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Entre los términos colorante y pigmento existen grandes diferencias y sus definiciones asi
lo reflejan. Segin la Asociacién de Fabricantes de Pigmentos de Color, CPMA, (por sus
siglas en inglés) los pigmentos son particulas sélidas fluorescentes que pueden ser
orgdnicas o inorganicas generalmente insolubles en agua y que son quimica y/o
fisicamente modificadas por el vehiculo o sustrato en el que se incorporan. Alteran su
apariencia por la absorcidn selectiva y/o dispersion de la luz. Los pigmentos se dispersan
generalmente en sustratos para su aplicacidn en la fabricacion de tintas, pinturas, plasticos
u otros materiales poliméricos. En el proceso de coloracién los pigmentos retienen su
estructura cristalina o particulada.

Por otra parte, la Asociacién Ecoldgica y Toxicolégica de Fabricantes de Colorantes y
Pigmentos Organicos, ETAD, (por sus siglas en inglés), define a los colorantes como
sustancias orgdnicas, de coloracién intensa o fluorescente, que le aportan color a un
sustrato por la absorcion selectiva de la luz. Son solubles en agua y/o pasan a través de un
proceso de aplicacion donde, al menos temporalmente, destruyen cualquier estructura
cristalina mediante absorcion, solucion, retencién mecdnica o por enlaces quimicos,
iénicos o covalentes.

La identificacion de los colorantes es esencial en las obras de arte para un completo
estudio de la obra que ayudard a autentificar y datar, lo que proporciona una valiosa
informacién para las posibles intervenciones de restauracién y conservacion.

Normalmente en la literatura se encuentran muchas mas referencias sobre la
caracterizaciéon de tintes naturales que de tintes sintéticos, los pigmentos naturales
probablemente han sido considerados hasta ahora de mayor interés, pues han sido
aplicados durante un periodo de tiempo mucho mas extenso. Los colorantes sintéticos por
el contrario han sido usados a partir de la edad moderna, pero poco después de su
descubrimiento en la segunda mitad del siglo XIX remplazaron rapidamente a los tintes
naturales por su bajo costo y mejor resistencia quimica, tanto en el &mbito de la industria
textil como en materiales artisticos.

El analisis de estos colorantes sigue siendo todavia extremadamente dificil, ya que son
muy fluorescentes, susceptibles de ser degradados en determinadas condiciones y por lo
general se encuentran presentes en concentraciones traza o muy dispersos en objetos muy
complejos. De hecho, un objetivo imprescindible en el estudio del patrimonio cultural seria
el hallazgo de técnicas no destructivas de analisis adecuadas y sensibles que permitan su
estudio in situ sin necesidad de la toma de muestras. [42]

La espectroscopia vibracional Raman proporciona una informacién muy valiosa en la
identificacion de materiales presentes en las obras de arte y el patrimonio cultural, ya que
nos permite deducir la estructura quimica de las moléculas, pues se considera “la huella
digital’de las mismas. Esta técnica proporciona informacién importante sobre la
estructura molecular una vez que la fluorescencia se apaga. Ademas, permite el estudio de
muestras microscopicas con gran resolucién espacial cuando se utiliza un microscopio
como accesorio de muestreo. [43] [44]

La espectroscopia Raman es también una técnica no invasiva cuyo empleo es deseable en
los casos en que no se permite la toma de muestras. Sin embargo, la aplicacién de la



técnica Raman al estudio de pigmentos organicos se ha limitado por la fuerte fluorescencia
de fondo que presentan los colorantes organicos al ser expuestos a la excitacidn laser y la
baja sensibilidad de la técnica Raman. Un fenémeno que puede mejorar significativamente
la intensidad Raman es la dispersién Raman a través de superficies metalicas, SERS (por
sus siglas en inglés, Surface Enhanced Raman Spectroscopy). Al utilizar la técnica SERS, las
limitaciones inherentes de la espectroscopia Raman se superan gracias a la utilizacion de
superficies metalicas nanoestructuradas para mejorar la sefial y para disminuir la
fluorescencia, al mismo tiempo. La intensidad de la normalmente débil dispersién Raman
se aumenta por factores tan grande como 108 para los compuestos adsorbidos sobre un
sustrato SERS, lo que permite la deteccién a nivel de trazas.

Figura 1.1: Molécula BV1

En este trabajo se realiza un estudio utilizando las técnicas espectroscopicas Raman y
SERS del colorante violeta de metilo, también conocido como Basic Violet 1 (ver estructura
quimica en la Figura 1.1:).



Cuando una molécula absorbe la luz visible o ultravioleta, un electrén es promovido a una
energia de un orbital superior. La longitud de onda de la luz absorbida depende de la
diferencia de energia entre el estado excitado y el estado fundamental de la molécula.
Cuanto menor sea la diferencia entre los dos estados, mayor es la longitud de onda de la
luz absorbida, hasta que es lo suficientemente larga para estar en el rango visible, y por lo
tanto observamos color. [26] [27]

En 1856 William Perkin descubri6 la sintesis de Mauveine, el primer tinte sintético, el
primero de otros muchos colorantes sintetizados en el laboratorio. A partir de este
momento la investigacion en la industria del tinte se intensificé y la evolucion de la
quimica organica ayud6 en gran medida en el desarrollo comercial de la quimica del color.

Los nuevos colorantes textiles sintéticos eran mas baratos, mas eficaces, de facil aplicacion
y proveedores de un mejor color y rendimiento técnico en comparacién con los tintes
naturales tradicionales.

Sélo cincuenta afios después del descubrimiento de Perkin, alrededor del 90% de los
colorantes textiles utilizados fueron ya sintetizados. Con pocas excepciones, la mayoria de
los colorantes utilizados en la actualidad son de la primera mitad del siglo XIX. j26] [27] [28]

La principal publicacion de referencia para la clasificacion del color es el Colour Index
(C.I), publicado por primera vez en 1924 por la Sociedad de Tintoreros y Coloristas de
Bradford, Inglaterra (ver figura 2.1). En él se enumeran y regularizan colorantes y
pigmentos comerciales, dando a cada colorante un nimero cédigo de identificacion.

Estas moléculas estan disefiadas especificamente para una aplicacién particular y por lo
tanto tienen una fuerte atraccioén con las moléculas de la fibra a tefiir.

Los grupos quimicos en los que se pueden clasificar los colorantes son: colorantes Azo,
colorantes de Triarilmetano, colorante Xanteno, colorantes Thiazine, colorantes Nitro y
colorantes Indigo.



20 Brownish Olive
21 Yellowish Brown

Greenish Yellow 1
Yellow 2

22 Brown Reddish Yellow 3
23 Reddish Brown Yellowish Orange 4
24 Bordeaux Orange 5
25 Reddish Navy Reddish Orange 6
26 Navy Yellowish Red 7
27 Greenish Navy Red 8
28 Greenish Grey Bluish Red 9
29 Brownish Grey Reddish Violet 10
30 Reddish Grey Violet 11
31 Bluish Grey Bluish Violet 12
32 Grey Reddish Blue 13
33 Bluish White Blue 14
34 White Greenish Blue 15
35 Reddish White Bluish Green 16
36 Bluish Black Green 17

37 Black
38 Reddish Black

Yellowish Green 18
Olive 19

Figura 2.1: Esquema de la graduacién del color propuesto por The Colour Index International for the Society of
Dyes and Colorists y American Association of Textile Chemists and Colorists. [34]

El colorante que se ha escogido como objeto de estudio en el siguiente trabajo es el Violeta
de Metilo o Basic Violet 1 cuyo cddigo de identificacién es CI 42535, y se trata de un
colorante de Triarilmetano (ver Figura 1.1y 2.2).

