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INTRODUCCION

La deteccidén de moléculas ha cobrado importancia en la actualidad y esto se debe
a los diversos campos de aplicacion como lo es la medicina, la industria, el
medioambiente, entre otras. La facilidad de poder identificar y cuantificar moléculas
en concentraciones bajas o bien en muestras complejas, se ha vuelto esencial, por
ejemplo, en la deteccion de enfermedades, contaminantes ambientales, en la
mejora de productos o materiales en la industria. Se han desarrollado diferentes
meétodos de deteccion, como la espectrofotometria UV-VIS, cromatografia liquida
de alta resolucién (HPLC), cromatografia de gases, espectrometria de masas,
espectroscopia infrarroja por Transformada de Fourier (FT-IR), entre otros, cada
uno con ventajas y limitaciones en cuanto a la deteccion, sensibilidad, capacidad de
diferenciar una molécula con respecto a otra, pero sobre todo su rapidez y costo [1].

La identificacibn de moléculas enfrenta nuevas necesidades, ya que se requieren
dispositivos portatiles en algunas areas, métodos de bajo costo, deteccién rapida,
etc., y estos desafios han incentivado a la investigacion para desarrollar soluciones
innovadoras. Conforme la ciencia avanza, se han fabricado dispositivos
miniaturizados, pero la mayoria de las investigaciones se centran en el desarrollo
de sistemas de deteccion “in situ”, los cuales, buscan mejorar la rapidez para hacer
los analisis moleculares mas accesibles y eficientes. Por lo que, se siguen
desarrollando innovaciones en el disefio de materiales que permitan aumentar la

sensibilidad, especificidad y accesibilidad [2].

Con el objetivo de superar las limitaciones de las técnicas espectroscopicas
convencionales, se ha desarrollado la espectroscopia Raman mejorada por
superficie (SERS, por sus siglas en inglés Surface-Enhanced Raman
Spectroscopy), una herramienta analitica que combina los principios de la

espectroscopia Raman con los avances de la nanotecnologia. Esta técnica



amplifica notablemente la sefial Raman de moléculas adsorbidas sobre superficies
metalicas nanoestructuradas —principalmente de oro o plata—, lo que permite
alcanzar niveles de sensibilidad y selectividad muy superiores a los de los métodos

tradicionales.

En el ambito de la industria vinicola, esta capacidad adquiere especial relevancia,
ya que laidentificacion precisa de compuestos como los fendlicos, pigmentos y otros
metabolitos secundarios resulta esencial para evaluar la calidad, autenticidad y
estabilidad del vino. Estos compuestos determinan propiedades sensoriales clave
—como el color, el aroma y el sabor—, por lo que su deteccion y caracterizaciéon
mediante SERS permitiria optimizar los procesos de vinificacion y fortalecer el
control de calidad en todas las etapas de produccién. En consecuencia, la aplicacion
del SERS no solo impulsaria la innovacion analitica en el sector, sino que también
contribuiria al desarrollo de vinos con perfiles quimicos y organolépticos mas

consistentes, distintivos y competitivos en el mercado global.

En este sentido, en el presente trabajo se plante6é el método de sintesis de
nanoparticulas de plata, mediante la reduccion quimica de AgNOs utilizando dos
diferentes concentraciones y controlando su morfologia para la obtencién de
estrellas, para posteriormente, mediante el efecto SERS, aplicarlas en la deteccion
cualitativa de compuestos fendlicos presentes en el vino blanco de uva Sauvignon

Blanc, de denominacién chilena.

Para ello se sintetizaron dos muestras a dos concentraciones diferentes de
precursor (AgNO3), las cuales se les denomino como M1 (8.49 mg de AgNO:s) a la
de menor concentracion y M2 (33.974 mg de AgNOs) a la de mayor concentracion.
Se obtuvieron tamafios de particulas de 800 nm para la muestra M1 y de 900 nm
para la muestra M2, y un tamano de cristalito de 25.7 nm para la muestra M1 y de
29.1 nm para la muestra M2. Asi, los resultados obtenidos a partir de los espectros
de absorbancia mostraron bandas a 367 nm para M1 y a 375 nm para M2. Se
confirmo el crecimiento de las nanopatrticulas con la morfologia de estrellas en las
dos muestras sintetizadas, posteriormente se fabric6 un espejo de plata y se

observoé el aglomeramiento de las nanoparticulas, para posteriormente realizar la



deteccion de compuestos fendlicos en el vino blanco soportado sobre los espejos,
los resultados mas sobresalientes fueron la deteccion de taninos, acido galico,
catequina, acido malico, acido tartico y acido succinico por mencionar algunos
compuestos detectados en el vino blanco de uva Sauvignon Blanc, marca 120 de

denominacién Chilena del afio 2022 .

Objetivo general

Sintetizar nanopatrticulas de plata por el método de reduccidén quimica con control
en la morfologia y aplicarlas en la deteccion cualitativa de compuestos fendlicos en
el vino blanco de uva Sauvignon Blanc, marca 120 de denominacion chilena.

Objetivos especificos

Sintetizar las nanoparticulas de plata por el método de reduccion quimica.

2. Caracterizar las nanoparticulas metalicas mediante las técnicas de DRX
(Difraccion de rayos-X), SEM (microscopia electronica de barrido, por sus
siglas en inglés) y espectroscopia UV-VIS.

3. Detectar cualitativamente los compuestos fendlicos en el vino mediante la

técnica Raman y el efecto SERS.

=

. , .
Hipotesis
Es posible la deteccion cualitativa de compuestos fendlicos en vino blanco (uva

Sauvignion Blanc, marca 120 de denominacién chilena) mediante el efecto SERS,
aplicando nanoparticulas de plata.




CAPITULO I: ANTECEDENTES

Este capitulo explica de forma general el concepto de material nanoestructurado,
sus principales caracteristicas, clasificacibn y se mencionan algunas de sus
aplicaciones. Las nanoparticulas metalicas juegan un papel muy importante ya
permiten detectar compuestos de interés en muchas industrias, tal es el caso de la
industria vinicola. Se describe de manera general las caracteristicas del tipo de uva

utilizada para la producciéon de vino blanco Sauvignion blanc.

La wupiracién existe, pero-tene gue encontrovte trabojondo" -
Pablo Plcasso



1.1 Materiales nanoestructurados

Los materiales con una microestructura de tamafio nanométrico se denominan
“‘Materiales nanoestructurados” (Nanostructured Materials), estos exhiben
propiedades Unicas y mejoradas en comparacion con sus contrapartes
macroscopicas, incluyendo mayor resistencia, dureza, conductividad. Para que
sean considerados como Nanostructured Materials (NsM) al menos una de sus
dimensiones debe estar en la escala nanométrica; estas incluyen nanoparticulas

gue se clasifican segun sus dimensiones [1-2]:

e 0 D (cero dimensiones) donde los pardmetros de longitud, altura y anchura

estan fijos en un unico punto, por ejemplo, en un punto cuantico [2].

e 1D (unadimensién): Donde solo existe un parametro, por ejemplo, el grafeno.
Las nanoestructuras 1D tienen electrones que pueden moverse a lo largo del
eje (x) [2].

e 2D (dos dimensiones): Donde existen los parametros de longitud y anchura,
por ejemplo, los nanotubos de carbono. Las nanoestructuras 2D tienen

electrones que pueden moverse a lo largo del gje (X, y) [2].

e 3D (tres dimensiones): Donde existen los tres parametros, por ejemplo,
nanoparticulas (NPs) de Pd y ZnO. Las nanoestructuras 3D tienen electrones

que pueden moverse a lo largo del eje (x, y, z) [2].

Tipos de NM segun su
dimension

|
| I |

oD iD 2D 3D

Nanoparticulas Nanohilos Nanocapas Nanoestructurados
Nanocristales Nanotubos Peliculas

Nanoclusters : g
< -
& S
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Fig. 1 Clasificacion de los materiales nanoestructurados segun su dimensionalidad
X,Y, Z [3].

1.2 Nanoparticulas

Las nanoparticulas pueden estar constituidas por, metal, 6xidos metalicos u
otras sustancias organicas [4], es decir, se refieren a particulas de tamafio muy
pequefo, a escala nanométrica; las nanoparticulas exhiben propiedades fisicas,
guimicas y biolégicas Unicas en comparacion con sus respectivas particulas a
mayor escala (bulto). Este fendmeno se debe a una relacion superficie-volumen
relativamente mayor, una mayor reactividad o estabilidad en un proceso quimico,
una resistencia mecanica mejorada, entre otros factores [5]. Estas propiedades

de las nanoparticulas han llevado a su uso en diversas aplicaciones.

Existen diversos reportes de los métodos de sintesis que buscan mejorar las
propiedades y/o reducir los costos de produccién de las nanoparticulas. Algunos
métodos se modifican para lograr nanoparticulas con una morfologia especifica

o para modificar alguna propiedad Optica, mecénica, fisica o quimica [6].

Las nanoparticulas se sintetizan a partir de metales a tamafios nanométricos
mediante métodos fisicos o quimicos y constituyen un grupo clave de
nanomateriales ampliamente investigados en diversas areas cientificas e
industriales. Los metales mas utilizados para la sintesis de nanoparticulas son
el aluminio (Al), el cadmio (Cd), el cobalto (Co), el cobre (Cu), el oro (Au), el
hierro (Fe), el plomo (Pb), la plata (Ag) y el zinc (Zn). Las nanoparticulas pueden
ser sintetizadas mediante dos enfoques principales (figura 2), método top-down,
en este enfoque, los materiales mas grandes se dividen o se reducen a escala
nanomeétrica, técnicas como la molienda, la litografia o el grabado son ejemplos
de este enfoque y el método bottom-up implica la construccion de nanoparticulas
a partir de &tomos o moléculas individuales, métodos como la deposicion de
vapor, la sintesis quimica en solucién o la autoensamblaje son ejemplos de este
enfoque, este método tiende a producir nanoparticulas con mayor control sobre

sus propiedades [7]. Su estructura puede ser cristalina o amorfa, con diversas
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formas geométricas, como esféricas o cilindricas. También poseen una
reactividad y sensibilidad particulares a factores ambientales como el aire, la
humedad, el calor y la luz solar, lo cual puede influir en su color y

comportamiento.
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Fig.2 Diagrama de los métodos de sintesis de nanomateriales [8].

