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RESUMEN

A nivel mundial, se ha visto un aumento en la fabricacidén y consumo de los materiales plasticos,
tanto en los procesos de manufactura como en la vida diaria. Este incremento estd generando
cada vez mas residuos presentes tanto en ecosistemas terrestres, marinos e incluso aéreos los
cuales se van degradando o fragmentando en particulas muy pequefias conocidas como
microplasticos, lo que representa una grave problematica de contaminacion ambiental y un reto
cientifico para su deteccion.

Por esta razon, es necesario desarrollar un método estandarizado para facilitar la deteccion de
estas particulas plasticas y, hasta la fecha, la técnica de tincion de micropléasticos con colorantes
del tipo lipofilico fluorescente ha contribuido con buenos resultados, siendo el colorante Rojo
Nilo el que mejores resultados ha mostrado. Dentro de los conceptos importantes en esta técnica
es la afinidad tintérea, pues si no existiera esta capacidad de absorciéon y unién entre el
microplastico y el colorante no se podria lograr una tincidon homogénea. No obstante, este tipo
de colorantes poseen una caracteristica principal, la fluorescencia. Este fenomeno facilita la
visibilidad de los microplasticos, sin embargo, el hecho de ser de naturaleza lipofilica también
se tiene la desventaja de tefir aquellas particulas en su composiciéon contengan grasas,
representando una dificultad y posible confusion al momento de querer detectar solo los
microplasticos.

Aun cuando existen diferentes métodos para cuantificar la fluorescencia, en este proyecto se
disefi6 un sistema Optico para determinarla a través de los voltajes generados por la radiacion
trasmitida a través de las muestras de plasticos tefiidos a diferentes concentraciones de Rojo
Nilo. Sin embargo, aunque el uso del colorante Rojo Nilo representa una opcion viable para la

mayoria de los polimeros, los resultados dependen de la afinidad tintorea de cada polimero.
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

1.1 Planteamiento del problema

Actualmente, el ser humano le ha dado una gran importancia al uso de plasticos, particularmente
a los plasticos de un solo uso. En consecuencia, la gran cantidad de residuos plasticos generada
no solo esta afectando a los ecosistemas acudticos y terrestres, sino también al propio ser
humano, siendo el principal vehiculo de ingesta la estructura de la cadena alimenticia [1].
Desde la década de los afios 60 la produccion mundial de plasticos ha crecido en un 9 % anual,
reportandose en el Inventario Nacional de Fuentes de Contaminacion Plastica (INFCP) de
Meéxico que en el afio 2023 se ha estimado un consumo de 66 kg por habitante [2]. No obstante,
se estima que aproximadamente 8 millones de toneladas de dicha produccién se vierten en los
ecosistemas marinos. Debido a las diferentes dimensiones y densidades de las particulas
plasticas, solo el 1 % del plastico en el mar se puede observar como materia flotante,
generandose asi una gran cantidad de sedimento marino [3].

Ahora bien, cuando estos residuos plasticos se encuentran en lugares donde actian como
contaminantes, con el tiempo comienzan a degradarse y fragmentarse como resultados de
diversas interacciones, dando lugar a particulas denominadas como micro y nanoplasticos [4].
Un campo de interés para la comunidad cientifica son las particulas plasticas con un tamafo
menor a 5 mm, denominados micropldsticos (MP). Sin embargo, no existe una metodologia
estandarizada que permita su deteccion y cuantificacion en un tnico procedimiento, atribuyendo
dicha limitacidn a la diversidad de tipos y composiciones quimicas de MP que existen, asi como
a las dificultades inherentes a su diminuto tamafio [5]. En este sentido, una de las técnicas
comunmente reportada para su deteccion es la tincion empleando colorantes lipofilicos, la cual
se lleva a cabo dependiendo de la afinidad tintorea de cada MP con el colorante. La afinidad

tintdrea es definida como la capacidad que tiene un MP para unirse a algun colorante. Entre los
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colorantes lipofilicos que se han utilizado destaca el Rojo Nilo (RN), ya que es el que mejores

resultados ha proporcionado [6, 7].
1.2 Justificacion

El desarrollo de una metodologia basada en el empleo de técnicas previamente reportadas, como
lo es la técnica de tincion de MP, y empleando tecnologias de bajo costo y que no requieren de
una capacitacion extensa, permitira la determinacion de la afinidad tintérea de los MP con el
colorante Rojo Nilo (RN). Ademas, ofrecerd una herramienta para complementar todos aquellos
procedimientos que requieren como primer paso la identificacion de MP para una posterior
cuantificacion o incluso su posible remocion para mitigar la contaminacion causada por la
presencia de estas particulas. De este modo, la propuesta representara un aporte significativo al
campo de estudio enfocado en los MP y a la mejora de la gestion medioambiental.

Por otra parte, con la elaboracion del presente proyecto se pretende contribuir en el dmbito
social, especificamente en el area de la salud publica, ya que la deteccion de los MP en el medio
ambiente evitard que las nuevas generaciones mantengan un contacto critico con estas
particulas. Por consiguiente, se podran implementar metodologias eficaces para su remocion y/o
control, por lo que se podra prevenir o disminuir la ingesta de MP en los organismos. Como
resultado, se favorecera un mejor estado de salud y un entorno favorable para la realizacion de
sus actividades.

La presente propuesta de tesis abarca como propoésito determinar la afinidad tintérea de diversos
tipos de MP, como el acido polilactico (PLA), Tygon™ B-44-4X (TY), producto modificado de
cloruro de polivinilo, y tereftalato de polietileno (PET), con el colorante lipofilico fluorescente
RN para su identificacion visual. Aunado a enriquecer al predmbulo para el estudio de la
afinidad tintorea de los MP con otros colorantes de la misma naturaleza que el RN para generar

posibles alternativas de procedimientos de tincion para la deteccion de MP.
1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo general
Determinar la afinidad tintérea de diferentes tipos de microplasticos presentes en distintos tipos

de muestras empleando el colorante lipofilico fluorescente Rojo Nilo.
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1.3.2

Objetivos especificos

Definir el método de tintura de diferentes tipos de microplasticos con el colorante Rojo
Nilo.

Desarrollar un sistema optico para medir el voltaje de fluorescencia de microplasticos
tefiidos.

Detectar y cuantificar la fluorescencia de los microplasticos mediante un sistema Optico
y un algoritmo desarrollado en conjunto con el programa LabVIEW para el
procesamiento de datos.

Procesar los datos y ajustarlos a modelos 6pticos para observar su comportamiento.
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CAPITULO 2

MARCO TEORICO

2.1 Microplasticos

Cuando se habla de materiales plasticos se habla de compuestos sintéticos, denominados
polimeros, que cuentan con una gran variedad de formas, tamafios, texturas, colores, entre otras,
las cuales varian seguin sea el fin al que estén destinados [1]. El uso de plasticos en el mundo se
ha incrementado de manera exponencial en los ultimos afios y la problematica existente es
evidente [1,8]. Concretamente, los plasticos mas usados por la sociedad son los de un solo uso,
llegando a estimarse que el 50 % de los productos plésticos que se fabrican actualmente estan
destinados a ello [1].

Con el primer pléstico sintetizado quimicamente, la baquelita, en 1907 por el quimico belga Leo
Hendrick Baekeland y el nailon, primer polimero pléstico patentado por la empresa DuPont, en
1938 se da inicio a la produccion global de productos plésticos, dando origen a “la era del
plastico” [1, 5]. En aquella época se afirmaba que los plasticos serian desintegrados
completamente por medio de procesos como la oxidacion y fotodegradacion, sin embargo, a
inicios del afio 1970 se reportan por primera vez desechos plasticos en la superficie de océano
Atlantico y Pacifico, y pronto se probo que lo tnico que sucedia era que se fragmentaban en
fracciones mas pequefias, llamadas mas tarde nano y microplasticos [1, 5, 8].

Los MP son particulas pequefias de polimeros sintéticos con un tamafio de entre S mmy 1 um,
considerados como un contaminante emergente, que presenta una baja tasa de biodegradacion,

gran durabilidad y un potencial toxico alto [5, 9].

2.1.1 Clasificacion de los microplasticos
Los MP se pueden clasificar de acuerdo a su origen:
a) Primarios. Son fabricados con un tamafio microscopico para aplicaciones especificas, ya
sea con forma de microesferas para destinarse a productos de limpieza, pinturas, pasta

de dientes, exfoliantes, cosméticos, o bien, como pellets para procesos de extrusion y
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moldeado, entre otros, para posteriormente ser fundidos y adquirir la forma de cualquier
objeto plastico que se desee. Aunado a lo anterior, los MP también se presentan en forma
de filamentos para la impresion en 3D o como espumas, escamas o fragmentos, o fibras
[1, 5, 10]. El uso de este tipo de MP radica en su bajo costo para la sustitucion de
ingredientes naturales y su gran versatilidad para diversos usos [5].

b) Secundarios. Son generados a partir de la degradacion selectiva y/o fragmentacion de
plésticos de un mayor tamafio por degradacion mecanica, como el efecto sinérgico entre la
accion de las olas y el viento o la abrasion de MP en sedimentos y arena, por
fotodegradacion, biodegradacion, o termodegradacion. De igual forma se incluyen a las
fibras sintéticas provenientes de las aguas de lavado de textiles, las particulas provenientes
del desgaste de neumaticos, las particulas generadas por el manejo de envases, entre otros
[1, 5,8, 10].

En la Tabla 1 se muestran las caracteristicas fisicas y quimicas de los polimeros sintéticos mas

comunes y por ende de mayor uso.
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Tabla 1. Caracteristicas fisicas y quimicas de polimeros sintéticos mas comunes.

Polimero

Acronimo

Formula

Polaridad

Caracteristicas fisicas

Tereftalato de
polietileno

PET

o] 0
—+o O—CH,— CH

No polar

Es un polimero
termoplastico, tiene alta
resistencia al desgaste y la
corrosion, buen coeficiente
de deslizamiento presenta
alta rigidez y dureza, y es
totalmente reciclable [11-13].

Cloruro de
Polivinilo

PVC

Cl

—f(IZH—CHE—)E

Polar

Se trata de un polimero
termoplastico, tiene
resistencia a la corrosion por
agua, soporta el desgaste y el
impacto, es considerado
como aislante eléctrico y
tiene gran versatilidad pues
con ¢l se pueden fabricar
objetos de gran rigidez asi
como objetos flexibles [14-
16].

Tygon™ B-44-4X

Polar

De la familia de los vinilos, se
trata de un material del PVC
modificado, resistente a
diversos productos quimicos,
flexible y no toxico para su
uso en el area alimenticia y
farmacéutica [17, 18].

Acido
polilactico

PLA

CH, O
| [l
o—c—cC
|
H

n

Polar

Polimero termoplastico de
alta resistencia y alto modulo,
incompatible con agentes
oxidantes y bases fuertes. De
naturaleza biodegradable,
pues se puede fabricar a partir
de recursos como la cafia de
azucar o el almidon de maiz
[19, 20].

2.1.2 Contaminacion por microplasticos

La contaminacién por MP comenz6 en el ambiente marino, no obstante, en la actualidad se ha

convertido en un problema de salud publica, pues se ha reportado su presencia en arena de playa,

aire, aguas superficiales, suelo, sedimentos, sedimentos de aguas profundas e incluso en zonas

19




2. MARCO TEORICO

remotas como regiones polares y glaciares. La contaminacion por MP ha llegado a tal grado que
se ha afirmado que, sin importar el lugar y la fecha en que se toma una muestra siempre se
encontraran MP e incluso pellets de plasticos [5].

