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1. RESUMEN

En este trabajo se determinaron las relaciones metalicas Mg/Ca y Sr/Ca en un
espécimen coralino Montastraea annularis usando la técnica Espectroscopia de Plasma
Inducido por Laser, LIBS. Los metales alcalinotérreos Mg y Sr disueltos en el océano se
incorporan a la estructura coralina en funcion de la temperatura durante el crecimiento
del coral; por lo tanto las relaciones metal/Ca son parametros que permiten estimar
temperaturas, y en conjunto con un analisis esclerocronolégico es posible determinar
temperaturas del pasado. El espécimen fue muestreado en el arrecife de Playa Mero,
Cayo de Animas en el Parque Nacional Morrocoy, Edo. Falcon; se analizaron diez (10)
bandas de crecimiento y se determiné que el coral tuvo un crecimiento de (7 + 1)
mm/afio, con un rango de crecimiento de 5 a 9 mm/afio. El andlisis abarcé desde el afio
1989 a 1998. Luego, se procedié a obtener las condiciones Optimas de andlisis del
equipo LIBS mediante un estudio de barrido de condiciones, Método de Superficie de
Respuesta (MSR), y mediante la obtencién de mejores estadisticos en la elaboracién de
las curvas de calibracién. De esta forma, se obtuvieron que las condiciones éptimas de
andlisis fueron 2,50 pulsos/s, 0,50 mm/s de la velocidad de la base en el plano
horizontal, 26,5 mJ de energia del laser, 150 de ganancia, tiempo de demora de 200 ns
para la relacion Mg/Ca y 1000 ns para la relacion Sr/Ca, y ancho de compuerta de 4 us
para la relacibn Mg/Ca y 7 ps para la relacion Sr/Ca. Las lineas de emisién utilizadas
para este analisis fueron Mg | (285,213 nm) y Ca Il (373,690 nm) para el analisis de la
relacion Mg/Ca, y Sr | (460,733 nm) y Ca | (445,478 nm) para el analisis de la relacion
Sr/Ca. Para determinar las concentraciones de las relaciones Mg/Ca y Sr/Ca se
obtuvieron curvas de calibracién, de relaciones de area respecto a la concentracion de
estas relaciones, mediante la elaboracion de patrones multielementales comprimidos de
sales estandares de MgCO3, CaCO3; y SrCOs. Las concentraciones de los patrones
variaron desde 2,5164 a 14,9816 mmol/mol y 5,0001 a 15,0251 mmol/mol para las
relaciones Mg/Ca y Sr/Ca, respectivamente. Se analizaron las bandas de crecimiento



del coral a las condiciones Optimas para cada metal y se obtuvieron concentraciones
promedio que variaron en un rango de 6,73-17,42 mmol/mol y 3,61-6,21 mmol/mol, para
las relaciones Mg/Ca y Sr/Ca respectivamente. La precision del andlisis LIBS del coral
vario desde 5,46 a 67,46 % para las concentraciones de la relacion Mg/Ca; y desde
32,99 a 59,98 % para las concentraciones de la relacion Sr/Ca. Esta baja precision fue
debido a la irregularidad de la superficie de esta especie, a la variacion de la energia
del laser durante el analisis, como también la heterogeneidad de los metales en el coral.
Se obtuvieron ecuaciones paleotermométricas para ambas relaciones metalicas; para la
relacién Mg/Ca: T (°C) = (0,15579 + 0,01712) Mg/Ca + (26,02490 + 0,17786) (R? =
0,9324); y para la relacion Sr/Ca: T (°C) = (-0,36136 + 0,08018) Sr/Ca + (29,53717
0,43979) (R? = 0,8025).

I+

LIBS, Paleoclimatologia, Paleotermometros, Corales, Laser, Carbonatos.
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2. INTRODUCCION

2.1. Cambio Climatico y la Paleoclimatologia.

Desde la formacion del planeta Tierra hace 4.600 millones de afios, el clima ha
experimentado de forma natural cambios importantes. Sin embargo, a la escala de
tiempo de la vida humana, el clima en una zona concreta permanece practicamente
constante [1]. La Organizacion Meteorologica Mundial (OMM) define el clima como el
estado medio de la atmésfera durante un periodo determinado, de meses a afios, en
temperatura, precipitacion, presion atmosférica, insolacion y viento. El sistema climatico
comprende de la atmosfera, los océanos, la criosfera y la biésfera [2]. La actividad
humana esta produciendo desde el Ultimo siglo un incremento sustancial de la
concentracion de los gases de efecto invernadero (GEI) en la atmésfera, provocando un
aumento de la temperatura global que esta acelerando el proceso de cambio climatico.
Asi lo declaré en el afio 2007 el Grupo Intergubernamental de Expertos sobre el
Cambio Climatico (IPCC) en su Cuarto Informe de Evaluacién, en el que se afirma que
“el calentamiento del sistema climatico es inequivoco, como ponen de manifiesto las
observaciones de los incrementos en las temperaturas medias del aire y los océanos, la
fusién generalizada de hielo y nieve, y el ascenso medio global del nivel del mar”. Este
informe también estipula que entre los afios 1996-2006 se registraron como unos de los
afios mas calurosos en los registros de la temperatura de superficie instrumentalizados
(desde 1850); y ademas que la tendencia lineal de calentamiento de los ultimos 50 afios
es casi el doble que para los ultimos 100 afios. Segun el mismo informe “la mayor parte
del incremento observado desde la mitad del siglo XX en las temperaturas medias, se
debe, muy probablemente (con una probabilidad de al menos el 90%), a los aumentos
observados en los gases de efecto invernadero antropogénicos”. Esta alteracion del

clima global es la que recibe actualmente el nombre de Cambio Climatico [1].
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Un componente importante en el estudio del clima de La Tierra es la busqueda
del entendimiento del Cambio Climético, el cual es el campo de la Paleoclimatologia. La
Paleoclimatologia es el estudio de climas pasados que pueden ser reconstruidos de
una gran cantidad de archivos geoldgicos y biolégicos, como sedimentos de lagos y
océanos, capas de hielos, corales, anillos de los éarboles, y otras fuentes. La
Climatologia estudia el sistema climéatico moderno de La Tierra, y tiene mucha relacion
con la Paleoclimatologia, donde en los ultimos afios cada campo se beneficia uno del
otro. La Paleoclimatologia tiene subdisciplinas tradicionales como las ciencias
geoldgicas, estratigrafia, geoquimica, glaciologia; como también las nuevas
subdisciplinas: estudios paleoatmosféricos de testigos de hielo, dendroclimatologia (la
cual usa anillos de arboles), y escleroclimatologia (la cual usa corales trépicos). Los
restos organicos y procesos bioldgicos juegan un papel importante tanto en la
reconstrucciéon de los climas del pasado como en la regulacion del clima de la Tierra.
Por lo tanto, la Paleoclimatologia también incorpora aspectos de la evolucion orgénica,

ecologia, y los procesos metabdlicos [3].

La reconstruccion de la variabilidad climatica y ambiental del pasado yace en la
tarea fundamental de la bisqueda y obtencién de datos que conlleven a resultados de
alta resolucién. Muchos de estos datos estan basados en parametros geoquimicos, y
esta tarea requiere la aplicacién de eficientes técnicas analiticas para obtener el registro
geoldgico, paleontologico o arqueologico adecuado [4]. Entre los indicadores utilizados
para la investigacion de climas pasados de testigos de hielo se encuentran los analisis
de gases atrapados en estos, relaciones de isotopos estables en conjunto con sus
bandas anuales distintivas; en anillos de arboles, se determina la edad de éste y con el
grosor de cada anillo se infieren fluctuaciones en temperatura y precipitacion [3]; en
corales [5] [6] [7] [8] [9] , esponjas de mar hipercalcificadas [10] y moluscos [4], se
determinan relaciones de isotopos estables, relaciones metal/Ca, donde metal= Sr, Mg,
U, Cd, Ba, Mn, y asi estimar la Temperatura Superficial Oceéanica, TSO, a la que estuvo

expuesta el ser vivo.

12



2.2. Corales.

Los corales son tan sensibles al cambio climatico que los fésiles de arrecifes son
usados para elaborar cronologias muy precisas de las TSO a las que estuvo expuesta
durante sus afios de vida y reconstruir asi climas pasados. Los corales son especies
coloniales pertenecientes al reino Animalia, filo Cnidaria y clase Anthozoa y pueden
alcanzar grandes dimensiones, dependiendo de la especie de coral (corales pilares
alcanzan hasta los 3 m y los corales cerebro hasta 1,8 m de altura), ademas de formar
arrecifes [11]. Los arrecifes de coral son sistemas dinamicos y ecosistemas muy
importantes, ya que diversas especies marinas habitan estas colonias, que son
encontrados en mas de 100 paises, y mas en regiones tropicales [12]. Los corales se
encuentran a profundidades de 15-150 m [3], y el mayor arrecife del planeta es la Gran
Barrera de Coral, frente a la costa de Queensland, Australia, y se extiende unos 2.300
Km de longitud [13]. En Venezuela, pueden encontrarse arrecifes de coral, siendo los
mas importantes los ubicados en el Parque Nacional Morrocoy, Parque Nacional San
Esteban, Parque Nacional Archipiélago de Los Roques, Parque Nacional Mochima y
Golfo de Cariaco. Ademas, pueden encontrarse este tipo de ecosistema en las islas
Cubagua y Coche, La Tortuga, La Orchila, Isla de Aves, como también en los

archipiélagos Las Aves y Los Monjes [14].

Los corales son especies muy importantes en el balance quimico de los océanos
del mundo. Aproximadamente la mitad del Ca que entra al mar cada afio alrededor del
mundo es tomado por los arrecifes de coral. Luego, con el CO; disuelto en el océano,
los corales forman su coraza de CaCOs. ¢, Qué tanto CO, puede estar disuelto en el
océano?: depende principalmente de la temperatura y presion. La solubilidad del CO,
aumenta al disminuir la temperatura, lo cual indica que en aguas mas frias hay mas
CO; disuelto. Similarmente, a mayor presién hay mas CO, en solucion. Por esto, las
aguas superficiales de los océanos mantienen menos CO; en solucién que aguas mas

profundas, como también, las aguas tropicales retienen menos dioxido de carbono que
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las aguas polares. Este CO, disuelto al hidrolizarse, esta en un equilibrio con las
especies anibnicas bicarbonato (HCOs) y carbonato (COs%), por lo que al estar
presente Ca disuelto en el océano, se forma CaCOg, el cual también es mas soluble en

aguas frias [15].
CO; + HO = HyCO3 = H'+HCO3; = 2H" + COs” (ec. 2.2.1)

A pesar de que los corales cubren menos de 1% de la superficie de La Tierra, los
arrecifes de coral han depositado estructuras de piedra caliza, que son el hogar de un
estimado de medio millon a dos millones de especies. La habilidad de los arrecifes de
coral para soportar tal produccion depende de la relacion simbidtica entre los corales y
las algas microscoépicas, zooxantelas, las cuales viven dentro de los tejidos de los
pélipos. Bajo condiciones normales, las zooxantelas realizan el proceso fotosintético y
provee compuestos ricos en energia para el coral, proporcionando asi mas del 90% de
los requerimientos energéticos. Para realizar el proceso fotosintético se requiere que el
agua donde esté ubicado el arrecife sea clara [15] [16]. Mientras ocurre el proceso
fotosintético, como requerimiento, se necesita CO, y se produce la precipitacion de
CaCOg, formando asi la estructura calcarea de los corales [15].

La perturbacion del ecosistema de los arrecifes de coral puede producir factores
impredecibles o eventos infrecuentes. La estabilidad de ese ecosistema es regulado por
un gran numero de agentes, incluido fluctuaciones de salinidad, disponibilidad de
nutrientes, interacciones con especies, patbgenos, corrientes, patrones de las mareas,
temperaturas extremas y eventos climaticos como huracanes. Los huracanes son
elementos criticos que desencadenan dafio e inclusive mortandad. También son
importantes los vientos de tormentas vy lluvias fuertes, los cuales pueden generar una
caida repentina de la salinidad [16]. La TSO tiene un rol importante en la vida de los
arrecifes de coral, debido a que estan restringidos a un rango de temperatura del agua

entre 18°C y 36°C. Dentro de este rango, ciertos corales creceran mas rapido o mas
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lento, dependiendo de la temperatura a la que estén sometidas; y un cambio drastico
térmico puede resultar hasta en la total destruccion de un sistema de arrecife [17].
Todos estos de eventos desencadenan la interrupcién simbiotica entre la zooxantela y
el coral; y el alga se degenera en el tejido, o se libera del tejido. Como consecuencia, el
coral pierde pigmentacion y se observa un esqueleto brillante blanco del coral. Este
“‘blanqueamiento” puede causar la muerte del coral si el evento estresante es severo o
persistente. En muchos casos, los eventos de blangueamiento han causado una

mortandad significativa de corales (mas del 90% de corales muertos) [16].

Los corales poseen un gran potencial para proveer registros detallados de la
TSO. Sus esqueletos preservan largos registros de cambios, ya que estos estan
continuamente en crecimiento. Ademas, estos corales exhiben bandas de crecimientos
anuales distintivas por Rayos X (Véase Figura 2.2.1.), lo que permite una supervision
temporal precisa orientada para un analisis quimico anual y subanual [5] [6] [7] [9].

