(7))
@
®
e
C
D
£
e
D
Q.
LLI
»n (
©
O
C
D
@,
D
O (
=
qV)
+
-
O
qV)
LL

UNIVERSIDAD DE JAEN
Facultad de Ciencias Experimentales

Trabajo Fin de Grado

Espectroscopia Raman
sensibilizada en superficie
(SERS) para la investigacion
de colorantes organicos
naturales utilizados en
objetos del patrimonio
cultural

Alumno: Ignacio Olea Albar

Septiembre, 2014






indice
1- Objetivos
2 - Introduccion
3 - Materiales y métodos
3.1- Instrumentacion
3.2 - Reactivos
3.3 - Procedimiento experimental
3.4 - Muestras
4 - Resultados y discusion
4.1 - Estudios preliminares: espectroscopia Raman convencional
4.2 - Espectroscopia Raman sensibilizada en superficie
4.2.1 - Coloide Lee-Meisel
4.2.1.1 - Medida de colorantes
4.2.1.2 - Estimacion de la concentracion minima detectable
4.2.1.3 - Efecto del pH
4.2.1.4 - Estabilidad del coloide Lee-Meisel
4.2.2 - Sintesis “in situ” de nanoparticulas de plata
4.3 - Comparacion de métodos
5 - Conclusiones

6 - Bibliografia






Resumen

En la ultima década la espectroscopia Raman se ha convertido en una de las
técnicas imprescindibles en el campo de analisis de muestras de valor cultural
gracias a su utilidad para la identificacion molecular y a que es una técnica no
destructiva obteniendo buenos resultados a la hora del analisis de pigmentos
inorganicos. Sin embargo con los colorantes organicos no es posible su uso
debido a la alta fluorescencia que presentan al ser iluminados por un laser
visible y su baja concentracion debido a su poder de tincion. Por ello se esta
desarrollando una variante denominada Espectroscopia Raman sensibilizada
en superficie (SERS) para solucionar este problema. En esta técnica las
moléculas organicas utilizadas como colorantes se adsorben sobre una
superficie metalica produciendo un fendmeno de sensibilizaciéon del efecto

Raman.

Abstract

Last decade Raman spectroscopy has become one of most important
techniques on the field of art works analysis through it's usefulness for
molecular identification and the fact that is a non-destructive technique
obtaining good results in inorganic pigment analysis. However, with organic
colorant is not possible due to high fluorescence they present when they are
iluminated by a visible laser, and their low concentration due to their staining
power. Hence, it's being developed a variant called Surface-enhanced Raman
spectroscopy (SERS) to solve the problem. Organic molecules used as
colorants are adsorbed on a metallic surface producing a Raman effect

sensibilization.



1- Objetivos.

El objetivo de este trabajo fin de grado es caracterizar una serie de colorantes
organicos a través de la espectroscopia Raman sensibilizada en superficies
(SERS) asi como estudiar la influencia de las condiciones experimentales a los
resultados obtenidos (pH, concentracion de colorante, sustrato metalico
utilizado) para asi aportar informacién a la hora de planificar los tratamientos

previos de la muestra.

Ademas se estudiara la sensibilidad del método para demostrar si es apto para

nuestro estudio debido a la escasa cantidad de muestra disponible.

Por ultimo se compararan los resultados obtenidos con distintos tipos de
sustratos metalicos en SERS y a su vez con los obtenidos en otras

metodologias también manejadas en este tipo de estudios.

2. Introduccién

El empleo de los colores es primordial en el arte, la pieza basica en toda
composicion artistica desde los inicios del ser humano en cuevas con las
pinturas rupestres. A través del color los artistas manifiestan sensaciones y
emociones a la audiencia, pudiéndose obtener informacion de la obra

estudiando la distribucion y la composicidn de los colores en sus obras.

La diferente gama de colores se obtiene mediante la utilizacién de compuestos
quimicos, ya sean extraidos de fuentes naturales tales como minerales,

plantas e insectos, u obtenidos mediante sintesis.

Generalmente en el mundo del arte se distinguen se hace una distincion entre
pigmentos y colorantes basandose en su obtencién y forma de uso. Los
colorantes son sustancias que al aplicarlas sobre una superficie le otorga color
permanente debido a una afinidad con el sustrato. El colorante se absorbe
sobre el sustrato y este permanece en el mismo cuando el disolvente es
evaporado. Los pigmentos, por el contrario, se aplican como suspensiones
(solidos en forma de finas particulas) de modo que al aplicarlo queda en forma

de una fina pelicula sobre el soporte utilizado. Otra diferencia es que un



colorante es soluble en el medio en el que se disuelve cuando un pigmento es

insoluble en su vehiculo denominado aglutinante. [Edward et al,2005].

A menudo desde el punto de vista quimico se suelen denominar como
colorante a aquellos compuestos de naturaleza organica y pigmento a aquellos
de naturaleza inorganica. Esta sera la nomenclatura seguida en este trabajo a

partir de este punto.

Un compuesto da color debido a que absorbe radiacidn comprendida en la
region del visible (400-700 nm). Dependiendo de a que longitud de onda tenga

un colorante su maximo de absorcidon dara un determinado color u otro.

Tabla 1. Relacion color-longitud de onda absorbida

Color Amairillo- Verde-
Rojo Anaranjado  Amarillo Verde Azul Violeta
absorbido Verdoso Azulado
Amax (nm) 675 600 585 570 540 490 460 410
Color Azul- Rojo- Amarillo-
Azul Violeta . Anaranjado  Amarillo Verde
observado verdoso violaceo verdoso

Para que un compuesto pueda ser usado para dar color ha de cumplir una

serie de requisitos tales como:

- Estabilidad térmica: el tono del color y sus propiedades no deben
verse afectadas por la temperatura.

- Baja toxicidad: la cantidad de metales pesados puede ser perjudicial

- Resistencia ambiental: no deben degradarse cuando se ven
sometidos a condiciones ambientales.

