislamiento de la optica

Sistema de manejo de

lamparas 'Plug & Go'™ Monocromador doble

Littrow fuera de plano

Optica de Sistema de Purga
Schwarzschild independientes
Compartimento de muestra amplio
Disefio electrénico
avanzado
Mecanismo Lock Down
Agilent Technologies
Detectores PMT & PbS |

Figura 6. Vista interior del espectrometro Cary 5000. Se indican algunos de los componentes

principales, entre ellos la fuente, el monocromador y detectores (Islas, 2018).

En el siguiente apartado se presenta la propuesta de un dispositivo que intenta
representar las funciones de un espectrémetro. Cada uno de los elementos o bloques

antes mencionados son remplazados por materiales sencillos y equipo como camaras

digitales.



2. Propuestas para la construccion de un espectrometro casero

En este apartado se presentan algunas ideas y propuestas para construir primero un
espectroscopio (dispositivo para visualizar el espectro de diversas fuentes de luz) y
posteriormente un espectrémetro (dispositivo para medir la intensidad de luz a través de
un intervalo de longitudes de onda). El elemento principal de ambos dispositivos es una
rejilla (o red) de difraccidbn que es un componente 6ptico con un conjunto repetitivo de
elementos difractores igualmente espaciados (aberturas u obstaculos) cuyas
dimensiones son del orden de centenas de nanometros, los cuales producen
alteraciones periodicas en la fase, y/o amplitud de la onda electromagnética

produciendo dispersién de la luz en sus componentes (Hetch, 2000), ver Figura 7.

Rejilla de difraccion g
= ﬁ Orden 2

Orden 1

Luz blanca

Orden 0

Orden -1

Orcen -2

Figura 7. Esquema del efecto producido por una rejilla de difraccion por trasmision al hacer

pasar un haz de luz banca (policromatica) a través de los elementos difractores.

Los espectroscopios caseros son dispositivos que se pueden construir usando
materiales comunes como cartén y discos compactos (CD) o de video digital (DVD),
Anexo A. Wakabayashis y colaboradores (2006) proponen el disefio de wun
espectroscopio en el que se usa un CD o un DVD como rejillas de difraccion por
reflexion. En la Figura 8 se muestra la plantilla con las dimensiones adecuadas y
optimizadas, asi como la recomendacién de usar una mascarilla que sirve para delimitar
la superficie de reflexion que permite reducir la dispersion, los multiples reflejos lo cual
mejora considerablemente los espectros observados. Por otra parte, cuenta con dos

ranuras en las que se pueden insertar un CD o un DVD.
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Figura 8. A) Vista de la caja armada con la opcién del DVD. B) Plantilla para el armado de la
caja con la opcién de ranuras para el CD o el DVD. C) Ejemplo de la posicion y dimensiones de
la mascarilla que se coloca en el CD o DVD. Adaptacion de F. Wakabayashi y K. Hamada, J.

Chemical Education 83 (1) 2006, 56-58. Todas las dimensiones estdn en mm.

Una recomendacién adicional para evitar los bordes irregulares en la rendija de entrada
es usar un par de navajas con sus filos encontrados como se ve en la Figura 9. Esto
también permite ajustar con facilidad la anchura de la rendija a 1 mm.

Figura 9. Detalle de la fabricacién de la rendija de entrada.
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Actividad 1. Coloca el espectroscopio de manera que se pueda observar desde la
ventanilla de visualizacion, has incidir la luz en la rendija de entrada (el ancho debe ser
de 1 mm y de bordes bien definidos). Prueba con diferentes fuentes de luz: lampara
fluorescente, lampara ahorradora de luz blanca o luz de colores, un LED, etc.

Advertencia. No uses un apuntador laser ni veas directamente el reflejo del sol.

Actividad 2. Compara dos espectros de la misma fuente luminosa usando el CD y
luego el DVD.

Actividad 3. Coloca plasticos de color entre la fuente luminosa y la rendija de entrada y

observa la posicion de la banda de color.