2.3. Parametros paleoclimatolégicos en corales.

Las bandas de crecimiento anuales se producen por ciclos de formacion del
esqueleto calcareo los cuales son Utiles en la recoleccion de datos y la correlacion de la
secuencia climatica. El conteo simple de cada banda de crecimiento indica que la
banda mas externa es la del presente o la del evento que causé la muerte del coral, y
luego se cuentan regresivamente éstas para determinar los afios. El estudio de estas
periodicidades en los esqueletos de animales extintos se le llama esclerocronologia
[18]. Los corales al formar su esqueleto calcareo de aragonita (CaCO3) incorporan en
ella algunos metales como Sr, Mg, Cd, Ba, Mn y U que se encuentran en el mar,
mediante la coprecipitacion de los carbonatos de estos metales por sustitucion del Ca 'y
en funcion de la TSO [3] [5] [19] [20]. Por tanto, las determinaciones precisas de las

relaciones de estos metales respecto a Ca en los corales permiten construir registros de
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Figura 2.2.1. Imagen de Rayos X del nacleo de un coral Monstastraea proveniente
Florida, Estados Unidos, donde se muestran las bandas de crecimiento anuales en el

esqueleto calcéareo [19].

estas temperaturas. Estas relaciones metalicas son parametros paleotermomeétricos que
ademas exhiben clara variacion estacional de forma sincronizada [5] [7] [8] [21] [22],
como se observa en la Figura 2.3.1. Estos elementos se encuentran en distintas
proporciones en el coral: Ca es un elemento mayoritario; Sr y Mg son elementos
minoritarios; y Cd, Ba, Mn y U son elementos trazas [20]. Los elementos mayoritarios en
una muestra se encuentran en concentraciones entre 1-100 %, los minoritarios entre
0,01% (100 ppm) y 1% (10.000 ppm), los elementos trazas entre 1 ppb y 100 ppm, y los

ultra trazas se encuentran en concentraciones menores de 1 ppb [23].
El Sr que se incorpora en la estructura calcarea al momento de la formacion de

este esqueleto de aragonita proviene mayormente de la celestita, la cual esta
mayormente disuelta en el mar a profundidades menores de 1000m [24].
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Analogamente, el Mg disuelto en el mar se incorpora a la estructura calcarea de los

corales. Estos metales, como ya se mencioné anteriormente, se incorporan como

funcién de la TSO, donde la relacion Sr/Ca del esqueleto coralino ha mostrado una
inversa proporcionalidad con la TSO [6], mientras que la relaciéon Mg/Ca del esqueleto

coralino ha mostrado una directa proporcionalidad con la TSO [21]. Como se puede ver

en la Figura 2.3.1. a principio de afio corresponde a TSO minimas, que a Su vez corres-
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Figura 2.3.1. Ciclos anuales y su correspondencia con la relacion de los metales Mg/Ca

(a) y Sr/Ca (b) presentes en el coral y la Temperatura Superficial Oceénica, TSO, de un

espécimen de Porites lutea [5].
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ponde a relaciones Mg/Ca minimas y Sr/Ca méximas; luego a medida que aumenta la
TSO por la llegada de una estacion mas caliente, va aumentando la relacion Mg/Ca y
disminuye la relacion Sr/Ca. Estas variaciones de las relaciones paleotermométricas
coinciden con las estaciones del afio y a su vez con una banda anual de crecimiento del
coral [5], lo que permite el control preciso necesario para reconstruir climas pasados en

el estudio del Cambio Climatico.

2.4. Antecedentes de estudios de relaciones Paleotermomeétricas.

Diversos autores han publicado la dependencia entre las relaciones
paleotermométricas y distintas especies de corales. Muchos de estos analisis se
realizan con técnicas que permiten bajos limites de deteccion, lo que se traduce como
alta sensibilidad para el desarrollo de paleotermdmetros, los cuales son ecuaciones,
obtenidas mediante regresiones lineales, que permiten estimar las TSO a partir de la
determinacion de las relaciones metal/Ca. Los autores construyen estas ecuaciones al
usar maximos valores de TSO — maximos valores de relacion metal/Ca y minimos
valores de TSO — minimos valores de relacibn metal/Ca, cuando metal = Mg; cuando
metal = Sr utilizan minimos valores de TSO — méaximos valores de relacion metal/Ca y
méaximos valores de TSO — minimos valores de relacion metal/Ca. Las ecuaciones

paleotermométricas son rectas de la forma:

Metal/Ca (mmol/mol) = a + b*T(°C) (ec.2.4.1))

En el afio 2000, Wei, G. y otros, estudiaron las relaciones Mg/Ca, Sr/Ca y U/Ca
en un espécimen de Porites lutea proveniente de la Bahia Sanya, Isla Hainan en el Mar
del Sur de China, y sus relaciones con la TSO, mediante la técnica Plasma Acoplado
Inductivamente — Espectrometria de Masas combinado con la técnica de Dilucion
Isotopica (ICP-MS—ID). Estos autores extrajeron una fina placa, del eje de crecimiento

mayor, tratada con diversos agentes quimicos para remover la materia organica y
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contaminantes adherentes, y luego cortaron cubos de 1 mm? paralelos a lo largo del
borde de la placa. Cada cubo fue disuelto para posteriormente ser analizado. Utilizaron
patrones multielementales de Mg (en un rango de 10-75 ppb), Sr (en un rango de 30-
200 ppb), Ca (en un rango de 1 a 10 ppm), Sc (10 ppb) e Y (10 ppb), para elaborar las
curvas de calibracién de #*Mg/**Sc para Mg, **Ca/**Sc para Ca y *°Sr/*®Y para Sr,
mediante el método de estandar externo, donde obtuvieron coeficientes de correlacion,
R?, mayores a 0,9995. El contenido de U fue medido usando la técnica de Dilucién
Isotépica, usando el pico de *°U y una solucién de 1 ppb. Se comparé este Ultimo
resultado con el andlisis de la misma solucion por Espectrometria de Masas - lonizacion
Térmica (TIMS). Las temperaturas usadas para las curvas de calibracién fueron
determinadas localmente por la Estacion Hidrométrica de Yinggenhai. Determinaron
que el espécimen Porites lutea tenia una velocidad de crecimiento de 14,5 mm/afio, 10
afos de intervalo de andlisis, y obtuvieron que el comportamiento de las relaciones
metalicas siguen las tendencias mencionadas anteriormente con la TSO para Sry Mg, y
para U sigue una tendencia similar que el Sr (inversamente proporcional a la TSO). Las

ecuaciones paleotermomeétricas obtenidas fueron:

T(°C) = (-14,13 * 0,31) + (8,846 + 0,068)*10° Mg/Ca con r=0,97  (ec 2.4.2.)
T(°C) = (210,2+ 2,4) - (19,83 + 0.26)*10° Sr/Ca con r=0,75 (ec 2.4.3)
T(°C) = (81,15 + 0,57) - (48,14 + 0,48)*10° U/Ca con r=0,85 (ec 2.4.4.)

Los autores infieren que la baja correlacion para el Sr fue debido a que la
relacion Sr/Ca en el mar de la costa de la Isla Hainan no era tan constante como los
reportados para ambientes marinos abiertos; ademas que las ecuaciones termometricas
de Sr/Ca y U/Ca no son validas para reconstruir TSO del pasado, al menos no en esa
area. El termémetro de Mg/Ca es consistente con otro termometro de Mg/Ca para un
espécimen de Porites lutea reportada en el mismo trabajo, por lo que afirman los
autores que el termometro de Mg/Ca es una herramienta versatil y de confianza para la

reconstruccion de paleo-TSO [5]. Aunque mediante ésta técnica alcanzan precisiones
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analiticas y reproducibilidad de 0,5-1,0, 0,2-0,5 y 0,5-1,0% para Mg/Ca, Sr/Ca y U/Ca,
respectivamente, esta técnica involucra mucho tiempo analitico, disoluciones,
generacion de desechos, requerimiento de tratamiento de muestra, y alto costo de la

técnica.

En el aflo 2002, Swart, P. y otros, publicaron los resultados de su estudio de “una
calibracion de alta resolucion del termometro Sr/Ca usando un coral caribefio
Montastraea annularis”, mediante la técnica Espectrometria de Masas combinado con
método de Dilucién Isotépica (MS—ID). La muestra fue recolectada en el Arrecife de
Alina, Parque Nacional Biscayne, Florida, Estados Unidos. Doce pequefas colonias de
M. annularis, cada uno de 10-15 cm de altura por 8-10 cm de diametro fueron
colocados en una plataforma en camaras de incubacion individuales y se sellaron
durante el procedimiento experimental. Cada dos a tres meses, después de las
mediciones fisiolégicas, los corales fueron manchados con Alizarina. Luego concluyeron
que los corales muestras revelaron velocidades de crecimiento y calcificacion
comparables a los otros corales del mismo arrecife, y ser aparentemente no afectados
por el trauma de trasplantacion. Luego los corales fueron movidos de la plataforma al
laboratorio. El tejido de los corales fue removido, y los esqueletos fueron sometidos a
Rayos X, y muestreadas para analisis de isotopos estables de Oxigeno y Carbono. Un
espécimen fue analizado para la relacién Sr/Ca. La temperatura fue medida localmente
desde 1990 en el Parque Nacional Biscayne cerca del Arrecife de Alina y a la misma
altura de la plataforma. La salinidad fue periédicamente medida en conjunto con la
composicién isotdpica del agua, donde los datos revelaron pequefios cambios en la
salinidad durante el periodo experimental. La muestra coralina, para determinacion de
la relacion Sr/Ca, fue cortada, con un taladro con punta de diamante, en dos partes
paralelo al eje de mayor crecimiento, y cortado posteriormente en trozos del tamafio de
cada coralita (base del poélipo, aproximadamente 5 mm) y 0,5-1,0 mm de alto. A partir
de estos trozos pequefios, se obtuvieron micro-muestras mediante un taladro de baja

velocidad con punta de diamante, una base con movimiento computarizado en X-Y-Z, lo
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que le permiti6 a los autores pasos de 170 um y profundidades de 0,34 mm. Las
muestras reducidas a polvo fueron disueltas en 0,5 mL de HCl a 0,5 M. Las relaciones
Sr/Ca fueron determinado por ID antes mezclando con una solucién de **Ca-**Ca-3*Sr
(calibrado con una solucién de Ca-Sr diluida gravimétricamente de estandares de

CaCO3 y SrCOs3). La ecuacion obtenida por los autores fue la siguiente:
Sr/Ca (mmol/mol) = 9,994 — 0,0377*T(°C) y R*=0,62 (ec. 2.4.5.)

Los autores separaron los datos por afios, debido a las lineas de alizarina, y realizaron

dos ecuaciones anuales:
Para 1989: Sr/Ca (mmol/mol) = 10,110 — 0,0449*T(°C) y R*=0,83 (ec.2.4.6.)

Para 1990: Sr/Ca (mmol/mol) = 10,089 — 0,0406*T(°C) y R*=0,68 (ec.2.4.7.)

Al usar como medida o guia temporal la marca de alizarina cada cierto tiempo se cre6
bandas temporales, pero no tomaron en cuenta que el crecimiento del coral es en tres
dimensiones, no dos, lo que indujo errores en los datos [6]. Aunque ésta técnica es muy
sensible, tiene un alto costo de la técnica, disoluciones, generacion de desechos y

requerimiento de consumibles.

En el afio 2010, Deng, W. y otros, publicaron los resultados del andlisis de las
relaciones Sr/Ca y Mg/Ca en la especie moderna Porites lutea, obtenida de la Isla
Weizhou, en el norte del Mar de la China en el afio 2007, mediante la técnica Ablacion
por Laser — Plasma Acoplado Inductivamente — Espectrometria de Emision Optica (LA-
ICP-OES), utilizando un detector CCD. Utilizaron como calibracion el método de
estandar externo, una mezcla de estandar sélido (disco de vidrio producto de la fusion
de polvo de coral, SiO; y Li,B4O; en una relacion 1:1:1) y una soluciéon acuosa como
estandar externo de Ca, Sr y Mg a distintas concentraciones, muy similares a las
presentes en los corales, donde el solido ableado se mezcla, en una camara distinta,

con un aerosol de la solucion, que luego son transportadas al ICP. La muestra fue
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cortada en distintos trozos pequefios (5 mm de grosor, 27 mm de ancho y 50 mm de
largo) a lo largo del eje de mayor crecimiento. Cada trozo fue sometido a
procedimientos quimicos para eliminar la materia organica y contaminantes adherentes.
Ca, Sr y Mg fueron detectados a 318,127 nm, 407,771 nm y 279,553 nm,
respectivamente. Los autores reportan, ademas de una resolucion espacial de 80 um,
que debido a la composicidon heterogénea y estructura del coral, esta técnica puede
permitir determinar variaciones de las relaciones metdlicas diarias, y por ende, TSO
diarias. Determinaron que las relaciones metalicas en la muestra coralina varian para
Sr/Ca de 8,63-9,59 mmol/mol, con un promedio de 9.004 mmol/mol; y para Mg/Ca
varian 2,86-4,31 mmol/mol, con un promedio de 3,639 mmol/mol [7]. Aunque ésta
técnica tenga mucha sensibilidad, posee desventajas como alto costo de la técnica,

necesidad de disoluciones, requiere mucho tiempo analitico y genera desechos.

En el afio 2013, Flannery, J.; y Poore, R., usaron la técnica espectroscopica
Plasma Acoplado Inductivamente — Espectrometria de Emision Optica (ICP-OES) en la
determinacién de la relacion Sr/Ca como herramienta para reconstruccion de TSO en
especies Montastraea faveolata modernas y de la era del Holoceno, obtenidas del
Parque Nacional Tortugas Secas, Florida, Estados Unidos. Determinaron las bandas de
crecimiento por Rayos X, y cortaron los corales, con un microtaladro triaxial
computarizado, paralelo al eje de mayor crecimiento, obteniendo asi dos piezas
coralinas de 0,5 mm de grosor de cada espécimen. Cortaron en cada banda de
crecimiento, trozos de 0,5 mm de diametro y 1,5 mm de profundidad, dando un
promedio de 15 muestras por afilo. Cada coral fue pulverizado y pesado (88-237 ug) y
disuelto en 2% de HNOj3, grado metales en trazas, para obtener aproximadamente 20
ppm de Ca. El andlisis elemental fue realizado usando una solucion gravimétrica de
estandar interno, medido para Sr/Ca antes y después de cada muestra de coral disuelta
para obtener una mejor relacion sefal/fondo (S/F) por correccion de la deriva
instrumental, como reportdé Schrag (1999) [25]. Las bandas de crecimiento mostraron

que el coral de edad moderna tuvo un rango de edad de 1961-2008, muestras que el
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coral del holoceno tuvo 7 bandas de crecimiento. Las temperaturas utilizadas para la
elaboracion del paleotermometro fueron medidas localmente para cierto intervalo de
tiempo, y otras suministradas por la International Comprehensive Ocean-Atmosphere
Data Set (ICOADS) compilada por la National Oceanic and Atmospheric Administration

(NOAA). La ecuacion paleotermométrica obtenida fue la siguiente:
Sr/Ca (mmol/mol) = 10,205 — 0,0392*T(°C) y R?*=0,97 (ec.2.4.8.))