Los colorantes mas conocidos de este grupo son los Diarilmetano y Triarilmetanoque
poseen como caracteristica estructural esencial un atomo de carbono central relativo a
dos o tres anillos aromaticos (ver Figura 2.2).
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Figura 2.2: Moléculas de diarilmetano (a) y triarilmetano (b)

(a

Generalmente son colorantes catiénicos, pero existen algunas excepciones de derivados
neutros y aniénicos.

Los Triarilmetanosson los mas utilizados y estables como colorantes. El cation
trifenilmetilo puede ser considerado como el grupo cromoéforo de base que otorga al
pigmento un color violdceo-azulado. [26] [28]

= Tifien: Se han utilizado para teifiir seda, lana y algoddn. Para la produccién de tintas
y coloracién de papel, también empleado como colorante alimenticio, de



medicamentos, de cosméticos, para la tincién biolégica y como agentes
antimicrobianos.

= Secuencia de reaccion del proceso de sintesis: Esta moléculas se construyen a partir
de reacciones de sustituciéon aromatica.

La lana es una fibra natural animal derivada de vell6n de oveja. Es una fibra a base de
proteinas con una compleja composiciéon quimica y estructural, compuesta principalmente
por proteinas pertenecientes al grupo de alfa-queratinas, ver figura 2.3.

Este polimero biolégico esta formado por largas cadenas de polipéptidos que contienen
dieciocho de los aminoacidos mas comunes, como la cistina, lisina, arginina y glutamina.

Las cadenas estan unidas entre si por puentes disulfuro (-S-S-) obtenido a partir de cistina,
pero también hay enlaces i6nicos entre grupos amino protonados (-NHs*) y grupos
carboxilatos (-COO-), situados en los grupos laterales de los aminoacidos y al final de las
cadenas de péptidos.

Muchos de estos grupos funcionales participan en las fuerzas de atraccién de los
colorantes sobre la fibra.

Nuestra lana de merino muestra muy buena resistencia a la traccion y elasticidad, es capaz
de resistir acidos diluidos y retener hasta un 30% de agua respecto de su peso en seco, una
propiedad importante a la hora del tefiido. Por otra parte, la superficie por lo general
conserva su hidrofobicidad, dada por la capa lipidica que esta unida covalentemente a ella.

— Epicuticula

Exocuticula
Microfibra

— Endocuticula

T ~

Matriz

Hélice alfa

Protofibrilla

Macrofibra

L céwla

Lana

Figura 2.3: Lana de Merino

Hay que tener en cuenta que la queratina de la lana esta contaminada por muchas
impurezas como pueden ser la suciedad, cera de lana, lanolina, grasa, materia vegetal,
entro otras y estas pueden alcanzar valores entre el30 y 70% de su contenido. Esta
suciedad es eliminada antes de la tintura, con grandes cantidades de detergente, un
proceso de carbonizaciéon y un tratamiento con acido sulfarico, que principalmente
elimina la materia vegetal. [26] [29] [30] [31]



Hasta la segunda mitad del siglo XIX sélo se utilizaban colorantes naturales para dar color
a materiales textiles, con frecuencia se utilizaban fijadores mordientes, la mayoria sales
metalicas que forman complejos insolubles con los tintes. Ahi radica el principal problema
de la degradacion de tejidos tefiidos con técnicas tradicionales pues estas sales se oxidan
dafiando la fibra causando innumerables degradaciones como perdida de propiedades
mecanicas del tejido, cambio de coloracién y deterioro, llegando incluso hasta el punto de
acabar con el tejido proporcionando perdidas volumétricas irreparables.



La interaccion de la luz con la materia puede causar transiciones entre los niveles de
energia de las moléculas que la componen. Una transiciéon desde un nivel bajo a uno mas
alto, acompafiada por una transferencia de energia a la molécula, se llama absorcion.
Cuando la transicién va de un nivel alto a uno mas bajo, se llama emisidn si la energia se
transfiere en forma de luz, es decir radiacion, o transiciéon no radiativa si no emite
radiacién.

Por el contrario cada vez que hay un cambio en la radiacién de la luz debido a su
interaccion con la materia tenemos el fendmeno de dispersion o scattering, que puede dar
lugar con o sin transferencia de energia, si la luz esparcida tiene la misma longitud de onda
se le denomina scattering elastico o Rayleigh, por el contrario si cambiar ligeramente de
longitud de onda se le conoce como scattering inelastico o Raman.

Cuando un haz monocromatico de un laser con una determina frecuencia interactda con
una molécula, el componente eléctrico del campo electromagnético de la luz ejerce una
fuerza sobre todos los electrones de dicha molécula y tiende a desplazarse de sus
posiciones de equilibrio alrededor de los ntcleos cargados positivamente. Este proceso
induce un momento dipolar en la molécula, es decir la convierte en un dipolo que vibra a la
frecuencia del laser. Como consecuencia de ello la molécula emite una radiacién, llamada
radiacion de dispersidn o Scattering (ver Figura 3.1).

Este proceso fisico de Scattering proporciona una gran cantidad de informacién sobre la
estructura molecular y la interaccién de las moléculas entre si, pues se puede obtener los
datos que describen las vibraciones moleculares, que no dejan de ser mas que pequefias
oscilaciones de los atomos de una molécula alrededor de sus posiciones de equilibrio.

Figura 3.1: Tipos de dispersiones: 1- Dispersion eldstica, 2 y 3-Disperion ineldstica

La amplitud de onda emitida es proporcional a la polarizabilidad de la molécula y esta
depende de su tamafio, forma, orientacion y puede modificarse cuando cambia alguno de
estos parametros.

Por lo tanto se conoce como espectro de absorcion de una molécula concreta a la
representacion grafica de la absorcion de la luz por parte de dicha molécula en funcién de
la longitud de onda. El espectro de la molécula depende de su estructura, la cual da lugar a
unos determinados niveles de energia, que resultan muy utiles para la identificaciéon de
compuestos quimicos.



En el caso de moléculas poliatdmicas, el movimiento exacto de los atomos en un modo de
vibracion determinado depende, de sus masas y de lo fuertes que sean los enlaces en la
molécula, es decir de la constante de la fuerza de cada enlace.

La aparicion de una banda en una frecuencia caracteristica de un grupo determinado nos
sirve para intuir presencia de ese grupo en el compuesto. [37]

Se basa en un fendmeno de dispersidon inelastica de los fotones de una luz monocromatica
incidentes sobre la muestra. La mayor parte de la luz dispersada presenta la misma
frecuencia que la luz incidente, y es conocida como dispersién Rayleigh que no aporta
informacién sobre la composicién. Solo una fraccién muy pequefia de luz dispersada, 1
fotéon dispersado de cada 101! incidentes, presenta ligeros cambios de frecuencia y es lo
que conocemos como dispersion Raman, caracteristica de la naturaleza quimica y el
estado fisico de la muestra pues su frecuencia resulta independiente de la luz incidente.
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Estados
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Scattering Rayleigh Stokes Scattering Raman  Anti-Stokes Scattering Raman

Figura 3.2: Representacion esquemdtica de la dispersién Rayleigh, Raman Stokes y Raman Anti-Stokes.

En el caso de las moléculas de colorantes, la seccidn eficaz de florescencia es 10-6cm?2 por
molécula, mientras que la seccion eficaz de la técnica Raman es de 10-3°cm2 por molécula.
Esto indica que hay una enorme diferencia ya que la florescencia es 104 veces mas efectiva
que la espectroscopia Raman, lo cual supone una gran desventaja a la hora de usar la
espectroscopia Raman para detectar moléculas individuales.