En el afio 2021, se reportd que la produccion mundial de plasticos fue de alrededor de 390.7
millones de toneladas, de las cuales alrededor de 125 millones fueron fabricadas en China. Esta
produccion consistié en 19.3 % de polipropileno, 14.4% de polietileno de baja densidad, 12.5%
de alta densidad, 12.9% de PVC, 6.2% de PET, 5.5% de poliuretano y 5.3% de poliestireno [9].
Sin embargo, en afios posteriores se han fabricado otro tipo de MP, dando como resultado que
en muestras ambientales examinadas se encontraran, ademas de los plasticos anteriormente
mencionados, la presencia de 4cido poliacrilico, PLA, policarbonato/acrilonitrilo—butadieno—
estireno, cloruro de polivinilidina, fenol formaldehido, melamina-formaldehido, nailon,
policarbonato, poliéter éter cetona, polietilenimina, polimetacrilato de metilo, polioximetileno,
politetrafluoroetileno y urea-formaldehido [5].

Por otro lado es importante mencionar que los MP no se encuentran per se en el ambiente, sino
que pueden interactuar y sorber facilmente sustancias toxicas en su superficie como aditivos
quimicos, mondmeros residuales y sustancias como retardadores de flama, biocidas,
hidrocarburos poliaromaticos, entre otros, para luego liberarlos. Ademas, se consideran como
un vector de transporte de contaminantes y patdgenos, ya que también pueden generar un hébitat
microbiano distinto pues actian como sustrato para parasitos patdgenos y microorganismos, e
incluso tienen la capacidad de sorber metales pesados como Pb*2, Cu*?, Cd*2. Estos mecanismos
de afinidad se encuentran influenciados por diversos factores externos como el envejecimiento

por radiacion ultravioleta (UV) [5].
2.2 Colorantes

Un colorante es una sustancia de naturaleza orgénica o inorganica que transfiera su color a otras
sustancias o materiales, ya sea que se experimente o no con modificaciones en su estructura
quimica, dando matices de intensidad variable [21]. La estructura quimica de los colorantes
consta de dos grupos, el grupo croméforo y el grupo auxdcromo. El grupo cromoforo es la
estructura responsable del tinte o tono principal y se clasifica en varios subgrupos como por

ejemplo el grupo nitroso (N=0), nitro (O-N=0), tiocarbonilo (C=S), carbonilo, (C=0), azo

20



2. MARCO TEORICO

(N=N), azoxi (N=N-O), ciano (C=N), imino (C=N) y etinilo (C=C). Por otro lado, el grupo
auxocromo es la estructura responsable de la intensidad del color y presenta la capacidad de la
sustentividad, es decir, la capacidad de un colorante para fijarse a un sustrato. Algunos ejemplos
de los grupos aux6cromos son los grupos hidroxi (OH), alcoxi (OR), metilamino (NHMe)
dimetilamino (NHMe») o los halégenos cloro (CI), bromo (Br) o yodo (I) [22].

Sin embargo, en ocasiones se requiere transferir el color a la superficie deseada y el color no
puede ser cedido por si solo, por lo tanto, se han desarrollado preparaciones que contienen al
colorante y otras sustancias auxiliares que sirven para transferir el color conocidas como
sustancias cromogénicas [22].

En el caso de la aplicacion de color a los plasticos es importante considerar el tipo de solvente
utilizado para preparar al colorante, ya que puede reaccionar de manera agresiva con el plastico
causando su reblandecimiento o su degradacion. Por lo que existen diferentes métodos para
aplicar el color sobre el plastico, como por ejemplo los métodos electrostaticos o aerograficos

[23].

2.2.1 Clasificacion de colorantes

La clasificacion principal de los colorantes radica en su naturaleza, existen los colorantes
naturales, que pueden ser de origen animal como el carmin de la cochinilla de nopal, o de origen
vegetal como la safranina o la hematoxilina. Por otro lado, se encuentran los colorantes
sintéticos de origen mineral y derivados de compuestos organicos como las anilinas y cianinas
[21]. Sin embargo, otra de las clasificaciones principales de los colorantes es con base a su

estructura quimica y al método de aplicacion [21, 22].

2.2.2 Colorantes lipofilicos fluorescentes

Los colorantes lipofilicos son compuestos quimicos que presentan afinidad por las grasas y los
lipidos, y son solubles en solventes organicos como el cloroformo, el éter y el benceno.
Generalmente estos colorantes son empleados para tefiir estructuras celulares y tejidos que
contienen lipidos o para el marcaje retrogrado/anterogrado de las neuronas [24-26].

Por otro lado, cuando se habla de colorantes fluorescentes no se habla propiamente de un
colorante, ya que este tipo de colorantes solo producen un efecto dptico, conocido como efecto

de blanqueo, el cual consiste en que los colorantes absorben radiacion ultravioleta y la reflejen
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en la region visible (azul o azul-violeta), provocando que el objeto o la sustancia reflejen mas

luz que la luz incidente [22]. Algunos colorantes fluorescentes son:

*

Rosa de Bengala (RB) fue patentada en 1882 y se utilizo para teir textiles y alimentos,

y posteriormente para la superficie ocular dafiada con fines médicos. Mas tarde, entre

los afios de 1920 y 1945 se convirtid en la tincion vital
mas usada para detectar lesiones en la superficie ocular
[27]. LaRB (Figura 2.1) es un tinte violaceo derivado de
la fluoresceina dianiénico muy soluble en agua que
pertenece a la clase de los colorantes xanteno, cuyo
anillo halogenado presente en su estructura es el
principal responsable de sus propiedades fotoquimicas
[28]. Uno de los usos mas frecuentes del colorante RB
colorante  vital  diferencial

€S como para

Cl

Figura 1. Estructura quimica del
colorante Rosa de Bengala.

espermatozoides, bacterias y cultivos bacterianos, ademas de usarse como fluorocromo

para evidenciar grasas y tejidos adiposos o para la coloracion contraste para las

hematoxilinas y el azul de toluidina [21]. En el area de plasticos se ha empleado en el

estudio de muestras ambientales de aguas contaminadas con MP para tefiir la materia

organica que acompafian a los MP para diferenciarlos y asi realizar una cuantificacion

posterior [29].

El colorante Safranina T, también conocido como T

HiC

rojo tibetano o rojo azafran O, es un tipo de tinte
industrial alcalino de amina aromatica de color
marrén rojizo soluble en agua y fotosensible [30].
Este colorante se puede utilizar para la tincion de
fibras sintéticas, acrilico, cuero, tefiido de papel y
telas de algodon, impresion de telas de seda, tinta y

acuarela, ademas de ser un colorante contraste para

HsN

N CH,
/
NN

N “NH,

Cl

Figura 2. Estructura quimica del

colorante Safranina T.

micrografia, tinciones plasmaticas y colorantes vegetales de rutina, y cumplir la funcion

como colorante de contraste [21, 31].
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%

La Rodamina B (RDB), también conocida

(CHs), N
como Rosa brillante 0 B Rodamina O, es un
colorante fluorescente (Figura 2.3) que
proporciona una fluorescencia amarillo

verdoso, es poco soluble en acetona y muy

soluble en cellsolve (2-etoxietanol). La RDB

) ] Figura 3. Estructura quimica del colorante
es usada para detectar bacterias resistentes al Rodamina B.
acido y al alcohol, en particular micobacterias,
ademas de ser usado también como biomarcador para animales y vegetales, asi como
colorante de seguimiento [21]. Por otro lado, también es usada en la coloracion de

polimeros y resinas durante la produccion de productos plasticos como envases, juguetes

y productos de consumo [32].

El RN (Figura 2.4), es el colorante comunmente o 0
utilizado de esta categoria, ya que se ha reportado HC— ‘
que presenta una buena afinidad para una amplia ( N/ O

CH
gama de polimeros [7]. El nombre quimico del RN ’

Figura 4. Estructura quimica del colorante

es 9-etilamino-5H-benzo[a]fenoxazina5-ona y es Rojo Nilo.

un colorante fuertemente fluorescente que se

sintetiza a partir del Azul Nilo, y estd presente en pequenas cantidades de preparaciones
comerciales de la tincion lipidica azul del Nilo y en la forma de polvo rojo purpura
oscuro [33, 34]. Aunque es insoluble en agua, presenta solubilidad en una amplia gama
de disolventes orgéanicos como el xileno, el cloroformo o la acetona; asi como también
presenta una solubilidad preferencial en lipidos [34]. A su vez, es ampliamente
fluorescente en dichas sustancias, ya que el RN presenta la caracteristica de ser
solvatocromatico, es decir, su fluorescencia varia espectralmente segun la polaridad del
medio en el que se encuentre, pues se ha encontrado que, dependiendo de la
hidrofobicidad relativa del disolvente los méaximos de excitacion y emision de la
fluorescencia del RN pueden variar en un rango de 60 nm [26, 34-36]. Algunos autores
que han reportado que el RN emite fluorescencia en diferentes longitudes de onda, desde

el amarillo dorado intenso hasta el rojo intenso, dependiendo de la fuente de excitacion
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[35]. Segtn diversos estudios, las longitudes de onda de excitacion utilizadas para los
MP tefiidos con RN varian entre 254 y 580 nm, mientras que la longitud de onda de
emision se situa entre 430 y 630 nm [36, 37]. Debido a la naturaleza y a las caracteristicas
que presenta el RN se puede emplear para tincion de células, cuantificar MP en muestras

de aguas marinas, sedimentos y muestras bioldgicas [38, 39].
2.3 Afinidad tintérea

Es la capacidad de los materiales poliméricos para absorber un colorante y formar un enlace
quimico permanente y que depende de la estructura de la molécula del colorante. Ademas es
fuertemente influenciada por la concentracion del colorante, por lo que se puede decir que
cuanto mayor sea la Afinidad Tintorea (AT) del colorante hacia el material polimérico mas
dificil serd que dicho material pierda su color [40, 41].

Una de las causas por las que se pueden observar diferencias de color en los materiales
poliméricos es por el mecanismo de interaccion colorante—material polimérico de manera
superficial, como es el caso de los MP en donde se adsorbe en su superficie; sin embargo, el
colorante también puede llegar a penetrar el material polimérico, como sucede en el caso de las
fibras textiles y llegar a formar enlaces quimicos [40, 42].

La AT puede ser medida con el factor de afinidad tintorea, pardmetro que depende de la
naturaleza del colorante, de la estructura y propiedades del material polimérico, y de las
caracteristicas del sistema de tincion (electrolitos, pH, temperatura, entre otros), que deben
determinarse para cada caso particular. El factor de afinidad tintérea cambia con la presencia de
agentes hidrotrdpicos, electrolitos, etc. en la solucidn tintorea por lo que, de manera general,
cuanto mayor sea el factor de afinidad de un colorante mayor serd su AT con diversos materiales

poliméricos [40].

2.4 Fluorescencia

Los procesos fotoluminiscentes que se generan de la excitacion electronica mediante
mecanismos fisicos, mecdnicos o quimicos, se pueden subdividir en fosforescencia y

fluorescencia [43].
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La fluorescencia es un fenémeno en el que las moléculas en su estado fundamental absorben
radiacion electromagnética pasando a un estado de excitacion electronica y posteriormente se
relajan regresando a su estado basal liberando el exceso de energia en forma de fotones, de
manera que fisicamente se observa que el sustrato refleja mas luz que la radiacion incidente
[44].

