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1. RESUMEN

Este trabajo de tesis consiste en un aporte a la caracterizacién de los
textiles arqueolégicos e histéricos mediante el uso de técnicas espectroscopicas
vibracionales (Infrarrojo, Raman y Dispersion Raman Amplificada por Superficie
(SERS)), para generar un acercamiento entre los depositarios de los vestigios
de nuestros antepasados y la informacion obtenida con estas tecnicas. Para
lograrlo se decidid abordar al textil tefiido como un sistema conformado por
distintos componentes (y sus combinaciones) que se mantienen mediante
interacciones quimicas ya estudiadas y no completamente descifradas. En este
trabajo se consideré que el textil tefiido consiste en al menos tres partes

distintas que interactian para lograr el color: colorante, fibra y mordiente.

Al considerar que la mayor parte de los textiles arqueoldégicos
encontrados en Chile provienen de material proteico se eligié utilizar una fibra
de esta naturaleza para el estudio de las interacciones entre los distintos
componentes. En particular, se decidié utilizar seda en lugar de lana por su
respuesta al ser irradiada con laseres y por su homogeneidad estructural. Se;
puede resumir que la estructura de la seda, en parte cristalina, y la
homogeneidad de sus estructuras primarias y secundarias permiten una mejor
interpretacion de la informacién obtenida puesto que no favorecen la
fluorescencia al utilizar espectroscopia Raman. Para estudiar la interaccion
entre la proteina y los metales, ademas de la fibroina mordentada, se

escogieron las sedas pesadas, determinando su influencia en la conservacion




de textiles de seda. Del mismo modo se puso atencidn en la caracterizacion
vibracional de distintos colorantes y de sus complejos metalicos. Se observé
que la respuesta SERS del colorante es dependiente del metal utilizado y que

los complejos metalicos de los colorantes se pueden identificar en la fibra.

El total de las caracterizaciones realizadas sobre las fibras proteicas, [os
colorantes, los complejos metalicos de los colorantes y las fibras tefidas, se
resume en la evaluacidén critica de las herramientas vibracionales para el
estudio de este tipo de materiales. Se contrasté la informacién obtenida de
muestras reales con aquellas preparadas en el laboratorio, teniendo en mente
que la identificacion de distintos componentes tiene como objetivo la
interpretaciéon de patrones desde e! punto de vista tecnoldgico de las culturas
antiguas. Esto resulté en la reevaluacion de espectros obtenidos de muestras

arqueologicas.




1. ABSTRACT

This thesis coniributes to the characterization of archaeological and
historical textiles by means of the use of vibrational spectroscopic techniques
(Infrared, Raman and Surface Enhanced Raman Scattering (SERS)), in order to
generate an approach between the depositaries of the vestiges of our ancestors
and the information obtained with these techniques. To achieve this, it was
decided to approach the dyed textile as a system made up of different
components (and their combinations) that are held together through chemical
interactions already studied but not completely deciphered. In this work, it was
considered that the dyed textile consists of at least three different parts that

interact to achieve the colored fiber: dye, fiber and mordant.

Considering that most of the archaeological textiles found in Chile
correspond to proteinaceous material, it was chosen to use a fiber of this nature
to study the interactions between the different components. In particular, it was
decided to use silk instead of wool because of the response it presents when
irradiated with lasers, and due to its structural homogeneity. It can be
summarized that its structure, partly crystalline, and the homogeneity of the
primary and secondary structures of the silk allow a better interpretation of the
obtained information since they do not favor fluorescence when using Raman
spectroscopy. In order to study the interaction between protein and metals, in
addition to the mordanted fibroin, weighted silks were studied to study the

influence of metals on the conservation of this kind of textiles. In the same way,




attention was paid to the vibrational characterization of different dyes and their
metal complexes. It was observed that the SERS response of the dye is
dependent on the metal used and that the metal complexes of the dyes can be

identified in the fiber.

The total of the characterizations made on the protein fibers, the dyes,
the metal complexes of the dyes and the dyed fibers, is summarized in the
critical evaluation of the vibrational tools in the study of this type of materials.
The information obtained from real samples was compared with those prepared
in the laboratory, bearing in mind that the identification of different components
is aimed at the interpretation of pattemns of ancient cultures from the
technological point of view. This resulted in the re-evaluation of spectra obtained

from archaeological samples.




2. INTRODUCCION

En términos generales, los avances tecnolégicos y de instrumentacion
han permitido que la Arqueologia como disciplina sea capaz de responder a
muchas preguntas que se han arrastrado desde que los vestigios humanos
comenzaron a estudiarse. Del mismo modo, estos avances han permitido
formular nuevas preguntas, lo que en los Ultimos afios ha desencadenado una
fuerte interaccién con las ciencias naturales y exactas para la reconstruccion de
los patrones de comportamiento humano. Esta interaccion, se ha ido validando
y fortaleciendo durante el ditimo par de décadas tomando la forma de una
disciplina en si misma: la Arqueometria. A pesar que atin no se reconoce como
una disciplina por todo el mundo, a través de la metodologia y de quienes la

desarrollan lentamente, se dirige a conformase como tal.

Los contextos arqueoldgicos corresponden a los territorios
individualizados que presentan signos de ocupacién humana. Entre esios
signos se encuentran distintos tipos de restos que pueden denotar el uso del
territorio estudiado. En general, los contextos arqueol6gicos mas comunes son
los mortuorios y los habitacionales, y entre los restos mas comunes se
encuentran distintos tipos de utensilios ceramicos y herramientas, y textiles. En
Sudamérica, en el territorio que al momernto de la llegada de los conquistadores
espafioles correspondia a la zona centro-sur del imperio Inca (actualmente sur
del Pert, sureste de Bolivia, noreste de Argentina y norte de Chile), las

condiciones climaticas predominantes favorecen la conservacién de muchos de

5




los restos orgénicos presentes. Esto hace que el conocimiento de las culturas
que habitaron esa regidn, incluso previo a la expansién del imperio Inca, esté
muy avanzado. En particular, se ha encontrado que las condiciones de
sequedad y altura (en muchos casos) favorecen enormemente la momificacion
natural de los cuerpos enterrados y también de los restos organicos asociados.
Entre estos materiales asociados se cuentan numerosos textiles que cubrian las
diversas necesidades del ser humano. En particular, se ha encontrado que en
los textiles arqueoldgicos la complejidad y la presencia de disefios eran simbolo

de prestigio y riqueza [1].

E! estudio de este tipo de hallazgos finalmente cumple una gran meta
que es la puesta en valor del Patrimonio cultural a través de la construccion de
la identidad de un pueblo mediante la comprensién de sus culturas antiguas.
Este tipo de estudios en todo caso debe ser un esfuerzo transdisciplinario, de
manera que los datos y los hallazgos, se interpreten considerando toda la

informacion complementaria que se tenga de los objetos.




2.1. Textiles

A modo general el textil es uno de los niveles de estructura en los que se
puede llegar a subdividir un objeto hecho a partir de fibras de acuerdo a la
Figura 1. Las fibras corresponden, en el proceso de extraccion, a la minima
unidad estructural funcional a partir de la cual se constituye el hilo.
Independiente del origen de cada tipo de fibra disponible, todas tienen en
comuln que en alguno de sus niveles estructurales corresponden a polimeros
que se asocian formando fibrillas, las que a su vez se unen para formar la fibra.
En particular, un textil corresponde a una composicion de hilos (de fibras
hiladas) entrelazados de manera tal que forman (generalmente) un objeto se

dispone en dos dimensiones.

Atomos

|—-> Mondmeros
|—> Polimeros

Figura 1. Niveles de estructura en la composicion de un textil.

Generalmente, en la confeccién de tejidos una serie de fibras dispuestas
en forma vertical, fijas y tensas, llamada urdimbre, recibe a la fibra que se
denomina trama y se entrelaza en forma horizontal, de acuerdo a lo observado

en la figura 2. En general, esta forma de tejer las fibras tiene problemas de




conservacion asociados a la tensién e Iinmovilizacién de las fibras [2].
Independiente del tipo de manufactura, las fibras utilizadas para la confeccidn
de hilos pueden ser naturales (animal o vegetal) o sintéticas. Lo aspectos
industriales respecto de la manufactura de textiles se encuentran muy bien
descritos en la literatura [3, 4], y en general se basan en los mismos
procedimientos utilizados desde la antigiiedad. Las etapas minimas que se

consideran como parte del proceso, son la extraccién, limpieza, hilado y tejido.

Urdimbre
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Figura 2. Esquema de un tejido tafetan simple (1:1).

Las fibras de origen vegetal tienen como factor comun la composicion
mayoritaria de celulosa (figura 3). La celulosa es un polimero natural en el que
el mondmero es la celobiosa (4-0-B-D-glucopiranosil-D-glucosa), un disacarido
compuesto por dos unidades de glucosa unidas a través de un enlace 8-1,4. La
celulosa se puede encontrar lignificada (fibras de tallo) y no lignificada
(algodén), y en su origen puede contener distintas cantidades de pectina, ceras
y proteinas. La celulosa constituye la pared celular de las plantas y de algunos
tipos de algas. Debido a su estructura quimica, en particular a la presencia de

grupos OH, resultan ser fibras higroscépicas.




OH

o OH
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HO 0 g
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Figura 3. Unidad de celobiosa (4-O-B-D-glucopiranosil-D-glucosa), monémero de la celulosa.

Las fibras de origen animal son de naturaleza proteica. Pueden
corresponder al pelo de algunos animales o a la secrecion de algunos insectos.
La lana, en particular, corresponde al pelo de la oveja doméstica Ovis aries, por
lo que cuando se trata de un animal distinto, como por ejemplo la alpaca (Lama
pacos), lo correcto es hablar de lana de alpaca para referirse al pelo de ese
animal. Para el caso de las lanas de animales (e incluyendo el cabello humano)
la proteina que se encuenira en mayor proporcién corresponde a la queratina,
una protefna con alto contenido de cisteina. Este aminoacido es capaz de
formar puentes disulfuro en la estructura secundaria de la queratina lo que la
hace estructuralmente ser muy estable. La queratina presenta principalmente
dos tipos de estructura terciaria, que se describen como a-queratina, una hélice
ay la B-queratina, un tipo de hoja B. Las cadenas poliméricas de a-queratina se
unen para formar protofibrillas y estas a su vez para formar microfibrillas, las
que junto a otras proteinas en menor proporcién conforman la corteza. En las
fibras de lana, la corteza esta cubierta por cuticulas, un conjunto de células en
forma de escamas, cuya morfologia permite la determinacion de ciertas

caracteristicas que pueden llevar a la identificacién de distintos tipos de lana.




Las secreciones de algunos tipos de artrépodos son conocidas como
sedas, y su uso no se limita a la industria textil [5], sino que también es utilizado
en medicina. Entre estos artropodos se cuentan algunos aracnidos y algunos
insectos, por lo que el término seda no queda restringido a la secrecion
proveniente del gusano de la seda (Bombyx mori). Este gusano fue
domesticado en China hace 5000 afios y con ello Ia tradicidon de su uso como
textil. La seda producida por el gusano de la seda consiste en dos hebras de
una proteina llamada fibroina unidas con otra proteina flamada sericina (figura
4). La sericina cotresponde principaimente a una proteina de constitucion
amorfa a la que se denomina como goma, por su funcion adhesiva. Esta
proteina es eliminada en una etapa previa al hilado de la seda en un proceso
denominado comunmente desgomado; este consiste en bafios de agua caliente
levemente basica, y que pueden generar hasta un 25% de disminucién en la
masa del producto final [6]. La fibroina, que corresponde entonces a la seda
desgomada, estd estructurada principalmente por hojas $ enlazadas por
secciones amorfas, Las hojas B en la seda del gusano Bombyx mori se forman
por la interaccién mediante puentes de hidrégeno de unidades del péptido
motivo glicina-alanina-glicina-alanina-glicina-serina (GAGAGS), (71,
aminoacidos que al mismo tiempo constituyen el 90% de la composicion
quimica de la fibrofna. La superposicion de hojas B son las responsables de la
presencia importante de nanocristales dentro de la esiructura de la seda [8].
Esta porcién cristalina le confiere una anisotropia a la fibroina asociada
principalmente a su respuesta frente a la luz en distintas orientaciones. La
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porcién cristalina es al mismo tiempo responsable de las destacadas
propiedades mecanicas de las sedas que superan a cualquier otra fibra,

sintética o natural, en términos de fuerza, extensibilidad y compresibilidad [9].

Para compensar la pérdida de masa durante el desgomado, por mucho
tiempo se recurri6 al pesado de las sedas a través de la adicién de sales
metalicas que permitieran recuperar la masa y por ende elevar el precio del
tejido [6]. El pesado se cree que pudo comenzar con los primeros procesos de
tefiido negro que se realizaban utilizando taninos y sales de hierro (composicién
similar a la de las tintas ferrogalicas); sin embargo, en su auge las sales de
estafio fueron las mas utilizadas. Alternativamente, el acetato de plomo y el de

cinc fueron utilizados debido al costo de las sales de estano.

Recubrimiento proteico

Sericina

Fibroina

Figura 4. Representacion esquemética de la seda del gusano Bombyx mori.

Resulta particularmente interesante el estudio de las sedas pesadas
pues en el tiempo desarrollan un tipo de degradacién en el que la fibra se
debilita y se destruye con facilidad hasta convertirse en polvo. Si bien, no esta
claro cuales son los mecanismos asociados a este tipo de rupturas, si se puede
esperar que los distintos metales estén favoreciendo procesos de hidrdlisis y

oxidacion de la cadena polimérica que conforma la fibroina.

11




2.2. Colorantes naturales

Normalmente se utiliza la palabra pigmento para referirse a la sustancia
que colorea un material o superficie. Y si bien esto es correcto hasta un punto
es necesario hacer una saivedad al respecto. E! pigmento es una susfancia
organica o inorganica particulada coloreada, negra, blanca o fluorescente
insoluble y que se aplica a través de un medio, al cual es fisicoquimicamente
inerte, en procesos en los que no se pierde su estructura. El colorante por otro
lado es una sustancia organica de color intenso o fiuorescente y que son
solubles o que al menos en alguna de las etapas de aplicacién pierden su
estructura o forma de agregacion. El color en pigmentos y colorantes se
produce por la absorcion selectiva de algunas longitudes de onda del espectro
electromagnético por los grupos croméforos de la molécula; sin embargo, en los
pigmentos, el color ademas se puede producir mediante procesos de dispersidn
de la radiacion, debido a su naturaleza particulada. Hasta el descubrimiento del
primer colorante sintético, el pUrpura de anilina, por Henry W. Perkin [10] en
1856 la mayor parte de los colorantes utilizados provenian de fuentes naturales,
tanto de origen animal (insectos y moluscos) como vegetal (plantas, frutos,
cortezas, etc.) con métodos de extraccién que varian de acuerdo al material
utilizado. Los usos iban desde la preparacion de pigmentos para maquillaje [11]
o pintura [12], hasta el tefiido de textiles [13]. Para el caso de los colorantes
naturales, la materia colorante se considera al material desde el cual se extrae

el colorante. En muchos casos, en los extractos de la materia colorante existen
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precursores de colorantes que a través de procedimientos de tincién aumentan

la cantidad de algunos de los colorantes preexistentes. Un ejemplo de este

fendmeno es la transformacién de pseudopurpurina (Pp) en purpurina (Pu)

cuando las raices de la Rubia tinctorum quedan almacenadas [14]. Estos

precursores también suelen ser los colorantes con una molécula de algin

aziicar enlazado a la estructura, es decir sus glicésidos.

Existen diversas formas de clasificar los colorantes [15]. En particular la

division se puede realizar de acuerdo a las estructuras quimicas obtenidas

desde los extractos. En esta perspectiva los grupos mas relevantes en los que

se distribuyen los colorantes naturales son: quinonas, indigoides, flavonoides,

carotenoides y taninos (figura 5).

a) Quinonas

0

0

d) Carotenoides
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Xz N
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Figura 5. Estructuras base de algunos de los colorantes naturales mas abundantes.
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El grupo de las quinonas corresponde a una gran clasificacion de
moléculas que tienen como base la presencia de p-dibenzoquinona (figura 6).
Ademas del uso de las moléculas dentro de este grupo para feiiir textiles existe
un gran interés por su actividad biolégica [16]. Dentro de este grupo se cuentan
las naftoquinonas, cuyos colorantes mas destacados en cuanto a uso son la
juglona vy la lawsona, isémeros estructurales, extraidos principalmente de
distintas especies del género Juglans (nogales) y de la Lawsonia inermis
(Henna), respectivamente. Dentro del grupo de las quinonas tambien se
destacan las antraquinonas, que corresponden a los derivados de la sustitucion
en las posiciones 1 a 8 de la estructura base que se observa en la figura 6 y
generan colores que van desde amarillo hasta marrén, aunque se caracterizan
principalmente por las tonalidades rojas. En su forma natural se pueden extraer
de diversas fuentes, siendo las mas importantes las raices de las plantas de la
familia de las rubidceas entre las que se destacan los géneros Galium (G.) y
Rubia (R.). Las raices de las plantas de algunas especies de estos dos dltimos
géneros han sido indicadas como las principales fuentes para la obtencidn de
alizarina (Az) y purpurina (Pu), dos de los colorantes mas abundantes. Otras
fuentes mas comunes utilizadas han sido aquellas provenientes de insectos
como la cochinilla (Dactylopius coccus), el kermes (Kermes vermilio} o el
insecto laca (Kerria lacca), desde los cuales se extraen como colorantes

principales, los acidos carminico (CA), kermésico y lacaico, respectivamente.
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Quinonas

Rg O Ry Antraquinonas
Ry Ry Alizarina (Az) : R{=0H, R;=0H
O‘O Purputina (Pu) : R¢=0H, Rz=0H, R4=0H
o Rq R; PseudoPu(Pp): Ry=0H, R;=0H, R;=CO_H, R,=0H
Rs O Ry Emodina {Em) : R;=0H, R3=CH;QH, Rg=OH
/ Acido Carminico (CA): Ry=OH, Ry=glucosa, Ry=0H, R¢=CH,
RE‘:OH, RT--COZH. R3=CH3
\ R O
o Ry Rg Naftequinonas
p-dibenzoguinona @‘ Lawsona: R,=0OH
R¢ Ry Juglona : Rs=0H
Rs O

Figura 6. Estructuras de algunos colorantes derivados de quinonas (antraquinonas y

naffoquinonas). En las esfructuras R, = H a menos que se indique otro sustituyente.

En términos generales, el uso de colorantes derivados de anfraguinonas
es el mas extenso en términos de su distribucion geografica y a través de la
historia. La cochinilla, por ejemplo, ha sido utilizada por pueblos precolombinos
[17] y exportada a Europa después del inicio de [a colonizacion, reemplazando

el uso del kermes para la obtencion de colorantes rojos.

Enire los indigoides se destacan el indigo (azul) y el dibromoindigo
(purpura) (figura 7). El proceso para la obtencién del indigo parte con la
obtencién del precursor indican que corresponde a un glucosido del indoxilo
(soluble en agua). Una vez removida el azicar, dos moléculas de indoxilo se
unen para formar el colorante azul indigo. Sin embargo, para la aplicacién del
indigo en las fibras éste debe encontrarse disuelto en el medio de tincién, para
lo cual es reducido a su forma leuco (solucién amarilla). Una vez aplicado al
textil, el indigo adquiere su color azul caracteristico por oxidacién de la forma

leuco en presencia del oxigeno en el aire (figura 7).
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Figura 7. Sintesis y estructura de algunos indigoides.