La técnica SERS proporciona una informacidén estructural mucho mas rica, pues nos da un
nuevo punto de vista a la hora de observar su comportamiento, tanto estatico como
dindmico sin el efecto promediado de las otras moléculas que lo rodean. [37]

La espectroscopia SERS se basa en el aumento de la dispersidn inelastica, hasta 10¢veces,
procedente de determinadas moléculas adsorbidas o muy préximas a superficies
metalicas nanoestructuradas.



Los sustratos metalicos nanoestructurados tienen la capacidad de soportar plasmones
superficiales, es decir oscilaciones colectivas de sus electrones de conduccién, que
presentan resonancia en la zona visible del espectro electromagnético. Estos plasmones se
manifiestan como excitaciones electromagnéticas que originan una enorme intensificacién
de los campos electromagnéticos tanto el incidente como el dispersado y decaen
exponencialmente al alejarse de la superficie.

La intensificacién detectada depende del metal empleado y de su morfologia superficial,
aunque también de la molécula a estudiar y demas variables experimentales.

No todas las bandas del espectro son intensificadas uniformemente, esta intensificacion
relativa es muy variable incluso para una misma molécula dependiendo de las condiciones
de registro. Pero a diferencia del Raman esta técnica es capaz de bajar la intensidad de la
fluorescencia. [37]

Estos mecanismos aparecen debido a que las intensidades de las bandas de un espectro
Raman dependen de la molécula de la que se trate, del momento dipolar inducido y del
tipo de laser que se utiliza para obtener el espectro, luz que viene caracterizada por su
frecuencia y por la intensidad del campo electromagnético que genera.

El momento dipolar inducido y;,4 en una molécula iluminada con una radiacion
caracterizada por un campo electromagnético es proporcional a la intensidad de dicho
campo E.

Hing = @E
Siendo « la constante de proporcionalidad, lo que se conoce como polarizabilidad.

Al tener la misma frecuencia que los plasmones superficiales de la superficie metalica
cerca de la cual se encuentra la molécula, la luz puede excitar dichos plasmones y
multiplicar su campo E un factor, de por ejemplo 104, tendremos un espectro Raman que
sera 10 000 veces mas intenso.

Por otro lado al estar cerca del metal la propia molécula puede pasarle parte de su carga al
metal, o viceversa lo que daria un espectro Raman del complejo metal-molécula, que
puede llegar a ser hasta 102 veces mas intenso. [37]

El modelo del mecanismo electromagnético (EM) puede simplificarse considerando la
intensificacion de la sefial Raman cuando incide una radiaciéon de determinada frecuencia
sobre la superficie de una nanoestructura metalica. La Figura 3.3 muestra los procesos de
dispersion Raman en ausencia y presencia de nanoparticulas metalicas.
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Figura 3.3: Proceso de dispersién Raman en: (a) ausencia y (b) presencia de nanoparticulas metdlicas
esferoidales

La intensidad del campo EM que incide sobre la molécula estad compuesta por la intensidad
de campo de la radiacion laser a una determina frecuencia y la misma frecuencia
dispersada por el propio metal. La frecuencia se hace coincidir con la frecuencia de
resonancia de los plasmones superficiales del metal y el campo dispersado resulta mucho
mayor. Este campo incidente induce en la molécula un momento dipolar que modulado
por las vibraciones moleculares emite radiacién Raman. El mecanismo EM predice una
intensificacion para moléculas situadas a distancias significativas de la superficie, es decir
se trata de un modelo de largo alcance es decir de 1 a 10 nm de distancia entre la molécula
y la superficie nanoestructurada. [35]

El mecanismo de transferencia de carga (TC) se produce s6lo en aquellas moléculas que
forman un complejo con el metal. Se trata de un mecanismo de corto alcance. La molécula
es excitada hasta el nuevo estado estacionario y la intensidad del espectro registrado en
estas condiciones se intensifica. Normalmente la transferencia de carga es del metal a la
molécula, cuanto mas fuerte esté unida la molécula al metal mayor sera la mezcla entre los
orbitales y favorecera la TC, ver Figura 3.4
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Figura 3.4: Esquema del mecanismo de transferencia de carga que ocurre entre el metal y la molécula en el
efecto SERS.

Se pueden clasificar en:

=Fisisorcion: la interaccion entre el adsorbato y el metal es débil, por lo que la
modificacion de la polarizabilidad del adsorbato es pequefia resultando un
espectro SERS Dbastante parecido al Raman, pero en ciertas ocasiones puede
inducir una orientacién fija de la molécula que da lugar a diferente intensificaciéon
de los modos vibracionales dependiendo de su simetria.

*Quimisorcidn: la alteracién de la nube electrénica del absorbato es significativa
produciéndose la formacién de un complejo superficial entre una molécula y el
metal, en el que se originan nuevas transiciones electrdnicas diferentes de las del
propio metal o de la propia molécula. Este fendmeno actda principalmente sobre la
primera monocapa de adsorcion. [35]

ORIENTACION DE LA MOLECULA.

El campo electromagnético exterior de la superficie metalica estd fuertemente polarizado
en direccion perpendicular a la misma, pues los modos vibracionales perpendiculares a la
superficie presentan una intensificacién mayor que los paralelos. [35]



A nivel de los nanomateriales, las leyes de la fisica atdmica pueden cambiar algunas de las
propiedades del material, pues su extremadamente pequefio tamafio estd en la misma
escala que el tamafio critico de algunos fenémenos fisicos, ya que en los nanomateriales su
pequefio tamaifio hace que muchos dtomos, quizas mas de la mitad en algunos casos, estén
cerca de la superficie. Por ello algunas de las propiedades superficiales como los niveles de
energia, la estructura electrénica y la reactividad pueden ser muy diferentes de las del
interior, dando lugar a un material con nuevas propiedades.

Las nanoparticulas metalicas y coloides se caracterizadas por tener una alta relaciéon
superficie/volumen, lo que les confieren unas propiedades Unicas y muy distintas a las
clasicas del mismo material. El metal que produce el SERS mas intenso es con diferencia la
plata y en menos medida el cobre, el oro y los metales alcalinos aun que se han podido
realizar SERS con todo tipo de metales. [35]

Es una rama de la nanofotdnica que se basa en el estudio de los procesos de interaccion
entre la radiacion electromagnética, la luz, y los electrones de conduccién en la superficie
del metal.

Los metales ademas de reflejar la luz, tienen una propiedad éptica menos conocida, pues
bajo ciertas condiciones, la luz puede viajar por las superficies metdlicas sin alejarse de
ellas. Esta es una propiedad muy peculiar, ya que en condiciones normales la luz viaja por
las tres dimensiones del espacio y no puede confinarse con facilidad. En realidad esta luz
superficial es una onda mas complicada que la luz normal, ya que no consiste solo en un
campo electromagnético, sino que involucra también los electrones libres presentes en los
metales.

Los comportamientos que se observan pueden interpretarse en base a la existencia de
plasmones, que son oscilaciones colectivas de los electrones presentes en un metal. Estos
presentan caracteristicas relacionadas con el metal, su geometria y sus dimensiones, la
longitud de onda de iluminacién y el medio circundante.

Podriamos visualizar el plasmén como una onda superficial que rueda por el mar de
electrones de conduccion del metal. Asi como la energia de las ondas de la luz se presenta
en unidades cuantificadas como particulas llamadas fotones, también lo es la energia
transportada de este modo y las llamamos plasmones.