La construccion del dispositivo anterior es una primera aproximacion al siguiente
dispositivo en el que se incluye el monocromador, el sensor y software que permite la
captura y analisis de datos. El disefio y construccién de los espectrometros con estos
elementos pueden ser tan complejos como los recursos tecnolégicos que se tengan a
disposicion, algunos ejemplos se pueden consultar en el trabajo de Kovarik et al.
(2020).

Los elementos basicos en la instrumentacion de los proyectos propuestos son:

eFuente luminosa. Lampara incandescente, LED, lampara ahorradora, apuntador laser,

etc.

oE| portamuestras dependera del tipo de muestra, si es para liquidos tendra que ser un
recipiente que permita un paso optico de 1 cm, para muestras sélidas se requerira un

soporte donde se pueda sujetar peliculas o placas.

eElemento dispersor de luz, generalmente se usa una rejilla de difraccion para
descomponer la luz blanca en sus diferentes colores. Un trozo de CD o DVD con

pelicula metélica o sin pelicula metalica.

eElemento detector que podra ser una camara web, la camara de un teléfono inteligente

0 una camara digital.
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eUn software que permita analizar el nUmero o porcentaje de pixeles con un valor
determinado por los valores RGB (Red, Green, Blue) en términos de las coordenadas

XY del plano de la imagen capturada digitalmente.

El fundamento de operacion del espectrometro casero es el de la captura de los
espectrogramas de colores, resultado del espectro formado después de que el haz de
luz pasa por la rejilla o red de difraccion. El espectrograma obtenido se analiza
mediante el software ImageJ con el que se puede presentar una gréafica del perfil de
intensidad contra la distancia (en pixeles) a partir de un origen sobre el plano de la
imagen. Estos dos parametros se pueden transformar en los parametros estandar de
transmitancia o absorbancia contra longitud de onda, con un procedimiento de

calibracion.

En la Figura 10 se aprecian las imagenes de algunos de los espectrémetros construidos
con materiales de reciclaje de equipos electrénicos. También se puede emplear cajas
de carton rigido con las caras interiores pintadas en negro mate para evitar reflejos. El
disefio y construccion dependera de los materiales que se tengan a disposicion, es por
eso por lo que no se da un diagrama detallado de las dimensiones ni lista de materiales.

Estas propuestas y otras se pueden consultar en los trabajos de Kovarik et al. (2020).

Figura 10. Espectrometros caseros fabricados con material de reciclaje. Como detector se

puede usar la camara de un celular o una camara web.
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Los aspectos importantes que tendran que ser considerados en cualquiera de los

disenos son:

Los elementos como la rendija de entrada y la rendija de salida hacia la lente de la
camara fotogréafica deben estar centrados sobre el eje Optico del arreglo. La rejilla de
difraccion por trasmision se coloca justo frente a la lente de la camara. El angulo
formado entre el haz de luz de entrada y la normal del plano de la rejilla de difraccion

debe ser aproximadamente de 45°, ver Figura 11.

Fuente de luz

Rendija de entrada

Rendija de entrada
de luz

Rejilla de difraccion

Camara WEB

Figura 11. Vista superior con la disposicién espacial de los componentes principales del

espectrometro casero.

La luz de entrada debe estar colimada para ello a veces es necesario colocar una lente
biconcava (lupa) y si es muy intensa se puede colocar un material traslucido (por
ejemplo, papel cebolla, vidro esmerilado, placa de plastico blanco), sobre la rendija de
entrada, de otro modo la imagen tiende a salir con reflejos sobrepuestos al espectro de

colores.