El indigo, al igual que algunas antraquinonas, puede ser obtenido de
plantas de distintos géneros, entre los que se cuentan algunas especies dentro
del género Indigéfera (tinctoria en Asia y suffruticosa en América) y del Isatis
(tinctoria en Europa); sin embargo, para la obtencién del indigo se utilizan las
hojas en lugar de las raices como materia prima. El otro indigoide de mayor
importancia es el dibromoindigo, molécula responsable del color purpura en el
colorante purpura de Tirio. Este colorante es producido por la secrecion de la
glandula hipobranquial de algunos moluscos de la familia Muricidae [18, 19], y
al igual que el indigo, su color final se alcanza tras la oxidaciéon de sus

precursores en presencia del oxigeno en el aire.

Los flavonoides (figura 5b) corresponden a un grupo ampliamente
presente en las distintas partes de las plantas, principalmente flores, frutos y
hojas [20]. De la gualda (Reseda luteola) se exirae uno de los flavonoides mas
importantes, la luteolina (figura 5b, R3'=R4'=Rs=R;=0OH), una flavona

extensamente utilizada como colorante amarillo en Europa [13, 17]. El grupo de
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los taninos corresponde a un grupo muy amplio dentro de la clasificacién de
materiales utilizados para aplicar color y que han sido utilizados desde la
antigliedad. Los taninos son solubles en agua y poseen estructuras diversas
con la presencia de grupos fenolicos libres y elevados pesos moleculares. Se
subdividlen en 2 grandes grupos, los taninos hidrolizables y las
proantocianidinas o taninos condensados [21]. Dentro del primer subgrupo se
encuentra el 4cido gdlico y el elagico (figura 5e), el primero muy utilizado para la

produccion de tintas ferrogalicas [22].
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23. Teiido

El tefiido es una forma de colorear un textil a través de la aplicacion
uniforme de un material coloreado. Desde este punto de vista, la aplicacion de
un pigmento disperso en aceite sobre un lienzo también aplica como tefiido. Sin
embargo, se utilizara el concepto de tefiir en un sentido mas especifico, es decir
la apiicacién de un colorante en una fibra. Como se menciond antes, por
definicion, en alguno de los pasos durante la aplicacién de los colorantes en los
tejidos estos deben disolverse en el liquido de tinte para ser aplicados. Durante
el proceso de tefiido deben considerarse numerosos factores, la mayoria de
ellos asociados a la afinidad del colorante por la fibra. Entre ellos se cuentan: el
tipo de reactividad del colorante hacia la fibra, las caracteristicas del liquido de
tinte y la fijacién del colorante a la fibra. Las propiedades que entran en juego
son la disponibilidad del colorante en el liquido de tinte, que tienen que ver con
la capacidad de disolver el colorante, esto es, pH y temperatura adecuado;
asegurar la adsorcion del colorante a la fibra para luego favorecer su difusion
dentro de la fibra, lo que implica el manejo de los parametros relacionados con
estos fenémenos. En particular, el potencial zeta (), que es una medida de la
diferencia de potencial eléctrico entre la capa de carga fija a la superficie
cargada (capa de Stern) y la fase movil, permite tener una nocién de las
interacciones electrostaticas entre la superficie de la fibra y [a molécula de
colorante [23]. El manejo y las influencias que estos parametros tienen en el

proceso de tefiido exceden los alcances de este frabajo de tesis; sin embargo,
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existe literatura actualizada y especializada para consultar de ser necesario

[24].

Ademas de las agrupaciones de acuerdo a la estructura quimica, los
colorantes se pueden dividir de acuerdo al tipo de aplicacién en los textiles.
Este tipo de divisién es el que se utiliza preferentemente en la industria. De
acuerde a esta division los colorantes se pueden agrupar hasta en 19
categorias entre las que se destacan los acidos, basicos, azoicos, directos,
dispersos, reactivos, solventes, pigmentos, mordientes, naturales, sulfurados o
colorantes de cuba [25, 26]. Dentro de la ltima clasificacion, son de particular

interés para este trabajo los colorantes del tipo mordiente.

Uno de los pasos determinantes del proceso de tefiido es la fijacion del
colorante a la fibra. Esto puede ocurrir de varias formas una vez que las
condiciones 6ptimas de tefiido se alcanzan, y van a depender del tipo de
colorante y del tipo de fibra. La mayoria de los procesos en la actualidad
ocurren a través de la formacion de un enlace covalente entre el colorante y la
fibra, y al uso de materiales auxiliares con el objetivo de fagilitar la interaccion
que lleva a la formacion de! enlace. Existe, sin embargo, un tipo de aplicacién
de colorantes en el que se emplea la adicién de una sal metélica para la fijacion
del colorante a la fibra; este proceso se denomina mordentado y el metal
utilizado se denomina mordiente. Los taninos, mencionados anteriormenie,
también son utilizados como mordientes gracias a su capacidad de unirse a las

proteinas y de fijar las sales metélicas afiadidas posteriormente para generar el
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color final [27]. El proceso de tefiido por mordentado ocurre a través de la
formacion de un compuesto de coordinaciéon entre el metal previamente
aplicado a la fibra y el colorante que cumple la funcién de quelato. La aplicacion
de la teoria de coordinacion de Wermner al estudio de complejos metalicos de
colorantes parti6 con su estudiante P. Pfeiffer [28], quien ajusto la feoria al
estudio de complejos metalicos de alizarina; todo esto a pesar que la sintesis y
uso de este tipo de compuestos es conocida desde hace miles de afios tanto en
el tefiido de textiles como en la preparacién de pigmentos [29, 30]. Los
pigmentos preparados a partir de colorantes reciben el nombre de pigmentos
tipo laca (lake pigments) y corresponden en principio a compuestos
organometélicos de coordinacidn, que histéricamente se han obtenido
principalmente de dos formas. La primera involucra la formacién del complejo
metalico, entre un catién polivalente y el colorante o los colorantes obtenidos
desde la materia colorante, que precipita desde la solucidn, y la segunda es la
adsorcién de los colorantes en un substrato inerte como tiza, alumbre o arcillas
blancas [11]. El colorante que se coordina al metal generalmente tiene
caracteristicas de dador de electrones, lo que genera un corrimiento
batocrémico en el espectro de absorcion de los complejos metalicos respecto
del colorante puro. La magnitud del cambio estd relacionada con ia capacidad
del i6n metalico de acomodar la carga y por lo tanto el uso de distintos metales
resulta en la obtencién de distintos tonos para un mismo colorante [28]. Lo
anterior también resulta cierto para la tincién de fibras con distintos mordientes
y un mismo colorante [31, 32].
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2.4. Espectroscopia vibracional

La espectroscopia vibracional es en términos generales un conjunto de
técnicas que tienen como objetivo la deteccién de las energias necesarias para
la perturbacién de los estados vibracionales de dos o mas atomos enlazados,
en particular, a través de la absorcién del infrarrojo (IR) y de la dispersion
inelastica (efecto Raman). Para el modelo mas simple, la molécula diatémica,
las energias de estos estados vibracionales son similares a los observados en
el oscilador armdnico (ley de Hooke) en los estados vibracionales mas bajos y

se corrigen afiadiendo una constante de anarmonicidad (potencial de Morse).

La espectroscopia FTIR ha experimentado importantes avances
instrumentales desde su auge a mediados del siglo XX, que se han traducido en
la presencia de esta técnica en laboratorios de las mas diversas indoles como
la herramienta de caracterizacién molecular por excelencia. La espectroscopia
FTIR da cuenta de las variaciones de los momentos dipolares de las moléculas
por la absorcién de la porcion IR del espectro electromagnético, que en el
método de muestreo por transmision responde a la ley de Lambert-Beer.
Ademas del método de muestreo por transmisién, donde la muestra se dispersa
en un medio transparente a la radiacion IR, existen (entre otros) los métodos de
reflexién en los que la radiacidn es guiada a fravés de elementos de reflexion.
Entre estos métodos se destaca la espectroscopia FTIR por reflectancia total
atenuada (ATR-IR), en el que la radiacion es guiada a través de un elemento de

reflexion interna (ER]) de tal manera que se exceda el angulo critico (6;)
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(ecuacion 1) en la porcién IR del espectro electromagnético estudiada. Cuando
la radiacion IR es reflejada dentro del ERI, se produce una onda evanescente
que penetra una cierta distancia (d,) hacia la interface donde esta ubicada la
muestra (figura 8). La d, (ecuacion 2) es dependiente de la longitud de onda (A)

y del indice de refraccion, tanto del ERI (n7) como de la muestra (n2).

Radiacion
al detector

Radiacion
incidente

Elemento de
Reflexion

/ Interna Muestra
ey 5 S A A A

Ondas
scentes

P = > o

Muestra

Soporte

Radiacion Radiacién

incidente al detector
a) b)

Figura 8. Esquema con las configuraciones méas habituales del ERI con respeclo a la muestra.

En la primera a) el ERI es presionado contra la muestra desde la parte superior y en la segunda

b) la muestra es presionada contra el ERI.

d =

»

27(n; sin” 6 - n3)"”

(2)

Si bien en el ATR-IR se elimina el problema de la preparacion de la
muestra y su consecuente destruccion al ser dispersada en un medio
transparente a la radiacion IR, este método de muestreo trae consigo dos

problemas: la distorsion en la intensidad de las sefiales y los corrimientos de
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frecuencia hacia nimeros de onda menores [33]. La distorsién en la intensidad
de las sefales se desprende directamente de la ecuacién 2, de la que se puede
deducir que, como a A mayor la d, serd mayor, entonces la intensidad de la
sefial también sera mayor. Del mismo modo, se puede deducir de la ecuacién 2
que las diferencias de d, por la longitud de onda puede alterar localmente los
indices de refraccion de la muestra y por tanto generar corrimientos de las
frecuencias. Ambos fenémenos resultan particularmente problematicos al
comparar los espectros por ATR-IR con aquellos en las bases de datos que

corresponden principalmente a espectros obtenidos por transmision.

El efecto Raman (RS), observado por primera vez en 1928 [34, 35},
consiste en la dispersion (scattering) inelastica de la radiacién incidente sobre
un sistema molecular, es decir, una dispersién en la que se observan
corrimientos con respecto a la frecuencia de la radiacién incidente. Estos
corrimientos pueden ser a frecuencias menores (corrimiento Stokes) o mayores
(corrimiento anti-Stokes) con respecto a la frecuencia de la radiacion incidente,
y estan originados por los cambios de polarizabilidad (a) de los enlaces dentro
de la molécula. Los corrimientos Stokes generalmente ocurren cuando la
molécula se encuentra en un estado vibracional fundamental y los anti-Stokes
cuando la dispersion inelastica ocurre desde un estado vibracional excitado. La
excitacion de los estados vibracionales no ocurre de forma directa, como en la
espectroscopia IR, sino que a través del paso por un nivel energético excitado

virtual (figura 9) que se relaja a un estado vibracional mas o menos energeético
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dependiendo de si la dispersién es Stokes o anti-Stokes. La espectroscopia
Raman hace uso de una radiacion monocromatica para la excitacion de los
sistemas moleculares estudiados y que, gracias a la introduccion de los laseres,
a los avances en su manufactura, y a las constantes mejoras en los detectores
permiten la adquisicion de informacién de mayor resolucion y con tiempos de
analisis cada vez menores. El efecto Raman es un fenomeno poco eficiente en
términos de la cantidad de fotones dispersados inelasticamente, y que ademas

compite con la fluorescencia, sobre todo en casos de muestras coloreadas.

Energia
<

Estado electrénico
excitado

—————————————————————————— T e } Estados
——————————————————————— e e e e virtuales

v; Estados
v . .

2 | vibracionales
vl
Estado electrénico
fundamental

l

Absorcién Dispersion Dispersion Dispersién
IR Rayleigh Raman Raman
Stokes Anti-Stokes

Figura 9. Diagrama de energia de estados vibracionales involucrados en la dispersion Raman y

la absorcion IR.
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La baja eficiencia del efecto Raman con respecto de la fluorescencia
puede enfrentarse a través de distintas aproximaciones. Entre las mas
utilizadas se encuentra la espectroscopia Raman resonante (RRS), que
consiste en la eleccion de una longitud de onda de excitacién igual, o muy
cercana a alguna fransicidn electronica de la molécula estudiada,
principalmente en la regién visible del espectro electromagnético; esto hace que
se alcance el nivel electronico excitado y que la relajacion ocurra al nivel
vibracional excitado. Esto implica que la fluorescencia no es eliminada y que
puede interferir tanto o mas que en el RS, a pesar que la magnificacion puede
alcanzar hasta 10° érdenes de magnitud. El tratamiento de este fenémeno se

encuentra ampliamente descrito [36-38].

La espectroscopia Raman amplificada por superficies (SERS) se ha
desarrollado como una metodologia capaz de aumentar la intensidad de las
sefales Raman. El SERS tiene su origen en la observacion de la respuesta
vibracional amplificada que se obtuvo de la piridina adsorbida sobre Ia
superficie de electrodos de plata con rugosidades generadas
electroquimicamente [39]. En un principio este aumento de la sefial Raman se
atribuyé al aumento de la cantidad moléculas adsorbidas por el aumento de la
superficie efectiva en el electrodo; sin embargo, mas tarde se descubrié que la
amplificacion de la sefal no solo ocurria por el aumento de las moléculas
adsorbidas en la superficie, sino que también por un aumento en [a eficiencia

del efecto Raman [40, 41]. Estos descubrimientos han sentado las bases para
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el desarrollo de esta técnica que ha sido capaz de aumentar la eficiencia de la

espectroscopia Raman hasta la deteccion incluso de una sola molécula [42].

El SERS resulta de una combinacion de fenémenos que involucran la
interaccion de la radiacién con la superficie metalica y la molécula (figura 10).
Se ha encontrado que esta interaccion puede ocurrir a través de dos
mecanismos: quimico y electromagnético, y que la contribucion de cada uno a
la amplificaciéon total no puede ser determinada. El mecanismo quimico
involucra aquellos procesos en los que la amplificacion de la sefial depende de
la existencia de una interaccion entre la molécula y la superficie, es decir,
procesos de adsorcion quimica, resonancia y transferencia de carga [43], con

factores de amplificacién que pueden variar entre 10 y 10° [44].

Nanoagregado merdlico

Figura 10. Representacion del fenémeno de amplificacion de la sefial Raman por efecto de la

superficie metalica.

La amplificacion de la sefial a través del mecanismo electromagnético
esta relacionada con el aumento del campo eléctrico en la superficie metalica

por la influencia del campo electromagnético externo. Cuando la superficie
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metalica es irradiada, existe Ia posibilidad de generar la oscilacién coherente de
los electrones de superficie (plasmaén), lo que a su vez puede también generar
la amplificacién de la sefial dispersada en factores de hasta 10", El aumento
del campo eléctrico en la superficie es dependiente de la geometria de la
superficie y alcanza sus maximos en zonas donde existen rugosidades a escala
nanometrica. Se ha encontrado que idealmente los metales deben ser buenos
conductores, poco reactivos en aire y con altas densidades eléctricas; con esto
se asegura que al irradiar la superficie se genere el plasmoén. La busqueda por
superficies activas en SERS ha llevado a la preparacién de diferentes sistemas
capaces de aumentar la sefial Raman utilizando diversos metales [45, 46]. Los
metales mas activos en SERS son la plata (siendo también la mas utilizada),
seguida de los metales alcalinos, oro y cobre [47, 48]. Entre los métodos méas
comunes de fabricacion de superficies SERS activas se encuentran la
reduccién quimica, la electrodeposicién, el grabado quimico (efching) y la
litografia [48-50]. El tratamiento teérico de la amplificacién de la sefial Raman
se encuentra extensamente tratado en la literatura [47, 51-56] y por lo tanto no

se profundizara en ello.
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25 Caracterizacion de textiles coloreados y uso de técnicas

vibracionales aplicadas al estudio del patrimonio cultural

La caracterizacién e identificacion de los materiales que componen los
objetos de interés patrimonial puede realizarse a tfravés de numerosas técnicas
analiticas. Dependiendo del tipo de material algunas técnicas presentan
ventajas notorias sobre ofras por lo que el analisis mediante otras técnicas
queda descartado a priori; sin embargo, debido al alcance que puede tener un
resuitado en términos de la informacién que puede proveer respecto de los
patrones de comportamiento humano, es importante que los resultados

obtenidos se confirmen utilizando técnicas analiticas complementarias.

En el caso de la identificacion de fibras naturales, se ha logrado obtener
los espectros RS e IR de fibras vegetales [57, 58] y animales [7, 59, 60]. En el
caso de las fibras de origen celuldsico, las diferencias en los espectros son tan
sutiles que se requiere de métodos estadisticos para diferenciar las fibras [61] 0
del uso de técnicas vibracionales polarizadas para lograr establecer ciertas
diferencias [62]. Y, aun asi, la interpretacion de los resultados puede ser
ambigua si es que se considera la degradacion de estas fibras. En el caso de
las fibras de origen proteico otros factores influyen en ia buena obtencién de los
espectros vibracionales. Entre algunos de estos factores se cuentan la
naturaleza polimérica de las fibras, que produce ensanchamiento de las bandas
en IR y baja dispersién Raman, y la similitud de la informacién obtenida dentro

de un mismo tipo de fibra, es decir, los pelos de animales (lanas) poseen
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espectros vibracionales muy similares entre ellos. Adicionalmente, las lanas
presentan una elevada fluorescencia al ser analizadas por RS con excitaciones
en el UV y el visible, lo que hace que su espectro solo se pueda obtener
irradiando con linea laser en el infrarrojo (1084 nm) y por tiempos
extremadamente prolongados [59, 60]. La seda por otro lado, presenta un
comportamiento algo distinto al ser estudiada mediante técnicas vibracionales.
Debido a su elevada porcién cristalina y a su baja variabilidad aminoacidica
incluso sus estructuras secundarias pueden ser observadas por RS [7, 631. La
interaccion de la seda con algunos metales también ha sido estudiada
exitosamente en el contexto de la interpretacion de la degradacion observada
en textiles histéricos, encontrandose que el pesado con estas sales genera

alteraciones en la cristalinidad y estructura de las fibras [64-67].

El estudio de materiales y pigmentos en objetos con valor patrimonial
utilizando técnicas vibracionales ha sido ampliamente abordado. El uso del
ETIR como herramienta estructural para la caracterizacion de compuestos de
sintesis ha permitido que numerosos compuestos, principalmente organicos,
hayan sido caracterizados utilizando esta técnica, previo a que los cientificos
estuvieran al tanto de las implicancias de sus hallazgos en la puesta en valor de
los objetos o muestras estudiadas. Mucho del trabajo con FTIR aplicado a las
ciencias en conservacion se recopilé en un libro de Derrick et al [68], en el que
se abordan los distintos aspectos implicados en el estudio de objetos de interés

patrimonial. Para la RS, sin embargo, su auge comienza con la primera base de
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datos publicada por Bell et al [69] en 1997, en la que fos autores dan cuenta de
la utilidad de esta técnica en el estudio de objetos de valor historico
principalmente por la ventajas de la RS sobre otras técnicas. Se reconoce a
Howell G. M. Edwards y Robin J. H. Clark como los pioneros en este ambito, y
actualmente existen numerosas revisiones y casos de estudio que dan cuenta
de la utilidad de esta técnica en los diversos materiales que constituyen los

objetos de interés cultural [68-80].