Los autores comparan su ecuacion paleotermométrica con las obtenidas por otros
autores con otros corales Monstastraea, donde Smith, J. y otros (2006) y DeLong, K. y
otros (2011) obtienen ecuaciones muy similares, utilizando un distinto espécimen de

Montastraea annularis y el mismo espécimen, respectivamente [9].

2.5. Espectroscopia de Plasma Inducido por Laser (LIBS).

La Espectroscopia de Plasma Inducido por Laser, LIBS, es una técnica que permite
realizar analisis de muestras gaseosas, liquidas y sélidas, y en tiempo real; requiere
poco tratamiento de muestra; genera poco o ningun desecho y tiene relativo bajo costo.
Permite hacer “mapeos” sobre la superficie de las muestras, sin necesidad de
disolverlas. Por estas razones podemos considerar LIBS como una técnica con gran

potencial para el analisis de los paleotermdmetros, Mg/Ca y Sr/Ca en corales.

2.5.1. Ablacion por Laser.
La ablacién por laser es el nombre que describe la interaccion explosiva de un

laser con un material. Esta técnica remueve una pequefia cantidad de materia de una

muestra con el uso de un haz de laser pulsado (véase Figura 2.5.1.1.), produciendo un
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vapor que sirve de fuente para andlisis elemental por espectroscopia atémica al
ionizarse y formarse el plasma. Esta interaccion entre el laser y la muestra produce,
ademas de la vaporizacion, expulsion de fragmentos de especies moleculares,
atomizacion e ionizacion [26]. El laser, de cierta energia, al incidir sobre la superficie
puede sufrir reflexién parcial o dispersa a la misma longitud de onda, re-emitirse a

diferentes longitudes de onda o transmitirse a través de la superficie [27].

Cuando la duracion del pulso del laser es de microsegundos o mayor, y la
irradiacién es menor de 1 MW/cm?, la vaporizacioén es el proceso dominante sobre la
muestra. A irradiaciones de mayores de 1 GW/cm?, con pulsos de nanosegundos y mas
cortos enfocados sobre cualquier material, ocurre un calentamiento instantaneo
producto de la absorcion multifoténica, descomposicién dieléctrica, formacion de
electrones libres, colisiones electron-atomo, electron-molécula y otros mecanismos aun
no definidos, lo que produce que la temperatura superficial exceda la temperatura de
vaporizaciéon dentro de una fraccion de la duracion del pulso del laser, causando una
explosion de especies atdmicas, i6nicas, moleculares, y fragmentos. Durante esta
interaccion ablativa, se forma un plasma de la muestra [26]. En la Figura 2.5.1.2. se

pueden observar plasmas inducidos por laser de una muestra sélida, liquiday gaseosa

f\tomos, lones, Moléculas,
Trozos, Particulas

Pulso de laser

Figura 2.5.1.1. Ablacién por Laser. Remocion de una pequefia cantidad de masa por

incidencia de un Laser Pulsado de alta energia [26].
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Figura 2.5.1.2. Fotografias de plasmas inducidos por laser de una muestra sdlida

(izquierda), liquida (central) y gaseosa (derecha) [28].

2.5.2. Plasma Inducido por Léaser.

Un pulso de laser de 10 ns y 1 mJ de energia, enfocado en un radio de 10 um,

tiene una irradiacién de aproximadamente 40 GW/cm? lo que produce un plasma de la
muestra [26]. La formacion de este plasma involucra distintos procesos como: fusion
superficial con flujo hidrodinamico, vaporizacién, ionizacion del vapor, aceleraciéon de
electrones libres dentro de la nube evaporada, calentamiento del plasma. Luego de
unos nanosegundos que se forma el plasma y se expande (véase Figura 2.5.2.1.), este
sufre un decaimiento debido a los diversos procesos que ocurren en el seno del plasma
como: formacién y propagacion de ondas de choque, desaceleracion de electrones
libres, colisiones en la nube de gas con excitacion y relajacion de los atomos/iones,
recombinacién quimica. La temperatura inicial del plasma es muy alta, con un valor
tipico de mas de 20.000 K, y esta acompafiada de un espectro de emision continuo
[27]. La vida del plasma esta en el orden de los microsegundos, y este tiempo es largo
en comparacién con la duracion del pulso del laser. La profundidad del crater y cantidad
de material removido dependen de las propiedades Opticas (absorcion y reflexion) y

térmicas del material [26].
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0.2mm t=1ns

Figura 2.5.2.1. Iniciacion y expansion de un plasma de alta temperatura (>15.000K) en

funcién del tiempo [29].

2.5.3. Espectroscopia de Plasma Inducido por Laser (LIBS).

Cuando el plasma inicial empieza a enfriarse, disminuye la emisién continua de
radiacion, y se obtienen las lineas de emision caracteristicas de las especies atbmicas e
i6nicas al regresar a su estado fundamental. La radiaciéon emitida por el plasma es
recolectada en un espectrografo acoplado a un detector modulado para analisis
espectral por LIBS. Cada elemento en la tabla periédica estd asociado con un pico
espectral LIBS y la intensidad o area de éstas puede ser usado para cuantificar la
concentracion de especies en la muestra [29]. La figura 2.5.3.1. muestra un esquema
de los eventos involucrados en cada etapa de la formacién de un plasma inducido por
laser, en este caso, de una muestra solida. Las lineas de emision caracteristicas de las
especies presente en la muestra se analizan luego de la disminucion de la intensa
emisién continua del plasma inicial (0-100 ns), a la cual se le denomina tiempo de
demora (tg). A pequefios tiempos de demora se observa emision de las especies
ionizadas (por ejemplo, Mg 1), y a medida que se aumenta este parametro de deteccion
muchas de estas lineas ionicas decaen hasta estar ausentes del espectro; sin embargo,
predominan las lineas de emision de las especies neutras (por ejemplo, Sr ) a medida

gue aumenta este parametro. Ademas, a bajos tiempos de demora se observan lineas
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Figura 2.5.3.1. Esquema del proceso de Plasma inducido por Laser sobre una muestra
sélida. a) Absorcion de la energia del laser pulsado por el sélido. b) Ablacién de la
muestra. ¢) Formacion de un plasma por ionizacion del vapor de la muestra. d)
Formacion de emision caracteristica de los elementos en la muestra luego de 1 ps del

pulso de laser [30].

muy intensas pero menos resueltas; al aumentar este pardmetro de deteccion
disminuye las intensidades de las lineas de emisidn, pero estas se encontraran mas
resueltas (Véase Figura 2.5.3.2.). En conjunto con el tiempo de demora, se utiliza
también el ancho de la compuerta del detector, el cual es el tiempo que permanece
abierta la ventana temporal de observacion del plasma para su andlisis [31]. Estos
pardmetros de deteccién de la ventana temporal de los espectrografos permiten obtener

espectros con lineas resueltas y mejor relacion S/R.

LIBS no puede ser considerada una técnica no destructiva ya que parte de la
muestra a ser analizada es vaporizada y perdida. Sin embargo, los volimenes
muestreados son muy pequefios, del orden de 10® a 10° cm® dependiendo del
material, longitud de onda del laser y potencia. Dichos volimenes corresponden a
masas de rango entre ng y ng. Es muy versatil esta técnica ya que la muestra puede
ser gaseosa, liquida o sélida. En caso de muestras sélidas, las zonas afectadas por el
laser pueden ser de un didmetro de 0,5 mm, y tan pequefios como 1 um (véase figura

2.5.3.3.). Ademas, la profundidad de incidencia del laser sobre el sdlido es del orden de
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los nanometros, y permite realizar perfiles de profundidad de los materiales mediante el
andlisis separado de sucesivos eventos de ablacion por laser en la misma posicion en
dicho solido [32] [33]. Los limites de deteccion tipicos son del orden de mg/Kg (ppm), y

puede aumentar la sensibilidad del analisis si se utiliza una atmoésfera de He [31].

Para cuantificar mediante LIBS se pueden realizar diversos métodos que
involucran curvas de calibracion. El primero consiste en obtener la variacion del area del
pico analitico en funcién de la concentracién de un estandar (Estandar Externo). El
segundo consiste en calcular la relacion entre el area del pico analitico respecto al area
del pico de un elemento con concentracion constante (Estandar Interno), y determinar la
variacion de esta relacién en funcion de la concentracién de un estandar. Luego de
obtener la curva de calibracion por Estandar Interno o Externo, se determina la
concentracion de la muestra por comparacion del area de pico analitico del analito en la
muestra [34]. Cuando se utilizan relaciones de sefiales o de areas, se aumenta la

relacion S/R, ademas compensar la posible fluctuacion del laser, por lo que se obtienen

valores mas precisos [8].
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Figura 2.5.3.2. Espectros de LIBS a distintos tiempos de demora (tq) [31].
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20KV 0.24KX 41.

Figura 2.5.3.3. Micrografia de un “crater’” formado por ablacion con laser en una
superficie de cobre con el uso de un pulso de 30 ps de un laser Nd:YAG a A= 1064 nm
[26].

2.5.4. Instrumental LIBS.

Los principales constituyentes de un equipo para LIBS son: una fuente de laser
pulsado, espectrografo, detector, sistema O6ptico (lentes para enfoques y lentes
colectores), gatillo, generador de retraso, y un computador para recoleccién y
tratamiento de los datos obtenidos en el andlisis. El laser es enfocado por los lentes a la
muestra, luego la emision del plasma es enfocada a una fibra 6ptica que envia ésta a
un espectrografo para separar las distintas longitudes de onda que luego pasan al
detector, el cual a su vez transforma la informacion de las longitudes de onda en sefial
eléctrica; la sefial es amplificada y almacenada en un computador [27] [28]. La figura

2.5.4.1. muestra las instrumentacion basica para un andlisis LIBS.
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Figura 2.5.4.1. Instrumentacion basica para andlisis por LIBS [28].

2.5.5. Variables que afectan el analisis LIBS.

Como se ha mencionado anteriormente, hay distintas variables que influyen
enormemente en las mediciones y andlisis LIBS; estas son: propiedades del pulso de
laser (longitud de onda, energia del pulso, duracion y fluctuaciones en la energia entre
pulsos), tamafio del sitio de incidencia del haz de laser enfocado, condiciones de
ambiente, propiedades fisicas de la muestra, y ventana de deteccion (tiempo de demora
y ancho de compuerta) [31]. COmo estas variables afectan la precision y exactitud de
LIBS se menciona a continuacion.

2.5.5.1. Parametros del laser.

Las propiedades del laser influyen fuertemente en las cualidades analiticas de

una medicién ya que el laser atomiza y excita la muestra simultaneamente. Si la
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irradiacion es muy cercana a la necesaria para formar el plasma, denominado umbral
de rompimiento (orden de GW/cm?), las fluctuaciones de energia entre pulsos en el
proceso de ablacion y excitacion afectara la reproducibilidad de la sefial resultando una
pobre precision en la medicion. Cuando la energia del pulso es muy grande, produce un
plasma muy caliente con aumento de la absorcion por el plasma del resto de la energia
del pulso de laser incidente; y como la masa del material ableado incrementa con la
energia del pulso del laser, ciertas lineas de emisién pueden exhibir autoabsorcién.
También, como resultado hay un incremento en la emisién continua de radiacién y
disminucién de la intensidad de la sefal del analito. La longitud de onda del laser
también puede afectar el proceso de formacion del plasma. Longitudes de onda largas
producen, como proceso dominante en la formacion del plasma, ionizacion inducida por
colisiones. A medida que la longitud de onda disminuye, la ionizacién inducida por
colisiones disminuye, y el proceso multifotonico se torna mas importante. Este
parametro del laser también puede afectar acoplamiento de energia entre el pulso de
laser y la muestra; estudios han demostrado que el uso de una longitud de onda
ultravioleta (UV) puede mejorar la eficiencia de acoplamiento de energia debido a su

baja reflectividad para la mayoria de los metales [31].

2.5.5.2. Propiedades fisicas de la muestra.

Todos los tipos de materiales pueden ser analizados mediante LIBS y las
propiedades fisicas de la muestra (por ejemplo, la reflectividad de la superficie,
densidad, calor especifico, y el punto de ebullicion) pueden tener una influencia
considerable en el espectro resultante. La reflectividad de la superficie determina la
fraccidon de la energia del laser que es absorbida por la muestra y, por lo tanto, la masa
del material ableado. Si la energia del impulso de laser es suficientemente elevada, sin

embargo, el pulso de laser puede todavia eficazmente acoplarse a la muestra con alta
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reflectividad. Esto se produce porque, durante el pulso del laser, la energia absorbida
provoca un rapido calentamiento de la muestra resultando en un cambio de fase que
puede reducir significativamente la reflectividad. El laser calienta la muestra
produciendo vaporizacion y la atomizacion del material. La cantidad de material
vaporizado depende de las propiedades térmicas de la muestra (es decir, la
conductividad, el calor especifico, y punto de ebullicién). A irradiaciones bajas, la
conductividad térmica es el parametro mas importante que gobierna la vaporizacion del
material. Si el material tiene una alta conductividad térmica, el calor absorbido se disipa
con rapidez y se vaporiza menos material. A irradiaciones altas el calor se deposita en
la muestra con mayor rapidez, y por lo tanto, el calor latente de vaporizacién se vuelve

un factor mas importante en la vaporizacion [31].

2.5.5.3. Enfoque del haz de laser.

Para formar un plasma de muestras en distintos estados de la materia es
necesario enfocar el haz de laser. La distancia lente a superficie es un parametro critico
para una medicion de LIBS de una muestra sdlida. Si el haz laser esta estrechamente
enfocada en la superficie, un cambio en la distancia lente superficie de unos pocos
milimetros puede afectar a la intensidad analito. Estudios han demostrado que al
desenfocar el haz de laser en la superficie de la muestra, se puede obtener una sefal

de LIBS mas reproducible, mejorando asi la precisién de la medicion LIBS [31].

2.5.5.4. Ventana temporal. Tiempo de observacion.

En LIBS, las sefales de emision atomica deseadas estan acompafiadas de un

fondo continuo, que puede ser muy intenso inmediatamente después de la formacion de
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plasma. Como la intensidad de fondo decae mucho mas rapido que la sefial del analito,
es posible utilizar la deteccion resuelta en funcion del tiempo para discriminar contra la
fuerte radiacion continua y también evitar la interferencia espectral entre las especies
que emiten en diferentes momentos durante el decaimiento de plasma (véase figura
2.5.3.2.). Entonces, la ventana de deteccién se selecciona para obtener una éptima
relacion sefal/fondo (S/F) y generalmente se puede lograr en tiempos de demora mas
largos. En general, la relacion S/R y los valores de relacion S/F siguen la misma
tendencia al aumentar el tiempo de demora [31]. La ventana de deteccion esta

constituida por el tiempo de demora y el ancho de la compuerta temporal.