La distancia entre la segunda rendija de entrada tiene un ancho de apertura de 2 mm, y
se debe situar a una distancia igual a la distancia focal de la camara. Esto se verifica al

observar con nitidez la imagen de la rendija en el monitor de la computadora.
13



A fin de registrar la misma intensidad para cada espectrograma se deben ajustar
algunos parametros de la camara digital o camara web, por ejemplo, el enfoque de la

camara, apertura de diafragma y tiempo de exposicion.
2.1 Protocolo para la captura de los espectrogramas

Una vez construido el espectrémetro, la fuente luminosa se coloca frente a la rendija de
entrada y se verifica que la imagen del espectro se pueda observar adecuadamente en
la pantalla de la computadora. En la Figura 12 se puede apreciar el espectro de una

lampara ahorradora de luz blanca y otro de una lampara fluorescente.

Figura 12. Espectrogramas de una lampara ahorradora LED (izquierda) y de una lampara

fluorescente (derecha).

Como se vera mas adelante en la seccién de calibracién, la imagen del espectro
caracteristico de la ldmpara fluorescente (lineas de emision del compuesto que recubre
las paredes interiores de la lampara) se puede usar como referencia para convertir las
unidades del eje-X que se encuentran en unidades de distancia en pixeles a longitudes

de onda en nanémetros.

Para obtener el espectro de una muestra, esta se coloca entre la entrada de luz
(después de la rendija de entrada) y la rejilla de difraccion, tal y como se muestra en la

Figura 13.
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Rendija de entrada

Rejilla de difraccion

Porta lampara

Camara WEB

Figura 13. Espectrémetro casero. Se utiliza como fuente luminosa un LED de luz blanca, frente
a la rendija de entrada de 2 mm de ancho de apertura se coloca la muestra, en este caso se

usa una disolucién de colorante vegetal y como detector una cAmara web.

Todas las imagenes se deben tomar bajo las mismas condiciones para poder hacer la
comparacion entre las curvas que se obtienen después del procesamiento de imagenes
con el software ImageJ. También es importante que la imagen del espectro sea
capturada con los colores en el orden de mayor frecuencia (azul) a menor frecuencia
(rojo) y que estén en posicidn horizontal, como se observan en la Figura 12. Si el
arreglo experimental del espectrémetro no lo permite, las imagenes se pueden rotar

usando el programa de procesamiento de imagenes.
2.2 Tratamiento de las imagenes o espectrogramas

El espectrograma registrado por el espectrometro casero contiene informacion de la
intensidad luz y su posicion en unidades de pixeles, es decir, de la intensidad de luz y la
longitud de onda de cada color. Con el fin de analizar los datos cuantitativamente se

describe el siguiente protocolo:

15



La primera actividad es transferir desde el dispositivo en el que se capturan las fotos a
una computadora. La segunda actividad es cargar el software ImageJ, disponible en

http://imagej.nih.gov/ij/, el cual es un software libre desarrollado por el National Institutes

of Health. Una vez hecho esto la secuencia de pasos es como sigue.

1. Se abre el programa ImageJ y se importa la imagen: File>Open>Find the desired

image.

Eg!_e__ Edit Image Process Analyze Plugins Window Help
B olc|o| /|« N Al o|m| 4| o /||~ e

IColor picker 255,255,255/0,0,0 (long press for menu)

Figura 14. Ventana principal desde ImageJ.

2. Se selecciona el area que se analizar4 (Figura 15), presionando el boton

izquierdo del raton y dibujando un recuadro desplazando el ratén sobre la imagen.

2

Figura 15. Area seleccionada para el analisis.

Es importante seleccionar un punto de referencia que tendra que ser el mismo para
toda la secuencia de imagenes que se analicen. Este punto de referencia se puede
tomar usando las coordenadas que se pueden visualizar en la parte superior en la

ventana del menu del programa. También es importante que la altura y el ancho del

16


http://imagej.nih.gov/ij/

recuadro dibujado sea el mismo. El recuadro alrededor del espectro debe abarcar, tanto

como sea posible, un espacio oscuro minimo en los bordes de este.

3. Se analiza el area seleccionada usando el comando Analyze>Plot profile. Se

despliega una gréfica de escala de grises contra pixeles como se muestra en la

Figura 16.