Los colorantes han sido estudiados utilizando técnicas vibracionales. Ya
se cuenta con algunas bases de datos que contienen espectros tanto Raman
como FTIR de colorantes sintéticos [77, 80-82], pero la enorme cantidad de
compuestos de este tipo, y en muchos casos las patenies que restringen su

conocimiento exacto, dificultan su identificacién.

Para los colorantes naturales por otro lado, es bien sabido que las
técnicas cromatograficas, en particular la cromatografia liquida de alta presion
(HPLC), son las més apropiadas para el estudio de este tipo de compuestos
cuando estan aplicados en los textiles. Esto es debido a la capacidad de este
grupo de técnicas de obtener informacion de todos los componentes presentes
en la muestra al mismo tiempo v, por lo tanto, suficiente para llegar a proponer
incluso el tipo de planta utilizado. Sin embargo, metodolégicamente presenta
dos grandes problemas, por un lado, esta la cantidad de muestra que se
requiere para extraer el colorante, que puede ser desde 2 mg hacia arriba

(figura 11); y, por otro lado, esta el problema de su tratamiento, que implica una
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gran cantidad de trabajo so6lo para generar las condiciones de separacion
optimas y que ademas necesita tratamientos de extraccion. Por mucho tiempo,
la metodologia de extraccion del colorante mas utilizada ha sido en una mezcla
de metanol, agua y acido clorhidrico 37% (1:1:2 v/v/v) a 100 °C [83]; este
método en particular, provoca la transformacion de algunos glicones en sus

respectivos aglicones, lo que sesga la informacién considerablemente.

Figura 11. Muestra de 2 mg de lana tenida.

Para mejorar esto, se han desarrollado métodos de extraccion suaves
basados en el uso de acido fluorhidrico (HF), acido férmico (HCOOH) vy
etilendiamintetraacetato (EDTA) [84, 85], los que han mostrado excelentes
resultados en la mantencion de estos precursores y de algunos compuestos
como la pseudopurpurina, que faciimente se descarboxila para formar el
colorante purpurina. Mas recientemente se ha logrado acoplar las metodologias
de HPLC con el SERS para la identificacion de colorantes de interés forense
[86] y también con interés histdrico [87]; sin embargo esta aun en etapa de

desarrollo por lo que factores como la agregacion de la superficie SERS para el
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contacto efectivo con los colorantes, el pH y del eluyente no permite trabajar

con conceniracionas menores de 10° M.

La espectroscopia vibracional ha sido utilizada en la identificacién de
colorantes, en un primera instancia a través de FTIR [88, 89]; sin embargo las
limitaciones de esta técnica en relacidn a la cantidad de muestra y a los
tratamientos que deben utilizarse para la obtencion de informacion desde las
fibras la hace poco adecuada para establecer un uso rutinario de esta técnica.
Con los avances en los espectrofotémetros FTIR, principalmente el uso de
detectores mas sensibles (de mercurio cadmio teluro, MCT) o de radiacion de
sincrotron (SR) [90] es posible analizar superficies menores con una mejor

resolucion espectral.

La espectroscopia Raman encuentra su limite, al momento de la
deteccion de colorantes, en la poca eficiencia respecto del fenomeno respecto
de los procesos de fluorescencia, por la naturaleza coloreada de estos
compuestos. La mayoria de los instrumentos Raman utilizan laseres en el rango
visible del espectro electromagnético, por lo que no es dificil que se induzca la
fluorescencia de las moléculas, que en muchos casos (incluso cuando se
cumple con condiciones de resonancia) obscurecen las sefiales Raman bajo

bandas electrénicas de mayor intensidad.

El SERS, descrito previamente, presenta otra gran ventaja, que es el
apagamiento (quenching) de la fluorescencia mediante la transferencia de

energia entre el estado excitado de la molécula y la superficie metélica. Este
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fenémeno de apagamiento permite superar el problema de la fluorescencia en
los casos en que la interaccién entre el analito y la superficie ocurra a través de
cualquiera de los mecanismos mencionados antes. En los Ultimos 10 afios el
SERS se ha posicionado como la técnica de preferencia por diversos grupos de
investigacién para la identificacién de colorantes en muestras del orden de
algunos micrones [91-93]. El SERS, sin embargo, no resuelve el problema de la
necesidad de separar al colorante del mordiente para poder favorecer la
interaccién con [a superficie metdlica, para lo cual Leona et al han desarrollado
una hidrélisis no extractiva de colorantes [94]. Este procedimiento consiste en la
exposicion de fibras coloreadas, o pigmentos tipo laca, a vapores de &acido
fluorhidrico (HF) en un contenedor semi-cerrado para romper el complejo
colorante-mordiente. Este procedimiento ha resultado muy exitoso y ha sido
adoptado por diversos grupos para la identificacion del colorante liberado
después de la hidrdlisis; sin embargo, ademéas de mencionar lo peligroso que
puede resultar la manipulacién del HF no se proponen alternativas menos

corrosivas.

Como se menciond antes, la ruptura del complejo entre el mordiente
(metal) y el colorante en necesaria para que se verifique la interaccion
colorantefsuperficie metalica y asi obtener del espectro SERS. Este tipo de
interaccién ha sido poco estudiada y la literatura al respecto es escasa y
antigua. El principal modelo de interaccion corresponde a la formacién de un

compuesto de coordinacion entre el metal y alguna porcién dentro de la

33




estructura de la molécula colorante capaz de formar un tautémero ceto-enol,

como bien describieron Kiel y Heertjes en 1963 [95].

Sobre la base de todo lo anterior se propone en esta tesis el estudio de
las interacciones presentes en las fibras tefiidas desde un punto de vista del
analisis vibracional para aportar en la correcta identificacién e interpretacién de

colorantes naturales en objetos con valor cultural.

2.6. Hipotesis

Sobre la base de datos vibracionales, y utilizando procedimientos
experimentales adecuados, sera posible identificar colorantes, o mezclas de
colorantes presentes en una muesitra de fibra de tamafio minimo. La
caracterizacién vibracional de fibras tefiidas mordentadas permitira inferir
acerca de la naturaleza de la interaccion entre fibra, mordiente y colorante. Esta
informacién permitird complementar los contextos de los que provienen los
textiles y aumentar el conocimiento respecto de la tecnologia utilizada en la

tincion de los textiles.
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2.7. Obijetivos
2.7.1. Objetfivos generales

Caracterizar la influencia del metal utilizado en la respuesta vibracional y
vibracional amplificada de fibras tefiidas en el laboratorio y de fibras
provenientes de textiles arqueologicos e histéricos. Evaluar las metodologias de

analisis y proponer una que resulte minimamente invasiva para la identificacion

-

de colorantes en fibras. Identificar vibracionalmente problematicas de

conservacion de fibras asociados a la presencia de metales.
2.7.2. Objetivos especificos

- Obtencion y caracterizacion de superficies SERS activas, sdlidas y coloidales.

- Obtencion de los espectros electrénicos, Raman y SERS de colorantes.

- Obtencion de los espectros Raman y SERS de complejos metalicos de colorantes.

- Obtencion de los espectros Raman y SERS de soportes proteicos, como lana y
seda, y de algunos de sus péptidos motivos estructurales.

- Obtencién de los espectros Raman y SERS de soportes proteicos tratados con
sales metalicas.

- Obtencién de los espectros Raman y SERS de fibras proteicas tefiidas con
colorantes puros y mezclas de colorantes conocidas y con extractos vegetales
acuosos de especies utilizadas historicamente, con y sin mordiente.

- Obtencién de los espectros Raman y SERS de fibras provenientes de textiles

arqueoldgicos con contextos conocidos.
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3. METODOLOGIA

3.1. Reactivos y muestras

Todos los reactivos fueron adquiridos en Sigma-Aldrich o Merck y fueron
usados sin purificaciones posteriores. El agua utilizada para lavado es destilada
y para preparar soluciones es ultrapura (18 MQ/ 0,055 uS/cm). En el caso de
los colorantes, fueron utilizadas soluciones stock 10 M en etanol y en solucién
acuosa alcalina. Todas las muestras histéricas de seda fueron proporcionadas

por el Departamento de Textiles del Museo Histérico Nacional.
3.2. Preparacion de superficies

Los sustratos SERS de oro, Klarite (Renishaw), fueron proporcionados
por la Dra. Aline Percot de la Universidad de Paris VI. Las superficies coloidales
se prepararon utilizando los métodos descritos por Lee-Meisel [49] y por
Leopold y Lendl [50]. En el primero, una solucion 1-10° M de AgNO; es
calentada utilizando un sistema de reflujo y con agitacion constante, cuando
alcanza la ebullicién se agrega 1 ml de una solucion 1% de citrato de sodio,
para reducir la plata, y se deja con agitacién y temperatura por 60 minutos. Para
el caso de la segunda preparacién, sobre una solucién 1-10° M de AgNO; se
anade rapidamente una mezcla de 5 ml de una solucién 0,06 M de clorhidrato
de hidroxilamina con 4,5 ml de NaOH 0,1 M. Sustratos de cobre fueron
preparados lijando una superficie de cobre con una lija fina y luego aplicando

una solucién 1:1 de acido nitrico (70%) en agua por 1 minuto, luego se lava la
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superficie con agua ultrapura y se aplica el analito; opcionalmente se adiciona
una solucién de AgNQ; de distintas concentraciones para retardar la oxidacion

del cobre.
3.3. Medidas UV-Visible

Los especiros en la regiéon UV-Visible de las soluciones coloidales y de
colorantes fueron registrados en un espectrofotémetro UV-VIS Shimadzu UV-
1800 utilizando celdas de cuarzo 1 cm de paso dptico, los colorantes fueron
disuelios en etanol para asegurar la disolucidbn completa y obtener
concentraciones en tomo a 10* M. Para los especiros en sélido se utilizé
sulfato de bario como blanco para medir la reflectancia difusa en un instrumento
Shimadzu UV3101PC. Los especiros obtenidos se  convirtieron
matematicamente a espectros de absorcion utilizando la ecuaciéon de Kubelka-

Munk [96] que relaciona la reflectancia difusa con la absorbancia.
3.4. Medidas FTIR

Las medidas de FTIR han sido realizadas utilizando diversos
instrumentos con accesorios para ATR y fransmision. Los equipos son:
especirometro FTIR Bruker EQUINOX 55 con el microscopio IR Scope que
utiliza una micropunta de Ge con reflexion Unica y detector MCT refrigerado con
nitrégeno liquido, espectrémetro FTIR Bruker alpha con un médulo ATR con
cristal de diamante y detector DTGS, y un espectrometro Thermo Nicolet {210

con ventana ATR de Ge y iN10, ambos con detector DTGS. Las medidas
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utilizando diamante se realizaron entre 370 y 4000 cm™, mientras que con Ge

solo es posible observar hasta 680 cm™ en la zona del IR medio.
3.5. Medidas Raman y SERS

Todas las medidas Raman se han realizado utilizando energias bajo 5
mW sobre la muestra, a excepcion de las muestras de seda. En este trabajo se
han utilizado diversos instrumentos con diversas longitudes de onda de
excitacion laser. Los equipos vy lineas laser utilizados son: Renishaw System
2000 (458, 514, 633 y 785 nm), Renishaw InVia Reflex (633 y 785 nm), Horiba
LabRam HR800 (458 nm), Bruker FRS-100/s (1064 nm) y Jovin Yvon T64000

(488 nm).

Las mediciones SERS han sido realizadas siempre después que el
solvente se evaporara por completo (SERS en seco), independiente del tipo de
muestra. Antes de utilizar las superficies coloidales se toma su espectro Raman

para comprobar que no esta contaminado.
3.6. Preparacion de complejos

Los complejos metalicos fueron preparados adaptando la metodologia
propuesta por Sanyova [84]; esta consiste en suspender 120 mg del colorante
en agua por sonicacién {10 minutos) y agitacion utilizando una barra magnética
(10 minutos), para luego afiadir 25 ml de una solucién 94,878 g/L de sulfato
hidratado de aluminio y potasio (KAI{SO.)2:12H20) a 90°C. Una vez que ei pH

se estabiliza, se agregd carbonato de potasio 0,1 M hasta neutralizar la
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solucién. Una vez formado el complejo, se filtrd utilizando una membrana con
poros de 50 um. Este método es equivalente para Az, Pu y para el extracto
acuoso de cochinilla (Dactylopius coccus). En esta sintesis, el aluminio se
encuentra en una relacién 10 a 1 con respecto al colorante y en ambos casos el
resultado en un sdlido rojo oscuro. Se realizé el mismo procedimiento, pero
utilizando hierro en lugar de aluminio en las mismas proporciones y el resultado
es un sodlido de color marrén. Se realizd ademas la sintesis propuesta por
Grazia et al [97], que consiste en la adicidn de una solucién 0,2 M de sulfato
hidratado de aluminio y potasio a una solucién 0,002 M de Az a pH 10.
Adicionalmente a los lavados con agua desionizada se dio un lavado con etanol

para arrastrar cualquier resto de colorante que quedase sin reaccionar.
3.7. Preparacion de las muestras de seda

Las muestras de seda se prepararon de dos formas distintas de acuerdo
al enfoque del estudio. Por un lado, estuvo la preparacién de las sedas para
evaluar su interaccién con sales metdlicas y por el otro su tincion con

mordientes.
3.7.1. Desgomado

En ambos casos el material de partida es seda cruda (CS) obtenida al
desfibrar un capullo del gusano de la seda (Bombyx mori). Para la interaccion
los procedimientos son los siguientes. La sericina de la muestra de seda

obtenida del capullo se eliminé usando una solucién con 4 g/l de jabon neutro y
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1 g/L de carbonado de sodio y manteniendo ei pH en el rango de 8,5 a 10. La
relacion de la solucién de desgomado con respecto a la seda fue 30 2 1 en
masa. Partiendo de esta solucion se intentaron dos métodos de desgomado, el
primero (D1) con el pH fijo en 10 y en ebullicidn por 1 hora, mieniras que el
segundo {D2) se llevd a cabo a pH 8,5 a 85 °C por 2 horas. El producto final en
ambos casos se lavé con agua hirviendo por 15 minutos antes de un lavado

final con agua a temperatura ambiente.
3.7.2. Pesado

L.os procesos de pesado se llevaron a cabo siguiendo los procedimientos
propuestos por Garside et al [98] [10]; a partir de una seda blanca sin pesar
(UWS), Pongée 7 de Francia. Para el pesado tipo rosado (PW) la seda se
deposita en un bafio de una solucién acuosa de SnClO4 x 5H20 a pH1 por 6
horas a temperatura ambiente; luego la seda se cambia a un bafioc de Na;PO4 a
pH 10 por una hora a 60 °C. Este proceso se repite 2 veces. El pesado tipo
Neuhaus, o estaio-fosfato-silicato (dinamita 1), se llevé a cabo igual que el
proceso rosado, pero con adicién sucesiva de bafos de fosfato finalizando con
un bafio de silicato. El proceso dinamita |l sigue el mismo procedimiento del
proceso dinamita [, pero incluys, la adicién de soluciones acuosas de Alz(SO4)3
entre los bafios de fosfato y silicato, y antes del bafio de silicato final. Para el
procedimiento con taninos, antes de la aplicacidon la seda es parcialmente
humectada con HCI diluido para luego ser introducida en una solucién de &cido

galico por una hora a 85 °C. Finalmente, la seda se mantiene durante una hora
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a 85 °C en un bafio compuesto con FeS0O4 x 7H20, acido acético y hierro

metalico.
3.7.3. Tehido

Para la muestra de seda negra tefiida con el colorante Negro Reactivo 5,
una muestra de seda desgomada se sumergié en un bafio de colorante 5,5 M

en presencia de NaCl como electrolito.

Para las muestras de seda tefidas con alizarina, el desgomado se
realizé sumergiendo una masa conocida de capullos de seda en una solucion
0,5% de NasCO; en una relacion 1:20 y manteniendo en ebullicion por 30
minutos; luego se lavé con agua desionizada y se repitié el proceso [99]. La
seda desgomada se dejé secar a 105 °C por 2 horas y luego se maso para
estimar el porcentaje de masa perdido. El mordentado se llevo a cabo
manteniendo 80 mg de seda en ebullicidn en un sistema de reflujo por 45
minutos en una solucién 2 g/L de alumbre (KAI(SO.)z-12H20); después de esto,
la seda mordentada se {avd con abundante agua desionizada y se dejd secar a
temperatura amblente en oscuridad durante 24 horas. La seda mordentada se
tifié en un bafio que contenia 1g de colorante por 20 L de agua en un sisiema
de reflujo durante 1,5 horas. Después de tefiidas las fibras se lavaron con
abundante agua destilada y con un enjuague final de metanol/agua (1:1) para

eliminar cualquier rastro del colorante no fijado a la fibra.
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3.8. Extraccién de colorantes

La extraccidn de colorantes se ha realizado utilizando la metodologia
descrita por Leona et al [94], que consiste en exponer las muestras a vapores
de acido fluorhidrico (HF) en viales de plastico semi-cerrados por periodos de
tiempo entre 30 y 60 minutos seguidos por un tiempo equivalente de ventilacion.
Adicionalmente al HF, se realizé el mismo procedimiento con acido férmico
(HCOOH). Seguido el proceso de ventilacién las muestras son analizadas por la

metodologia SERS en seco (Ver punto 3.5.).
3.9. Espectrometria de Masas por MALDI/LDI-ToF

La adquisicion de espectros de masas con la técnica de MALDI/ToF-MS
(sigla del inglés Matrix Assisted Laser Desorption/lonization Time of Flight Mass
Spectrometry) se realizé en un equipo MALDI-ToF Microflex (Bruker Daltonics
Inc., MA-USA) en modo ion positivo y modo ion negativo mediante deteccion
por reflexién. La ionizacién se realizé aplicando pulsos de laser de Nz (337 nm)
sobre la muestra en diferentes puntos al azar de cada muestra depositada en la
placa porta muestra. Se obtuvieron espectros de las muestras con y sin matriz.
Las matrices utilizadas corresponden a 5-cloro-2-mercaptobenzotiazol (CMBT)
preparada a una concentracion de 10 mg/mL en metanol y acido a-ciano-4-
hidroxicindmico (CHCA) preparada a una concentraciéon de 10 mg/mL en acido
formico 0,1% v/v e isopropanol. En ambos casos se deposité 1 pL. de una

mezcla de 6 pl de analito con 6 pl de matriz en una placa porta muestra de
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acero inoxidable. Las muestras preparadas en dimetilsulfoxido demoraron 1

semana en cristalizar.
3.10. Microscopia electronica de barrido

La caracterizacién elemental de las muestiras de seda pesada se llevd a
cabo utilizando un microscopio elecirénico de barrido (SEM) LEO 1420 de
presién variable (Electron Microscopy Ltd., Inglaterra) acoplado a una sonda de

espectroscopia de rayos X de energia dispersiva (EDS).
3.11. Espectroscopia de microfluorescencia de rayos X (u-XRF)

Para las muestras de seda mordentadas con aluminio y tefiidas con
alizarina se realiz6 un mapeo elemental. La medicién de los espectros de
microfluorescencia de rayos X se realizé en un instrumento Tornado M4 (Bruker
Nano GmbH, Alemania). El equipo cuenta con un fubo con anodo de rodio que
opera desde 50 keV con una corriente maxima de 700 pA y con un colimador
policapilar que genera un rayo X de excitacion de hasta 25 pm. El mapeo se

consiguid graficando la intensidad de la sefial K4 del aluminio.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

41. Superficies activas en SERS
4.1.1. Superficies de cobre

El cobre al igual que la plata y el oro presenta una resonancia del
plasmén de superficie en la parte visible del espectro electromagnético, en torno
a 675 nm [100] y que al igual que el oro y la plata puede ser modulado
modificando el tamario y la forma de las nano particulas. En particular, se ha
reportado que la formacién del 6xido de cobre en la superficie genera
desplazamientos batocrémicos en el plasmén [100]. Las superficies de cobre
preparadas de acuerdo al método descrito en el punto 3.2 fueron caracterizadas
utilizando microscopia elecironica de barrido para observar y registrar
morfolédgicamente los sitios activos producidos por el tratamiento con &acido
nitrico. Se encontrd que el acido nitrico produce diferentes tipos de rugosidades
en escala nanométrica que son capaces de producir amplificaciones en Ia
intensidad de las sefiales Raman {figura 12). Es posible también observar la
formacién de nanoparticulas de plata sobre la superficie de cobre, y que su
concentracion y tamaiio aumenta con la concentracién de nitrato de plata. La
formacién de sitios activos en SERS utilizando esta metodologia resuita
aleatoria y carece de control sobre la geometria del sitio generado. Esto puede
provocar discrepancias en los resultados obtenidos cuando se comparan con la

literatura principalmente debido a que la orientacién de la molécula sobre la
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superficie es un factor importante a considerar cuando se observa amplificacion
en el espectro. Sin embargo, el espectro SERS, experimentalmente (a menos
que se trabaje a muy bajas concentraciones), es un promedio de un estado
particular en el area de medicion. El resultado obtenido es la contribucién de
muchas orientaciones posibles al mismo tiempo, es por esto que los grupos
mas cercanos a la superficie son aquellos que aportan mas al espectro
resultante, esto es siempre que cumplan con las reglas de seleccion SERS

(mayor amplificacién de los modos perpendiculares a la superficie)[101].