1.3 Nanoparticulas de plata

Las nanoparticulas de plata (AgNPs), tienen un tamafio en el rango de 1 a 100
nanometros (nm) en al menos una de sus dimensiones. Se usan en diversas
aplicaciones, debido a sus caracteristicas entre las propiedades caracteristicas
de la plata nanométrica, estas propiedades son el resultado de su alta relacion
superficie-volumen y los efectos cuanticos que predominan a nanoescala, estas

posen propiedades Opticas debido a la resonancia plasmonica de superficie
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(conocida por sus siglas en inglés: SPR, surface plasmon resonance), el
fendbmeno de SPR ocurre porque los electrones en la superficie de una
nanoparticula metalica oscilan al interactuar con una onda electromagnética y

se induce un momento dipolar sobre la particula en un intervalo de tiempo [9].

Las nanoparticulas de plata muestran propiedades Unicas como una excelente
conductividad, estabilidad quimica y actividad catalitica, entre otras, las cuales
dependen del tamafio de la particula, la distribucion del tamafio y la forma, las
propiedades intrinsecas de las nanoparticulas metéalicas estan determinadas
principalmente por su tamarfo, forma, composicion, cristalinidad y estructura,
cualquiera de estos parametros podria controlarse para ajustar con precision las

propiedades de las nanoparticulas metélicas [10].

Los métodos de sintesis de nanoparticulas de plata (AgNPs) son cruciales, ya
gue influyen directamente en sus propiedades fisicoquimicas finales, como el
tamafio, la forma, la distribucion de tamafio, la cristalinidad y la pureza. La
variacion de parametros como el agente reductor, la concentracion de los
reactivos, el pH y la temperatura permite controlar el crecimiento y la estabilidad
de las nanoparticulas. Los métodos quimicos son ampliamente utilizados por su
simplicidad y reproducibilidad; sin embargo, un control inadecuado puede afectar
sus caracteristicas estructurales de manera significativa, como sus propiedades

oOpticas, particularmente la resonancia de plasmones superficiales. [11].

Existen diversos reportes de la sintesis de nanoparticulas de plata, por ejemplo,
Liu T. et. al. [12] sintetizaron nanoparticulas de Ag en forma de flor, con picos
gue salen de un nucleo. Sus resultados muestran que es posible sintetizar
nanoparticulas de plata con un control morfolégico, como se muestran en la
figura 3 estas se presentan en un nucleo plateado y muchas puntas en forma de

varilla.



200 nm

Fig. 3 Imagenes de microscopia electronica de barrido de Nanoparticulas de plata
con morfologia de flor tomadas a distintas magnificaciones [12].

1.3.1 Aplicaciones de las nanoparticulas de plata
En la actualidad, las nanoparticulas (NPs) se utilizan en diferentes campos como

textiles, cosméticos, productos farmacéuticos, ingenieria, biologia y medicina
[13].

En la industria alimentaria, al igual que en otros sectores, la nanotecnologia esta
desempefiando un papel crucial para resolver problemas mediante soluciones
innovadoras relacionadas con la seguridad alimentaria, el procesamiento de
alimento, el envasado de alimentos, la aplicacién de nanotecnologia al envasado
de alimentos ha recibido mayor atencion y esto debido a que permite mejorar la

calidad y seguridad de los productos alimenticios [14].

En cuanto al procesamiento de alimentos, la nanotecnologia se emplea para
mejorar el sabor, el color, la textura y la calidad nutricional, por ejemplo, se usan
nanocapsulas para aumentar la biodisponibilidad de nutraceuticos; la
nanoencapsulaciéon de sabores se emplea para mejorar el gusto de alimentos,
y los nanotubos y nanoparticulas pueden usarse como agentes gelificantes y
viscosificantes, también se emplean nanoparticulas para mejorar la
disponibilidad y dispersion de nutrientes, cabe mencionar que la mayoria de las
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aplicaciones de nanotecnologia relacionadas con el sector alimentario se

encuentran en fase de investigacion y desarrollo [14].

Por otra parte, se sabe que la aplicacién de las nanoparticulas de plata para la
deteccion de compuestos e imagen mediante el efecto SERS (SERS, por sus
siglas en inglés Surface-Enhanced Raman Spectroscopy) es un sector de
investigacion altamente activo, en donde cientos de articulos se publican cada
afio, tanto en aspectos fundamentales como en aplicaciones. SERS ha
alcanzado su potencial en la deteccion ultrasensible apoyandose de las
nanoparticulas, pudiendo detectar una amplia variedad de compuestos, que van
desde contaminantes quimicos hasta biomoléculas, con umbrales de deteccién
tan bajos como una sola molécula, y la ventaja afiadida para proporcionar

informacion estructural sobre la molécula objetivo [15].

de Almeida et al., (2019) [16] estudiaron la espectroscopia Raman mejorada en
superficies (SERS) usando nanoparticulas de plata. Sus resultados muestran
gue es posible determinar las huellas dactilares del vino mediante efecto SERS,
y las nanoparticulas de plata (AgNP’s). Las sefiales del efecto SERS se forman
cuando hay un fendémeno de transferencia de carga. Esta amplificacion se debe
principalmente a la interaccion electromagnética entre la luz y la superficie del
metal, lo que produce resonancias plasmoénicas que crean un campo de luz muy
localizado, lo que permite que sea posible aplicar a las nanoparticulas en

diferentes areas.

1.4 Métodos de caracterizacién de materiales

La nanotecnologia es un area multidisciplinaria que se encuentra en desarrollo
todo el tiempo. Cuando se sintetiza un nanomaterial o se descubre una
nanoestructura natural, es necesario realizar su caracterizacion, para ello hay
técnicas especificas para determinar la estructura de un material (tabla 1.4),

composicion quimica, morfologia, propiedades Opticas, mecanicas, y cada una
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de estas da informacion importante del material, para posteriormente dar una
aplicacion [17,18].

La Informacion acerca del tamafio y la forma del material por ejemplo se puede
obtener mediante microscopia electronica de transmision, microscopia
electrénica de barrido, microscopia de fuerza atomica, incluso difraccion de
rayos X. Las propiedades Opticas pueden ser analizadas mediante
espectroscopia UV visible o por espectroscopia Raman y las propiedades
térmicas se pueden estudiar por andlisis termogravimétrico (TGA), calorimetria

diferencial de barrido, entre otras [17].

Tabla 1.4 Técnicas de caracterizacion de las propiedades de los nanomateriales
Propiedad

_ Técnicas
caracterizada

Microscopia electrénica de transmision, Microscopia

electronica de barrido, Difraccion de rayos X,

Tamafio
Microscopia de fuerza atomica, UV-vis, Resonancia
magnética nuclear, Dispersion dinamica de la luz
Difraccidn de rayos X, Espectroscopia de
fotoelectrones de rayos X, Espectrometria de masas
Composicion de plasma acoplado inductivamente, Microscopia de
quimica barrido electrénica acoplada a rayos X de energia

dispersiva,

Resonancia magnética nuclear

o Difraccion de rayos X, Microscopia electronica de
Estructura cristalina o .
transmision de alta resolucion

UV-vis, Espectrometria de masas de plasma acoplado
Concentracion inductivamente, Resonancia magnética nuclear,

Sedimentacion centrifuga diferencia

Propiedades oOpticas UV-vis, Espectroscopia de fotoluminiscencia
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1.5 Industria del vino

La industria vinicola es uno de los sectores mas antiguos e influyentes del
mercado de bebidas. ElI mercado vinicola mundial es una industria
multimillonaria, con una produccion de vino estimada en 290 millones de
hectolitros anuales. Segun informes recientes, el tamafio del mercado mundial
del vino se valoré en unos 324.000 millones de ddélares en 2020 y se espera que
crezca a una tasa de crecimiento anual compuesto (CAGR) del 4,3% de 2021 a
2028 [19].

El vino se produce en varias regiones del mundo, y cada regién aporta
caracteristicas Unicas a la oferta mundial de vino. Los paises productores de

vino mas grandes incluyen [19]:

e ltalia: EI mayor productor mundial de vino, conocido por su rica historia y
diversos estilos de vino.
e Francia: Hogar de algunas de las regiones vinicolas mas prestigiosas,
incluyendo Burdeos, Borgofia y Champagne.
e Espafia: Un productor de primer nivel centrado en los estilos vinicolas
tradicionales y modernos, incluyendo Rioja y Cava.
e Estados Unidos: Principalmente conocido por Napa Valley, California, un
importante productor de vinos de alta calidad.
e Argentinay Chile: Principales productores de Sudamérica, conocidos por
sus vinos Malbec y Cabernet Sauvignon.
1.5.1 Tipos de vinos y de uvas
La variedad de uva es muy importante para entender un vino. En paises
anglosajones y paises productores del nuevo mundo, las variedades de uva se

consideran el factor mas importante para diferenciar un vino [20].
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1.5.1.1 Uvas blancas
Las uvas blancas se utilizan para hacer vinos blancos, rosados y espumosos.

Algunas de las variedades de uva blanca méas populares son [21]:

e Chardonnay: una uva blanca versatil que se puede usar para hacer una
variedad de vinos, desde secos hasta dulces.
e Sauvignon Blanc: una uva blanca con sabores a citricos y hierbas.
¢ Riesling: una uva blanca con sabores a frutas tropicales y flores.
e Viognier: una uva blanca con sabores a flores y miel.
e Semillon: una uva blanca con sabores a manzana y pera.
1.5.1.2 Uvas tintas
Las uvas tintas se utilizan para hacer vinos tintos, rosados y eSpumosos.

Algunas de las variedades de uva tinta mas populares son [21]:

e Cabernet Sauvignon: una uva tinta con sabores a frutos rojos y
especias.

e Merlot: una uva tinta con sabores a frutos negros y chocolate.

e Pinot Noir: una uva tinta con sabores a fresa y frambuesa.

e Syrah: una uva tinta con sabores a frutos negros y especias.

e Malbec: una uva tinta con sabores a frutos negros y tabaco.