El papel predominante que desempefian los plasmones localizados de superficie, PLS, es
que pueden excitarse en metales, las propiedades dieléctricas de estos permiten que
sostengan PLS en la region visible del espectro electromagnético, posibilitando asi el
aumento de las intensidades de las bandas Raman de las moléculas, adsorbidas en la
superficie. [37]

Las particulas metalicas presentan una interfase con cargas positivas debido a un defecto
de electrones en los atomos de la superficie, que pasan al medio lo que afecta a la
distribucion de iones cerca de la region interfacial, ver Figura 4.1
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Figura 4.1: .Distribucion de iones sobre la superficie de la nanoparticula metdlica y curva de potencial eléctrico
(Wo) en funcidn de la distancia a la superficie, ¥ es el potencial eléctrico en la superficie metdlica y { el potencial
en la capa de Sterm, también llamado potencial zeta. Se puede medir y, por lo tanto, representa una manera
efectiva de controlar el comportamiento de las NPs

Figura 4.2: Energias de atraccion y repulsion entre dos particulas en suspension y energia de interaccion neta
entre ellas.

La Figura 4.1 representa una carga residual negativa que asegura la estabilidad de las

nanoparticulas en suspensidn.

En la Figura 4.2 se muestra la curva de energia resultante donde la energia neta de

interacciéon, tiene un mdaximo correspondiente a la barrera potencial que las

nanoparticulas tienen que superar para poder aproximarse y agarrarse o adherirse. Esta
relacionado con el potencial zeta que puede disminuir absorbiendo una molécula neutra,
o neutralizando la carga residual facilitando la agregaciéon de nanoparticulas. [35]



Los metales nanoestructurados que presentan plasmones mas comunes, que pueden ser
excitados por los laseres visibles utilizados en la espectroscopia Raman son la plata, el oro
y el cobre. La plata es el sustrato universal por su amplia banda de resonancia plasménica
en la region visible - IR, su alta estabilidad y su facil preparacién.

Existen diferentes métodos por los que se pueden obtener nanoparticulas metalicas en
suspension coloidal:

- Reduccion quimica
- Fotorreduccién
- Radidlisis utilizando una fuente de irradiacion y

Los coloides son un sistema intermedio entre las verdaderas disoluciones y las
suspensiones groseras, integrados por nanoparticulas de un determinado material en fase
dispersa.

Lo que realmente caracteriza a las suspensiones coloidales es el tamafo de las particulas
que esta comprendido entre 200pm y un 1pm. Las particulas coloidales en suspensién
tienen el problema de su gran inestabilidad, tienden a precipitar con el tiempo. A la hora
de preparar coloides se debe prestar especial atenciéon su estabilizacion mediante
diferentes métodos.

Los coloides poseen unas propiedades dpticas derivadas del tamafio de las particulas que
poseen en suspension, como la propiedad de dispersar la luz incidente por sucesivas
reflexiones y refracciones en el efecto que se conoce como efecto Tyndall.

Las nanoparticulas metalicas pueden ser consideradas como un estado intermedio entre
un simple &tomo y un material compacto.

Por otro lado el agua produce un espectro SERS muy débil, que permite el registro
rutinario de moléculas solubles en ella sin que el disolvente interfiera. [37]

Con el tiempo, los coloides metalicos cambian sus propiedades, se utilizan inmediatamente
después de ser preparados y como maximo hasta 3 semanas tras su preparacion. En la
literatura se han reportado diferentes métodos para la obtencion de coloides de plata, los
mas utilizados son los métodos reportados por:

e Lee-Meisel: de una disolucién acuosa de nitrato de plata (AgNO3) empleando de
reductor citrato trisodico, coloide color grisdceo y turbio con méaximo de
extincién a ~420 nm

e Leopold-Lendl: reduccion con clorhidrato de hidroxilamina de una disolucién de
AgNO3, coloide color gris-amarillo oscuro y maximo de extinciéon a~405 nm



e Método de Creighton: reduccién con borohidruro sédico de una disolucion de
AgNOs3, produciendo un coloide de color amarillotransparente con un maximo de
extincion a ~390 nm/35]

La fotorreduccion es el proceso de reduccion de MP* que puede inducirse mediante la
irradiaciéon con un laser de una disolucién de una sal, que presente uniéon metalico (ver

hv
figura 5.1): MP* > M° por medio de la irradiacién se induce la radidlisis del agua de la
disolucién dando lugar a especies activas que inducen la reduccién de los iones metalicos.

Objetivo del microscoplo o Fotorreducciéon de NPsAg

100X

— o Fibra delana
Radiacion laser
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S YRR,
- @

® Disolucion AgNO3
Figura 5.1: Montaje in situ para la fotorreduccion de nanoparticulas de Ag sobre una fibra.
El tamafio final de las nanoparticulas aumenta con el tiempo de exposicion al laser, la

potencia del mismo y la concentracion de iones metalicos. Se puede realizar in situ sobre el
material de interés. [35]



La identificacién de pigmentos con frecuencia es llevada a cabo mediante la cromatografia
liquida de alta eficacia, HPLC, se trata de una técnica analitica muy sensible y especifica
pero que requiere de una gran cantidad de muestra, miligramos, que en muchas ocasiones
resulta impensable para un objeto de interés cultural.

El problema fundamental que plantea HPLC es que este andlisis debe disolver
completamente el colorante sin cambiarlo o destruirlo. Esto no resulta un problema para
los colorantes sintéticos normalmente, pero la lana se somete a una degradacién extrema.
j[zj

Las fibras textiles suelen interferir demasiado en un espectro infrarrojo, ocultando las
bandas espectrales de los colorantes, aunque los colorantes puros se pueden caracterizar
facilmente por su absorcion IR. Existen pocos casos de analisis basados en IR aplicados a
fibras textiles dada la imposibilidad de analizar el tinte directamente sobre la fibra y la
necesidad de un pretratamiento invasivo con extraccién de muestra.

Un ejemplo de la aplicaciéon de Absorcion Infrarroja sensibilizada en superficie o Surface
Enhanced Infrared Absorption, SEIRA, es el andlisis de un tinte sintético AO7, después de la
extraccion de una fibra de lana tefida usando nanoparticulas de oro producidas por
ablacién laser en solucién./3]

El uso de la espectroscopia Raman mediante Transformada de Fourier con una fuente
laser de infrarrojo cercano puede ser util para extinguir la fluorescencia caracteristica de
los tintes, ademas también ha sido probada la posibilidad de investigacion directa en
sustrato. [7][8]

La aplicaciéon de la Espectroscopia Raman intensificada por superficie, reduce
considerablemente la cantidad de muestra necesaria, gracias a su alta sensibilidad y
mejora de la sefial Raman, ademés de conseguir extinguir la florescencia.

La posibilidad que ofrece la técnica SERS respecto a otras técnicas es el analisis de una sola
molécula, hecho demostrado empiricamente utilizando como molécula de prueba el Cristal
Violeta /9] y la Rodamina 6G [10], moléculas también utilizadas como colorantes sintéticos
de textiles.



Cabe destacar algunos de los protocolos analiticos SERS mencionados en las publicaciones.
Como por ejemplo los tratamientos previos de las muestras con coloides de citrato
reducido y plata de hidroxilamina, de facil preparacién, uso y bajo costo.