Figura 12. Microfotografia de la superficie de cobre tratada con &cido nitrico y recubierta con

una solucién de nitrato de plata 1 mM (izquierda) y 17 mM (derecha).

La actividad de las superficies fue chequeada utilizando soluciones ~107°
M de Az, Pu y acido carminico (CA). Se encontré que la aparicion de las
sefales asociadas a la oxidaciéon del cobre (ca. 526 y 614 cm™) no se ven
inhibidas por la presencia de la plata; sin embargo, la adicion de plata genera
una mejora en la intensidad de las sefiales de los distintos analitos. En la Figura

13 se puede observar que el espectro SERS del CA sobre la superficie de cobre
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con plata (17 mM) presenta una mayor intensidad. En términos practicos, la
obtencion de espectros SERS utilizando este tipo de superficies ofrece una

alternativa viable considerando el costo/beneficio del sistema.
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Figura 13. Espectros SERS del acido carminico (CA) (izquierda) y de alizarina (Az) y purpurina
(Pu) (derecha) sobre una superficie de cobre tratada con &cido nitrico. En la figura de la
izquierda se muestra la diferencia en intensidad al afadir una solucion de nitrato de plata

(negro) y sin adicion de plata (rojo).
4.1.2. Superficie de oro

El uso de superficies comerciales con actividad SERS ha sido poco
estudiado en términos generales. La mayoria de los fabricantes de instrumentos
Raman ofrecen u ofrecian sustratos SERS para ahorrar el paso de la
fabricacion de la superficie. Esto sin duda es una ventaja en términos del tiempo
necesario para realizar un experimento; sin embargo, estas superficies
presentan algunas desventajas que hacen que su uso sea al menos
considerado con mas detencion. Lo primero que se puede argumentar es el
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elevado costo de estas superficies de acuerdo al método de sintesis utilizado en
la fabricacion, luego el tiempo de almacenaje es limitado y la reutilizacion de
una misma superficie no esta recomendada. En este trabajo se utilizé una
superficie de oro Klarite de Renishaw fabricada con la metodologia arriba-abaijo,
la que consiste en la fabricacion de sitios activos a partir de estructuras mas
grandes. La superficie en este caso corresponde a piramides invertidas de 1,5

Wm grabadas en oro con rugosidades de hasta 20 nm.

C

SER Intensity
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Figura 14. A) Superficie klarite con Az a pH 8,2 y B) a pH 10,7, C) comparacién de los mejores

espectros obtenidos mapeando las superficies de A y B en las siguientes condiciones: a) SERS
Az-Ag 458 nm pH 8,2; b) SERS Az-Klarite 458 nm pH 8,2; c) SERS Az-Klarite 458 nm pH 10,7;

d) SERS Az-Klarite 785 nm pH 8,2 y e) SERS Az-Klarite 785 nm pH 10,7.
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Debido a la geometria de la superficie Klarite la obtencion de los
espectros se llevo a cabo a través de mapeos especlrales en la superficie a pH
controlado de la solucién de colorante (figura 14). Se observo en los mapeos a
pH 8,2 Ia formacién de cristales de Az sobre la superficie, mientras que a pH
10,7 se observaron acumulaciones de colorante en las piramides de [a
superficie. A pH 10,7 se obtuvo una mejor resolucion especiral usando la
superficie Klarite. Esto puede deberse a que a pH 10,7 la molécula de colorante
se encuentra mayormente desprotonada y disuelta en mayor proporcion por o
que alcanzar estos intersticios resulta mas facil. La notable mejoria en la
resolucin espectral observada en el caso de la superficie Klarite, con respecto
a las NPs de plata, puede explicarse ademas por el hecho que Ila
homogeneidad de la superficie de oro forzaria un orden de las moléculas
propiciandc la amplificacion de modos que en regimenes mas desordenados

quedan en menor proporcion.
4.1.3. Superficies coloidales

Las superficies coloidales preparadas de acuerdo al punto 3.2
corresponden a nanoparticulas de plata en suspension (Ag-NPs). Las distintas
sintesis de estas nanoparticulas consisten en la reduccién de plata en solucién
con agentes “reductores como hidroxilamina, citrato o borohidruro. Las
nanoparticulas de platas producidas utilizando una metodologia modificada de
la propuesta por Leopold y Lendl [102] no mostro los resultados esperados.

Utilizando la metodologia en seco con estas NPs no fue posible obtener
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reproducibilidad ni aumento en la intensidad de los espectros obtenidos, a pesar
que en solucién se ha reportado excelentes resultados. Esto puede deberse a
que en solucion el potencial zeta juega un rol importante en la interaccion del
analito con el metal, mientras que en la metodologia en seco esto se reduce

pues la interaccion se ve forzada al remover el solvente.

De acuerdo a la figura 15, las Ag-NPs sintetizadas con el método de Lee-
Meisel (Ag-Cit) [49] muestran una menor distribucion de tamafios que las NPs
sintetizadas de acuerdo a Leopold-Lendl (Ag-LL) [50] y a Garrido (Ag-LL Mod)
[102], lo que se denota por una menor intensidad en la absorcion hacia
longitudes de onda mayores. Esto resulta beneficioso para la metodologia en
seco puesto que al depositarse las nanoparticulas estas generaran rugosidades

mas uniformes y por lo tanto mayor reproducibilidad.

429 Ag-LL Mod
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Figura 15. Espectros de absorcion para distintos sistemas coloidales de plata, reducida citrato

(a), hidroxilamina (b) e hidroxilamina en menor concentracion (c).
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En resumen, y considerando la mayor conveniencia para este trabajo de
tesis, de acuerdo al tipo de muestra y al tipo de analito, las Ag-NPs sintetizadas

por el método de Lee-Meisel (Ag-Cit) serén las elegidas para estudiar los

sistemas propuestos.
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4.2. Fibras

Las fibras seleccionadas fueron estudladas usando las técnicas IR y
Raman. En general, se han estudiado las fibras de origen proteico provenientes
de camélidos que se pueden encontrar en algunos paises de América del Sur,
como la vicuiia, alpaca, guanaco y llama. La caracterizacién de estas fibras es
compleja, debido a que las caracteristicas microscopicas de los pelos tomados
de una parte del cuerpo de una especie pueden tener una morfologia idéntica a
la de otra especie en otra parte de! cuerpo o inciuso a la de otro animal de
distinta edad (de la misma u otra especie). En la actualidad, la hibridacién de
estas especies también dificulta la caracterizacién en términos de ADN antiguo,
en el que solo se cuenta con un registro parcial de los genes que podrian

relevar caracteristicas especificas de cada camélido.

Se pudo establecer que la espectroscopfa Raman con excitacion en el
rango que va del visible al infrarrojo no es la mas adecuada para el estudio de
este tipo de fibras. Esto se debe a la elevada fluorescencia que presentan las
fibras, fenémeno que se incrementa cuando se encuentran tefiidas; en efecto,

los colorantes contribuyen a su flucrescencia intrinseca.

El ATR-IR, en cambio, ha demostrado ser utl como técnica
discriminatoria para reconocer la naturaleza proteica o celulésica en un primer
examen. Con ATR-IR se ha llegado incluso a la identificacién de! colorante
indigo en la fibra (figura 16) sin necesidad de realizar mas experimentos. Las

caracteristicas de la formacion de este colorante en el proceso de tefiido (como
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se menciond en la introduccién), permiten su identificacion incluso por sobre las

sefnales de la lana.
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Figura 16. Espectro ATR-IR de una muestra de fibra arqueoldgica azul del sitio Taira A-16. Las

bandas marcadas en azul corresponden a las sefiales caracteristicas de indigo.

En vista al estudio vibracional de las interacciones entre las distintas
partes que componen una fibra tefida, el uso de una fibra que no permita
obtener espectros lo suficientemente resueltos como para extraer informacion
de ellos dificulta abordar los objetivos propuestos. Es por esto que se considero
la seda como fibra proteica modelo. Esta decision se toma sobre la base de la
respuesta vibracional de este tipo de fibras y que, al tratarse de una proteina, se
podrian esperar interacciones al menos similares entre metales y colorantes

con las proteinas.
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Se logré establecer la diferencia espectral en ambas proteinas surgida
principalmente por las estructuras secundarias predominantes en cada una de
ellas. En el caso de la lana las estructuras dominantes son las hélices alfa, las
que hacen que la banda correspondiente al enlace amida | aparezca en torno a
1652 cm™; para las muestras de los distintos camélidos no se observan
diferencias a excepcion de unos cambios leves de intensidad. La fibroina posee
porciones cristalinas de hojas beta antiparalelas que pueden ser distinguidas en
el IR por la banda amida | en torno a 1626 cm™ y por su banda secundaria a

1698 cm™" (figura 17) [103].
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Figura 17. Espectros ATR-IR de fibras de seda (rojo) y guanaco (azul) sobre ERI de Ge.

4.2.1. Espectros Raman, FT-Raman y SERS del péptido motivo

GAGAGS

Para estudiar vibracionalmente la seda se decidi® comenzar con la

caracterizacion de su péptido motivo el hexapéptido GAGAGS (G glicina, A
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alanina, S serina). La asignacion espectral Raman del GAGAGS (tabla 1) se
basa en trabajos previos relativos a péptidos [104, 105] y aminoéacidos [106,
107]. Las tres bandas Raman a 1660, 1234 y 926 cm™' se atribuyen a los modos
amida |, amida Il y modos esqueléticos, respectivamente (figura 18a). La
posicion en las frecuencias de estas sefiales y el hecho que varias bandas
presenten una composicion doble o son asimétricas es consistente con al
menos dos tipos de estructuras terciarias coexistentes, laminas B y ovillo

aleatorio o conformaciones tipo a-hélice [108].

Raman Intensity
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Figura 18. Espectro Raman del péptido GAGAGS a baja temperatura (a) (12°C), a temperatura
ambiente (25°C) (b) y espectro SERS del péptido GAGAGS.
La banda ancha y muy débil, a 1539 cm™' contiene probablemente

informacion sobre los grupos carboxilato y amino. Las bandas a 1443 y 1265
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cm™ se asignan a modos de deformacion de CH, de los componentes serina y
alanina. Una banda doble muy débil a aproximadamente 1304 y 1322 cm™ se
atribuye a deformaciones de CH de los residuos laterales de serina y dlicina. La
banda a 1158 cm™ es probablemente una vibracion acoplada que implica los
modos vCC y vC-OH, siendo el Gltimo atribuido a la cadena lateral de la serina.
La banda media a fuerte a 1086 cm™ es un ovillo aleatorio (vCC) del esqueleto
(estructura secundaria) y también un modo de hoja B, siguiendo a Monti et al
[63, 109]. Se observd una disminucién de la intensidad de la banda a 1086 cm™
junto con la aparicién de la banda de 1102 cm™' aumentando la temperatura
(figura 18b); el perfil espectral Raman de GAGAGS a temperatura ambiente
sugiere que podrfan coexistir diferentes conformaciones. El aumento de la
temperatura induce cambios espectrales principalmente relacionados con el
aumento del ancho de banda, cambios en los nidmeros de onda y
modificaciones en la intensidad de las bandas, todo sugiriendo cambios
conformacionales y/o un aumento de especies conformacionales coexistentes.
Siguiendo a Martel et al [110] proponemos una hoja B cristalina a la transicion
conformacional a-helicoidal para el cambio observado en la estructura del
GAGAGS al aumentar la temperatura [111]. Asi, el efecto de aumento de la
temperatura induce una pérdida de cristalinidad de la muestra. Sin embargo,
sélo la banda de amida lii se desplaza a los numeros de onda mas altos como
se esperaria para una transicion de B-hoja a a-hélice de transicion [108]. Se

observa otre modo vC-OH de la cadena lateral de la serina a 1002 cm™.
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Tabla 1. Asignacion espectral Raman y SERS del péptido GAGAGS y FTIR, Raman y SERS de
/a seda entre 200 y 1800 cm™" a temperatura ambiente.

GAGAGS Seda
Asignacién
Raman SERS Raman SERS ATR-IR
1661s 1668 m 1665 s 1651 m 1617 s Amida |
1615w Tyr
1564 vw b COOH + NH»
1511wb 1511 s Amidall, vCC,5CH, Tyr
1454 sh 1449 md | 1451 m 1432sh | 1440w CHz def. {Ala, Ser)
1432s 1403 vww | CHz def. (Ala, Ser)
1368 ww 1386 w 1403 w 1398s vCOOH (Ala, Ser)
1335vw | vCHa
1316 w 1297w Ser, Gly, CH def.
1274 sh 1276 m 1266 wsh | 1265 vw CHa def. (Ala, Ser)
1246 m 1241 ms 1229 ms 1230vw | 1227m Arnida ll
1170 m 1156 wb | 1160w 1159 vw vCOH Ser, Tyr
1162 w vCN,35CH, Ala-Gly
11256 m vCC alif.
1102 sh 1091 m 1085s 1090 m 1063 w vCC esquel
1085 m vCC esquel.
1059 vw 1056 s 1025 vw vCC alif., Ser
1002 wm 1006 w 1004 w vC-OH Ser
974w 977 m 979w pCH
949w pCH3
924 wm 932w 924 ms Esquel.
874 m 882w 887w pCH
862 m 848 w 853w vGC, VvCN, Tyr (seda)
840m 828 w vCC, Ser, Tyr {seda)
790 whb 759 vw CHadef. Ala
723w 730 w 706 wb CHa def. Ala
680 w 643 vw wiNH2
509 w 605 Amida IV
546 vw 555 w 558 mb 540 vw CCN def.
425 vw 432 vw 422 m SCCH, 8CGCN
405 m 415w BCCH, SCCN
264 wm 296 vw 281mb 3CCC, 3CCN

Intensidad relativa: s, fuerte; sh, hombro; m, media; w, débil; vw, muy débil; b, ancha; d, doble.
Nomenclatura: Ser, serina; Gly, glicina; Ala, alanina; Tyr, tirosing; def., deformacion; esquel.,
modo esquelético; alif, alifatico.
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En el espectro Raman a baja temperatura (figura 18a), las bandas de
intensidad media y débii a 976 y 883 cm™?, respectivamente, se les asigna un
modo de balanceo pCH. La banda debil a 951 cm™ es un modo de oscilacion
del grupo CHs de la alanina. El doblete a aproximadamente 858 cm™ contiene
informacion de los modos vCC y VCN. Las bandas débiles a 724 cm” y a
aproximadamente 795 cm™ se atribuyen a los modos de deformacién del grupo
CH; en la alanina. La banda débil a 600 cm™’ podria atribuirse a un modo amida
IV. Las bandas a 429 y 410 cm™ estan asignadas a los modos 8CCH y 5CCN.
Los grupos alquilo con OH y grupos funcionales- NH estan probablemente en

zonas del espectro menores que 300 cm™.

Al realizar el SERS, se observaron varios cambios especirales por efecto
de la superficie (figura 18c). Las bandas tipicas atribuidas a los modos amida |,
Il y esquelético a 1661, 1246 y 924 cm™ en Raman a temperatura ambiente,
cambian en el espectro SERS a 1668, 1241 y 932 cm™, respectivamente. La
intensidad relativa de las bandas también cambia. Este comportamiento
espectral es consistente con modificaciones de tipo conformacional. El perfil
general sugiere que la superficie induce una conformacién de ovillo aleatorio.
Las dos bandas a 1432 y 1274 em™, afribuidas a modos de deformacién de CH
en la serina y alanina, muestran un comportamiento espectral altamente
consistente con la interaccién del péptido con la superficie metdlica. La banda a
1059 cm™', adscrita a la serina y estiramientos CC alifaticos, aumenta

notoriamente su intensidad y se desplaza a 1056 cm™'; también se observan
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cambios espectrales para la banda de serina esquelética a aproximadamente
846 cm™'. Los calculos tedricos predicen que la molécula de GAGAGS adopta
una conformacién casi extendida en el nivel de superficie de Ag como se
muestra en la figura 19. Aceptando esto, y sobre la base de las reglas de
seleccion SERS [56] y que la linea laser es perpendicular a la superficie
metalica, se explicaria el aumento en la intensidad relativa de la banda del
fragmento alifatico CC de la serina a 1059 cm™”, el que se observa en el
espectro SERS a 1056 cm™'. Por lo tanto, la conformacién propuesta estaria de

acuerdo con los cambios espectrales observados en el espectro SERS.

Figura 19. Péptido motivo de la porcion cristalina de la seda (GAGAGS) y su orientacion sobre

una superficie de plata.
4.2.2. Espectros ATR-IR, Raman, FT-Raman y SERS de la seda

La secuencia GAGAGS esta altamente expresada en la fibroina del

capullo. El espectro Raman de la seda cruda (CS), tiene muchas similitudes con
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el perfil espectral del péptido GAGAGS, que corresponde a la porcién cristalina
que domina el especiro [111]. Las diferencias, debido principalmente a la
variacién de intensidad de bandas y cambios de niimero de onda, se atribuyen
a que las estructuras secundarias predominan en el espectro. El perfil espectral
de la sericina muestra bandas anchas y no es muy diferente de la fibroina [112];
en el espectro de seda cruda observado no es posible identificar claramente las
bandas de sericina. Algunas bandas en el espectro ATR-IR del sdlido en la
solucién de desgomado a 1651, 1234 y 1069 cm™ y en FT-Raman a 1656 y 850

cm! se atribuyen a sericina segn Monti et al [112].