1.5.1.3 Uva Sauvignon Blanc
La Sauvignon Blanc viene principalmente del Valle del Loira (Francia), Burdeos

(Francia), Marlborough (Nueva Zelanda), California (Estados Unidos) y Casablanca
(Chile). El tipo de uva Sauvignon Blanc suele formar racimos pequefios a medianos.
La forma de las uvas es conica y estas son, a su vez, también de tamafio pequefio
o0 medio. Las bayas de Sauvignon Blanc son pequefias, de forma ovalada, su piel
es de color verde-amarillento y se vuelve mas dorada conforme alcanza la madurez,
su pulpa es jugosa, incolora y contiene entre dos y tres semillas por baya, aunque
el sabor de la pulpa es relativamente neutro, las bayas poseen precursores
aromaticos, que, mediante la vinificacion, dan lugar a los caracteristicos aromas
[22].
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La uva Sauvignon Blanc brota pronto, pero tarda mucho en madurar, por eso tiene
buena aceptacion en climas templados, con mucho sol, pero no excesivo calor. Los
Sauvignon Blanc son vinos acidos y elegantes, con aromas a hierbas y productos

de la tierra. Es un vino seco y robusto, lleno de matices frutales y herbaceos.

1.5.1.4 Composicion de lauva
La uva esta compuesta por tres tipos de tejidos, que corresponden a la piel, pulpa 'y

semillas (figura 4). La composicién de cada uno de estos tejidos puede variar al
cambiar el tamafio de la uva, por la relacion superficie/volumen. En relacion con la
piel, estd formada por 6 a 7 capas de células con paredes gruesas, la cual es
recubierta por una capa cerosa denominada cuticula, que le otorga proteccién a la
uva. Un segundo tejido corresponde a la pulpa, la cual ocupa un volumen cercano
al 60% del total de la uva. Este tejido se caracteriza por poseer células con grandes
vacuolas, las cuales contienen el jugo celular. Un ultimo tejido son las semillas que
se localizan en el centro, y que contienen el embridon que permitird perpetuar la

especie [22].

Pedicelo

Cuticula

; \.\'Iesocarpo
Fig. 4 Morfologia de la uva Sauvignon Blanc [23]

La uva se encuentra compuesta principalmente por:

AzUcares: son compuestos quimicos que (contienen 6 atomos de carbono), y se

encuentran esencialmente representados por la glucosa y la fructosa. Estos
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azucares son ocupados por las levaduras durante la fermentacion alcohdlica,

obteniéndose etanol y didéxido de carbono [24].

En la uva también existe la presencia de pentosas tales como la xilosa y la

arabinosa, pero estos azucares no son fermentables por las levaduras vinicas.

Acidos organicos: estos compuestos tienen un efecto favorable en la
fermentacion, dan color, gusto y envejecimiento del vino y estabilidad tartarica y
pH. Los acidos mas importantes son el tartarico, el malico y en menor cantidad
el citrico. En general durante la maduracion de la uva, los acidos disminuyen,
pudiendo encontrarse en forma libre. La disminucion se debe a la respiracion de

estos o0 a su transformacion en azucares [24].

Compuestos fendlicos: corresponde a un grupo de compuestos que son
estructuralmente diversos y presentes en diferentes cantidades. Ellos juegan un
papel importante en la determinacién del color, astringencia y amargor del vino.
También se encuentran involucrados en las reacciones de pardeamiento de las

uvas y en el vino tienen un rol clave en el envejecimiento y maduracion [24].

1.5.2 Calidad del vino
El sabor y calidad del vino esta influenciado por una variedad de factores,

incluyendo la variedad de uva, el clima, el suelo y el método de elaboracion. El
clima es uno de los factores mas importantes que afectan el sabor del vino. Las
diferentes variedades de uva se desarrollan mejor en diferentes climas. Por
ejemplo, la Cabernet Sauvignon se desarrolla mejor en climas calidos y secos,

mientras que la Piot Noir se desarrolla mejor en climas frios y himedos.

El suelo también afecta el sabor del vino. Las diferentes variedades de uva
prefieren diferentes tipos de suelo. Por ejemplo, la Cabernet Sauvignon prefiere
suelos ricos en minerales, mientras que la Pinot Noir prefiere suelos ligeros y

arenosos.

El método de elaboracién también afecta el sabor del vino. ElI proceso de

elaboracién del vino incluye una variedad de pasos, como la fermentacion, la
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crianza y el embotellado. El método de elaboracion puede afectar el sabor del
vino de una variedad de maneras, como la duracion de la fermentacion, la

temperatura de la fermentacién y el uso de barricas [22].

1.6 Compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos, son moléculas caracterizadas por la presencia de uno o
mas anillos aromaticos con grupos hidroxilo unidos a su estructura. Se encuentran
ampliamente distribuidos en la naturaleza, especialmente en las plantas, donde
pueden localizarse en diferentes partes como tallos, raices, flores, frutos y semillas,
su papel es fundamental en diversos procesos, incluyendo el metabolismo, el
crecimiento, la reproduccion y la defensa contra agentes patégenos como virus,
bacterias, hongos, protozoarios y nematodos. Ademas, protegen a las plantas de
depredadores como insectos y herbivoros, asi como de factores ambientales
adversos, como el estrés y la radiacién ultravioleta. Estos compuestos también son

responsables de la pigmentacion en muchas especies vegetales [25].

En la industria del vino, la presencia de polifenoles se debe a la uva. La cantidad de
polifenoles esta determinada por muchos factores que pueden ser ambientales,
tales como el clima o las condiciones del suelo, o estar relacionados con la variedad
y madurez del fruto [26]. Los polifenoles de la uva no estan distribuidos
homogéneamente en el fruto si no que se concentran principalmente en las semillas
(60%)), la piel (30%), y en un menor grado en la pulpa y tallos (menos de 10%) [26].
Los compuestos fendlicos presentes en el producto y su porcentaje proporcionan al
vino ciertas caracteristicas sensoriales como: aroma, color, sabor, amargura o

astringencia.

1.6.1 Acidos fendlicos

La denominacion &cido fendlico se aplica a todos los compuestos organicos que

poseen como minimo una funcion carboxilica y un hidroxilo fendlico, en este mismo

16



compuesto fendlico pueden estar presentes el acido protocatéquico, acido vanilico

y acido galico [26].

Q\C,DH DQC,GH DQC,DH
r ) |’J’“‘1 ®
Z oH Lf o Ot HO %\ OH
OH OH OH
protocatechuic acid vanillic acid gallic acid

Fig. 5 Acidos Hidroxibenzoicos [27].

Acidos hidroxicinamicos se caracterizan por la presencia del grupo CH = CH-COOH
en remplazo del grupo COOH presente en los acidos hidroxibenzoico. Ejemplos de
fuentes de acido hidroxicinAmicos en los alimentos son las uvas, manzanas,

arandanos, espinacas, brécoli, col rizada, el café y los cereales [27].

OH
Os__OH Ox__OH NG OH
= =
JOH
o) 5
CH, OH
g HO
CH OH
p-coumaric acid ferulic acid chlorogenic acid

Fig. 6 Acidos hidroxicinamicos [27].
1.6.2 Flavonoides

Los flavonoides son un grupo de pigmentos casi universales en el reino vegetal, son
hidrosolubles y los responsables de la coloracion de flores, frutos e incluso de las
hojas. Se trata de un grupo de gran diversidad y complejidad quimica. Dentro del
cual, en el caso especifico de la uva y el vino, merecen mencion especial los

flavonoles por su abundancia [26].
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Fig. 7 Estructura basica de un flavonoide [27].
1.6.3 Taninos

Los taninos son compuestos polifendlicos que muestran propiedades astringentes
las cuales participan en el proceso de precipitacion de proteinas, la concentracion
de estos disminuye durante el envejecimiento del vino debido a procesos de

oxidacion y precipitacion.

Los taninos complejos contienen unidades de catequina vinculados a galotaninos o
elagitaninos, y se ha comprobado que los productos del afiejamiento en el vino tinto
se deben a la reaccion entre catequinas de las uvas y galotaninos en los barriles de

roble formando estos taninos complejos [27].

O HO
HO .." \

HCHTJ _ OH \?J’J\Ir' o’
HC""'\,T,; r""\____,-h'
"'-7-—:0 |

e

SN
0

Fig. 8 Acutissimina A (ejemplo de un tanino complejo) [27].

La detencion cualitativa de estos compuestos es fundamental para tener un mejor
control de calidad de los vinos, dado que estos compuestos son principalmente

responsables de las caracteristicas sensoriales del mismo (color, sabor,
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astringencia y amargura) y juegan un papel esencial en el proceso de

envejecimiento del vino debido a sus propiedades de oxidacion [26].

1.7 Actividad antioxidante

Un antioxidante es una sustancia capaz de neutralizar la accidon oxidante de los
radicales mediante la liberacion de electrones al medio u otro mecanismo.
Generalmente, los antioxidantes son moléculas pequefias de origen endégeno
y/lo exégeno. Los enddgenos son aquellos que a causa de la exposicion a los
radicales libres se desarrollan dentro del organismo, tal es el caso de la remocion
a través de la catalisis de radicales por diferentes enzimas como la catalasa y
superdxido dismutasa (sistema de defensa enzimatico), mientras que los
exdégenos provienen de los alimentos que se ingieren como la vitamina E,
vitamina C y carotenoides. Otro grupo de moléculas importantes que pueden
obtenerse de manera exdgena son los compuestos fendlicos (isoflavonas,
flavonoides, quercetina, etc.). Por esta razon, la forma mas eficiente de suplir los
antioxidantes para proteger al organismo del efecto oxidativo producido por los
radicales libres, es el consumo de alimentos ricos en estos, que permitan

amortiguar los efectos causados al dafo celular [28].

Las frutas son conocidas como alimentos ricos en antioxidantes, existen un gran
namero de estudios que muestran los contenidos de compuestos antioxidantes,
pero la mayor parte de investigaciones se centra el fruto de regiones templadas,
estos debido a su composicion quimica aportan considerablemente ala actividad

antioxidante [28].
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ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE
DE LOS ALIMENTOS MAS CONOCIDOS *

Capacidad de absorcion
de los radicales de oxigeno (ORAC)
Miden la capacidad de neutralizar los radicales libres

imento en el laboratorio.