2.5.5.5. Condiciones ambientales.

El plasma caliente interacciona con el gas que lo rodea por expansion,
conduciendo una onda de choque a la atmésfera y transfiriendo energia a esta como
calor. El tamafio y forma del plasma dependen en gran medida de las condiciones del
ambiente como la presion. Se ha encontrado que el plasma se vuelve mas denso y
caliente al incrementar la presién de gas debido a un efecto de confinamiento, el cual
puede causar un incremento en el periodo de emisién e intensidad de emision. De esta
manera, a bajas presiones el plasma se expande rapidamente, volviéndose menos
denso y resultando en la disminucion de la intensidad de emisién. A presiones
moderadas, se generan plasmas de alta temperatura, la intensidad de emision continua
de fondo es alta; también, puede ocurrir autoabsorcion dependiendo de la

concentracion de los elementos [31].

Los gases tienen distintos efectos sobre el plasma. Gases inertes previenen la
rapida oxidacion de los atomos libres en el plasma. El plasma formado en Ar tiene alta
temperatura y mayor periodo de emision debido a la baja conductividad térmica de este
gas. La atmaésfera de Ar puede mejorar la sefial analitica por la re-excitacion de atomos,
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debido a las colisiones con atomos de Ar excitados. Las grandes temperaturas del
plasma en atmésfera de Ar también producen un fondo mas intenso. Las emisiones del
plasma formado en aire son similares al formado en atmdsfera de Ar, pero el fondo es
aproximadamente la mitad del observado en Ar. El He tiene una conductividad térmica y
potencial de ionizacibn mayor que N, o Ar y por lo tanto el plasma formado en una
atmosfera de este gas tiene menor fondo y es menos sensible a cambios en la energia

del laser y presion [31].

Debido a todo lo mencionado, la biusqueda de las mejores relaciones S/R o S/F
en funcién de todas estas variables mencionadas es trabajo fundamental de todo

analisis LIBS, y sus valores optimos dependen de la muestra a analizar.

2.5.6. Antecedentes del uso de LIBS para el analisis de relaciones

paleotermométricas.

En el afio 2007, Fabre, C.; y Lathuiliere, B utilizaron LIBS en el andlisis de las
relaciones Sr/Ca y Mg/Ca en esponjas de mar hipercalcificadas. Reportan el uso de
vidrios de silicato como estandar externo para elaborar la curva de calibracion de la
relacion metalica Mg/Ca. No elaboraron estandar de Sr por la poca cantidad de éste
metal en la calcita. Mediante un punto de incidencia del laser de 4-5 um, pudieron
obtener un mapa de relaciones Mg/Ca sobre toda la muestra, lo que le permitié a los
autores resaltar a escala micrométrica la variacion de relaciones metalicas a lo largo de

su crecimiento. Obtuvieron valores de Mg/Ca alrededor de 300-600 mmol/mol [10].

En el afio 2015, Garcia-Escéarzaga, A. y otros, utilizaron LIBS en la medicion de
la relacibn Mg/Ca sobre conchas de especimenes de caracoles de mar. Obtienen
coeficientes de correlacion menores de 0,5, e indican que esta baja correlacion de

Mg/Ca y la temperatura depende de otros factores como salinidad, cantidad y calidad
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de comida, ciclos reproductivos, entre otros, a pesar de que la informacion obtenida no
permite conocer las causas que estan involucrados en el proceso de formacion de la

cascara.

2.6. Analisis Multivariado. Superficies de Respuesta.

Debido a las cantidades de variables involucradas en un andlisis LIBS, se puede
utilizar un analisis multivariado para hallar las mejores condiciones mediante la
realizacion de una serie de observaciones. El método usual de optimizar cualquier
montaje experimental es ajustar un pardmetro a la vez, manteniendo constantes todos
los demés, hasta que se encuentren las condiciones de trabajo 6ptimas. Ajustar un
parametro a la vez requiere de mucho tiempo y no puede revelar todas las
interacciones entre los parametros. Con el fin de describir completamente la respuesta y
las interacciones de cualquier sistema complejo un estudio multivariado debe llevarse a
cabo [35]. Un disefio de Superficie de Respuesta es un conjunto de técnicas
estadisticas de Disefilo de Experimentos (DOE) que ayudan a entender mejor y
optimizar la respuesta mediante la descripcién del comportamiento de los experimentos.
La técnica de Superficie de Respuesta (MSR) suele utilizarse para refinar los modelos
después de determinar los factores importantes utilizando los disefios factoriales,

especialmente si se sospecha que existe curvatura en la Superficie de Respuesta.
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2.6.1. Modelos de Segundo Orden.

Dos de los objetivos del MSR son: encontrar una funciébn de respuesta y
determinar los valores de los factores que optimizan la funcién de respuesta. Para
aproximar una funcion de respuesta a los datos experimentales, suponemos que existe
una funcidén que relaciona la respuesta a los k factores. Esta funcién “verdadera”
generalmente es desconocida y podria ser complicada, involucrando factores
cuantitativos y cualitativos. Pero, se podria utilizar un polinomio de bajo orden para
aproximar la funcién verdadera, en la region de interés. Un modelo de aproximacion de

segundo orden podria tener la forma:

k k k
E(}’) = ﬁo + z ﬁhxh + z ﬁth;zl + z ﬁhjxhxj (ec. 261)
h=1 h=1 h=1

donde k es el numero de factores o variables, By es un término constante, 3, representa
los coeficientes de los parametros lineales, x;, representa las variables, Bnn constituye
los coeficientes del parametro cuadratico, y By representa los coeficientes de los

pardmetros de interaccion [36].

Antes de aplicar el MSR, es necesario elegir primero un disefio experimental que

definira cuales experimentos deberan ser llevados a cabo en la region de estudio.

2.6.2. Disefos para ajustar modelos de segundo orden.

Un disefio experimental construido para estimar coeficientes para un modelo
aproximado deberia satisfacer los siguientes criterios de disefio:
e Proveer estimados para todos los coeficientes en el modelo aproximado.

e Requerir un numero pequefo de unidades experimentales.
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e Proveer una prueba de bondad de ajuste.
e Permitir que los experimentos se corran en bloques.
e Permitir que se encuentren valores de varianza especificados para los

coeficientes estimados y las respuestas estimadas.

2.6.3. Disefios Central Compuesto.

Estos disefios estan compuestos de un disefio factorial 2, el cual proporciona los
datos necesarios para la estimacion de los efectos de primer orden de cada factor y las
interacciones de primer orden entre los factores, y un disefio estrella que consiste en 2k
+ 1 puntos, que proporciona datos para la estimacion de los efectos de segundo orden y
con una 0 mas unidades experimentales en el origen o puntos centrales. La forma
general de un Disefio Central Compuesto (DCC) esta integrada por N. = 2% puntos
cubicos (puntos factoriales o factoriales fraccionales), N, = 2k puntos axiales (puntos
estrella) y No puntos centrales para un total de N = N¢ + N, + No puntos experimentales
[36].

(al {#]]

T
L] -

Figura 2.6.3.1. Disefio Central Compuesto: a) k = 2, b) k = 3. Los puntos azules

pertenecen al disefio factorial 2¥ y los puntos rojos al disefio estrella.
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Tabla 2.6.3.1. Numero de puntos experimentales para Disefios Central Compuesto.

Tipo de puntos Coordenadas Numero de puntos
Cubicos (+1,41...41) N, =2"
Axiales (xa,0,...,0) (0,0,...,xa) Na = 2k

Centrales (0,0,...,0) No

Para construir un Disefio Compuesto Central es necesario determinar los valores

de N¢, Na, No ¥ a, siendo este ultimo una constante del disefio rotatorio [37].

2.6.4. Disefios rotatorios.

La ortogonalidad es una condicién que elimina covarianzas entre los coeficientes
de segundo orden puros estimados. Los disefios que tienen una varianza de respuestas
predichas constante en todos los puntos que son equidistantes del centro del disefio,
son denominados disefos rotatorios. Este criterio indica que la varianza Var(y) depende
solamente sobre la distancia desde el centro del disefio y no de la direccion. Box &

Hunter dieron una condicién necesaria y suficiente para que un disefio sea rotatorio:

a*= N (ec. 2.6.4.1))

donde a es la constante de rotacion.

Se pueden adoptar dos estrategias para alcanzar un compromiso entre
capacidad de rotacion y ortogonalidad:
1. Utilizar espacios axiales para alcanzar ortogonalidad y afiadir tantos puntos
centrales como sea posible para alcanzar capacidad de rotacion;
2. Fijar el espacio axial para hacer el disefio rotatorio y afadir tantos puntos

centrales como sea posible para alcanzar ortogonalidad.
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Esta segunda estrategia es considerada la mejor, ya que se puede alcanzar una
varianza promedio estandarizada menor, sin afadir muchos puntos centrales [37]. En el
caso de tres variables, k = 3, se obtienen N; = 8 puntos cubicos, N, = 6 puntos axiales;
ademas, si se utilizan No = 8 puntos centrales, obteniendo un a = 1,682, permite obtener
N = 22 puntos experimentales.

Basados en la informacion presentada, se utilizd la técnica Espectroscopia de
Plasma Inducido por Laser (LIBS) para el estudio de relaciones paleotermométricas

Mg/Cay Sr/Ca sobre una muestra de coral Montastraea annularis.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo General

El objetivo principal de toda investigacion paleoclimatica es el de desarrollar
reconstrucciones climaticas fechadas con una exactitud confiable, conocida,

cuantificable y consistente.

El presente trabajo pretende contribuir a este objetivo mediante la evaluacion de
la técnica Espectroscopia de Plasma Inducido por Laser, LIBS, como herramienta
eficiente para la determinacion de indicadores paleoclimatologicos en el esqueleto de

un coral Montastraea annularis.

3.2. Objetivos Especificos

e Optimizar las condiciones experimentales del sistema LIBS en términos de
méaxima relacion sefial/ruido.

e Medir las relaciones Sr/Ca y Mg/Ca temporales asociadas a la superficie de un
espécimen Montastraea annularis.

e Estimar la Temperatura Superficial Oceanica (TSO) durante los afios de vida de
la especie coralina mediante su correspondencia con las relaciones Mg/Ca y
Sr/Ca.
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4. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

4.1. Instrumentacion.

Para realizar el andlisis de los elementos metalicos en el espécimen coralino
Montastraea annularis y sobre los comprimidos patrones, se utilizé la técnica
Espectroscopia de Plasma Inducido por Laser (LIBS). Como fuente de ablacion se
empled un Laser Nd-YAG (Surelite Il, Continumm) Q-Switched, con energia del pulso
de aproximadamente 26 mJ a la longitud de onda de trabajo de 355 nm. El haz de laser
fue dirigido con la ayuda de espejos dicroicos y enfocado sobre un punto en el espacio
con una lente de 50 um de distancia focal. La muestra fue colocada sobre un sistema
de traslacion X-Y-Z (Pl Micos ES-100, Pl Micos LS-65). El sistema de traslacion fue
controlado via software y con ayuda de un computador personal. La superficie de la
muestra fue llevada a la altura donde el haz fue enfocado utilizando el ajuste vertical. El
movimiento horizontal en dos dimensiones fue programado permitiendo elegir la forma y
velocidad de movimiento en el plano horizontal. El analisis LIBS fue realizado a presion
atmosférica. La radiacion emitida por el plasma fue recolectada axialmente por una fibra
Optica con un nucleo de 50 um. La fibra Optica transmitidé la luz a un espectrografo
Echelle (Andor Mechelle 5000), con capacidad para adquirir simultaneamente el
espectro de emision del plasma en el rango de 200-975 nm. El espectrégrafo tuvo
equipado con una camara digital, integrada por un dispositivo de carga acoplada, CCD,
con 1024 x 1024 pixeles activos y un tubo intensificador de imagen que permitio
alcanzar compuertas temporales ajustables extremadamente rapidas (Andor DH734-
18F-03). Esta camara ICCD tenia incorporado un sistema de enfriamiento interno que
permitié6 operar a una temperatura de -15 °C. El uso de un divisor de haces permitio
utilizar una camara de observacion enfocada sobre la muestra, utilizando la misma lente

de focalizacion del laser. Este montaje facilitdé el enfoque del haz laser sobre la muestra.
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Adicionalmente, se utilizé un computador para la adquisicion y tratamiento de los datos
obtenidos. Un diagrama del equipo que se utilizé se muestra en la Figura 4.1.1.

Se elabor6 un sistema de enfriamiento y control de temperatura para el
espectrografo. La figura 4.1.2. muestra imagenes del espectrografo con el sistema de
enfriamiento. El sistema consta de dos celdas Peltier, alimentadas con una fuente de 12
voltios. Las celdas fueron colocadas entre la pared superior del espectrografo y un
dispersor de calor, con su cara fria adherida al primero y la caliente al segundo. La
temperatura se control6 mediante un termostato que interrumpié la alimentacién de las
celdas permitiendo regular la temperatura a 25 + 1 °C. Ademdas, se colocd un

revestimiento de goma-espuma de alta densidad alrededor del espectrografo para que

Espectrometro Echelle

Fibra Optica
Lente<— | >
Camara de Video
=l ° S
Divisores
de Haz
Espejos Laser Nd:YAG
Lente <1 —
Plasma
Sistema
monitoreado
de traslacion
=) o [}

Figura 4.1.1. Diagrama de Equipo de LIBS usado [38].
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actuara como aislante térmico. El espectrégrafo se recalibr6 en dos etapas. En la
primera se reconstruy0 la curva de calibracion del espectrografo utilizando como patrén
el espectro de emision de una lampara de vapor de Hg/Ar. En la segunda se llevo a
cabo la correccion de la eficiencia relativa de la red echelle, utilizando para ello una
fuente calibrada de Hal6geno-Deuterio con un rango espectral de 215-2500 nm, modelo
DH-2000 de la casa fabricante Ocean-Optics.

Para conocer la energia del haz de laser se utiliz6 un medidor de potencia y
energia Field Max Il Top de la casa Coherent, equipado con un sensor o cabezal
J50MB de la misma casa. Adicionalmente, el medidor tuvo acoplado un expansor de

haz que disminuye la posibilidad de dafio superficial sobre el sensor.

