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Espectroscopias Raman y SERS en el estudio del patrimonio cultural mexicano

RESUMEN

RESUMEN

México cuenta con gran patrimonio cultural, conformado por las herencias
prehispanica y novohispana, asi como la gran aportacion de los artistas
mexicanos del dltimo siglo. El estudio de este patrimonio es importante
para su datacion, conservacion y restauracion.

Estos estudios deben realizarse mediante métodos no destructivos,
especificos y rapidos, en particular en el caso de los colorantes organicos
que carecen de una estructura cristalina y estan presentes en los objetos de
estudio a muy bajas concentraciones debido a su alto poder colorante. Lo
anterior, unido a las limitaciones o prohibiciones de tomar muestras de los
bienes culturales, hace impracticable la aplicacion de métodos cldsicos
invasivos de identificacion de moléculas organicas, como cromatografia
liquida de alto rendimiento, cromatografia de gases acoplada a un
espectrometro de masas o resonancia magnética nuclear.

La espectroscopia Raman ha emergido como una técnica especifica y no
destructiva (o micro destructiva) que podria aplicarse como una
alternativa a los métodos invasivos usuales, pero que a su vez presenta
otras limitaciones como la baja sensibilidad y la interferencia, en muchos
casos, de la fluorescencia de los colorantes orgdnicos. Una solucion es el
acoplamiento de nanoparticulas metélicas con la espectroscopia Raman, lo
que permite amplificar grandemente la sefial (10* a 10° veces), a la vez que
se logra disminuir significativamente la fluorescencia.

El objetivo del presente trabajo es establecer un método basado en la
Espectroscopia Raman Amplificada en Superficies (SERS) utilizando
nanoparticulas de plata para identificar pigmentos y colorantes de uso
comun en México. En esta investigacion se estudiaron extractos de
colorantes organicos y fibras de lana tefidas, asi como pinturas murales de
varios templos y ex-conventos agustinos del estado de Hidalgo.

Ademds, para minimizar el dafio inducido por el laser en materiales
proclives a la degradacion, se desarrollé una técnica de enfriamiento con
un flujo de helio de las superficies estudiadas con el espectrometro Raman.
Este método se probo con éxito en el andlisis de “El martirio de San
Ponciano”, una pintura novohispana realizada en 1605 por Baltasar de
Echave Orio y conservada en el Museo Nacional de Arte de la Ciudad de
México.
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INTRODUCCION

1 INTRODUCCION

Desde mucho antes de la conquista de México por la corona espanola, a
inicios del siglo XVI, el territorio mexicano estaba habitado por diversos
grupos humanos que habian llegado a formar sociedades organizadas.
Estas culturas conocian y explotaban recursos minerales y biolégicos, de
los cuales algunos eran utilizados como pigmentos y colorantes. Debido a
la gran variedad de recursos naturales existentes en las diferentes dreas
geograficas del territorio mexicano y a la pérdida de informacion sobre las
tradiciones de estos pueblos, ocurrida después de la conquista, hoy no
contamos con suficiente conocimiento relacionado con las técnicas 'y
materiales utilizados en la creacidn de objetos rituales y cotidianos en
tiempos prehispanicos.

Lo que sabemos actualmente sobre el uso de algtin recurso en particular,
se debe a las cronicas escritas en los primeros afos de la conquista. Otra
importante fuente de informacion sobre las antiguas formas de extraccion
y aplicacion de los colorantes reside en algunas comunidades indigenas,
aunque se debe tener en cuenta que esas recetas pueden haber sufrido
cambios debidos a la influencia europea, derivada del proceso histdrico del
pais. En afios recientes, varios estudios bioldgicos, antropologicos y
etnohistoricos han permitido el conocimiento de los nombres y la
identificacion taxonémica de algunos colorantes, asi como sus usos.
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INTRODUCCION

Es natural pensar que una vez establecido el virreinato de la Nueva
Espaiia, la historia de la produccion artistica haya sido asentada en
documentos escritos y que el estudio de estos documentos ha de ofrecer
mas informacioén con relacion a los materiales y las técnicas utilizadas en
el desarrollo de las artes. No es este el caso, se cuenta con muy pocos
documentos que tomen nota de la explotacion de recursos naturales por
los artistas y artesanos, aun cuando puede extraerse alguna informacion de
los contratos entre los artistas — sobre todo pintores -y sus patrones o de
la documentacion relativa a la importacion y exportacion entre Espafia y
las Américas.

La identificacidn y caracterizacion precisas de los pigmentos y los
colorantes organicos presentes en el arte prehispanico y colonial es
importante no solo para entender el conocimiento material y tecnoldgico
detras de la produccion de esas obras de arte, sino que el material
utilizado puede funcionar como marcador cronologico o geografico (o
ambos) y, por ultimo, permite establecer las politicas y procedimientos de
conservacion y restauracion mds adecuados.

Sin embargo, la identificacion de los colorantes orgdnicos utilizados en la
fabricacidn de objetos patrimoniales presenta varias dificultades.
Actualmente se conoce el nombre indigena de muchos colorantes, pero no
han sido identificados del todo botdnicamente; en otros casos se cuenta
con reportes antropoldgicos o histdricos del uso de colorantes, pero no
han sido identificados o relacionados con sus fuentes vegetales.

Por otra parte, teniendo en cuenta los aspectos materiales, la
identificacion de los colorantes organicos se dificulta por varias razones.
Primero, debido a su alto poder de tincidn, estas sustancias se encuentran
en las muestras en concentraciones muy pequeiias. En segundo lugar, en
general carecen de estructura cristalina, lo que facilita la identificacion en
el caso de los componentes inorganicos. Ademas, cuando se analiza un
objeto de interés histdrico o artistico, la cantidad de muestra es
extremadamente pequefia, en los raros casos en que se puede muestrear.
Por tanto, la técnica analitica a utilizar debe ser no destructiva o
microdestructiva, altamente especifica, sensible y rdpida. La falta de bases
de informacion de colorantes organicos puros supone una dificultad
adicional para la identificacidon de estos materiales.

La combinacion de varias técnicas como difracciéon de rayos X (XRD),
fluorescencia de rayos X (XRF), emision de rayos X inducida por particulas
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INTRODUCCION

(PIXE), microscopia electronica de transmisién (TEM), resonancia
magnética nuclear portatil (RMN), entre otras, han probado su eficacia en
la identificacién de compuestos inorgdnicos al brindar informacidn sobre

la estructura cristalina o la composiciéon elemental de las sustancias.”>>*>
6,7

Las técnicas analiticas comunmente utilizadas para compuestos organicos,
como cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC) y cromatografia
gaseosa acoplada a un espectrometro de masas (GC-MS),* %
generalmente requieren un estandar de referencia y una muestra
relativamente grande, pocas veces disponible en el caso de los colorantes

mexicanos.

La espectroscopia Raman ha sido aplicada con éxito al estudio de objetos

1, 12, 13

artisticos y patrimoniales, utilizando bases de datos de pigmentos que
han sido publicadas con este fin."* Esta técnica se ha aplicado al estudio de
manuscritos medievales,” al analisis de posibles fraudes en papiros
egipcios, en mapas y estampillas, y en estucos iraquies.” En México, ha
sido utilizado en el analisis de pintura mural maya en Ek'Balam'®y, hace
poco, en el estudio de un libro italiano coloreado de la época colonial,” el
Acta de Independencia del Imperio Mexicano de 1821 y la mascara
prehispanica de Malinaltepec, de la coleccion del Museo Nacional de

Antropologia.”

Pero cuando se trata de colorantes orgdnicos naturales, la aplicacion de la
espectroscopia Raman encuentra obstaculos en la fuerte fluorescencia que
se produce en las moléculas del colorante por el haz del laser utilizado
para excitarlas y también en la baja sensibilidad de la técnica.* Una
alternativa, utilizada con éxito para el analisis de colorantes organicos es la
espectroscopia Raman corrida y sustraida (del inglés Subtracted Shifted
Raman Spectroscopy, SSRS).* **

Las limitaciones del Raman también pueden ser superadas utilizando la
espectroscopia Raman amplificada en superficies (Surface Enhanced
Raman Spectroscopy, SERS),” donde la sefial de Raman es amplificada
cuando el analito se encuentra cerca de nanoestructuras metalicas -
comunmente adsorbido sobre el metal - mientras que la fluorescencia es
practicamente eliminada.* *>*>*7*® Otras dos variantes del SERS son la
espectroscopia Raman amplificada en las puntas de las sondas (Tip
Enhanced Raman Spectroscopy, TERS)* y espectroscopia Raman
amplificada por nanoparticulas aisladas por una coraza (Shell-Isolated
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INTRODUCCION

Nanoparticle-Enhanced Raman Spectroscopy, SHINERS),** que tienen
ventajas y limitaciones con respecto al SERS.

Aunque el SERS ha sido utilizado para la identificacion de colorantes
organicos desde 1987,* el mayor impulso se ha dado en la altima década,
con la publicacién de una gran cantidad de trabajos relacionados con
colorantes puros y con su identificacién en obras de arte *® *%:3> 33343536
3738394 4 @ incluso con el estudio de colorantes sintéticos como los de
boligrafos comunes, con fines forenses.** Pero la enorme variedad de
colorantes mexicanos no ha sido estudiada mediante SERS, ni siquiera
mediante Raman, a excepcion del indigo, el acido carminico y la brasilina,
los colorantes principales en el azul maya, la cochinilla y el palo de Brasil,
respectivamente. Un articulo de 1997 fue probablemente durante mucho
tiempo el tnico trabajo publicado sobre el espectro Raman del achiote,®
mientras que se cuenta con muy poca informacion sobre el resto de los
colorantes mexicanos, unos 18. El estudio de algunos de estos colorantes,
tanto en extractos a partir de sus fuentes naturales como a partir de fibras
tefnidas, constituye una parte importante y una aportacion relevante de
este trabajo. Se utilizaron un coloide estandar de Lee-Meisel,** soluciones
acuosas de cochinilla, achiote, muitle y zacatlaxcalli y fibras de lana
tefidas, utilizando recetas mexicanas tradicionales, con palo de Brasil,
cempazuchitl, achiote y muitle. Los espectros SERS obtenidos pueden
servir para la identificacidn de estos colorantes en futuras investigaciones.

Sin embargo, a pesar de las ventajas del SERS, no siempre puede ser
aplicado al estudio de obras de arte y materiales historicos, en gran parte
debido a la necesidad de depositar gotas del coloide de plata sobre la
superficie a estudiar, lo que provocaria una contaminacién permanente.
Por lo tanto, en numerosas ocasiones es necesario usar simplemente
Raman y en esta tesis se presentaran también resultados de la aplicacion
directa de la espectroscopia Raman en las pinturas murales de varios
conventos dominicos del estado de Hidalgo y en una pintura de caballete
de Baltasar de Echave Orio, uno de los principales exponentes de la
pintura novohispana, conocido por la amplia gama de colores que usaba
en sus obras. En este tltimo caso, se utilizo por primera vez una técnica
original disefiada para minimizar la posibilidad de ocurrencia de dafos a
las obras estudiadas mediante Raman.

Al utilizar Raman y dependiendo de la naturaleza del objeto de estudio, el
laser puede causar dafios en la muestra, principalmente pequefias
quemaduras - casi siempre microscopicas — en la superficie debidas a la
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INTRODUCCION

energia depositada por el rayo.*> ** Aunque no es muy comtn y los dafios
son dificiles de ver a simple vista, se necesita una solucién para evitar mads
danos a las obras de arte que se analizan.

Una forma obvia de resolver el problema es disminuir la potencia del laser
a niveles seguros y tratar de adquirir el espectro Raman.
Lamentablemente, en nuestro caso el laser del espectrometro tiene una
potencia minima de 20 mW, muy alta para algunos substratos.
Comunmente, los espectrometros Raman portatiles no cuentan con
opciones de control de potencia que pueden encontrarse en equipos de
laboratorio® y es necesario buscar otra alternativa.

A partir de la experiencia adquirida en el andlisis de materiales por haces
de iones, donde se ha utilizado un flujo de helio para minimizar el dafio en
la superficie de las muestras estudiadas, se disefié un colimador pinhole
conectado a una linea de helio a través de un regulador de flujo y se
realizaron pruebas sobre materiales que habian mostrado sintomas de
deterioro bajo la incidencia del laser de 785 nm. Utilizando esta
configuracidn, la superficie se enfria localmente y disminuye la cantidad
de oxigeno disponible, reduciendo significativamente las quemaduras y
oxidacion del 4rea irradiada.

En investigaciones previas se habian identificado materiales que podrian
sufrir deterioro con mayor facilidad por la exposicion al laser y fueron
seleccionados para realizar las pruebas con el Raman enfriado por He. Se
estudiaron entonces muestras de pintura azul de piroxilina usada en
pintura moderna y dos materiales preparados como referencia de pintura
sobre madera, bermellén y ocre, bajo condiciones de Raman normal y
luego acoplado al flujo de He. Finalmente, la técnica fue probada por
primera vez en una obra de arte al estudiar la pintura de Baltasar de
Echave Orio antes mencionada, en el Museo Nacional de Arte de la Ciudad
de México.

Con lo dicho hasta aqui, se puede resumir que este trabajo tratara sobre la
aplicacion de la espectroscopia Raman y dos de sus variantes, la
espectroscopia Raman amplificada en superficies y la espectroscopia
Raman acoplada a un flujo de helio, al estudio de materiales de interés
histdrico y artistico del patrimonio cultural mexicano. Esta técnica se
suma a otras, como la fluorescencia de rayos X y la espectroscopia
infrarroja, que ya se utilizaban para el mismo fin. La utilizacion del
Raman, la busqueda y aplicacion de soluciones para resolver los problemas
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1.1

1.2

1.3

INTRODUCCION

de intensidad, sensibilidad y seguridad de la técnica, asi como nuevos
datos sobre colorantes poco estudiados, constituyen las principales
novedades del trabajo.

PROBLEMA CIENTIFICO

Los estudios realizados en objetos de interés artistico e histérico de las
épocas prehispdnica y novohispana de México han permitido identificar
pigmentos y colorantes inorgdnicos presentes en ellos, sin embargo, la
identificacion de colorantes orgdnicos no ha sido posible, excepto en
contados casos como el del indigo.

HIPOTESIS

La espectroscopia Raman clasica, asi como sus variantes — espectroscopia
Raman amplificada en superficies (SERS) y espectroscopia Raman
acoplada a un flujo de helio - pueden ser aplicadas con éxito y de manera
general a la identificacion de colorantes organicos en materiales de interés
historico y artistico, prehispanicos, novohispanos y del arte moderno.

OBJETIVO GENERAL

Establecer el método de la espectroscopia Raman y sus variantes (SERS y
Raman-He) para la identificacion de pigmentos y colorantes en materiales
de interés histdrico y artistico, prehispanicos y novohispanos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Preparacion de sustratos para SERS. Sintesis y caracterizacion de
nanoparticulas de plata y oro.

Obtencidén de espectros de SERS de muestras de referencia. Extractos de
colorantes y fibras textiles tefiidas.

Obtencion de espectros de Raman de muestras de referencia y casos de
estudio utilizando un flujo de helio acoplado. Estudio de “El martirio de
San Ponciano”, de Baltasar de Echave Orio.

Obtencion de espectros de Raman y SERS de casos de estudio. Estudios de
las pinturas murales en los conventos agustinos de Hidalgo.
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REVISION BIBLIOGRAFICA

2 REVISION

2.1

BIBLIOGRAFICA

EFECTO RAMAN

El efecto Raman, que consiste en la dispersidn ineldstica de un fotén por un
electron en un enlace de una molécula, fue reportado por primera vez por
los fisicos hinddes C. V. Raman y K. S. Krishnan*’ en 1928 y en ese mismo
afio, de manera independiente, fue también reportado por los cientificos
rusos Grigory Landsberg y Leonid Mandelstam.*® Al parecer, los
investigadores rusos descubrieron el fendmeno una semana antes que
Raman, pero demoraron varios meses en publicarlo. Por otra parte, Léon
Brillouin en 1922 y Adolf Smekal en 1923 habian predicho su ocurrencia,
mientras que un grupo de investigadores franceses (Jean Cabannes, Pierre
Daure, Yves Rocard y Auguste Rousset) ya habian observado el fendmeno,
pero lo interpretaron como corrientes pardsitas y solo tras la publicacion de
Raman comprendieron su error.

Cuando la luz es dispersada por un atomo o molécula, la mayoria de los
fotones son dispersados eldsticamente, en lo que se conoce como
Dispersion de Rayleigh (Figura 1) donde los fotones dispersados tienen la

misma frecuencia que los incidentes.*

Alrededor de uno de cada 107 fotones incidentes es dispersado
ineldsticamente, a frecuencias diferentes de la del fotén incidente y esta
radiacion dispersada brinda informacion sobre la composicion de la
molécula con que interactud la radiacion. En este caso se tienen dos
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Figura 1 Efecto

Raman.
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posibilidades, que se conocen como Dispersion de Stokes y Dispersion de
Anti-Stokes (Figura 1) y son las bandas que se conocen como espectro
Raman.
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En el caso de la Dispersion de Stokes, el foton incidente interacttia con un
electron que se encuentra en el estado base y le cede una energia igual a hv,.
Al desexcitarse, la molécula emite un foton con menor energia que el
incidentey el electrén queda en el primer estado vibracional excitado, E =
hv,, por lo que la energia del foton dispersado seria E = h(v,-v). Por el
contrario, cuando ocurre una Dispersidon Anti-Stokes, el fotdn incidente le
cede su energia a un electrdn que se encuentra en primer estado vibracional
excitado y el foton dispersado tiene una energia E = h(v,+v,), quedando el
electrén finalmente en su estado base.

El espectro Raman es simétrico con respecto a las bandas de Rayleigh y sus
bandas, sean Stokes o Anti-Stokes, contienen informacion de las
transiciones vibracionales permitidas en la molécula y permite de esta
forma su identificacion. Sin embargo, la intensidad de las bandas de Raman
dependen del niumero de electrones que ocupan los estados vibracionales,
segun la distribucion de Boltzman:

N _ABy
21 _ 91, kgt )

No 9o

donde N, y N, son el numero de electrones en los estados inferior y superior
de vibracion, respectivamente, g, y g, son la degeneracion de estos estados,
AE, es la diferencia de energia entre estos estados, kg es la constante de
Boltzmany T es la temperatura en Kelvin. A temperatura ambiente, el 99 %
de los electrones se encuentran en el estado vibracional de menor energia,
por lo que es mucho mads probable, de ocurrir la dispersion ineldstica, que
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esta sea de tipo Stokes y no Anti-Stokes. Debido a esto, para la obtencion
del espectro Raman se utilizan fundamentalmente las bandas de Stokes.