® 7

e 'y
———— e
ARANDANO ROJO  PISTACHO CEREZA ARANDANO NEGRO  GRANADA VINO TINTO
8394 7375 5945 4826 4479 4198

Actividad Antioxidante Celular (CAA)
Mide la actividad dentro de una célula - la parte donde las
células absorben los antioxidantes-, considerado como un

reflejo de lo que ocurre en el cuerpo humano.

«w

GRANADA PISTACHO ARANDANO NEGRO  ARANDANO ROJO REMOLACHA
250 217 171 52 42

Fig. 9 Actividad antioxidante de algunos alimentos conocidos [29].

1.9 Métodos de cuantificacién de compuestos fenélicos y actividad
antioxidante

Los compuestos fendlicos o polifenoles constituyen un amplio grupo de
sustancias quimicas, con diferentes estructuras y propiedades quimicas y
actividad biologica, englobando mas de 8000 compuestos distintos.
Quimicamente, los compuestos fendlicos son sustancias que poseen un anillo

aromatico, con uno o mas grupos hidroxidos.

El método mas usado comunmente para determinar y cuantificar fenoles totales
en alimentos y vegetales es el método Folin-Ciocalteu.

Este método se basa en la capacidad de los fenoles para reaccionar con agentes
oxidantes. El reactivo de Folin-Ciocalteu contiene molibdato y tungstato sédico,
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gue reaccionan con cualquier tipo de fenol, formando complejos fosfomolibdico-
fosfotungstico. La transferencia de electrones a pH basico reduce los complejos
fosfomolibdico-fosfotlingstico en 6xidos, cromégenos de color azul intenso, de
tungsteno (WsOz23) y molibdeno (MosOz23), siendo proporcional este color al

namero de grupos hidroxilo de la molécula [30-31].

HO\O/OH
|/ Reactivo de Folin-Ciocalteu

OH

M <v
HO.. _~.__OH

I‘ ,l

'

O

Fig. 10 Mecanismo de reaccion del método FC [32].

Esta reaccion es una oxidorreduccion, por lo que ademas se puede considerar
como un método de medida de la actividad antioxidante. La velocidad depende

del pH, siendo la reaccion lenta a pH acido y rapida a pH basico [32].

1.10 ABTS y DPPH

En los dltimos afos, se ha adoptado una amplia gama de ensayos
espectrofotométricos para medir la capacidad antioxidante de los alimentos,
siendo los mas populares el ensayo de acido 2,2'-azino-bis-3-etilbenztiazolina-
6-sulfénico (ABTS) y 1,1-difenil-2-picrilhidrazilo (DPPH).

La mayoria de los ensayos emplean el mismo principio: se genera un radical
sintético coloreado o un compuesto redox-activo; y la capacidad de una muestra
biolégica para eliminar el radical o reducir el compuesto redox-activo se
monitorea mediante espectrofotdmetro, aplicando un estandar apropiado para

cuantificar la capacidad antioxidante.
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En la especificacion, el ensayo ABTS se basa en la generacion de un ABTS-+
azul/iverde que puede ser reducido por antioxidantes; mientras que el ensayo
DPPH se basa en la reduccion del DPPH purpura a 1,1-difenil-2-picrilhidrazil.
Ambos ensayos son convenientes en su aplicacion y por lo tanto los mas
populares; sin embargo, son limitados ya que utilizan radicales no fisiol6gicos
[33].
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Fig. 11 Método DPPH (cambio de color después del contacto con

antioxidantes) [34].
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Fig. 12 Principio del ensayo de capacidad antioxidante mediante ABTS [34].
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CAPITULOII: METODOLOGIA

Este capitulo explica los métodos de sintesis que se siguieron para la
obtencion de las AgNPs, y también de la obtencion de los espejos de
plata. Ademas, se reportan las condiciones de adquisicion de las distintas
técnicas de caracterizacion que se aplicaron en el estudio de las
propiedades de los materiales obtenidos. Por ultimo, se describen los
parametros empleados en la deteccién de compuestos fenélicos del vino

blanco.

SU crees gue puedes, ya estis a medio camino:
- Theodore Roosevelt-
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2.1 Sintesis por reduccion quimica

La reduccion quimica es uno de los métodos mas utilizados para la sintesis de
nanoparticulas metalicas y semiconductoras, este enfoque es el mas utilizado para
el control morfolégico y de tamafio de las nanoparticulas, algunas morfologias
obtenidas son prismas, cubos, estrellas, entre otras [35]. Cada morfologia
proporciona respuestas diferentes en sus propiedades épticas, las cuales pueden
ser utilizadas en diferentes aplicaciones. EI método de reduccion emplea diversos
agentes reductores como: citrato de sodio, borohidruro de sodio, N,N-
dimetilformamida, entre otros, los agentes estabilizantes usados para la sintesis de

nanoparticulas son: polivinilpirrolidona, alcohol polivinilivo, entre otros [35-36].

Este método es facil y eficiente, y se tiene un buen control de tamafio optimizando
algunos factores experimentales, la velocidad de crecimiento de las nanoparticulas
depende de diversas variables, la concentracion de iones metalicos, el tipo de
agente reductor que se emplea, el pH de la reaccion, la temperatura y el mas

importante el tiempo de reaccién [37].
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Fig. 13 Esquema representativo de la sintesis por reduccion quimica.
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2.2 Sintesis de nanoestrellas de plata

Las nanoparticulas se sintetizan a partir de metales a tamafios nanométricos
mediante métodos fisicos 0 quimicos, constituyen un grupo clave de nanomateriales
ampliamente investigados en diversas areas cientificas e industriales. Los metales
mas utilizados para la sintesis de nanoparticulas son el aluminio (Al), el cadmio (Cd),
el cobalto (Co), el cobre (Cu), el oro (Au), el hierro (Fe), el plomo (Pb), la plata (Ag)
y el zinc (Zn). Las nanoparticulas pueden ser sintetizadas mediante dos enfoques
principales (figura 14), método top-down, en este enfoque, los materiales mas
grandes se dividen o se reducen a escala nanométrica, técnicas como la molienda,
la litografia o el grabado son ejemplos de este enfoque y el método bottom-up
implica la construccion de nanoparticulas a partir de atomos o moléculas
individuales, métodos como la deposicién de vapor, la sintesis quimica en solucion
o la autoensamblaje son ejemplos de este enfoque, este método tiende a producir

nanoparticulas con mayor control sobre sus propiedades [38].
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Fig. 14 Métodos de sintesis de nanomateriales [39].
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Se sintetizaron dos muestras de nanoparticulas de plata ambas por el método de
reduccion quimica, para la muestra M1 se pesaron 8.49 mg de AgNOzYy se diluyeron
en 200 mL de agua desionizada, esta disolucion se coloc6 en un matraz de bola de
tres bocas (reactor), con agitacion constante. La muestra se calentd hasta alcanzar
la temperatura de reaccién de 45 °C, y se agregaron 0.2 mL de una solucién acuosa
al 37% de CH20 vy, seguidamente se agregaron 0.4 mL de NHs*H20 al 28%. Se
observé un cambio de color a gris cuando se adicioné el amoniaco sugiriendo la
formacién de particulas metalicas de plata. Una vez que toda la disolucién cambié
de color se adicionaron 20 ml de PVP al 5% en solucién acuosa, y se mantuvo la
temperatura de reaccién por 1 hora.

La muestra M2 se sintetiz0 siguiendo el método descrito en el parrafo anterior, pero
modificando la masa de los precursores, para el precursor de plata se pesaron
33.974 mg de AgNOs, el volumen del CH20 y NH3*H20 al 28% fue de 0.8 mL y 1.6

mL, respectivamente. La temperatura se mantuvo de 45°C y se adicioné 20 mL de

PVP al 5% de solucién acuosa, y se mantuvo la temperatura de reaccion por 1 hora.

Fig. 15 Imagen representativa de la sintesis de nanoparticulas de plata a) Matraz,
sistema de reflujo y bomba de recirculacién, b) solucién de nitrato de plata y c)
formacién de las nanoparticulas.

Una vez transcurrido el tiempo de sintesis la muestra se deja enfriar hasta alcanzar

la temperatura ambiente. Para eliminar el exceso de PVP (polivinilpirrolidona), se

realizaron 10 lavados con etanol. Para obtener la muestra en polvo, la muestra fue
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secada en una parrilla, a una temperatura de 80 °C y finalmente se recuper6 la

muestra en polvo (nanoparticulas) en un tubo de microcentrifuga.

Fig. 16 Imagen ilustrativa de la sintesis de Ag NP’s a) Retiro del excedente de
solvente, b) lavados de etanol, ¢) secado de muestra en la parrilla y b) Muestra en
polvo de las nanoparticulas de plata.

2.3 Fabricacion de espejos de plata

Las nanoparticulas metalicas de entre 1-100 nm presentan la resonancia de
plasmones superficiales, las cuales son excitaciones colectivas de la densidad
carga que se presenta en sistemas con altas densidades electronicas, el
entendimiento de las propiedades de la resonancia del plasmén superficial de las

nanoparticulas ha abierto la puerta a diferentes aplicaciones [40].

El efecto SERS se basa en el aumento de la difusion inelastica (sefial Raman),
procedente de determinadas moléculas en presencia de una nanoestructura
metalica, esto debido a la resonancia del plasmon, es por ello que se sintetizaron
espejos de plata, estos formarian la nanoestructura metalica que permite aumentar
la resonancia del plasmon, permitiendo realizar detecciones de moléculas con
mayor precision, los espejos se fabricaron mezclando acetato de etilo y hexano en
una proporcion de 1:1, la mezcla se agité vigorosamente durante 5 minutos, hasta
gue las dos fases inmiscibles estuvieron bien mezcladas, posteriormente se dejo
reposar 15 segundos, se observaron dos fases inmiscibles nuevamente, en seguida
se separo la fase superior conocido como solvente mediador, posteriormente se
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afadieron 20 pL del solvente mediador en un microtubo de centrifuga,
seguidamente se afiadieréon 10 L de AgNP al 0.26 mg mi™%, si se desea obtener un
mejor espejo estas cantidades elevan manteniendo la relacion de 2:1, al agregar las
particulas en el microtubo de centrifuga, se observé cdmo se empiezan a formar las
fracciones de espejo de AgNP, se dej6 reposar de 15-20 minutos. El de AgNP fue
recuperado con una pipeta, y se depositd sobre una superficie (borosilicato

recubierto con aluminio).