Figura 16. Imagen de la ventana que muestra el espectro (distancia en pixeles contra escala de

grises) obtenido después del analisis del espectrograma.

4. Al dar un click en List box se obtiene la tabla de datos (pixel, escala de grises).

e EOr Fodt
JCestance_(poois) | Gray Vae |

Figura 17. Tabla de valores XY (pixel, escala de grises) del area seleccionada.
17



5. Se salva el archivo usando el comando File>Save as, el archivo se puede abrir
en algun software como Excel, Origin o SigmaPlot para su analisis y
presentacion.

6. Los valores en la escala de grises para cada posicion de pixeles representan la
luz trasmitida.

7. Si se requiere presentar los datos en absorbancia (A=-log(ls/lo)) o transmitancia
(T=ls/lo). Se puede elige la funcion RGB y se usan los valores entre 0 y 255 como
el valor de las intensidades medidas sin la muestra (lo) y con la muestra (Is) a una

longitud de onda determinada.

2.3 Calibracion del eje-X

Esta actividad consiste en convertir los espectrogramas de colores y mostrarlos como
graficas de intensidad contra longitud de onda. Con esto se tiene la oportunidad de

hacer el analisis de los datos de manera cualitativa.

Para convertir la posicion de los pixeles a longitudes de onda se tienen que capturar los
espectrogramas de una fuente de luz de referencia como pueden ser una lampara
fluorescente (espectro medido en un equipo comercial, ver Anexo B) o la luz de
apuntadores laser (azul, verde, rojo). Con los datos de la posicion de los maximos en el
eje de las distancias en pixeles se hace una grafica de longitudes de onda contra la
posicion de los maximos correspondientes en pixeles. Posteriormente, los datos se
ajustan por minimos cuadrados a una funcion lineal. Esta funcion lineal es usada para

convertir cada posicién de pixel a un valor de longitud de onda.
Opcion 1. Lampara fluorescente

Se obtiene el espectrograma de una lampara fluorescente y se lleva a cabo el protocolo
anteriormente descrito, la calibracion se realiza con los valores que se reportan para las
lineas espectrales: azul= 436 nm, verde=546 nm y rojo=611nm. En la Figura 16a se
muestra la imagen que se observa a través de la camara web, en la Figura 16b se
muestra la gréfica de escala de grises contra distancia en pixeles. Los maximos de
intensidad ubicados a distancias de 2, 72 y 116 pixeles corresponden a las lineas

18



espectrales intensas del azul, verde y rojo en la imagen de la izquierda. En la Figura
18a se observa el ajuste de la recta formada por los tres puntos experimentales para
obtener la curva de calibracién. Finalmente, en la Figura 18b se presenta el espectro de
intensidad (escala de grises) contra longitudes de onda.

—— Lampara fluorescente
100

116
804

604

404

escala de grises

204

T T T T T T 1
20 40 60 80 100 120 140
distancia (pixeles)

o4

Figura 18. a) Espectrograma de una lampara fluorescente b) Grafica del Perfil correspondiente

a la intensidad versus la posicion de los pixeles.

Curva de calibracion

116-611 = ampara fluorescente
7~ 100 -
6001 F 544 nm
612 nm
£ 72-546 ol 80
T ™ o @ 436 nm
£ Q
g € e
o \5, ~
3 3
T 500 7 =
= / ©
s Q 404
> 0
s / = datos °
- ajuste lineal| _— Y=433+1.54X
2436 R2=0.999
450 - / 20
-
T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120 0 T T T T 1
450 500 550 600 650

Distandia (pixeles) Longitud de onda (nm)

Figura 19. Curva de calibracion (izquierda) y Grafica del perfil contra longitudes de onda

(derecha).
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Opcidn 2. Lamparas LED de longitud de onda conocida.