APLICACION DE LA ESPECTROSCOPIA RAMAN PARA LA
IDENTIFICACION DE PIGMENTOS Y COLORANTES

Al igual que la espectoscopia infrarroja (IR), la espectroscopia Raman
detecta vibraciones en los enlaces, pero no se detectan por igual las mismas
vibraciones en los dos métodos. En infrarrojo se observan vibraciones
durante las cuales cambia el momento dipolar, mientras que en Raman las
vibraciones que se observan son aquellas que implican un cambio en la
polarizabilidad. De manera general puede decirse que los enlaces que
conectan dos partes idénticas de una molécula - como el C=C - son mas
activos en Raman que en IR. Una diferencia importante radica en las
vibraciones de estiramiento (stretching) de los enlaces O-H, que son muy
intensas en IR y muy débiles en Raman, porque este enlace es muy poco
polarizable. Como consecuencia, el agua es practicamente invisible en
Raman pero domina el espectro IR cuando esta presente.>

La espectroscopia Raman ha emergido en los tltimos 20 afios como una de
las técnicas mas importantes y efectivas para la identificacion de pigmentos
y colorantes en obras de arte, debido a su alta especificidad, pequeiia
cantidad de muestra necesaria, excelente resolucion espacial y su
aplicabilidad para analisis no destructivo e in situ.” " Se han publicado
bases de datos de espectros Raman de pigmentos™ y se han estudiado
pigmentos en manuscritos medievales,”  autentificacidon de pinturas del
siglo XVII,” analisis de posibles fraudes en papiros egipcios, mapasy
estampillas,” materiales de decoracion puanicos (S. I a.n.e.) y estucos
iraquies del siglo X.”®

En el contexto mexicano, fue aplicada por Vandenabeele™ en el analisis de
pinturas murales mayas en Ek’Balam, donde pudo comprobarse la
presencia de cinabrio, hematita, carbonato de calcio y azul maya.
Recientemente, la espectroscopia Raman se ha aplicado como parte del
proyecto MOVIL del Instituto de Fisica de la UNAM para el estudio no
destructivo de obras de arte y materiales de interés historico y arqueologico,
sobre todo en el estudio de manuscritos y litica. Tal es el caso de un libro
italiano coloreado de la época novohispana, perteneciente al fondo antiguo
del Palacio de Mineria,"” el estudio del papel del Acta de Independencia del
Imperio Mexicano de 1821 y la Mascara de Malinaltepec del Museo
Nacional de Antropologia,” entre otros casos.

Sin embargo, la aplicacion de esta espectroscopia no ha sido tan amplia
como se esperaba, fundamentalmente por la débil sefial de Raman, lo que
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provoca una baja sensibilidad, la fuerte fluorescencia que exhiben bajo la
irradiacion con laser muchos colorantes organicos, asi como las resinasy
y las

20, 24, 29

otros compuestos organicos utilizados en la preparacion,
interferencias del material de soporte del objeto. Es este el caso del estuco
en los murales, el papel en los manuscritos y las fibras de textiles.

SSRS

Una alternativa que permite eliminar la interferencia de la fluorescencia es
la Espectroscopia Raman Corrida Sustraida (SSRS, del inglés Substracted
Shifted Raman Spectroscopy), en la que se obtienen varios espectros Raman
de la misma muestra, con un pequefio corrimiento entre ellos, se restan y
luego se ajusta y reconstruye el espectro resultante, haciendo coincidir cada
pico con una Lorentziana.*”** En la Figura 2 se muestran los resultados de
aplicar el procedimiento a una muestra de alizarina.

No obstante, este método presenta dificultades relacionadas con la
necesidad de contar con el equipamiento adecuado para adquirir los
espectros corridos, lo que no es posible en todos los espectrometros Raman,
y con el procesamiento posterior de los datos, que podria resultar arduo.
Algunos autores, sin embargo,* han reportado la utilizacion de programas
especialmente disefiados para este fin, que pueden ayudar a solventar esta
dificultad.
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SERS

A partir de las dificultades encontradas en el analisis de colorantes
organicos por espectroscopia Raman, varios grupos de investigadores, tanto
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Figura 3

Publicaciones
sobre SERS.
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en universidades como en museos, han utilizado la Espectroscopia Raman
Amplificada en Superficies (SERS, del inglés Surface Enhanced Raman
Spectroscopy)® y han encontrado que la SERS permite amplificar
significativamente la sefial Raman y al mismo tiempo ocurre un proceso de

extincion de la fluorescencia.** 2627

*% El nimero de publicaciones en el
tema ha crecido de manera importante en las altimas dos décadas, como

hacen notar Graham y Goodacre (Figura 3).>'

En SERS, ocurre un vinculo entre la dispersion elastica por las particulas
metdlicasy la dispersion inelastica por las moléculas. Se entiende que SERS
es primariamente un fenémeno asociado con la amplificacién del campo
electromagnético alrededor de un pequefio objeto metdlico, excitado
opticamente en las cercanias de una resonancia dipolar intensa y aguda,
como es el polariton del plasmén de superficie. Los campos dipolares
amplificados son re-irradiados y excitan el adsorbato Yy, si la radiacion
molecular resultante se mantiene en resonancia (o cerca) con el objeto
amplificador, la radiacién dispersada sera amplificada nuevamente (Figura
4). De esta forma, la SERS mas intensa es en realidad una dispersion
elastica por el metal, con la frecuencia cambiada.”
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Figura 4 Efecto
SERS.

En un trabajo mas reciente, Moskovits* abunda sobre la aplicacion de la
teoria electromagnética para explicar la SERS y define la amplificacion por
SERS como la relacion entre la intensidad de la dispersion de Raman en
presencia de la particula metdlica y este mismo valor en ausencia de la
particula:

G =

;—;) lgg'I? )

donde ax, es la polarizabilidad de Raman de la molécula aislada, oy es la
polarizabilidad de Raman de la molécula mas la particula, una vez que la
molécula se encuentra adsorbida, g es el factor de amplificacion de la luz
incidente promediada sobre toda la superficie de la particulay g’es el factor
de amplificacion de la luz emitida por la molécula. Para bandas con
pequefio numero de onda, g = g’ Para la plata, a 400 nm, g =30y la
amplificacion por SERS es de aproximadamente 5 x 10°.

La polarizabilidad de Raman de la molécula adsorbida difiere de la de la
molécula aislada, pues al estar adsorbida la molécula en la particula
metdlica pueden ocurrir transferencias de carga en los dos sentidos (del
nivel de Fermi del metal al orbital LUMO de la molécula, que es mas
frecuente, y del orbital HOMO de la molécula al nivel de Fermi del metal),
con lo que se alteran las resonancias del sistema. Este fendmeno contribuye
a la amplificacién quimica y ocurre frecuentemente en los estudios de
SERS, preferentemente cuando el analito es una molécula con nubes
electrénicas .

El tamano de la particula influye también en la intensidad de la sefial de
SERS. En el limite superior, la particula debe ser menor que la longitud de
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onda utilizada para excitar, pues segtin se acerca el tamario de la particula a
este valor, comienzan a aparecer modos de excitacion que al no ser
radiativos no contribuyen a la ocurrencia de SERS. Si las particulas son lo
suficientemente grandes, no ocurre amplificacion de la sefial de Raman. Por
otra parte, si las particulas son demasiado pequefias su conductividad
efectiva disminuye como resultado de los procesos de dispersion en la
superficie y el plasmon de resonancia se debilita.

El tamafio de particula es 6ptimo cuando es menor que la longitud de onda
de la luz incidente pero no mucho menor que el recorrido libre medio de
los electrones de conduccidn. En el caso de oro y plata, esto se cumple en el
intervalo de los 10 a 100 nm.

La forma de las particulas influye en la intensificacion SERS. Para el caso de
esferas metdlicas que la polarizabilidad (o) tiene la forma

= R )

donde ¢ es la constante dieléctrica relativa del metal respecto al medio. La
polarizabilidad tiende a un maximo cuando el denominador tiende a ceroy
con ello se produce la resonancia plasmonica y la maxima intensificacién
del campo eléctrico en la superficie. Para que (¢ + 2) tienda a cero es
necesario que la constante dieléctrica relativa del metal cumpla que Re(e) =
-2 e Im(e) = o, lo que se cumple fundamentalmente para Au, Ag, Cuy, en
menor medida, para los metales alcalinos.

La interaccion de varias nanoparticulas resulta también un elemento
importante para la amplificacion de SERS. Moskovits y Jeong™ realizaron
mediciones de Raman en nanoparticulas aisladas y luego en nanoparticulas
acopladas utilizando un ligando bidentado, 1,4-bencenoditiol, sobre una
superficie de silicio. En el primer caso solo se observa la banda
correspondiente al silicio, incluso luego de afiadir el ligando. Una vez
afiadida una segunda dosis de nanoparticulas se obtuvo el espectro Raman
del ligando.

La amplificacion de la sefial de Raman en SERS es de aproximadamente 10°
- 107, pero si se logran las condiciones dptimas de tamario de particula,
longitud de onda incidente y geometria del conjunto particulas - analito
este factor puede llegar a ser de 10" o incluso 10 si ocurren también
fenémenos de amplificacion quimica.* Para lograr este tipo de
amplificacion, lo ideal es contar con particulas (o rugosidades superficiales)
que estén separadas 2 - 3 nmy que el analito se ubique exactamente en el
espacio intersticial entre las dos particulas. Una manera comun de intentar
obtener estas geometrias es por agregacion de las particulas, usualmente

Pégina13



Espectroscopias Raman y SERS en el estudio del patrimonio cultural mexicano

2

2.1

REVISION BIBLIOGRAFICA

con KNO, y en menor medida con NaCl, cuando se trabaja con
suspensiones coloidales.

Los puntos donde se cumplen estas condiciones se conocen como puntos
calientes y una vez que estan ocupados por moléculas adsorbidas en la
superficie de las particulas, la adicion de mas adsorbato no provoca un
aumento de la intensidad de la sefial. Por tanto, solo una fraccion de las
moléculas adsorbidas participa en estos casos de gran amplificacién.

APLICACION DE SERS PARA LA IDENTIFICACION DE PIGMENTOS
Y COLORANTES

Si bien la SERS comenz6 a utilizarse desde 1987 para la identificacion de
colorantes organicos,” no fue hasta la ultima década que comenzo6 a
utilizarse ampliamente. Se han publicado un gran ntimero de trabajos
enfocados en la identificacion de colorantes puros y a partir de muestras
tomadas de obras de arte y objetos arqueolégicos,* >* > 3> 33 34 35 36,37, 38,39, 40
incluso, ha sido aplicada con éxito en la identificacion de tintas sintéticas
utilizadas en boligrafos comunes, con fines forenses.** Cabe sefialar que no
existen estudios de SERS sobre materiales mexicanos y sus colorantes, de
los cuales una buena parte son propios del pais. Ademas del estudio de
bienes culturales, estas investigaciones tienen relevancia en otros dmbitos
en los que el uso de colorantes representa un interés econdémico, como las
industrias alimentaria y textil.

Generalmente, se utilizan muestras micrométricas del objeto de estudio, de
las que se extrae el analito, utilizando N,N-dimetilformamida o una mezcla
de 4cido clorhidrico y metanol,* *° aunque se ha reportado que pueden
obtenerse mejores resultados utilizando un proceso de hidrélisis con
vapores de acido fluorhidrico en una microcamara y luego aplicando
directamente las nanoparticulas sobre la muestra.* *

Utilizando un enfoque no destructivo, varios autores han trabajado en la
preparacion de sondas de fibra éptica para SERS** %5 5% 57 inmovilizando
coloides de plata en el extremo de las fibras, con las que se han obtenido
espectros de SERS in situ en diferentes materiales y superficies.

En un extenso trabajo publicado en 2006,** Chen et. al. demuestran con
alizarina, acido carminico y dcidos laccaicos las ventajas de SERS sobre
Raman. En todos los casos se aprecia una extraordinaria mejoria en los
espectros obtenidos por SERS, al aumentar la intensidad de los picosy
eliminarse el fondo (Figura 5, Figura 6, Figura 7).
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Figura 5 Espectros
de Raman
(izquierda) y SERS
(derecha) de

alizarina. **

Figura 6 Espectros

de Raman
(izquierda) y SERS
(derecha) de dcido
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Figura 7 Espectros
de Raman
(izquierda) y SERS
(derecha) de

dcidos laccaicos.
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En 2009 se reporto la obtencidn de espectros SERS sin necesidad de
tratamientos de extraccion o hidrolisis, en muestras de pasteles de la paleta
de la pintora Mary Cassat, asi como en dos muestras tomadas de una de sus
obras.®® Los autores lograron obtener espectros de SERS de muestras tan
pequeiias como un grano de colorante, sin necesidad de tratamiento, solo
afiadiendo a la muestra 5 pL de coloide de plata concentrado mediante
repetidas centrifugaciones. Sin embargo, otros autores* a pesar de
reconocer el paso de avance que representa este resultado, apuntan que los
pasteles no tienen mordiente y la siguiente prueba seria identificar los
colorantes sobre el fondo de aceite de linaza en las pinturas.

A excepcion del trabajo presentado por Leona en septiembre de 2009,
donde se utiliza un laser de 488 nm para lograr la excitacion de las
moléculas estudiadas y donde se produce ademads un fenémeno de
resonancia que incrementa aun mas la sefial, la mayoria de los estudios

1699.1 cm™
S
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encontrados en la literatura utilizan longitudes de onda de 633y 785 nm y
en menor medida 533 y 1064 nm.

PREPARACION DE SUSTRATOS DE ORO Y PLATA PARA
SERS

Para la aplicacion de SERS es indispensable el uso de nanoparticulas
metdlicas. El campo del disefio, simulacién y preparacion de substratos para
SERS crece constantemente, algunos ejemplos se muestran en la Figura 8.
Se han reportado numerosos métodos de preparacion de nanoparticulas de
plata y oro para SERS. Los mas utilizados son métodos de reduccion con
citrato de sodio, hidroxilamina o borohidruro de sodio. Ademas se reportan
métodos de formacion del espejo de Tollens, evaporacion al vacio, depositos
por laser pulsado al vacio, electrodepositos y fotorreduccion, entre otros.
Para caracterizar las nanoparticulas obtenidas se utiliza espectroscopia
ultravioleta-visible (UV-Vis), donde la plata presenta un plasmoén de
resonancia alrededor de los 400 nm y el oro alrededor de los 530 nm, asi
como microscopia electrénica de transmision.
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METODOS DE REDUCCION

REDUCCION CON CITRATO DE SODIO

La reduccion con citrato fue reportada por Lee y Meisel en 1982.** Con
pequenias variaciones, este método se continua utilizando para la
preparacién de coloides de oro y plata.*” > ® En todos los casos se parte de
soluciones de AgNO, o HAuCl,, con concentraciones de 10> molL™y 5x10™
molL", respectivamente, que se calientan a ebullicion con agitacion
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vigorosa y luego se afiade una alicuota de una solucién al 1% de citrato de
sodio dihidratado y se mantiene en ebullicion y agitando por tiempos que
van desde 30 min hasta una hora para formar los coloides de plata, y entre 5
y 25 min en el caso del oro, dando lugar por lo general a nanoparticulas
esféricas de entre 15y 45 nm de didmetro.

Es importante asegurar una agitacion vigorosa de todo el volumen de
reaccion para evitar la aparicidn de centros de nucleacion donde se
produzca un crecimiento acelerado de las particulas, lo que da como
resultado particulas demasiado grandes y con una amplia distribucién de
tamafo. Ademas, para evitar que disminuya la temperatura de la mezcla
cuando se afiade el agente reductor, este se calienta previamente.

El citrato de sodio se afiade en exceso en todos los casos (alrededor de 70:1
para la platay 340:1 para el oro) pues actta a la vez como agente reductor y
como surfactante, para estabilizar el coloide. Esta presencia de citrato de
sodio adsorbido sobre la superficie de las nanoparticulas tiene como
consecuencia la presencia de bandas de citrato en los espectros SERS de
estos coloides, las que deben ser identificadas previamente — adquiriendo el
espectro del coloide, sin afiadir analito - para evitar asignaciones erroneas
al estudiar otras moléculas.

REDUCCION CON HIDROXILAMINA

Este método fue propuesto por Leopold y Lendl en 2003%, quienes
estudiaron la influencia del orden y la velocidad de adicion de los
reaccionantes y obtuvieron rendimientos superiores al 90% en todos los
casos, aunque cuando se anadio gota a gota el agente reductor la
distribucion de tamario de las particulas fue mas amplia, centrada en 67
nm.

Los mejores resultados se reportan para la adicion de 10 mL de nitrato de
plata, 10” molL™ a 9o mL de una solucién de hidroxilamina a pH 9. La
reaccion es instantdneay se obtienen particulas de plata de 34 nm, como
promedio, a temperatura ambiente y con agitacion. En este caso no influyo
la velocidad de adicion, se obtuvieron resultados similares cuando la plata
se afiadio rdpidamente y cuando se afiadi6 gota a gota.

Las condiciones de reaccion, la velocidad de la preparacion y los resultados
reportados convierten este método en una opcidn muy interesante para la
preparacion de coloides de plata para SERS.
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REDUCCION CON BOROHIDRURO DE SODIO

2.3.1.4

La reduccion con borohidruro de sodio se propone como un método simple
para obtener coloides de plata estables.*> ®* La reaccion transcurre en un
bafio de hieloy, como en el caso de la hidroxilamina, se afiade gota a gota la
solucion de nitrato de plata a un recipiente que contiene el borohidruro de
sodio, siempre bajo agitacion vigorosa. Luego se mantiene la mezcla sin
agitar durante 1.5 h para finalmente agitar nuevamente durante 10 min. El
coloide obtenido es de color amarillo y muestra un pico de absorciéon
maxima en UV-Vis alrededor de los 390 nm. El tiempo y la temperatura de
reaccion, sin embargo, pueden ser desventajas de este método cuando se
compara con el antes mencionado de reduccién con hidroxilamina.