Fig. 17 a) Mezcla de hexano y acetato de etilo, b) Precipitacién de las
nanoparticulas de plata, c) Espejo de plata ya formado y d) Espejo de plata
recuperado y colocado en borosilicato recubierto con aluminio.

2.4 Condiciones de deteccidén de vino blanco mediante efecto SERS

La industria vitivinicola, es un sector de importancia econémica y cultural en muchas
regiones del mundo, que enfrenta el desafio constante de asegurar la calidad de su
producto. Actualmente en la industria del vino, se realizan pruebas de calidad
sensoriales, por personas expertas (catadores), realizando pruebas organolépticas.
La composicion polifendlica de los vinos es uno de los parametros de calidad mas
importantes que contribuye a definir caracteristicas tales como color, aroma, sabor,
astringencia y estabilidad oxidativa [41]. Sus propiedades son determinantes en la

evolucién de los vinos con el tiempo, la presencia de cada una de estas propiedades
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da como resultado un vino con alta calidad. El papel de los compuestos fendlicos
en la variedad de uva es determinante para la calidad del vino cuyo destino es la
crianza en barrica, el contenido en compuestos fendlicos del vino depende tanto de
la variedad de la uva, del rendimiento de cosecha, asi como de las condiciones
climaticas. La importancia de detectar los compuestos fendlicos radica en que se

puede tener un mejor control de las caracteristicas principales que aportan al vino.

Apoyados del efecto SERS el cual se basa en el aumento de la difusion inelastica
(sefial Raman), se hizo la deteccién de compuestos fendlicos en el vino blanco, para
ello se prepararon tres tipos diferentes de muestras; la primera consistié en agregar
20 microlitros de vino y depositarla en borosilicato recubierto en aluminio. La
segunda muestra consistio en medir 20 microlitros de nanoparticulas de plata
depositados en el sustrato de vidrio y agregando 20 microlitros de vino blanco. La

tercera muestra se realiz6 en presencia de espejo de plata y 20 microlitros de vino
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Fig. 18 Imagen de los pasos para la deteccion de vino blanco a) soportes
preparados a diferentes condiciones, b) Deteccién de vino blanco en el equipo de
Micro Raman, c) Ejemplo de espectro micro Raman obtenido.
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2.5 Técnicas de caracterizacion de materiales

La caracterizaciéon de las nanoparticulas es indispensable para conocer las
propiedades fisicas, quimicas, estructurales y morfolégicas de las nanoparticulas,

la caracterizacion ayuda para darles una aplicacion en los diferentes sectores.

La caracterizacion permite determinar el tamafio, la morfologia, la distribucion, la
composicion quimica, entre otras propiedades, esta informacion es esencial para
controlar y optimizar los procesos de sintesis, algunas de las principales técnicas
de caracterizacion son difraccion de rayos-X (DRX), Microscopia electronica de

Barrido (SEM), Espectroscopia UV-Vis, Espectroscopia Raman y el Efecto SERS.

Los equipos utilizados en la caracterizacion de las dos muestras (M1 y M2) son los

siguientes:

2.5.1 Difraccién de rayos X (DRX)
El estudio de la estructura cristalina de las AgNP’s se realizd utilizando un

difractometro PANALYTICAL - EMPYREAN, con una longitud de onda
caracteristica de A= 1.54 A (Cu-Ka). El patron de difraccion fue adquirido haciendo
un barrido de 30° a 90° en 20, con un tamafo de paso de 0.016° y un tiempo de
paso de 45 s.

2.5.2 Microscopia electronica de barrido (SEM, por sus siglas en inglés)
El estudio de la morfologia de la muestra sintetizada se realizO mediante

microscopia electronica de barrido (SEM, por sus siglas en inglés), el equipo
utilizado fue un microscopio de emisién de campo modelo JSM-7800F Jeol, con un
modo de adquisiciobn mediante rayos X, con una resoluciéon de imagen de 9.4 mmy
un voltaje de aceleracion de 10.0 Kv.

2.5.3 Espectroscopia UV-Vis

Las propiedades Opticas de las AgNP’S fueron estudiadas por medio de
espectroscopia UV-VIS empleando un espectrofotdmetro Agilent Cary 5000, con un
rango espectral de 300 a 800 nm, el tipo de celda utilizada fue de cuarzo de 1 cm

de paso Optico, y de disolvente se empled etanol.
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2.5.4 Micro RAMAN
El estudio de la composicion molecular fue a través del analisis de la dispersion

inelastica de la sefial RAMAN, en un micro RAMAN modelo Horiba LabRam HR,
con un laser de He-Ne (632.8 nm, 16mW), resoluciones espaciales (20, 5y 2um) y
espectral de £0.2 a £0.5 cm-1. Un detector CCD enfriado termoeléctricamente, un

microscopio optico (10, 50 y 100X) y una videocamara para enfocar.
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CAPITULO Illl: RESULTADOS
Y DISCUSION

En este capitulo se presentan los resultados obtenidos de las
caracterizaciones realizadas de DRX (difraccion de rayos-X), SEM,
espectroscopia UV-VIS para las dos muestras de AgNP’s (M1, M2) que
se sintetizaron mediante el método de reduccion quimica. Se identifico la
fase cristalina del material y su pureza mediante la técnica de DRX; por
SEM se estudio la morfologia y el tamafio que presentan las particulas
metalicas, por espectroscopia UV-VIS se determind la absorbancia de las
AgNP’s. Finalmente se discuten los resultados de la caracterizacion de
las dos muestras de AgNP’S y de la deteccidn cualitativa de compuestos
fendlicos de vino blanco con una variedad de uva Sauvignon Blanc,
mediante espectroscopia Raman y el efecto SERS con los espejos de
AgNP’s.

La wmejor preparacién pora mainana

ey hacer lo- mejor gue pueday hoy
- H. Jackson Brown-

32



3.1 Difraccion de rayos X (DRX)

La difraccion de rayos x (DRX) es una técnica analitica utilizada para el estudio de
la estructura cristalina, debido a la informacion que arroja un difractograma se puede
calcular el tamafio de cristal, éste esta conformado por reflexiones (picos) que
corresponden a las distancias de dimensiones nanomeétricas entre los planos de
atomos [42]. En la figura 19 se presentan los patrones de difracciéon de rayos X de
las muestras obtenidas (M1, M2) de AgNP’s. Los cuales presentan sefales en 38°,
44°,64° y 77° asociados con los planos (111), (200), (220), (311) y (222) atribuidos
a plata con fase cubica centrada en las caras (FCC) respectivamente, ademas se
observan dos picos en 36° y 40°, los cuales corresponden a los planos (0004) y
(1102) de la estructura hexagonal compacta (HCP) de plata. Esto indica la presencia
de las fases FCC y HCP en las estructuras que se asemejan a flores. Los datos
obtenidos coinciden en posicién con los datos reportados en la ficha JCPDS 04-
0783 para la plata con una estructura cristalina cubica (FCC) y en la ficha JCPDS
41-1402 para la plata con una estructura hexagonal compacta (HCP). No se
observan picos de difraccién adicionales que se puedan a tribuir a un compuesto
secundario, por lo que se confirma que las muestras sintetizadas corresponden

solamente a plata metélica.
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Fig. 19 Patrones de difraccion de rayos-X de las muestras a) M1y b) M2 obtenidas
con diferente concentracion de precursor de plata.
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Martinez F. [43] y colaboradores reportaron la sintesis de nanoparticulas de plata
mediante reduccion quimica con diversos valores de pH (10.9, 11.5 y 12.0) los
cuales presentaron picos de difraccion en la misma posicion que el presente trabajo.
Por lo que se concluye que las condiciones de sintesis empleadas en el presente
estudio favorecen la formacién de nanoparticulas de plata con una estructura
cristalina similar, independientemente del pH, coincidiendo con los resultados

reportados.

Con el objetivo de conocer el efecto de la concentracién de precursor sobre las
propiedades cristalinas de las Ag Np’s se calcul6 el tamafio de cristalito relacionado
con el perfil de DRX mediante del ancho a media altura (FWHM por sus siglas en

ingles), mediante la férmula de Scherrer [44].

La ecuacion se expresa como:

D= KA
" BcosB

donde:
D representa el tamafio del dominio cristalino en nanémetros.

K es un factor de forma que depende la geometria del cristal (generalmente cercano
a 0.9).

A es la longitud de onda de la radiacién utilizada (por ejemplo, 0.154 nm para Cu
Ka).

B es el ancho del pico a la mitad de su altura maxima (FWHM), medido en radianes.
0 es el angulo de difraccion del pico seleccionado, expresado en radianes.

El ancho a la mitad de la altura (FWHM, Full Width at Half Maximum) es un
parametro importante en la ecuacion de Scherrer, ya que representa el ancho del

pico de difraccion a la mitad de su altura maxima.
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Para el calculo del tamafio de cristalito se tomoé la reflexibn mas intensa de cada
muestra analizada (M1, M2) que corresponde al plano (111). En la tabla 3.1 se

enlistan los resultados obtenidos del célculo.

Tabla 3.2. ParAmetros correspondientes a la reflexion (111) y tamafio de cristalito
para las muestras (M1, M2).

Muestra 20 Plano FWHM D
(grados) (grados) (nm)
M1 38.30 111 0.34115 25.76941
M2 38.33 111 0.3014 29.16667

Para la muestra M1, el pico de difraccion observado a 26 = 38.30° se asigna al plano
cristalogréafico (111), caracteristico de estructuras cubicas centradas en las caras,
como la plata metalica (Ag). ElI valor de FWHM = 0.34115° indica un
ensanchamiento moderado del pico, asociado a un tamafio cristalino reducido.
Aplicando la ecuacion de Scherrer, se obtuvo un tamafio promedio de cristalito (D)
de 25.77 nm, para la muestra M2, el pico de difraccion observado a 206 = 38.33° se
asigna al plano cristalografico (111), el valor de FWHM = 0.3014° con un tamafo

promedio de cristalito (D) de 29.77 nm.