Otro tipo de coloide de plata que es citado de Lee and Meisel, se trata de un sintetizado por
microondas que proporcionado buenos resultados, con la ventaja de presentar una mejor
estabilidad en un tiempo mas largo y una alta reproducibilidad. j13]/14][15]

Los coloides de plata presentan la ventaja de poder aplicarse también a las fibras, después
de la centrifugacién y eliminacién del sobrante, el resultante es una pasta espesa que
puede resultar mas practico para la aplicacion en muestras pequeiias. [16][17]

Otro método eficaz para la deteccién de colorantes en las fibras textiles mencionado en la
literatura es emplear un no gas-sélido extractivo por hidroélisis como pretratamiento, que
se obtiene mediante la exposicion de la muestra a vapores de acido fluorhidrico, HF, en
una microcamara cerrada. En el caso de colorantes mordientes, este procedimiento debe
ser capaz de romper los complejos de tinte, que obstaculizan la deteccion del colorante. Si

se afiade una gota de coloide de plata a la fibra de la muestra se puede analizar por SERS.
[13][18]

Un método alternativo es empleando micro-gotas de coloide de plata in situ, método
propuesto por Benedetti, utilizando un sistema de inyeccion de tinta, que permite obtener
una alta resolucién espacial. El sistema puede ser directamente montado bajo un
microscopio Raman. La cantidad de coloide depositado en el objeto es tan pequefia que la
técnica se puede considerar como no destructiva. [19]

También existe la posibilidad de producir nanoparticulas de plata por fotorreduccién laser
in situ sobre sustratos hidréfilos, en nuestro caso sobre la fibra textil, a partir de una
solucién de nitrato de plata en contacto con la muestra las nanoparticulas de Ag son
inmovilizadas directamente sobre la fibra, después de reducciéon por el efecto de la
exposicién a una rayo laser enfocado. El método ha sido aplicado con éxito para la
identificacion de colorantes mordientes en fibras de textiles histoéricos. [20][21]



El andlisis de fibras tiene un gran interés en el ambito del patrimonio cultural,
especialmente en la conservacion de textiles, pero presenta varios problemas debido a su
naturaleza quimica, baja concentraciéon y a la complejidad de la matriz en los que se
encuentra.

Este trabajo tiene como objetivo principal el estudio de la molécula de colorante BV1 en
fibra mediante la espectroscopia Raman-SERS empleando diferentes tipos de
nanoestructuras metalicas, con el fin de reducir al minimo la cantidad de muestra
necesaria para los analisis. En esta linea de investigacion se aprovecha la versatilidad de la
espectroscopia Raman para el analisis de los colorantes con toma de muestra pero in situ,
es decir directamente sobre el sélido, la fibra y la disolucion.

= Caracterizacion vibracional mediante FT-Raman de: BV1 sélido, BV1 en disolucion
acuosa y BV1 en una fibra tefiida.

= Fotorreduccion a diferentes A de excitacién de AgNOs para obtener NPs de Ag
inmovilizadas sobre la fibra.

= Andlisis SERS de la fibra tefiida con BV1 a diferentes A de excitacion después de la
fotorreduccion.

= Andlisis SERS del BV1 en disolucién utilizando NPs de Ag en suspensién coloidal a
diferentes A de excitacion

= Comparacion de los espectros SERS del BV1 obtenidos por los distintos
procedimientos mencionados anteriormente.



El nitrato de plata (2 99.0 %), hidréxido sodico (99,998 %), y el clorhidrato de
hidroxilamina (99 %) se adquirieron de Sigma-Aldrich. Todas las sustancias empleadas se
encontraban en estado puro para el analisis. Para la realizaciéon de las disoluciones
acuosas se emple6 agua Milli-Q obtenida a partir de un sistema de purificaciéon de agua
Integral 3 de Milipore.

Tanto el colorante BV1 como la fibra fueron proporcionados por el Laboratorio de
Microscopia Microquimica y Arte de diagnéstico (M2ADL) de Ravena por la institucion
The Rijksdienst voor het Cultureel Erfgoed (Amsterdam) en el marco del proyecto
CHARISMA, a través de una colaboracion existente entre el IEM-CSIC y Universita di
Bologna.

La muestra de colorante BV1 es parte de una seleccién de colorantes sintéticos
histéricamente documentados, en relacion con el periodo de 1856 a 1900.

La fibra de lana tefiida, esta tefiida mediante técnicas de tintura histéricamente reales y
envejecida naturalmente, pero en buenas condiciones (por estar protegidas de la luz). Las
muestras se tomaron de Tabellarische Ubersichtiiber die kiinstlichenorganischen
Farbstoffe, un muestrario desarrollado por el Dr. Adolf Lehne en 1893, que contiene mas
de trescientas muestras de colorantes organicos sintéticos tempranos disponibles al final
del siglo XIX, en forma de lana tefiida sino también tifien el algod6n y seda.

La tincidn es el proceso donde una fibra textil absorbe y retiene moléculas de colorante a
partir de una solucion. El objetivo es obtener una coloracién uniforme de un sustrato, con
un color preseleccionado, un tono, una fuerza y un brillo determinado.

En general, los textiles son tefiidos por bafios donde el colorante esta presente por lo que
el mismo debe de ser al menos parcialmente solubles en este bafio, generalmente agua.
Mediante movimientos o la subida de la temperatura se consigue la difusién del colorante
en el bafio de tinte.

La superficie de la fibra de lana es altamente hidrofobica, en consecuencia se debe
producir una difusién intercelular del colorante, pues pasan a través de los complejos
proteinicos de la membrana celular, que son hinchados por el agua. Por ultimo, el
colorante se debe de fijar sobre la fibra, quimicamente o fisicamente. [26] [28] [29] [32] [33]

* A 750 ml agua desmineralizada se afiaden 5g de sulfato de sodio
y 150 mg del colorante en polvo, y posteriormente se calienta a
70°C.

= Al bafio se afiaden 10 g de lana merino previamente lavado con
jabdén neutro y aclarado, durante 30 minutos con una agitacién
baja.

= Se deja enfriar y se retira el exceso de colorante mediante un
aclarado en agua desmineralizada.



Todos los experimentos y técnicas espectroscdpicas utilizadas en la realizacion de este
trabajo se llevaron a cabo en las instalaciones del Instituto de Estructura de la Materia,
Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (IEM-CSIC), en Madrid (Espafia).

Se utilizé un espectrofotometro de doble haz Shimadzu UV-VIS/NIR 3600 entre los
intervalos de longitud de onda 250 nm y 1000 nm, con 0,5nm de resolucién espectral. El
procesamiento de los datos se realizé con los programas de computaciéon OriginLab y
Microsoft Excel.

Se utilizé un espectrometro FT-Raman MultiRAM Bruker modelo RFS 100/S equipado con
una fuente de excitacion Nd-YAG a 1064 nm, el detector de Ge de alta pureza es
refrigerado con nitrégeno liquido. Los espectros se adquirieron con 4 cm-deresoluciéon
espectral y 500-1000barridos, en el rango de 4000-100cm-1.

Se utiliz6 un espectrémetro Raman Renishaw inVia junto con un microscopio 6ptico, Leica,
equipado con un detector CCD refrigerado por Peltier y cuatro lineas de excitacién con la
emision en 785 nm (ldser de diodo), 532 nm (laser Nd-YAG con un doblador de
frecuencia), 442 nm y 325 nm (laser de He-Cd).

Las mediciones se realizaron utilizando un filtro Rayleigh y diferentes rejillas que se
acoplan a las diferentes fuentes de excitacion laser: una rejilla de 1200 1 / mm para la
linea a 785 nm, 1800 I/mm a 532 nm y 2.400 1/mm en 442 nm. Los espectros se han
registrado en el intervalo de nimero de ondasde 2000-100 cm-.Para el procesamiento
posterior de todos los datos, se emple6 el software OriginLab.