Como la altura es un criterio fundamental en cada analisis LIBS y la muestra no
era totalmente plana, se dispuso de una pequefia caja de plastico cerrada a la que se le
abrié un agujero de forma cuadrada en la superficie, de un tamafio mas pequefio que la
muestra para que esta no saliera por dicho orificio. Se colocé un trozo de goma espuma
de las mismas dimensiones de la caja de plastico dentro de la ultima que permitio llevar
a altura constante la superficie de la seccidon de coral a utilizar (figura 4.1.3.a.). De la
misma forma, se elabord también una pequefia caja de plastico para el analisis a altura
constante de los patrones comprimidos multielementales de distinto grosor (véase figura
4.1.3.b.).
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Figura 4.1.2. Imagenes de equipo LIBS: a) Fuente y cabeza del laser; b) Sistema de

traslacion X-Y-Z, Optica para la conduccién del haz de laser y para la recoleccién de la
emision del plasma, y computador; c) Camara de observacion; d) Espectrografo con

revestimiento aislante, sistema de enfriamiento y camara ICCD.
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Figura 4.1.3. Caja porta muestra que permitio realizar analisis LIBS a altura constante:

a) los trozos de coral; b) los patrones comprimidos multielementales.

4.2. Muestreo.

El espécimen de coral Montastraea annularis fue suministrado por el Instituto de
Zoologia y Ecologia Tropical de la Facultad de Ciencias de la Universidad Central de
Venezuela. EI muestreo se realizo el arrecife de Playa Mero, Cayo de Animas (10° 59’
12” N, 68° 15 02” O) en el Parque Nacional Morrocoy, Edo. Falcon (véase figura
4.2.1.), Este Parque Nacional consta de 320,9 Km? y esta localizado en la costa oeste
de Venezuela. La muestra coralina fue recolectada en el afio 2001 [39] en una colonia

de esta especie que probablemente murieron en el afio 1999.
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Figura 4.2.1. Cartografia del Parque Nacional Morrocoy donde se realizd el muestreo

[40].

4.3. Pre-tratamiento de la muestra de coral.

La muestra de coral se encontraba cortada a lo largo de su eje de mayor
crecimiento en una lamina de alrededor de 6 mm de espesor y 19 cm de altura, con un
disco de diamante de alta velocidad, para evitar incrustaciones metalicas durante el
corte. Después, para eliminar la materia organica sobre esta lamina, se sumergio
completamente en 900 mL de una mezcla agua destilada - 10% NaOH - 1% H,0,, y se
coloco en ultrasonido por 1 hora. Esto permitié ademas retirar contaminantes sin afectar

las relaciones elementales en el coral. Se retird luego del ultrasonido y se dejo reposar
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esta muestra de coral en la mezcla por 24 horas. Se realizaron lavados sucesivos con
agua destilada en ultrasonido y se dejo secar a temperatura ambiente. Finalmente, se
realizé una imagen de rayos X de tamafio real de la muestra para revelar sus distintas
bandas de crecimiento anual. Se marcaron sobre la superficie de la lamina las bandas
de crecimiento claramente visibles en la radiografia y se cortd la muestra en distintos
trozos de aproximadamente 6 cm x 6 cm, adecuados para las dimensiones de la base

porta muestra del sistema, como se muestra en la Figura 4.3.1.

Figura 4.3.1. Secciones del coral muestra y sus bandas de crecimiento marcadas sobre
la superficie. Las bandas de crecimiento del coral fueron reveladas bajo Rayos X.
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4.4. Preparacion de estandares multielementales sdlidos.

Se prepararon estandares multielementales solidos, fabricando comprimidos que
poseian distintas proporciones de las relaciones molares Mg/Ca y Sr/Ca en un rango de
2,5 a 15,0 mmol/mol y de 5,0 a 15,0 mmol/mol, respectivamente. La preparacion de los
comprimidos se realizé primero pesando estdndares de MgCO3; y SrCO3; en cantidades
que permitieron que cada mezcla tuviera la proporcion adecuada de cada relacion
metalica, en base a 5 g de CaCO3; estandar. Las sales MgCO3, CaCOg3 y SrCOj3 tenian
purezas de 99,8%, 99,8% y 99,2%, respectivamente, y fueron colocadas en la estufa
por una noche a 90°C para eliminar agua de estas, y fueron almacenadas en un
desecador. Luego, se homogeniz6 cada mezcla de sales en un molino de bolas por 10
min a 875 ciclos/minuto. Por ultimo, se elaboraron los comprimidos multielementales,
soportados en H,BOg3, en una prensa neumética a una presion de 2.700 psi por 20 min.
Esta prensa estaba dotada de un troquel que permitié soportar el molde de la pastilla,
de 1,5 cm de didmetro. Los intervalos de concentraciones, mencionados al inicio de
este parrafo, se obtuvieron de las ecuaciones de Wei, G., y otros, para Mg/Ca (ec.
2.4.5), y Flannery, J., y Poore, R., para Sr/Ca (ec. 2.4.8), al colocar un rango mayor al
rango estimado de las temperaturas a las que pudo estar sometido el coral durante sus

afos de vida. La concentracion real de estos estandares fue determinada por pesada.

48



5. DISCUSION DE RESULTADOS

5.1. Seleccién de las lineas de emision.

Como se mencion0 anteriormente, las bandas de crecimiento anuales de los
corales se producen por ciclos de formacion del esqueleto calcareo debido a la
precipitacion de aragonita (CaCOs). Ademas, metales disueltos en el océano como Mg
y Sr coprecipitan con la aragonita como carbonatos en funcion de la temperatura [19].
Para cuantificar estos elementos en cada banda de crecimiento de la muestra y en los
patrones multielementales, se utilizaron las lineas de emision reportadas en la literatura
[4] [10], y otras fueron tomadas de la base de datos de la NIST [41]. Las lineas de

emision seleccionadas se muestran en la tabla 5.1.1.

Tabla 5.1.1. Especies quimicas y longitudes de onda (A) de las correspondientes lineas

de emision identificadas.

Linea espectral Longitud de onda, A (nm)
Mg | 285,213
Mg Il 279,553
Cal 445,478
Cal 585,745
Cal 714,815
Call 373,690
Srl 460,733
Srll 407,771
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Los criterios para la seleccion de las lineas idnicas (lineas I, tabla 5.1.1) de los
tres metales alcalinotérreos se basaron en la intensidad, la resolucion y la ausencia de
autoabsorcion. Las lineas de emision de Ca 393,36 y 396,84 nm, las cuales se reportan
como las lineas mas intensas en los espectros LIBS, presentaron autoabsorcion, como
se muestra en la figura 5.1.1. El fendbmeno de autoabsorcidn se presenta por una alta
concentracion de las especies en la region méas caliente del plasma y su emision es
absorbida por atomos ubicados en regiones mas frias del plasma. Esto se observé en el
espectro como una inversion en el centro del perfil de emision [31]. La linea de Ca |,
422,67 nm, presentd interferencia con la linea de Sr a 422,470 nm. De esta manera, se
descart6 el uso de estas lineas.

250.000

200.000

150.000

100.000

NUmero de cuentas

50.000 -

390 392 394 396 398 400
Longitud de onda A (nm)

Figura 5.1.1. Espectro de seccion del coral que muestra autoabsorcion de atomos de
Ca en las lineas ionicas mas intensas a longitudes de onda de 393,36 y 396,84 nm.
Coordenadas de la grafica: intensidad de emision en niumero de cuentas vs longitud de

onda en nm.
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5.2.

Optimizacion de las variables experimentales.

Para obtener el rango de trabajo de las distintas variables de operacion del

sistema se realizaron barridos de cada variable manteniendo fijos los restantes

parametros y se tomaron los espectros LIBS. Se utilizO como muestra una seccion del

coral (distinta de la ldmina muestra seccionada). Las condiciones de trabajo se

muestran en la tabla 5.2.1. A partir de los espectros obtenidos en estos barridos se

aprovechd para realizar un analisis univariado preliminar de la relacion S/R con

respecto a las variables estudiadas. Los valores seleccionados sirvieron como punto de

partida para un andlisis multivariado posterior.

Tabla 5.2.1. Condiciones experimentales establecidas para cada barrido de variables.

Variable

Valores utilizados en el barrido

Valor fijo para el estudio

de las otras variables

50, 75, 100, 200, 500, 800,

Tiempo de demora (ns) 200
1000
Ancho de compuerta (us) 1-6 4
Ganancia 125, 150, 175, 200 175
1,67; 2,00; 2,50; 3,33; 5,00;
Pulsos por segundo (1/s) 10,00
10,00
Velocidad de base (plano
_ 0,20; 0,35; 0,50; 0,65; 0,80; 1,00 0,50
horizontal) (mm/s)
Energia del laser (mJ) 20 - 33 32,8

Las lineas utilizadas fueron Mg Il a 279,553 nm, Ca Il a 373,690 nm y Sr Il a

407,771 nm, elegidas por su alta intensidad. Las intensidades de las lineas fueron

corregidas restando el fondo del espectro. El fondo se calcul6 aplicando el promedio de
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la intensidad en regiones cercanas a las lineas de interés donde no se observaron

sefales, como se describe en la tabla 5.2.2. La relacion S/R se calcul6 como la relacién

entre la razon de las intensidades corregidas Sr/Ca y Mg/Ca sobre dos veces la

desviacion estandar de las intensidades en las regiones de la tabla 5.2.2. Se ultilizo el

programa Microsoft Excel para los calculos. En la figura 5.2.1. se muestra uno de los

espectros LIBS utilizados, y las figuras 5.2.2.a, b y c reflejan las zonas usadas para el

calculo de ruido de las lineas ionicas de Mg, Ca y Sr, respectivamente.

Tabla 5.2.2. Secciones del espectro utilizados para el célculo de la relacion S/R para

las lineas i6nicas de Mg, Cay Sr.

Linea de emisién

Mg Il a 279,553 nm

Call a 373,690 nm

Srll a407,771 nm

Rango de
longitudes de onda

para calculo de S/R

(278,5 — 279,0) nm

(368,0 — 368,5) nm

(408,5 — 409,0) nm

220000 -
200000 -
180000
160000 -
140000 -
120000 -
100000 -

\

cuentas)

60000 -
40000 -
20000 -

0 Ahctc

Intendidad (Nimero de

80000 {1 Mgl

-

Call

Srll

270

290 310 330

350 370

Longitud de onda A (nm)

390 410

Figura 5.2.1. Espectro de seccion de coral donde se observan las lineas ionicas de Mg,

Cay Sr. Rango de longitudes de onda: 270-420 nm.
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Figura 5.2.2. Ampliaciones de espectro de seccion de coral donde se observan las

lineas i6nicas y las zonas usadas para el célculo de ruido para a) Mg, b) Cay c) Sr.
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El estudio mostr6 que independientemente de las condiciones utilizadas las
relaciones S/R presentaron la siguiente tendencia Ca > Sr > Mg. Las graficas de la
relacion S/R en funcion de las variables que muestran este comportamiento
mencionado se anexan en el Apéndice 8.1. Los resultados arrojados de la mejor
relacion S/R para el barrido de tiempo de demora indicaron que no podia encontrarse
un valor en comdn de este parametro para el andlisis simultdneo de las relaciones
Mg/Ca y Sr/Ca usando estas lineas de emision. Se establecieron como tiempos de
demora 6ptimos a 100 ns y 500 ns para el analisis de las relaciones Mg/Ca y Sr/Ca,
respectivamente. Se seleccion6 como ancho de compuerta temporal 6ptimo 4 ps. Para
el barrido de ganancia se eligié 150 de ganancia. La frecuencia de pulsos del laser se
eligio el valor de 2,50 pulsos por segundo para evitar ocasionar dafo a los patrones y al
coral. Para la velocidad del barrido de ablacion sobre la superficie (velocidad de raster),
se tomd como 6ptimo 0,50 mm/s. Por ultimo, el valor de energia del laser éptimo fue de
26,5 mJ, tomando en cuenta para su seleccién el ocasionar el menor dafio posible a los
patrones y al coral. Los valores reportados de energia se determinaron promediando la
energia de 100 pulsos de laser. En la tabla 5.2.3. se presentan los valores

seleccionados.

Tabla 5.2.3. Valores 6ptimos de cada variable experimental obtenido de los barridos de

condiciones evaluando la mejor relacion S/R para las lineas iénicas de Mg, Cay Sr.

Variable experimental Valor 6ptimo
Tiempo de demora (ns) 100 (Mg/Ca) y 500 (Sr/Ca)
Ancho de compuerta (us) 4
Ganancia 150
Pulsos por segundo (1/s) 2,50
Velocidad de base (plano horizontal) (mm/s) 0,50
Energia del laser (mJ) 26,5
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Como se describié en la seccion instrumental, los focos del haz del laser y la
fibra Optica coinciden en un lugar en el espacio. Asi que la superficie de la muestra
debe ser transportada hasta ese punto. El diametro del haz de laser sobre la superficie
es ajustado utilizando el control horizontal de la base de traslacion. El valor de altura
que arrojoé el mejor valor de relacion S/R se definié como la altura 6ptima y se asigné
como cero (0) en las coordenadas relativas del software controlador de dicha base.
Gracias al uso del porta muestra y con este valor de origen siempre se alcanzaba el

mismo valor de diametro del haz sobre la superficie a muestrear

Luego de obtener las condiciones 6ptimas de analisis mediante el barrido de
condiciones, el aire acondicionado del Laboratorio de Espectroscopia Laser se dafio. La
temperatura de analisis es un factor muy importante en el andlisis LIBS debido a la
sensibilidad del material éptico a los cambios de temperatura; y el no control de esta
conlleva a errores analiticos. Por esto, el espectrografo usado requiri6 de una
calibracion a 25 °C, y permitio realizar analisis con esa calibracion siempre y cuando no

excediera los limites del rango de la temperatura de calibracion + 4 °C.