El espectro ATR-IR de la seda cruda (figura 20a) muestra dos bandas
fuertes, la primera a 1617 cm™ atribuible al modo amida | de una conformacion
de laminas B [113] y la banda intensa a 1511 cm™ asignada a la tirosina y las
vibraciones vCC y 5CH se solapan al modo amida 1l de una conformacién de
hojas B. Se observan bandas que muestran una baja intensidad a 1440 y 1403
cm! de alanina y serina (glicina), debido a deformaciones de CHa. Las bandas
de intensidad media a 1227 y 1063 c¢cm™ corresponden a los modos amida Il y
vibraciones del esqueleto vCC, respectivamente. Otra vibracion del segmento
alanina-glicina, vCN acoplada a 8CH, se observa a 1162 cm™. Se pueden
atribuir tres bandas a un modo CCN de deformacién entre 400 y 610 cm™, las

1

dos primeras a 425 y 540 cm™’, mientras que a 611 em™! corresponde a un

modo amida V.
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Los espectros de ATR-IR de las muestras de seda desgomadas

obtenidas siguiendo los procedimientos D1y D2, DS1y DS2 (figuras 20b y 20c)

muestran el mismo perfil con la excepcion de la variacién de intensidad de las

bandas en 1617, 1440 y 1403 em®: en relacién al espectro de CS, la intensidad

de la primera banda disminuye en la muestra DS1 y muestra la misma

intensidad relativa en DS2. En ambas muesiras desgomadas la banda a 1063

cm” reduce drasticamente su intensidad en comparacion con el espectro de

CS. Al menos tres bandas, atribuidas a defarmaciones CH y modos

esqueléticos, estan claramente separadas en la region de 900-1000 em™ de los

espectros DS1 y DS2, presentando una situacion similar para bandas inferiores

a 650 cm™.

Absorbance

560 7\%0 1 0.00 1 2'50 b ] 5.00
Wavenumber fcm”

1750

Figura 20. Espectros ATR-IR de seda cruda (a), y sedas desgomadas con los métodos 1 (b} y 2

(¢c) (ver punto 3.7) sobre un ERI de diamante.
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Con microscopia Raman no se pudo obtener sefiales asociadas a las
lanas usando excitacién en el visible, mientras que para la fibroina, las
condiciones experimentales utilizadas debieron ser muy fuertes, es decir, largos
tiempos de exposicion y alta potencia del laser (>10 mW). Las propiedades
anisotropicas de la seda fueron observadas cambiando la orientacion de la fibra
bajo el microscopio. Los cambios de intensidad en las bandas a 1675, 1410,
1238, 885 y 223 cm™ (figura 21a y 21b) se deben a la respuesta preferencial de
la fibroina por su naturaleza cristalina, incluso sin la necesidad de
polarizadores. Se ha demostrado también que los procesos de desgomado no

tienen influencia en la conformacién de la fibroina (figura 21cy 21d).

En Raman se observaron diferencias espectrales entre los especiros CS
y las muestras desgomadas DS1 y DS2. El espectro Raman de las muestras
DS1 y DS2 muestran algunas modificaciones por efecto de desgomado; a
saber, la banda de amida | a 1675 cm™ se desplaza a 1673 cm™ y disminuye su
intensidad. La banda de amida 1ll a 1235 cm™ reduce su intensidad en la
muestra DS1. En este caso, no se pueden inferir cambios conformacionales de
las proteinas a partir de las variaciones espectrales Raman de las vibraciones
de la amida | (1650-1670 cm™) y de la amida Ilt (1230-1280 cm™), y los modos
esqueléticos alrededor de 900-960 cm™ [108]. La banda a 1007 cm™ en el
espectro de la muestra DS1 y DS2 (figura 21¢c y 21d) se observa con una
menos intensidad en relacién con la banda a 981 cm™ en el espectro de la seda

de capullos (CS). Las modificaciones de los parameiros de pH, tiempo y
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temperatura al pasar del método de desgomado 1 a 2 podrian estar en el origen
de los cambios espectrales observados. Con esto, el proceso de desgomado
solo expone la fibroina dando cuenta de la contribucién de la sericina a las

variaciones netas observadas en las sedas desgomadas

138
227
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Figura 21. Espectros Raman de seda cruda (CS) en posicién vertical (a) y horizontal (b)
respecto de la observacién al microscopio. Espectro Raman de las sedas desgomadas con ef

método 1 (DS1) {c) y con el método 2 (DS2) (d).

El espectro FT-Raman de seda obtenido resulté bastante similar, figura
22a, al informado por Monti et al. [109] para la fraccién cristalina de fibroina de
seda Bombyx mori (lI-Cp). La presente muestra de seda se compone

principalmente por el motivo péptido GAGAGS, lo que es consistente con la
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estructura II-Cp en la seda. La asignacion de las sefiales Raman realizada es

coincidente con la propuesta en la literatura [63, 109].

1398

Raman Intensity

200 | 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800
-1
Wavenumber /cm

Figura 22. Especiro FT-Raman (a) y SERS (b) de la seda.

Se observaron varios cambios espectrales en términos de variacién de
intensidad y cambios de nimero de onda por efecto de superficie (figura 22b).
Las bandas SERS estan claramente definidas. La banda amida | a 1665 om™
cambia a 1651 cm™ vy su intensidad disminuye por efecto de la superficie; la
intensidad de la banda amida Ill a 1229 cm™ disminuye drasticamente y el
modo esquelético se observa claramente a 924 cm™!. Este conjunto de cambios
espectrales indica que la superficie metdlica adopta una disposicion especial
sobre la seda mostrando especificamente ciertos aspectos conformacionales.

Las bandas a 1432, 1398, 1265 y 706 em™ se observan ahora con diferentes
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caracteristicas espectrales comparadas con el espectro FT-Raman (figura 22a).
En particular, la banda carboxilica a 1398 cm™ aumenta notoriamente su
intensidad por efecto de la superficie lo que sugiere que la superficie metalica
estaria mas cerca de fragmentos carboxilicos, 0 que el modo simétrico de
estiramiento correspondiente tiene su componente de polarizabilidad resultante,
perpendicular a la superficie o paralelo a la incidencia del laser. De acuerdo con
las reglas de seleccién de SERS se verificara un aumento de intensidad de una
banda cuando la componente de polarizabilidad a; del modo vibracional sea
paralela al plano de polarizacién del campo eléctrico del haz laser incidente
[56]. El aumento de banda observado de la banda a 1398 cm™ deberia ser
debido a la interaccién o proximidad del grupo COOH de la serina con la
superficie. La banda de la serina a 1297 cm™ aparece por efecto de la superficie
mientras que el modo vC-OH a 1004 cm™ en Raman no se observa en SERS,
lo que sugiere que la superficie no esta cerca del residuo y que la vibracion vC-
OH es paralela a la superficie. Otra vibracién de serina observada en Raman a
1160 cm™' disminuye su intensidad relativa en SERS; esto confirma la idea que
la vibracién vC-OH de serina es paralela a la superficie y que la vibracién vGC,
vC-OH esta probablemente acoplada y dominada por el modo vCC. Por lo
tanto, el espectro SERS de la seda indica que la superficie metélica se acopla
preferentemente en las cercanfas de las cadenas laterales de serina y de
alanina y que solo parte de la informacién conformacional de la fibroina esta
disponible en comparacién con la inferida a partir de los datos Raman del
sélido.
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4.2.3. Caracterizacién estructural de la seda pesada

A partir de una seda comercial sin pesar (UWS) se prepararon muestras
de pesado rosado (PWS) y con taninos (TWS). Para ATR-IR las bandas mas
representativas de la seda son 1699, 1625, 1516, 1447 and 1232 cm™ que
corresponden a los modos amida | para hojas B, amida Il, poli-alanina-glicina y
amida lll, las que se observan con los mismos nimeros de onda en los
espectros de PWS, TW1 y TW2 (figura 23). Esto implica que la estructura

cristalina de 1a fibroina no se ve afectada por los procesos de pesado.

o3
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Figura 23. Espectros ATR-IR de seda sin pesar (UWS, a), seda con pesado rosado (PWS, b) y
pesado con taninos (TWST1, ¢) y pesado doble con taninos ( TWS2, d) sobre un elemento de

reflexién interna (ERI) de Ge.
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Las sefiales a 996 y 977 cm™! son caracteristicas de los grupos fosfato y
silicato respectivamente y su aparicién en el espectro de la muestra PWS esta
relacionada con la adicién de estos componentes a la seda. Se prepararon dos
muestras de seda pesada con taninos, TWS1 y TWS2. La muestra TWS2 se
diferencia de TWS1 porque tiene una carga mas de pesado. Las muestras TWS
presentan espectros idénticos entre ellos y similares a la seda sin pesar; los
espectros estan dominados por las sefiales de la fibroina. Un cambio de
frecuencia desde 1069 a 1077 cm™', y un aumento en la intensidad de las
bandas a 1068 and 1624 cm™ son las principales modificaciones observadas
sobre los espectros en IR. Las modificaciones de ambas bandas podrian estar
relacionadas con la adicion de un complejo metélico interactuando con las
porciones amorfas de la seda. Las vibraciones esperadas en IR para el acido
gélico [114] o el complejo entre el hierro y el acido galico [115] podrian estar

enmascaradas por las sefiales de fibroina,

El espectro Raman de la muestra PWS (figura 24a) esta dominado por el
espectro de la muestra UWS (figura 24b), confirmando asi que el proceso de
pesado rosado no tiene ningin efecto sobre la fibroina. Los espectros Raman
de las muestras TWS1 y TWS2 (figuras 24c y 24d) son casi idénticos entre ellos
y estan dominados por el complejo formado entre acido gélico y hierro () a
partir de la sal de sulfato; esto también es similar al espectro Raman de las
tintas ferrogalicas. Las bandas mas intensas del complejo metalico se localizan

en 1473, 1318, 960, 813, 582 y 535 em™, v el espectro del complejo dio como

66




resuitado el mismo perfil espectral que el publicado por Lee et al [116]. Las

bandas de fibroina a 1228, 1083, 1000, 849 y 755 cm™ (figura 24c)

identifican claramente en los espectros de la muestra TWS1 mientras que

se

en

TWS2 (figura 24d) solo las bandas a 1229, 1081 y 1000 cm™ son observables

con menor intensidad. Los presentes resultados Raman son altamente

consistentes con el hecho que los procesos de pesado con taninos no afectan a

la estructura de la fibrofna de la seda y muestran un espectro Raman dominado

por el agente de pesado.
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Figura 24. Espectros Raman (633 nm) de las muestras a) UWS, b) PWS, ¢) TWS1 and d)

TWS2.
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Sobre la base de los resultados anteriores se propone que el ion hierro
(Fe*") actiia como un ensamblador molecular entre la fibroina y el acido galico a

través de una interaccion cation-1r [117].

La seda también fue tratada con sales de aluminio siguiendo el método
descrito en el punto 3.7 para el mordentado. El espectro de la seda mordentada
no presenté ninguna variacion que permita inferir algin cambio estructural por

efecto del aluminio afiadido de acuerdo a lo observado en la figura 25.
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Figura 25. Espectro ATR de la seda antes (rojo) y después del proceso de mordentado (azul).
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4.3. Colorantes
4.3.1. UV-Vis

Se obtuvieron los espectros electronicos de los colorantes alizarina (Az),
purpurina (Pu) y &acido carminico (CA) en solucién y en soélido para Az y Pu
(figura 26). El objetivo principal de estas mediciones fue obtener los maximos
de absorcién en el rango visible del espectro electromagnético para establecer
posibles condiciones de resonancia Raman. Se logré observar que los solidos
respecto de las soluciones presentan un corrimiento hacia el rojo; es posible
que este corrimiento esté relacionado con la mayor capacidad de redistribucion
de la carga entre los grupos OH y C=0 de las moléculas en estado sdlido. Los
espectros en solucion presentados corresponden a las moléculas neutras y los
corrimientos observados con respecto a solventes mas apolares [118] estan

relacionados con la capacidad de formar puentes de hidrégeno con el solvente.

0.6 5
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Pu c o gizj
J g 3 —— Az Sélido : \
A —— Pu Sdlido

Arbsorbance
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Figura 26. Espectros UV-Vis de los colorantes Az, Puy CA. lzquierda: Comparacion entre los

solidos y la solucién para Az y Pu. Derecha: espectros UV-Vis en solucién para Az, Puy CA.
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La obtencién de los espectros de absorcion en sélido permite una mejor
interpretacién de las sefiales Raman y SERS resonantes; en este trabajo de

tesis todas las mediciones vibracionales se realizan en ausencia de solvente.
4.3.2. ATR-IRy Raman

Se caracterizaron los coloranies Az, Pu y CA, previo a su interaccion con
las fibras y los metales, para entender sus estructuras y poder tener una nocion
acerca de su modo de interactuar con el metal y la fibra. Las asignaciones
vibracionales se encuentran resumidas en la tabla 2 y 3, y se realizaron
siguiendo la literatura [95, 119-125]. Hasta este punto y como se menciond
antes, el indigo, colorante azul, se puede identificar sin problemas utilizando
ATR-IR y también Raman simple, en todas las longitudes de onda de
excitacién; esto implica que su deteccion no es un desafic en términos
experimentales, y es por eso que no se entra en mayores detalles relacionados

a su deteccion.

La Az es probablemente uno de los colorantes méas estudiados hasta el
momento, debido a su identificacién como colorante principal en la planta Rubia
tinctorium, una de las mas utilizadas en Europa para lograr el color rojo tanto en
la produccién de pigmentos como para la tincién de textiles. Los espectros FT-
Raman y FT-IR de la Az (figura 27) permiten la asignacién de los principales
modos observados en la molécula. Ademas del FT-Raman (1064 nm) el

espectro Raman de la Az se puede obtener con la linea de excitacion a 458 nm.
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Con el resto de lineas de excitacidn en el visible las sefales Raman se ven

obscurecidas por la fluorescencia.
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Figura 27. Espectro FT-Raman (azul) y ATR-IR (rojo) del colorante Alizarina (Az).

Los modos FT-IR de mayor interés en la Az son aquellos que podrian
sufrir modificaciones por efecto de las interacciones con otros componentes;
estos modos son los estiramientos de los grupos C=0 en la posicion (10) (1664
em™) y en la posicion (9) (1634 cm™) (figura 6), los vCC de los anillos
aromaticos (1589, 1457, 1293 y 1198 cm’™"), deformaciones de los C-OH en la
posicion (1) (1351 cm™) y en la posicién (2) (1331 cm™) y de la deformacién

fuera del plano de los grupos C=0 y C-O (713 cm™).

El espectro Raman de Pu (figura 28) solo se puede obtener al excitar con

la linea laser a 458 nm, esto es, en condiciones de resonancia. Con todas las
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otras lineas de excitacion el fondo de fluorescencia no permite observar sefnales

que puedan asignarse a los modos vibracionales de esta molécula.

% Reflectance
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Figura 28. Espectro Raman (458 nm) (azul) y ATR-IR (rojo) del colorante Purpurina (Pu).

La asignacion que se presenta esta hecha sobre la base de los espectros
SERS del colorante [123] y los espectros IR [126]. En IR de Pu se pueden
observar algunos de los modos similares a los que se obtienen para Az con
asignaciones que podrian ser similares; tal es el caso de las sefales a 1670,
1620, 1583, 1468, 1332 y 1288 cm™. En Raman, los modos que se observan
estan siendo amplificados por efectos resonantes. Esto que permite sugerir que
los modos asociados a la formacion de un sistema altamente conjugado, por la
deslocalizacién de la carga, serian aquellos mas amplificados. Esta conjugacion
ocurre a través de enlaces puente de hidrogeno intramoleculares mediante

sistemas ceto-endlicos entre los grupos C=0 y OH en las posiciones (9)-(10) y
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corrimiento observado de la banda a 1620 cm™ [127].

(1)-(4), respectivamente. El grupo OH en la posicion (2) es el responsable del

Tabla 2. Asignacion espectral FT-IR, Raman y SERS de los colorantes alizarina (Az) y
purpurina (Pu) entre 300 y 1800 cm’™.

Alizarina Purpurina . .
Asignacion

FT-IR Raman SERS FT-IR Raman SERS
1664 s 1659s 1670 m 1652 w v C(10) {C=0)
1634 m 1634 w 1627 w 1620 m 1606 m 1609 w v C(8) (C=0)
1589 s 1588 vs 1602 w 1583 1575 vw v (C=C)

1569 s 1552 m 1556 bw | v (C=C)

1478 m 1468 m 1477 vs 1479w v {C-0) /5 (=CH)
1457 s 1455 w 1452 s 1438 m 1446 m 1418 sh v (C=C}/ & (C-O-H) / 5 (=CH)
1397 vw | 1399w 1385w 1394 m v (C-C) /8 (=CH)
1351 m 1349 vw v (C-C) / & (C-O-H)
1331 m 1324 vs 1332w 1334 s 1323 vs v (C-C) 15 (C-O-H)
1293vs | 1301w | 1286s | 1288s 1296 vww | 1303vs | v{C-0)/v (C-C)/ 5 (C-C-C)
1267 s 1250 w 1252s 1269sh | v(C-0)/v(C-C)

1218 m 1208 vw 1211vw | 1218 m 5 (C-H} /5 (C-C-C)
1198 m 1191vs | 1187s 1203 w & (C-H) / 5 (C-C-C)
1183 m
1162 w 1162 w 1160m 1178 w 1171w 1163 m v (C-C)/ & (C-H)
1047 w 1050 vw | 1049w 1066 w 1069 m 1067 m & (C-C-C)
1032w 1031 vw 1029 w 1030 vw v (C-C) /& (C-H)
1013w 1013w 1015 vw v (C-C) /& (C-C-0)

965w 969 m a76 w p{C-H)

896 vw a02 vw 805 w a08 vw
849 w 5 (C=0) /8 {C-C-C)
829 w 830w 818 vw 812w 834 w y (C-H) /v {C-0)
764 m 779m y (C=H) / y (C-O)
748 m 738 vw
713s 702 m y (C=0) /vy (C-0)
676 w 682w 682 w
660 w 662 m 663vw | 649w 653w 650 w y (C=0) /5 (C-C-C)
619w 634 w 601w 603 vw 604 vw
580w 583 vw 541w

500 vw 506 w 510 vw 526 m .
486w | 470vs | 478m | 451w  |451w |473p | Defesquel anilo
418w 418w 420 vw 425 w 413 w 426 vw

348 w 343s 379 vw

317w 315 vw

Intensidad relativa: s, fuerte; sh, hombro; m, media; w, débil; vw, muy débil; b, ancha.
Nomenclatura: def., deformacién; esquel., modo esquelético.
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Para la asignacion de las sefales observadas en los espectros ATR-IR y
FT-Raman del acido carminico existe solo un trabajo por Cafiamares et al [121]

que permite establecer las sefiales mas importantes (tabla 3).