A nivel molecular, el fenomeno de fluorescencia se experimenta cuando una molécula se
encuentra en su estado fundamental So (Figura 5) y absorbe un fotdn con suficiente energia para
excitar a un electron a un estado singlete de mayor energia, S1 o Sy; si el electrén sigue una via
de relajacion vibracional hacia su estado basal y durante ese proceso emite un foton, se habla de
fotoluminiscencia (Figura 6) [45]. La fluorescencia se desarrolla mediante transiciones
electronicas y da como resultado la emision de un fotdon con una longitud de onda més larga que
la radiacion incidente, este proceso se explica en el inciso b del diagrama de Jablonski (Figura
6).

El intercambio fisico-quimico de energia para generar la fluorescencia comienza cuando la luz
de una longitud de onda particular incide en un fluoréforo de una molécula para absorber un
cuanto especifico de luz, que excita un electrén de valencia desde su estado fundamental So,
incrementando su nivel energético y tardando un tiempo aproximado de 1071 seg.
Posteriormente, existe una disipacion parcial de energia, es decir, el electron se relaja
rapidamente a un subnivel excitado de menor energia posible, tardando aproximadamente 1072
seg. Finalmente, la energia absorbida se disipa en menos de 10 seg como luz de menor energia
y, por lo tanto, de mayor longitud de onda, provocando que el material polimérico tenga la
apariencia de una fuente de radiacion. Sin embargo, el color de la fluorescencia puede coincidir

o no con el reflejo coloreado intrinseco del objeto [43, 45-47].

— i 4
= | 4

Sy 5, ' 1

= Estado fundamental

_I...

1 5, = Singlete del primer estado excitado

=
Il

[riplete del primer estado excitado

Figura 5. Estados de excitacion del electron [22].
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La absorbancia que se presenta durante el fenomeno de la fluorescencia es un proceso por el
cual una muestra absorbe radiacién de manera selectiva, es decir, a una longitud de onda
especifica dentro del espectro visible. La intensidad de la absorbancia varia de acuerdo a la
composicion de la muestra y a la concentracién de elementos presentes [48]. Asimismo, se
puede calcular en funcién de la intensidad de la fuente de radiacion incidente de acuerdo a la
Ley de Lambert—Beer (Ec.1) [48, 49]. Esta ley describe la relacion existente entre la radiacion
incidente Ip sobre la muestra-y la intensidad transmitida I por la muestra, en donde cuanto mayor
sea el valor de la absorbancia A menor radiacién sera transmitida por la muestra [50]. La

expresion matematica que representa esta Ley se observa de acuerdo a la Ec. 1.

A = logqy T 7 Ec. 1

La relacion entre la fluorescencia y la Ley de Lambert—Beer radica en su contribucion al calculo
de la radiacion que es absorbida por el MP antes de que ocurra el fendmeno de la fluorescencia.
Esta absorbancia depende de dos supuestos externos, siendo el primero que la absorbancia es
directamente proporcional a la concentracion, en este proyecto, del colorante RN empleada. El
segundo supuesto es que la absorbancia es directamente proporcional a la longitud del camino
de haz de luz [51, 52].

Los compuestos que muestran propiedades fluorescentes cuentan, tipicamente, con varios
anillos aromaticos y/o con dobles enlaces conjugados, generalmente denominados como
fluorocromo o fluordforo, términos usados indistintamente [43, 45]. Dependiendo de los grupos
radicales que contengan los fluoroforos se clasifican en dos tipos: los grupos donantes de
electrones, como —OH, -NH> y —OCH3 que aumentan la fluorescencia, y los grupos aceptores
de electrones, como COOH y —N=N- que reducen la fluorescencia. Sin embargo, existen
algunas excepciones, como es el caso del triptofano y la tirosina, que han mostrado rendimientos
cuanticos mas bajos de lo esperado [45]. Cuando se experimenta el fendémeno de la
fluorescencia, los fluor6foros pueden entrar en ciclos repetitivos de excitacion y emision
siempre y cuando no se produzca una destruccion o modificacion covalente que interrumpa este

proceso de manera irreversible [43].
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Figura 6. Diagrama de Jablonski o diagrama de energia electronica [22].

La excitacion de los electrones de valencia para la fluorescencia puede ser inducida por una
lampara, un diodo emisor de luz (LED) o una fuente laser. Cuando se utiliza un laser para la
excitacion, la fluorescencia se denomina fluorescencia inducida por laser (LIF) y cuando se
utilizan ladmparas convencionales como fuentes de luz la fluorescencia se denomina
fluorescencia convencional. En el caso de las fuentes de luz multiespectrales, se utiliza un filtro
espectral o un monocromador para seleccionar la longitud de onda de excitacion [45]. En
general, la eleccion del tipo de fuente de luz se realiza de acuerdo a la gama de longitudes de
onda que se necesite en cada investigacion y la aplicacion depende de propiedades tales como
la monocromaticidad, direccionalidad, y caracteristicas espaciales y temporales de dicha fuente

de luz [45].

2.4.1 Caracteristicas
Algunas de las caracteristicas y parametros esenciales de la fluorescencia que se utilizan en la
microscopia de fluorescencia son:
= Eficiencia cuantica (4): es la relacion entre el nimero de fotones emitidos a una longitud
de onda mayor durante la excitacion y el nimero de moléculas excitadas, por lo que
cuanto mayor sea el rendimiento cudntico, mayor serd la fluorescencia [45]. El
rendimiento cudntico es sensible a los factores ambientales, como la polarizacion del
disolvente, el pH, la concentracion de fluorocromo y la presencia de moléculas que
afectan al estado excitado, como el oxigeno molecular [43].
= Tiempo de vida de la fluorescencia (7): es el tiempo promedio transcurrido en el que el
electrén pasa en el estado excitado antes de volver a su estado fundamental. La

intensidad de la fluorescencia decae con el tiempo después de una excitacion
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infinitesimalmente corta, ya que el fluorocromo durante su tiempo de vida de
fluorescencia puede sufrir cambios conformacionales, difundirse o interactuar con las
moléculas circundantes [43, 45].

= Anisotropia: hace referencia a la cualidad de tener diferentes propiedades a lo largo de
diferentes ejes, es decir, en un grupo de fluorocromos orientados aleatoriamente solo se
excitaran aquellos fluorocromos con momentos dipolares de transicion que estan
alineados casi de manera paralela a la direccion de polarizacion del haz de excitacion.
De manera teorica, la anisotropia maxima se alcanza cuando el momento dipolar de
transicion de emision es exactamente paralelo al dipolo de transicion de absorcion [43].

= Enfriamiento por fluorescencia: es un fenémeno por el cual la interaccion entre una
molécula conocida como extinguidor con el fluorocromo reduce el rendimiento cuantico
o la vida util. Uno de los extinguidores mas frecuentes es el oxigeno molecular, que
extingue casi todos los fluor6foros conocidos, sin embargo, existen otros extinguidores,
tales como la acrilamida, las aminas y los halégenos. Por otro lado, existen compuestos,
como los compuestos heterociclicos, que no emiten fluorescencia significativa a menos
que estén unidos a un anillo aromatico [45]. Los fenomenos de enfriamiento se pueden
subdividir en: enfriamiento dindmico, enfriamiento estatico [43]. El enfriamiento
estatico ocurre cuando se forma un complejo no fluorescente entre el fluordforo y el
extinguidor. El enfriamiento dindmico, también llamado enfriamiento por colision,
ocurre cuando el enfriador interfiere con el fluor6foro durante la vida util del estado
excitado, por lo que la molécula excitada se desactiva por entrar en contacto con otras
moléculas o por interacciones intermoleculares (colisiones) [45].

= Intermitencia de fluorescencia: este fenomeno se produce cuando el fluorocromo alterna
aleatoriamente entre un estado fluorescente y oscuro, a pesar de que la iluminacion de
excitacion es continua. Como resultado, al realizar el seguimiento de fluorocromos
individuales, un efecto estroboscopico puede interferir con el procedimiento de
seguimiento [43].

= Fotoblanqueo: también conocido como desvanecimiento, es un proceso fotoquimico en
el que la capacidad del fluorocromo para entrar en ciclos repetitivos de

excitacion/emision se ve interrumpida permanentemente por destruccién o modificacion
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covalente irreversible del fluorocromo por reaccién con las moléculas circundantes.
Estos procesos fotodestructivos y fotoquimicos ocurren predominantemente cuando el
fluorocromo se encuentra en el estado excitado de triplete oscuro, que es mas duradero
que los estados singlete, y exhibe un alto grado de reactividad quimica [43].

= Transferencia de energia de resonancia: es aquel proceso fotofisico en el que la energia
en estado excitado de un fluorocromo donante se transfiere a través de un mecanismo no
radiativo a un cromoforo aceptor de estado fundamental a través de un acoplamiento

dipolo-dipolo débil de largo alcance [43].

2.4.2 Equipo de medicion

Una caracteristica importante del fenomeno de la fluorescencia es que la luz emitida por la
muestra es proporcional a la concentracion del fluordéforo que se tiene en la solucion, por lo que
se pueden realizar ensayos cuantitativos de alta sensibilidad y selectividad [53].

En este sentido, existen dos instrumentos generales para medir la fluorescencia, los cuales son
los espectrofluorometros y los fluorémetros.

— Espectrofluorémetro: posee cuatro componentes principales, una fuente de radiacion que
puede ser una ldmpara de Xeno6n o un laser; un monocromador de excitacion que se
encarga de seleccionar la longitud de onda adecuada para la excitacion de la muestra; un
monocromador de emision que analiza las emisiones producidas por la fluorescencia
emitida por la muestra y un fotodetector que recibe las ondas luminicas y las transforma
en una unidad medible proporcional a la intensidad de la luz que recibio.

— Fluorémetro: instrumento que utiliza filtros Opticos para aislar la luz incidente y la luz
fluorescente, y mide la capacidad de la muestra para absorber luz a una longitud de onda
y emiten luz a una longitud de onda mas larga. En estos equipos, una fuente de radiacion
luminosa emite luz de una longitud de onda de excitacion para el compuesto que va a ser
medido o analizado. La excitacion del compuesto a analizar se produce mediante la
utilizacion de los filtros Opticos, estos funcionan bloqueando otras longitudes de onda y
transmite la longitud de onda apropiada para producir excitacion del compuesto. La luz

generada por la fuente de radiacion pasa a través de la muestra a medir, y una cierta
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cantidad de longitud de onda es absorbida para ser emitida a una longitud de onda mayor.

Esta luz que se emite es medida mediante un detector [54].

2.4.3 Factores que afectan la fluorescencia
Los factores que afectan a la fluorescencia son:

x Rigidez molecular. En las estructuras moleculares rigidas se ha observado que la
fluorescencia aumenta, ya que la transicion de una molécula no plana a otra similar pero
mas plana y rigida va acompafiada de un aumento del rendimiento cuantico de
fluorescencia. Caso contrario ocurre con las estructuras flexibles, ya que estas
producirdn menos fluorescencia. Se ha observado que espectros de absorcion y
fluorescencia de moléculas no planares presentan una menor estructuracién en
comparacion con los obtenidos de las moléculas rigidas del grupo de alta simetria, ya
que en estos ultimos se observan bandas vibracionales bien definidas [55, 56].

x  Disolventes. La fluorescencia de un compuesto puede verse afectada por el disolvente
utilizado para la solucion del fluoroforo. El efecto disolvente puede observarse como un
cambio de la intensidad de la linea o banda espectral y como un cambio de la forma y
anchura de la banda. Al aumentar la polaridad del disolvente, generalmente se observan
cambios del espectro de emision a longitudes de onda mas largas (desplazamientos al
rojo) [45].

x  pH. La estructura de una molécula puede verse alterada por el pH, ya que un compuesto
puede convertirse y tomar una forma esférica o lineal en diferentes valores de pH, siendo
la 10nizacion de una molécula después de la modificacion del pH lo que puede alterar el
orbital molecular de los electrones excitables [45].

x  Temperatura. Al aumentar la temperatura se favorece la existencia de colisiones
moleculares, provocando que los electrones regresen al estado fundamental mediante
transiciones no radiativas, es decir, transiciones sin emitir fotones, dando como resultado
una disminucién en el rendimiento cuantico [45, 57]. Por ejemplo, se ha encontrado que
al disminuir la temperatura de 45 °C a 10 °C la cantidad de materia orgénica disuelta en
muestras de agua se ha incrementado en un 48%, lo que ocasiona que sea dificil observar

la fluorescencia [45].
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x  Fuerza i6nica. Afecta a la fluorescencia al cambiar la conformidad y por transferencia

de carga [45].
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CAPITULO 3

METODOLOGIA

3.1 Preparacion de muestras, MP

Con el objetivo de tener en condiciones Optimas las muestras, se tomaron fracciones de plasticos
de objetos de uso comun con dimensiones aproximadas de entre 9—10 mm [37]. Una vez
cortados, se sometieron a un lavado sencillo con agua y jabon, teniendo en cuenta que el
enjuague fue tal que no queden restos de jabon en las muestras. Posteriormente se realizd un
segundo proceso de enjuague con agua desionizada [10].