El tamafio de cristalito para la muestra de menor concentracion (M1) es de 25.76
nm Yy para la muestra de mayor concentracion (M2) es de 29.16 nm, en la formacion
de cristalito influyen el precursor y otros factores. Alanis A. et al. [45] explican los
factores que influyen en la formacion del cristalito, si la tasa de nucleacion es alta,
los cristales seran pequefos y habra mayor cantidad de ellos, por lo contrario, si la
velocidad de crecimiento es elevada, comparada con la de nucleacion, los cristales
seran menores en cantidad, pero de mayores dimensiones, otro factor, es el
enfriamiento rapido y una sobresaturacion producen, por lo general, cristales mas

pequefios, mientras que uno lento produce cristales mas grandes.

De acuerdo con los resultados obtenidos la velocidad de crecimiento es mas rapida

en la M2 y esto influye a la formacion de cristalitos mas grande, en cambio en la
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muestra M1 la velocidad de crecimiento es mas lenta y esto influye en que el

cristalito sea de menor tamano.

Corzo A. [46] sintetizO nanoparticulas de oro mediante la reduccion de H[AuCl4] y
explica que al disminuir la concentracion de la solucidon precursora, pero
manteniendo la concentracién del reductor constante y en exceso, el tamafio de
particula aumenta; esto es debido a que muy rapidamente el agente reductor rodea
al soluto en menor concentracion, obteniendo nucleos o conglomerados mas
grandes que se ven favorecidos con un crecimiento cristalino, esto nos permite
explicar porque obtenemos cristalitos de mayor tamafo en la muestra M2, ya que
se esta manteniendo constante el agente reductor (formaldehido). En sus resultados
Corzo A. [46] explica algo semejante, cuando se cuadruplica la concentracion de
H[AuCl4] manteniendo constante la concentracion del reductor, se obtienen nucleos
cristalinos, probablemente en un primer momento muy pequefios, los que tienden a
aglomerarse para formar nucleos mayores y con ello formar cristalitos de mayor

tamano.

3.3 Microscopia electronica de barrido (SEM, por sus siglas en inglés)

La morfologia de las particulas de plata se obtuvo mediante microscopia electronica
de barrido, en la figura 20 se presenta la imagen tipica SEM de las AgNP’s,
sintetizadas a diferentes concentraciones. En ambos casos se observa una
morfologia similar a una estrella que consta de un nucleo y de este mismo salen
varias ramificaciones en forma de punta. Con la finalidad de determinar su tamafio,
se realizaron mediciones de pico a pico y se midieron un promedio de 40
nanoparticulas, como resultado se obtuvo un tamafio de particula en el rango de
800 nm ~ 1000 nm para las muestras M1y M2, a partir del histograma de distribucion
se calcul6 un tamafio promedio de 800 nm para M1 y 900 nm para M2,

respectivamente.
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Fig. 20 a) Imagenes tipicas SEM para la muestra M1 e b) histograma de
distribucién de tamafio, con un tamafio de particula promedio de 847 nm.
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Fig. 21 a) Imagenes tipicas SEM para la muestra M2 e b) histograma de
distribucion de tamafio, con un tamafio de particula promedio de 954 nm.

Existen diversos reportes de la sintesis de nanoparticulas de plata, por ejemplo, Tao
LiuT. etal. [12] y Peixoto M. [47] sintetizaron hanoparticulas de Ag en forma de flor,
con picos que salen de un ndcleo. Sus resultados muestran una morfologia muy
parecida a la obtenida, con la diferencia de un tamafo de particula mas grande y

con mayores ramificaciones que terminan en picos.
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La sintesis de las AgNP’s se realiz6 por reduccion quimica, la reaccion inicia cuando
el AgNOs reacciona con CH20, los iones de Ag* son reducidos por el formaldehido
a plata metalica Ag®, mientras que el formaldehido se oxida a &acido férmico (Ec.
3.3.1), esta reaccion se llevo a 45°C, el NH4OH acttua como estabilizador de pH, su
principal funcién es mantener una pH alcalino, si alin quedan iones Ag* sin reducir,
al agregar el NH4OH reaccionan con el NHs y forman un complejo de plata
amoniacal (Ec. 3.3.2), al adicionar PVP (polivinilpirrolidona), la plata metalica
formada en la primera reaccion se dispersa en la solucion en forma de
nanoparticulas de plata (AgNP’s) estabilizadas por PVP, este se adhiere a la
superficie de las nanoparticulas de plata, evitando que se aglomeren (Ec. 3.3.3)

A
2AgNO; + CH,0 + H,0 - HCOOH + 2Ag + 2HNO, Ecuacion 3.3.1
AgNO; + 2NH,OH - [Ag(NH3),INO; + 2H,0 Ecuacion 3.3.2
Ag + PVP - AgNPs Ecuacion 3.3.3

Durante la etapa de crecimiento, el PVP se adsorbe de manera selectiva sobre
caras cristalograficas especificas de la plata, inhibiendo el crecimiento sobre esas
regiones, esto induce una expansion preferencial en direcciones libres,
promoviendo la formacion de proyecciones puntiagudas (picos), que son

responsables de la morfologia en forma de estrella.

Simultdneamente, los iones Ag* que aun permanecen en la solucién contintan
siendo reducidos, poco a poco por el formaldehido, estos iones tienden a
depositarse en zonas con alta energia superficial, esto favorece el crecimiento
ramificado, intensificando el crecimiento de ramificaciones en distintas direcciones
de las nanoparticulas, el medio alcalino proporcionado por el NH,OH también
mejora la eficiencia del formaldehido como reductor, acelerando ligeramente la
reduccion, pero manteniéndola lo suficientemente lenta para permitir un crecimiento

diferenciado y direccionado [48].

Thanh N. et al [49] explica el proceso de nucleacion de Watzky y Finke que

propusieron un enfoque de nucleacion lenta constante seguida por crecimiento
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autocatalitico. Finke y Watzky describieron un mecanismo en dos etapas para
entender los aspectos mecanisticos de las reducciones de sales metélicas:
nucleacion lenta continuada y crecimiento rapido autocatalitico, se puede asumir
gue el mecanismo general para la formacion de nanoparticulas se puede simplificar
en tres etapas: nucleacion, crecimiento y aglomeracion. Es importante mencionar
gue, para las particulas metalicas, el proceso de nucleacién es el resultado de un
compendio de factores tales como las condiciones de reaccion (temperatura,
agitacion, etc.) y la diferencia de potenciales redox entre la sal precursora y el

agente reductor.
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O3 OOOO CE >QOO OO\ asission >3 %358

OO O Agrupacion

Extracto acuoso: fenoles, flavonoides y otros
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Nanoparticulas
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encapsuladas
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Fig. 22 Mecanismo de nucleacion y crecimiento de las nanoparticulas de plata.

Dado que las nanoparticulas de plata se van a aplicar en la deteccion de
compuestos fendlicos se ha observado que para que exista interaccion entre las
particulas metélicas y el analito estas deben estar en contacto con una superficie
metélica nanoestructurada, en este sentido la dispersion Raman mejorada por
superficie (SERS, por sus siglas en inglés) ha emergido como una poderosa técnica
analitica debido a su alta sensibilidad y especificidad, algunas sustancias suelen
presentar baja reproducibilidad de la sefial, para superar esta limitacion se han
propuesto la fabricacion de espejos de nanoparticulas, con una alta sensibilidad al

efecto SERS y buena reproducibilidad de la sefal [51].
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El efecto SERS requiere una superficie metélica nanoestructurada para maximizar
su eficiencia. EI aumento en la intensidad de la sefial Raman se debe a la
amplificacién del campo electromagnético generado por la resonancia de
plasmones superficiales localizada en nanomateriales metalicos como la plata.
Estas resonancias ocurren cuando la luz incidente excita colectivamente los
electrones libres en la superficie de las nanoparticulas, generando campos
eléctricos intensificados alrededor de estructuras con geometrias especificas a
escala nanométrica. Cuando una molécula analito se encuentra adsorbida o muy
proxima a estas regiones, conocidas como "hot spots”, la sefial Raman se ve
enormemente amplificada. Por tanto, la presencia de una superficie metalica
nanoestructurada no solo es esencial para la generacion de estos efectos, sino que
su disefio y morfologia determinan directamente la sensibilidad y reproducibilidad
del analisis SERS.

La sintesis de los espejos de AgNP’s, se realiz6 tomando en cuenta los
requerimientos para mejorar el efecto SERS, con una superficie nanoestructurada,
los espejos de AgNP’s se realizaron mezclando acetato de etilo y hexano,
formandose dos fases inmiscibles, se debe separar la fase superior y este sera
nuestro solvente medidor, en seguida se deben adicionar las nanoparticulas en
solucion acuosa, se debe observar como las nanoparticulas comienzan a
precipitarse, formando el espejo de AgNP’s.

En la figura 23 se presenta la imagen tipica SEM de un espejo de AgNP’s, en este
se puede observar nanoparticulas aglomeradas, en contacto, debido al disolvente
mediador (hexano y acetato de etilo), este presenta una mayor densidad en
comparacion con la solucion de AgNP’s, es por esto por lo que tienden a
depositarse en el fondo, dando una interfaz borrosa, esta capa de AgQNP’s formada

se le denomina espejo de AgNP’s.
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Fig. 23 a) Imagenes tipicas SEM y b) histograma de distribucion de tamafio del
espejo de AgNP’s, con un tamafio de particula promedio entre 900 nm.

3.4 Microscopia electronica de barrido (SEM-EDS)

Para la caracterizacién las AgNP’s, fue necesario determinar los elementos
guimicos presentes en las muestras M1y M2. Esta informacion resulta esencial para
correlacionar las propiedades observadas con la estructura y la quimica del material.

Con este objetivo, se utilizo la técnica de espectroscopia de rayos X dispersiva en
energia (EDS), acoplada a un microscopio electrénico de barrido (SEM). Esta
técnica permite identificar y cuantificar los elementos presentes en la superficie de
una muestra mediante la deteccion de rayos X caracteristicos emitidos por los

atomos al ser excitados por un haz de electrones.
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Fig. 24 a) Imagenes tipicas SEM y espectros de EDS caracteristicos de las
muestras M1.
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Fig. 25 b) Imagenes tipicas SEM y espectros de EDS caracteristicos de las
muestras M2.