Seguidamente de la nueva calibracién del espectrografo, se decidié hallar
nuevamente condiciones Optimas para analisis del coral muestra y para la elaboracion
de la curva de calibracion utilizando distintos patrones multielementales, pero a esta
nueva calibracion y utilizando la técnica de Superficie de Respuesta (MSR) para indicar
tendencias de sistemas complejos multivariados como lo fue este caso. El disefio
experimental se aplicé a las variables de deteccion (tiempo de demora, ancho de
compuerta temporal y ganancia); se mantuvieron fijas la velocidad de barrido del plano
horizontal de la base porta muestra del sistema, la cantidad de pulsos de laser por
segundo y la energia del laser, a los valores optimos hallados anteriormente con los
barridos de condiciones, mostrados en la tabla 5.2.3., para mantener una velocidad
adecuada para el analisis, como también para ocasionar el menor dafio al coral y a los

patrones. Se utilizO como muestra un patron multielemental previamente homogenizado
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de composicion 4,4385 mmol Mg/mol Ca, 9,3098 mmol Sr/mol Ca. Para facilitar el
andlisis de los resultados, las tres variables fueron codificadas utilizando los valores +1
y -1 como los niveles del disefio factorial y +1,68 y -1,68 para los valores del disefio en
estrella. Las 22 combinaciones de valores de condiciones experimentales que
constituyeron el Diseiio Compuesto Central, se muestran en la tabla 5.2.4. Estas 22
combinaciones incluyeron 8 para el disefio factorial, 6 para el disefio en estrella y 8
puntos centrales. En la tabla 5.2.5 se muestran los valores de las variables en su
métrica original. La respuesta a optimizar fue la relacion S/R de las razones de la
intensidad corregida de Mg/Ca y Sr/Ca. Se utilizé el ambiente R para desarrollar el
programa de disefio y andlisis de los resultados y se muestra en el apéndice 8.2. y 8.3.
Los rangos de cada variable se establecieron en funcion de los puntos centrales
asignados como 100 de ganancia, 5 ps de ancho de compuerta y 500 ns de tiempo de
demora; y los rangos implementados fueron 20 de ganancia, 1 ps de ancho de
compuerta y 250 ns de tiempo de demora.

Las 22 corridas experimentales se realizaron de manera aleatoria. Las
superficies de respuestas obtenidas tenian k+1 dimensiones, esto fue 4, por lo que se
muestran distintas superficies de 3 dimensiones manteniendo una variable fija en la
figura 5.2.3. Las superficies obtenidas para ambas relaciones Mg/Ca y Sr/Ca y para las
combinaciones ganancia-ancho de compuerta, ganancia-tiempo de demora y ancho de
compuerta-tiempo de demora, mostraron una alta interaccion entre ambas variables.
Los modelos sin embargo presentaron una falta de ajuste significativa. Esto fue debido
a que las diferencias observadas entre los valores extremos fueron pequefias (10% <)
para la precisibn del método. Los resultados no permitieron obtener condiciones

Optimas para las dos relaciones elementales.
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Tabla 5.2.4. Variables codificadas en el Disefio experimental.

Puntos experimentales | Ganancia | Ancho de compuerta | Tiempo de demora
1 -1 -1 -1
2 1 -1 -1
3 -1 1 -1
4 1 1 -1
5 -1 -1 1
6 1 -1 1
7 -1 1 1
8 1 1 1
9 0 0 0
10 0 0 0
11 0 0 0
12 0 0 0
13 -1,68 0 0
14 1,68 0 0
15 0 -1,68 0
16 0 1,68 0
17 0 0 -1,68
18 0 0 1,68
19 0 0 0
20 0 0 0
21 0 0 0
22 0 0 0
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Tabla 5.2.5. Valores correspondientes a cada variable del Disefio Central Compuesto.

Puntos experimentales | Ganancia Ancho de compuerta | Tiempo de demora

(Hs) (ns)
1 80 4 250
2 120 4 250
3 80 6 250
4 120 6 250
5 80 4 750
6 120 4 750
7 80 6 750
8 120 6 750
9 100 5 500
10 100 5 500
11 100 5 500
12 100 5 500
13 66 5 500
14 134 5 500
15 100 3,32 500
16 100 6,68 500
17 100 5 80
18 100 5 920
19 100 5 500
20 100 5 500
21 100 5 500
22 100 5 500
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Figura 5.2.3. Superficies de respuesta obtenidas para las relaciones S/R de Mg/Ca
(imagenes superiores) y Sr/Ca (imagenes inferiores) como actividad. En las imagenes
de la izquierda, la variable fija fue tiempo de demora (x3); en las imagenes centrales fue
ancho de compuerta (x2); y en las imagenes de la derecha fue la ganancia (x1). Los
valores de las variables fijas representan las coordenadas codificadas de los puntos

estacionarios.

Aunque el programa arroj0 un punto estacionario para cada relacion metalica
representando los puntos de criticos hallados por el método, los cuales se muestran en
la tabla 5.2.6., estos no pudieron ser utilizados por la falta de ajuste del modelo. Sin
embargo, hubo una coincidencia entre la tendencia obtenida con este método y con la

conseguida mediante los barridos de condiciones, los valores de tiempo de demora
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mostraron valores muy distintos para cada relacion metalica, lo que indicé que se
necesitaban dos condiciones de analisis distintas para cada relacion. Cuando los
valores Optimos para cada respuesta se localizan en diferentes regiones, es mas dificil
encontrar las condiciones que cumplan simultaneamente todas las respuestas, y se
dificulta mas mientras se hagan més distantes [36]. Probablemente, para este analisis
las superficies no encontraron su Gptima relacion con el mismo conjunto de condiciones
experimentales debido a que las relaciones Optimas estaban muy distantes una de las

otras.

Tabla 5.2.6. Puntos estacionarios encontrados por el Método de Superficie de

Respuesta (MSR) para las relaciones Mg/Ca y Sr/Ca.

., . ) Ancho de Tiempo de demora
Relacion metalica Ganancia
compuerta (us) (ns)
Mg/Ca 89 5 353
Sr/Ca 100 6 859

Dados estos resultados se decidié buscar, para cada relacion metalica, las
condiciones experimentales que permitieran obtener las curvas de calibracion con

mejores parametros estadisticos y analiticos.

5.3. Curvas de calibracién

Para elaborar las curvas de calibracion se utilizaron los patrones presentados en
la tabla 5.3.1. Los valores marcados con un asterisco tuvieron que ser preparados luego
de observar los valores de relaciones obtenidos en la muestra de coral. Este punto se

considerara mas adelante. La concentracion de estos comprimidos fue determinada
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gravimétricamente. En el apéndice 8.4. se encuentran las masas pesadas de cada
estandar utilizado para la preparacion de los patrones multielementales. Se prepararon
varios comprimidos de cada patron para reemplazar aquellos comprimidos que su
superficie estuviese muy ableada, debido a que esto influia en la formacion de plasmas
a la altura constante establecida como éptima con el porta muestra, influyendo de esta
manera en la disminucion de la relacion S/R. Los espectros de estos comprimidos
mostraron caracteristicas muy similares a las presentes en los espectros de la muestra
de coral usada previamente, especialmente la presencia y forma de las sefales de
emision (picos) correspondientes a los metales de interés, requisito indispensable para

utilizar los patrones en la calibracion

Tabla 5.3.1. Concentraciones de las relaciones metélicas en cada patron

multielemental.

Patrén Concentracion Mg/Ca (mmol/mol) | Concentracion Sr/Ca (mmol/mol)
0 2,5164 * 15,0251 *
1 3,2758 9,5535
2 3,8456 9,4055
3 4,4385 9,3098
4 4,9609 9,0140
5 5,5079 8,8539
6 14,9816 * 5,0001 *

* Patrones preparados a posteriori fuera del rango determinado por las ecuaciones

paleotermométricas.

Luego de disponer de todos los patrones, se procedio a realizar nuevos barridos
de tiempo de demora y ancho de compuerta temporal, manteniendo fijo la ganancia a
150 y los valores 6ptimos hallados anteriormente de velocidad de barrido del plano
horizontal de la base porta muestra del sistema, la cantidad de pulsos de laser por
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segundo Yy la energia del laser, a 0,50 mm/s, 2,5y 26,5 mJ, respectivamente. Para
determinar las condiciones éptimas de analisis de Mg se realizdé un barrido variando el
tiempo de demora desde 100 ns a 500 ns, manteniendo fijo el ancho de compuerta a 4
us; y para determinar las condiciones Optimas de analisis de Sr se mantuvo fijo el ancho
de compuerta a 7 us, y se varié el tiempo de demora entre 100 ns y 1000 ns. Cada
patron se midid por triplicado y de forma aleatoria. El codigo R utilizado para este
analisis se muestra en el apéndice 8.2. Este cddigo permiti6 monitorear las distintas
lineas de emisién (véase tabla 5.1.1.), determinar ruido, fondo y efectuar una
aproximacion Lorentziana para simular la forma de cada linea de emision y asi
determinar el area de cada linea. Finalmente, con estos datos obtenidos de los
espectros, se procedid a realizar las curvas de calibracién para cada valor de barrido,
utilizando relaciones de éareas de distintas lineas de emision, en funcion de la
concentracion de los patrones. Los valores de tiempo de demora y ancho de compuerta
obtenidos de las mejores rectas logradas por el método de minimos cuadrados fueron
los establecidos como 6ptimos para el andlisis de los patrones y del coral, como se

muestran en la tabla 5.3.2.

Tabla 5.3.2. Condiciones de deteccién Optimas de cada relacion metélica obtenidas de

las mejores curvas de calibracién con su respectivo coeficiente de determinacion, R?.

Relacion Tiempo de Ancho de compuerta Coeficiente de

metalica demora (ns) (us) determinacion R?
Mg/Ca 200 4 0,9682
Sr/Ca 1000 7 0,6868

A estas condiciones halladas se pudo observar que a medida que aumenta el
tiempo de demora disminuyeron las intensidades generales en el espectro, y las lineas
iGnicas mostraron este comportamiento mas pronunciado, como era de esperar. Por

esto, a tiempo de demoras grandes las lineas atomicas se vuelven mas importantes
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para un analisis LIBS. En las figuras 5.3.1. y 5.3.2. se muestran los espectros LIBS de
un mismo patrén multielemental (patron 3) a las condiciones Optimas del analisis de Mg
y a las condiciones oOptimas del analisis de Sr, respectivamente, donde se evidencia el
comportamiento mencionado, ademas de la forma del espectro de los comprimidos a
distintos tiempos de demora y ancho de compuerta temporal. Ademas, este estudio
arroj0 que los barridos realizados mostraron a 100 ns de tiempo de demora una
disminucién considerable en la relacion S/R en comparacion a las mejores relaciones
S/R halladas a los 200 y 1000 ns para Mg y Sr, respectivamente. Esto fue debido a que
a tiempos menores de 100 ns de tiempo de demora aun se observd emision de
radiacion continua, lo que disminuye considerablemente la relacién S/R e inclusive no

permite observar las lineas de interés a tiempos mas pequefios [31].
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Figura 5.3.1. Espectro LIBS del patron 3 multielemental a 200 ns de tiempo de demora
y 4 pus de ancho de compuerta temporal (condiciones de analisis de la relacion Mg/Ca).
Coordenadas de la grafica: intensidad de emision en niumero de cuentas vs longitud de

onda en nm.
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Figura 5.3.2. Espectro LIBS del patron 3 multielemental a 1000 ns de tiempo de
demora y 7 us de ancho de compuerta temporal (condiciones de andlisis de la relacion
Sr/Ca). Coordenadas de la grafica: intensidad de emisiobn en nimero de cuentas vs.

longitud de onda en nm.

En la figura 5.3.3 se muestran a modo de ejemplo sefales de Mg | a 285,213; Ca
Il a 373,690; Sr1a 470,633y Ca | a 445,478 y superpuesta sobre ellas la aproximacion
Lorentziana. Las imégenes a y b reflejan las lineas utilizadas para el analisis de la
relacion Mg/Ca, y las imagenes ¢ y d muestran las utilizadas para el analisis de la
relacion Sr/Ca. Se utilizé regresiéon no lineal como método de ajuste Las dos lineas de
Ca (b y d) utilizadas mostraron un desvio de la forma de la curva, mayormente
pronunciado para la especie Ca lIl; sin embargo, este comportamiento se compenso
para ambas lineas debido a que el area entre las curvas y los puntos experimentales
por encima y por debajo de la Lorentziana fueron aproximadamente iguales,
permitiendo de esta manera no descartar estas lineas. Mientras tanto, el ruido se estimo
como la desviacion estandar de la sefial en una region aislada, como lo fue la zona de

465,0 a 467,0 nm; no se utilizo esta vez las zonas de ruido cercanas a cada pico de in-
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Figura 5.3.3. Aproximacion Lorentziana de las especies utilizadas para los analisis de
las relaciones Mg/Ca (figura a y b) y Sr/Ca (figura c y d). Curva del modelo estimado,

linea continua; intensidades originales, circulos abiertos.

terés, como se realiz0 anteriormente, debido a que el ruido de esta nueva zona

seleccionada se aproximo bastante al ruido cercano de cada linea de interés.

Las lineas de emisidbn que permitieron obtener curvas de calibracion con los
estandares externos con el mayor coeficiente de determinacién, R?, se muestran en la
tabla 5.3.3. denotadas con los superindices a y b para las relaciones Mg/Ca y Sr/Ca,
respectivamente. Con los parametros de la regresion lineal (véase tabla 5.3.4.) se pudo

estipular que las curvas de calibracion con estdndares externos fue muy buena para el
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analisis de Mg y un poco pobre para el analisis de Sr. Las curvas de calibracion de los

estandares externos obtenidas mediante el método de minimos cuadrados se muestran

en el apéndice 8.5.

Tabla 5.3.3. Especies quimicas y longitudes de onda (A) de las correspondientes lineas

de emisidn usadas.

Linea espectral

Longitud de onda, A (nm)

Mg I 2 285,213
Cal® 445,478
Call? 373,690
SriP 460,733
®Mg/Ca
bSr/Ca

Tabla 5.3.4. Parametros de la regresion lineal de las curvas de calibracion de las

relaciones metalicas Mg/Ca y Sr/Ca.

Error del
Relacién Error de la Punto de Coeficiente de
Pendiente Punto de
metalica Pendiente Corte determinacion R2
Corte
Mg/Ca 0,009275 0,000385 0,100724 0,002650 0,9682
Sr/Ca 0,009488 0,001470 0,211752 0,014453 0,6868

Ya con las curvas de calibracion realizadas, el siguiente paso realizado fue el

analisis del espécimen Montastraea annularis.
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5.4. Analisis del espécimen Montastraea annularis

Con los valores 6ptimos obtenidos anteriormente para las curvas de calibracion,
los cuales se resumen en la tabla 5.4.1., se procedié a determinar las relaciones de

areas de las bandas de crecimiento del espécimen coralino Montastraea annularis.