Esta metodologia se ha reportado también para la obtencidn de coloides de
oro®, anadiendo ademas citrato de sodio a la mezcla de reaccién para
formar finalmente nanoparticulas de 4 nm, predominantemente esféricas.

NANOBARRAS DE ORO

2.3.1.5

La combinacidn de agentes reductores y surfactantes se ha utilizado para
preparar nanobarras de oro.” En este caso se forman primero
nanoparticulas de oro de 4 nm, haciendo reaccionar acido clorodurico con
citrato de sodio y borohidruro de sodio, en bafio de hielo y con agitacion,
para luego mezclar 1 mL de la solucion resultante con 9 mL de una mezcla
de HAuCl,, bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB) y 4cido ascorbico
(solucién B). A la solucion resultante se le afiaden nuevamente 9 mL de la
solucion B y como resultado se obtienen nanobarras de oro de hasta 600
nm de longitud.

Los autores proponen que el CTAB acttia como un agente director de la
direccion preferencial de crecimiento, al adsorberse en las caras de las
nanoparticulas y formar una bicapa que protege la particula y evita la
adicion de nuevos atomos de oro, excepto en los extremos, por lo que el
crecimiento ocurre en una sola direccion.

Este método ofrece una alternativa interesante para preparar particulas
anisotropicas que podrian utilizarse con éxito, tal como comprobaron los
autores, como sustratos de SERS.

REDUCCION ASISTIDA POR MICROONDAS

Reportada recientemente, la reduccion asistida por microondas permite
obtener coloides de plata para SERS de manera rapida y controlada. La
reaccion toma solo 3 - 4 min y se parte de sulfato de plata, obtenido
mediante la reaccion de una solucidn de dcido sulftirico con nitrato de
plata, al que se le afiaden glucosa y citrato de sodio y se irradian con
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microondas en un vial sellado de teflon. Las particulas resultantes
presentan un tamaiio muy homogéneo (A, = 400 nm, FWHM = 50 nm).

ESPEJO DE TOLLENS

2.3.1.7

Para formar el espejo de Tollens, Wang et. al.* afiadieron hidréxido de
amonio concentrado a un beaker que contenia AgNO; 0.1 molL", agitando,
para formar un complejo de plata. Seguidamente se afiade hidroxido de
potasio concentrado y nuevamente hidréxido de amonio concentrado, gota
a gota, para redisolver el precipitado recién formado. Una alicuota de esta
solucion se mezcla con otra de dextrosa 0.5 molL™ y se vierten sobre un
portaobjetos de vidrio, que fue secado al vacio durante la noche.

Este método presenta varios inconvenientes, pues se necesitan varios pasos
de reaccion para preparar la solucién final, es necesario contar con las
condiciones para el secado al vacio y por tltimo es un proceso lento.
Ademds, antes de estar listo para ser utilizado en estudios de RAMAN, el
portaobjetos preparado debe someterse auin a varios pasos de tratamiento
con 4-mercaptopiridina, enjuagues con agua desionizada y secado final en
corriente de nitrégeno ultrapuro.

ELECTRODEPOSITOS SOBRE SUSTRATOS DE ALUMINA POROSA

2.3.1.8

En el mismo articulo,” los autores reportan la formaciéon de nanobarras de
plata sobre alumina por electrodepositos. El procedimiento es
medianamente complejo e incluye el recubrimineto de membranas de
alumina con capas de Ag de 1 pm de espesor mediante evaporacion al vacio
para formar un electrodo, sobre el que se depositan luego las particulas de
plata por electrolisis y se logra el crecimiento de barras de plata en los poros
del AL,O,. Posteriormente se lava y seca bajo N, y se fija la pelicula de plata
formada sobre un portaobjetos de vidrio utilizando una resina epoxica. El
sustrato se trata con hidroxido de sodio concentrado durante 5 h, para
disolver el 6xido de aluminio, dejando las nanobarras de plata fijadas en el
portaobjetos. Por ultimo, como en el caso anterior, se realiza un tratamiento
con 4-mercaptopiridina.

Este método presenta desventajas similares a las del espejo de Tollens,
debido al niimero de pasosy el tiempo necesarios para preparar el sustrato
final.

EVAPORACION AL VACIO

1. consiste en la

Un ultimo método propuesto también por Wang et. a
formacion de peliculas de plata mediante la evaporacién térmica de polvo

de plata sobre un sustrato de vidrio en una camara de vacio. El método es
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mas simple que los resefiados previamente, pero supone contar con la
infraestructura necesaria para la evaporacion.

Otros autores™ reportan también la utilizacion de la evaporacion al vacio,
en este caso de cuentas de plata, seguida por electrodepdsitos sobre
muestras de tejido. En una variante de este ultimo procedimiento, se
recubre con alimina un portaobjetos de vidrio, mediante centrifugacién a
2000 rpm Yy luego se evaporan al vacio las cuentas de platay se
electrodepositan sobre la alimina.

También se ha realizado la evaporacién al vacio para depositar
directamente una capa de plata sobre muestras de pintura que contenian
alizarina o dcido laccaico.** Ambos colorantes fueron identificados
exitosamente luego de depositar una capa de 30 nm de nanoparticulas de
plata sobre la superficie de la muestra. Aunque la técnica es microinvasiva,
es de destacar la facilidad con que se logré adquirir los espectros de las dos
antraquinonas.

DEPOSITOS AL VACIO MEDIANTE LASER PULSADO

2.3.1.10

Utilizando blancos de oro, Sanchez-Cortés y sus colaboradores®
recubrieron sustratos de vidrio y de fluoruro de calcio mediante depositos
con un laser pulsado de ArF, con una longitud de onda de 193 nm y una
afluencia de 2.7 Jem™. Las particulas obtenidas fueron caracterizadas por
microscopia electrénica de transmision y espectroscopia UV-Visy se
encontré una mezcla de particulas con un didmetro promedio de 7 nmy
otras mds pequeiias, menores a 2 nm de didmetro.

FOTORREDUCCION

2.3.2

Se han reportado varios métodos de fotorreduccion, algunos de ellos

incluyendo el uso de un agente reductor®® ’

y otros debidos solamente al
laser, donde el agua acttia como reductor.”® En el primer caso, se obtuvieron
amplificaciones de la sefial de Raman de piridina del orden de 10° y el
substrato se mantuvo activo por mas de 50 dias. Sin embargo, es el trabajo
de Cafiamares® el que suscita mas interés, por la simplicidad de su
aplicacion - si se cuenta con el equipamiento adecuado -y la posibilidad de
obtener nanoparticulas de plata sin la presencia de agentes reductores en el
medio. Este primer trabajo de 2007 tuvo una interesante continuacion en
2010, con su aplicacidn al andlisis de colorantes en fibras textiles, lo que sera

discutido mds delante.

TERS

La espectroscopia Raman amplificada por puntas en sondas (del inglés Tip
Enhanced Raman Spectroscopy) es una variante del SERS que promete ser
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una via para realizar anélisis realmente no destructivos.>* 55 En este
caso se depositan nanoparticulas de plata en el extremo de una fibra
optica que se utiliza para transportar la sefal del laser de excitacion y la
sefial emitida por el analito.

Para preparar las fibras opticas se han utilizado varios métodos (Figura 9).
Uno de ellos es sumergir la fibra en una solucion de AgNO, y citrato de
sodio, para luego hacer incidir un laser de 514 nm y provocar la reduccion
y depésito de los cationes Ag*.5° También se han utilizado fibras
funcionalizadas en un extremo con 3-aminopropil-trimetoxisilano que se
sumergen en una solucion coloidal de plata.”” Las particulas de plata
interactuan con los grupos funcionales y quedan enlazadas al extremo
distal de la fibra. Utilizando este método, los autores pudieron identificar

cristal violeta en una coleccion de disfraces del siglo XIX.

Stokes, en el 2004,>* utilizé fibras dpticas afiladas en la punta hasta
volverlas cénicas, sobre las que se deposit6 una capa fina de
nanoparticulas de plata por evaporacion. Esto permitio obtener una muy
buena resolucidn espacial y se lograron obtener espectros de colorantes,
en condiciones de laboratorio, con limites de detecciéon de 1 ppm. Por
ultimo, también se ha reportado la preparaciéon de sensores para TERS
mediante el depodsito de una capa de nanoparticulas de alimina seguida
por otra de nanoparticulas de plata en la punta de una fibra 6ptica,” lo
que permitié la deteccion in situ de varios colorantes.

Sin embargo, esta técnica necesita métodos precisos y confiables de
posicionamiento de las sondas, con una buena resolucion espacial, pues es
necesario tocar la superficie analizada o al menos acercarse a unos pocos
nanometros de distancia. Ademas, es necesario controlar con gran
precision los movimientos en el plano de la region analizada, para poder
asegurar que se estudia exactamente la zona de interés. La precision de
este movimiento en el plano depende de la resolucién espacial de la sonda,
es decir, del area que cubra la punta de la fibra ptica. El disefio y
construcciéon de un brazo que cumpla estas condiciones de movilidad y
precision no constituye un impedimento para la aplicacién del TERS in
situ en el estudio de bienes culturales, pero si pueden aparecer problemas
en su uso porque es necesario mantener estable el sistema durante la
medicidn, lo que puede resultar dificil en condiciones de trabajo de
campo.
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SHINERS

Otra variante del SERS es la espectroscopia Raman amplificada por
nanoparticulas aisladas por una coraza (Shell-Isolated Nanoparticle-
Enhanced Raman Spectroscopy, SHINERS),* donde se sintetizan
nanoparticulas de oro recubiertas por una capa inerte de Si o Al y se
obtiene un polvo.

Al utilizarla, se dispersa una capa muy fina del substrato sobre el material
a estudiar y luego se hace incidir el laser del espectrometro Raman. Se
logra asi una amplificacion de la sefial en toda la superficie y pueden
estudiarse puntos discretos o toda el drea, haciendo un mapeo.

El substrato se desarrollé pensando en el estudio de contaminantes
ambientales, en el articulo se pone el ejemplo de naranjas contaminadas
con pesticidas, en las que se identifica el contaminante al ser cubiertas con
el polvo de nanoparticulas y luego estudiadas con un laser de 785 nm, pero
para su aplicacion en objetos patrimoniales tiene el serio inconveniente de
que es necesaria una limpieza posterior del objeto de estudio, para
eliminar los restos de nanoparticulas. En los casos en que no se pueda
garantizar una completa eliminacion de estos restos, no sera posible
utilizar este método.

SERS EN FIBRAS TEXTILES

La identificacion de los colorantes fijados en fibras textiles, mediante
espectroscopia Raman, presenta varias dificultades, nuevamente ligadas a
la pequena cantidad de colorante presente y a la matriz en que se
encuentra. Por otra parte, la aplicacion de SERS también se ha topado con
desafios, relacionados a la utilizacion de un mordiente — comunmente
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alumbre - para fijar la molécula colorante a la fibra. La presencia de
aluminio acomplejando al colorante puede interferir en la interaccién con
la nanoparticula de plata u oro, imprescindible para lograr la amplificacion
de las sefales de Raman. Por estas razones, se han desarrollado diversos
procedimientos, que incluyen la extraccion del colorante y posterior
utilizacion de nanoparticulas, la fotorreduccion in situ de una solucion de
nitrato de plata o la aplicacién directa de coloides de plata sobre las fibras
tefiidas.

EXTRACCION E HIDROLISIS

Se han encontrado varios procedimientos extractivos® 4% % 7°

y uno de
hidrdlisis* * para preparar las muestras de colorantes para SERS. Si bien se
reportan excelentes resultados mediante la hidrélisis, en el caso de la
extraccion se han obtenido resultados de diversa indole y probablemente

sea necesario realizar mds estudios en esta direccion.

Dos de los métodos de extraccion® *° difieren solamente en el primer paso,
en un caso se trata la muestra con una mezcla de 4cido clorhidrico 3
moleqL™ y metanol, 1 : 1, mientras que en el otro el primer paso es el
tratamiento con una mezcla de N,N-dimetilformamida y agua (1:1) con 1 %
de 4cido etilendiaminotetraacético (EDTA). A partir de aqui el
procedimiento es comun e incluye evaporacion a sequedad, redisolucién en
metanol al 20 % en aguay en algunos casos extraccion en fases con tolueno
o n-pentanol.

Por otra parte, en un trabajo enfocado a preparar muestras para su analisis
por HPLC-MS, Zhang y Laursen® compararon la extraccién con HCl, EDTA
y &cido férmico. Encontraron que la extraccién con HCl provoca la pérdida
de los glicésidos de algunos flavonoides, mientras que el EDTA y el 4cido
férmico no dafian o daflan muy poco estas moléculas.

Por dltimo, un interesante método de extraccion fue patentado por Leona
en 2008.”° Llamado Matrix Transfer SERS (MT-SERS), en este método se
utiliza un gel formado por uno de varios hidroxialquil-metacrilatos, que se
carga con una solucién compuesta por agua, un solvente organico (DMF,
DMSO o piridina) y un agente quelatante, usualmente EDTA o algunas de
sus sales de sodio. El gel se coloca sobre la muestra de textil durante varias
horas (4 u 8) a temperatura ambiente y luego se retira. Se afiade entonces
el substrato de SERS y se puede obtener el espectro del colorante extraido.
El método puede aplicarse con ligeras variaciones, como fijar el gel,
previamente cargado con la solucion de agua : solvente organico : agente
quelatante y con el coloide de plata, en la punta de una fibra 6ptica
acoplada a un espectrometro Raman. A pesar de la falta de informacion
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precisa que se encuentra en la patente, parece ser un método de aplicacion

relativamente facil y de buenos resultados.

Por ultimo, la hidrolisis® se realizé exponiendo las muestras a vapores de
fluoruro de hidrégeno por 5 - 30 min en una microcdmara. Para esto, se
depositaron 5 pL de HF en el fondo de un vial cénico mientras que la
muestra se deposito en una tapa de un vial mas pequeno, colocada dentro
del mayor. El vial grande se cerro y se permitié que los vapores de HF
fluyeran a través de él, gracias a unas pequefias aberturas practicadas en la
tapa. El método se basa en el acomplejamiento del aluminio por el HF, lo
que libera las moléculas del colorante y se ha reportado también el uso de
HF para la extraccion de antraquinonas, evitando su hidrolisis, antes de su
andlisis por HPLC.” Para obtener los espectros de SERS se depositd una
gota del coloide de plata en la muestra hidrolizada.

FOTORREDUCCION IN SITU

En 2010, el grupo espanol del Instituto de Estructura de la Materia de
Madrid publicé un articulo* donde se reporta la fotorreduccion in situ de
Ag" para formar nanoparticulas directamente sobre una fibra teiida,
inmovilizada en un portaobjetos e inmersa en una solucién de AgNO, y
bajo la irradiacion con un laser de 514 nm.

El trabajo es una ampliacion de los estudios de fotorreduccion para
preparar substratos de SERS, realizados por el mismo grupo (ver epigrafe
2.3.1.10) y permitio la identificacion de alizarina, dcido carminicoy
flavonoides en fibras textiles tefiidas con varios colorantes y plantas
(granza, cochinilla, cascara de cebolla, chilcay palo mora, entre otros).
También se logro obtener el espectro de la alizarina presente en una
muestra de tejido egipcio.

Por una parte, el método tiene la ventaja de que permite obtener los
espectros de colorantes aun cuando se han utilizado mordientes para
fijarlos a las fibras. Sin embargo, los picos se observan superpuestos sobre
los de carbono amorfo (alrededor de 1300 y 1500 cm™), llegando al caso en
que solo se observa el espectro del carbono. Esto habla de la formacién de
carbono durante el experimento, aunque seguin los autores no se debe a la
combustion de la fibra, sino a fendmenos de fotodisociacién de los
compuestos organicos que la cubren.

Es de resaltar, ademas, que a pesar de que las condiciones experimentales
parecen faciles de reproducir, algunos detalles deben ser observados
cuidadosamente, principalmente el enfoque del microscopio y la
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inmovilidad de la platina donde se encuentra la muestra, durante todo el
tiempo del experimento.

APLICACION DIRECTA DE NANOPARTICULAS

Como parte de un proyecto donde se estudio ademds la combinacion de
cromatografia de capa delgada (TLC) con SERS para la separacion e
identificacion de antraquinonas, y la combinacién de estas dos con la
extraccion de los colorantes a partir de fibras tefiidas, Brosseau et. al.®
probaron la aplicacién directa de coloides de Lee — Meisel sobre fibras de
lana mordentadas y tefiidas con purpurina, dcido carminico, granzay
amarillo de jazmin.

Es en extremo interesante la facilidad de aplicacion de este método y los
resultados que se obtienen. Por una parte, se compard el espectro de una
fibra tefiida con el obtenido luego de una extraccion con acido féormico :
metanol a partir de la misma fibra y el espectro obtenido directamente es
mucho mas intenso y con una mejor relacion sefal / ruido. Por otra parte,
se pueden apreciar incluso diferencias cuando la fibra contiene o no
mordiente, pues en el caso de la alizarina se observé un corrimiento de las
bandas a menores niumeros de onda cuando habia aluminio presente.

Por ultimo, el método demostrd su utilidad en el estudio de tres muestras
reales de textiles europeos, donde logré determinarse la presencia de
varios colorantes organicos del grupo de las antraquinonas.

EFECTOS DEL LASER EN LOS SUBSTRATOS ESTUDIADOS

Si bien no abundan los estudios dedicados a analizar el efecto del laser
utilizado para excitar las moléculas y provocar el efecto Raman, es comun
encontrar en los articulos dedicados al analisis directo de objetos
patrimoniales o historicos referencias al peligro de dafiar la muestra.

Algunos trabajos se han orientado directamente a la degradacién de
pigmentos y colorantes por la accidn del laser,”” ” otros, aunque no
directamente relacionados con el estudio de obras de arte, brindan
informacidn sobre el efecto del laser en amino acidos aromaticos,”
particulas de Fe,O,” y peliculas delgadas.”

Pero volviendo a las obras de arte, en 2001 se publicé un articulo™ que
hacia referencia a la posible confusién ocurrida al analizar, mediante
espectroscopia Raman, el cuadro de Boticelli “Trionfo d’ Amore”. El blanco
de plomo (2PbCO; Pb(OH),), utilizado comtnmente en el renacimiento,
se degrada por oxidacidn de los peroxidos ambientales a PbO,, de color
negro o café oscuro y es esta por lo general la causa del oscurecimiento de
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un gran numero de pinturas, desde el gotico hasta el siglo XIX. También
puede degradarse por accion de los sulfuros (provenientes de gases
sulfurosos presentes en la atmdsfera del lugar, por acciéon bacteriana o por
reaccion del blanco de plomo con otros pigmentos que contienen sulfuro,
como el bermell6n) y en este caso se obtiene galena, PbS.