En la figura 7.1 se muestran los diferentes tipos de equipos instrumentales empleados.

Figura 7.1: (a) Espectrometro UV-VIS (b) Espectrometro FT-Raman (c) Espectrémetro Raman



Las nanoparticulas de plata obtenidas por el método de fotorreduccién se prepararon a
partir de una disoluciéon de AgNO3 en agua tridestilada Milli-Q, de concentraciéon 10-2M. La
fotorreducciénlo se realizé empleando diferentes lineas de excitaciéon: 442 nm vy
532nm.Elmicroscopio confocalequipado con un objetivo 100x acoplado a una camara de
video. Este método fue desarrollado previamente en el laboratorio. [39] [40].

El colide de plata (AgHxCl) obtenido por reduccién quimica de una disoluciépn de
AgNOscon clorohidrato de hidroxilamina se preparé siguiendo el método de Leopold-
Lendl modificado siguiendo las pautas que se muestran a continuacion:

= A 90 mL de disoluciéon de hidroxilamina (H3NO.HCI) en aguaMilli-Q a una concentracién
0,0016M, se afiaden 300uL de disolucién de hidréxido sédico (NaOH) en aguaMilli-Q a una
concentracion 1M. Bajo fuerte agitacion se afiaden 10 mL de disolucion de nitrato de plata
(AgNOs3) en agua Milli-Q a una concentraciéon 0,01M gota a gota. Se deja agitando durante
15 min. a temperatura ambiente.

La disolucién resultante, el coloide de AgHxCl, tiene un color amarillento con tornasoles
rojizos y presenta un maximo de extincion del plasmoénal UV-VIS entre 400-410 nm y un
pH ~6.

Para realizar los experimentos FT-Raman se utilizaron dos soportes diferentes en
dependencia de estado fisico de la muestra analizada. El sdlido se colocd entre dos
pastillas de fluoruro de calcio (figura 7.1-a) transparente a la radiacién infrarroja (Aexc.=
1064nm), debido a la poca cantidad de muestra con la que se contaba. La fibra tefiida con
BV1 se deposit6 en un soporte de aluminio con un pocillo en el centro (figura 7.1-b) y se
procedid al analisis.

(@) (b)

Figura 7.2: (a) Preparacién del solido BV1 en FT-Raman entre pastillas de fluoruro de calcio. (b) Preparacién de
la fibra tefiida con BV1



Para obtener los espectros Raman normal no se necesita ningn tipo de preparaciéon
previa de la muestra, simplemente se toma una pequeiia fraccion del compuesto en estado
sélido, se coloca sobre un portaobjetos, como se muestra en la Figura 7.2 y se procede a su
analisis.

Figura 7.3: (a-b) Fotografias de una muestra en estado sélido de BV1 a una magnificacién de 50x

Es fundamental controlar los pardmetros de intensidad y potencia del laser, asi como el
tiempo de exposicidn a la radiacidn laser, pues la muestra se puede deteriorar (calcinar) si
no son los parametros adecuados, ver Figura 7.3

Figura 7.4: Molécula de BV1 calcinada

En la Figura 7.4 se muestra un ejemplo de deterioro de un grano de muestra sé6lida BV1,

donde se ha utilizado una potencia de laser muy alta, Aexc. = 532 nm y 15 minutos de
exposicion a la radiacién laser.

La concentracion de la disoluciéon empleada en
este proceso es de 5x10-3M con el fin de evitar la
saturacion del espectro en FT-Raman, una técnica
muy sensible que necesita poca concentracién.

BV110°M Figura 7.5. (a) Fotografia de la disolucion madre 10-2M BV1



Para analizar las muestras, utilizando la técnica SERS, la misma necesita ser montada
sobre un cubreobjetos, para ello se toma una tunica fibra de la lana de merino tefiida y se
adhiere a este soporte mediante cinta de doble cara, se monta sobre un portaobjetos y se
procede a su andlisis en los puntos marcados previamente con rotulador permanente en el
portaobjetos por el anverso de la muestra, como se muestra en la Figura 7.6-a.

() (b)

Fiba

AgNO

v

Figura 7.6: (a) Utiles para la preparacién de la muestra y (b) montaje final para medir mediante SERS por
fotorreduccién de fibra BV1.

El portaobjetos empleado es concavo y se le afiaden unas gotas de nitrato de plata (AgNO3)
con una concentracién 10-2M, como se muestra en la figura 7.6-b. Se coloca la muestra en
el portaobjetos con la fibra directamente en contacto con la disolucién y se procede a la
fotorreduccién a diferentes lineas de excitacién laser (442 y 532 nm) para ser analizada
con posterioridad. Durante dicho proceso se debe evitar la formacién de aire en forma de
burbujas entre las dos interfases liquido-cubreobjeto, ya que puede interferir en el
analisis.

Las imagenes TEM mostradas en este trabajo han sido realizadas con anterioridad para el
proyecto CHARISMA, a través de la colaboracién con la Universita di Bologna.

Se aflade 1 pL de disolucién de BV1 a 5 mM y a 1 mL coloide de AgHxCI para obtener una
concentracion final de BV1 de 5 uM. La técnica SERS es capaz de detectar una Unica
molécula y necesita muy poca concentracion de analito.

(b)

Figura 7.7: (a) Enfoque con luz blanca en el centro la disolucién de coloide de AgHxCl y colorante BV1 (b)
Medicion de la disolucién a A exc.=532 nm



La Figura 7.7-a muestra como debe de estar enfocado el laser, para las mediciones de BV1
en coloide, en el centro de la disoluciéon formando una figura semejante a un reloj de arena.

Las muestras para espectroscopia UV-Vis en disolucién acuosa se prepararon por diluciéon
de una muestra madre de BV1 hasta obtener una concentracion final de 10-5 M.

Los espectros UV-Vis de las suspensiones coloidales se midieron diluyendo dicha
suspension hasta un 20% en agua, como se muestra en la Figura 7.8.

Figura 7.8: Preparacion de diluciones para los
andlisis UV-Vis:
(a) (b) (c) (d)
- (a) El blanco, Hz0
(b) Disolucion de BV1 a 10-°M en 3 ml Hz0
(¢) Disolucion de AgHxCl en H20 al 20%
(d) Disolucién al 20% en H:0 del colorante
BV1 a 5 uM en presencia del coloide de
AgHxCl

Una parte muy importante en esta investigacion se centra en estudiar el colorante BV1
sobre la fibra mediante fotorreduccidn, sin lugar a duda una de las partes mas laboriosas y
que requiere de una explicacién detallada.

Las NPs de plata preparadas para fotorreducciéon se obtuvieron segiin el esquema
presentado en la Figura 5.1 y teniendo en cuenta los trabajos realizados con anterioridad
en el Instituto de la Estructura de la Materia de Madrid.

Como por ejemplo los llevados a cabo por Francesca Gallazzi [36] que demuestra si la
irradicion/fotorreducién se realiza a Aexc.=442nm las nanoparticulas que se forman
permiten realizar el analisis de los espectros SERS a diferentes longitudes de onda de
irradiacién (442, 532 y 785 nm) mientras que si irradias a 532 nm solo se puede realizar
el espectro SERS a 532nm.

De esta forma cuanto mas baja sea la Aexc. que se emplee en la fotorreduccién mas
opciones de realizar SERS a diferentes longitudes de onda se tendran y mayor nimero de
datos comparables entre si para observar diferentes comportamientos de la molécula
sobre las NPs fabricadas.