A pesar que la mayoria de estas sefales presentan contribuciones
simultaneas de distintos modos vibracionales, se pueden destacar algunas
como el estiramiento del grupo C=0 del acido presente a 1714 cm'paralRya
1716 cm™' para Raman, la sefial de los grupos C=0 de la base antraquinonica a
1644 cm” en Raman y 1615 cm™ en IR, las vibraciones de los anillos
aromaticos a 1585 y 1468 cm™ en Raman y 1572 y 1444 cm™ en IR, y las
sefiales atribuibles al residuo glucosidico 1374, 1342, 1081 y 1045 cm'en IR y

1076 cm™' en Raman.
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Figura 29. Espectro FT-Raman (1064 nm) (azul) y ATR-IR (rojo) del colorante Acido Carminico

(CA).
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Tabla 3. Asignacién espectral FT-IR, Raman y SERS del Acido Carminico.

FT-IR Raman SERS Asignacidn
1714 m 1716 vw Vaeido (C=0)

1644 m 1652 vw v C(10) {C=0)
1616m v C(9) (C=0)
1572 s 1585 mb 1581w v {C=C)

1468 s 1474 s v {C-0) /5 (=CH)
1444 m v (C=C)/ 5 (C-0-H}) /& {(=CH)
1374 w BGlu(CH) /5GIu(COH) /& (COH)
1342w 1353 sh v (C-C) /& (C-O-H)

1206 m 1307 s v {C-C)
1247 s v (C-0) /v (C-C)
1229 sh 12208 1226 s & (C-H) /5 (C-C-C)

1132vw | 1134w | v(C-C)/ 5 (C-O-H)
1081 m 1076 w 1080 m v Glu(CH) /3GIu(COH)

1045 m v Glu(CH) /5GIu(COH)
1006 w v (C-C) /& (C-C-C)
987 w 970 vw p (C-H)
957 vw o (C-H)
891w 893 vw p Glu(C-H)
820w y (C-H) 1y (C-0)
769 w y (C-H) / y (C-0)
547 w 563 vw
521w
457 vs 454 vs Def.esquel. anillo
434 sh
373m 367 bw

Intensidad relativa: s, fuerte; sh, hombro; m, media; w, débil; vw, muy débil; b, ancha.
Nomenclatura: def., deformacidn; esquel., modo esquelético; Glu, glucesa.

4.3.3. SERS coforantes

Se logré obtener los especiros SERS de los colorantes Az, Puy CA 'y se
pudo establecer algunas de las caracteristicas de la respuesta SERS en
distintas condiciones. Existen estudios que tratan de la respuesta amplificada
asociada a los cambios de pH en la solucién [120, 121, 128] y que dan luces

acerca de la interaccién entre los colorantes antraquindnicos sobre las
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superficies metélicas. En los espectros SERS obtenidos de los colorantes es
posible observar cambios en las frecuencias y en las intensidades de las
sefiales con respecto a los espectros Raman. En general, los cambios de

frecuencia responden a la transferencia de carga entre el analito y el metal.

En este trabajo de tesis se traté de exponer con algo més de claridad el
origen de las diferencias que muestran los colorantes al interactuar con las
nanoparticulas metélicas. El instrumento con el cual se realizaron la mayoria de
los experimentos SERS (Renishaw RM1000) cuenta con tres lineas de
excitacién laser en el visible, 514,5 nm, 632,8 nm y 785 nm. La eficiencia del
detector y de los filtros en este instrumento también genera diferencias en los
espectros obtenidos, principalmente en términos de las intensidades en algunas
regiones de! espectro. Se encontré que la mejor longitud de onda para llevar a
cabo los espectros SERS en este frabajo de tesis es la linea de excitacién a
785 nm, pues la respuesta del detector en la ventana espectral entre 100 y
1800 cm™ (correspondiente a la zona de la huella digital) presenta una
respuesta méas uniforme (figura 30). Ademas, al usar esta longitud de onda, se
evitan efectos resonantes por efecto de la radiacion incidente, lo que permite
una mejor interpretacion de las variaciones de los espectros SERS con respecto

al Raman.

Se ha demostrado que la Az puede presentar méas de un especiro SERS
cuando se obtiene en solucién con distintas condiciones [120] lo que esta

asociado a la posibilidad de formar especies anidnicas en la medida que
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aumenta el pH. Esto resulta relevante para la aplicacién de la metodologia en
seco, pues la interaccion del colorante en las condiciones iniciales de pH va a

condicionar la respuesta y pueden llevar a una interpretacion errénea de los

espectros obtenidos.
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Figura 30. Espectros SERS de Az sobre Ag-Cit obtenidos con distintas longitudes de onda de
excitacion laser.

En la figura 31 es posible observar el espectro SERS de la Az sobre Ag-
Cit, tomado a partir de una solucion a pH 10,7. Se puede observar diferencias
notables entre ambos espectros en los modos asociados principalmente a los
estiramientos del C=0 en la posicién (10) (1622 cm™) de los estiramientos de
los anillos aromaticos (regién entre 1000 y 1600 cm™) y las sefales especificas
de los estiramientos C-OH (1477 y 1427 cm™), y la porcién del espectro entre

1230 y 1300 cm™) (ver tabla 2).
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El espectro que se observa en la Figura 31a concuerda con el espectro
que se obtiene a pH basico, mientras que el de la Figura 31b concuerda con el
que se obtiene a pH acido [120]. Esto se puede interpretar como una
interaccion preferente de las moléculas en forma aniénica mientras aun estan
en solucidn, lo que da paso a la interaccion de la forma protonada en la medida

que el solvente se evapora.

SER Intensity
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Figura 31. Espectros SERS (458 nm) de Az sobre Ag-Cit a partir de una solucion a pH 10,7.

Para los tres colorantes antes mencionados se midieron los espectros
SERS utilizando las superficies de Ag-Cit con la linea de excitacion laser a 785

nm (figura 32).

Para Az (figura 32a) las diferencias mas notables en el espectro SERS
con respecto al Raman es la disminucion de la frecuencia e intensidad de la

sefial correspondiente al estiramiento del grupo C=0 en la posicién (9) de 1659
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a 1627 cm™. Esta disminucién implica una deslocalizacién de la carga hacia el
resto del anillo por efecto de la transferencia de carga entre el sistema ceto-
endlico formado por los grupos C=0 en {9) y OH en (1). La intensidad de la
sefial a 1324 cm™ de la deformacién del enlace entre grupo OH y el C en la
posicion (2) también se ve notoriamente amplificada debido a la cercania con la
superficie. La aparicion de las sefiales en 1552 y 1423 cm’” podrian estar dando
cuenta de la interaccidn quimica de la Az con la superficie metalica a través de
la formacion de un anillo quelato entre los grupos C=0 en (9) y OH en (1) y la
plata [129]; esta interaccion también podria estar siendo evidenciada en
algunas de las senales que le otorgan la asimetria a la sefial con maximo en
1286 cm™. Esta ultima sefal, al igual que la que se observa en 1452 cm™
también se podria asignar a una amplificacién de los modos de estiramiento de
aromaticos. Los cambios de intensidad en la zona de las vibraciones del
esqueleto de la molécula, en particular de las sefiales a 478 y 343 cm™, también
podrian estar dando cuenta de algun tipo de orientacion preferencial de la
molécula en la superficie; sin embargo, estos modos acoplados son dificiles de
asignar y generalmente contienen contribuciones de distintas porciones de la

molécula.

Para Pu (figura 32b), la asignacién espectral estd mayormente basada
en la de la alizarina por tener estructuras relativamente similares. En este caso
las principales modificaciones residen en la disminucién de la intensidad de la

sefial a 1477 y 1252 cm™ correspondiente a estiramientos de los enlaces C-O y
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deformaciones de los grupos =C-H; esto es concordante con la idea que se
forma un quelato entre la molécula de Pu con la superficie metélica. La
orientacion y/o polarizabilidad de estos enlaces podrian estar asociadas a su
nula actividad SERS. En términos de la amplificacion por efectos de la
superficie, el modo a 1323 cm™ que podria ser asignado, al igual que en Az,
principalmente a la deformacion C-O-H del grupo OH en la posicién (2); los
modos que corresponderian a estiramientos de los anillos aromaticos también
se ven amplificados con un méximo a 1303 cm™. La molécula de Pu tendria la
posibilidad de formar quelatos con la plata, similares al propuesto para Az, en
las posiciones (9) y (1), y (10) y (4). Al observar el espectro SERS de Pu se
observan sefiales a 1556, 1418 y 1269 cm™, gue dan cuenta de los distintos

modos de estiramiento de estos quelatos.

Para CA (figura 32c), las modificaciones del espectro SERS
corresponden al aumento en la intensidad de las sefiales ya observadas en el
espectro Raman. La principal modificacion en términos de nuevas seiales se
observa en el hombro a 1353 cm™ asignado a modos de estiramientos de
anillos aromaticos y deformacion de los enlaces C-O-H. A pesar que en el
espectro SERS del CA la formacion de anillos quelatos no es tan evidente como
en el caso de Az, por el ancho observado de las sefiales no es posible

descartar que exista ese tipo de interacciones.
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Figura 32. Espectros SERS (785 nm) sobre Ag-Cit de Az (a), Pu (b) y CA (c).
Ademas de los colorantes que se pueden obtener de fuentes naturales,
se decidio utilizar uno sintético con caracteristicas de tefido distintas a las de
los naturales. El colorante Negro Reactivo 5 (RB5), corresponde a un colorante
en el que la fijacion al color ocurre a traves de sustituciones nucleofilicas con
algunos residuos de los aminoacidos presentes en la estructura de la fibra
proteica. El hecho de que su fijacion no ocurra a través de la formacion de un
complejo metalico, como en el caso de los colorantes mordentados, permite

observar ciertas caracteristicas de la interaccion en la seda tenida que seran

discutidas mas adelante en el texto.
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El espectro Raman del RB5 (figura 33a) muestra un perfil similar al
obtenido por Abbott et al [130] usando la linea de excitacion a 514 nm y casi
idéntico al presentado por Buzzini [131] usando la linea a 785 nm. La
asignacion espectral del RB5 (tabla 4) se realizé utilizando referencias
generales [132, 133] y algunas especificas [80]. Las sefiales a 1291, 1187 y
1092 cm™ corresponden a estiramientos del grupo sulfato (-0S0,0-); la seifial
débil a 746 cm™ se atribuye a la deformacién de ese mismo grupo. Al menos
dos bandas correspondientes al grupo suifonato (-S0,0-) se observan a 1233 y
1162 cm™. Las bandas de la porcién sulfona de la molécula (-SO-) se observan
a 1347, 1028, 624 y 589 cm™: la banda doble a 1134 cm™ probablemente
contiene estiramientos CC de alcanos. Otro modo que involucra enlaces CC
alifaticos se observa a 832 cm™. Las bandas débiles a 940 y 916 ¢cm™ se
asignan a modos de balanceo de CH. Las sefiales a 412 y 260 om”
probablemente también involucran al grupo -SO»-. Las sefales a 1599 y 1585
cm™ corresponden al estiramiento del anillo aromaético de los fenilos y naftilos,
respectivamente. La banda a 1013 cm™ se puede asignar a los modos de
estiramiento simétrico de los anillos bencénicos. El modo de aleteo del grupo
NH, se observa a 649 cm™ mientras que los modos de deformacién del mismo
grupo estan entre 400 y 300 em™. La banda débil a 1504 cm™ corresponde a
modos de estiramiento CC, CN; el hombro a 1421 cm™ podria asignarse a una
conformacién trans -N=N-, sin embargo se esperaria que es este modo
mostrara una intensidad mayor [131]. En este caso, la banda esta enmascarada
por la vibracién de los anillos arométicos a 1399 cm™. La banda intensa a 489
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cm™ se atribuye a una deformacion CCC de los anillos de naftaleno fuera del

plano.
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Figura 33. Espectros Raman (a) y SERS (b) del colorante Negro Reactivo 5.

En el espectro SERS se observan madificaciones por efecto de la
superficie metalica. De hecho, las sefales atribuidas al grupo sulfona a 1347,
1134, 1028, 624, 589 y 412 cm™ muestran cambios mas notorios en intensidad
que en la frecuencia (figura 33b), al igual que las bandas del grupo sulfonato en
1233 y 1162 cm™'. Esto es consistente con una orientacion preferencial de los
grupos sulfona y sulfonato hacia la superficie metalica. No se observaron
modificaciones mayores en los modos asociados a los grupos fenilo, naftilo,
sulfato y algunos de los modos alifaticos, lo que sugiere que los grupos no
tienen una preferencia especial hacia la superficie. La banda a 1504 cm’”
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presenta una intensidad mayor en SERS lo que indicaria una mayor cercanfa
de los modos CC, CN con el metal. La conformacion trans del grupo azo (-N=N-
} se define claramente por la disminucién en la intensidad de la sefal a 1399
em™ y el aumento de la sefial a 1421 cm'. Finalmente, no se observaron
bandas que pudieran indicar una interaccién quimica del colorante con la

superficie.

Siguiendo la literatura, y teniendo en consideracion las distintas formas
en las que las moléculas se pueden acomodar sobre las superficies, es posible
notar que existen discrepancias enfre la literatura citada y los espectros
obtenidos. Estas diferencias se deben principalmente a la combinacion de la
interaccién inicial de la molécula y el metal con la conformacion final que adopta
cuando la muesira se seca por completo. Esto implica, necesariamente, que
cada experimento SERS puede conducir a espectros distintos para un mismo
analito, dependiendo de las condiciones utilizadas. Enire estas condiciones,
como ya se mostrd, estan la longitud de onda de excitacion, el pH y también el

tipo de superficie.
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Tabla 4. Asignacion especiral Raman y SERS del colorante Negro Reactivo 5 (RB5).

Raman SERS Asignacién

1599 s 1598 s v-fenilo

1585 sh 1585 sh v-naftilo

1504 vw 1503 m vCC, CN

1421 vw 1421 m v -N=N- (trans)

1389 w v -N=N- (cis)

1347 ms 1348 mb v-802-

1291 ms 1290 s v-080,0-

1233 msb 1223 w v-S0;0-

1187 wd v-080;0-

1162w 1162 m v-8S0,0-

1148 sh 1150 m v-50,0-

1134 sd v-80;-, vCC alif.

1082 w 1088 vw v-080,0-

1051 vw 1063 w vCC alif.

1028 wm v-8S02-

1013w 1012w Respiracian anillo
965w pCH

940 ww pCH

916w pCH

853w vCC, vON

832w 832 vw vCC

746wh 8-080:0-

649wh 646 vw NH def.

624 vw -S0;- def.

589wh -S02- def.

489 s 489 s CCC naft. def.

412 wm 406mb -S0.- def.

300w NH; def.

260w -30,- def.
236 ms Ag-Cl

Intensidad relativa; s, fuerte; sh, hombreo; m, media;

w, débil; vw, muy débil; b, ancha.

Nomenclatura: def., deformacién; alif, alifatico; naft., naftilo.
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4.4. Complejos metalicos de colorantes

Se sintetizaron complejos metalicos de Az y Pu, siguiendo los protocolos
para preparar pigmentos tipo laca descritos por Sanyova [84]. En el caso de Az,
ademas de utilizar aluminio como metal, se utilizé hierro, cobre y plata para
formar los complejos respectivos y lograr definir las interacciones metal-
colorante. Utilizando ATR y Raman fue posible observar cambios significativos
en los espectros de los complejos respecto del colorante puro. Estos cambios
corresponden a la interaccion especifica del metal con sitios de la molécula
capaces de formar interacciones de transferencia de carga con los metales. Los
cambios se describen a continuacidon para cada técnica en particular, de
acuerdo a la asignacion de las sefiales de los espectros IR y Raman en cada

caso.
4.4.1. ATR

La Az presenta cambios en las sefales correspondientes a la formacion
del complejo metalico que son evidentes y que, de acuerdo a las asignaciones
vibracionales reportadas por otros autores y resumidas en [a Tabla 2 [120, 123,
125], estan orientados a las maodificaciones electrénicas en los enlaces C=0 en
(9), (10) y OH en (1) (ver figura 6). Del mismo modo es posible observar
cambios espectrales en las sefiales asociadas a los estiramientos del esqueleto
de la molécula formado por enlaces del tipo C-C y C-H, principalmente aquellos

asociados a las porciones aromaticas de la molécula. Por otro lado, Pu mostré
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informacion menos clara y con modificaciones espectrales dificiles de

interpretar en términos de la formacion de complejos.

En particular para Az (figura 34), las sefales correspondientes a los
enlaces C=0 (9) y (10), 1630 y 1660 cm™ respectivamente, presentan un

cambio importante debido a la formacién del complejo metalico.

Absorbance
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Figura 34. Espectros ATR-IR de los distintos complejos metélicos obtenidos para Az.

La principal sefial asociada a esta modificacion consiste en la aparicion
de una banda en torno a 1520 cm™' que ha sido asignada a uno de los modos
de estiramiento del grupo CCC del anillo quelato formado por la interaccion del
metal con los O de la porcién ceto-endlica que se forma entre las posiciones (9)
y (1). Las sefales asociadas a las deformaciones C-OH (1329 y 1348 cm™)
también presentan una modificacién similar a la observada para los

estiramientos C=0. En este caso al formarse el complejo aparece una Unica
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sefial en la zona cercana a 1350 cm™ que corresponde a la contribucién del
enlace C-O en (1) coordinado al metal, lo que explicaria el corrimiento
observado al cambiar de un metal a otro (Al, Fe, Cu). En el caso de la plata el
complejo sintetizado muestra en el espectro IR las sefiales de la Az pura en el
espectro, aparentemente la Az induce la reduccién de la plata en las

condiciones de sintesis.
4.4.2. Raman

Al igual que con ATR, la formacién de los complejos pudo observarse por
los cambios de las sefiales Raman correspondientes a los estiramientos C=0
en la posicién (9) y (10), C-O y C-C del esqueleto (figura 35). Las sefiales a
1634 y 1659 cm™ que representan los estiramientos de los grupos C=0 (9) y
(10) respectivamente, se ven modificados de modo que con la formacién del
complejo metdlico se observa solo una sefial en torno a 1630 cm™, equivalente
a la observada en IR. El estiramiento del grupo CCC del anillo quelato también
se observa en Raman como una sefial en torno a 1520 cm™. Sin embargo, con
Raman es posible observar dos fendmenos que ayudan a completar la
caracterizacion de [a interaccion del metfal con Az. El primero es que la
contribucién a la polarizabilidad de la molécula por los anillos aromaticos
presentes en la molécula se ve afectada por la formacién del complejo: se
observa una disminucidn en la intensidad de la sefial a 1455 cm™. El segundo
fenémeno tiene que ver con la similitud que tienen los espectros de los

complejos metélicos de Az con Cu y Ag con el espectro SERS de Az. Esto
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ultimo probablemente esta relacionado con la naturaleza del efecto SERS vy las
contribuciones que los distintos mecanismos de interaccion aportan al espectro
final [55]. Se puede interpretar que en este caso la interaccién quimica,
responsable también de la formacion del complejo metalico, tendria una

presencia marcada en el espectro SERS de Az.
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Figura 35. Espectros FT-Raman (1064 nm) de los complejos metélicos obtenidos para Az.

Con respecto a lo observado para Pu se reporta por primera vez el
espectro Raman tanto del colorante como de su complejo metalico de aluminio
(figura 36). En este caso, la interpretacion espectral para definir la formacién del
complejo metalico no es tan clara como para Az, y cuenta con poco respaldo
bibliografico [123].

Lo que mas destaca al observar los espectros del complejo colorante

aluminio, es que la sefial equivalente al anillo quelato que se forma para los
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complejos de Az alrededor de 1520 cm™, para Pu aparece a 1554 cm™.
Destaca también el cambio de intensidades en las sefiales a 1477 y 1252 cm™,

correspondientes a estiramientos C-O y deformaciones angulares C-H y C-C-C.
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Figura 36. Espectros Raman (458 nm) de Pu y de su complejo de aluminio.