En la obra de Boticelli estudiada, se report6”’ la presencia de massicot
(PbO) en varias zonas del cuadro. Sin embargo, Smith y sus
colaboradores’ sugieren que en realidad se trata de PbO, degradado, pues
este se transforma en PbO cuando la potencia del laser es mayor de 1.25
mW y en el estudio del “Trionfo d’ Amore” se utiliz6 una potencia de 5
mW.

En un estudio mas reciente,” De Santis analiza en profundidad el efecto
del laser en la degradacion de varios pigmentos presentes en un modelo a
escala, realizado probablemente en la segunda mitad del siglo XVII, de un
cembalo o clavecin. Los autores encontraron evidencias de degradacion del
indigo, el azul de Prusia, los contaminantes del blanco de plomo y en
pigmentos amarillos, probablemente hidréxidos de hierro, utilizando
potencias de laser de tan solo 3.2 mW.

El indigo se degrada inicialmente a leuco-indigo, formando granos blancos
y puede mas tarde convertirse en carbon, lo que indicaria primero un
proceso reductivo seguido de combustion en algunos casos. El azul de
Prusia, por su parte, da lugar a dxidos de hierro, fundamentalmente
algunas fases cristalinas de hematita, lo que se puede apreciar visualmente
al cambiar la coloracion de la zona a tonos amarillos o naranjas; algo
similar ocurre con el hidroxido de hierro presente en las zonas amarillas.
Los productos de la degradacion ambiental del blanco de plomo, tal como
se vio en el caso anterior, dan lugar a la formacién de massicot bajo la
irradiacién del laser, incluso a bajas potencias. En estas zonas se observan
granos negros o sombras anaranjadas sobre el fondo blanco.

Una estimacion de la temperatura alcanzada localmente en el volumen de
dispersiéon dio como resultado que para el blanco de plomo, sin importar
el nivel de potencia del laser, se obtienen siempre temperaturas del orden
de los 340 - 350 K, lo que es consistente con la resistencia de este material
(no asi de sus productos de degradacion quimica) a sufrir dafios por el
laser.

Para el azul de Prusia se observaron aumentos de temperatura que
llegaron a los 1200 K y a partir de los 650 K se pudo apreciar la formacién
de hematita. El amarillo de hidréxido de hierro tiene un comportamiento
similar, con temperaturas que van de 410 K a 8oo K. A 800 K, todo el
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pigmento se habia convertido en hematita. El indigo, finalmente, tuvo
picos de temperatura de unos 780 K, si bien en este caso fue mas dificil la
estimacidn y el rango de error es de unos 8o K.

ESPECTROMETROS RAMAN PORTATILES

Parece claro entonces que para evitar degradacion de los pigmentos y
danos a las obras de arte bajo estudio, lo mejor es trabajar a niveles de
potencia bajos, por debajo de 1 mW, con tiempos de adquisicién
relativamente largos, en dependencia del material estudiado, que pueden
llegar a ser de varios minutos.

Dos consideraciones practicas pueden impedir, en muchos casos, la
aplicacion de estas condiciones de trabajo. La primera esta relacionada con
el poco tiempo disponible cuando se realizan trabajos in situ, lo que hace
necesario llegar a un compromiso de tiempo de adquisicion vs calidad de
los espectros obtenidos, para lograr obtener la mayor cantidad de datos
posibles, sin sacrificar en gran medida su calidad. El otro aspecto tiene que
ver con las caracteristicas de los espectrometros portatiles: por lo general
carecen del control de potencia fino de los espectrometros de laboratorio,
que permite trabajar a niveles de décimas de mW.

En un trabajo publicado en 2007,* se realizd una comparacion entre
cuatro espectrometros portatiles comerciales y un quinto no comercial.
Este altimo disponia de un sistema de ajuste continuo de la potencia del
laser, mientras que dos espectrometros Renishaw lograban disminuir la
potencia mediante el uso de filtros de densidad neutral. Sin embargo, en
ningln caso se hace mencion de cudl es la potencia minima que se alcanza
en la muestra. Estos tres espectrometros son, coincidentemente, los de
menor facilidad de transporte e instalacion.

Los dos restantes, el RSL-1 de Ocean Optics y el Inspector Raman de
DeltaNu, son pequefios, compactos y ligeros - y también mucho mas
baratos - pero la potencia del laser en la muestra es considerablemente
alta. El RSL-1 carece de control de potencia, por lo que siempre se trabaja a
la potencia maxima de 500 mW. La sonda que se utiliza si incluye un
disparador, que permite limitar el tiempo de exposicion de artefacto
estudiado a la radiacion. Por ultimo, aunque no se menciona en el articulo,
por la experiencia de trabajo conocemos que el Inspector Raman tiene un
control de potencia discreto, que permite seleccionar cinco niveles, con un
minimo de 20 mW.
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NUEVAS ALTERNATIVAS: HELIO PARA ENFRIAR

En otra rama del andlisis no destructivo de obras de arte, especificamente
en el andlisis mediante aceleradores de particulas, se ha reportado el uso
de una corriente de helio para enfriar la zona en que incide el haz de
particulas y minimizar los dafios a la muestra.”® 7 Al igual que en el caso
del laser, la energia depositada por los iones, aun los mas ligeros como los
protones de 3 MeV, es considerable. Si la intensidad del haz es superior a
unos nanoamperios se puede quemar y modificar la regién analizada.

En sistemas de haz externo, el uso de un flujo de helio permite captar
rayos X de menor energia y enfriar la superficie, reducir la cantidad de
oxigeno y disminuir el dafio al material estudiado. Una metodologia
similar puede emplearse para los estudios de Raman, de forma tal que se
minimicen los dafios a la superficie estudiada, como se discutird mas
adelante en este trabajo.

COLORANTES ORGANICOS MEXICANOS

El indigo y la cochinilla son los dos colorantes orgdnicos mexicanos mas
conocidos, su produccion fue ampliamente explotada desde tiempos
prehispanicos hasta el siglo XIX. Presente en los objetos prehispanicos
comunmente el indigo se encuentra en forma de “Azul maya”, un
pigmento obtenido mediante la mezcla de indigo y paligorskita.® * % El
indigo es extraido de varias leguminosas del género Indigofera, entre ellas la
Indigofera suffruticosa, que se muestra en la Figura 10, junto a muestras de
tejidos tenidos con el colorante. Actualmente, el indigo es comuinmente

utilizado para obtener el color azul de los blue jeans.

Por otra parte, la produccién de la cochinilla fue registrada por primera
vez en la Matricula de tributos, un codice del siglo XVI que detalla los
tributos pagados a los aztecas por los pueblos conquistados. Este colorante
se produce aun de la misma manera en Oaxaca: los cadaveres secos de
Dactylopius coccus, un parasito que habita en las hojas de nopal (Opuntia
ficus-indica), son aplastados y disueltos en agua (Figura 11).

Pero indigo y cochinilla, si bien los mas conocidos, son solo dos de los mas
de veinte colorantes que se mencionan por las tradiciones orales o escritas
como fuentes de color en épocas prehispanicas o novohispanas.® % 8¢ 87 8%
89.9%.9' ] a mayoria produce diferentes tonos de rojos o amarillos, aunque
también aparecen algunos azules y negros. En la Tabla 1 se presenta una
lista incompleta de estos colorantes, incluyendo su nombre comtn y
ndhuatl, asi como su fuente natural o taxonomia y la estructura quimica

del colorante, en la mayoria de los casos.

Para el colorante rojo ezquahuitl no se conoce su fuente natural y no se le
puede hacer corresponder con ninguno de los colorantes atin en uso en
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México, mientras que se encontraron cuatro posibles fuentes del azul
matlalli. Por esta razon, la tabla no incluye los componentes quimicos de
estos colorantes.

En el caso del cococxihuitl no se ha aislado e identificado la molécula
responsable del color, pero se incluyen en la tabla tres alcaloides que han
sido identificados en los extractos de esta planta.”” Para el zacatlaxcalli se
incluyo la estructura de la quercetina en base a resultados no publicados
de otros investigadores.’

Figura 10
Indigofera
suffruticosa y
muetras de tejidos
tefiidos.

A13.4/6w A13.0g A13.0g Al13.0g
DRAW 6/30/09 K 36000-D K 36000-M

Figura 11
Cochinilla
(Dactylopius
coccus) y

muestras de
tejidos teriidos.

2=

ALIO/GW - SW

AL1/2w - SW
DRAW 2/10/02 DRAW 2/10/02

" Araceli Gabriela Galindo Ruiz, Tania Carolina Soto Ruiz, Baldomero Esquivel
(tutor); Estudio quimico de la Cuscuta sp (Zacatlaxcalli). Un colorante Natural,
tesis para obtener el titulo de licenciada en quimica por la Facultad de Quimica de
la UNAM, Instituto de Quimica, Universidad Nacional Auténoma de México, México
2012
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Color Nahuatl Fuente Comun Estructura quimica
Tabla 1 Colorantes QB9 Ninguno Caesalpinia Palo de Brasilina
mexicanos. echinata Brasil o

S
HO' OH
Brasileina
OH
D
Oy
HO OH
Rojo Posiblemente = Haematoxy- Palo de Hematoxilina
. OH
quamochitl lum campe- Campeche Y
chianum e O Q on
HO' OH
Hemateina
OH
SV
SCR®
e}
ST
Rojo Cococxihuitl ~ Bocconia Queleritrina
arborea —o = 00
/
P20
Protopina
\N o.
o (O
%
Alocriptopina
\N
Y o
o O>
/ o
Rojo Ezquahuitl Desconocido Chuh Desconocido
cakché,
Palo de
sangre

Rojo Nocheztli Dactylopius Cochinilla  Acido carminico

coccus

Rojo, Achiotl Bixa orellana Achiote, Bixina

naranjay bijol,

amarillo annato

Amarillo  Cempoalxé- Tagetes erecta Cempazu- Quercetagetina

chitl chitl H o
HO e}
HOM/ e
o OH
Amarillo  Xochipalli Cosmos Apigenina
sulphureus H
e}
» ) O oH
o

Amarillo  Zacatlaxcalli ~ Cuscuta Quercetina

americana "

/
HO

OH
as
Chror
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Color Nahuatl Fuente Comuan Estructura quimica
Azul Matlalli o Confuso: Desconocido
matlalin Guaiacum
coulteri
Commelina

celestis, Cissus
sicyoides o
Calliandra
gracilis

Azul Mohuitli Jacobinia Muitle Kaempferitrina

spicigera vo, .
o™ o OH
o

Azul Xiuhquilitl Indigofera Indigo Indigo
suffruticosa I /<° n I
Negro Nacazcolotl Caesalpinia Corilagina

coriaria @\(
OH

De este grupo, se presentan a continuacién algunos detalles del muitle, el
palo de Brasil, el zacatlaxcalli, el cempazachitl y el achiote. El muitle o
sacatinta se extrae de la Jacobinia spicigera y produce tonos azulesy
morados. Se ha establecido cierta controversia sobre la estructura del
colorante presente en el muitle (Figura 12), se ha afirmado incluso que se
trata del indigo.” Sin embargo, a partir de los trabajos de Euler® y
Dominaguez” se puede afirmar que el colorante presente en las hojas del
muitle es la antocianina kaempferitrina. Mas adelante, en el capitulo de
resultados, se analizard en mas detalle este caso.

Pégina31

El palo de Brasil (Caesalpinia Echinata, Figura 13) es probablemente la
unica planta que le ha dado nombre a un pais, Brasil.”* En 1500, los
navegantes portugueses recién llegados a las costas de lo que hoy se conoce
como Brasil, encontraron bosques donde abundaba un arbol utilizado por
los indigenas para extraer un pigmento rojo. El arbol era muy parecido al
que acostumbraban a importar desde Asia y que llamaban “pau brasil” o

“palo resplandeciente”. Desde entonces, el pais adopto ese nombre. De su
madera, asi como a partir de otras especies del género Caesalpinia, se
obtiene la brasilina, brasileina en su forma oxidada. Se utiliza, al igual que
la grana, para obtener tonos rojos.
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Entre los amarillos se pueden mencionar el achiote, el cempaztichitl y el
zacatlaxcalli. El achiote, que también puede dar tonos rojizosy
anaranjados, es utilizado ampliamente como colorante alimenticio, sobre
todo en la peninsula de Yucatdn. Con el mismo objetivo se utiliza en Europa
y Cuba, bajo los nombres de annato y bijol. Su colorante principal es el
caroteno bixina, que se extrae a partir de las semillas de la Bixa orellana
(Figura 14).

A partir del cempazuchitl (Tagetes Erecta) se extrae la quercetagetina, un
flavonoide utilizado comtnmente para lograr tonos amarillos (Figura 15).
Ademas de su tradicional uso en los altares del dia de muertos, el
cempazuchitl se utiliza también como colorante alimenticio, para darle el
tono amarillo — naranja a las carnes de los pollos.

El zacatlaxcalli es otro colorante amarillo, que se extrae de la Cuscuta
americana, una planta pardsita que abunda luego de la temporada de lluvias
y puede encontrarse en diversas partes del pais. Como ya se menciono,
estudios recientes, no publicados aiin, parecen confirmar la sospecha de
que su colorante principal es un flavonoide, en este caso la quercetina. En el
capitulo de resultados se volvera sobre este tema.

En general, todos estos colorantes son moléculas polares que ademas
contienen dobles enlaces conjugados, o lo que es lo mismo, una nube de
electrones m deslocalizados, que son responsables de su poder colorante.
Por esta misma razdn, la presencia de nubes electrdnicas pi, estas moléculas
son también en su mayoria fuertemente fluorescentes. Estas moléculas son
muy polarizables y comoquiera que los cambios en la polarizabilidad son en
parte responsables de la amplificacion observada en SERS, ademas de que al
contener grupos donores de electrones podrian adsorberse en la superficie
de las nanoparticulas metalicas, estas moléculas presentan las
caracteristicas necesarias para ser estudiadas mediante esta técnica.
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Figura 12 Jacobinia
spicigera y
muestras de
tejidos teriidos.

Figura 13
Caesalpinia
echinata y
muestras de
tejidos teriidos.

Figura 14 Semillas
de Bixa orellana.

Figura 15 Tagetes

erecta y muestras
de fibras teriidas.

Figura 16 Cuscuta

americana y

muestras de fibras
teriidas.
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EL ARTE NOVOHISPANO

Desde los primeros tiempos de la conquista, el arte novohispano tuvo una
funcion evangelizadora, los cuadros mezclan escenas de varios momentos
de la vida de los santos, lo que permite sintetizar todo lo que es necesario
saber sobre una historia.”” La misma funcion tenian las pinturas murales
de las iglesias y los conventos, incluyendo las que se encuentran en las
construcciones de los agustinos en el actual estado de Hidalgo, entre los
que se cuentan los ex-conventos e iglesias de Actopan, Epazoyucan e
Ixmiquilpan.

Para comienzos del siglo XVII esta primera etapa evangelizadora dio paso
al establecimiento del clero en las comunidades urbanas.®® Las ideas de la
Contrarreforma impulsaron un florecimiento de la iconografia religiosa,
que incluia pasajes biblicos, escenas de la vida de los santos y
especialmente de sus martirios.

En el contexto novohispano se mezclaban pintores con tendencias
flamencas e italianas con pintores nacidos en Espafa pero formados en
territorio americano. Andrés de Concha y Simén de Perennys estaban mas
cerca de la pintura europea, mientras que Baltasar de Echave Orio fue la
cabeza de un grupo de pintores que dio forma por primera vez al arte
propiamente novohispano.

BALTASAR DE ECHAVE ORIO Y EL MARTIRIO DE SAN PONCIANO

Echave Orio nacié en Zumaya, Guiptzcoa, en 1558 y se cree que llego a la
Nueva Espafia en 1582, aunque también se ha reportado que ya a la edad
de veinte afios se estaba formando en la Ciudad de México bajo la tutela de
Alonso Franco.” Se habla también de un posible viaje a Europa que lo
familiarizo6 con la pintura que se realizaba en el ambito del Escorial.

Se convirtio en el padre de la identidad pictorica novohispana y en el
modelo de varias generaciones de pintores que en las décadas siguientes
hicieron citas de sus grandes cuadros. Sus modelos y su paleta se
mantuvieron vigentes por mas de siglo y medio.

En 1603, las reliquias de San Ponciano arribaron a la Ciudad de México de
manos del padre Martin Peldez, quien le encargd una representaciéon de su
martirio a Echave Orio. La obra habria de colocarse en uno de los retablos
del jesuita Colegio Maximo de San Pedro y San Pablo.

La obra se pint6 sobre un panel de madera de pino compuesto por cinco
tablones, aunque hasta nuestros dias solo ha llegado una parte de ella,
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pues se perdio casi la mitad del tablon situado en el extremo derecho.
Sobre el cuadro se ha dicho:

El Martirio de san Ponciano impone un cambio sustancial en la paleta
novohispana, detonado por el uso innovador de una amplia variedad de
materiales orgdnicos con los que Orio introdujo en el panorama
pictorico una nueva gama de tonalidades. Asimismo, con el manejo de
los fondos de color pardo rojizo, que comparte con otras obras pintadas
sobre lienzo, operd la transicion de las bases blancas con imprimaturas
claras verdosas y amarillas hacia los fondos oscuros. Los artistas del
siglo XVII que tuvieron acceso a la produccion artistica de la genealogia
echaviana, aquellos que llegaron a ver su obra desplegada en los
programas retablisticos, sequramente adoptaron y renovaron las
soluciones coloristicas y efectistas de su obra. La circulacién de los
“modelos a color” es un fenémeno sobre el que todavia no nos
detenemos a pensar.®®

2.7.2 LA PINTURA MURAL EN LOS CONVENTOS AGUSTINOS

Desde 1524, varias ordenes religiosas —~comenzando por los franciscanos -
iniciaron la colonizacion y evangelizacion del territorio de la Nueva
Espaiia. En la zona que hoy ocupa el estado de Hidalgo, los monjes
agustinos construyeron a partir de 1540 una serie de templos y conventos
monumentales, que servian de punta de lanza en la conquista espiritual de
los otomies. Al encontrarse en territorio “hostil”, los edificios tenian
formas arquitectonicas que recordaban fortalezas medievales, con sus
anchos y altos muros, terminados en almenas.