Aun asi en este trabajo se ha modificado y adaptado a las necesidades impuestas por la
deteccion del colorante en la fibra, como puede ser el caso de concentraciones de AgNO3
mas altas (10-2M) o tiempos de irradiacién mas cortos (>60sg). Se usaron las lineas laser
442nm y 532nm, el objetivo de focalizacion 100x y la potencia laser de en la muestra =0,3
mW. En ningun caso ni durante la irradiacion o la medicion la potencia empleada excedera
1-5 % de la potencia del laser de A exc=442nm / 532nm, el tiempo empleado en todos los
casos es inferior a un minuto para evitar la evaporacion de la disolucion de AgNOs3, pues



recordemos que con la radiaciéon 442nm pertenece a un laser cercano al UV que presenta
gran energia.

Figura 7.9: (a)Fotorreducién Idser irradiando a Aexc.=442nm (b) Fotografia 20x de
NPsAgfotorreducidas, fibra y permanente (c) Fotografia 100x de NPsAg depositadas sobre la
fibra(ddndoles brillo).

En la Figura 7.9 se ensefian Nanoparticulas de plata crecidas a Aexc. = 442 con potencia
50% durante 15 segundos asi como diferentes puntos de enfoque de la muestra para
fotorreducir encima y sobre la fibra.

Uno de los problemas mas complicados que presenta la fotorreducion es el enfoque para
irradiar y para medir la muestra, la solucién vino de la mano de Zuzana Jurasekova,
licenciada en fisica quien realizo su tesis doctoral en estudio de flavonoides. [35]

Se ha comprobado que el método que dio mejores resultados en los analisis SERS se
corresponde con un enfoque para crecer nanoparticulas realizado entre el cubreobjetos y
la fibra tefiida, con el fin de no quemar la lana de merino. Para el caso de la medicion por el
contrario, se enfoca el laser hasta que se alcance un equilibrio ente la fibra y las NPsAg sin
enfocar ninguno en concreto. Empleando potencias altas durante tiempos cortos.

Para tener unos resultados reproducibles es recomendable realizar las medidas en al
menos 3 puntos diferentes de la muestra pues las medidas en micro son medidas
puntuales y pertenecen a un drea my pequefia de la muestra ~1 pm2 Ademas antes y
despues de cada medida las muestras fueron observadas con microscopio 6ptico para
controlar la posible degradacién de los mismos por el haz laser.

Los parametros empleados para la foto-medicion sobre la fibra a diferentes A exc. Se
muestran en la Tabla 7.1

A EXC.(NM) | TIEMPOS (SEG.) - PoTENCIAS (%)

SN N N M M N N M N NN MY

4y2 | 10 | 20 30 40 50 60 0,110,551 5 10

SN N N M M N N M N NN MY

532 | 20 30 40 50 60 120} 0,5 1 5110 | 50
Tabla 7.1




La Figura 8.1-a muestra los espectros extinciéon de la molécula de colorante BV1 en
disolucién acuosa junto con los espectros de extincién del coloide de NPs de Ag en
ausencia (Figura 8.1-b) y presencia (Figura 8.1-c) de la molécula de BV1 a una concentracion
de 5uM. Los resultados obtenidos mediante espectrofotometria UV-visible en presencia de

NPs metdlicas de Ag, muestran que la molécula de BV1 ejerce un efecto agregante coloide
de Ag, como se muestra en la resta de espectros de la Figura 8.1-b.
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Figura 8.1: Espectros de extincién de la molécula BV.

Si se analizan las bandas de extincidén que se encuentran alrededor de los 490 y 588 nm
(Figura 8.1-b), en el espectro resta correspondiente a los espectros de extincién del coloide
y coloide mas colorante, se puede observar el efecto agregante anteriormente
mencionado, debido a que en la literatura se ha reportado la presencia de dimeros y

trimeros de nanoparticulas en este rango de longitudes de onda (500-600 nm). [45] [46]
[47] [48]
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Figura 8.2: Posibles aspectos de los espectros



El espectro de la Figura 8.1-a muestra un perfil saturado, este hecho se debe a que la alta
florescencia intrinseca que a menudo presentan los colorantes nos impide ver las bandas
Raman de la molécula, pues son procesos que compiten entre si.

El segundo espectro (Figura 8.2-b) presenta una alta florescencia impidiendo ver algin pico
con intensidad definida que permita caracterizar la molécula de colorante. El ultimo
espectro (Figura 8.2-c) presenta unas bandas bien definidas con una alta relacién
sefial /ruido que pertenecen a la molécula objeto de estudio. Este tipo de espectro es el que
se persigue en la toma de medidas.

Para caracterizar el colorante BV1 en diferentes estados (so6lido, disoluciéon acuosa y
tiflendo una fibra) se utilizé la técnica FT-Raman. El uso de una fuente de excitacién en la
region espectral del infrarrojo cercano a 1064 nm, disminuye la emisién de fluorescencia
caracteristica de estos colorantes. Logrando asi, la obtencién de espectros con una buena
relacion senal/ruido de las muestras a analizar.
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Figura 8.3: Espectros FT-Raman del BV1 en sélido, fibra y disolucién.

Considerando el hecho de que las interacciones entre las moléculas de colorante y las
fibras de lana son principalmente de tipo electrostatico-i6nico, no se espera observar
muchos cambios en la posicion de las bandas espectrales entre el colorante en sélido puro
y el colorante en la fibra de lana. Las diferencias en las intensidades relativas estan
posiblemente relacionadas con su orientaciéon sobre el sustrato. Las moléculas del



colorante en la muestra sélida se orientan "aleatoriamente", mientras que, una vez
adsorbido en la fibra, tendran una orientacién "preferente" de acuerdo con la posicién de
las moléculas del colorante, determinado por la ubicacidn de los grupos funcionales, que
interactian entre la molécula y la fibra de lana. [36]

En la Figura 8.3 se observa una gran fluorescencia correspondiente al colorante BV1 a las
lineas de excitacidon Aexe= 532 y 785 nm, en general las sustancias fluorescentes absorben
energia en forma de radiacién electromagnética de onda corta: UV, luz azul y
posteriormente la emiten a una longitud de onda mas larga.

BV1 en estado sé6lido
rexc.=532 nm

—— Aexc.= 785nm

— iexc.= 1064 nm

x10000

Intensidad Raman (u.a.)
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Figura 8.4: Espectros Raman-normal del BV1 a diferentes longitudes de onda de excitacion (Aexc=532,785y
1064 nm)

En consecuencia los ejemplos mas notables de fluorescencia ocurren cuando la luz
absorbida se encuentra dentro del rango UV del espectro, por esta misma razén se recurre
a la longitud de onda lo mas cercana al IR posible, es decir en nuestro caso el laser de
longitud de onda 1064 nm, proporciona mejores resultados.

El estudio SERS del colorante BV1 se realiz6 utilizando nanoparticulas de plata obtenidas
por diferentes métodos de fabricacién:

- Fotorreduccion
- coloides metalicos

A continuacién se exponen los resultados obtenidos para cada una de los sustratos
empleados.


https://es.wikipedia.org/wiki/Longitud_de_onda
https://es.wikipedia.org/wiki/Radiaci%C3%B3n_ultravioleta

OPTIMIZACION DE LAS CONDICIONES PARA LA FOTORREDUCCION

Se ha comprobado experimentalmente que el mejor tiempo y potencia para no dafar el
soporte y medir la fibra tefiida a A exc= 442 nm es un tiempo de 40sg y una potencia de 0.3
mW para ello se ha analizado la banda del carbono que aparece a 1600 cm-1, esta banda
actia como marcador indicando si la fibra esta quemada por la potencia del laser y por
tanto deteriorada para su analisis.