Para evitar cualquier residuo restante de grasa en los MP, se colocaron en una solucion de etanol
al 50 %, cuyo volumen fue proporcional a la cantidad de MP asegurandose de que éstos queden
situados por debajo del menisco de la solucidon, aproximadamente 20 ml. Enseguida se
mantuvieron en agitacion magnética constante durante 10 minutos a temperatura ambiente [58].
Se dejaron en reposo durante 5 minutos y posteriormente se retiraron de la solucion, teniendo
un ltimo enjuague rapido con soluciéon de metanol previo al proceso de tincion.

Nota: Las muestras de MP empleadas no fueron sometidas a ningun pretratamiento especial,
ya que no proceden de muestras ambientales y por lo tanto no contienen materia organica que

pueda obstruir el proceso de andlisis de fluorescencia._Sin embargo, para obtener mejores

resultados se realizo un lavado de las muestras con solucion de etanol al 50 %.

3.2 Preparacion de la solucion stock de RN

Para preparar una solucion de RN de 10 pg-ml'se pesaron 0.0010 g de colorante por cada 100
ml de solucidon. Enseguida, aproximadamente de 1 a 2 ml de metanol fueron vertidos en el
matraz aforado a emplear y posteriormente se adicion6 el colorante previamente pesado. A
continuacion, se procedi6 al aforo con metanol y se colocé dentro del matraz una cépsula
magnética para realizar agitacion magnética durante 5 minutos. De manera inmediata, se llevo

a filtracion al vacio, Figura 7, empleando un filtro Whatman GF/F de 70 mm de didmetro y de
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0.7 um de tamafio de poro, resaltando que unicamente se realizé una filtracion. A continuacion,
se sometid a un segundo proceso de agitacion magnética durante 30 minutos para asegurar una
homogeneidad completa [59] Una vez terminada la agitacion de la solucion de RN, se almacen6
en completa oscuridad a una temperatura de 4°C, condiciones que se mantuvieron mientras no
fue utilizada la solucion [60], [61].

Nota: Durante el proceso de preparacion la solucion stock de RN se resguardo de la luz en todo

momento.

Figura 7. Filtrado al vacio de la solucion de colorante RN.

Nota: antes de emplear la solucion para el proceso de tincion se agito durante 30 minutos.

3.3 Tinciéon de MP

En diferentes matraces aforados cubiertos con papel aluminio se prepararon diversas
disoluciones, de concentraciones de 1,2, 4, 6 y 8 pg'ml™! de colorante RN a partir de la solucion
stock (ver Figura 8 (a)). Posteriormente, para cada proceso de tincion, se colocé la mitad del
total de los MP seleccionados para la experimentacion en dos matraces Erlenmeyer de 25 ml
sin cubrir, y se vacid la disolucion preparada. A continuacidn, se procedio a tapar la boca de
los matraces Erlenmeyer con un tapon de tela manta y se sometieron a agitacion ultrasonica,
por medio de un bafio de ultrasonido digital Soner 203 marca ROCKER®, a 60 °C y durante 50
minutos (ver Figura 8 (b)). Cabe mencionar que el bafio ultrasoénico se mantuvo tapado durante
todo el proceso de tincion. Tras terminar el proceso de agitacion, se retiraron los matraces del

interior del bafio, se secaron y se cubrieron con papel aluminio para evitar el contacto directo
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de la luz con los MP tefiidos. Enseguida, se dejaron en reposo a temperatura ambiente bajo

completa oscuridad durante 24 horas [37], [61], [62].
(@) (&)

Figura 8. (a) Matraces Erlenmeyer con MP de soluciones de RN a diversas concentraciones; (b) Proceso de
tincién de MP en bafio ultrasonico.

3.4 Tratamiento de muestras después de la tincion

En un par de matraz Erlenmeyer de 25 ml limpios y secos se afiadieron los MP tefiidos, 20 ml
de agua grado HPLC y una pequena capsula imén. Posteriormente, se realizd una agitacion
magnética durante 5 minutos, comenzando asi el primer lavado (ver Figura 9). A continuacion,
se elimino el filtrado obtenido en el matraz y enseguida se resuspendieron los MP, repitiendo el
procedimiento dos veces mas para completar un total de 3 lavados.

A continuacidn, los MP lavados se colocaron en diferentes cajas Petri cubiertas por papel

aluminio, limpias y secas, y se dejaron secar a temperatura ambiente por 24 horas [10].

Figura 9. Proceso de lavado de muestras teflidas mediante agitacion magnética.
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3.5 Sistema Optico (SO) para la medicion de la fluorescencia de los MP.

Para llevar a cabo los respectivos analisis para la determinacion de la afinidad tintérea se disefio
un SO adecuado a las necesidades para la medicion de la fluorescencia de los MP mediante el
software SolidWorks 2022. Posteriormente, se imprimié en una impresora 3D ENDER con
material 4cido polilactico, PLA. Este SO esta constituido principalmente por una caja base que
garantiz6 la alineacion de todo el sistema y evit6 interferencias de luz ambiental al proceso de
medicion. Esta base, mostrada en la Figura 10, contiene un compartimento para colocar la fuente
de radiacion, un conjunto de monturas para colocar diversos filtros para el sistema, una cabina
especial para colocar un portamuestra y un detector, un fotodiodo, para detectar los voltajes para
determinar la fluorescencia, y en la parte posterior se cuenta con una abertura para conectar el
fotodiodo a una tarjeta de adquisicion de datos que esta conectada a una computadora, para para

el procesamiento de datos en el programa LabVIEW.

Figura 10 Disefio del Sistema Optico en SolidWorks. Consta de a) Caja base, b) compartimento para fuente de
radiacion, ¢) montura para filtros, d) cabina para fotodiodo y portamuestras, e) tapa de caja base y f)

portamuestras.

La fuente de radiacién es un laser azul con una longitud de onda de 445 nm, una potencia de 2.5
W de enfoque ajustable de 100 a 240 V. Sin embargo, debido a la alta potencia que present6 el
laser fue necesario el uso de un par de atenuadores, para modular la potencia y evitar dafios
visibles en la muestra y en el SO, tal como se aprecia en la Figura 11. El detector es un fotodiodo
monolitico y amplificador de transimpedancia de alimentacion unica modelo OPT 101. Este

fotodiodo, fabricado por Texas Instruments, esta disenado para eliminar errores por corriente de
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fuga, captacion de ruido y picos de ganancia debido a la capacitancia parasita [63]. El fotodiodo
se coloco alienado al MP ya que una cierta cantidad de la radiacion laser es absorbida por el MP
y lo restante es trasmitida a través de este para luego incidir en el fotodiodo. La radiacion
transmitida medida en volts (V) permitira determinar la afinidad tintérea del MP hacia el
colorante. Aunado a esto, también se diseiid e imprimio6 una tapa para cubrir la caja base del SO

y evitar cualquier interferencia de luz ambiental mientras se realizan las mediciones.

Figura 11. Sistema Optico para realizar lecturas de fluorescencia para la determinacion de afinidad tintérea de

microplasticos. Consta de a) Laser azul, b) par de atenuadores para potencia de laser c) fotodiodo, d) tarjeta de

adquisicion de datos.
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CAPITULO 4

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1Tincion de MP
A continuacion, se muestran fotografias de los MP tefiidos con RN observados con luz blanca 'y
radiacion UV con un filtro naranja para observar la fluorescencia de cada uno. En cada una de
las fotografias se puede observar una serie de MP, los cuales estan organizados de acuerdo a la
concentracion de colorante con el que fueron tefiidos, iniciando con O ppm, 2, 4, 6 y 8 ppm de

izquierda a derecha respectivamente.

En la Figura 12 se muestran diferentes muestras de PLA tefiidas a diferentes concentraciones de
RN, en donde la muestra tefiida a 4 ppm presento una tincién mas homogénea que la observada
en las otras muestras. Por lo tanto, esta muestra presentd una fluorescencia mayor que el resto

de las muestras.

Figura 12 Muestras de PLA tefiidas con colorante Rojo Nilo a diferentes concentraciones (0, 1, 2, 4, 6 y 8 ppm)

observadas bajo (a) luz blanca y (b) radiacion ultravioleta con filtro naranja.

Para el PVC, la muestra tefiida a 2 ppm presentd una tincién mas homogénea en comparacion
con las otras muestras tefiiddas con RN, tal como se observa en la Figura 13. Por lo tanto, esta

muestra presentd una fluorescencia mayor que el resto de las muestras tefiidas
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Figura 13 Muestras de PVC teiiidas con colorante Rojo Nilo a diferentes concentraciones (0, 1, 2, 4, 6 y 8 ppm)

observadas bajo (a) luz blanca y (b) radiacion ultravioleta con filtro naranja.

En la Figura 14 se muestran las diferentes muestras de Tygon™ B-44-4X tefiidas a diferentes
concentraciones de RN, en donde la muestra tefiida a 4 ppm presentd una tincidon mas
homogénea que la observada en las otras muestras. Por lo tanto, esta muestra presentd una
fluorescencia mayor que el resto de las muestras, pues se aprecia una iluminacion de distinto

color que la que se alcanza a observar en las otras muestras.

@

(b

Figura 14 Muestras de Tygon™ B-44-4X tefiidas con colorante Rojo Nilo a diferentes concentraciones (0, 1, 2, 4,

6 y 8 ppm) observadas bajo (a) luz ambiental y (b) radiacion ultravioleta con filtro naranja.