Tabla 5.4.1. Valores 6ptimos de cada variable experimental utilizados para el analisis

del espécimen Montastraea annularis.

Variable experimental Valor 6ptimo
Tiempo de demora (ns) 200 (Mg/Ca) y 1000 (Sr/Ca)
Ancho de compuerta (ps) 4 (Mg/Ca) y 7 (Sr/Ca)
Ganancia 150
Pulsos por segundo (1/s) 2,50
Velocidad de base (plano horizontal) (mm/s) 0,50
Energia del laser (mJ) 26,5

La imagen de rayos X reveld distintas bandas de crecimiento que se pudieron
observar como zonas de color oscuro (zonas de alta densidad) que fueron separadas
por finas curvas de color blanco (zonas de baja densidad), como se puede observar en
la figura 5.4.1., que se hicieron mas dificiles de visualizar para las bandas de
crecimiento mas antiguas. También se observé una pequefia banda que estaba en
crecimiento al momento de la muerte del coral. De esta manera, solo se pudieron
marcar sobre la superficie del coral diez (10) bandas de crecimiento, donde no se
incluyo la banda mas nueva ya que no permitiria determinar las relaciones de éareas
metélicas promedio correspondiente a todo el aflo. Ademas, el conteo de todas las
bandas de crecimiento anuales definidas y poco definidas permitié estimar que la edad
del coral fue de 12-14 afios. Mediante las bandas definidas se determind que el coral

tuvo un crecimiento de (7 £ 1) mm/afo, y un rango de crecimiento de 5 a 9 mm/afio.
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Asimismo, las diferencias que revel6 la imagen de rayos X se deben a la ubicacion
mayoritaria de dos formas cristalinas de CaCOs3, la aragonita y la calcita, las cuales se
observan como las zonas de alta densidad y de baja densidad, respectivamente [42].
Las bandas fueron numeradas en orden de edad, siendo la banda uno la mas antigua y
por lo tanto la mas cercana a la base del coral, mientras la banda diez es la mas joven y

extrema.

Banda 10 (afio 1998)

Banda 9 (ao 1997)

Banda 8 (ano 1996)

Banda 7 (afo 1995)

Banda 6 (ano 1994)
Banda 5 (afo 1993)
Banda 4 (ano 1992)
Banda 3 (afto 1991)
Banda 2 (ano 1990)

Banda 1 (afio 1989)

Figura 5.4.1. Imagen de rayos X del espécimen Montastraea annularis con sus

respectivas bandas de crecimiento anuales y los afios que estas representan.
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El analisis de las diez (10) bandas de crecimiento se realiz6 de manera aleatoria,
se realizaron réplicas, y también se midid6 un mismo patron luego de cada andlisis de
una banda, para que la variacion de la energia del laser no marcara una tendencia
sobre los resultados de bandas consecutivas y aumentar asi la precision de la medida.
Este método de medida de muestra-patron-muestra descrito por Schrag (1999) permitié
normalizar la respuesta del coral para compensar la fluctuacion de las sefales,
mediante el uso de las relaciones de areas metalicas del patron multivariado 3 medido
entre el promedio de las relaciones de areas metélicas del patron usado [25]. Las tablas
5.4.2. y 5.4.3. muestran las concentraciones determinadas para cada banda de
crecimiento y su perteneciente afio para las relaciones Mg/Ca y Sr/Ca, respectivamente.
Debido a que en algunas bandas de crecimiento la concentracion excedia los limites de
las curvas de calibracion, se prepararon patrones multielementales que permitieron
obtener rangos mayores de concentraciones en la curva de calibracion (patrones 0 y 6),
como se mencionod en la seccién 5.3. y mostr6 en la tabla 5.3.1.

Tabla 5.4.2. Estadistico del analisis de las relaciones metalicas Mg/Ca en el espécimen

Montastraea annularis por cada banda de crecimiento anual.

Banda de Concentracion Desviacion estandar | Coeficiente
crecimiento | Afio | promedio de larelacion | de larelacién Mg/Ca | de varianza
del coral Mg/Ca (mmol/mol) (mmol/mol) (%)
1 1989 8,44 1,28 15,14
2 1990 10,13 1,67 16,46
3 1991 6,73 2,62 39,01
4 1992 8,76 5,91 67,46
5 1993 9,34 0,61 6,52
7 1995 17,42 5,01 28,76
8 1996 9,95 0,54 5,46
9 1997 8,83 0,56 6,35
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Tabla 5.4.3. Estadistico del analisis de las relaciones metélicas Sr/Ca en el espécimen

Montastraea annularis por cada banda de crecimiento anual.

Banda de Concentracion Desviacion estandar | Coeficiente
crecimiento Afo | promedio de la relacién | de la relacion Sr/Ca | de varianza
del coral Sr/Ca (mmol/mol) (mmol/mol) (%)
1 1989 6,21 2,03 32,75
2 1990 5,39 2,07 38,40
4 1992 6,17 2,03 32,99
6 1994 5,98 2,04 34,16
8 1996 5,47 2,06 37,74
9 1997 5,13 2,08 40,58
10 1998 3,61 2,17 59,98

Los resultados obtenidos, reflejados en las tablas 5.4.2 y 5.4.3., muestran que la
precision del andlisis LIBS varié desde 5,46 a 67,46 % para las concentraciones de la
relacion Mg/Ca; y desde 32,99 a 59,98 % para las concentraciones de la relacién Sr/Ca.
Esta gran variacion de la precisibn para la mayoria de las bandas se debi6 a la
irregularidad de la superficie del coral como factor determinante de esta, ademas de la
variacion de la energia del laser durante el analisis, heterogeneidad de los metales en
el coral, como también del corte realizado al coral, el cual no fue totalmente plano,
causando mas irregularidades sobre la superficie del esqueleto calcareo. Naturalmente,
este tipo de muestra tiene una superficie no homogénea debido a la ubicacién de las
coralitas, que son la base de los polipos, parte viva de este animal. Ademas, el analisis
de las relaciones molares Mg/Ca y Sr/Ca arrojo valores muy desviados con respecto al
ajuste en las bandas 6 y 10, como en las bandas 3, 5y 7, respectivamente, producto de
los causantes de la dispersibn mencionados anteriormente, por lo cual se descartd
estas bandas. También, el andlisis de las concentraciones de las relaciones Sr/Ca fue

menos precisa que el andlisis realizado para Mg/Ca debido a que la mejor curva de
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calibracion hallada para Sr arroj6 un R* de 0,6868 reflejando de esta manera la
incertidumbre de la regresion es grande, introduciendo asi més error en el andlisis. Sin
embargo, se pudieron obtener coeficientes de varianzas dentro del rango esperado
(hasta 10%) para algunas bandas analizadas; lo cual indica que es posible determinar
con buena precision relaciones paleotermomeétricas con esta técnica contemplando de

mejor manera lo mencionado en este parrafo.

Al tomar los espectros LIBS de los corales a las dos condiciones de andlisis
(véanse figuras 5.4.2 y 5.4.3) se pudo observar diferencias de intensidades, donde esta
disminuy6 considerablemente un orden de magnitud en el andlisis de la relacién Mg/Ca
para el coral respecto al patrén; y disminuyd aproximadamente a la mitad en el andlisis

de la relacion Sr/Ca para el coral respecto al patron. Esto fue debido a la irregularidad
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Figura 5.4.2. Espectro LIBS del espécimen Montastraea annularis a 200 ns de tiempo
de demora y 4 us de ancho de compuerta temporal (condiciones de analisis de la

relacion Mg/Ca).
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Figura 5.4.3. Espectro LIBS del espécimen Montastraea annularis a 1000 ns de tiempo
de demora y 7 us de ancho de compuerta temporal (condiciones de andlisis de la
relacion Sr/Ca).

de la superficie del coral ya que los plasmas de la muestra fueron formados en la
superficie de esta muestra, como también en muchas ocasiones dentro de las coralitas,
lo que no permiti6 acumular todos espectros LIBS a la altura éptima reduciendo asi las

sefales finales.

Finalmente, con los datos de concentracion de las relaciones metalicas
mostrados y las TSO obtenidas via satelital suministradas por la NOAA por afio, como
se muestran en las tablas 5.4.4. y 5.4.5., se procedi6 a correlacionarlas para asi
obtener las ecuaciones paleotermométricas de Mg/Ca y Sr/Ca, como se muestran en
las figuras 5.4.4. y 5.4.5., respectivamente. La tabla 5.4.6. muestra los parametros de
las dos regresiones. Ambas ecuaciones siguieron la tendencia esperada de pendiente

positiva para la relacion Mg/Ca y pendiente negativa para la relacién Sr/Ca. Esto signi-
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Tabla 5.4.4. Temperatura Superficial del Océano (TSO) y Concentracion
correspondiente por afio y banda de crecimiento involucradas en la ecuacién

paleotermométrica de Mg/Ca.

Banda de Afio TSO promedio anual | Concentracion promedio de la relaciéon
crecimiento (°C) Mg/Ca (mmol/mol)
1 1989 27,096 8,44
2 1990 27,697 10,13
3 1991 26,971 6,73
4 1992 27,430 8,76
5 1993 27,523 9,34
7 1995 28,663 17,42
8 1996 27,760 9,95
9 1997 27,459 8,83

Tabla 5.4.5. Temperatura Superficial del Océano (TSO) y Concentracidon
correspondiente por afio y banda de crecimiento involucradas en la ecuacién

paleotermométrica de Sr/Ca.

Banda de Afio TSO promedio anual | Concentracion promedio de la relacién
crecimiento (°C) Sr/Ca (mmol/mol)
1 1989 27,096 6,21
2 1990 27,697 5,39
4 1992 27,430 6,17
6 1994 27,371 5,98
8 1996 27,760 5,47
9 1997 27,459 5,13
10 1998 28,233 3,61
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fica que el Mg se incorpora al coral de manera proporcional con la TSO, y el Sr se
incorpora a la estructura calcarea con relacion inversamente proporcional a la TSO. Las
dos regresiones arrojaron valores de coeficiente de determinacion satisfactorios para
este tipo de muestra, donde se obtuvo el menor R? para la relacién metdlica Sr/Ca
debido a que la incertidumbre se propaga en todo el analisis. Para los 10 afos
analizados, la TSO promedio anual vario en un intervalo de 26,971 - 28,663 °C.

Tabla 5.4.6. Pardmetros de las regresiones lineales de las ecuaciones
paleotermométricas de Mg/Ca y Sr/Ca.
_ Error del o
Relacion _ Error de la Punto de Coeficiente de
_ Pendiente . Punto de o
metélica Pendiente Corte determinacion R2
Corte
Mg/Ca 0,15579 0,01712 26,02490 0,17786 0,9324
Sr/Ca -0,36136 0,08018 29,53717 0,43979 0,8025

Las ecuaciones paleotermométricas determinadas mediante este trabajo fueron:
e T (°C)=(0,15579 + 0,01712) Mg/Ca + (26,02490 + 0,17786) (R? = 0,9324)
e T (°C)=(-0,36136 + 0,08018) Sr/Ca + (29,53717 + 0,43979) (R? = 0,8025).

Estas ecuaciones difieren de las ecuaciones reportadas en la literatura ya que la

concentracion de los metales analizados difiere en los distintos arrecifes debido a su

localizacion y la quimica de estas especies localmente.
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Figura 5.4.4. Regresion Paleotermométrica de la relacion metalica Mg/Ca.
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Figura 5.4.5. Regresion Paleotermomeétrica de la relacion metélica Sr/Ca.
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6. CONCLUSIONES

Se obtuvieron dos condiciones distintas de analisis 6ptimas de las variables de
deteccion tiempo de retardo y ancho de compuerta, una para la relacion Mg/Ca y
otra para la relacién Sr/Ca.

Los valores Optimos de andlisis de la cantidad de pulsos por segundo y la
energia del laser fueron elegidas tomando como criterio de seleccion el
ocasionar el menor dafio posible al coral y los patrones.

Las lineas de emision que permitieron obtener las mejores curvas de calibracion
fueron Mg | (285,213 nm) y Ca Il (373,690 nm) para el analisis de la relacion
Mg/Ca, y Sr | (460,733 nm) y Ca | (445,478 nm) para el analisis de la relacion
Sr/Ca.

El espécimen Montastraea annularis tenia una edad de 12-14 afios. Se
analizaron diez (10) bandas de crecimiento definidas que abarcé un intervalo de
afos de 1989 — 1998.

La precision del analisis LIBS sobre el coral varié desde 5,46 a 67,46 % para las
concentraciones de la relacion Mg/Ca; y desde 32,99 a 59,98 % para las
concentraciones de la relacion Sr/Ca.

La baja precision en el analisis de las bandas de crecimiento del coral se debi6 a
la irregularidad de la superficie del coral, a la variacion de la energia del laser
durante el andlisis, como también la heterogeneidad de los metales en el coral.
Se pudieron obtener las ecuaciones paleotermométricas de las relaciones Mg/Ca
y Sr/Ca, con coeficiente de determinacion aceptable. Por esto, LIBS es una

técnica adecuada para este tipo de analisis paleotermométricos.
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Figura 8.1.1. Tendencia en el barrido de la variable de deteccién tiempo de demora.
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Figura 8.1.2. Tendencia en el barrido de la variable ancho de compuerta temporal.
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Figura 8.1.6. Tendencia en el barrido de la variable de energia del laser.

8.2. Cdbdigo R utilizado para analisis de espectros LIBS.

El cédigo en este programa estuvo disefiado para analizar los archivos salvados
en ASCII provenientes del monocromador Mechelle 5000. Estos archivos consistieron
en matrices de dos columnas, una para las intensidades en niamero de cuentas y otra
para las longitudes de onda en nm y un numero de filas que dependid del rango

espectral considerado.

e Lecturade los archivos con los datos.

Inicialmente, se establecidé la direcciéon del directorio donde se encontraban los

archivos. Seguidamente, se cred una lista con los nombres de los archivos incluyendo
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la direccion del directorio (path). Se utilizé *asc para indicar que la extensién de los

archivos es .asc y full.Lnames = T para que incluyera la direccion en el nombre.