1§00 — SERS BV1 quemado
i — SERS BV1
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Figura 8.5: Graficas realizada a partir del registro de espectros a diferentes condiciones, que muestra la
optimizacion de condiciones para la A exc=442nm.

EFECTO DE LA LONGITUD DE ONDA DE EXCITACION

Para estudiar mejor los cambios quimicos que ocurren se han obtenido espectros SERS a
diferentes longitudes de onda. Este estudio estad justificado por el hecho de que las
diferentes especies absorbidas sobre la superficie se pueden estudiar selectivamente a
diferente longitud de onda de excitacion en funcién de su diferente resonancia.



Irradiacién a Aexc.= 442nm
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Figura 8.6: Espectros irradiados a A exc=442nm y medidos a diferentes A exc=442nm, 532 nm ,785 nm.

Las nanoparticulas crecidas mediante la fotorreduccién con la excitaciéon a 442 nm han
sido medidas utilizando diferentes puntos de enfoque, dentro de la fibra y fuera de la fibra
(cerca del cubreobjetos), pues con esta longitud de onda laser tan potente se necesitan
pocas NPAg para conseguir un buen efecto SERS. Los mejores resultados SERS obtenidos
para la excitacion a 442 nm se dieron cuando el enfoque del laser se realizé dentro de la
fibra. Las NPs formadas en esta zona son de menor tamafio (ver Figura 8.6), por lo que
tienen una resonancia del plasmoén a menor longitud de onda lo que va a dar espectros con
una mejor calidad (relacién sefal/ruido) a longitudes de onda mas bajas (ej. Aexc.=442
nm).

A continuacién se muestran unas imagenes del microscopio electrénico de transmisién
TEM, por sus siglas en inglés Transmission Electron Microscopy, en la Figura 8.7 y Figura 8.8:

Figura 8.7:Nanoparticulas de Plata Fotorreducidas 442 nm a una potencia Idser 1,5 mW de y un tiempo de 2
minutos sobre la fibra tefiida de BV1.



Figura 8.8: Nanoparticulas de Plata Fotorreducidas 532 nm a una potencia Idser 0,5 mW de y un tiempo de 20
minutos sobre la fibra tefiida de BV1.

Sin embargo, al ser mas energética la linea de excitacion 442 nm la fotorreducién a un
enfoque fuera de la fibra, es decir, en la interfase fibra-cubreobjeto, da lugar a NPs con una
mayor dispersion de tamafios. Este efecto produce NPs con resonancias plasmdnica en un
amplio rango del espectro y permite el analisis SERS con otras lineas de excitacién menos
energéticas, (ej. Aexc.=532 y 785 nm) ver Figura 8.6
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Figura 8.9: Espectro irradiado a A exc.=532nm a una potencia de 10,6 mW durante un tiempo 5sg y
medido a 532nm a una potencia de 1 mW durante un tiempo 10sg.

Al medir con el laser de 532 nm las nanoparticulas crecen con un mayor de mayor tamafio
y en esta ocasion enfocando sobre la fibra, pues para esta medicion se necesitan mas
aglomerados de nanoparticulas y con mayor tamafio (ver Figura 8.8) que presenten la
resonancia del plasmén adecuada para el rango de A de interés. Si se mide en el interior



aparece mucha florescencia tipica del colorante por el escaso nimero de NPAg y no se
produce efecto SERS.

La Figura 8.7 muestra los espectros SERS del BV1 en coloide de plata (AgHxCl) utilizando
dos lineas de excitacion diferentes (532 y 785 nm).

Cuando el colorante se pone en contacto con el coloide de plata se aprecia un cambio en la
coloracién del coloide producto de la accién del colorante que ejerce un efecto agregante
sobre las NPs. Este efecto se puede corroborar también mediante las medidas de extincion
vistas con anterioridad en el apartado 8.1, Figura 8.1-a y Figura 8.1-b. La agregacién de las NPs
por la accion del colorante permite la obtencidén de un buen espectro SERS de la molécula
de BV1 a Aexc. =785 nm, ver Figura 8.10
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Figura 8.10: Espectros SERS del BV1 en coloide de plata, AgHxCl, utilizando A exc.= 532 y A exc.= 785 nm
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laboratory and portable instrumentation, SpectrochimicaActa Part A: Molecular and Biomolecular Spectroscopy,
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El espectro FT-Raman de sélido muestra poca intensidad en sus picos, pues esta tapada
por su alta fluorescencia, en cambio en el FT-Raman disolucién la intensificacién es algo
mayor porque la fluorescencia ha bajado. Sin duda el espectro SERS de la disolucién
medido a A exc= 532 nm es el mas claro y del que se puede extraer mas informacién.

El Espectro SERS muestra unas bandas muy intensas sin apenas fluorescencia, en él se
puede apreciar una intensificacion fuerte en muchas de sus bandas respecto a los
espectros FT-Raman, esto nos indica como la molécula esta interactuando con las NPsAg.



Se ha logrado caracterizar las bandas propias del BV1 en s6lido, disolucién y sobre soporte
de lana, lo que permite obtener una caracterizaciéon basica de la forma que presenta la
molécula en dichos medios.

Este estudio permitira la comparacion de los espectros obtenidos en este trabajo con los
que puedan existir en una obra histérico-artistica real, e identificar el colorante BV1
aunque se encuentre en un estado de degradacién.

Ademas de ello también en el presente trabajo se han llegado a otro tipo de conclusiones
como son:

= La molécula BV1 tiende a agregarse en presencia del coloide formando dimeros y
trimeros.

= Las nanoparticulas producidas 442 nm tienen diferente morfologia y presentan
una mayor superficie de absorcion de resonancia de plasmones en comparacion
con las nanoparticulas generadas con longitudes de onda mas altas. [36]

= La molécula BV1 interactia con las NPsAg principalmente por sus grupos: vC=C
del anillo aromatico, C-N del anillo, vC-N y vC del anillo, lo que la sitia sobre el
metal de forma horizontal.



En investigacién en patrimonio siempre es de especial interés los analisis no-invasivos, es
decir sin toma de muestra, pues resulta menos agresivo para la obra.

Pero no siempre es suficiente con estos andlisis y se debe de acudir a analisis quimicos que
requieren toma de muestra para una investigacién mas profunda, en cualquier caso la
fraccion de muestra que se requiere suele ser minima alcanzando el nivel de micro-
destructividad que puede ser considerado "aceptable” para un objeto artistico o historico,
esto se debe al aumento de la sensibilidad de los métodos aplicados aunque la fraccién de
muestra requerida en muchos casos también depende de la habilidad del técnico de
laboratorio.

El uso de este tipo de técnicas de espectroscopia vibracional se esta extendiendo cada vez
mas en el campo del patrimonio artistico y arqueoldgico por la facilidad de obtener un
buen espectro Raman de una muestra pequeifia, sin ningtin tipo de manipulacion.

Se usa Raman fundamentalmente para conocer los pigmentos y la composiciéon molecular
de muchos de los materiales constituyentes, con el principal fin de poder realizar un
diagndstico previo a una posible restauracion, para la deteccion de falsos histéricos o
falsificaciones, peritaje, e incluso en la identificacion y datacion.

Con esta técnica espectroscopica ya se ha analizado el impacto de la contaminacién
urbana sobre las esculturas metalicas de Eduardo Chillida, asf como se ha diagnosticado el
estado de conservacién de las pinturas en las excavaciones de Pompeya o la degradacion
que producen las particulas aéreas en la Alhambra de Granada. /37]
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