La decoracion de los templos y conventos agustinos consistia casi
exclusivamente en pinturas murales, algunas al fresco y otras realizadas
utilizando una técnica similar, bautizada como seudofresco por Toussaint,
aunque también se pueden encontrar murales pintados al temple.®” Entre
las mds importantes se cuentan las pinturas de Actopan, Epazoyucan e
Ixmiquilpan, que fueron descubiertas en el siglo XX - comenzando por las
de Epazoyucan en 1922 - al raspar varias capas de cal que las cubrian. Estas
pinturas respondian al principio esgrimido por los primeros
evangelizadores de que, para el recién converso, la doctrina cristiana
entraba mejor por los 0jos.?®

El templo y ex-convento de San Nicolds de Tolentino, en Actopan, se
fundé en 1546 por fray Andrés Mata y sus pinturas murales,
principalmente las que decoran el cubo de la escalera, constituyen uno de
los mejores exponentes de la pintura del Siglo de Oro en Américay
recuerda a los palacios italianos del renacimiento.’” En el atrio del ex-
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Figura 17 Templo y

exconvento de San
Nicolds de
Tolentino,
Actopan, Hidalgo.

REVISION BIBLIOGRAFICA

convento de San Andrés Apostol, en Epazoyucan, se mezclan estilos
flamencos e italianos con la influencia espafiola. A diferencia de los dos
anteriores, los muros del templo de San Miguel Arcdngel de Ixmiquilpan
muestran figuras claramente indigenas, con imagenes alegoricas a la
eterna lucha del bien contra el mal.
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Figura 18 Pinturas
murales en
Hidalgo. Ex-
convento de San
Nicolds de
Tolentino,
Actopan.

Figura 19 Pinturas

murales en
Hidalgo. Ex-
convento de San
Nicolds de
Tolentino,
Actopan.
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Figura 20 Pinturas
murales en
Hidalgo. Ex-
convento de San

Andrés Apéstol,

Epazoyucan.

Figura 21 Pinturas
murales en
Hidalgo. Ex-
convento de San
Andrés Apdstol,
Epazoyucan.
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Figura 22 Pinturas
murales en
Hidalgo. Templo
de San Miguel
Arcdngel,
Ixmiquilpan.

Figura 23 Pinturas
murales en
Hidalgo. Templo
de San Miguel

Arcdngel,

Ixmiquilpan.
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Figura 24 Pinturas
murales en

Hidalgo. Templo
de San Miguel
Arcdngel,

Ixmiquilpan.
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MATERIALES Y METODOS

3 MATERIALES Y

3.1

METODOS

REACTIVOS

El dcido carminico con pureza del 96 % y el indigo con pureza del 95 %,
utilizados como estandares, fueron adquiridos de Sigma-Aldrich México.
Para la preparacion de las nanoparticulas metdlicas, tanto en la UNAM
como en el Instituto de Estructura de la Materia del CSIC, en Madrid,,
todos los reactivos fueron adquiridos de Sigma-Aldrich, con pureza del
99.99 %. El agua utilizada en México fue bidestilada y luego desionizada
en un equipo Millipore Simplicity, con una resistividad de 18.2 mQ. En
Espafa se utilizé agua tipo I proveniente de un equipo MilliQ Direct, de
Millipore.

SINTESIS DE NANOPARTICULAS COLOIDALES

Se sintetizaron dos grupos de coloides, uno primero en el Instituto de
Fisica de la UNAM y un segundo grupo en el Instituto de Estructura de la
Materia del CSIC, en Madrid (IEM), durante una estancia de esta
investigacion. Los detalles de cada sintesis se explican a continuacion,
pero en general se siguieron los procedimientos descritos por Lee -

1.61

Meisel* y por Leopold y Lend
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3.2.1.1

MATERIALES Y METODOS

MEXICO

REDUCCION DE NITRATO DE PLATA CON CITRATO DE SODIO

3.2.1.2

En un balén de reaccion de 100 mL, acoplado a un condensador de reflujo,
se vertieron 50 mL de AgNO, 10” molL™ y se calent6 a ebullicion, agitando
vigorosamente. Se afiadio entonces 1 mL de una solucidén al 1 % de citrato
de sodio dihidratado y se mantuvo la agitacion y el calentamiento durante
30 min. La plata se reduce segun la siguiente reaccion:*’

(CHZCOO—)ZC(OH)COO—(M) + 2Ag+(ac) >
22 Ag(s) + ZCOZ(g) + CH3COCHZCOO_(3C) (4)

La solucion, previamente incolora, tomo una ligera coloracion amarilla a
los 20 min y al final presentaba un tono amarillo fuerte y una apariencia
transparente. Manteniendo estas relaciones molares (68 : 1, citrato : plata)
se realizaron varias réplicas con tiempos de reaccién de 20, 25, 30 y 60
min. Los coloides resultantes se caracterizaron por espectroscopia UV-Vis
y TEM.

REDUCCION DE ACIDO CLOROAURICO CON CITRATO DE SODIO

3.2.1.3

En el mismo equipo de reaccidn utilizado en el caso anterior (balon de 100
mL y condensador de reflujo) se afladieron 50 mL de HAuCl, 5x10™* molL™
y se calent¢ a abullicién, agitando. Se afiadieron entonces 2,5 mL de la
solucion al 1 % de citrato de sodio dihidratado, previamente calentado y se
mantuvo el calentamiento y la agitacion por 5 min. La reduccion del oro
ocurre en dos pasos:*

(CH,COO"),C(OH)COO (o) + AuCl, sy >
> AuClz'(ac) + ZCI_(aC) + COZ@ + CH3COCH2COO-(M) (5)
3 AuC12'<aC) 9 2 All(s) + AUC14_(aC) + Cl_(ac) (6)

Con estas mismas relaciones molares (340 : 1, citrato : oro), se realizaron
réplicas con tiempos de reaccion de 2, 5, 10, 15, 20 y 30 min. El cambio de
coloracién es instantdneo, la solucion inicial es amarilla y el color cambia
inmediatamente a negro cuando se afiade el agente reductor, para ir
cambiando hasta un rojo - violaceo a los pocos minutos. Los coloides se
caracterizaron como en 3.2.1.1.

REDUCCION DE NITRATO DE PLATA CON HIDROXILAMINA HIDROCLORICA

En un vaso de precipitado de 100 mL se afiadieron 50 mL de AgNO, 10
molL™ y se agitaron a 300 rpm con un agitador magnético. Se afiadieron

Pégina42



Espectroscopias Raman y SERS en el estudio del patrimonio cultural mexicano

3.2.1.4

MATERIALES Y METODOS

inmediatamente 5 mL de una mezcla de hidroxilamina hidroclérica e
hidroxido de sodio (0.015 molL™ : 0.03 molL™) y se mantuvo la agitacion
durante 3y 5 min.

En una variante de este experimento se afiadieron 5 mL de AgNO; 10™
molL" a 50 mL de la mezcla de hidroxilamina e hidréxido de sodio (1,5x107
molL™ : 3x10° molL") en un vaso de precipitado de 100 mL y bajo agitacion
magnética de 300 rpm.

En los dos casos la relacion molar hidroxilamina : plata fue de 15 : 1. La
reaccion es instantanea, asi como el cambio de color. La reaccion, segiin
reporta James,"” va acompanada por desprendimiento de nitrégeno:

Ag+(ac) + NHZOH(aC) 9 Ag(s) + l/zNz(g) + HZO + H+(ac) (7)

REDUCCION DE ACIDO CLOROAURICO CON HIDROXILAMINA
HIDROCLORICA

3.2.2.1

Tal como se describio en 3.2.1.3 para el caso de la plata, la formacion de
coloides de oro por reducciéon con hidroxilamina se realiz6 a través de dos
variantes. En la primera se colocaron en un vaso de precipitado de 10omL,
50 mL de HAuCl, 5x10* molL" y se agitaron a 300 rpm antes de afiadir de
golpe 5 mL de la mezcla de hidroxilamina e hidroxido de sodio, 0.015
molL™ : 0.03 molL™. La relacion molar es de 30 : 1 (hidroxilamina : oro).

De manera similar a 3.2.1.3, en la segunda variante el beaker contenia 50
mL de hidroxilamina e hidréxido de sodio (1,5x10 molL™ : 3x10™ molL"),
bajo agitacién magnética a 300 rpm, a los que se afiadieron 5 mL de
HAuCl, 10™® molL”, con lo que la relaciéon molar fue en este caso 1,5 : 1
(hidroxilamina : oro).

La reaccién y el cambio de color asociado fueron, en los dos casos,
también instantaneos. En este caso la reduccién también ocurre en varios
pasos:'”

AuCl, o) + NH,OH(,o) 2 AuCl, 5¢) + 2Cl (o) + HNO(,) + 2H (2 (8)
2HNO(,) > N,O(, + H,O (9)
3 AuCl, o) 2 2 Augs) + AuCl, (o0) + Cl o) (10)
ESPANA

REDUCCION DE NITRATO DE PLATA CON CITRATO DE SODIO

Los coloides de plata se sintetizaron por la reduccion de AgNO; con citrato
de sodio. Se prepar6 una solucién de AgNO, 10 mol L™ afladiendo 50 mL
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3.2.2.2

MATERIALES Y METODOS

de agua a 8.5 mg de la sal y se calent¢ a reflujo bajo agitacion constante. Se
virtio entonces 1 mL de una solucion de citrato de sodio al 1% (114 mg de la
sal en 10 mL de agua) y la mezcla se mantuvo a reflujo por 60 min. La
solucion se dejo enfriar a temperatura ambiente y se caracterizo el coloide
inmediatamente por espectroscopia UV - Visible y mas tarde por
Microscopia Electrénica de Transmision (TEM).

REDUCCION DE ACIDO CLOROAURICO CON CITRATO DE SODIO

3.2.2.3

Se tomaron 50 mL de una solucion de HAuCl, 2.24 x10® molL"y se
calentaron a reflujo bajo agitacion. Se afiadié entonces 1 mL de citrato de
sodio 1 % y se mantuvo el reflujo por 5 min. La mezcla se dejo enfriar
lentamente hasta temperatura ambiente y se dejé descansar toda la noche.
Los coloides se caracterizaron como se explica en 3.2.2.1.

REDUCCION DE NITRATO DE PLATA CON HIDROXILAMINA HIDROCLORICA

3-3

3.3.1

3.3.2

En un Erlenmeyer de 250 mL se virtieron go mL de una solucién de
NH,OH-HCl 1.66 x 10> molL" y se agitd a 300 rpm antes de afiadir 300 pL de
NaOH 1 molL™. Manteniendo la agitacidn, se anadieron gota a gota durante
un minuto 10 mL de AgNO, 10 molL", la mezcla se agit6 a baja velocidad
por otros 10 min y se dejoé descansar hasta el dia siguiente. La
caracterizacion de los coloides se realizé como en 3.2.2.1.

PREPARACION DE MUESTRAS

Aunque para este trabajo se utilizaron muestras ya preparadas en
experimentos anteriores, se incluye una breve descripcion de los métodos
de extraccidn y tincion utilizados. Sin embargo, las muestras de pinturas
modernas para el estudio del Raman enfriado por helio si fueron
preparadas como parte de esta investigacion.

EXTRACCION

Muestras frescas de cochinilla (Dactylopius coccus), achiote (Bixa orellana),
muitle (Justicia spicigera) y zacatlaxcalli (Cuscuta sp.) se colectaron o
compraron en mercados locales. Luego de limpias, aplastadas (solo para la
cochinilla) y secas, fueron maceradas con agua y se dejaron reposar por tres
dias. El extracto de cochinilla se filtro y luego se liofilizé. Los restantes
extractos también se liofilizaron.

TENIDO DE FIBRAS DE LANA

Se tifieron fibras de lana con achiote (Bixa orellana), palo de Brasil
(Caesalpinia echinata), cempazuchitl (Tagetes erecta) y muitle (Justicia
spicigera). El proceso varié en dependencia del colorante, aunque en todos
los casos se utilizo 1 kg de fibra. Achiote: se maceraron 250 g de semillas de
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3.3.4

MATERIALES Y METODOS

achiote y luego se pasaron a una solucién de amoniaco y jabon (1:1),
calentada a ebullicién. Se anadieron las fibras y la solucion se calenté a 8o
°C durante una hora. Al final, se enjuagaron con jugo de limén.
Cempazuchitl: se maceraron 2 kg de las flores y se dejaron en agua fria una
noche. Luego de 24 horas se calentaron a ebullicion en una vasija de cobre
durante una hora. La solucién se dejé enfriar hasta 40 °C. Se afiadieron
luego las fibras pre-mordentadasy se dejaron los pétalos para lograr colores
mas vividos. Después de afadir las fibras, la solucion se calent6 a 8o °C
durante una horay al final se sacaron a secar, para luego sumergirlas en un
segundo bafio y repetir el ciclo de maceracién - decoccién con flores
nuevas. Palo de Brasil: 300 g de astillas se maceraron, se hirvieron en agua
por tres horas y luego se dejaron reposar tres dias. La solucion resultante y
las fibras pre-mordentadas se calentaron a 8o °C por una hora. Como
mordientes, se utilizaron 250 g de alumbre y 60 g de cremor tartaro por
kilogramo de fibras. Muitle: aproximadamente 2 kg de hojas fueron
cortadas en trozos y dejadas en agua durante dos semanas. El liquido
remanente se filtrd y se anadieron las fibras pre-mordentadas, para luego
calentar la solucién a 8o °C por una hora.

PINTURA SOBRE TABLA

Las muestras de bermellon y ocre se prepararon en paneles de madera,
utilizando técnicas de pintura del siglo XVI.”> Ocre: una base de yeso y una
imprimatura verde compuesta por tierra verde de Verona (silicatos de AI**,
K*, Mg*, Ca*" y Fe**) y carbon. Se utilizé aceite de linaza mezclado con
blanco de plomo como aglutinante. Bermellon: base de yeso y la mezcla de
aceite de linaza con blanco de plomo como aglutinante, barnizado con

resina de copal.

PINTURAS MODERNAS

Las pinturas de piroxilina azul y negra se adquirieron de Poly Form. Este
tipo de pinturas se utilizaron en obras modernas por los muralistas

103,

mexicanos desde la década de 1930.”> ** Una cantidad suficiente de pintura
se vertid en un pequefio contenedory se dejo secar durante varios dias. Sin
ningun otro tratamiento, estas muestras fueron utilizadas para adquirir los

espectros de Raman.
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Figura 25
Extractos de
colorantes. A)
Acido carminico;
B) Muitle; C)
Cochinilla; D)
Zacatlaxcalli; E)
Achiote.

Figura 26 Fibras
teriidas. A)
Achiote: B)
Cempaztchitl; C)
Muitle; D) Palo de
Brasil.

Figura 27 Tabla

pintada con

técnicas del siglo
XVL

3.4
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ESPECTROSCOPIA UV-VISIBLE

Los espectros UV-Vis se obtuvieron en un VARIAN Cary 5000 UV-Vis-NIR
Spectrometer y en un espectrémetro Shimadzu UV 3600, realizando un
barrido continuo desde 9oo hasta 180 nm. La muestra se colocé sin diluir
en cubetas de cuarzo, con paso optico de 1 mm, utilizando agua
desionizada 18 m{2 como blanco.

MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISION
Las imdgenes de microscopia electrdnica se obtuvieron en un microscopio
JEOL JEM 2010F, del tipo FEG (cafién de electrones de emision de campo
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3.7

MATERIALES Y METODOS

ZrO,/W Schottky), con un voltaje de aceleraciéon de 200 keV y una
resolucion punto a punto de 2,1 nm y 1,9 nm entre lineas. Esta equipado
con un detector de campo oscuro de gran angulo (HAADF, High Angle
Annular Dark Field), un sistema de barrido por transmision (STEM,
Scanning Transmision Electron Microscopy) y un espectrémetro EDS
Noran Advantage. Se utilizaron los modos de operacion TEM y STEM, para
campo claro e imagenes de constraste Z, respectivamente.

Las muestras se prepararon depositando 2 pL de la solucién del coloide
sobre rejillas de cobre de 400 mesh (PELCO International), previamente
tratadas con 2 pL de parlodian al 2 % en acetato de amilo (SPI Supplies).

Las imdagenes se analizaron utilizando los programas Digital Micrograph
1.83.842 de Gatan Inc. e Image] 1.42q.

MICROSCOPIA OPTICA

Las imagenes de microscopia Optica se adquirieron con un microscopio
Edmund Optics E-Zoom6V, equipado con una camara digital y a un
aumento de 5x. En todos los casos, se tomaron las imagenes de la muestra
sin analizar y luego de adquirir los espectros de Raman normal y enfriado
con helio.

RAMAN Y SERS

Los espectros Raman se obtuvieron utilizando cuatro equipos diferentes, en
laboratorios del CCADET, del IFUNAM y del IEM. De ellos, tres son de
mesay uno es portatil, aunque también puede utilizarse en el laboratorio.

En el primero de ellos se utilizo un Nicolet. Almega XR Dispersive Raman
(Thermo Scientific) con una longitud de onda de excitacion de 532 nm, una
potencia maxima del laser de 20 mW, un tiempo de adquisicién de 5 sy se
promediaron 5 espectros. El rango de adquisicion fue de 123 a 4257 cm™ con
una resolucidn de 4 cm™; la apertura del monocromador fue de 25 umy la
camara CCD se mantuvo a -50 °C.

El segundo espectrémetro fue un Inspector Raman, de Delta Nu, con un
laser de 785 nm. La potencia del laser vari6 entre alta (100 mW), media (60
mW) y baja (20 mW), la resolucion se mantuvo siempre baja (15 cm™) y se
utilizo la correccion de linea base. Ademas, el tiempo de integracion varid
entre 2y 5 sy se promediaron entre 10 y 50 espectros en el rango de 200 a
2000 cm™. Para estudios en liquidos se utilizo el aditamento
correspondiente del espectrometro y viales de vidrio cilindricos de 1 mL,
con aproximadamente 2.5 mm de radio. Este es un equipo portatil,
compacto y con un peso de aproximadamente dos kilogramos.
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Figura 28
Espectrémetros
Raman. A) Nicolet
Almega XR,
Thermo Scientific;
B) DXR Raman
Microscope,
Thermo Scientific;
C) Microraman
Renishaw RM

2000; D) Inspector
Raman, Delta Nu.