Para el PET se muestra en la Figura 15 diferentes muestras tefiidas a diferentes concentraciones
de RN. Aunque el colorante no se aprecia de manera intensa si se alcanza a percibir en las
muestras, en donde la muestra tefiida a 2 ppm presento una tincién mas acentuada y visible que
las otras muestras. Por lo tanto, esta muestra presentd una fluorescencia mayor que el resto de

las muestras.
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Figura 15 Muestras de PET tefiidas con colorante Rojo Nilo a diferentes concentraciones (0, 1, 2, 4, 6 y 8 ppm)

observadas bajo (a) luz ambiental y (b) radiacion ultravioleta con filtro naranja.
4.2Voltajes para cuantificar la fluorescencia

Los voltajes promedio del laser azul, VA, muestran valores distintos a los voltajes de los plasticos
tefiidos a diferentes concentraciones de RN, Vo, y a los voltajes de las muestras sin tefiir, Vi,
ver Tabla 2. El voltaje Vj tiende a incrementarse con la concentracion de colorante RN, aunque
de forma minima y sin seguir un patrén gradual, debido a la naturaleza del colorante, ya que el
RN es un colorante fluorescente en entornos no polares, como los plasticos, y su emision
depende de la longitud de onda de excitacion por su caracteristica solvatocromatica [33-34, 36-
37]. La longitud de onda utilizada, 445 nm, se encuentra dentro del limite de las longitudes de
onda de excitacion del RN, ya que dependiendo de la longitud de onda de excitacion emite
fluorescencia en diferentes longitudes de onda [35]. Cabe resaltar que la fluorescencia del RN
no presenta la misma intensidad en todos los polimeros, ya que los valores de los voltajes varian
de forma minima y diferente en cada muestra, lo que indica que la eficiencia cudntica del RN
depende del entorno quimico del polimero. Es importante mencionar el caso del PVC, donde Vy
y VL presentaron un decremento con respecto a Va, comportamiento inverso al presentado en
los voltajes de los otros polimeros analizados. Este decremento en el voltaje se debe a una mayor
absorcion de la radiacion, la cual podria ser atribuida a interacciones de la luz incidente con la
estructura molecular del PVC y/o a los aditivos, ademas que el espesor de la muestra, 0.2 cm,
fue mayor a la del resto de las otras muestras analizadas, espesor que rondaba entre los 0.01 y

0.1 cm.
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Tabla 2. Voltaje promedio para cada polimero tefiido a distintas concentraciones.

PLA Espesor: 0.11 cm
C"“C‘}gﬁ aeion 0 ppm 2 ppm 4 ppm 6 ppm 8 ppm
Va 4.248364 | 4.248364 | 4.251995 4.244133 4.245178
VL 4.254033 4.254033 4.279238 4.279165 4.281470
Vo 4.254033 4.280450 | 4.279370 | 4.278850 | 4.280534
PVC Espesor: 0.2 cm
Conci{llgamon 0 ppm 2 ppm 4 ppm 6 ppm 8 ppm
Va 4.251262 | 4.251262 4.253611 4.246580 | 4.248338
VL 0.771770 0.771770 0.498470 0.920521 0.999578
Vo 0.771770 0.643653 0.412853 0.582226 0.735153
Tygon™ B-44-4X Espesor: 0.03 cm
Conc?{lﬁra‘non 0 ppm 2 ppm 4 ppm 6 ppm 8 ppm
Va 4.248103 4.248103 4.252245 4.256049 4.256450
Vi 4.259276 | 4.259276 | 4.268392 | 4.274597 4.269722
Vo 4.259276 | 4.260868 4.272081 4277090 | 4.272517
PET Espesor: 0.03 cm
Conczlgamn 0 ppm 2 ppm 4 ppm 6 ppm 8 ppm
Va 4.246239 | 4.246239 | 4.243012 4.245751 4.245293
VL 4.257342 | 4.257342 4.258078 4.256912 4.251037
Vo 4.257342 | 4.259145 4.258025 4.256705 4.252209

propiedades de reflexion interna y dispersion. Al colocar una muestra en el SO es posible

que una fraccion de la luz laser sea reflejada hacia el sensor, resultando en un ligero

atribuirse a diversos fendmenos opticos por el tipo de muestras:

incremento en la sefal de voltaje reportado en la Tabla 2 [50, 64].

una lente débil, enfocando y concentrando la luz en el area del sensor aumentando el Vo.

Sin embargo, estos cambios serian distintos entre cada polimero debido a sus diferentes

indices de refraccion, aumentando o disminuyendo los Vo [65-67].

pueden originar fendmenos de interferencia o modificar el patron de propagacion de la

El aumento en Vo en comparacion a Va, en los polimeros PLA, PET y Tygon™ B-44-4X puede

¢ Reflexion interna y redireccion de la luz. Los plasticos, incluso sin tefiir, pueden tener

¢ Refraccion en el material. Los polimeros seleccionados podrian estar actuando como

¢ Distribucion de la luz debido a la interferencia. Las superficies delgadas de las muestras
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luz, lo que podria resultar en una ligera variacion en la cantidad de luz que incide
directamente sobre el sensor [64].

¢ Contaminacion o textura en la superficie del plastico. Incluso en muestras sin tefiir,
cualquier irregularidad superficial, pequefios contaminantes o diferencias en la textura
del plastico podrian afectar el comportamiento de la luz, aunque sea de forma minima.
Ademas, se tuvo presencia de superficies rugosas o pequefias estrias en cada muestra,

los cuales pueden dispersar luz fuera del angulo de deteccion del sensor.
4.3Modelado de voltajes de los polimeros tefiidos

Los valores de la Tabla 2 indican que la variacion del Vo de cada polimero no es lineal, por lo
tanto, para describir su comportamiento se optd por proponer un modelo polinomial de orden 2,
Ec.2, ya que este tipo de modelo permite realizar una interpretacion fisica del comportamiento

de los datos y por ende de la AT.
Vorom = Po+ P - C + P, - C? Ec. 2

Los valores de las variables Po, P1 y P> se describen en la seccion 4.3, asi como las
representaciones graficas a las que se hacen alusion.

Para realizar una interpretacion fisica de los resultados y por ende explicar fisicamente el
fenomeno de la Afinidad Tintérea (AT) de los diversos polimeros y el colorante RN, se
consideraron diversos parametros Opticos como la luz transmitida (T), la luz perdida por
dispersion (S), la luz absorbida (A), y la fluorescencia generada (F) basada en la eficiencia

cuantica (77y) del RN. El modelo 6ptico fisico propuesto es el siguiente:
Vopt(C) =V, T(C) + Vf(C) - Vp(C) Ec. 3

Donde:

Vopt (C) es el voltaje a una concentracion dada,

T (C) es la transmitancia modelada con la Ley de Lambert—Beer,

Vres el voltaje de emision de la fluorescencia basada en la eficiencia cuantica (7y) del RN,

V), es el voltaje que se pierde por la dispersion de luz y la absorbancia.
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La definicion de los parametros Opticos utilizados en la Ec. 3 es la siguiente:

Transmitancia T(C) - Ley de Beer—Lambert. La transmitancia indica cuanta luz pas6 a

través de la muestra sin ser absorbida, lo que se modela como:
T(C) = e *¢L Ec. 4

Donde:
T (C) es la transmitancia modelada con la Ley de Lambert—Beer,
a es el coeficiente de absorcion del colorante en el PLA,

L es el espesor de la muestra.

Pérdidas por Dispersion S(C). La dispersion ocurre por imperfecciones en el material y
redireccion de luz. Cuando aumenta C, la dispersion puede aumentar o disminuir la luz

detectada.
S(C) =pC 2 Ec. 5

Donde:
S (C) son las pérdidas por dispersion, modeladas con un factor de dispersion empirico,
[ es un coeficiente empirico de dispersion,

C es la concentracion del colorante presente en la muestra.

Nota: si f tiene signo positivo, indica que se trata de una “Dispersion con Efecto Positivo”
(DEP) o que el V incrementa. Si tiene signo negativo indica que se trata de una “Dispersion
con Efecto Negativo” (DNE) o que el V decrementa, asociado a que produce un efecto de

redireccion de luz fuera del detector.

Pérdidas por Absorcion 4(C). Este término esta vinculado directamente con 7(C), ya que
la luz que no se transmite a través de la muestra se absorbe por la misma. En este sentido, la

presencia del RN en las muestras reduce la cantidad de luz que llega al detector, sensor.

AC)=1-T(C) Ec. 6
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Donde:
A (C) son las pérdidas por absorcion, relacionadas con 7(C),

T (C) es la transmitancia modelada con la Ley de Lambert—Beer.

Fluorescencia F(C) — Eficiencia Cuéntica 7z Cuando el RN absorbe luz, parte de esa
energia es reemitida como fluorescencia, la cual puede sumarse al Vo del sensor si su longitud

de onda se encuentra dentro del rango de deteccion del sensor:

F(C) = A(C) "ny Ec. 7
Donde:
F (C) es la emision fluorescente basada en la eficiencia cudntica (7y) del RN,
A (C) son las pérdidas por absorcion, relacionadas con 7(C),
nres la eficiencia cuantica de fluorescencia (0< 77 <1).
Por lo tanto, sustituyendo los pardmetros fisicos de Ec.3 con las descripciones anteriores se tiene

que:

Vopt(c) =V, T(C) + F(C)—S(C)
Vopt(c) =Vy- e aCl 4 A(C) - Ny — .BCZ

Expandiendo las perdidas por absorcion 4(C) se propone el siguiente modelo Optico ajustado:
Vopt (C) = Vy - e + (1 — e~ L) -y, — BC? Ec. 8
La comparacion y posterior sustitucion de variables entre Ec.2 y Ec.8 se muestra en la Tabla 3.

Tabla 3. Variables de los Modelos Polinomial y Optico Ajustado.

Modelo Polinomial Modelo Optico Ajustado

Py — Término independiente Vo — Voltaje base, sin pérdidas ni absorciones

S — Factor de dispersion, pérdidas por dispersion, el
cual afecta linealmente a la concentracion

a — Coeficiente de absorcion de la Ley de Beer-
P, — Coeficiente cuadratico Lambert, el cual influye de manera exponencial en la
transmitancia

ny— Eficiencia cuantica de la fluorescencia

P, — Coeficiente lineal
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4.3.1 PLA
Los voltajes de las muestras de PLA sin tefiir son ligeramente mas altos que los voltajes de las
muestras tenidas, e incluso entre muestras tefiidas se incrementa conforme la concentracion de
RN va aumentando. Este comportamiento sugiere que la muestra podria estar redirigiendo o
concentrando mas la luz incidente hacia el sensor. Este fendmeno puede atribuirse al indice de
refraccion y/o la textura de la muestra, ya que al ser obtenida de material de impresion 3D se
alcanzaban a distinguir pequeias estrias a lo largo de la muestra. En la Figura 16 se muestra una
grafica de los valores de voltaje respecto a la concentracion de RN, representados por puntos de
color rojo, asi como los resultados del modelo de segundo orden. En este sentido, los valores
empiricos de los coeficientes para el modelo polinémico de segundo orden, Ec. 2, para el voltaje

promedio son:

Po=4.283323 P:1=-0.00174090 P>=0.00017275

Por lo que sustituyendo estos valores en la Ec. 2 se obtiene la Ec. 9.

Voprom(C) = 4.283323 — 0.00174090 - C + 0.00017275 - C? Ec.9

4.280 '\‘\A_—r/'

Seccion 1
Seccion 2
@ \Voltajes promedio

4.250 T T T
0 2 4 6 8

Concentracién (ppm)

Figura 16. Comportamiento de los valores de voltajes del PLA obtenidos con el modelo polindmico cuadratico.