Se obtiene el espectrograma de cuatro lamparas LED y se lleva a cabo el protocolo
anteriormente descrito, la calibracion se realiza con los valores que reporta el fabricante
(Anexo B): azul= 470 nm, verde=525 nm, naranja=590 nm y rojo=630nm. En la Figura
20a se muestran las imagenes que se observan a través de la camara web, en la parte
superior se muestra el espectrograma del LED de luz blanca, en forma descendente el
que corresponde al LED de color azul, verde, naranja y rojo. En la Figura 20b se
muestra la gréfica de escala de grises contra distancia en pixeles. Los maximos de
intensidad ubicados a distancias de 26, 63, 112 y 138 pixeles corresponden a los
valores 470 nm, 525 nm, 590 nm y 630 nm; y la linea en negro corresponde a la gréafica

de luz blanca.
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Figura 20. a) Espectrogramas de 4 lamparas LED de color (azul, verde, naranja y rojo) y un LED
de luz blanca. b) Grafica del perfil correspondiente a la intensidad contra la posicion de los

pixeles y su correspondiente valor en longitud de onda.
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En la Figura 2la se observa el ajuste de la recta formada por los cuatro puntos

experimentales y el ajuste lineal para obtener la curva de calibracion. Finalmente, en la

Figura 21b se presenta el espectro de intensidad (escala de grises) contra longitudes de

onda de las cuatro lamparas LED de color y el LED de luz blanca (Figura 21c).
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Figura 21. a) Curva de calibracion. b) Grafica del perfil o escala de grises contra longitudes de

onda de cada LED y su respectivo maximo de intensidad. c) Grafica del perfil o escala de grises

contra longitudes de onda del LED de luz blanca.
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3. Aplicaciones del espectrometro casero

3.1 Foco LED RGB

Se obtiene el espectrograma de los tres colores primarios que emite un foco RGB

(Anexo B) y se lleva a cabo el protocolo de calibracién anteriormente descrito. En la

Figura 22 se observa los espectrogramas de luz blanca, azul, verde y roja con sus

respectivos perfiles en escala de grises. El eje vertical esta calibrado en longitudes de

onda.

Foco RGB y su control a distancia para la eleccién de colores.

Luz blanca '

Luz azul

Luz verde

Luz roja

Escala de grises

Escala de grises
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T
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Figura 22. a) Espectrogramas de las opciones de color del foco RGB marca OSRAM. b) Gréfica

del perfil o escala de grises contra longitudes de onda de la opcion luz blanca, c) Gréfica del

perfil 0 escala de grises contra longitudes de onda de cada color y su respectivo maximo de

intensidad.
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Actividad 1. Probar que el color amarillo se forma por la superposicion de los colores
verde y rojo.

3.2 Lamparas de varios colores

Se obtiene el espectrograma de seis lamparas de diferentes colores y se lleva a cabo el
protocolo de calibracién usando una lampara fluorescente. En la Figura 23 se muestran
las imagenes de los espectrogramas de cada lampara observados a través de la
camara web. En la Figura 24 se muestra las graficas, una antes y la otra después de
hacer la calibracion del eje-X.

73-amarillo

72-verde

68-luzblanca

70-purpura

Figura 23. Lamparas de colores SLP, Modelo LEDBULB-9W E26LD. Espectrograma capturado

con camara Web.
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Figura 24. Se presentan las dos graficas del espectro de intensidad (escala de grises)
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distancia en pixeles y en b) en longitudes de onda.

24



3.3 Colorantes en gel

Uno de los usos analiticos de la espectroscopia en la region visible es determinar la
concentracion de un compuesto (o analito) particular. Con la espectroscopia ultravioleta
visible se pueden medir tres propiedades que derivan de la interaccion de la materia
con esta region del espectro electromagnético (190-800 nm). Estas propiedades son la
absorbancia, la emisién de luz y la fluorescencia, las cuales presentan una relacion
lineal con la variacién de la concentracion, bajo condiciones experimentales adecuadas
(Millan, 2016).