- Estabilidad quimica: el colorante no debe reaccionar con el medio
donde se aplica o con los colorantes de alrededor.

- Dispersion: homogeneidad a la hora de aplicarlo sobre un medio.

Esta relacionado con el tamafio de particula.

Se pueden clasificar en dos grandes grupos: organicos (naturales o sintéticos)
e inorganicos (de origen mineral mayoritariamente). Los primeros de los que se
tiene constancia son compuestos minerales como los 6xidos de hierro, cuya

gama de colores se encuentra en muchas obras que datan del paleolitico.



Los pigmentos inorganicos suelen ser éxidos de algun metal,

aunque también puede darse el caso que aparezcan en

forma de sulfuros, como el bermellon (sulfuro de mercurio),

halogenuros como el rojo escarlata (yoduro de mercurio) o

formando complejos de coordinacion como el rojo Van Dyck

(hexaferrocianuro de Cobre II).

Algunos ejemplos de pigmentos inorganicos son:

Colorante

Amarillo de cromo
Amarillo de Napoles
Azul de Prusia

Azul egipcio
Bermelldn

Blanco de molibdeno
Blanco de plomo
Blanco de Zinc

Creta

Malaquita

Minio

Negro marfil

Ocre rojo

Oro musivo

Rojo purpura

Verde rinnman
Violeta de cobalto
Violeta de manganeso

Yeso

Tabla 2. Ejemplos de pigmentos inorganicos

Foérmula quimica
PbCrO4
NiO-Sb,03-20TiO,
Fes[Fe(CN)s]s
Ca0-Cu0-4Si0O;
HgS

PbMoOQO4

2 PbCOs3 - Pb(OH),
Zn0O

CaCOs3
CuCO3-Cu(OH),
Pb304
C+Ca3(P0O,), + CaCOs
FeoO3

SnS;

Ag>CrO4
Co0-Zn0O
Co3(As0O4),
(NH4)2Mn2(P207)2
CaS0O4 - 2 H,0

® 2 cu(Iir) 2+

llustracidn 1. Rojo Van Dick



Uno de los primeros sintéticos fue el blanco de plomo mezclando plomo con
acido acético (afiadiendo vinagre) en presencia de diéxido de carbono. La
revolucion industrial amplié la gama de colorantes sintéticos sustituyendo a los
colorantes naturales que debido a su escasez tenian un coste elevado. El
numero de pigmentos disponibles para los artistas ha ido aumentando
considerablemente a la vez que lo han hecho los métodos desarrollados para

su analisis [Edward et al,2005].

Por otro lado los colorantes organicos pueden clasificarse en un conjunto de
familias tales como antraquinénicos, flavonoides, tiazinas, oxazinas, fenazinas,

trifenilmetanos y xantenos.

Para que un compuesto organico posea la propiedad de dar color tiene que
tener en su estructura uno o mas grupos funcionales denominados croméforos
(portadores de color) que se encuentran unidos al grupo bencilico. Los

principales grupos croméforos son:

Tabla 3. Principales grupos croméforos.

@)
/[L H,C=CH, HN——=NH | O=N=0
H H
Carbonilo Etileno Azo Nitro
> - H
R @)
\ /
HN—/——O0O N=N\:*' >:N\
H H R H H
Tiocarbonilo Nitroso Azoxy Azometil

Un auxécromo es un grupo funcional que por si solo no da color a una
molécula pero conjugado con un grupo cromoéforo aumenta la intensidad del
color. Los principales grupos auxécromos son el grupo fendlico (-OH), sulfénico
(-S0O2), amino (-NH;) o carbosilo (-CO-OH) [Leona et al, 2011].

Una de las principales técnicas de identificacion molecular en el campo del

patrimonio cultural es la espectroscopia Raman ya que necesita muy poca



cantidad de muestra y es una técnica no destructiva. EI uso de la
espectroscopia Raman para el analisis no destructivo de pigmentos o de obras

de arte ha sido uno de los mayores éxitos en la aplicacion de este método.

Otra ventaja importante es que la preparacion de la muestra es minima, si
acaso limpiar la superficie con algodon o algun material similar para eliminar

polvo o escombros [Leona et al,2011] .

La materia al ser irradiada con un haz de luz monocromatico de frecuencia vg
absorbe la mayoria de la radiacion, pero una pequefia parte se dispersa en
todas direcciones. La mayor parte de esta luz dispersada tiene la misma
frecuencia que la radiacion incidente (dispersion Rayleigh o elastica) que no
aporta informacion alguna sobre la composicién de la muestra. Una parte de la
misma sufre dispersion inelastica que presenta frecuencias distintas a la de la
radiacion incidente. Estas dispersiones inelasticas se dan con una frecuencia
que es caracteristica de cada molécula, por lo que aporta informacién
necesaria acerca de la composicion. Si el foton dispersado es de menor
energia que el incidente se produce una dispersion Stokes y si es de mayor

energia tiene lugar una dispersion anti-Stokes [Vandenabeele,2013].

(___, '”IJ « Ay Disparsion Raman anti-Stokes
J'\_/

Lz Incigenta W‘alﬁ‘ S ANSN\ e v Dispersion Rayleigh
. AL
gl N

3 /
Centro de disparsion L/—L\
v_~- Ay Dispersién Raman Stokes
[

llustracion 2. Tipos de dispersion [Smith & Dent,2006]

Con la ayuda de un diagrama energético podemos explicar mas facilmente este

fendmeno.
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Estado electrénico

excitado
——m--- EStado
N Ul WO T
e =
hy
] ¥ Nimero cudntico
3 3 vibracional
Linea Linea

Stokes anti-Stokes

llustracién 3. Diagrama energético y transiciones electronicas. [Smith & Dent,2006]
Cuando un haz de fotones incidente con una energia mucho mayor a la
diferencia de energia entre dos estados vibracionales de la molécula choca con
ella, la mayor parte atraviesan pero una pequena parte es dispersada. El fotdn
incidente lleva a la molécula a un estado de energia vibracional superior no
permitido, el cual abandona rapidamente emitiendo otro fotdon con una
frecuencia que dependera del salto de energia vibracional que se produzca.