La modificacion en las senales de los estiramientos C-O puede ser un
indicio de la inhabilidad de ciertos enlaces por estar formando parte del
complejo y es por esto que solo se puede observar la sefial a 1419 cm™: en el
espectro de Pu aparece como un hombro a la izquierda de la sefial a 1477 cm™.
La modificacion espectral por efectos de la formacion del complejo se verifica
principalmente en la regién 1200-1600 cm™ donde concurren principalmente los
grupos funcionales C-O. Estas variaciones espectrales se asocian a cambios

estructurales propios de la formacion del complejo metalico. Al igual que para

Az, el espectro del complejo metalico de Al-Pu guarda muchas semejanzas con
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el espectro SERS del colorante puro, lo que podria estar indicando una
interaccién del mismo tipo. Resulta particularmente interesante hacer una
comparacion entre el espectro SERS obtenido para Pu sobre Cu (figura 13
derecha) y el espectro del complejo Al-Pu (figura 36 abajo). Es posible observar
un perfil espectral muy similar con corrimientos que se pueden asociar
directamente a la diferencia en las capacidades aceptoras de electrones entre
el Cu y el Al Es notable como la sefial a 1554 cm™ en el complejo Al-Pu se
corre hacia 1537 cm™ en el espectro SERS sobre Cu, confirmando su

asignacion como modo de estiramiento del anillo quelato formado entre Al y Pu.
4.4.3. MALDILDI-ToF-MS

Como un primer acercamiento a la caracterizacion de los posibles
subproductos de la sintesis de los complejos metalicos se intentd aplicar
espectromeiria de masas con tiempo de vuelo y ionizacién por desorcion laser
(LDI-ToF-MS) y por desorcion laser asistida con matriz (MALDI-ToF-MS). Estas
técnicas han sido escasamente utilizadas en la caracterizacién de colorantes y
de materiales asociados a muestras de interés cultural [134-136]; sin embargo,
presenta un alto potencial analitico principalmente por la pequefia cantidad de
muestra en relacion a las técnicas en que se utiliza la espectrometria de masas
como deteccién de los productos separados. Los resultados muestran que las
matrices seleccionadas en esta efapa (CHCA y CMBT) no permiten obtener
sefales en los espectros que puedan ser relacionadas a los iones moleculares

de los complejos metalicos ni a los colorantes Az y Pu libres. Es mas, para los
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complejos de Al de Az y Pu la matriz CMBT mostro espectros idénticos tanto en

modo ion positivo como en el modo ion negativo (figura 37).
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Figura 37. Espectros de masas obtenidos por MALDI-ToF-MS para los complejos de Al de Az y

Pu con la matriz CMBT en modo ion negativo y positivo.

Utilizando la matriz CHCA se observaron algunas diferencias entre los
espectros de los complejos de ambos colorantes en el modo ion positivo (figura
38). Estas diferencias sélo se pueden relacionar directamente con las senales

esperadas para el ion molecular de Pu (m/z = 256).
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Figura 38. Espectros de masas obfenidos por MALDI-Tof-MS para los complejos de Al de Az y

Pu con la matriz CHCA en modo ion negativo y positivo.

Al estudiar las muestras en ausencia de matrices (LDI-ToF), fue posible
obtener sefiales que pueden ser asignadas como marcadores de la presencia
de los colorantes (figura 39). En el caso de Az es posible observar las sefales
obtenidas en modo ion positivo que corresponden al ion molecular [M]" cerca de
(m/z = 240) y también el pico asociado al ion [M+Na]” (m/z = 262). Para Pu
también es posible observar las sefiales del ion molecular [M]" (m/z = 256). En
el modo ion positivo, a pesar que se pueden observar los iones moleculares,
existe un grupo de sefiales que se comparten y que limitan la caracterizacion de
estas moléculas. En el modo ion negativo también es posible observar las
sefales de los iones moleculares en torno a 239 y 255 m/fz para Az y Pu,
respectivamente. En este caso los espectros no comparten sefiales y se
pueden distinguir claramente entre ellos, lo que sugiere que en el modo positivo

la formacidon de aductos catidnicos serfa un factor limitante en esta técnica.
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Figura 39. Espectros de masas obtenidos por LDI-ToF para Az y Pu en modo ion positivo y

negativo.

Para el LDI-ToF de los complejos de Al de Az y Pu (figura 40), en el
modo positivo se observa el mismo problema de sefiales equivalentes que para

los colorantes libres.
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Pu.
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En el modo negativo se identifican claramente las sefiales
correspondientes a los complejos. Para el complejo de Az, se observa el [M] a
506 m/z, la aparicién de este ion molecular comprobaria la formacion del
complejo Al-Az;. Para Pu, el ion equivalente se esperaria en torno a 539 m/z;
sin embargo, no es posible observar mas que las sefiales correspondientes al
ion Al-Pu a 286 mfz y ofras que pueden corresponder a posibles

fragmentaciones.
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4.5. Textiles
4.5.1. Muesiras de seda fefiida con RB5

El espectro Raman de 1a muestra de seda tefiida con el colorante Negro
Reactivo 5 (BDS) estd dominado por las sefiales del colorante. Sin embargo,
algunos cambios espectrales podrian dar cuenta de la interaccidon entre el
colorante y la seda (figura 41). De hecho, las sefiales asociadas a los
fragmentos con azufre son los mas influenciados. Por ejemplo, el modo v-
S0;0- a 1233 cm™ del colorante que se observa a 1219 cm™ y disminuye su
intensidad. El grupo sulfatoc -OS0,-O- se ve menos influenciado por la
interaccidn con la seda que el grupo sulfonato; el aumento de la intensidad de [a
banda a 1291 cm™ es la Unica variacién observada para este grupo. Las
sefiales asignadas al grupo -SO»- a 1347, 1028, 624 y 589 cm™ muestran una
gran disminucion en la intensidad por efecto de la interaccion. Sobre la base de
estos resultados, es posible inferir que el RBS interactia con la seda
principalmente a través de los grupos sulfona y sulfonato. Este resultado esta
en acuerdo con estudios acerca de la interaccidén de colorantes reactivos con
celulosa [137], en los cuales ademas de la adicion nucleofilica se propone que

el mecanismo involucra la eliminacion del grupo sulfato.

El analisis del espectro SERS de la muestra BDS indica que muchas de
las sefiales observadas son atribuibles al colorante RB5; por ejemplo, las
sefiales débiles a 1411 cm™ y 1343 cm™, asignadas a los modos de

estiramienfo del grupo azo y del grupo and sulfona, respectivamente. El resto
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de las sefales correspondientes a grupos con azufre no se observan en el
SERS. La banda de intensidad media a 1286 cm™ puede ser asignada a una
vibracién de estiramiento de la porcién aromatica de la molécula que se observa
a 1291 cm™ en el espectro Raman [80]. Los corrimientos espectrales por efecto
de la superficie observados para los grupos que contienen azufre indican que la
distribucién electrénica del colorante se ve influenciada por la interaccién con la

seda.
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Figura 41. Espectro Raman (a) y SERS (b) de la muestra de seda tefiida con el colorante RBS.

La banda doble a 1577 cm™ que se atribuye al naftaleno, ahora esta mas
intensa y resuelta. No se puede descartar que algunos modos vibracionales que
involucren las porciones amino de la seda estén también presentes; de hecho,

las bandas a 848 and 1150 cm™ podrian contener algo de informacién respecto
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de la presencia de tirosina (Tyr) [105]. La sefial débil a 1451 em™, la media a
1268 cm™ y una de las bandas en la sefial doble a 1150 cem™ se asignan a
modos vibracionales del aminoacido serina [138]; las dos primeras podrian
contener también informacion de la deformacion del CHz en la alanina. Otra
deformacién del CH, de la alanina se observa en SERS a 670 cm™. Las sefiales
de la serina a 1047 and 831 cm™ sélo se observan en Raman. Este
comportamiento implica que las porciones que interactuaban con la superficie
metdlica en la seda sin tefiir, ahora estan menos disponibles, 6 enmascarados
por las sefiales del colorante. Otras sefiales conformacionales como la amida Iil
a 1236 cm™ y la sefial débil a 927 cm™ atribuida a la vibracién del esqueleto
aparecen por efectos de la superficie. El modo de deformacion del esquelsto del
grupo naftaleno a 490 cm™ disminuye en intensidad por efecto de la superficie
manieniendo casi el mismo nidmero de onda, lo que implica que este modo esta
poco influenciado tanto por la superficie metdlica como por la interaccién con la

seda.
4.5.2. Sedas histéricas

Se analizaron muestras de seda provenientes de algunos objetos
provenientes la coleccion de textiles del Museo Historico Nacional (MHN) (figura
42) que se detallan en la tabla 5, para la identificacién de los materiales

presentes en la seda e inferir sobre los deterioros observados en los textiles.
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Las muestras de seda pesada del forro color crema (HWS1), del forro del

vestido rosado (HWS2) y el bolso (HWS3) no tienen registros relacionados con

los procesos de pesado a los que fueron sometidos.

Tabla 5. Cédigos y descripcion para las sedas histéricas.

Cédigo | Descripcion
HWS1 Forro de seda pesada color crema de un vestido de finales del s.XIX
HWS2 Forro de seda pesada de un vestido rosado fabricado entre 1910 y 1911
HWS3 Bolso de seda pesada fabricado cerca de 1920
HDS1 Vestido negro/purpura de principio del s.XX
HDS2 Manto de Manila negro datado entre final del s.XIX y principio del s.XX
HDS3 Manto negro de la primera mitad del s.XX

Figura 42. Objetos de la coleccion de textiles del MHN desde los que se extrajeron las

muestras de sedas histéricas a) HWS1, b) HWS2, c) HWSS3, d) HDS1, e) HDS2 y f) HDS3

En el espectro ATR-IR de las muestras HWS1 y HWS2 (figura 43a vy

43b), las bandas asignadas a las vibraciones de los grupos silicato y fosfato se
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observan claramente como una banda ancha e intensa con dos maximos a 969
y 995 cm™, y 955 y 993 cm™, respectivamente. Las bandas de la fibroina

muestran el mismo perfil que la seda desgomada presentada en la figura 20a.

La intensidad relativa de las sefiales amida | y Il con respecto a la banda
en tormo a 970 cm™' se presenta como un buen marcador para diferenciar entre
los métodos de pesado dinamita y rosado: cuando la intensidad de las sefiales
de amida es similar al grupo de seiiales cerca de 970 em™ es posible proponer
que el pesado pudo haber sido con alguna de las variantes del método
dinamita. Una intensidad mayor de las sefiales amida es caracteristica de un
pesado rosado [98], por lo que es posible inferir que un método dinamita fue

utilizado para agregar masa a las muestras HWS1 y HWS2.

&
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Figura 43. Espectros ATR-IR de las muestras de seda historica pesada a) HWS1, b) HWS2 y ¢)

HWS3 sobre un ERI de diamante.
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Los andlisis utilizando microscopia electronica de barrido acoplada con
espectroscopia de fluorescencia de rayos X de energia dispersiva (SEM-EDS)
muestran cantidades de silicio en las muestras HWS1 y HWS2 que permiten
apoyar la idea de un método dinamita de pesado en ambos casos. El
corrimiento espectral observado para la banda amida | de 1617 om™ a 1623
cm’! (figura 43) se podria asociar a los efectos quimicos del metal, o de los
procesos utilizados para la preparacion del textil, sobre la estructura de la
fibroina [139] o incluso a un estado de deterioro mas avanzado. El espectro
ATR-IR de la muestra HWS3 es idéntico al de la seda desgomada DS2,
exceptuando el pequefio aumento en la intensidad de la sefial a 1617 cm™; es
decir, la fibroina domina el espectro. El analisis por EDS de esta muestra
evidencia la falta de estafio, por lo que se puede descartar un pesado de tipo
rosado o dinamita, y la ausencia de hierro y de color indica que el pesado

tampoco pudo haber sido realizado con taninos.

Tabla 6. Resumen de los resultados semicuantitativos obtenidos por SEM-EDS para las
muesiras de sedas hisléricas.

Porcentaje en masa (%)

HWS1 HWS2 HDS1 HDS2 HDS3
Muestras HWS3
Trama Urdlmbre|Trama Urdimbre Trama Urdimbra]Trama Urdimbre|Trama Urdimbre

Elemento

Al nd nd nd nd 0.27 | 0.51 037 | 0.24 nd 0.16 nd

Si 9.16 8.53 9.80 9.63 nd | 204 0.46 0.54 nd nd 0.13

P 1.18 1.34 nd 1.30 nd | 088 nd nd nd nd nd

S nd nd 1.58 nd 0.10 | nd nd 0.17 nd 0.53 040

Ca 076 0.61 nd nd 017 | 045 nd 0.31 nd 0.18 nd

Fa nd nd nd nd nd |027 773 |148 0.81 nd nd

Sn 15.21 1297 |20.32 16.33 nd 6.41 7.56 nd nd nd nd

nd: no detectado.
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Las muestras HWS1 y HWS2 presentan un espectro Raman (785 nm)
casi idéntico al obtenido para la seda desgomada DS2 (figura 44); el espectro
Raman de la muestra HWS3 no pudo ser obtenido con ninguna linea laser
incluso utilizando baja intensidad. Las diferencias principales en los espectros
de las muestras HSW1 y HWS2 son las intensidades relativas y cambios en los
nimeros de onda de las bandas a 558 cm™ y las deformaciones CH, del par
1410/1458 cm™ con respecto a la muestra DS2; esto sugiere un cambio en la
conformacién de la fibroina por efecto de los iones metalicos en las sales de
pesado. El hecho que la banda de la tirosina a 1623 cm™' no aparezca tan bien
definida podria estar relacionado con que la estructura de la fibroina es

predominantemente cristalina en las muestras pesadas.

Raman Intensity
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Figura 44. Espectros Raman de las muestras DS2 (a), HWS1 (b) y HWS2 (c).
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Las muestras historicas de seda tefiida negra analizadas presentan
resultados algo diferentes a las sedas pesadas histéricas. El espectro ART-IR
de la muestra HDS1, del vestido negro/ptrpura presenta las bandas
caracteristicas de la seda, junto con dos sefiales intensas a 2073 y 492 em’’
(figura 45a). Las muestras HDS2 y HDS3 presentan un espectro ATR-IR

idéntico al de la muestra DS2.

Absorbance
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Figura 45. Espectros ATR-IR de las muestras HDS1 (a), HDS2 (b) y HDS3 (c).

En esta muestra podemos identificar una trama negra y una urdimbre
purpura. El espectroc Raman de cada una se recogié usando la linea de
excitacion laser a 785 nm, obteniéndose sefiales a 2166, 530 y 273 cm™ para la
trama, indicando la presencia de azul de Prusia, un ferrocianato férrico (figura
46a). De acuerdo a Hacke [6] se utilizaban soluciones de cloruro de hierro o
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cloruro de estafio como mordiente del azul Napoleén (una maodificacion del
pigrriento azul de Prusia). De acuerdo a los datos EDS en la tabla 6, que
mue'stran la presencia de estafio y hierro, se podria indicar que éste fue el
procedimiento utilizado para tefiir la trama. Este proceso se utiliz por primera
vez en 1857 lo que concuerda con la datacién de la muestra HDS1 a principio
del siglo XX. El espectro del azul de Prusia enmascara el especiro de la seda,
fenémeno ya observado para la muestra de seda tefiida con el colorante RB5
(muestra BDS). En el espectro Raman de la urdimbre purpura (figura 46b) de la
muestra HDS1 es posible identificar las sefiales principalmente de la seda,
sobre el gran fondo de fluorescencia; también se observan sefiales a 1596 y
417 cm™ que no pueden asignarse a algin material conocido por [a calidad del

espectro obtenido.

Raman Intensity
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Figura 46. Espectro Raman de Ia trama (a) y de la urdimbre (b} de la muestra HDS1.
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En el manto negro de Manila (HDS2), datado entre fines del siglo XIX y
principios del siglo XX, se observa una decoloracién desde el negro hacia el
marrén. Para la muestra de este manto no fue posible obtener un espectro
Raman pues la exposicién al laser, sin importar la potencia, induce la
degradacion de la muestra. Lo mismo ocurrié para la muestra HDS3, por lo que
las muestras se analizaron utilizando SERS con la linea de excitacién laser a
785 nm; sin embargo, solo fue posible obtener resultados con la muestra HDS3
(figura 47a), para la que obtiene el espectro SERS correspondiente al colorante
Negro de Sudan B (SBB) [140]. El espectro Raman (633 nm) del colorante
(figura 47b) presenta un perfil similar obtenido al del espectro SERS de la

muestra.

Raman Intensity
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Figura 47. Espectro SERS de la muesira HDS3 (a) y Raman def colorante Negro de Sudan B
(b).
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El SBB aparece mencionado por primera vez en una patente de 1913
[141], por lo que su usc como colorante para la tincidn de textiles es altamente
probable. Este tipo de colorantes, bajo ciertas condiciones se podria
metabolizar en sustancias carcindgenas por lo que el uso de algunos tipos de
Negro de Sudan esta prohibido en comestibles [142, 143]. La comparacion
entre el espectro Raman y el SERS obtenido muestra diferencias en las
frecuencias obtenidas, a pesar que el perfil espectral es similar. Es altamente
probable que las modificaciones observadas se deban a la interaccion que
existe entre la seda y el SBB, pero como no se puede obtener informacion de la
componente vibracional de la seda, esta interaccion queda adscrita a la

interpretacién de las modificaciones en el espectro del colorante.
4.5.3. Muestras de seda fefiidas con Az.

En los espectros SERS con AgNPs se obtiene un fondo de fluorescencia.
Esto es comuin para casi todas las fibras tefiidas con mordiente; en aquellas
muestras en que el colorante se une directamente a la fibra es posible obtener
espectros de los colorantes en las muestras como se pudo observar para las
sedas tefiidas negras. Esto indica que el tefiido con mordiente induce la
formacién de especies cuya informacion vibracional queda enmascarada
incluso para las metodologias SERS normales. En HPLC las muestras son
tratadas con procesos de extraccion para los cuales mucha de la informacion se
pierde por los solventes utilizados y que necesitan cantidades de muestra

excesivas para obtener informacion util, como se discutié en el punto 2.5. Para
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sobreponerse a este problema, se ha reportado en la literatura la hidrdlisis no
extractiva utilizando vapores de acido fluorhidrico (HF) para romper la union
entre el colorante y el mordiente [94]; esto ha permitido la obtencion de
espectros SERS en muestras que anteriormente no presentaban espectro

SERS en condiciones normales.

La fijacion del aluminio a la muestra de seda tefiida utilizando alumbre
como mordiente queda demostrada en el mapa de P-XRF que muestra la
intensidad de la senal K, de Al (figura 48). El instrumento utilizado resulta
particularmente Util como una aproximacién no destructiva; sin embargo, se
encuentra limitado al tamano y la manipulacion de la muestra, que es analizada

dentro de una camara en condiciones de vacio.

Figura 48. (a) Imagen optica de las muestras de seda desgomada (blancas, abajo) y de seda
mordentada con alumbre y tefiida con Az (rojas, arriba). (b) Imagen obtenida al graficar en rojo

la intensidad de la senal K, de Al.