Los resultados EDS presentan mayor presencia de plata para las dos muestras, la
presencia de Carbono y del Oxigeno se puede deber al agente reductor PVP, y la

presencia del Cobre se debe al equipo EDS.

3.2 Espectroscopia UV-Vis

En la figura 26 se presenta el espectro de absorbancia de la muestra M1 y M2 de
las AgNP’S, para la muestra M1 presenta una banda en 367 nm, y la muestra M2
presenta una banda en 375 nm estas corresponde a la resonancia del plasmén
superficial (SPR) de las particulas de plata, entre estas dos muestras su diferencia
esta en la absorbancia, una mayor absorbancia en el pico SPR generalmente
significa que el tamafio de particulas es mayor, ya que la absorbancia esta
relacionada directamente con el tamafio de particula, la muestra M1 es la de menor
absorbancia en comparacion con la muestra M2, el tamafio de particula influye en
el desplazamiento del SPR, como se puede observar en la muestra M2 la banda

esta mas recorrida y es mas ancha la banda en comparacion con la muestra M1.

Zhou N. et al [52] y colaboradores explican la SPR como la oscilacion colectiva de
los electrones libres en la superficie de un metal (como la plata), inducida por la luz,
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esta propiedad es muy sensible al tamafio, forma y estructura de las nanoparticulas,
la SPR se da en los picos, bordes y uniones estrellas entre picos, estas
nanoparticulas favorecen la formacion de zonas de alta intensidad del campo
electromagnético, llamadas “hot spots™ que amplifican la sefal Raman (SERS).
Ademas, concluyen que, a mayor cantidad de hidréxido de amonio, se forman
varillas (ramificaciones) mas pequefias y numerosas, lo cual cambia el
comportamiento del plasmén, a medida que las nanoparticulas tienen mas
ramificaciones, se vuelve dominante la resonancia multipolar, la eficacia de la
mejora Raman (SERS) no depende de la fase cristalina (HCP o FCC), sino de la

cantidad de los hot spots generados por la geometria del nanomaterial.
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Fig. 26 a) Espectro UV-VIS de absorbancia de la muestra M1 sintetizada a baja
concentracion de precursor de plata AgNOs.
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Fig. 27 b) Espectro UV-VIS de absorbancia de la muestra M2 sintetizada a una
mas alta concentracion de precursor de plata AgNOs.

3.5 Deteccidn de compuestos fendélicos

La deteccidén de compuestos fendlicos se realizo utilizando espectroscopia Raman,
como prueba preliminar se realizé la deteccidén de rodamina B el cual es un colorante
organico con bandas Raman reportadas ampliamente y que sirve como referencia
para poder testar nanoparticulas metalicas aplicadas en la deteccion de moléculas
organicas. En la figura 28 se presenta el espectro Raman de la molécula de la RhB
sin soportar y soportada sobre los espejos de AgQNP’S. En el caso de la molécula
sola (figura 28 a) no se observan bandas caracteristicas que puedan ser asociadas
a la RhB. Por otro lado, las bandas se resuelven cuando la rodamina se soporta
sobre los espejos de AgNP’S. Diversos investigadores han reportado las bandas
caracteristicas de la rodamina, por ejemplo, B, Pankaj U. y colaboradores [53]
reportan bandas, ubicadas en: 1183 cm! asociado al modo vibracional flexion de
CH, a 1285 cm, asociada a los movimientos del grupo metilo y metilo,

respectivamente. Ademas de sefiales alrededor de 1369 cm del modo vibracional
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del estiramiento del anillo de xanteno (XR), 1509 cm-1y 1647cm* también asociado
al estiramiento del XR, presente en la estructura de la RhB. Los resultados
reportados, estan en acuerdo con los obtenidos al realizar la deteccion de la

rodamina B al usar los espejos AgNP’s.
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Fig. 28. Espectro Raman de la Rodamina B a) soportada en el sustrato de
aluminio y b) espectro Raman de la RhB soportada sobre el espejo de plata.

La identificacion de distintas moléculas organicas esta relacionada con la capacidad
de detectar la presencia de éstas a bajas concentraciones y la versatilidad de
deteccion. Se realizaron pruebas de deteccién de compuestos fendlicos en vino
blanco. Como vino a testar se utilizé un vino blanco de la uva Sauvignon Blanc con
pais de origen Chile. En la figura 29 se presenta el espectro micro Raman del vino
blanco, como parte de las pruebas, también se realiz6 la deteccion in situ del vino
con AgNP’s y por ultimo se realizo la detencion del vino soportado en los espejos
de AgNP’s.
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Fig. 29. Espectro Raman del vino Sauvignon Blac, a) soportado sobre el sustrato
de aluminio, b) in situ y b) con espejos de plata.

El espectro Raman del vino blanco (figura 29a) no presenta sefales caracteristicas
gue puedan ser asociadas a algun compuesto fendlico, por otra parte, el espectro
Raman arrojado de la prueba in situ (figura 29b), presenta sefiales débiles alrededor
de 226 cm, 880 cm?, 1000 cm? , sin embargo, en el espectro Raman del vino
blanco soportado sobre el espejo de plata (figura 29c) se observa la aparicion de
sefales alrededor de 650 cm™ correspondiente a Tanino condensado y a la
catequina [54] ,a 735 cm™ Fructopiranosa [55], a 964cm ! &cido malico, acido tartico
[56], otra banda caracteristica es a 1163cm correspondiente al glicerol [57], a 1221
cm &cido ferdlico [58], a 1025 cm™* 4cido galico [54], a 1301 cm™ correspondiente
al 4cido cafeico [59], a 1320cm™ correspondiente a antocianina [60], a 1596 cm™
corresponde a Taninos y cianidina [61], por ultimo a 1600 cm™ Acido ferdlico,

resveratrol [62, 63].
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Las propiedades sensoriales como la textura en boca, el amargor, la astringencia,
el aroma y, de manera indirecta el color, provienen de los principales grupos de
moléculas como lo son los compuestos fendlicos presentes en las uvas (Vitis

vinifera) y que son transferidos al vino durante su vinificacion.

En comparacion con vinos tintos, la concentracién total de compuestos fendlicos es
generalmente menor en variedades de uva blanca aromatica como Sauvignon
Blanc, sin embargo, esta pequefia concentracion de compuestos desempefia un
papel clave en la percepcién sensorial global y por lo tanto en la calidad del vino,
particularmente en términos de sensacion en boca y la modulacion aromatica [64,
65].

A partir de los compuestos encontrados en el presente trabajo con la técnica SERS,
se encontraron relaciones de éstos con aspectos sensoriales (tabla 3.3), lo cual, a
continuacién, se describe.

Tabla 3.3. Asignacion y relacién entre grupo funcional y atributo sensorial del vino
Sauvignon Blanc.

Corrimiento Raman Asignacion Propiedad sensorial
(cm™)

650 cm™? Tanino condensado y | Astringencia y amargor. [64 y 66]

catequina

1221 cmt? Acido ferdlico Notas frutales, herbaceas y tropicales.
[67]

1025 cm? Acido gélico notas frutales, herbaceas y tropicales.
[67]

1301 cm? Acido cafeico En combinacion con SO:2 estos
compuestos atrapan oxigeno y evitan
la oxidaciéon de los compuestos
responsables del aroma en los vinos.
[70]

1600 cm™* Acido ferdlico, | Percepcién sensorial global y en la

resveratrol estabilidad del vino en cata. [65, 67]

Dentro de los grupos fendlicos se encuentran en relevancia los flavan-3-oles, como
son la catequina y sus polimeros, conocidos como taninos condensados o
proantocianidinas, los cuales estan altamente relacionados con la percepcion de
astringencia y amargor. Lo anterior se debe a que estas sensaciones se originan
principalmente por la capacidad de los taninos para interactuar con proteinas
salivales, provocando su agregacion o precipitacién y reduciendo la lubricacion oral,
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lo que se traduce en sensaciones tactiles de sequedad, aspereza o rugosidad
durante la degustacion en cata [64 y 66].

Por otro lado, en trabajos sensoriales se ha reportado que la presencia de flavonoles
de bajo peso molecular como la catequina y la epicatequina contribuyen de forma
intensa al amargor, mientras que los taninos de alta polimerizacién estan mas
relacionados con la persistencia y calidad de la astringencia percibida en boca [66].

La presencia de compuestos fendlicos en la matriz del vino puede modular la
percepcion aromatica al interactuar con compuestos volatiles responsables de notas
frutales, herbaceas y tropicales, las cuales son caracteristicas de la uva Sauvignon
Blanc. Dichas interacciones afectan la volatilidad y liberacion retronasal de los
aromas, influyendo en la intensidad y la calidad de la percepcién olfativa durante el
proceso de cata [67]. Considerando lo anterior, acidos fendlicos como el acido
ferdlico u otros compuestos como el resveratrol, contribuyen al perfil quimico del
vino e influyen indirectamente en la percepcién sensorial global y en la estabilidad
del vino en cata [65, 67].

El uso de la espectroscopia Raman intensificada por Superficie (SERS) en la
caracterizacion y “deteccion” de compuestos fendlicos, como los mencionados
anteriormente desde el punto de vista sensorial, representa una herramienta
analitica atractiva para el estudio de vinos blancos como Sauvignon Blanc. Esta
técnica permite la deteccion sensible y selectiva de compuestos fendlicos
especificos (catequina, taninos, acidos fendlicos y antocianinas residuales) a través
de sus vibracionales caracteristicas, incluso a bajas concentraciones, permitiendo
la prediccidén del comportamiento sensorial en cata y contribuyendo a la clasificacién
y determinacién de la calidad del vino [68, 69]. En comparacion con otras técnicas
convencionales, SERS ofrece la ventaja de una alta sensibilidad y la posibilidad de
llevar a cabo andlisis rapidos con un minimo pretratamiento de muestra,
convirtiéndola en una técnica favorables para estudios cuantitativos y comparativos.