Rayleigh

Stokes (Laser) Anti-Stokes
< >

A

-id

bt 18]
-8

Intensidad

-8

-
-l
e
i

- T
- 766

A JUUL

Hswd w0 0 0 20 9 200 0 < =300 3000

llustracién 4. Ejemplo de espectro Raman. [Smith & Dent,2006]

En el caso de la dispersidon Rayleigh la molécula vuelve al mismo estado
vibracional en el que permanecia antes del choque de modo que ni el fotén ni

la molécula sufren variacion de energia alguna.
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En el caso de la dispersion Raman el estado vibracional antes y después del
choque no es el mismo, dandose una transferencia de carga entre el fotén y la
molécula. En la dispersion Stokes la molécula regresa a un estado de energia
superior permitido al que tenia inicialmente y en la dispersién Anti-Stokes

regresa a uno inferior.

El espectro Raman esta formado por una banda Rayleigh colocada en el centro
del espectro (siendo notablemente la mas intensa) y unos conjuntos de bandas
Stokes y Anti-Stokes que se situan de forma simétrica alrededor de la anterior.
Teniendo en cuenta que el desplazamiento Raman no depende de la
frecuencia incidente y que el espectro Raman es simétrico (aunque la
dispersion Stokes es mas intensa que la dispersion Anti-Stokes) se suele tomar

como inicio del eje de abscisas el centro de la banda Rayleigh.

Como la dispersion Stokes es mas intensa que la Anti-Stokes se trabaja en la

parte del eje de abcisas donde aparece la primera [Smith & Dent ,2006].

80 4

466.1

70 4

<~

60

Intensity (a.u.)
h

T T T T T 1 t T + t
100 200 300 400 500 600

Wavenumber (cm-1)

llustracién 5. Representacion usual de un espectro Raman. [Smith & Dent,2006]

En la aplicacién de la espectroscopia Raman para la caracterizacion de
colorantes organicos encontramos dos grandes problematicas: 1) los
colorantes naturales son moléculas organicas que muestran una gran cantidad
de radiacion fluorescente cuando son irradiadas por los laseres visibles
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utilizados en esta técnica (llegando a ser mas intensa que la dispersion Raman
escondiendo totalmente el espectro Raman obtenido) y 2) estos pigmentos y
colorantes se encuentran en muy baja concentracion debido a que son diluidos
por su gran poder de tincién (la baja sensibilidad del Raman no permite en

muchos casos la deteccién) [Osticioli et al, 2006].

Debido a estos inconvenientes se esta desarrollando actualmente una nueva
técnica Raman denominada Espectroscopia SERS (Superface-Enhanced
Raman Scattering) o Espectroscopia Raman sensibilizada en superficies. En
esta técnica se adsorbe el colorante sobre una superficie metalica (a través de
la adicion de nanoparticulas metalicas) para después ser irradiada con el laser
visible. Las ventajas de esta técnica es que la intensidad de los espectros
aumenta en 6 ordenes de magnitud respecto a la técnica Raman convencional
y la fluorescencia que emiten estas moléculas organicas se ve

considerablemente reducida por lo que sus interferencias son mucho menores.

El mecanismo del efecto SERS es todavia un tema de investigacion, aunque
actualmente hay dos teorias principales. Una teoria electromagnética que
postula la excitacién de los plasmones superficiales sobre los que se apoyan
las nanoparticulas y una teoria quimica que propone la formacion de complejos

de transferencia de carga entre el metal y el sustrato [Schllicker et al, 2011].

Los resultados obtenidos con la espectroscopia SERS dependen de muchas
condiciones tales como longitud de onda del laser de excitacién, tipo de
sustrato metalico SERS utilizados asi como su forma de preparacion, pH de las

disoluciones de la molécula en estudio, etc.

Los estudios realizados al respecto se realizaron anadiendo a una disolucion
que contiene el colorante un coloide metalico de plata u oro o fijando este
colorante sobre la superficie de sustancias como rodamina, cristal violeta o
colorante cyan. A través de esta técnica han sido caracterizadas multitud de
compuestos tales como proteinas [Garrido et al, 2010], pesticidas [Zhang et al,

2014] e incluso principios activos utilizados en medicina [Sallum et al, 2014].

En el analisis de muestras de valor cultural se han desarrollado numerosos

trabajos resaltando los realizados por Marco Leona y Concepcion Domingo en

13



los cuales se han utilizado diversos coloides como sustratos metalicos. Se
describe ademas procesos de extraccion y tratamientos previos de muestras en

diferentes soportes artisticos.

La sintesis de coloides metalicos en disolucidn se realizan mediante el empleo
de los siguientes sustancias: a) un precursor metalico (en el que se encuentra
el metal a utilizar) b) un agente reductor y c) un agente estabilizante (para
evitar la agregacién de las nanoparticulas una vez formadas) cuando sea

necesario.

Los métodos de sintesis de nanoparticulas de plata mas utilizados son el
método de Lee-Meisel [Lee & Meisel, 1982] (empleando nitrato de plata como
precursor metdlico y citrato de sodio como agente reductor) y el método
Creighton [Creighton et al,1979] (utilizando el mismo agente precursor pero en
este método es reducido con borohidruro de sodio). También se han utilizado
otra serie de agentes reductores como acido ascoérbico, polioles o
monosacaridos. El uso de un agente reductor u otro influye en el tamafo de las

nanoparticulas.

Asimismo es posible obtener nanoparticulas de plata mediante el método de
Tollens. En la siguiente tabla se muestran algunos métodos de sintesis de

nanoparticulas de plata en disolucién [Monge et al, 2009].