> startingDir <- "mi_directorio"

> lista.files <- list.files(path = startingDir, pattern = "*asc", full.names = T)

Seguido de esto, el uso de lapply permitié aplicar la funcién read.table sobre la
lista completa de archivos. La funcion read.table gener6 una estructura de datos (data
frame en inglés), y la funcién lapply regresé una lista. Cada elemento de la lista
contenia una estructura de datos con los datos del espectro respectivo. La instruccion
header = F indic6 al programa que las columnas del archivo ascii original no tenian
nombres, y dec="," indicd que la separacién decimal estaba representada por comas.
Los archivos usados tenian 21.777 filas, que abarcaron el espectro desde 220 hasta

850 nm.

> files <- lapply(lista.files, function(x) read.table(x, header = F, dec =",", nrows = 21777,
col.names = c("lambda","intensidad")))
> |.files <- length(files)

> seq.files <- seq(1,l.files)

e Graficade los espectros.

Para graficar todos los espectros (intensidad vs longitud de onda) en la lista
“files”, se escribié una funciéon que llamamos plotg y nuevamente utilizamos lapply. Los

espectros se mostraron numerados en el orden en que fueron guardados los archivos.

> plotg <- function(i,X,Y) {plot(X[[i]]$intensidad ~ Y[[i]]$lambda, type = "I", main =i, xlab
="nm",ylab = "cuentas") }
> lapply(seq_along(files),files,files, FUN = plotg)
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e Calculo deintensidad de lineas de emisién del plasma.

o Identificacion de lineas y sus respectivas intensidades.

Primero, se especificaron las lineas dentro del espectro seran utilizadas (véase
tabla 5.1.1.).

> lambda.interes <- ¢(279.553, 285.213, 373.690, 407.771, 445.478, 460.733, 585.745,
714.815)

Para identificar exactamente el indice (el nimero de la fila en la estructura de
datos) que se correspondia con la linea en el espectro, se identific6 este nimero que
contenia el valor de longitud de onda mas cercano al valor introducido y se establecio
un rango alrededor de él. El sistema luego buscé el valor de intensidad méaximo dentro
de este rango y el indice correspondiente. Se cred la funcién x.function que permitio
encontrar el valor de longitud de onda mas cercano al valor introducido, en un rango de
longitudes de onda especificado por la variable k (longitud de onda de interés + K,
longitud de onda de interés - k). Se utiliz6 la funcion sapply dentro de un ciclo for, para
aplicar x.function para cada linea propuesta y a todas la lista de estructura de datos
(espectros). Esto permiti6 obtener dos listas de vectores, una lista que contenia los
vectores de los indices superiores x1 y otra de los inferiores x2 que definieron los

rangos identificados para cada linea. Se declararon las variables antes del ciclo.

> x1 <- list()

> x2 <- list()

> for (k in seq_along(lambda.interes)) {x.function <- function(i,j)
{which.min(abs(files[[i]]$lambda - (lambda.interes[Kk] + j)))}

+ x1[[K]] <- sapply(seq.files,-1, FUN = x.function)
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+ x2[[K]] <- sapply(seq.files,1, FUN = x.function) }

> names(x1) <- names(x2) <- as.character(lambda.interes)

Con los indices inferior y superior se pudo identificar los valores de longitud de
onda y sus respectivas intensidades contenidas en el rango. El procedimiento fue
similar al utilizado anteriormente, pero las funciones L.function e int.function fueron

responsables de identificar las longitudes de onda y las intensidades, respectivamente.

> L <- list()

> int <- list()

> for (k in seq_along(lambda.interes)) {L.function <- function(i)
{files[[i]]$lambda[x L[[K]][i]:x2[[KN[i]I}

+ L[[K]] <- sapply(seq(1,length(files)),L.function)

+ int.function <- function(j) {files[[j]]$intensidad[xL[[KI[]:x2[[KI[1}

+ int[[K]] <- sapply(seq.files,int.function)}

> names(L) <- names(int) <- as.character(lambda.interes)

o Busqueda del maximo del pico.

La funcién function.max buscé el maximo de intensidad en el rango de indices
establecido para cada linea. Nuevamente, el uso de sapply permitié generar una lista

de vectores conteniendo los maximos de intensidad para cada linea en cada espectro.

> max.peak <- list()

> for (k in seq_along(lambda.interes)) {function.max <-  function(i)
{max(files[[i]]$intensidad[x1[[K]][i]:x2[[KII[ID}

+ max.peak[[K]] <- sapply(seq_along(files),function.max)}

> names(max.peak) <- as.character(lambda.interes)
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Luego, se identifico el indice correspondiente al maximo.

> max.ind <- list()

> for (k in seq_along(lambda.interes))  {function.indmax <-  function(i)
{which(files[[i]]$intensidad == max.peak[[K]][])}

+ max.ind[[K]] <- sapply(seq.files,function.indmax)}

> names(max.ind) <- as.character(lambda.interes)

o Aproximacion Lorentziana

Para simular la forma de cada linea se utilizé una aproximacion Lorentziana, la

cual tiene la forma:

2A w
F@) = Lo+ ?(4(x —x.)% + WZ) @

Donde A es la altura de la linea de emision, w es el ancho completo a la mitad del
méaximo (FWHM), x es la longitud de onda variable, y x. es la posicion maximo. Se
declararon las variables como listas y se establecié su tamafio de acuerdo al nimero de

lineas que utilizo.

> w.vector <- offset.vector <- areas <- lapply(seq_along(lambda.interes), function(x)

c(seq_along(files)))

Se utilizé la funcién nls la cual permitié realizar un estimado de los parametros de
un modelo no lineal, minimos cuadrados no lineales (ponderados). La formula que se
utilizé fue una expresion de la ecuacion (2). Los parametros yO = Lo, A=A, W = W, XC = Xc
fueron estimados por el algoritmo. Los valores de partida o “semilla” fueron indicados en

el vector start. Los datos fueron arreglados en una estructura de datos (tab). El estimado
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de los pardmetros fue guardado en el vector v. Las curvas de los modelos estimados

fueron graficadas sobre las intensidades originales.

> Xxc <- 20

>r<-0

>tab <-0

> for (k in seq_along(lambda.interes)) {for (i in 1:length(files)) {

+ r <- files[[i]]$intensidad[(unlist(max.ind[[K]][i])-xc): (unlist(max.ind[[K]][i]) +xc)]

+ tab <- data.frame(x=seq_along(r), r=r)

+ res3 <- nis(r ~ y0 + ((2*A/pi)*w/(4*(x-xc)"2+w"2)),

+ start = c(yO = r[1], w = 7, xc=xc, A = 25*(unlist(max.peak[[K]][i]))), control =
list(warnOnly = TRUE), data = tab)

+ v <- summary(res3)$parameters[,"Estimate"J##vector con parametros

+ integrand <- function(x) {v[1] + ((2 * v[4]/pi) * v[2])/(4 * (X - V[3])"2 + V[2]"*2))}

+ area <-integrate(integrand,lower = 0, upper = 2*xc)

+ areas|[[K]][i] <-area$value

+ offset.vector[[K]][i] <- V[1]

+ w.vector[[K]][i] <- V[2]

+ plot(r~x, data=tab, main = paste(i, as.character(lambda.interes)[k], sep=""))
+ plot(function(x) v[1] + ((2*v[4]/pi)*Vv[2]/(4*(x-Vv[3])"2+V[2]"2)),col=2,add=T,

+ xlim=range(tab$x))}

o Calculo del ruido
Un estimado del ruido en el espectro fue calculado en una regién aislada (entre

465-467 nm). El ruido fue estimado como la desviacion estandar de la sefial en esa

Zona.
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> lambdal.ruido <- 465

> lambdaZ2.ruido <- 467

> indicel.ruido <- which.min(abs(files[[1]]$lambda - lambdal.ruido))

> indice2.ruido <- which.min(abs(files[[1]]$lambda - lambda2.ruido))

> ruido.function <- function(i)
{sd(c(files[[i]]$intensidad[indicel.ruido]:files[[i]]$intensidad[indice2.ruido]))}

> ruido <- lapply(seq.files,ruido.function)

Los resultados fueron escritos en un archivo denominado resultados.txt, el cual
incluyé el ancho de la linea de emisidn, la linea base, el maximo y el area de las lineas,
ademas del estimado del ruido. Primero se simplificé las listas utilizando la funcion unlist

la cual las convirti6 en vectores lineales.

> w.vector <- unlist(w.vector)

> offset.vector <- unlist(offset.vector)

> max.vector <- unlist(max.peak)

> ruido.vector <- unlist(ruido)

> area.vector <- unlist(areas)

> lambdas <- as.vector(sapply(lambda.interes,function(x) rep(x,length(files))))

> resultados <- data.frame(max.vector, ruido.vector, w.vector, offset.vector, area.vector,
lambdas)

> write.table(resultados, "mi_directorio/resultados.txt", row.names = F)

8.3. Cddigo R utilizado para el analisis del Método de Superficie de
Respuesta (MSR).
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Inicialmente, se establecio la direccion del directorio donde se encontraban los
archivos a usar. Seguidamente, se utilizé la libreria RSM que proporcioné funciones
Gtiles para el disefio y analisis de experimentos que se realizan secuencialmente con la
esperanza de optimizar una superficie de respuesta. La funcion ccd.pick se utilizd para
identificar las mejores opciones de valores de parametros en el disefio central —
compuesto, donde se asigno k el numero de factores en el disefio, n.c el nimero de
puntos factoriales, n0.c el nimero de puntos centrales en el bloque factorial y n0.s el

namero de puntos centrales en el bloque estrella.

>getwd()

>library(rsm)

>ccd.pick(k = 3, n.c =8, n0.c =4, n0.s = 4)

>DCC <- ccd(basis = 3, alpha = 1681793, randomize = F, n0 = c(4,4))
> write.table(DCC, "DDC sin aleatorizar.txt", row.names = F)

El valor a que hizo el disefio rotable fue 1,681793, emitido por la funcion ccd.pick.
Se utilizé la funcion ccd para generar el Disefio Central Compuesto, sin aleatorizar en
este caso y especificando los puntos centrales y el a rotatorio. El Disefio Central
Compuesto emitido por R fue guardado en R como la variable “DCC” y exportado en
formato de texto, txt (véase tabla 5.2.4.).

Con el Disefio Central Compuesto, se establecieron los valores de las variables
codificadas con los puntos centrales y al estipular el rango de los valores del analisis. Al
asignar estos valores, se aleatorizo el disefio y se realizaron los analisis LIBS. Con el
codigo R mostrado en el apéndice 8.2. y a partir de los archivos en formato ASCII
provenientes del monocromador Mechelle 5000, se obtuvieron los anchos de la lineas
de emision de interés, linea base, el maximo y el area de las lineas, ademas del
estimado del ruido correspondiente a cada linea de emision, y fueron escritos en un
archivo denominado ResultadosDCC.txt. Este archivo contenia informacion de las lineas

de interés y su respectiva intensidad; con estas se elabord una tabla en formato de
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texto txt, con los valores de las tres variables (sin aleatorizar) y los valores respectivos
de la cuarta variable actividad; todas con el encabezado (header) respectivo
“Ganancia”, “Compuerta”, “Demora” y “Actividad”, con tabulaciones como separadores
de columnas y con comas como separadores decimales. Luego, se cred en R esta tabla

en la variable llamada “TablaParaMSR”.

>TablaParaMSR<- read.table("Datos para MSR.txt", header=T, sep = "\t", dec =",")

Para transformar la tabla anterior a variables codificadas se utilizé la funcion
coded.data, colocando los rangos utilizados de cada variable como funcion de su propia
variable. Las variables x1, x2 y x3 fueron establecidas como la ganancia, ancho de
compuerta y tiempo de demora, respectivamente. Luego se utilizd la funcién
as.data.frame sobre la tabla de datos codificada para observar la nueva tabla de las

variables codificadas y los valores de actividad.

>TablaCoded <- coded.data(TablaParaMSR, x1 ~ ((Ganancia - 100)/20),
x2 ~ ((Compuerta - 5)/1), x3 ~ ((Demora - 500)/250))

> as.data.frame(TablaCoded)

Se llamé la variable MSR a los datos que regresa la funcién rsm, los cuales
permitieron analizar el disefio se segundo orden (SO) mediante el uso de la funcion
summary. El resumen del andlisis indico cuales de los términos son significativos, Si
existia alguna interaccion significativa entre estas, como también mostro el coeficiente
de determinacién R?, y los puntos estacionarios obtenidos mediante la aplicaciéon de
MSR, tanto en valores codificados como en los valores reales. Estos puntos

estacionarios del MSR son los valores que maximizan en valor de actividad.

>MSR <- rsm(Actividad ~ SO(x1, x2, x3), data = TablaCoded)
>summary(MSR)
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Finalmente, para observar las superficies de respuesta se uso la funcion persp,

que permitio graficar cada superficie en tres dimensiones. Como las superficies que

representan el comportamiento de las distintas variables en funcién de la actividad

tienen n+1 dimensiones, donde n es el nUmero de variables, se obtuvieron distintas

superficies de 3 dimensiones manteniendo una variable fija

>persp(MSR, x1, x2 0 x3 ~ x1, X2 0 x3, theta = 60, r = 3, d = 1, col=rainbow(50), border

= NULL, col.axis=37, font.lab=1,col.lab=33, contour=("colors"), xlabs = c("Ancho de

Compuesta”,"Tiempo de demora"), ticktype = "detailed", zlab="\n\nActividad", at= list(x1,

X2 0 x3 = algun valor codificado))

8.4. Masas pesadas en la elaboracién de los patrones multielementales.

Tabla 8.3.1. Masa pesada de los carbonatos estandar.

Patrén Masa MgCO3 (mg) Masa SrCO3; (mQ) Masa CaCOs3 (Q)
0 10,6 111,5 5,0007
1 13,8 70,9 5,0010
2 16,2 69,8 5,0009
3 18,7 69,1 5,0016
4 20,9 66,9 5,0013
5 23,2 65,7 5,0004
6 63,1 37,1 5,0000
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8.5. Curvas de calibracién.
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Figura 8.5.1. Curva de calibracién del andlisis de la relacién metélica Mg/Ca a 100 ns

de tiempo de demora y 4 ps de ancho de compuerta temporal.
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Figura 8.5.2. Curva de calibracion del analisis de la relacién metalica Sr/Ca a 1000 ns

de tiempo de demora y 7 pys de ancho de compuerta temporal.
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