Las muestras preparadas de acuerdo al punto 3.7.3 fueron expuestas a

vapores de HF y también de acido formico (HCCOH), para evaluar la posibilidad
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de usar un acido menos peligroso en este tipo de procedimientos. Los
espectros SERS después de la exposiciéon a ambos acidos muestran resultados
similares (figura 49). En ambos es posible obtener el espectro SERS de la Az
producto de la exiraccion, por lo que la ruptura del complejo formado entre el
metal y los O unidos a las posiciones (1) y (9) de la Az se confirmaria; sin
embargo, en muchas de las mediciones también se encontraron evidencias del
complejo entre Az y Al. Esto puede indicar que los vapores de HF y HCOOH
son capaces de romper la unién entre el mordiente y la fibra, y que por lo tanto
la informacion vibracional del complejo Al-Az seria equivalente a la del complejo
Al-Az, donde el centro de Al genera un punto de simetria en el que
vibracionalmente ambos lados son equivalenies generando un especfro muy
similar entre ellos. Otra posibilidad es que la interaccion entre el mordiente y la
fibra sea mas débil que entre el mordiente y el colorante, y por lo tanto el
complejo (o pigmento en este caso) se formaria directamente dentro de la
estructura de la fibra. Esta segunda posibilidad implica que en algunas zonas de
la proteina el metal forma un enlace mas afin con la fibra y que hay otros puntos
donde el metal es mas afin al colorante formando unicamente el complejo. Si lo
anterior es cierto, se podria explicar las variaciones en la intensidad de la sefial
del aluminio a lo largo de una misma muestra de fibras tefiidas (figura 48b) en
relacion a la capacidad de la fibra de retener al metal y a la aparicion de los

espectros SERS correspondientes al complejo de Al-Az.
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Los agentes de hidrolisis no extractiva presentarian entonces efectos
adicionales a la ruptura del complejo entre el metal y el colorante, como la
exposicion de zonas superficiales de la fibra tefiida en las que se formé sdlo el
complejo metalico, de acuerdo a las posibilidades planteadas previamente. Sin
embargo, y considerando todo lo anterior, es posible afirmar que independiente
del mecanismo de accion la hidrolisis no extractiva, este procedimiento puede
generar las rupturas necesarias para liberar tanto al colorante del mordiente

como al complejo metalico de la fibra.
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Figura 49. Espectros SERS (785nm) de la Az, SERS de una seda tenida tratada con HCOOH,

con HF y espectro Raman del complejo Al-Az.

Se realizé el mismo procedimiento de hidrélisis no extractiva con HF para

obtener el espectro SERS desde una fibra de lana tefida con la planta Galium
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hypocarpium de la coleccion fabricada por Max Saltzman [31]. El espectro
obtenido (figura 50) no calza exactamente con los espectros SERS que se
obtienen para los colorantes puros (figura 32); sin embargo, algunas de las

sefales indican la presencia de Pu (522, 652, 976, 1225y 1326 cm™)

SER Intensity
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Figura 50. Espectro SERS (785 nm) de una fibra de lana tefiida con Galium hypocarpium.

Adicionalmente se observan sefales que no concuerdan
especificamente con ninguno de los colorantes presentados en la figura 32. En
el espectro SERS obtenido con la linea de excitacion laser a 514 nm (figura 51),
se observan diferencias con respecto al espectro en la figura 50, las que
podrian ser explicadas por heterogeneidades parciales en la muestra, es decir,

una fibra no necesariamente debe contener exactamente la misma composicion

en toda su extension.

El espectro obtenido con la linea laser a 514 nm presenta semejanzas
importantes con el espectro de la pseudopurpurina (Pp), a pesar que aln es

posible observar sefales de Pu. La identificacion del espectro SERS del
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colorante Pp por Rambaldi et al [144] ha sido una enorme contribucion a la

interpretacion de este tipo de muestras como se mostrara en el punto 4.5.4.
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Figura 51. Espectro SERS (514 nm) de una fibra de lana tefiida con Galium hypocarpium.

4.5.4. Textiles arqueoldgicos

Se analizaron muestras provenientes textiles excavados de dos
contextos arqueoldgicos distintos siguiendo la metodologia de hidrdlisis no
extractiva. El primer grupo corresponde a muestras del complejo arqueologico
de San Pedro de Atacama (SPA) [145], que corresponden a fibras de colores
azules y rojas provenientes de distintas tumbas ubicadas en distintos sitios
dentro del complejo. En una primera instancia se analizaron las fibras por ATR-
IR para identificar la naturaleza de las fibras, encontrandose que todas son de
naturaleza proteica. En la figura 52 es posible observar los espectros ATR-IR de
algunas de las muestras, en las que por la ubicacién de las sefiales de las

amidas indican que se trataria de algun tipo de lana.
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En la figura 53 se observan los espectros Raman de muestras azules
provenientes de textiles excavados de las tumbas 4091, 3928 del sitio Coyo
Oriente (figuras 53a y 53b), de la tumba 28 del sitio Solor-3 (figura 53d) y de la
tumba 2457 del sitio Quitor-6 (figura 53e), comparadas con un patron de indigo
sintético (figura 53c). Otras muestras que presentan el indigo, pero que no
estdn en la figura 53 provienen de las tumbas, 2532 y 2788 del sitio Quitor-6 y

de la tumba 3445 del sitio Quitor-1.
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Figura 52. Especiros ATR-IR de las muesiras provenientes de las tumbas 30 del sitio Solor-3
(a), 20 del sitio Solcor-3 (b), 2532 (c) y 2432 (d) del sitic Quitor-6, y 3928 (e}, 3926 (f) y 4091 (g)

del sitio Coyo Oriente.

Si bien el fondo de fluorescencia es significativo, las sefiales del indigo

se observan sin dificultad en las frecuencias sefnaladas. Las sefiales marcadas
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se pueden asignar al v C=C (1571 cm™), & C-H en el plano (1143 cm™), y & de
los anillos en el plano (674, 599, 545 y 245 cm™) y fuera del plano (276 cm™)

[146].
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Figura 53. Espectros Raman de muestras azules provenientes de las tumbas 4091 (a) y 3928
(b) del sitio Coyo Oriente, de un patrén de indigo sintético (c), de la tumba 28 del sitio Solor-3

(d) y de la tumba 2457 del sitio Quitor-6 (e).

Para las fibras de color rojo del complejo SPA se logro identificar a la
pseudopurpurina (Pp) como el colorante principal en los espectros SERS (figura
54). Se analizaron muestras provenientes de las tumbas 28 y 30 del sitio Solor-
3 y de las tumbas 3928 y 4091 del sitio Coyo Oriente. Las sefales obtenidas
corresponden con el reportado por Rambaldi et al [144] para Pp. Este colorante
corresponde al componente mayoritario de los extractos de raices de algunas
plantas del género Galium, utilizadas para tefir textiles y para fabricar

pigmentos. En los espectros, ademas de las sefales de Pp es posible observar
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sefales de Pu que son aquellas en torno a 430, 650, 1066 y 1223 cm™'. Ademas
de esas sefiales, es posible observar que la sefal en torno a los 1270 cm-1 es
dominante con respecto a la esperada para Pp en torno a 1250 cm™. Esta

ultima se observa como un hombro en los espectros a, b y ¢ de la figura 54.
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Figura 54. Espectros SERS de las muestras provenientes de las tumbas 28 (a) y 30 (b) del sitio

Solor-3 y de las tumbas 3928 (c) y 4091 (d) del sitio Coyo Oriente.

La informacion de los colorantes rojos resulta de gran importancia para la

correcta caracterizacion de los colorantes utilizados. Esto porque la
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metodologia utilizada presenta la identificacion exitosa de un colorante que para
el mismo grupo de muestras no fue identificado en un estudio previo [147], en el
que el procedimiento de extraccion en metanol acido provoca la

descarboxilacion de la Pp generando Pu.

Se analizaron también algunas fibras coloreadas de una bolsa-faja del
periodo formativo de la cultura Arica perteneciente al Museo Chileno de Arte

Precolombino (figura 55A).
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Figura 55. A. Bolsa-faja cultura Arica. B. Espectros Raman de las muestras BO1 (a), BO2 (b),

BO03 (c), BO4 (d) y BOS (e).
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Las muestras corresponden a muestras de color rojo (B01), amarillo
(B02), marron (B03), azul (B04) y naranjo (B05). Ademas de los intensos fondos
de fluorescencia obtenidos en la mayoria de los espectros Raman, en las
muestras B01, B02 y B03 se identifica la presencia de celulosa (figura 55B a-c)
[57, 58], lo que se contradice con el tipo fibra del objeto que por ATR-IR se
determiné como fibra de origen animal en todas las muestras (figura 56). La
sefial que se observa a 1039 cm™ con intensidad media, corresponderia a una
mezcla de aluminosilicatos en la que el principal seria la ortoclasa (KAISizOs)

[148].
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Figura 56. Espectros ATR-IR de las muestras B01 (a), B02 (b), BO3 (c), B04 (d) y B05 (e).

La explicacion mas probable para la presencia de la celulosa observada
por Raman es la aplicacién de algun material de conservacién, para limpieza o
consolidacion, que dejo residuos no detectables a ojo desnudo. En la muestra
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B04 se encontré Indigo como colorante principal; sin embargo, este textil
muestra presenta un color muy oscuro que a primera vista parece negro. La
muestra B0O5 presenta un espectro Raman muy similar al que se obtiene para el
colorante RB5. Esto resulta particularmente ilamativo, pues sumado a la
presencia de celulosa en algunas de las otras fibras analizadas afirma la idea

de que el texiil fue sometido a procesos de intervencién algo mas profundos.

A pesar de las intervenciones detectadas, fue posible obhtener el espectro
SERS, mediante hidrdlisis no extractiva, de los colorantes principales en las
muesiras B0O1, B02, B03 y B05. En particular, para la muestra B05 se
obtuvieron 2 espectros diferentes que se denominaran como A y B. En la figura
57 se muestra la comparacion de los espectros obtenidos de las muestras B01
y B05 con respecto al espectro SERS del CA. Ambas muesiras presentan las
sefales necesarias para identificar positivamente al acido carminico como el
colorante principal en ambas muestras; sin embargo, ambas muesiras
presentan diferencias entre ellas y con respecto al SERS del CA. El origen de
estas diferencias podria estar asociado al proceso de tincidn utilizado
originalmente, en particular al uso de distintos materiales como mordiente [31].
En el mapeo elemental de estas muestras (figura 58), es posible observar
diferencias en la concentracion de silicio presente, lo que concuerda con la
intensidad de [a sefial asignada para el silicato en ATR-IR para estas muestras

(figura 564, e).
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Figura 57. Espectros SERS de CA (a) y de las muestras BO5A (b), BO5B (c) y BO1 (d). Las

sefales marcadas corresponden a aquellas que permiten identificar la presencia de CA.

3 mm

Figura 58. (a) Imagen o6ptica de las muestras B05 y BO1. (b) Imagen obtenida al graficar en

verde la intensidad de la sefnal Ka de Si.
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Los espectros SERS obtenidos para las muestras B02 y B03 no
presentan sefales que permitan identificar el colorante directamente como Az,
Pu o CA (figura 59). En el espectro de la muestra B02, las sefiales a 1122, 1381

y 1466 cm™, podrian ser debido a la presencia de celulosa detectada con

Raman.
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Figura 59. Espectros SERS del pigmento laca de cochinilla (Dactylopius coccus) y aluminio (a)

y de las muestras B02 (b), BO3 (c) y BO5B (d).
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Al comparar el espectro del pigmento laca de cochinilla y aluminio (figura
59a) es posible notar similitudes notables con las muestras B02, B0O3 y BO5B.
Esto implica que al igual que en el caso de las muestras de seda tefiida con Az,
es posible extraer los complejos metdlicos de CA desde las fibras, a la vez que
se observan ofros componentes. En el espectro de la muestra BOSB (figura
59d), ademéas de las sefiales del CA, se observan sefiales que podrian ser
atribuidas a Pu (1553, 1325, 1217, 1169, 1069 y 648 cm™; la sefial que se
esperaria a 970 cm™', aparece con muy baja intensidad y como un hombro de la
sefial a 941 cm™. La presencia de Pu en esta muestra, permite proponer
nuevas causas para la diferencia de color observado, entre ellas la tincion
simultdnea con cochinilla y alguna raiz del género Galium o la reutilizacién del

textil, una practica que se observa habitualmente en textiles arqueoldgicos.
4.5.5. SERS de extractos acuosos de materiales colorantes

Con el fin de resaltar la necesidad de contar con un cuerpo de
informacion mayor que permita la identificacion de una mayor cantidad de
componentes al mismo tiempo es que se presentan los espectros SERS con la
linea de excitacion laser a 785 nm de los extractos acuosos de cochinilla y de
raices de Galium hypocarpium (figura 60). Para el caso de la cochinilla el
especiro obtenido mantiene la semejanza con el presentado en la figura 32c
aunque hay algunas variaciones importantes como la desaparicion de la sefial a
1080 cm™ presente en el espectro del CA y la presencia de las sefiales a 649,

732 y 1712 ¢cm™ en el caso del extracto.
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Para el caso del Galium hypocarpium el espectro presenta las sefales
caracteristicas de los colorantes Pp (464, 823, 959 y 1041 cm™), Pu (421, 1072,
1166 y 1229 cm™) y Az (631, 659, 688, 1185, 1282, 1455 y 1599 cm™). Es
altamente probable que a pesar que las sefiales coincidan, estas sean producto
de alguno de los precursores de los colorantes presentes en los extractos de la
planta. Es particularmente interesante, por ejemplo, |la aparicién de senales que
se pueden asignar a Az cuando en general se acepta que la especie Galium
hypocarpium no deberia contener este colorante [149]. Sin embargo, la
presencia de la 1-hidroxiantraquinona como estructura base de los precursores

podria explicar la coincidencia con algunas de las bandas.
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Figura 60. Espectros SERS de los extractos acuosos de la cochinilla (Dactylopius coccus) (a) y

de la planta Galium hypocarpium (b).
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5. CONCLUSIONES

A lo largo del trabajo de tesis se encontré que el sustrato metalico que
mejor respuesta entrega para la identificacion de colorantes con SERS es el
coloide de NPs de Ag propuesto por Lee-Meisel. Sin embargo, la utilizacién de
superficies SERS activas en estado sélido se presenta como una buena
alternativa al relacionar la funcionalidad con la facilidad de preparacion. Para la
obtencion de informacién vibracional desde las fibras proteicas se encontré que
el ATR-IR permite la identificacion del tipo de fibra a nivel funcional, es decir,
permite la toma de decisiones en temas de conservacién y catalogacion. Sin
embargo, a niveles méas especificos (diferenciacion de especies) puede llevar a
errores, principalmente por los tratamientos a los que han sido sometidas las
fibras previo a su analisis y por las dificultades experimentales expuestas. Es
importante notar en este aspecto, que las técnicas microscopicas son las
ideales para la identificacion de fibras, pues tienen mas acceso a la observacion
de diferentes descriptores que permiten una correcta clasificacion. Sin embargo,
la falta de bases de datos y de colecciones publicadas hace que la identificacién

de especies muy cercanas (como los camélidos andinos) no sea posible,

En este trabajo de tesis se expuso algunos de los factores relacionados
con las diferencias que muestran los colorantes al interactuar con las
nanoparticulas metdlicas. La longitud de onda de excitacién, ademas de la
longitud de onda del plasmon, deben ser considerados por la posibilidad de

generar efectos resonantes al momento de realizar el experimento; esto permite
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una mejor interpretacién de las variaciones de los espectros SERS con respecto
al Raman. Se ha demostrado que existe una dependencia entre el espectro
SERS obtenido de un colorante utilizando distintos metales y también del pH del
solvente al momento de interactuar. Lo anterior sumado a la aleatoriedad en la

disposicién de las moléculas sobre las superficies.

Los resultados obtenidos que apuntaron a la caracterizacion de la
interaccion entre el metal y las fibras indican que se trataria mas bien de una
interaccion electrostatica en la que los iones metalicos difunden hacia el interior
de la fibra sin generar cambios en la estructuras secundarias y terciarias mas
representativas de las proteinas. En el caso particular de las sedas pesadas,
todo indica que los iones metalicos inducen la ruptura de la proteina en zonas
amorfas puesto que en las fibras degradadas la porcién cristalina permanece

sin mayores modificaciones de acuerdo a su respuesta vibracional.

La interaccion de los colorantes antraquindnicos con los iones metalicos
ocurre a través de la formacién de complejos de coordinacién de tipo quelato,
en las que las porciones de la molécula capaces de generar tautdomeros ceto-
enol se coordinan con el metal formando anillos de 8 miembros. La carga en los
en estos sistemas T conjugados se reacomoda de acuerdo a la capacidad de
aceptar electrones del metal y de sus energias de campo cristalino. Esta
interaccién es la responsable de los distintos colores que se observan cuando

se usan distintos metales para tefiir una fibra o fabricar un pigmento.
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Se ha encontrado que la interaccion de los colorantes con las NPs es de
la misma naturaleza que con los mordientes, pero que en la realizacién de los
experimentos SERS, existen mas factores que influyen en la obtencion de los
espectros; estos factores tienen relacién con la aleatoriedad en la disposicién
de las moléculas sobre las superficies y con la combinacion de mecanismos
asociados al fenémeno SERS. En particular, y por la naturaleza de la
interaccién entre este tipo de colorantes y los metales, se deduce que el
mecanismo quimico es el que mas aporia al espectro observado cuando la
molécula esta libre. Cuando la molécula se encuentra formando un complejo
metdlico la evidencia muestra que, ante la imposibilidad de interactuar a través
de! sitio antes descrito, el resultado es el espectro del complejo metalico

amplificado.

El método de hidrélisis no extractiva utilizando acido férmico mostré
excelentes resultados para las fibras teiiidas en el laboratorio, obteniéndose la
misma informacién que al utilizar acido fluorhidrico. En general, se observé que
los métodos de extraccidn generan la separacién entre el metal y la molécula, al
mismo tiempo que separan al complejo metalico desde la fibra. Esto aumenta la
cantidad de informacién que se puede obtener desde una fibra, sin embargo,
esto no implica en la actualidad que esa informacién pueda ser interpretada,
pues la nocion que el complejo formado al tefiir seria el mismo que se forma al

fabricar pigmentos no es explicita.
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En vista de los resultados obtenidos desde los textiles arqueolégicos es
que resalta la importancia de la obtencién de espectros SERS de colorantes y
complejos metdlicos en la mayor cantidad de combinaciones y condiciones
posibles. Lo anterior resulta primordial para lograr la identificacién correcta de
estos compuestos en la mayor cantidad de piezas utilizando la menor cantidad
de muestra posible, evitando la descomposicién de la muestra. Un claro
ejemplo de esto es la identificacién de pseudopurpurina en muestras para las

que solo estaba reportada la presencia de purpurina.

Este trabajo abre mas preguntas que las que intenté responder, aun asi,
hay cosas que quedan claras, como la necesidad de encontrar una técnica
capaz de igualar la potencia del SERS, en términos de cantidad de muestra
versus calidad de respuesta, para complementar la caracterizacién molecular
de estos sistemas. En este sentido, la espectrometria de masas con tiempo de
vuelo y ionizacion por desorcion laser (LDI-ToF-MS) aparece como una

alternativa viable y con un potencial equivalenie al SERS.
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