Tabla 4. Métodos de sintesis de nanoparticulas de plata. [Monge,2009]

AgNO; Citrato

AgNO; Borohidruro sédico

AgNO; Acido ascérbico

AgNO; Polioles PVP
AgNO; B-D-glucosa Almiddn
[Ag(NH3)2]" Azlcares

AgNO; DMF APS
AgNO; DMF PVP
Ag(COOR) Termolisis

Ag(COOCH;3) Acetaldehido HDA
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Ag(COOCH;) OLA OLA

AgNO; Acido ascérbico CTAB
AgNO; Hidrazina AOT
AgNO; Radiaciéon UV PVP
AgNO; Radiacion UV HDA

APS = aminopropiltrietoxisilano, PVP = polivinilpirrolidona, HDA =hexadecilamina, OLA = oleilamina, CTAB =

Bromuro de cetiltrimetil amonio, AOT = bis(2-etilhexil)sulfosuccinato de sodio, PEG = polietilenglicol.

En este trabajo se utilizara dos tipos de coloides metalicos: Coloide de Lee-
Meisel y la sintesis “in situ” de nanoparticulas de plata. Esta sintesis “in situ” se
realiza con nitrato de plata y citrato de sodio (mismos reactivos que para el
coloide de Lee-Meisel) pero las nanoparticulas se forman con el calor que
desprende el laser al irradiar la muestra. Las ventajas de utilizar este coloide
con respecto al de Lee-Meisel es evitar todo el proceso de sintesis y eliminar

posibles problemas de estabilidad del coloide.

Las técnicas cromatograficas, fundamentalmente HPLC acopladas a diferentes
sistemas de deteccion también juegan un papel importante en este tipo de
analisis aunque tienen dos grandes inconvenientes: son destructivas (algo no
deseable debido al valor cultural de las muestras) y requieren de una cantidad

de analito relativamente grande (que no disponemos en este tipo de muestras).
Otras técnicas de analisis pueden ser utilizadas:

- Difraccion de rayos X: solo es posible determinar la composicion a
nivel atbmico y en sustancias con una estructura cristalina.

- Espectroscopia de fotoelectrones: permite la identificacion
unicamente de sustancias sélidas y se necesita un alto vacio.

- [Espectroscopia de infrarrojo: se necesita hacer una lamina muy

delgada con la muestra para que sean transparentes al infrarrojo.

Ademas las técnicas antes mencionadas necesitan un equipo de valor similar o

superior al de un equipo Raman [Stuart et al,2008].

Por otro lado realizaremos una medida de los tres colorantes organicos

estudiados con FT-Raman (Espectroscopia Raman por transformada de
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Fourier). Estos instrumentos utilizan un laser a una mayor longitud de onda
(1064 nm) para tratar de evitar el problema de la fluorescencia. En FT-Raman
no es posible la utilizacion de detectores CCD ya que estos tienen poca
sensibilidad por encima de 900 nm, ademas que la intensidad Raman es menor
cuando se excita en el visible. Por ello se utiliza un interferometro como
analizador y un detector de germanio enfriado con nitrégeno liquido. Una
precaucion a la hora de utilizar este sistema es la calcinacidon de la muestra, ya
que el laser al ser mas energético puede destruirse por calentamiento.
Teniendo en cuenta el valor cultural de nuestras muestras hay que tener
principal cuidado. Para evitar esto se realizan medidas con potencia de laser
menores y con un mayor numero de acumulaciones.

Un inconveniente de esta técnica es su poca sensibilidad, por ello no se utiliza
de forma rutinaria para este tipo de muestras. [C.Domingo,2011].

El analisis de los colorantes existentes en una obra favorece un mejor
entendimiento de la misma para historiadores, restauradores y criticos del arte.
Una posible aplicacién de este trabajo es la datacién. Todo pigmento tiene un
periodo de utilizacion en el cual los autores lo utilizaban para realizar sus obras.
Conociendo que pigmentos fueron utilizados en una determinada obra
podemos ser capaces de estimar la época en la que se realizé y a la vez
realizar un estudio acerca de las técnicas pictéricas utilizadas. En el marco de
la conservacion y la restauracion la determinacion de colorantes nos da una via
para realizar una rehabilitacion y conservacibn con una base cientifica
dandonos una idea acerca de la estabilidad del pigmento y posibles
degradaciones de los mismos determinando cambios fisicos y/o quimicos que
favorecen el deterioro de la obra a través de la identificacién de los productos

de degradacion.

Otro campo de aplicacion de analisis de colorantes es el de la autentificaciéon
en el arte. Conociendo la composicion de una determinada obra de arte
podemos estudiar si dicha obra es autentica o no. Por ejemplo, si descubrimos
un pigmento cuyo descubrimiento o sintesis haya sido reciente en una obra
antigua es logico pensar que la obra es fraudulenta. Otro ejemplo seria

descubrir un pigmento en una obra de arte de un determinado pintor sabiendo

16



que dicho pintor nunca utilizdé el colorante estudiado (los pigmentos no son

coherentes con la firma) [Edward et al,2005].

antiguedad 1920 - 1930
Blanco de plomo | I
-~ 1950 actualidad
Rutilo | |
1814 1920

Amarillo de cromo I I

1830 actualidad

Amarillo de cadmio I I

antigledad 1910 - 1920

Bermellon

~ 1910 actualidad

Rojo de cadmio

~ 1730 actualidad

Azul de Prusia

llustracion 6. Periodo de utilizacidn de diversos pigmentos.

3. Materiales y métodos.

3.1- Instrumentacion.

En este trabajo se utiliza un espectrometro Raman para realizar medidas sobre
los pigmentos y colorantes estudiados.

Un espectrometro Raman dispersivo convencional esta compuesto por los
siguientes componentes fundamentales:

- Laser: es el encargado de la excitacién de la muestra. Estd compuesto
por un haz de luz monocromatico (en nuestro caso es roja). Puede ser
un laser continuo o pulsado (FT-Raman). Convencionalmente se utilizan
laseres continuos con longitud de onda variable (desde infrarrojo a
ultravioleta)

- Detector CCD (charge-coupled device): se encarga de acumular la senal
de las distintas longitudes de onda para enviarla al sistema informatico.