3.7.1

3.7.1.1

MATERIALES Y METODOS

También en el IFUNAM, se utilizo un DXR Raman Microscope, de Thermo
Scientific. Se escogio el laser de 532 nm y el mayor objetivo posible, 50x; la
potencia vario entre 0.5 mW 'y 2 mW.

Por ultimo, en el IEM se utilizé un Microraman Renishaw RM 2000, con
una longitud de onda de excitacion de 514 nm, la potencia del laser en la
muestra fue de 2 mW y la resolucion del equipo de 4 cm™. Los estudios en
solucion se realizaron utilizando una cubeta de cuarzo con un paso optico
de1cm.

Los espectros obtenidos fueron analizados con los programas Grams / Al y
Omnic, de Thermo Scientific.

RAMAN Y SERS DE COLORANTES

RAMAN DE COLORANTES

Se analizaron muestras de referencia de indigo y acido carminico (Sigma-
Aldrich), tanto en so6lido como en una solucién de 1 mgmL™. También se
obtuvieron espectros en solucion de colorantes extraidos de sus fuentes
naturales (indigo, cochinilla, palo de Brasil, muitle y achiote) a varias
concentraciones entre 1 pugmL™y 1 mgmL~, asi como de fibras textiles
tefiidas con cochinilla, muitle, palo de Brasil, achiote y cempazuchitl. Por
ultimo, se adquirieron los espectros Raman de muestras solidas de granay
aiil.
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3.7.1.2

MATERIALES Y METODOS

SERS DE PIRIDINA

3.7.1.3

Para comprobar la actividad como substratos de SERS de los coloides
sintetizados en la UNAM se utilizé una solucién de piridina 2 mgmL™ y se
estudid el efecto del pH. Para el experimento se obtuvo el espectro Raman
de la piridina solamente y luego se mezclaron 300 pL de la solucién de
piridina con 300 pL del coloide de plata y 300 pL de NaCl 0.2 molL”, a los
que se le adquiri6 también el espectro Raman. El pH de esta ultiima
solucion se fue variando utilizando NaOH y HCl 0.1 molL™ a valores de 3,
6, 10 y 12. Bajo las mismas condiciones, se probo el efecto SERS de estos
coloides con soluciones de acido carminico puro y de extractos de
colorantes.

SERS DE ACIDO CARMINICO

3.7.1.4

Los espectros de SERS del 4cido carminico puro se obtuvieron
primeramente en el espectrometro Renishaw RM2000 a 514 nm, utilizando
los coloides de plata preparados en el IEM por reduccion con citrato
(AgCt) y con hidroxilamina (AgHx). Se promediaron 15 espectros de 2sy se
realizé un primer estudio de la influencia del pH. Los niveles de pH
(ligeramente acido, neutro y ligeramente bésico) se controlaron afiadiendo
HNO,; 0.1 molL™ 0 NaOH 0.1 molL", segtin el caso.

Un segundo estudio del acido carminico se realizé en la UNAM con el
espectrémetro Inspector Raman a 785 nm (ver condiciones en 3.7.1.2),
utilizando los tres coloides preparados en el IEM. En este caso se trabajo
con pH de 2 a 13, utilizando HCl 0.1 molL™ y NaOH 0.1 molL" para
controlarlo.

En todos los casos se trabajo con muestras de poco mas de 1 mL,
conformadas por 9oo pL de coloide, 40 pL de KNO; 0.5 molL™ para
provocar la agregacion y 100 pL de acido carminico 10 molL™.

SERS DE EXTRACTOS

3.7.1.5

Para preparar las muestras de extractos acuosos se mezclaron goo pL de
coloide con 40 pL de KNO, 0.5 molL™ y luego se afiadieron 100 pL del
colorante (10 mgL™). El pH de la mezcla se ajusté con NaOH 0.1 molL™.
Todos los espectros se adquirieron en el espectrometro Inspector Raman,
con las condiciones sefialadas en 3.7.1.2.

FOTORREDUCCION IN SITU SOBRE FIBRAS TENIDAS

La fotorreduccion in situ se realizé con el Renishaw RM2ooo, utilizando el
laser de 514 nm. Un fragmento de aproximadamente 10 mm de fibra de
lana tefiida se fijo a un cubreobjetos y se coloco sobre un portaobjetos con
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Figura 29 Arreglo
para la

fotorreduccién in

situ.

3.7.1.6

MATERIALES Y METODOS

una cavidad llena de una solucién de AgNO; 10™ molL™. El haz del laser se
enfocd en la cara interna del portaobjetos, que corresponde con la zona de
la interfase vidrio (fibra) / AgNO;, utilizando un microscopio 6ptico Leica
y un objetivo Leica PLAN de 100x, como se muestra en la Figura 29. Los
tiempos de reaccion variaron entre 20 y 60 min y se tomaron espectros
consecutivos cada 2 min. Una metodologia similar se aplicd en la UNAM,
con el espectrémetro DXR Raman Microscope (Thermo Scientific), pero
en este caso, debido a las caracteristicas del equipo, se utilizo un objetivo
de 50x.

OBJETIVO

HAZ —l
CUBREOBJETOS I

FIBRA —

AgNO, 103mol/L

PORTAOBJETOS

NANOPARTICULAS Ag

SERS DE FIBRAS TENIDAS

3.7.2

Para las fibras tefiidas, se mezclaron 20 pL de coloide con 5 pL de KNO; 0.5
molL" y luego se depositaron 10 pL de la mezcla sobre la fibra, fijada en un
cubreobjetos. Los espectros SERS se adquirieron a diferentes tiempos, con
la fibra completamente hiimeda o una vez que se habia secado
completamente. En todos los casos se utilizé el Inspector Raman con el
aditamento NuScope para enfocar la regidn de estudio. Las condiciones de
adquisicion fueron las mismas del epigrafe 3.7.1.2.

RAMAN ENFRIADO CON HELIO

Se realizaron los experimentos adquiriendo espectros de Raman normal y
otros utilizando una corriente de helio. Los espectros se adquirieron en el
Inspector Raman, con las potencias maxima (100 mW) o minima (20 mW).
Los tiempos de integracion variaron de 1a 10 sy en cada experimento se
promediaron de 2 a 3 espectros. Para el enfriamiento por helio se disefio y
utiliz6 un colimador pinhole acoplado a una linea de helio a través de un
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Figura 30 Arreglo

para el Raman
enfriado por helio.

3.7-3

MATERIALES Y METODOS

controlador de masa del flujo de gas (Mass-Trak, Sierra Intruments,
modelo 810C-DR-13-V4-S4-MP, rango: o - 10 Standard Liter per Minute,
SLPM). Los flujos de helio variaron entre los 2 y los 9 SLPM. El arreglo
utilizado se muestra en la Figura 30.

Espectrémetro
¥ |
I i
Ii i
-
g i|l ) <——He
= -
%
R
4 | Regulador Contenedor
de flujo de He

RAMAN DE PINTURA MURAL

Los estudios de pintura mural se realizaron en ex-conventos e iglesias del
estado de Hidalgo. Por la altura a que se encontraban las imagenes, desde
poco mas de 1 m hasta unos 4 m, en una escalinata, el espectrometro se
monto sobre un andamio, utilizando una base movil y un brazo o un
tripode, en dependencia de las circunstancias. Se utiliz6 siempre el
Inspector Raman, A = 785 nm, con tiempos de integracion de entre uno y
cinco segundos, realizando solo una adquisicion o tomando tres espectros
y promediando, en dependencia de la resistencia del material a la
degradacién inducida por el laser.
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Figura 31
Adquisicién de
espectros de
Raman de pintura
mural. Ex-
convento de San
Nicolds de
Tolentino,
Actopan, Hidalgo.

Figura 32

Adquisicién de

espectros de
Raman de pintura
mural. Ex-
convento de San
Andrés Apdstol,
Epazoyucan,
Hidalgo.
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RESULTADOS'Y DISCUSION

4RESULTADOS Y

DISCUSION

En este capitulo se presentaran y discutirdn los resultados de la
investigacion. Una buena parte tratara de los intentos de establecer una
metodologia para la identificacion, en el laboratorio, de varios colorantes
organicos comtinmente utilizados en México. Se analizardn también los
resultados obtenidos al acoplar un flujo de helio al espectrometro Raman,
para solucionar problemas de degradacion de los materiales estudiados
por la accion de laser, en los frecuentes casos de estudios de objetos que
no pueden ser analizados mediante SERS. Se presentaran ademas estudios
in situ de pintura de caballete y pintura mural.

ESPECTROSCOPIA RAMAN DE COLORANTES

Uno de los objetivos principales de esta tesis es establecer una
metodologia para la identificacion de colorantes organicos en obras de
arte y en objetos de interés histérico. Como primer paso, se adquirieron
los espectros de Raman de muestras de colorantes puros solidos y en
solucion, de colorantes extraidos a partir de sus fuentes naturales, también
en solido y en solucion, de muestras de fibras tefiidas de la manera
tradicional y de muestras sélidas de colorantes, también preparados con
métodos artesanales.

La extraccion de los colorantes y el tefiido de las fibras, aunque fueron
descritos en el capitulo anterior (3.3.1y 3.3.2), no se discuten aqui porque
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Figura 33
Espectros Raman
de dcido carminico
e indigo sélidos. A)

Indigo con

correccion de linea
base; B) Indigo sin
correccion de linea
base; C) Acido
carminico con
correccion de linea
base; B) Acido
carminico sin
correccién de linea
base. Inspector
Raman, A = 785
nm.

RESULTADOS'Y DISCUSION

no se realizaron como parte de este trabajo y solo se utilizaron las
muestras ya preparadas.
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En primera instancia, los colorantes puros estudiados fueron el indigo y el
acido carminico y los espectros se pueden observar en la Figura 33. Los
espectros sin corregir de ambas sustancias presentan una fuerte
fluorescencia que enmascara los picos de Raman caracteristicos de cada
una de ellas, aunque la interferencia es mucho mds importante para el
acido carminico (Figura 33, By D). Sin embargo, si se realiza una
correccion de linea base se obtiene un espectro de mucha mayor calidad
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donde pueden identificarse claramente los picos correspondientes a la
dispersién Raman de las moléculas (Figura 33, A y C). Esta correccion esta
incluida en el programa de adquisicion del Inspector Raman y se realiza en
varios pasos, primero se adquiere el espectro y se le aplica una
transformada de Fourier, luego se trunca y se conservan solo las primeras
frecuencias, se aplica una transformada inversa y se le restan los datos
transformados a los datos originales.”® De esta manera se logra eliminar
gran parte de la interferencia debido a la fluorescencia.
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Tabla 2 Bandas de
Raman de indigo y
dcido carminico.

RESULTADOS'Y DISCUSION

En la Tabla 2 se muestran en detalle los picos de dispersion de Raman
observados para el indigo y el acido carminico, asi como su
correspondencia con los espectros de estas moléculas previamente
reportados. En el caso del indigo la mayoria de los picos observados
coinciden con lo reportado mientras que para el carminico aumenta el
numero de picos no reportados y estan ligeramente corridos con respecto
a los encontrados en la literatura. Ademas, aunque los picos del espectro
Raman del 4cido carminico correspondientes a 663, 744 y 951 cm™ han sido
previamente asignados al citrato de sodio utilizado como agente reductor
en la preparacion de sustratos para SERS, en la muestra analizada también
se encontraron aun cuando se trataba de la sustancia pura.

Indigo Acido carminico

cm” Reportado c¢m” Reportado ccm™ Reportado cm” Reportado

264 No 1150 Si 246 No 1071 Si

320 No 1227 Si 321 No 133 No

403 No B0  Si 375 No 1219 Si

547  Si 1361 Si 426 No 1292 Si

599  Si 1459 Si 450 Si 1348 Si

635 No 1485  Si 545 Si 1464 Si

671 Si 1572 Si 663 Si 1578 Si

758  Si 1629  Si 744 Si 1675 No

872 Si 1686  Si 951 Si 1748 Si

949 Si 1742 Si 966 No 1801 No

1016  Si 985 No 1892 No

998 No

Es poco probable que en una investigacion de un objeto real se encuentren
estos colorantes con alto nivel de pureza y a una gran concentracion, por
lo que se adquirieron los espectros de soluciones acuosas de indigo y acido
carminico con concentraciones de 1 mgmL”, que se muestran en la Figura
34, donde se puede apreciar la menor intensidad y cantidad de los picos
obtenidos. A pesar de ello, en el espectro del indigo pueden observarse con
claridad varios picos caracteristicos, lo que resulta mas dificil para el acido
carminico, para el que se observan claramente solo algunos picos en la
region de 300 a 400 cm™. En ambos casos se aparece un pico ancho
alrededor de 1400 cm™, correspondiente al agua.
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Figura 34
Espectros Raman
de dcido carminico

e indigo, sélidos y

en solucion.
Inspector Raman,
A =785 nm.
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Manteniendo la misma logica de acercarnos lo mas posible a situaciones
reales, se estudiaron muestras de cochinilla, indigo, palo de Brasil, muitle
y achiote, extraidos de sus fuentes naturales y disueltos en agua a una
concentraciéon de 1 mgmL”, asi como un espectro de agua tomado como
referencia. En la Figura 35 se observa un espectro muy similar en varios de
ellos, con una fuerte interferencia del agua.

El espectro de la cochinilla muestra una gran cantidad de picos que lo
diferencian del espectro del agua en la zona de 600 a 1200 cm™, algo
similar ocurre para el achiote y el muitle, este ultimo con un pico
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claramente diferenciable en 585 cm™. El espectro del palo de Brasil fue el
mas intenso pero con picos muy anchos, mientras que el del indigo es muy
similar al del agua.

Los espectros de estos mismos colorantes a una concentracion diez veces
menor (100 pgmL™) se muestran también en la Figura 35. Las sefiales
caracteristicas que lograban apreciarse a concentraciones de 1 mgmL™ se
pierden al diluir la muestra y los espectros observados practicamente
coinciden con el del agua.
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Figura 35
Espectros Raman
de cochinilla,
indigo, palo de
Brasil, muitle,
achiote y agua. Los
colorantes estdn
presentes en una
concentracion de 1

mgmL™ (linea

sélida) y 100 pgmL’
! (linea punteada).
Inspector Raman,
A =785 nm.
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Cochinilla

Palo de Brasil

Intensidad Raman

Agua

200 400 600 8oo 1000 1200 1400 1600 1800 2000

r -1
Nuamero de onda / cm

Por otra parte, el estudio de las muestras textiles tefiidas con colorantes
también resulta de interés. En la Figura 36 se muestran los espectros
Raman de cochinilla, palo de Brasil, muitle, achiote y cempazuchitl
obtenidos a partir de fibras textiles tefiidas. En general, todos presentan
sefiales de muy baja intensidad y muy baja relacion sefial / ruido, por lo
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que resulta dificil distinguir sefiales caracteristicas de los colorantes.

Por ultimo, se estudiaron dos muestras de grana y aiiil en granos (Figura
37). Pueden observarse sefiales caracteristicas del acido carminico y el
indigo, aunque en el caso de la grana los picos mas agudos se aprecian
solamente por encima de los 1600 cm™ y el resto de las bandas
caracteristicas del 4cido carminico son dificiles de distinguir. En la
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muestra de aiil pueden apreciarse con mayor claridad las sefales
alrededor de 600 y 1600 cm™, correspondientes al indigo.

Figura 36
Espectros Raman
de cochinilla, palo
de Brasil, muitle,
achiote y

cempazuchitl
obtenidos a partir
de fibras textiles
tefiidas. Inspector

Muitle

Raman, A =78
795 Palo de Brasil

nm.

Achiote

Intensidad Raman

Cempazuchitl

200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000

Ntmero de onda / em™

Figura 37
Espectros Raman

de grana y ariil.

Inspector Raman,
A =785 nm.

Grana

Intensidad Raman
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En general, si bien fue posible obtener espectros Raman con buena calidad
de los colorantes puros sélidos y en solucidn, no fue posible repetir estos
resultados para los colorantes extraidos de sus fuentes naturales y diluidos
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4.2

4.2.1

RESULTADOS'Y DISCUSION

a varias concentraciones. Tampoco se obtuvieron buenos resultados al
estudiar fibras textiles tefiidas por los métodos tradicionales. Se hizo
necesario entonces utilizar la Espectroscopia Raman Amplificada en
Superficies, para lo que el primer paso es la preparacion de los substratos.

SERS DE COLORANTES

COLOIDES DE PLATA Y ORO

Se han reportado muchos métodos para preparar substratos de SERS (ver
epigrafe 2.3) y el numero sigue creciendo segun se van desarrollando
nuevas técnicas o se llevan a la practica los resultados de estudios de
simulacién. Sin embargo, los métodos de reduccion siguen siendo de los
mas utilizados, fundamentalmente por su simplicidad y por los buenos
resultados que se han alcanzado en la obtencidn de los espectros SERS de
varios tipos de moléculas organicas,” aun cuando los mismos autores
reportan que es dificil preparar diferentes lotes de coloides con la misma
actividad SERS, incluso bajo condiciones de reaccion cuidadosamente
controladas.” Para este trabajo, por su simplicidad de preparacion y por los
buenos resultados reportados generalmente cuando se utilizan como
sustratos de SERS, se eligieron los métodos de reduccidn con citrato de
sodio* e hidroxilamina.”

Los primeros experimentos de sintesis de nanoparticulas se realizaron
variando el agente reductor, la relaciéon molar agente reductor / metal, el
tiempo y la temperatura de reaccion, tanto para los coloides de plata como
los de oro. Para caracterizarlos se obtuvo el espectro de absorbancia UV-
Vis en busca de la presencia del plasmoén de superficie, al que se le
determind la longitud de onda del maximo asi como el ancho a la mitad de
la altura del pico, como una medida de la distribucion de tamafios de las
particulas. Los espectros de absorbancia se pueden observar en la Figura
38 y la Figura 39.

Como se puede apreciar a partir de los espectros de absorbancia, en el caso
de los coloides de plata los mejores resultados se obtuvieron cuando se
utilizd la hidroxilamina como agente reductor, con picos intensos y
relativamente estrechos del plasmon, indicacion de una distribucion de
tamarios de particula relativamente homogénea. Para el caso de la
utilizacion del citrato de sodio el pico mas estrecho para el plasmon de
resonancia se obtuvo cuando se llevd a cabo la reaccion a 100 °C durante
30 min. En todos los casos mostrados los coloides se mantuvieron estables
durante varios meses.
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Figura 38
Espectros de
absorbancia UV-
Vis de coloides de
plata.