Sin embargo, debido a que el modelo cuadratico no contempla el comportamiento lineal
existente de 0 a 2 ppm, y después de realizar multiples iteraciones numéricas se encontrd que el
comportamiento general de los datos se ajustd a un modelo final fraccionado. De acuerdo con

Delgado Camoén [67], esta aproximacion empirica presenta la ventaja de explicar el
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comportamiento experimental por completo para las diferentes mediciones de los voltajes de
fluorescencia, ya que el efecto de la concentracion del analito en la sefial de fluorescencia
produce una primera seccidon de respuesta lineal, seguida de una segunda seccion en la que el
comportamiento ya no es lineal. Este modelo consiste en dos secciones de curvas, Ec. 10, en
donde las ecuaciones a sumar se obtienen a partir del modelo 6ptico ajustado, Ec. 8, encontrando
asi el modelo optico final Ec. 11. Este modelo se ajusta graficamente al orden de los datos,
Figura 17. Es importante mencionar que, durante el ajuste empirico de las ecuaciones
polinémicas para empatar el modelo dptico, el término adicional de la eficiencia cuantica de la
fluorescencia en el modelo Optico, 7, debia cumplir con 0< n <1, por lo que los valores de los
términos del modelo polindmico se emplearon como un punto de partida para establecer los
valores finales del modelo 6ptico resultante. Con base en esta restriccion los valores atribuidos

a a'y f se ajustaron a la par y se obtuvo la Ec. 10.
Vopt (C) = Ec (Cy) + Ec(Cy) Ec. 10

Donde:
Ec(C)) >  Vope(C) =Vy-e 1l 4+ (1 —e 1) ney — By C?
Ec(C)) >  Vope(C) =Vy e %2 + (1 — e %) gy — B,C7

Sustituyendo los valores numéricos encontrados y realizando la adicion de Ec (C;) y Ec (C;)se

obtuvo la Ec. 11.

Vopt (C) = 4.28335 {[e™0-0011C (1 — ¢70:0011€)(0.99999 + 0.01678C] + [e~0-0092741C 1
(1 — ¢0:0092741)( 08356 + 0.03718C?2]} Ec. 11
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Figura 17. Voltajes obtenidos con el modelo dptico del PLA, Ec. 11.

La Tabla 4 muestra los coeficientes de cada uno de los términos empleados en el modelo optico
final. Para ny, la gran diferencia que existe entre los valores ajustados de Ec (C;) y Ec (C,) se
puede atribuir al cambio entre una muestra sin tefiir y tefiida, y a la variacién de concentraciones
de las muestras tefiidas, ya que la primera seccion Unicamente describe dos puntos, de 0 y 2
ppm. Por lo que para el cambio tan acentuado entre una muestra sin teflir y tefiida, se propuso
una eficiencia con un valor muy cercano al limite superior, ns=1, ya que la presencia del
colorante en la muestra genera una mayor fluorescencia. En este sentido, & presenta un valor
bajo ya que la concentracion de RN es baja, lo que refleja una dispersion moderada de la
radiacion teniendo entonces un valor de f negativo. Por otro lado, para la segunda seccion, de 2
a 8 ppm, el valor de ny disminuye ya que, aunque se tiene una concentracion cada vez mas alta
de RN el voltaje se mantiene casi de forma constante, por lo que podria considerarse que a pesar
del incremento de RN, la nydel colorante se mantiene constante en la muestra; por otro lado, y
debido al comportamiento de los voltajes, el valor de f es moderado y negativo, por tanto el

valor a no se aleja del valor propuesto para la primera seccion.
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Tabla 4. Valores de los coeficientes del modelo optico del PLA.

Coeficiente Valor ajustado Valor ajustado Interpretacion fisica
Ec (Cy) Ec (Cy) P
Vi 498335 V Voltaje base muy proximo al experimental
de 0 ppm
-0.01678 -0.03718 Dispersion moderada
0.01000 0.08431 Baja absgrmon, esperada en bajas
concentraciones
” 0.99999 0.08356 Alrta' eficiencia cuantica (fluorescencia
maxima)
L 0.11 Espesor de la muestra (cm)
43.2 PVC

En la Figura 18 se muestra el comportamiento de los voltajes de las muestras de PVC teiiidas,
en la cual se observa un comportamiento no lineal, pues presenta un mejor ajuste a una
geometria de una curva concava y con valores menores a la unidad. Esto indica que el
comportamiento de las muestras de PVC tefiidas se encuentra dominado por una absorcién
considerable por parte de las muestras tefiidas, posiblemente debido a interacciones con la
estructura molecular del material, generando asi una caida abrupta entre el voltaje Va y el voltaje
de las muestras [68]. Este comportamiento se puede atribuir a la estructura polar intermedia del
PVC y/o a una reorientacion Optica, es decir, a altas concentraciones del colorante se forman
microagregados que podrian generar una dispersion multiple de la radiacion hacia el sensor [15].
Este fendmeno ya ha sido observado en colorantes organicos en medios viscosos o poliméricos,
donde la orientacién molecular y la auto-agregacion alteran la direccion de la luz dispersada
[67]. Otra de las razones por las cuales el fenomeno de la fluorescencia disminuye puede
atribuirse a la composicion del objeto de donde se extrajo la muestra, ya que se tratd de una
tuberia de color blanco, cuya composicion puede contener didxido de titanio, el cual podria
disminuir la fluorescencia [69, 70]. Por lo tanto, se puede deducir que el fendbmeno que
predominé en el comportamiento del RN en el PVC es la absorcion, resultado esperado por la
naturaleza del polimero. De ahi que los valores empiricos de los coeficientes para el modelo

polinémico de segundo orden, Ec. 2, para el voltaje promedio son:

Po=4.240918 P1=-0.011864 P> =0.000987

Por lo que sustituyendo estos valores en la Ec. 2 se obtiene la Ec. 12.
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Vprom(C) = 4.240918 — 0.011864 - C + 0.000987 - C* Ec. 12
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Figura 18. Comportamiento de los valores de voltajes del PVC obtenidos con el modelo polinémico cuadratico.

Cabe resaltar que al momento de realizar la tintura, el PVC absorbié al RN de manera eficiente
desde concentraciones bajas, de 0 a 4 ppm; lo anterior se debe a su estructura polar intermedia,
generando la divergencia extrema entre los valores de Vo reportados en la Tabla 2 y reflejando
un decremento en la grafica. Es importante mencionar que la fluorescencia del PVC tenido a
diferentes concentraciones fue muy baja e incluso podria considerarse como nula, lo cual podria
atribuirse al Vo que se registro en el sensor sea producto de una DNE. Este cambio en el
comportamiento de los Vo con respecto a la concentracion de RN pudo ser debido a la saturacion
de la absorcion optica de acuerdo con la Ley de Beer—Lambert en términos de T, Ec.4, la cual
podria a explicar que a concentraciones bajas el término exponencial crece de manera rapida,
provocando una disminucién fuerte en la T y por lo tanto en el V. Sin embargo, para
concentraciones mas elevadas, a 6 y 8 ppm, el Vo comienza a aumentar, e incluso pudiera seguir
aumentando conforme se incremente la concentracion de RN. Este comportamiento inverso al
de la primera seccion puede ser atribuido a que cuando se emplearon concentraciones mas altas
el polimero se acerco al régimen de saturacion, en donde

gim T({C)->A(C)~1

Ademas de que se sugiere la participacion de otros factores Opticos como la dispersion interna
positiva o la retrofluorescencia minima, factores que modifican la cantidad de luz (voltaje)

dirigida al fotodiodo.
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Y una vez que se alcanzé el régimen de saturacion Optica del polimero, el voltaje dejo de
disminuir, pues a pesar de que la concentracion de RN aumentara no se modifico
sustancialmente la absorbancia y efectos oOpticos como la dispersion o la redireccion de luz o
una minima fluorescencia pudieron contribuir al voltaje detectado.

El comportamiento de los datos se ajustd realizando multiples iteraciones numéricas,
encontrando un modelo final fraccionado en dos secciones de curvas, en donde las ecuaciones
a sumar se obtienen a partir del modelo optico ajustado Ec. 8. Sin embargo, esta segmentacion
exhibid una transicion clara entre dos regimenes Opticos: uno dominado por absorcion lineal, en
la primera seccion, de 0 a 2 ppm, y otro por saturacion, dispersion y otros efectos opticos
secundarios como la reorientacion Optica o retrofluorescencia, en la segunda seccion, de 2 a 8
ppm. Por lo que se optd por modificar el modelo para ajustarlo a cada seccion.

Partiendo de la Ec. 2, en la primera seccion se presenta una absorcion creciente, « > 0, una
dispersion moderadamente negativa, f < 0, y una eficiencia cudntica ligeramente mayor que
cero, lo que sugiere que, debido a la baja contribucion de fluorescencia en este rango, se
considera despreciable y se omite en el modelo, aunque sigue siendo un efecto secundario.
Ademas, para este modelo, un modelo lineal no describe el comportamiento, como si lo hizo la
Ec. 8 empleada para el PLA. Por lo tanto, se elimind el término de la fluorescencia por ser
practicamente despreciable, se elimino el término de T que multiplica a Vo debido al aumento
de la absorbancia en el comportamiento de los voltajes, se cambid el signo positivo por un signo
negativo porque la pendiente de esta seccion de la recta es negativa, ver Figura 19, y se incluy6
una dispersion cuadratica para agregar una curvatura concava, para finalmente obtener la Ec.

13.
Vope = Vo — (1 — e~*CL) — BC? Ec. 13

Este modelo es fisicamente coherente con el comportamiento de los voltajes promedio del PVC
tefiido, ya que como se muestra en la Figura 19 se describe como el aumento de la concentracion
de colorante RN produce una absorcidn creciente de luz, reduciendo el voltaje detectado por el

Sensor.
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Figura 19. Voltajes obtenidos con el modelo optico del PVC, Ec. 15.

Para la seccion de 2 a 8 ppm, el término 7y se vuelve a incluir, debido a que el voltaje en esta
seccion va en aumento y la absorbancia va en decremento, por lo que el término de T se agrega
en términos de A, Ec. 3 y 5. Cabe sefialar que el término cuadratico no se incluyo6 debido a que

el comportamiento de los datos se ajusté a un modelo polinomial lineal, obtenido la Ec. 14.
Vopt =Vo— (1 —e M) + (1 —e™*H) - — BC? Ec. 14

Realizando la adicion de las ecuaciones Ec. 13 y Ec. 14 se tiene el modelo 6ptico propuesto para

el PVC, Ec. 15.

Vope (€) = 0.7718 — (1 — e7%95792¢) — 0,00469C? + 0.6437 — (1 — e ~O1414C) + (1 —
e~01414C)(1x1078) + 0.0190C2 Ec. 15

En la Tabla 5 se muestra que los valores de a presentan una diferencia numérica notable. En la
primera seccion de la grafica de la Figura 19, el material tefiido se encuentra en el régimen de
alta eficiencia de absorcion relativa, donde incluso pequeiias concentraciones de RN representa
grandes variaciones en el voltaje debido a que el término aCL, presente en la transmitancia, Ec.
4, fue minimo y el cambio de la A con respecto a la concentracion fue muy pronunciado, por lo
que el valor de a es bajo. Sin embargo, cuando el sistema entra en un régimen de saturacion
optica, donde la mayoria de la luz ya ha sido absorbida, el incremento en la absorbancia es

mucho menor, siendo A = 1 para lo cual se requiere en cada incremento un coeficiente de
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absorcion mayor para conservar la pendiente apreciable en la Figura 14, pues se tiene una
concentracion adicional de colorante. Por lo tanto, el ajuste del modelo exige un valor de & mas
alto para que el término de A, Ec. 3 y 5 (1-e %) conserve sensibilidad y permita un
comportamiento adaptable al voltaje observado. Por lo tanto, ambos valores de a son coherentes
con el comportamiento no lineal del polimero y se justifican por la evolucion del sistema desde

absorcion pura hacia efectos de saturacion, dispersion y minima fluorescencia.

Tabla 5. Valores de los coeficientes del modelo optico del PVC.