En este sentido, al andlisis e integracion de datos obtenidos por SERS/Raman con
evaluaciones sensoriales permite establecer correlaciones directas entre sefiales
espectroscopicas y atributos sensoriales, como la astringencia, amargor, cuerpo y
percepcidn aromatica. La identificacion de bandas Raman asociadas a grupos
funcionales caracteristicos (flavanoles, taninos y acidos fendlicos) resulta ser una
base sdlida para vincular la composicion fendlica “cuantificada” con la respuesta
sensorial del vino [68, 69]. Para Sauvignon Blanc, donde cambios sutiles en la
composicion fenélica pueden tener un impacto perceptible en la calidad sensorial,
el uso de SERS resulta una herramienta prometedora para profundizar la relacion
que existe entre la composicion quimica y la percepcion sensorial, contribuyendo al
entendimiento integral del perfil sensorial del vino.
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CONCLUSIONES

Con base en los resultados obtenidos se presentan las siguientes conclusiones:

1.

Es posible la sintesis de nano estrellas de plata (Ag NP’s) por el método de
reduccion quimica.

De acuerdo con los resultados obtenidos por DRX las particulas de plata
presentan dos fases; principalmente FCC y en menor cantidad HCP.

Las propiedades opticas de las Ag NP’s nos da informacion de la resonancia
del plasmén de las Ag NP’s, se concluye que en las ramificaciones se
favorece la formacion de zonas de alta intensidad del campo
electromagnético.

Las micrografias obtenidas por SEM muestran la morfologia en forma de
estrella, con un nucleo y ramificaciones en diferentes direcciones, mediante
el histograma de frecuencias se determina un tamafio de particula de 800 a
900 nm, en los espejos de las AgNP’s se observa la aglomeracién de las
nanoparticulas, permitiendo aumentar la difusion inelastica (sefial Raman).
Los resultados EDS permiten confirmar que el nanomaterial sintetizado
presenta un alto porcentaje de la plata (Ag), otros elementos detectados en
menor porcentaje son, el cobre (Cu), carbono (C) y oxigeno (O), con esto se
confirma que la muestra no esta contaminada y que el grado de pureza de
plata es alta.

En la deteccién de compuestos fendlicos, mediante el efecto SERS, se
obtuvieron las bandas caracteristicas algunos compuestos fendlicos como
acido galico (1025 cm™) y acido ferulico (1600 cm™), estos dan notas frutales,
herbaceas y tropicales al vino, los taninos (1596 cm™) relacionados con
propiedades sensoriales como amargor y astringencia.
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ANEXOS

1.4.1 Difraccion de rayos X (XRD)
La difraccion de rayos X, en ingles XRD, X-ray Diffraction, es una técnica

ampliamente utilizada para el estudio de materiales, principalmente cristalinos.
Existen en general dos tipos de difraccion de rayos X en funcién de la muestra
analizada: difraccion de rayos X de monocristal (cristal Unico) y difraccion de

rayos X en polvo.

El principio de la difraccién de rayos X se basa en la incidencia de un rayo X
monocromado sobre una muestra en forma de polvo distribuido de manera
aleatoria o de manera orientada, lo cual se logra mediante distintos métodos de
preparacion de la muestra. Los atomos forman planos, a medida que la muestra
gira, el rayo que incide sobre estos es difractado a angulos especificos (28) en

funcion de su composicion y estructura cristalina.[71]

rayos X
rayos X difractados

planos de
difraccion

cristales B =

S aYay 1

Fig. 30 Efecto de la interaccion de rayos X con un material cristalino [71]

1.4.2 Espectroscopia UV-visible
Un espectrofotdmetro ultravioleta-visible (UV-vis) utiliza una fuente de luz para

lluminar una muestra con luz en todo el rango de longitud de onda del espectro
UV y visible (habitualmente, entre 190 y 900 nm). Después, el instrumento mide

la luz que absorbe, transmite o refleja la muestra en cada longitud de onda. [72]

A partir del espectro obtenido, resulta posible determinar las propiedades

guimicas o fisicas de la muestra. Por lo general, esto permite lo siguiente:
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¢ Identificar las moléculas de una muestra sélida o liquida.

e Determinar la concentracion de una molécula especifica en disolucion.

e Caracterizar la absorbancia o transmitancia de un liquido o sélido en un
rango de longitudes de onda.

e Caracterizar las propiedades de reflectancia de una superficie o medir el
color de un material.

e Estudiar reacciones quimicas o procesos bioldgicos

Selector de

Colimador longitud de onda Detector
(lente) (ranura) (célula fotovoltaica)
q ” lo Ie
Pantalla
Fuente Monocromador Solucion digital
de luz (prisma o rejilla) muestra o medidor

(en cubeta)

Fig. 31 Fundamento de Espectroscopia UV-visible. [73]

1.4.3 Micrografia electrénica de barrido (SEM)
El microscopio electronico de barrido (SE, utiliza electrones en lugar de luz para

formar una imagen. Para lograrlo, el equipo cuenta con un dispositivo (filamento)
gue genera un haz de electrones para iluminar la muestra y con diferentes
detectores se recogen después los electrones generados de la interaccion con
la superficie de la misma para crear una imagen que refleja las caracteristicas
superficiales de la misma, pudiendo proporcionar informaciéon de las formas,

texturas y composicién quimica de sus constituyentes.[74]

El funcionamiento del SEM se basa en la emisién de un haz de electrones desde
un cafidn de electrones hacia la muestra. Este haz es enfocado y dirigido
mediante lentes electromagnéticas y electrostaticas. Cuando los electrones
golpean la superficie de la muestra, generan electrones secundarios y

retrodispersados, asi como rayos X caracteristicos. Cada una de estas sefales
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aporta diferente informacion: los electrones secundarios proporcionan imagenes
detalladas de la superficie, mientras que los electrones retrodispersados pueden
revelar informacién sobre el contraste de los materiales. Los rayos X
caracteristicos, por su parte, permiten realizar analisis quimicos elementales

mediante espectroscopia de dispersion de energia (EDS). [75]
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Fig. 32 Fundamento de Espectroscopia UV-visible. [76]
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1.4.4 Espectroscopia UV-Vis

La espectroscopia UV-Vis es una técnica de medicién basada en la absorbancia de
radiacion UV, por parte de las moléculas que componen a una sustancia, esta
espectroscopia se trabaja en un intervalo de longitud de onda de 200 a 80 nm,
brindando informacion de los estados energéticos, atbmicos o moleculares, de la
muestra de estudio.[77]

Cuando la radiacién interacciona con la materia pueden ocurrir varios fenébmenos
tales como; reflexion, dispersion, absorcion, etc. En la espectroscopia UV-visible la
interpretacion de los resultados suele hacerse en términos de la absorbancia, y esto
se debe a que cuando la luz atraviesa la muestra, la cantidad de luz que es
absorbida es la diferencia entre la intensidad de la radiacion incidente y la cantidad
de radiacién transmitida.[78]
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Fig. 33 Principio de funcionamiento de un espectro UV-visible. [78]

1.4.5 Espectroscopia Raman

La espectroscopia se origind como el estudio de la interaccion entre radiacion y
materia en funcién de la longitud de onda. Actualmente la espectroscopia
comprende el uso de los efectos de absorcion, emision o dispersion de radiacion
electromagnética por el material con el objetivo de estudiar cualitativa o
cuantitativamente la materia.

La espectroscopia Raman es una técnica espectroscopica empleada para el
analisis cuantitativo de practicamente cualquier material, ya sea organico o
inorganico. Sus principales ventajas radican en que no es necesaria ninguna
preparacion de la muestra a estudiar y que se trata de un proceso no destructivo.[79]

El fundamento fisico de la técnica esta basado en el efecto Raman, este consistente
en la dispersién inelastica de una fracciéon de la luz incidente en la muestra, la cual
sufre entonces un cambio de frecuencia debido al intercambio de energia con la
materia en dicha colision, segun la ecuacion de energia de los fotones

AE = hAv
donde h es la constante de Planck y v la frecuencia de la luz incidente.

El procedimiento de medida es el siguiente: un haz de luz monocromatico, de
frecuencia v0, incide sobre la muestra, dispersandose de manera elastica
(dispersion Rayleigh) en su mayor parte, pero existiendo una cantidad de luz que
ha sido dispersada inelasticamente, y por tanto presenta un cambio en su
frecuencia. Estos cambios en la frecuencia son caracteristicos de la naturaleza
quimica y del estado fisico de la muestra, y por tanto son los datos que permiten
identificar distintos compuestos y caracteristicas moleculares. [80]

Para obtener informacion molecular, se analizan los niveles de energia
vibracionales, los cuales son caracteristicos de los atomos del enlace, su
conformacién y su entorno. Estos niveles tienen frecuencias de resonancia
caracteristicas, las cuales son funcion de la masa de las moléculas y la fortaleza de
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sus enlaces. A diferencia de la espectroscopia infrarroja, en la que es necesario un
cambio en el momento dipolar de la molécula, para la espectroscopia Raman es
necesario un cambio en la polarizabilidad, lo cual permite obtener informacién
espectral complementaria sobre moléculas mononucleares.

A B Virtual 1 ,
Anti-Stokes CRCTEY
Raman Scattering S
A seater < M aer
Maser ; Vibrational
. Rayep energy states
A gatter A lasei 3
2
1 r
Stokes Raman \ L |
Scattering : . .
L) Infrared  Rayleigh ~ Stokes Raman ~ Anti-Stokes
Y spattar © 1Y laan . i . . . .
safer ™ ™ aer absorption Scattering  Scatiering  Raman Scattering

Fig. 34 Principio Raman [81]

1.4.5 Efecto SERS

El efecto SERS se basa en el aumento de la difusion inelastica (sefial Raman),
procedente de determinadas moléculas en presencia de una nanoestructura
metalica rugosa especialmente preparada, cuya intensidad excede en un factor de
105- 106 del que cabe esperar cuando la molécula no esta ligada a la superficie
metélica.

El efecto SERS esté relacionado con la existencia de una geometria rugosa en la
superficie metalica, el modelo electromagnético (EM) puede simplificarse
considerando la intensificacion de la sefial Raman cuando una radiacion de
frecuencia wo incide sobre una particula esférica o esferoidal aislada. Es lo que se
conoce como modelo de la esfera metélica y constituye la aproximacion mas simple
al estudio tedrico de estos sistemas. Segun este modelo, la polarizabilidad de la
molécula no se ve afectada por la presencia del metal. [80]
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Laser light SERS

T

Fig. 35 llustracién esquematica del mecanismo de SERS [82].
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