- Equipo informatico: compuestos por un ordenador y un software que

transforma los datos provenientes del CCD en espectros.

17



- Fibra Ooptica: dispositivo en el cual la luz monocromatica viaja a la
muestra y de la muestra al monocromador.

- Monocromador: separa la luz proveniente del cabezal 6ptico en sus
distintas longitudes de onda. Normalmente se utiliza una red de
difraccion como monocromador.

- Cabezal optico: compuesto por una serie de lentes y filiros que se
encargan de enfocar la luz sobre la muestra y recoger la dispersion

Raman que esta devuelve.

Con el laser se irradia sobre la muestra parte de la radiacion es dispersada
hacia una red de difraccion que separa fisicamente la luz en sus diferentes
longitudes de onda que son dirigidas hacia los canales del detector (un canal

para cada longitud).

Fuente de Luz
(Laser)

Muestra HEEEEEEEEN
Detector multicanal

Red de difraccion

llustracion 7. Partes de un espectrometro Raman.

A través de un espectrometro Raman irradiamos un haz de luz (laser) sobre la
muestra a estudiar para recoger la luz dispersada que se produce. En este
trabajo se utilizara un espectrometro Raman portatil (marca BWTEK) como el

que se muestra en la siguiente imagen:

18



Equipo informatico

llustracion 8. Fotografia del equipo utilizado.

Ademas el equipo Raman utilizado en este trabajo tiene un videomicroscopio
acoplado al cabezal 6ptico con posibilidad de un aumento 20x para la
visualizacion de las muestras. Se trabaja con un laser de 785 nm cuya potencia
de salida es de 300 mW

Para realizar las medidas se manejan tres variables instrumentales:

- Tiempo de exposicidn: indica el tiempo en el que la muestra es irradiada
por el laser. Se utilizaran tiempos de exposicion cortos (10-15
segundos). A mayor tiempo de exposicion mayor intensidad de las
bandas obtenidas.

- Intensidad de laser: podemos ajustar la intensidad del laser. En este
trabajo usaremos una potencia baja (menor del 30%).

- Numero de acumulaciones: indica el numero de medidas que realiza el
espectrometro. Lo habitual en este trabajo sera realizar pocas
acumulaciones (en torno a 10). A mayor niumero de acumulaciones

menor ruido en el espectro Raman obtenido.

Para medir la estabilidad del coloide Lee-Meisel sintetizado se utilizd un

espectrofotometro ultravioleta. Marca Cary 50 Varian.
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Ademas se realizd6 una serie de medidas complementarias con un

espectrometro Raman con transformada de Fourier (marca Bruker).

3.2 - Reactivos.

En este trabajo fueron utilizados los siguientes reactivos:
- Nitrato de plata (Panreac), puro, grado farma. Cdédigo del fabricante:
141459.
- Citrato de sodio 2-hidrato (Panreac), puro. Codigo del fabricante: A4522.
- Nitrato de potasio (LabKem), grado analitico, ACS. Cdédigo del
fabricante: PONA-00A-500.

3.3- Procedimiento experimental:

3.3.1- Sintesis de nanoparticulas por el método de Lee-Meisel:

Se siguid la sintesis detallada por Lee y Meisel [Lee & Meisel,1982]. Se
prepara una disolucién anadiendo 90 mg de nitrato de plata en 500 mL de
agua. Se calienta hasta ebullicién y se adiciona entonces gota a gota 10 mL de
una disolucién 10% en citrato sédico. Dejamos la mezcla en ebullicion 1 hora
aproximadamente. Se observara un cambio de color en la disolucién que
tornara de transparente a beige con una apariencia homogénea. Para una
correcta conservacion envolver el recipiente que contenga el coloide en papel

de aluminio y conservar en un lugar protegido de la luz y la humedad.
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llustracidn 9. Sintesis del coloide Lee-Meisel

3.3.2- Registro de espectros SERS utilizando el coloide de Lee-Meisel.

En esta técnica es necesario diluir los colorantes para mantenerlos en estado

liquido. En la siguiente tabla se muestra los disolventes utilizados para ello:

Tabla 5. Disolventes utilizados

Alizarina Metanol
Sangre de dragén Etanol:Agua (1:4)
Lac Dye Etanol:Agua (1:3)

Se prepararon disoluciones de concentracion 10° M para cada colorante para
realizar los estudios posteriores.

En un portaobjetos de vidrio (ilustracién 10) se afiade un volumen adecuado del
coloide y de colorante (el valor oscilara entre los 15 - 60 yuL dependiendo del
colorante). Se coloca la muestra bajo el cabezal éptico y ajustandose la
distancia al laser con la ayuda del videomicroscopio. Para evitar interferencias
en la medida con la luz natural o con el sistema de iluminacion del laboratorio

se cubrira el microscopio con un revestimiento que lo proteja de la misma.
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llustracidon 10. Portaobjetos de vidrio

3.3.3- Sintesis “in situ” de nanoparticulas y registro de espectros SERS:

Se seguira el procedimiento descrito por El-Zahry y colaboradores [El-Zahry et
al, 2013]. Para la sintesis se prepara una disolucion 50 mM de nitrato de plata
y 5 mM de citrato sédico. El calor necesario para la formacion de las particulas
de plata (a temperatura ambiente no se da la reaccion ya que el citrato es un
reductor suave) se suministra con el laser del espectrometro Raman. El coloide
es sintetizado a la vez que se realiza la medida: formacion “in situ”.

Se prepara la disolucion descrita en el apartado 2.3.1. Para utilizar este coloide
se afade un determinado volumen de disolucion nitrato de plata-citrato de
sodio y el colorante disuelto sobre un portaobjetos cubierto con papel de
aluminio. En esta etapa las particulas de plata encargadas del efecto SERS
todavia no se han formado, se formaran cuando el laser irradie la muestra y la
caliente.