. Valor ajustado Valor ajustado ., .
Coeficiente Ee. 13 Fe. 14 Interpretacion fisica

Vo 0.7718 V 0.6437 Voltaj.e base muy proximo al
experimental de 0 ppm

b 0.00469 -0.0190 Dispersion cuadratica creciente

” NA 1x10° Baja eficiencia cuantica, con valor
cercano a cero (leve contribucion)

a 0.2896 0.707 Absorcion moderada

L 0.2 Espesor de la muestra (cm)

Por otro lado, ambos coeficientes £ tiene valores cercanos a cero, obtenidos de manera empirica,
debido a que el modelo Optico del polimero se rige por la absorbancia. Sin embargo, el valor
propuesto para la segunda seccion presenta un signo negativo, lo que indica que la dispersion
de la radiacion contribuye a reducir el voltaje conforme aumenta la concentracion, lo cual es
necesario para explicar la caida del voltaje entre las concentraciones de 2 y 4 ppm. Sin este
término cuadritico negativo, el modelo O6ptico no logra capturar adecuadamente el

comportamiento, de forma convexa, que presenta el voltaje en el tramo 2-8 ppm.

4.3.3 Tygon™ B-44-4X

Los voltajes de las muestras de Tygon™ B-44-4X tefiidas presentan un comportamiento
gaussiano, ya que los voltajes aumentan ligeramente con respecto a la concentracion de RN
debido a la fluorescencia, alcanzando un punto maximo a 6 ppm de RN, presentando un
decaimiento a 8 ppm, ver Figura 20. Este polimero patentado es producto modificado derivado
del PVC, por lo que present6 una alta absorcion del colorante, lo que se puede atribuir a la
interaccion con la estructura molecular del material [18]. Sin embargo, el comportamiento de

los voltajes entre el PVC y el Tygon™ B-44-4X es diferente, ya que mientras el primero no
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presentan un comportamiento convexo, el segundo presenta un comportamiento concavo,
caracteristica que también puede ser atribuible a que las modificaciones de la estructura
molecular del PVC para obtener el Tygon™ B-44-4X originen una alta absorbancia y eficiencia
cuantica. Por lo tanto, los valores empiricos de los coeficientes para el modelo polindmico de

segundo orden, Ec. 2, para el voltaje promedio son:
Po=4.240918 P1=0.011864 P>=0.000987

Por lo que sustituyendo estos valores en la Ec. 2 se obtiene la Ec. 16.

Vorom(C) = 4.240918 + 0.011864 - C — 0.000987 - C* Ec. 16
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S 4270
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Figura 20. Comportamiento de los valores de voltaje del Tygon™ B-44-4X obtenidos con el modelo polindmico

cuadratico.

A pesar de que el espesor de la muestra es de 0.03 mm, menor en comparacion con el espesor
del PVC, el cambio en la distribucion de la luz por interferencia no se presenta de manera
significativa. Por lo que, para el modelo dptico propuesto se consideré una ganancia optica
efectiva (G) inducida por el material al interactuar con el fluor6foro de la molécula de RN [68].
Para el modelo optico del Tygon™ B-44-4X se partio de la Ec. 8, sin embargo, tras realizar
diferentes iteraciones con valores empiricos y sabiendo que el limite para 1y es la unidad, se
observo que el polimero estaba llegando a su punto de saturacion, por lo que se decide

estructurar el modelo Optico en términos de un voltaje maximo asociado a la fluorescencia (V7),
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ya que en la Figura 20 se puede apreciar que en la concentraciéon 6 ppm se tiene un voltaje
maximo. Por consiguiente, se opta por expresar el modelo Optico en términos del pardmetro de
G, el cual puede ser una constante empirica o calibrada en el sistema. En este sentido, se expreso

V¢ en términos de G de acuerdo a la Ec. 17
Ve=Vo+ns-G Ec. 17
Por lo que al sustituir el término de Gy ¥ en la Ec. 8§ se obtiene la siguiente ecuacion:
Vopt = Vo + (V, = Vo) (1 — e~ *L) -y — BC? Ec. 18

Al realizar la sustitucion de Vry simplificando los términos semejantes de la ecuacion, el modelo
optico para la primera secciéon se describe con la siguiente ecuacion dependiente de la

concentracion:
V() =Vo+ (- G)- (1 —e %) - BC? Ec. 19

Cabe mencionar que el término cuadratico de Ec. 19 se incluyo6 un término cuadratico en C para
ajustar la curvatura observada experimentalmente, tal como se realiz6 para el modelo optico del
PVC, Ec.15.

De manera fisica, el término G refleja la cantidad de voltaje adicional que puede generar el
polimero tefiido debido a efectos Opticos internos como la AT, la orientacién y distribucion
molecular del RN dentro de la matriz polimérica, la permisividad optica del Tygon™ B-44-4X,
su transparencia o dispersion interna, posibles sitios activos o efectos estructurales que influyen
en la eficiencia de emision, que amplifican o limitan la fluorescencia [6, 67, 69, 70]. Por lo tanto,
G puede entenderse como una propiedad estructural y dptica del polimero que amplifica absorbe
o restringe la sefial fluorescente; incluyendo aspectos como la transparencia interna, los posibles
sitios de interaccion con el RN, la orientacion molecular del colorante, la permeabilidad optica
y otros factores propios de la matriz polimérica. Por lo que con lo anterior se explicaria por qué
el Tygon™ B-44-4X, a pesar de presentar una alta absorbancia, Vo aumenta ligeramente hasta
saturarse y a su vez se incluya la eficiencia cudntica como propiedad del fluoroforo del

colorante.
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Por lo tanto, el modelo Optico final consta de una suma de la Ec. 19 con los valores de las
variables representativas de cada seccion de la grafica, ver Figura 21, siguiendo entonces la Ec.
20.
Vopt (C) = Ecy + Ec, Ec.20
Donde:
Eci >  Vope(C)=Vo+ (g -G)- (1 — e~y — B, C?
Ec; > Vope(C) =Vo + (g, - G) - (1 — e~ %2ty — B,C?

Sustituyendo entonces los valores numéricos encontrados y realizando la adicion de Ec; y Ec,se

tiene el modelo Optico propuesto para el Tygon™ B-44-4X en la Ec. 21

Vopt (C) = 8.453294 + (0.55922067) (1 — g~ 0:42473979C) — 0.00020734C?% +

(1.332609292x1073) (1 — e~042473979C) 1+ 0.00020733C? Ec. 21
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Figura 21. Voltajes obtenidos con el modelo doptico del Tygon™ B-44-4X_ Ec.21.

En la Tabla 6 se exponen los coeficientes empleados para el modelo Optico de la Ec. 21, en
donde se aprecia que los valores de a son cifras pequefas, las cuales presentan un
comportamiento similar a los valores de PVC descritos en la Tabla 5. Sin embargo, a pesar de
tener un comportamiento similar, el que el Tygon™ B-44-4X presente una alta absorbancia y
que a su vez se presente una 7y en todos los voltajes registrados, puede deberse a los aditivos

que se agregan al PVC para crear este polimero.
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Tabla 6. Valores de los coeficientes del modelo dptico del Tygon™ B-44-4X

Coeficiente Valor ajustado Valor ajustado Interpretacion fisica
Ecq Ec,

Vo 4926647 VoltaJ:e base muy proximo al
experimental de 0 ppm

G 1.744253 1.596405 Ganancia efectiva del sistema (V)
Dispersion  cuadratica asociado a

S -0.00020734 0.00020733 pérdidas por scattering o perdidas no
fluorescentes
Coeficiente de absorcion en la Ley de

a 14.157993 Beer-Lambert

nr 0.000764 | 0.03503 Eficiencia cudntica de fluorescencia

L 0.03 Espesor de la muestra (cm)

Por otro lado, en los valores de los coeficientes £ se puede observar que existe un cambio de
signo, esto refleja un cambio en el régimen Optico del sistema: de una fluorescencia incipiente
en la primera seccidon, a una respuesta saturada y dominada por pérdidas no lineales en la
segunda seccion. Este comportamiento no solo es consistente con los datos experimentales, sino
también con la teoria Optica aplicada a sistemas fluorescentes bajo concentraciones crecientes
[67]. En la primera seccion de las concentraciones, Ecq, el valor negativo de f implica una leve
disminucion del voltaje con el cuadrado de la concentracion de la Ec. 21. Esto es consistente
con un régimen donde las pérdidas Opticas por dispersion o absorbancia son minimas y
amortiguan ligeramente el inicio del efecto fluorescente. Es decir, la sefal de fluorescencia
crece, pero no de manera lineal debido a las condiciones fisicas del sistema. Para la segunda
seccion, Ec,, f es positivo, lo que implica una reduccion del voltaje a medida que se incrementa
el término de la concentracion cuadrada. Este comportamiento indica una saturacion Optica,
donde las pérdidas no fluorescentes como la dispersion de la luz del laser, la auto absorcion o la

reabsorcion dominan a concentraciones medias y altas [67].

434 PET

En la Figura 22 se muestra el comportamiento de los voltajes de las muestras tefiidas de PET
semejante a una curva concava, en donde se presenta una fluorescencia inicial minima pero
detectable, la cual se representa adecuadamente con un modelo exponencial moderado, sin
evidencia de dispersion Optica significativa. El valor del voltaje de fluorescencia medido se

mantiene practicamente constante con una leve tendencia ascendente. En la segunda seccion de

55



4.RESULTADOS

concentraciones, de 2 a 8 ppm, se observa un comportamiento levemente decreciente, atribuible
a un incremento en las pérdidas dpticas por dispersion o redireccion de luz, cuando > 0, y
posiblemente a una saturacion de RN en el polimero, llegando a su AT maxima y por ende
observar un comportamiento decreciente en los voltajes de la fluorescencia, aunque es
importante aclarar que la absorcion sigue existiendo. Este comportamiento se ajusta
adecuadamente a un modelo matematico de segundo orden, similar al modelo empleado para el
Tygon™ B-44-4X, en donde se puede observar una curvatura y comportamiento similar a lo
observado en la Figura 20. En este sentido, los valores empiricos de los coeficientes para el
modelo polinémico de segundo orden, Ec. 2, para el voltaje promedio se obtuvieron como

resultado de una serie iteraciones de, los cuales son:
Po=4.25739811 P:=0.00119299 P>=0.00022854
Por lo que sustituyendo estos valores en la Ec. 2 se obtiene la Ec. 22.

Vorom(C) = 4.25739811 + 0.00119299 - € — 0.00022854 - C? Ec. 22
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Figura 22. Comportamiento de los valores de voltaje del PET obtenidos con el modelo polindmico cuadratico.

El comportamiento concavo de los voltajes a diferentes concentraciones de RN de las muestras
de PET tefiidas sugiere una posible saturacién o competencia entre una ganancia fluorescente y
una dispersion Optica. Sin embargo, para proponer el modelo Optico de este polimero, el término

de ganancia no aplica para este material, ya que presenta una estructura molecular diferente al
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Tygon™ B-44-4X, ya que la molécula del PET contiene un anillo aroméatico, mientras que el
Tygon™ B-44-4X contiene un atomo de cloro. Ademas, la curva de los voltajes del PET sugiere
una continuidad y una geometria constante en la que no existe una transicion marcada entre
regimenes Opticos, como si ocurre en otros materiales mas absorbentes o dispersivos como el
PVC o el Tygon™ B-44-4X. No obstante, la fluorescencia inducida por RN es débil, por lo que
el parametro G no representa un comportamiento fisico consistente, como si lo hacia para el
Tygon™ B-44-4X. Debido a lo anterior, la ecuacion base para modelar el comportamiento de
este polimero fue la Ec. 8, pero para este polimero no fue necesario evaluar los voltajes mediante
dos secciones de la curva ya que, como se muestra en la Figura 23, un solo modelo describe el
ajuste de los voltajes. Por lo que se obtiene el modelo Optico para el PET, Ec. 23, en donde los
coeficientes de las variables se encuentran expresados en la Tabla 7 y el comportamiento se

muestra en la Figura 23.