La ley que rige los aspectos cuantitativos de la absorcion de luz es la ley de Lambert y
Beer, la cual establece que, bajo ciertas condiciones experimentales fijas como la
longitud de onda de la radiacion, camino O6ptico, temperatura, pH entre otras, la
absorbancia del analito varia directamente con la concentracion. Esto es (Skoog y
West, 2001):

A=¢bC (Ec.1)
donde ¢ es la absortividad molar, b es el camino éptico y C la concentracion.

En el arreglo experimental del espectrometro utilizado (Figura 13, seccién 2.1) los
valores de absorbancia se obtienen a partir de las imagenes digitales al medir los
valores RGB (Red, Green, Blue) sobre una escala de intensidades entre 0 y 255. Con el
software ImageJ se delimita una region en la imagen y con la opcibn RGB Measure se
determina los valores promedio R, G o B de los multiples pixeles contenidos dentro del

area seleccionada.
La absorbancia se calcula usando la siguiente ecuacion:
A=-log(In/lo) (Ec.2)

donde In denota el valor R, G o B para la imagen tomada con la muestra y el valor lo al

valor R, G o B de la imagen tomada sin la muestra.
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Preparacion de los colorantes en gel.

Se prepara diferentes disoluciones del colorante vegetal disolviendo una pequefa
cantidad en 2 ml de agua, se toma una gota de esta disolucion y se afiade a 2 ml de
agua, asi sucesivamente para obtener de cuatro a cinco disoluciones, las que se

etiquetan como C1, C2, C3, etc.

Se prepara la grenetina siguiendo las instrucciones del empaque. Cuando aun se
encuentra liquida la grenetina se vierte en recipientes separados en los que se coloca
en cada uno de ellos una gota de las disoluciones C1, C2, C3 etc. El recipiente debe
ser de un material transparente y de preferencia de un espesor de 1 cm. Se agita la

mezcla hasta obtener una coloracion uniforme y se deja gelificar.

En la Figura 25 se muestra la imagen del colorante verde en gel a diferentes
concentraciones y en la Figura 26 se muestran los espectrogramas correspondientes,

incluyendo el de un recipiente solo con agua.

Sm——

ci 2 3 ca

Figura 25. Colorante verde en gel a cuatro diferentes concentraciones

Cl-cz-CB-C4-CO-

Figura 26. Espectrogramas de cada uno de los recipientes con el colorante en gel incluyendo el

de concentracion cero.

26



Puesto que el colorante es verde la region a ser evaluada con la opcion RGB Measure
es la que corresponde al color complementario, es decir al rojo. En la Tabla 1 se
muestran los valores de absorbancia para cada concentracion. En la Figura 27 se
muestra los datos de concentracidn contra absorbancia y el ajuste de la curva de

calibracion.

Celada Valor promedio A=-log(ln/1o)
RED (1)
Cco 227 0.0505
C4 186 0.1370
C3 145 0.2452
C2 109 0.3692
C1 43 0.4773

Tabla 1. Datos del valor promedio Green en la escala de intensidades de 0 a

255y el valor de la absorbancia A=-log(l+/lo).

= Colorante verde en gel ]

0.54 Ajuste lineal
-
0.44
-
_ 0.3
o
S L Y=-0.0699+0.1086X
§ 0.2 R2=0.998
-
0.14
-
0.0 T T T T T
Cco Cc4 C3 c2 c1

Concentracion

Figura 27. Curva de Concentracién contra Absorbancia del colorante verde en gel.
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3.4 Extractos de compuestos luminiscentes

Uno de los fenémenos que son muy vistosos es la luminiscencia. La luminiscencia tiene
lugar cuando una sustancia emite luz al absorber radiacion de una longitud de onda
menor, como por ejemplo luz ultravioleta. Se puede dividir en dos fendbmenos: se dice
gue la sustancia posee fluorescencia cuando para visualizar el fenémeno se requiere de
luz externa para ser observado; mientras que para la fosforescencia una vez se deja de
irradiar la muestra esta sigue emitiendo luz unos segundos (0 minutos) después.