AgCt: coloides de
plata reducidos
con citrato; AgHid:
coloide de plata
reducidos con
hidroxilamina.

Figura 39
Espectros de
absorbancia UV-
Vis de coloides de
oro.

AuCt: coloides de
oro reducidos con
citrato; AuHid:
coloide de oro
reducidos con
hidroxilamina.
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En el caso del oro, aunque se encontr6 también que es mas efectiva la

hidroxilamina, lograron obtenerse buenos resultados utilizando citrato,

limitando el tiempo de reaccion a 5 min. Sin embargo, las suspensiones

obtenidas no presentaron la estabilidad mostrada por los coloides de plata

y precipitaron luego de aproximadamente una semana de sintetizadas. El

ancho de los picos del plasmon indica una mayor dispersidon de tamafios

de las nanoparticulas. Ademas, en lugar de lograrse una coloracion rojo —

violacea, como se esperaba, los coloides tomaban un color muy oscuro,

casi negro y solo a trasluz podian observarse tonos violetas.

1.8
1.6

1.4
1.2

0.8
0.6

0.4
0.2

Absorbancia
-

1.2

Absorbancia

Posoa, .‘.a"'

250

250

o
.."."‘Oooo

450

450

650

A/ nm

650

A/ nm

850

850

= AgCito6 Abs
seseee AgCiti2 Abs
e AgC(it13 Abs
eeecee AgCitis Abs
AgHido1 Abs
AgHido2 Abs

AuCito4 Abs
sesese AuCito8 Abs
AuCitog Abs
AuCitio Abs
AuHido1 Abs
AuHido2 Abs
AuHidos Abs

Pégina60



Espectroscopias Raman y SERS en el estudio del patrimonio cultural mexicano

Figura 41
Distribucidn de
tamarnos e

imdgenes de
HRTEM de
coloides de plata.

RESULTADOS'Y DISCUSION

A partir de los resultados de la microscopia electrdnica, se escogieron los
coloides de plata por su estrecha distribucion de tamafios, aunque las
particulas eran un poco mds pequeiias de lo deseado. En un primer ensayo
para amplificar la sefial de Raman, se utilizé una solucién de piridina 2
mgmL”, comunmente utilizada como patrén en SERS (buscando
especificamente la amplificacidon de las bandas presentes entre 1000 y 1100
cm™) y se obtuvo el espectro Raman de esta solucidon solamente, asi como
de las mezclas de piridina, coloide de plata y cloruro de sodio. Se estudio
ademas el efecto del cambio del pH de la solucién en la amplificaciéon de la
sefial. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 43.

Se observé una clara amplificacién de la sefial de Raman al utilizar los
coloides de plata, que comenzo a observarse a pH 3, fue mas marcada a pH
casi neutro y aunque todavia a pH 10 se observé una fuerte amplificacion,
ya a pH 12 no se obtiene ninguna sefal. Al parecer, en pH cercanos al
neutro se favorece una mejor adsorcidn de la molécula sobre las
nanoparticulas, al estar el par de electrones no enlazados del nitrogeno
mas disponible, lo que facilita la interaccion del nitrogeno con las
nanoparticulas. Al pasar a pH mads basicos, la presencia de iones hidroxilos
podria competir con la piridina y dificultar la adsorcion sobre la
nanoparticula.
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Figura 40 Coloides

de plata y oro

preparados por
reduccién con
hidroxilamina.

RESULTADOS'Y DISCUSION

En general, la hidroxilamina parece la mejor opcion, no solo por las
caracteristicas de los coloides obtenidos, sino también por las condiciones
de reaccion: temperatura ambiente y reaccion instantanea. El
alargamiento del tiempo de reaccion a 3y 5 minutos no provoco6 una
diferencia apreciable en el producto final, la mezcla de reaccién toma su
coloracién final a los pocos segundos de afiadir el agente reductor y ya no
varia en los minutos siguientes. En la Figura 40 se muestran varios de los
coloides sintetizados por este método.

La utilizacién de citrato, por su parte, presenta algunas dificultades
cuando se compara con la hidroxilamina, sobre todo para lograr resultados
reproducibles. En cualquier caso, es importante controlar las condiciones
de temperatura y agitacion en la reaccion, para evitar la formacion de
focos de nucleacion que provoque la formacion de particulas de tamafo
no homogéneo. Aun asi, los cambios de coloracion que indican la
formacidn de las nanoparticulas se apreciaron a intervalos de tiempo muy
diferentes a pesar de mantener condiciones de reaccion similares, y en
algunos casos no se aprecio la formacion del coloide.

Sin embargo, los estudios de absorcion de luz UV-Vis solo pueden dar una
idea aproximada de la distribucion de tamafos de las nanoparticulas. Para
conocer en detalle su forma y tamafio es necesario realizar estudios de
microscopia electronica de transmision, que se presentan a continuacion.
A partir de las imagenes de microscopia electrénica de transmision se
obtuvieron las distribuciones de tamafio de dos muestras de
nanoparticulas de oro y plata (Figura 41y Figura 42). En concordancia con
lo observado en los espectros de absorbancia, la muestra de plata presenta
una menor dispersion en los tamanos y la forma de las particulas, estando
la mayoria de ellas en el intervalo de 3 a 6 nm, con el maximo alrededor de
5 nm. Por su parte, la muestra de oro present6 particulas de mayor tamafio
y una mayor dispersion en la forma, con una distribucién centrada entre
los 60 y los 9o nm.
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Figura 42

Distribucién de

tamanos e
imdgenes de
HRTEM de
coloides de oro.

Figura 43
Estructura,
espectros Raman y
SERS de piridina.
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A pesar del efecto SERS observado para la piridina, no fue posible obtener
estos resultados para ninguno de los colorantes, ya sea puros o sus
extractos, por lo que fue necesario preparar nuevos coloides, con la
intencién de que sus caracteristicas fueran mas apropiadas para amplificar
la sefial de Raman. Varios aspectos merecen atencion: mantener la
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Figura 44 Coloides
de plata
preparados por

reduccién. a) plata
/ hidroxilamina; b)
plata / citrato; c)

oro / citrato.

RESULTADOS'Y DISCUSION

distribucion de tamarfios lo mas estrecha posible, logrando particulas por
encima de los 10 nm y utilizar agua mas pura que la empleada hasta este
momento (bidestilada y desionizada).

Estos coloides se prepararon en el Instituto de Estructura de la Materia de
Madrid, donde cuentan con una experiencia de mas de una década en su
preparacion y utilizacion. Se introdujeron pequefios cambios en la
preparacidn: se utilizé agua tipo I, que tiene un contenido total de carbono
organico de hasta 5 pgL™ y se cambio ligeramente la relaciéon molar y el
orden en que se afiaden los reactivos. El procedimiento se explica en
detalle en 3.2.2.

A simple vista, se observan claras diferencias entre el color y la apariencia
de estos coloides y los anteriores, fundamentalmente en los que se
prepararon por reduccion con citrato. El coloide de plata reducido con
citrato presenta una tonalidad mas parduzca y es de apariencia turbia,
mientras que el coloide de oro tiene un color rojizo y es mucho mas
transparente (Figura 44).

Los coloides fueron igualmente caracterizados por espectroscopia UV -
Vis y por microscopia electronica. En los espectros de absorbancia se
estudié ademas el efecto del cloruro de sodio y el nitrato de potasio
utilizados como agregantes (Figura 45, Figura 46 y Figura 47). En la Tabla
3 se presenta un resumen de los espectros de absorcion de los tres coloides
y de los cambios provocados por los agentes agregantes.

En el primer caso, para el coloide de plata reducido con citrato de sodio, se
observa el maximo de absorcion del plasmén de resonancia de la plata en
409 nm, con un pico bastante estrecho, mientras que la adicién de nitrato
de potasio y cloruro de sodio provoca en los dos casos cierto grado de
agregacion de las particulas, evidenciado en la disminucion de la absorcion

Pégina64



Espectroscopias Raman y SERS en el estudio del patrimonio cultural mexicano

RESULTADOS'Y DISCUSION

y un pequefio ensanchamiento del pico. El efecto producido por las dos
sales es similar. Por otro lado, para el coloide de plata reducido con
hidroxilamina se observa que el maximo del plasmon se corri6 ligeramente
a menores longitudes de onda, 404 nm, lo que podria indicar menor
tamano de las particulas y presenta un pico mucho mas intenso y estrecho
que el caso anterior. La adicion de NaCl tuvo un ligero efecto de
agregacion pero el efecto del KNO, fue mucho mas drastico, la intensidad
del pico bajé notablemente y se ensanchd en poco mas de un 40 %. El
coloide de oro presenté un maximo de absorcion centrado en 518 nm y la
adicion de los agregantes tuvo, tal como en el primer caso, un pequefio
efecto de disminucion de la intensidad del pico del plasmon.

_ Coloide Abs 4, Amax (nm) FWHM (nm)

Tabla 3 Mdximo y AgCt 652 409 137

ancho a la mitad
de la altura de los
espectros de

absorbcién UV - AgHx 991 404 68

Vis de los coloides.

AuCt 84 518 114

Figura 45

Espectros de 700 AgCt
absorbancia UV - 600

Vis de coloides de AgCt KNO3
plata preparados 500 AgCt NaCl
por reduccion con

citrato (AgCt). 400
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Figura 46
Espectros de
absorbancia UV -
Vis de coloides de
plata preparados
por reduccién con

hidroxilamina
(AgHx).

Figura 47
Espectros de
absorbancia UV -
Vis de coloides de
oro preparados por
reduccién con
citrato (AuCt).
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El andlisis de las imdgenes de microscopia electrénica mostré una
distribucion de formas y tamafios muy homogénea para el coloide de plata
preparado por reduccion con citrato (Figura 48). Las nanoparticulas son
mayoritariamente esféricas con didmetros centrados en 14 nm. El otro
coloide de plata también presento nanoparticulas predominantemente
esféricas, como se aprecia en la Figura 49, pero con una distribucién de
tamafos mucho mas amplia, centrada en unos 30 nm de didmetro.

Esta amplia distribucidon y mayor tamano de las particulas es de cierta
forma contraria a lo que se esperaria a partir del espectro UV - Vis de estos
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Figura 48
Distribucién de
tamarnos e

imdgenes de
HRTEM de
coloides de plata

reducidos con
citrato.

RESULTADOS'Y DISCUSION

coloides, con picos mas intensos y estrechos que los del otro coloide de
plata. Sin embargo, ya Silva*°® habia sefialado que basarse solamente en la
posicidn, intensidad y ancho del plasmén de resonancia podria llevar a
conclusiones erradas con respecto al tamano de las particulas.

En la Figura 50 se presenta un andlisis similar para el coloide de oro. En
este caso se observa una gran disparidad en la forma de las nanoparticulas,
se observan barras, cilindros, esferas, cuadrados, tridangulos y muchas otras
formas geométricas irregulares. Su tamarfio es también dispar, con una
distribucion muy amplia, centrada alrededor de los 50 nm.
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Figura 49

Distribucién de
tamanos e
imdgenes de
HRTEM de
coloides de plata
reducidos con
hidroxilamina.

Figura 50
Distribucion de
tamarios e
imdgenes de
HRTEM de
coloides de oro
reducidos con
citrato.
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La actividad SERS de los tres coloides se prob¢ utilizando dos longitudes
de onda de excitacion (514 nm y 785 nm), tres niveles de pH (4cido, basico
y neutro) y una solucién de 10 molL™" de acido carminico. El coloide de
plata reducido con citrato (AgCt) produjo buenos resultados para los dos
laseres utilizados, mientras que el coloide de plata con hidroxilamina
(AgHx) solo presentd actividad SERS a 514 nm. El coloide de oro (AuCt) no
presento actividad SERS a ninguna de las dos longitudes de onda.

En la Figura 51 se muestran los espectros de SERS a tres niveles de pH del
acido carminico, utilizando el coloide AgCt a 785 nm. Los mejores
resultados se obtuvieron a pH acido, donde pueden observarse las bandas
de la antraquinona mezcladas con las del citrato. Al restarle el espectro del
coloide al mismo pH (Figura 52) se pueden observar claramente cuatro
bandas del colorante.

Utilizando el laser de 514 nm se obtienen también los mejores resultados a
pH 4, en este caso se observan una gran cantidad de picos y el espectro es
intenso, mientras que la sustraccion del espectro del coloide no aporta
mucha mas informacidn, debido a que no se presentan muchas bandas de
la hidroxilamina (Figura 53, Figura 54).

El coloide AgHx solo funciond, como ya se menciond, con el laser de 514
nm y los mejores resultados se obtuvieron con pH cercano al neutro
(Figura 55). En la Figura 56 se observa el efecto de restar el espectro del
coloide, que en este caso presenta muy pocas bandas y de muy baja
intensidad.

Estos experimentos se repitieron en el Instituto de Fisica de la UNAM y se
logro reproducir los resultados obtenidos con el coloide AgCt.
Lamentablemente, al no presentar actividad SERS a una longitud de onda
de excitacidn de 785 nm, los coloides AgHx y AuCt no pudieron ser
utilizados en nuestro laboratorio, donde solo contamos con un
espectrometro Inspector Raman con un laser de 785 nm.

A partir del siguiente epigrafe, solo se reportardan entonces los resultados
obtenidos en los estudios de SERS de extractos de colorantes y de fibras
tefiidas, utilizando las nanoparticulas de plata preparadas por reduccién
con citrato.
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Figura 51 Espectro
SERS de dcido
carminico. Efecto
del pH. Inspector
Raman, A = 785
nm, coloide de
plata reducido con
citrato (AgCt).

Figura 52 Espectro
SERS de dcido
carminico a pH 4.
Sustraccién del
blanco. Inspector
Raman, A = 785
nm, coloide de

plata reducido con
citrato (AgCt).
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Figura 53 Espectro
SERS de dcido
carminico. Efecto
del pH. Micro
Raman Renishaw
RM2000, A =514
nm, coloide de
plata reducido con
citrato (AgCt).

Figura 54 Espectro
SERS de dcido
carminico a pH 4.
Sustraccion del
blanco. Micro
Raman Renishaw
RM2000, A =514
nm, coloide de
plata reducido con
citrato (AgCt).
Antes de restar se
normalizaron las
intensidades

multiplicando por

un coeficiente el
espectro AgCtCA.
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Figura 55 Espectro
SERS de dcido
carminico. Efecto
del pH. Micro
Raman Renishaw
RM2000, A =514
nm, coloide de
plata reducido con

hidroxilamina
(AgHx).

Figura 56 Espectro
SERS de dcido
carminico a pH 4.
Sustraccion del
blanco. Micro
Raman Renishaw
RM2000, A =514
nm, coloide de
plata reducido con
hidroxilamina

(AgHx).
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SERS DE EXTRACTOS DE COLORANTES

Antes de estudiar los extractos de cochinilla, achiote, muitle y
zacatlaxcalli, se realizé un estudio mas amplio del SERS del acido
carminico puro a varios niveles de pH, desde dos hasta trece (Figura 57),
para determinar las mejores condiciones de adsorcion de la antraquinona
en la superficie de la nanoparticula y, por tanto, las mejores condiciones
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para adquirir el espectro SERS. Para controlar el pH se afiadieron
pequenas alicuotas de HCl 0.1 molL™ y NaOH 0.1 molL™. La mezcla directa
del coloide con el dcido carminico, sin agregar dcido ni base, presenta un
pH de 6.

A pH acido no se observan bandas especificas de la antraquinona, en su
lugar se encuentra una banda muy ancha, centrada en 9oo - 1000 cm™ que
puede deberse a la fluorescencia del acido carminico. Esta intensa
fluorescencia puede estar relacionada con una pobre adsorcion del
colorante sobre las particulas de plata, probablemente debido a la
interferencia de los aniones cloruro que se anaden a la mezcla cuando se
utiliza HCl para ajustar el pH, lo que sera discutido mas adelante. En estos
experimentos no fue posible utilizar HNO, debido a restricciones
impuestas a su adquisicion.

Al acercarse a la neutralidad, sobre todo a partir de pH 6, cuando no se
afiade ni HCI ni NaOH, se observa un cambio drastico en el espectro. De
aqui en adelante se utiliza NaOH para lograr condiciones progresivamente
mas alcalinas y el espectro mas intenso del acido carminico se obtuvo a pH
7. El espectro presenta una banda muy intensa a 129o cm’”, relacionada con
las vibraciones v(CC), §(C;OH), 8(CsOH) y 8(C;0H), asi como otras
bandas a 1077 cm™ y 462 cm™, debidas a las vibraciones del residuo
glicosidico y del esqueleto carbonado, respectivamente, segun lo
reportado por Leona®® y Cafiamares. '’

Los aumentos subsecuentes del pH llevaron a la adquisicién de espectros
cada vez menos intensos, con bandas menos definidas. Este resultado esta
parcialmente de acuerdo con los experimentos previos (4.2.1), asi como el
trabajo de Cafiamares,"”” donde la calidad del espectro se va degradando
progresivamente segiin se hace mas alcalino el medio. Sin embargo, a
diferencia de lo ocurrido en nuestro caso, se obtienen los mejores
espectros en medio dcido. "7 Hay una diferencia crucial, en los dos casos
(epigrafe 4.2.1y referencia 107) se utilizo dcido nitrico y no clorhidrico para
lograr condiciones acidas.

La explicacion, como ya se advirtié un par de parrafos atras, hay que
buscarla en adsorcidn de la molécula de acido carminico sobre la
nanoparticula de plata. El dcido carminico es una antraquinona (Figura 58)
con varios grupos hidroxilo, dos carbonilos y un grupo carboxilico, para la
que se han reportado tres constantes de disociacion acida."” Por esta
razon, en el rango de pH estudiado, la carga total de la molécula pasa de -1
apH2a-3apHu.
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Figura 57 Espectro
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Figura 58
Estructura del
dcido carminico y
disociacién a

diferentes niveles
de pH.