Iremos realizando medidas sucesivas cada 3 minutos para ir viendo codmo se
van formando las particulas y por consiguiente veremos la formacién de las
bandas que componen el espectro.

En este coloide la sintesis de las nanoparticulas y el registro de espectros es

simultaneo.
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3.4- Muestras

Todos los compuestos estudiados en este trabajo fueron obtenidos a través de
la casa comercial Kremer Pigmente. Se eligieron tres pigmentos de naturaleza
inorganica y otros tres de naturaleza organica, todos ellos con una tonalidad

roja.

3.4.1- Pigmentos inorganicos.

- Cinabrio: muestra comercial en formato de polvo rojo, envase de 10
gramos. Cdédigo del fabicante: 10620.12010.104. Es el principal mineral
del que se extrae el mercurio. Es la forma cristalina roja del sulfuro de
mercurio (HgS). Este pigmento fue utilizado desde la prehistoria en
pinturas rupestres en muchas cuevas. Si este pigmento se obtiene de

forma sintética se le conoce como Bermelldn.

llustracién 11. Cinabrio

- Cinabrio Monte Amiata: muestra comercial en formato de polvo rojo,
envase de 10 gramos. Cdédigo del fabricante: 10610.12010.104. El
Monte Amiata es un domo de lava situado en el sur de la region de
Toscana (ltalia) en el que hay una gran mineralizacién de cinabrio. Este
cinabrio es sulfuro de mercurio pero contiene algunas impurezas

fluorescentes.
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llustracion 12. Cinabrio Monte Amiatta

Minio: muestra comercial en formato de polvo anaranjado-rojizo, envase
de 50 gramos. Codigo de fabricante: 425009.12010.108. Es un oxido de
plomo de color rojo o anaranjado. Utilizado desde los primeros pintores
egipcios hasta la Edad Moderna. En la actualidad no se utiliza debido a

su alta toxicidad.

llustracién 13. Minio

3.4.2- Colorantes organicos.

Sangre de dragon: muestra comercial en formato de polvo rojo. Codigo
del fabricante: 37000.12100.136. Se obtiene al realizar un corte en la
corteza de alguna especies vegetales tropicales (véase figura). De este
proceso se obtiene un liquido viscoso rojo que se utiliza como materia
prima para la fabricacion de la muestra estudiada. Este pigmento a
diferencia de los otros dos colorantes organicos estudiados es una
mezcla de diversos componentes tales como catequinas, epicatequina,
galocatequina, epigalocatequina, aunque dependiendo de la especie de

la que se obtenga su composicidn puede variar ligeramente.
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Alizarina: muestra comercial en formato de polvo amarillo rojizo. Cédigo
de fabricante:94100.12100.108. Su nombre quimico es 1,2-
dihidroxiantraquinona. Es uno de Ilos diez isdbmeros de |la
dihidroxiantraquinona, dandose como sustitucion de dos hidrégenos por

grupos hidroxilo en la antraquinona.

0 0] OH
900 oy
0 0

llustracién 14. Antraquinona y Alizarina

Lac Dye: muestra comercial en formato de polvo rojo. Codigo del
fabricante: 36020.12100.112. Colorante rojo extraido de la goma de
Laca excretada por el insecto de la laca (habitual en el sudoeste de

Asia). Muy usado en manuscritos y en pinturas de mediados del siglo
XIX.

llustracién 15. Colorantes orgdanicos estudiados
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4 - Discusion y resultados.

4.1 - Estudios preliminares: espectroscopia Raman convencional.

Se realizan medidas sobre una serie de pigmentos y colorantes en estado

s6lido. No realizamos ningun tipo de tratamiento de muestra en ninguna de la

muestras.

El primer pigmento estudiado es el Cinabrio.
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Espectro 1. Cinabrio (sélido). [Realizado con 2% Idser, 5 segundos de exposicion y 1 acumulacion]

Se observan unos picos muy bien definidos y sin ruido aun habiendo utilizado

Unicamente una acumulacion.

En segundo lugar se mide el Cinabrio del monte Amiatta.
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Espectro 2. Cinabrio Monte Amiatta. [Realizado con 2% ldser, 1 segundo de exposicion y 10 acumulaciones]
Las bandas existentes son las mismas que en la muestra anterior (ya que son
el mismo compuesto) observandose ademas fluorescencia debido a impurezas
fluorescentes existentes en la muestra. Aun asi esta fluorescencia no es
suficientemente alta como para enmascarar el espectro.

El siguiente pigmento inorganico estudiado es el minio.
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Espectro 3. Minio. [Realizado con 2% ldser, 2 segundo de exposicion y 5 acumulaciones]

Los pigmentos inorganicos al no presentar fluorescencia pueden caracterizarse
facilmente a través de la espectroscopia Raman convencional sin necesidad de

utilizar espectroscopia SERS.
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A continuacion se realizan las medidas de los colorantes organicos solidos.
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Espectro 4. Colorantes sélidos (Raman convencional)
Podemos observar en los tres colorantes organicos una gran cantidad de
fluorescencia que solapa completamente con cualquier banda que pudiera
observarse. Se hace latente la dificultad de caracterizar colorantes organicos a
través de la espectroscopia Raman convencional. Es por ello que debemos
utilizar la espectroscopia Raman sensibilizada en superficies (SERS) para
superar esta dificultad.
Se realiza un estudio previo de los tres colorantes organicos a través de FT-
Raman para paliar el problema de la fluorescencia y comparar los resultados

obtenidos con los obtenidos a través de SERS.
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Espectro 5. Alizarina (FT-Raman).
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Espectro 6. Lac Dye (FT-Raman)
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4.2- Espectroscopia Raman sensibilizada en superficie.