Desde el enfoque atomico o molecular, la luminiscencia es un proceso de emision en el
cual un electron desciende de un estado excitado a un estado basal mediante la
emision de un fotdn. El fotén emitido en forma de radiacion es diferente al inicialmente
absorbido por el electron ya que una parte de la energia se pierde en el proceso. Al
restarse esta pérdida de energia, el foton emitido presenta una longitud de onda mayor
al foton absorbido. Normalmente, el tiempo de vida media de una especie excitada
depende de la forma en el atomo o molécula excitada libera su exceso de energia y se
relajan a su estado fundamental (Hamer et al., 2021).

El arreglo experimental para obtener espectros de fluorescencia cambia ligeramente,
tipicamente se coloca el detector (cAmara digital) a un angulo de 90° con respecto a la
fuente de luz con el fin de eliminar sefales parasitas desde la sefial dispersada y
trasmitida (Figura 28). Las distancias entre la fuente de excitacién, la muestra y el
detector se deben optimizar para obtener las mediciones reproducibles. La camara
debe estar enfocada en el centro del portamuestra.

I Fuente de luz I
Muestra

Figura 28. Diagrama del dispositivo en la configuracion para obtener espectros de

fluorescencia.
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Extraccion de compuestos fluorescentes a partir de materiales organicos.
En la extraccion del componente fluorescente a partir de la raiz carcuma, hojas de
espinacas y céscara de huevo rojo se siguio el procedimiento de Petillo y Fernandez
(2004). Adicionalmente se us6 agua tonica para los espectros de la quinina, su principal
componente. La fuente utilizada para irradiar las muestras fue una lampara de luz negra
(400 nm), Anexo B.
Proceso de extraccion.
1.Se lavan los materiales orgénicos, para evitar la contaminacion por impurezas en
la extraccion de los compuestos fluorescentes.
2.Se cortan en trozos pequefios para tener mayor contacto con el disolvente
(alcohol etilico).
3.Posteriormente se vierte poco a poco el disolvente, mientras se tritura el material
con la ayuda de un mortero. Este proceso se continla hasta tener una masa
suave Yy bien integrada con el disolvente.
4.Se deja reposar la mezcla en el disolvente alrededor de 30 minutos, para una
extraccion mas concentrada de los compuestos se requiere de 24 horas.
5.Se filtra la mezcla usando un embudo y papel filtro (los filtros para café pueden
funcionar) para retirar los solidos grandes se deja reposar para después
decantar los sélidos restantes y asi obtener sélo la parte liquida y clara del
componente deseado.

Los componentes organicos fluorescentes correspondientes son la curcumina, la
clorofila y la protoporfirina. En la figura 29 se muestran el agua ténica y los tres
extractos iluminados con luz blanca.

N _’I y

Quinina Curcumina Clorofila Protoporfirina

Figura 29. Imagenes de los tres extractos y el agua tonica iluminados con una ldmpara de luz
blanca.
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El color que se observa en cada uno de los extractos corresponde al color
complementario de las longitudes de onda que son absorbidas. En la Figura 30 se
muestran los espectros de absorcion UV-visible de los extractos y del agua tonica
obtenidos con el espectrometro Cary 5000 (Figura 30). Los cuatro compuestos
absorben fuertemente en la regién del ultravioleta (200 nm—380 nm). Como se puede
observar la curcumina tiene una banda intensa adicional alrededor 427 nm
correspondiente al color azul (420 nm-490 nm) y los demas compuestos presentan

bandas de absorcion de poca intensidad entre los 300 nm y 500 nm.

2.0 4

Extractos ——— Curcumina
Clorofila
Quinina
15 ~—— Protoporfirina
©
> \
~  1.04 \
2] \
Q |
<
0.5
0.0 % T ¥ T 4 T — T i ‘l‘“ A—Wl
200 300 400 500 600 700 800

Longitud de onda (nm)

Figura 30. Espectros de absorcion de los extractos de materiales organicos.