Vopt(C) = (4.257825) (e ~0-03000081CY 4 (1 — =0.03000081CY) (0 033707) — 0.000198C?
Ec.23

4.260

4.259
4.258 -
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4.257
@ 4.256

4.255 4

Voltaje (V)

4.254 4

4.253 4

Modelo 6ptico
® Voltajes promedio

4.252 4

T T

0 2 4 6 8
Concentracién (ppm)

Figura 23. Voltajes obtenidos con el modelo optico del PET, Ec. 23

En la Tabla 7 se tiene una parametrizacion que muestra una respuesta fluorescente tenue, por la
baja 57rdel RN en PET, de acuerdo con lo discutido por Garcia y Delgado Camén [65], [67].
Como se muestra en la Figura 23, existe una ligera emision de fluorescencia o redireccion optica,
ademas de que no se aprecia una dispersion negativa significativa, lo que justifica el por qué

solo existe un valor para cada variable del modelo optico. No obstante, podria haber una
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contribucion minima del Rojo de Nilo compatible con un régimen inicial de baja concentracion,
sin saturacion. En este sentido, con base a los valores de la Tabla 7 y a la Figura 23 el PET se
comportd Opticamente como un material de poca fluorescencia, poco absorbente del RN y
mostrd una dispersion minima, lo que convierte a este polimero en un candidato apropiado para

ser modelado mediante funciones matematicas de baja complejidad.

Tabla 7. Valores de los coeficientes del modelo 6ptico del PET.

Coeficiente Valcl)arcajlzlgtado Interpretacion fisica

Vo 4.257825V Voltaje base
Dispersion  cuadratica asociada a

p 0.000198 pérdidas (dispersion leve)

o 1.000027 Baja absqrcmn (esperada en bajas
concentraciones)
Actia como el término de intensidad

7 0.033707 maxima ﬂuorqscer}te, en este caso
como: una eficiencia fluorescente muy
baja

L 0.03 Espesor de la muestra (cm)

4.4 Analisis con técnica espectroscopica Raman

Las muestras de plasticos tefidos y sin tefiir fueron caracterizados por espectroscopia Raman
Uunicamente para corroborar que el fenomeno de la fluorescencia estuviera presente.

En la Figura 25 se muestra el espectro Raman, en donde se muestra la presencia de fluorescencia
en cada una de las muestras tefiidas, la cual se incrementa y provoca un desplazamiento de la
linea base conforme se incrementa la concentracion de RN [73]. Cabe resaltar que el polimero
tefitddo no mostré dicho comportamiento de manera constante, ya que llega a un maximo de
voltaje de fluorescencia en 4 ppm, lo cual indicaria que a esta concentracion de RN el PLA llega
a su maxima AT, ya que se puede observar un decaimiento en la fluorescencia cuando la

concentracion es mas alta. Por lo que al comparar con los voltajes promedio del PLA de la Tabla
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2, se puede observar que el voltaje mas alto es a 2 ppm, valor que unicamente difiere en una

milésima del voltaje medido para 4 ppm.
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Figura 24. Espectro Raman del polimero PLA tefiido con RN a diferentes concentraciones.

Para el PVC tefiido se muestran en la Figura 26 los espectros Raman en los cuales se observa el
comportamiento referente a la presencia de fluorescencia en cada muestra tefiida a diferentes
concentraciones, ya que se presenta un desplazamiento de la linea base del espectro [73]. Sin
embargo, los picos caracteristicos de este polimero no se aprecian en los espectros debido a que
la fluorescencia enmascara los picos Raman del PVC, debido a la presencia del RN en las
muestras tefiidas, asi como a la presencia de los aditivos en la muestra sin tefiir. En este sentido,
cuando la muestra tefiida con RN a 2 ppm presentd una fluorescencia mayor que las demaés
concentraciones, lo que indicaria que a esta concentracion el PVC alcanza su AT méxima y por
ende la fluorescencia es mayor. Sin embargo, la concentracion de 6 ppm también muestra una
mayor fluorescencia. Por lo que al comparar con los voltajes promedio del PVC de la Tabla 2,
se puede observar que el voltaje mas alto se alcanza en las concentraciones de 2, 6 y 8 ppm, lo

que concuerda con el comportamiento de los espectros Raman de la Figura 24, pues se presentan
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valores altos de voltajes a concentraciones bajas, llegando al punto minimo en 4 ppm para

después volver a incrementar el voltaje para determinar la fluorescencia.
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Figura 25.Espectro Raman del polimero PVC tefiido con RN a diferentes concentraciones.
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En la Figura 27 se muestran los espectros Raman del polimero Tygon™ B-44-4X, donde se

observa que, al igual que en los otros polimeros, se presenta un desplazamiento de la linea base

del espectro, lo que indica la presencia de fluorescencia [73]. Cabe resaltar que el polimero

tefiido mostréo una fluorescencia en incremento conforme la concentracion de colorante

aumentaba, hasta llegar a un maximo entre las concentraciones 4 y 6 ppm, lo cual indicaria que

en este rango de concentraciones de RN el Tygon™ B-44-4X llega a su maxima AT, ya que se

puede observar un decaimiento en la fluorescencia cuando la concentracion es mas alta. Por lo

que al comparar con los voltajes promedio del Tygon™ B-44-4X de la Tabla 2, se puede
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observar que el voltaje mas alto es a 6 ppm, valor que inicamente difiere en cinco milésimas

del voltaje medido para 4 ppm.
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Figura 26. Espectro Raman del polimero Tygon™ B-44-4X tefiido con RN a diferentes concentraciones

En cada uno de los espectros Raman, ver Figura 28, se presenta un desplazamiento de la linea
base del espectro, lo que indica la presencia de fluorescencia en la muestra [73]. Cabe resaltar
que el polimero tefiido mostré una fluorescencia en decremento con la concentracion de RN,
por lo tanto la muestra tefiida mostré un maximo de fluorescencia entre 4 y 0 ppm, lo cual
indicaria que en este rango de concentraciones de RN el PET llega a su AT maxima, ya que a

concentraciones mayores se observa un decaimiento en la fluorescencia. Por lo que al comparar
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con los voltajes promedio del PET de la Tabla 2, se puede observar que el voltaje mas alto es a

2 ppm, valor que se encuentra en el rango anteriormente descrito.
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Figura 27. Espectro Raman del polimero PET tefiido con RN a diferentes concentraciones.
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Conclusiones

La afinidad tintorea, cantidad de pigmento que absorbe cada polimero, depende de su
constitucion quimica y/o aditivos. Aunque en este trabajo se utilizo el colorante Rojo Nilo y se
realizd el mismo proceso de tincion, y se utilizo la misma fuente de radiacion en los distintos
experimentos que se llevaron a cabo para la medicion de la fluorescencia, los resultados
obtenidos muestran que la afinidad tintérea al Rojo Nilo varia significativamente entre los
diferentes polimeros, en funcion de su polaridad, morfologia superficial, estructura molecular y
aditivos.

La determinacion de la afinidad tintorea se realizo utilizando el fendmeno de la fluorescencia,
que se determind midiendo los voltajes de la radiacion transmitida de cada una de las muestras,
tefiidas y sin teiiir, utilizando un Sistema Optico disefiado y construido especificamente para el
desarrollo de los experimentos realizados en este trabajo. Los diversos voltajes de los diferentes
polimeros medidos fueron correlacionados con modelos Opticos descriptivos del
comportamiento de los polimeros y, en el sentido de la medicién de fluorescencia, fueron
congruentes con las mediciones que se obtuvieron de equipos robustos como el
espectrofotdometro Raman, pues los valores de los voltajes de las muestras variaron conforme a
la concentracion de Rojo Nilo. Por lo que, aun cuando en el mercado existen diferentes equipos
especificos para medir la fluorescencia, el Sistema Optico disefiado y construido es una opcion
viable y asequible para obtener resultados concluyentes.

Para los polimeros analizados, PLA, PVC, del Tygon™ B-44-4X y PET, no se observd una
tendencia proporcional entre los voltajes Vo de los polimeros tefiidos con las diferentes
concentraciones el colorante Rojo Nilo, lo cual indicaria que el comportamiento de la sefial
detectada no evidencia un dominio del fenémeno de la fluorescencia, lo que sugiere que otros
mecanismos Opticos, como absorcion o dispersion, son predominantes. El PET presenta ligeras
diferencias en el voltaje entre muestras tefiidas y sin tefiir, lo que podria indicar una menor
afinidad tintorea del polimero por el Rojo Nilo bajo estas condiciones experimentales y por

consecuencia se presenta una fluorescencia minima, aunque también influyen factores como los
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cambios en el modo en que la luz incidente es redirigida o dispersada dentro del volumen de la
muestra, en funcidén de su microestructura y propiedades opticas.

En algunas muestras tefiidas, como en el PET, PLA y Tygon™ B-44-4X el voltaje de salida del
sensor aumenta, lo cual puede explicarse por las propiedades fluorescentes del propio colorante,
ya que es fluorescente en entornos no polares, como los plasticos, y su longitud de onda de
emision depende de la longitud de onda de excitacion y del medio en el que se encuentra. El
voltaje de salida del sensor se ve afectado por multiples interacciones opticas en el sistema,
incluyendo dispersion de la luz, absorcion dptica y la fluorescencia inducida por el RN.

El modelo matematico presentado en la Ec. 8 describe el comportamiento general del PLA y del
PET, los cuales presentan baja absorcion de luz, ya que muestran un ligero aumento en el voltaje
de salida de las diferentes concentraciones de colorante, lo que sugiere que estan afectando la
direccion de la luz incidente haciendo que una mayor cantidad de fotones incidan en el detector,
pues la luz transmitida es mayor que la luz absorbida. Por otro lado, para los polimeros Tygon™
B-44-4X y PVC, se realizaron diversas modificaciones de la Ec. 8, ya que estos polimeros
tuvieron un comportamiento distinto al PLA y al PET, ya que la absorcion de luz incidente fue
considerable, posiblemente debido a interacciones de la radiacion incidente con la molécula del
polimero y/o a los aditivos.

La presencia de la fluorescencia, y por lo tanto la AT, en las muestras tefiidas fue comprobada
por espectroscopia Raman, cuyos espectros presentaron un desplazamiento de la linea base, que
es un indicativo de la presencia de la fluorescencia, y cuya intensidad fue similar al

comportamiento de los voltajes de cada polimero con respecto a cada concentracion.

Trabajo a futuro

Los resultados obtenidos con el Sistema Optico, disefiado y construido para el desarrollo de este
trabajo, establecen las bases para realizar futuras investigaciones orientadas a su optimizacion
y ampliacion funcional. Especificamente, este Sistema Optico podria ser modificado para
permitir no solo el analisis de muestras en estado seco, sino también la caracterizacion de
microplasticos mediante fluorescencia en matrices acuosas u otros medios complejos, lo que

incrementaria significativamente su campo de aplicacion.
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El modelo 6ptico fundamental presentado en la Ec. 8 puede extrapolarse como marco teodrico
para el estudio de otros polimeros no considerados en esta investigacion. La generacion de
dichos modelos contribuiria al desarrollo de metodologias estandarizadas para la deteccion de
microplasticos en diversos sistemas, proporcionando asi herramientas valiosas para la creacion
e implementacion de politicas ambientales.

Adicionalmente, los modelos Opticos desarrollados para describir el comportamiento
fluorescente de los microplésticos estudiados pueden constituir a la elaboracion de una base de
datos de referencia para la identificacion de polimeros desconocidos en muestras ambientales.
Este enfoque permitiria no solo detectar y clasificar el tipo de material polimérico presente, sino

también fundamentar estrategias de monitoreo y/o prevencion ambiental.
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