4.2.1- Coloide Lee-Meisel

Una vez disueltos los colorantes y sintetizado el coloide Lee-Meisel (ver
apartado 3.3.1) se procedera a realizar las medidas. Comenzamos con la
alizarina

En un portaobjetos colocamos 15 pL de la disolucion de alizarina y otros 15 uL
del coloide Lee-Meisel y realizamos la primera medida (dejando un tiempo
previo para que se produzca una interaccion SERS efectiva), obteniendo el

siguiente espectro:
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Espectro 8. Primera medida alizarina
Observamos una banda muy ancha y amorfa. Sospechamos que pueda ser la
sefal procedente del vidrio del portamuestras. Por ello realizamos una medida

sobre el vidrio para comprobarlo.
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Espectro 9. Vidrio

Se comprueba que la sefial obtenida era debida al vidrio.
Podemos seguir unas técnicas para intentar que la senal de vidrio
desaparezca:

- Anadir mayor volumen de coloide para favorecer la interaccion SERS.
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- Evaporar disolvente aumentando la potencia del laser y asi aumente la
concentracion de colorante.

- Centrifugar el coloide para que precipiten todas las particulas de plata y
redisolverlas en menor cantidad de disolvente.

- Recubrir el vidrio.

Se opta por cubrir el portaobjetos con algun material que no reaccione con la
muestra ni con el coloide y a su vez no de sehal Raman que pueda interferir
con las bandas obtenidas. Utilizamos papel de aluminio. Antes de realizar

ninguna otra medida realizamos un blanco sobre dicho papel.
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Espectro 10. Aluminio
Comprobamos que no da sefal alguna por lo que procedemos a medir la
Alizarina. Se afladen 15 pL coloide Lee-Meisel y otros 15 pL de la disolucién de

Alizarina.
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Espectro 11. Alizarina (coloide Lee-Meisel). [Realizado con 15% ldser, 10 segundos de exposicion y 10
acumulaciones]

Se observa que a través de SERS podemos obtener las bandas del colorante
utilizando un espectrometro Raman dispersivo aun presentando la muestra
fluorescencia. Comparando los espectros obtenidos a través de Raman y a
través de SERS:
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Espectro 12. Alizarina sélida VS Alizarina Lee-Meisel
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Procedemos a estudiar el colorante Lac Dye.

El procedimiento es el mismo que con la Alizarina solo que cambiando las
condiciones experimentales.

Las condiciones en este caso son: 30 pL de disolucién de Lac Dye y 45 L de
coloide Lee-Meisel.
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Espectro 13. Lac Dye (coloide Lee-Meisel). [Realizado con 15% ldser, 15 segundos de exposicion y 2
acumulaciones]

Comparando los resultados obtenidos con la espectroscopia Raman

convencional y con el espectroscopia SERS:

34



| \ w"‘.’/‘ s fl / N\
\ AN |
sy MY
2 \ ; \""A‘ AW | .
B 40000 | WV N W “._.
% i 2 WA \
= P vaae iV \
5 30000 e il 3 \
& e \
L \
» S \
h §
20000 — \
3 . N\
i, e . SO
10000 e SN § ~
—
ol
100 300 500 700 900 1100 1300 1500 1700 1900

Raman Shift (cm-1)

Espectro 14. Lac Dye sélido VS Lac Dye Lee-Meisel

Terminamos estudiando el ultimo colorante, la sangre de dragéon (30 uL

disolucién de sangre de dragon y 60 uL de coloide Lee-Meisel).
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Espectro 15. Sangre de Dragon. [Realizado con 20% Idser, 30 segundos de exposicion y 10 acumulaciones]

No se observa espectro alguno. Esto se debe a la interaccion no efectiva entre
las particulas del coloide y los componentes del pigmento. Para solucionar este
problema se realiz6é una disolucion acuosa de nitrato potasico de concentracion

0,2 M. La funcion del nitrato potasico es favorecer la agregacion del coloide
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para asi ayudar a que la interaccion SERS se dé con mayor eficacia.

Anadiendo 15 pyL de dicha disolucion y esperando 3-4 minutos volvemos a
realizar la medida:
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Espectro 16. Sangre de Dragon (coloide Lee-Meisel)

Comparando con el espectro obtenido sobre el colorante sdlido:
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Espectro 17. Sangre dragdn sélida VS Sangre dragdn Lee-Meisel

Podemos concluir que la espectroscopia Raman sensibilizada en superficie

elimina los problemas de fluorescencia que presentan la mayoria de colorantes
organicos.
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4.2.1.2 - Estimacion de la concentracion minima detectable.

En este apartado se investigd cual es la concentracion minima aproximada en
la que tiene que estar el colorante para poder ser detectado con SERS. Para
ello tomamos las disoluciones iniciales preparadas (recordando que su
concentracion es de 10° M) y prepararemos a partir de estas diluciones 1:10,
de modo que obtendremos diluciones de concentracion 10 M, 10° M y asi
sucesivamente. Estas muestras diluidas seran medidas con las mismas
condiciones experimentales que la inicial e iremos estudiando como varian los
espectros respecto a la concentracion.

Realizaremos este estudio primeramente sobre la alizarina:
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Espectro 18. Estudio de la influencia de la concentracion

Cuando la concentracion en alizarina esta en torno a 107 M el espectro es
inservible por lo que la concentracion minima que podemos detectar de
alizarina en una muestra es 107 M demostrando asi que la técnica SERS tiene
una gran sensibilidad. Esta caracteristica es muy importante debido a la baja
concentracion de analito muestras artisticas.

Se puede observar que la intensidad de las bandas no es proporcional a la
concentracion de alizarina en la muestra, por lo que con SERS no es posible

realizar analisis cualitativos.

37



Si comparamos los espectros de las disoluciones mas concentrada (10> M) y
mas diluida (107 M) se observan la existencia de bandas distintas. Esto se
debe a efectos de orientacion de la molécula sobre el sustrato metalico, es
decir, cuando la concentracion de alizarina es elevada las moléculas se
colocan en posicion perpendicular a la superficie metalica. Cuando la
concentracion disminuye, las moléculas de colorante pueden colocarse en
otras posiciones respecto al metal y asi intensificarse unas bandas respecto a
otras.