En la Figura 31 se muestran el agua tonica y los tres extractos iluminados con una
lampara de luz negra (~400 nm) en la que se observar el cambio de color.

Quinina Curcumina Clorofila Protoporfirina

Figura 31. Imagenes de los extractos bajo la luz de una lampara de luz negra (400 nm) usada
en la identificacion de billetes falsos.
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Actividad 1. Se hacen dos diluciones del agua tonica y se obtienen los espectrogramas

de fluorescencia. En la Figura 32 las muestras son iluminadas desde la parte superior y

la imagen se captura de manera frontal, de tal modo que se mantiene una configuracion

de 90° entre la direccion del haz de luz y el detector.

Figura 32. Imagenes de tres recipientes que contienen agua tonica a tres diferentes

concentraciones. A la izquierda iluminados con luz natural y a la derecha con luz negra.

Al usar el software en la opcion Plugins>Analyze>RGB Measure, se puede hacer un

analisis cuantitativo de la intensidad de luz emitida por la fluorescencia a diferentes

concentraciones del analito. En la Tabla 2 se muestra un ejemplo de los valores RGB

de la concentracién intermedia del agua toénica de la Figura 32.

Etigueta Area Promedio Minimo Maximo
RED 4042 12.140 0 209
GREEN 4042 252.537 26 255
BLUE 4042 553.765 136 255

Tabla 2. Resultado del valor RGB Measure del area seleccionada en la imagen 2 de la

Figura 32.
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En la Figura 33 se muestran alguna de las ventanas que se despliegan en la opcion

“Plugins” del programa ImageJ.
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Figura 33. Imagen de las ventanas disponibles del software ImageJ. Area seleccionada, perfil

de escala de grises, perfil RGB, tabla de valores del espectrograma, tabla de resultados de los

parametros RGB.
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Anexo A. Rejillas de difraccion caseras

Un CD (del inglés, Compact Disk) o DVD (del inglés, Digital Versatil Disc) es una
superficie reflectante que posee una serie de huecos y salientes mediante los cuales se
codifica la informacion. Los huecos y salientes estan distribuidos a lo largo de un surco
que describe una espiral desde el radio exterior hacia el radio interior del disco. La
separacion entre dos surcos consecutivos es una cantidad fija, del orden de la longitud
de onda de la luz visible (1.6 ym para los CD y 0.74 ym para los DVD). Usualmente se
reporta el nimero de lineas por milimetro, es decir un CD tiene aproximadamente 650
lineas/mm y el DVD 1200 lineas/mm. La densidad de lineas de este ultimo permite la
obtencién de espectros mejor definidos. Aunque frecuentemente el CD o DVD se usan
como redes de difraccion por reflexion, también se puede usar como redes de difraccion

por transmision al retirar la pelicula reflectante (cubierta metalica), ver Figura 1A.

Lente colimadora
(lupa)

Rejilla de difraccién
(DVD)

Fuente de luz
(LED)

Espectro
Primerorden (-my +m)

Figura 1A. Arreglo experimental en el que se observa el espectro de luz de un LED de luz
blanca al pasar a través de un trozo de DVD al que se le ha retirado la cubierta metalica (rejilla

o red de difraccion por trasmision).
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Anexo B. Ejemplos de lamparas comerciales usadas en este reporte con sus espectros
de emision. Espectrometro utilizado Ocean Optics HR 4000CG-UV-NIR.
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Lampara LED PHILIPS 9W, 125 mA, 120 V 60 Hz
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Lampara LED Mini globo Tipo G45, 127 V, 60 Hz, 1 W. Volteck (Truper).

Lampara de luz negra.
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https://es.wikipedia.org/wiki/Luz_negra
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Lamparas LED de colores marca THORLABS
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