En la siguiente tabla se muestran las concentraciones minimas de los tres

colorantes estudiados:

Tabla 6. Concentraciones minimas detectables

Alizarina 10" M
Lac Dye 10 M
Sangre de dragén 10" M

4.2.1.3 - Efecto del pH.
En este apartado se estudiara la influencia del pH en las bandas de los
espectros. Para ello prepararemos para cada colorantes tres disoluciones a
distintos pH (uno acido, otro neutro y otro basico). El primer paso es medir el

pH de las disoluciones iniciales:

Tabla 7. pH de los colorantes estudiados disueltos en agua

Alizarina 6.2
Lac Dye 3.0
Sangre de dragén 6.4

Para ajustar el pH de las disoluciones utilizaremos acido clorhidrico e hidroxido
sodico.

Comenzamos realizando la medida de la alizarina en medio acido.
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Espectro 19. Alizarina en medio acido

Hay una desaparicion completa de las bandas en el espectro. Al realizar la

medida sobre la disolucién medio basico:
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Espectro 20. Alizarina en medio basico
Al mirar a través del microscopio vemos que las particulas de plata se han
agregado sobre la superficie de la gota. Esto se debe a que el acido clorhidrico
y el hidréxido sédico son electrolitos fuertes (acido y base fuerte), por lo que al
anadirlos sobre la disolucion hacemos que la fuerza ionica (indicativo de la

concentracion de todo ion disuelto en una disolucién) aumente. Dado que la
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velocidad de agregacion del coloide aumenta considerablemente con la fuerza
ionica la agregacion del coloide es normal.

Al no haber coloide las medidas realizadas son equivalentes a efectuar las
medidas sobre el colorante disuelto.

Esto se traduce en una dificultad a la hora de realizar el tratamiento de
muestra. Hay compuestos (denominados lacas) que para que puedan ser
disueltos es necesario realizar una digestion en medio acido o basico debido a
que vienen sobre un sustrato insoluble. También habria que tener cuidado a la
hora de realizar extracciones u alguna otra operacién que varie la fuerza iénica

del medio.

4.2.1.4- Estabilidad del coloide Lee-Meisel.

Para estudiar la estabilidad del coloide sintetizado se mide el maximo de
absorcién en ultravioleta mediante espectrofotometria ultravioleta. Para ello es
necesario realizar una dilucion 1:5 con agua. La literatura indica que el coloide
tiene el maximo de absorcidon a los 420 nm. Al realizar la medida sobre el
coloide recién sintetizado observamos un maximo de absorcion a los 480 nm.
Aunque el coloide no posee las mismas propiedades que el sintetizado por Lee
y Meisel lo utilizaremos para realizar el trabajo. Realizaremos medidas
regulares para hacer un estudio sobre las propiedades del coloide. En caso de
que el coloide se deteriore se procedera a realizar una nueva sintesis. Este

coloide es estable en un intervalo de 2 meses.
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Espectro 21. Estudio de la estabilidad del coloide

El coloide se mantuvo estable en el periodo en el que se realizé el trabajo.

4.2.2 - Sintesis “in situ” de nanoparticulas de plata

En este apartado estudiaremos la Alizarina y se comparara los resultados

obtenidos con este coloide y con el coloide Lee-Meisel.
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Espectro 22. Alizarina (coloide "in situ")
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Acorde va pasando el tiempo vamos viendo la formacion de las bandas debido
a que la interaccion SERS va siendo cada vez mas efectiva debida a la

formacion progresiva del coloide.
4.3 - Comparacion de métodos.
En este apartado vamos a realizar una comparacion de los resultados

obtenidos por los métodos utilizados (FT-Raman, Coloide Lee-Meisel y Coloide

generado “in situ”)
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Espectro 23. Comparacion de los resultados obtenidos con Alizarina
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Espectro 24. Comparacion de los resultados obtenidos con Lac Dye
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Espectro 25. Comparacion de los resultados obtenidos con Sangre de Dragon.

Los mejores resultados se obtienen en los tres casos con la espectroscopia

Raman sensibilizada en superficie que con FT-Raman debido a su poca
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sensibilidad. Comparando los dos coloides utilizados en SERS ambos dan
resultados parecidos ya que en esencia son el mismo coloide. La eleccidn entre
uno u otro dependeria del trabajo a realizar. Si se va a realizar un estudio
intensivo realizando medidas durante un corto intervalo de tiempo utilizaremos
el coloide de Lee-Meisel. Si las medidas se van a realizar en momentos

esporadicos sintetizaremos el coloide “in situ”.

5- Concusiones

La espectroscopia Raman sensibilizada por superficie (SERS) es una
alternativa a la hora de eliminar interferencias debidas a la fluorescencia.
Ademas es una técnica muy sensible, caracteristica imprescindible para este
tipo de estudio en el que el colorante se utiliza de forma diluida. La preparacion

de la muestra es escasa y el registro de espectros es sencillo.

Otra alternativa es la espectroscopia Raman por transformada de Fourier (FT-

Raman) pero debido a su baja sensibilidad no la hace idénea.

La intensidad de las bandas del espectro no es proporcional a la concentracion
del analito en la muestra por lo que no es posible realizar un estudio
cuantitativo. Dependiendo de la orientacion de la molécula respecto a la

particula metalica se ven intensificadas unas bandas respecto a otras.

Respecto a la estabilidad del coloide, la fuerza idnica del medio es
determinante a la hora de la agregacién del coloide. Una concentracién alta de
iones aumenta considerablemente la velocidad de agregacion del coloide. Esto
delimita la etapa de preparacion de muestra. En condiciones Optimas de
conservacion el coloide de Lee-Meisel se mantiene estable durante

aproximadamente 2 meses.

La generacion del coloide “in situ” proporciona resultados similares al coloide
Lee-Meisel. La eleccion entre un coloide u otro dependera del tipo de trabajo a

realizar.
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