108
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pH>3.3 pH>6.9

pH>10.0 pH> 124

La primera disociacion del acido carminico ocurre en el grupo carboxilico
ubicado en posicion 2 (Figura 58) a pH > 3.3, seguida por la pérdida del
proton del hidréxilo en posicidn 6 a valores de pH superiores a 6.9. A
partir de pH 10.0 se convierte en un trianion al disociarse el grupo OH en
posicidn 3. En condiciones fuertemente bdsicas, por encima de pH 12.4, se
pierde el protén del hidroxilo ubicado en posicidn 8 y la molécula es un
tetraanion. Estas cargas negativas son estabilizadas mediante la formacion
de multiples estructuras resonantes, facilitadas por el sistema aromatico
de la molécula.

Los coloides de plata utilizados fueron preparados por reduccién con
citrato de sodio. Los aniones citrato cumplen una doble funcién, pues
permanecen adsorbidos en la superficie de las nanoparticulas,
manteniendo un ambiente reductor que evita la oxidacién de la platay a la
vez le brindan estabilidad al coloide y evitan que precipite. Esta presencia
de aniones en su superficie hace que las particulas tengan un potencial
zeta altamente negativo'”’ y ello favorece la adsorcion de moléculas con
carga total positiva. Cualquier otra sustancia, para adsorberse en la
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Figura 59 Espectro
SERS del extracto
de cochinilla.
Efecto del pH (pH
6 - 10). Inspector
Raman, A = 785

nm, coloide AgCt.
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superficie metdlica, necesita desplazar a los aniones presentes (citrato y
posiblemente también aniones nitrato, provenientes del AgNO, de partida
y del KNO, utilizado como agente agregante).

Como ya vimos, el dcido carminico tiene una carga total menos negativa a
pH acido, lo que explica que los mejores resultados se obtengan a pH 3 - 4
(epigrafe 4.2.1y referencia 107). Sin embargo, al utilizar HCI en lugar de
HNO, para controlar el pH o al utilizar NaCl en lugar de KNO; para
agregar las nanoparticulas, no se logra obtener el espectro del acido
carminico. Al parecer, los aniones Cl" logran adsorberse con mayor
facilidad en la superficie de la plata metdlica y no pueden ser desplazados
por las moléculas de dcido carminico. Este hecho es de vital importancia 'y
debe tenerse en cuenta para futuros trabajos de identificacién de
colorantes por medio de SERS.
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1230
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Intensidad Raman
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A partir de estos resultados, los espectros SERS restantes fueron
adquiridos a pH neutro o alcalino, comenzando por el espectro del
extracto de cochinilla, en una solucién acuosa de 10 mgmL™. En la Figura
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59 se observa que el mejor espectro se obtuvo a pH 7, donde se
encontraron las mismas bandas previamente observadas para el acido
carminico. Al igual que en el caso del colorante puro, la calidad del
espectro se va degradando al pasar a condiciones mas alcalinas,
evidenciado fundamentalmente con una disminucién de la intensidad de
los picos de la antraquinona.

El achiote es un colorante que se obtiene a partir de las semillas de Bixa
orellana y es usado extensamente como colorante alimentario en México,
principalmente en la peninsula de Yucatdn y en el Caribe. Su colorante
principal es la bixina, un carotenoide que produce tonalidades desde el
amarillo hasta el rojo. En 1997 se publicd uno de los pocos articulos®
relacionados con el espectro Raman de esta molécula, donde a partir de
calculos tedricos y resultados experimentales se encontraron y asignaron
cuatro bandas de Raman [1007: §(CHj;); 1153: v(C-C); 1183: §(C-H); 1528:
v(C=C)]. En el espectro de un extracto de achiote disuelto en agua a una
concentracion de 10 mgmL™ se observan estas mismas bandas y otras
cuatro que no se encontraron en el estudio de Oliveira.

Para el extracto de achiote fueron necesarias condiciones fuertemente
alcalinas para obtener un espectro con bandas intensas y bien definidas
(Figura 60). A pH entre 6 y 8 se pueden observar las bandas reportadas
para la bixina,® pero se trata de picos anchos y de baja intensidad. A partir
de pH 11, en cambio, se observan bandas muy intensas a 1007, 1153, 183 y
1528 cm™.

La bixina tiene una estructura lineal (Figura 61), con dobles enlaces
conjugados, un grupo ester en un extremo y un grupo carboxilo en el otro.
Estos grupos de los extremos deben ser los responsables de la adsorcién de
la molécula sobre las nanoparticulas metalicas. En medio acido debe ser
mas facil la adsorcion pues al ser un acido débil — pKa = 4.768, cercana a
los acidos férmico y acético - la molécula debe tener una carga total mas
positiva en esas condiciones. El espectro obtenido en condiciones
fuertemente alcalinas debe estar relacionado con un mecanismo distinto,
que involucre algo mds que la carga total de la molécula.
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Figura 60 Espectro
SERS del extracto
de achiote. Efecto
del pH (pH 6 - 13).
Inspector Raman,

A =785 nm, coloide
AgCt.

Figura 61
Estructura
quimica de la

bixina.
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Una pista proviene de la relacion de intensidades de las bandas a 153 y 183
cm’, que se invierte de pH g a pH 13. El pico a 183 cm™ esta relacionado
con las vibraciones del enlace C-H y su intensidad disminuye a medida
que aumenta la del pico a 1153 cm™, relacionado con las vibraciones del
enlace C-C, lo que podria indicar la ocurrencia de reacciones de
sustitucion nucleofilica en medio fuertemente bésico y en este caso podria
tratarse de un tipo de condensacion alddlica (Figura 62)."” Estas
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Figura 62

Condensacién
aldélica.
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reacciones son posibles por el caracter dcido que adquieren los hidrogenos
que estan situados en posicidn o con respecto al grupo carboxilico, lo que
permite que en presencia de una base fuerte se pierda este hidrogeno y se
forme un carbanidn, estabilizado por la resonancia de los dobles enlaces
cercanos. Este carbanién puede realizar un ataque nucleofilico a un
carbono de un grupo carbonilo de otra molécula de bixina, que debido a la
electronegatividad del oxigeno (que atrae los electrones del doble enlace)
presenta una densidad de carga positiva. De ocurrir este tipo de reaccion
entre dos moléculas de bixina podria aumentar el nimero de grupos
donores disponibles y eso facilitaria la adsorcidn sobre la nanoparticula.
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El muitle y el zacatlaxcalli han sido poco estudiados y se llegaron a
presentar controversias sobre la estructura del colorante principal en cada
caso. Sobre muitle se propuso que su colorante era el indigo, aunque
recientemente estudios realizados en la Universidad Auténoma de
Campeche indicaron que podia tratarse de un flavonoide. Lo mismo se
afirma en articulos de 2005" y 2011, sin explicar su estructura. Un trabajo
poco conocido, publicado en 1982,°° propone que el colorante presente en
las hojas de Justicia spicigera es la antocianina kaempferitrina (Figura 63).
Los autores aislaron la molécula a partir de las hojas de muitle y su
pertenencia a la familia de las antocianinas - que producen una gama de
colores desde el rojo hasta el purpura, en dependencia del pH - concuerda
con los tonos obtenidos al utilizar el muitle como colorante.

Por otra parte, se habia sugerido que el colorante en el zacatlaxcalli podia
ser un beta caroteno o un flavonoide. Resultados recientes y atin no
publicados de Esquivel et. al. demuestran que se trata del flavonoide
quercetina, cuya estructura se muestra en la Figura 64.
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Figura 63
Estructura
quimica de la
kaempferitrina.

Figura 64
Estructura

quimica de la

quercetina.
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Los espectros de SERS de estos colorantes fueron adquiridos por primera
vez en el curso de este trabajo. Para las dos moléculas, los mejores
espectros se obtuvieron a pH cercano al neutro y la intensidad de los
espectros disminuye con el aumento del pH, como se aprecia en la Figura
65y la Figura 66. En el caso del zacatlaxcalli algunas bandas se hacen mas
anchas y menos definidas. Teniendo en cuenta la estructura de ambas
moléculas, es de esperar que la mejor adsorcidn sobre la superficie de las
nanoparticulas ocurra en medio acido, al igual que para el 4cido
carminico.

La antocianina kaempferitrina es el glicésido del kaempferol, una
antocianidina. Dos trabajos de Merlin et. al., publicados en 1985™ y 1994,™
analizan el espectro Raman de las antocianinas, centrandose en el efecto
de los sustituyentes glicosidicos. En ambos articulos se encontraron pocas
diferencias entre los espectros de las antocianidinas y las antocianinas
estudiadas, aunque se encontraron algunos cambios en las regiones
cercanas a 1645 cm™ y 1350 cm’, asi como desde 500 cm™ hasta goo cm™.
Estos resultados concuerdan con el trabajo de Euler et. al.*® sobre la
composicién quimica de la Justicia spicigera.

Ese parece ser nuestro caso, porque aunque no se observan picos en la
region de 1645 cm™, se aprecian algunas diferencias en el corrimiento y
ensanchamiento de la banda cercana a 1330 cm™ (Figura 65), que se
encuentra alrededor de los 1320 cm™ en dos espectros reportados del
kaempferol."* "> Hay también evidencia de glicosilacion en el rango
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Figura 65 Espectro
SERS del extracto
de muitle. Efecto
del pH (pH 6 - 12).
Inspector Raman,

A =785 nm, coloide
AgCt.
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espectral bajo, las bandas estdn corridas y las intensidades son
marcadamente diferentes, con un pico muy intenso a 580 cm™. Este pico
no se observa en el espectro Raman del kaempferol reportado por Zuk et.
al.” y esta presente con baja intensidad en los espectros Raman y SERS
publicados por Jurasekova en 2006.™
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Ademas, las bandas intensas en la region de 400 - 600 cm™ ya fueron
observadas en un estudio previo de los espectros Raman y SERS de la
quercetina"®y fueron atribuidas a la interaccion del grupo catecol del
flavonoide con las nanoparticulas, formando un dimero quercetina -
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Figura 66 Espectro
SERS del extracto
de zacatlaxcalli.
Efecto del pH (pH
6 - 10). Inspector

Raman, A = 785
nm, coloide AgCt.
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nanoparticula - quercetina, porque estas bandas estaban ausentes en el
espectro Raman de la quercetina en solucion etanolica.

Se observa una gran similitud entre el espectro de la quercetina reportado
en este ultimo articulo y el espectro de zacatlazcalli obtenido en este
trabajo (Figura 66), no solo por los corrimientos de las bandas, muy
pequenios, sino también por las intensidades relativas de los picos. Esto
apoya los resultados mencionados anteriormente, de Esquivel y
colaboradores, que aislaron la quercetina en muestras de Cuscuta
americana.

Los espectros SERS de muitle y zacatlaxcalli son muy parecidos,
mostrando picos muy intensos en la zona de 400 cm™ a 600 cm™ y varios
picos mas entre 1100 cm™ y 1600 cm™, lo que era de esperar dado que
ambas moléculas comparten al ion flavilio como su estructura principal.
Sin embargo, es necesario un estudio mas detallado que permita adquirir y
comparar los espectros Raman y SERS de los extractos, el colorante
purificado y un estandar de referencia. La influencia de los diferentes
sustituyentes en el espectro podria entonces ser apreciada mas
claramente.
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Figura 67
Espectros SERS de
los colorantes
estudiados.

A) Acido

carminico 10~

molL™

B) Cochinilla 10
mgmlL’

C) Achiote 10
mgmlL’

D) Muitle 10
mgmL™

E) Zacatlaxcalli 10
mgmL™. Inspector
Raman, A = 785

nm, coloide AgCt.
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Por ultimo, los espectros del extracto de palo de Brasil no brindaron
informacion relevante, pues no se encontraron las bandas de la brasilina y
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la brasileina, reportadas previamente por Leona® y Oliveira,®* quizas por
la presencia de otras sustancias en el extracto que interfirieron en la
adquisicidn del espectro. A pesar de ello, si se obtuvieron buenos
resultados para el palo de Brasil en el andlisis por SERS de fibras de lana
tenidas, que se discuten en el epigrafe 4.2.3.2.

Los espectros de SERS obtenidos, mostrados a manera de resumen en la
Figura 67, pueden servir de referencia en trabajos futuros de identificacién
de colorantes en obras de arte u objetos de interés historico y en otras
areas del conocimiento.
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4.2.3

4.2.3.1
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SERS DE FIBRAS TENIDAS

FOTORREDUCCION IN SITU

La fotorreduccién in situ se realizé con el Renishaw RM2000, en el IEM de
Madrid. Se analizaron fibras tefiidas con cochinilla, palo de Brasil, achiote,
muitle y cempazuchitl. Las fibras, de aproximadamente un centimetro de
longitud, se fijaron en un cubreobjetos y se pusieron en contacto con una
solucion de AgNO, 10” molL™

68 7 ’
"7 que por este método las nanoparticulas se forman en

Se ha reportado
la interfase por la reduccion de los cationes Ag” (E°(Ag*/Ag°(aq))=-1.8 V)
por medio de los e, y los radicales 'H que se producen por la fotdlisis del
agua. Esta fotdlisis puede ocurrir en el volumen de reaccion debido a la

gran cantidad de energia depositada por el laser en esa zona.

En nuestro caso, se lograron obtener los espectros del achiote y el muitle
en fibras de lana (Figura 68), pero para las fibras tefiidas con cochinilla y
cempazuchitl solo se observé el espectro del carbono, con dos bandas
anchas centradas en 1300 y 1500 cm™, sin que se pudieran apreciar con
claridad los picos de los colorantes. Esta presencia de carbono puede estar
relacionada con problemas de enfoque o con pérdida de liquido, al
formarse una burbuja de aire dentro de la zona de trabajo.
Lamentablemente, el poco tiempo de equipo disponible no permitié
repetir estos experimentos para refinar las condiciones.

En general, las nanoparticulas comienzan a formarse a los pocos minutos
de irradiacion y la sefial de SERS se observa con claridad luego de unos 20
minutos, aunque en algunos casos los experimentos se alargaron hasta una
hora, sin que se apreciaran cambios significativos después de los primeros
20 - 30 min.

Estos experimentos se repitieron sin éxito en el Instituto de Fisica de la
UNAM, utilizando el espectrometro DXR Raman Microscope, pero
tampoco se pudieron adquirir los espectros de los colorantes y solo se
observaron las bandas de carbono. Dos aspectos técnicos influyeron en
estos malos resultados. El primero fue la poca estabilidad de la platina del
microscopio, lo que no permitia mantener el haz enfocado en la interfase
fibra - solucién. El segundo problema fue que al contar solamente con un
objetivo de 50 x el volumen de irradiacidon fue demasiado grande y no se
logro formar las nanoparticulas.
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Figura 68
Espectros SERS
fibras teriidas
obtenidos por

fotorreduccién in

situ.
Renishaw RM2o00o0,
A =514 nm.

4.2.3.2
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Comoquiera que estos dos aspectos constituyen limitaciones intrinsecas
del equipo, no fue posible reproducir ni mejorar los resultados de la
fotorreduccidn obtenidos en los primeros intentos en Madrid, por lo que
se abandono esta linea de investigacidn hasta contar con un equipo mas
adecuado.

Otros dos métodos fueron probados para adquirir los espectros de los
colorantes en fibras de lana tefiida. El primero de ellos fue depositar plata
sobre la fibra por evaporacion al vacio. Esta técnica resulto ser de dificil
implementacion y los resultados muy pobres, por lo que se pasé a la
aplicacion directa del coloide de plata sobre la fibra, cuyos resultados se
discuten en el siguiente epigrafe.

APLICACION DIRECTA DE NANOPARTICULAS

La aplicacidn directa de nanoparticulas coloidales sobre fibras tefiidas fue
reportada en 2009 por Brosseau et. al.*® sobre fibras de lana mordentadas y
tefiidas con purpurina, acido carminico, granza y amarillo de jazmin.

En nuestro caso, se deposit6 una alicuota del coloide sobre una hebra de la
fibra de lana tefiida con achiote, cempaztchitl, muitle o palo de Brasil y se
adquirieron inmediatamente varios espectros, mientras estaba humeda la
fibra y luego de secarse la gota del coloide.

En la Figura 36 se pueden observar los espectros Raman de estas fibras, en
los que no se encuentran las bandas caracteristicas de los colorantes. Al
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Figura 69 SERS de
fibras tefiidas. A)
Palo de Brasil, B)
Achiote, C)
Cempaztichitl, D)
Muitle.

Inspector Raman,

A =785 nm, coloide
AgCt.
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utilizar las nanoparticulas, sin embargo, la sefial Raman de los colorantes
es amplificada grandemente y se pueden observar las bandas especificas de

varios de ellos (Figura 69).

Intensidad Raman

200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000

\ .
Nutmero de onda / cm

Las bandas caracteristicas de palo de Brasil y achiote se aprecian
facilmente y en ambos casos coinciden con las reportadas por Oliveira en
dos articulos separados.® °* El espectro SERS de la fibra tefiida con achiote
muestra las mismas bandas que ya se habian observado en el espectro del
extracto, con pequeiios cambios en los nimeros de onda en algunos casos
y sin cambios en otros (Tabla 4 y Figura 70 C, D). Sin embargo, si cambia
la intensidad relativa de las bandas; la banda que aparece en la zona de
1525 — 1530 cm’, asignada a la vibracién en el plano del doble enlace C=C,
es mucho menos intensa en el espectro de la fibra tefiida, probablemente
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Figura 70 SERS de
extractos y fibras
tefiidas. A) Fibra
de muitle; B)
Extracto de muitle;
C) Fibra de
achiote; D)
Extracto de
achiote.

Inspector Raman,

A =785 nm, coloide
AgCt.

Tabla 4 Bandas
coincidentes en el
SERS de extractos
y fibras teiiidas de
achiote y muitle.

Figura 71
Estructura
quimica de la

quercetagetina.
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porque estos enlaces estan involucrados en la fijacion del colorante a la
fibra.

Intensidad Raman

200 400 Goo 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000

Numero de onda / cm”

Achiote Muitle

Extracto 1007 1153 183 1528 451 580 169 1482
(FWHM) | (24) G4  (40) (7)) |G5) (290 (50  (30)

Fibra 1006 1153 183 1524 447 573 168 1475
(FWHM) | (29) (290 (4 (53 [(® 63 (20 (26

También se obtuvieron espectros SERS especificos para las fibras restantes,
tefiidas con muitle y cempazuchitl. La estructura quimica del colorante
presente en la “Flor de muertos” esta claramente determinada y se trata de
la quercetagetina, un flavonoide muy similar a la quercetina. Tanto la
quercetagetina como la quercetina presentan un grupo catecol y la tinica
diferencia entre las dos moléculas es la presencia de un sustituyente
hidroxilo en la posiciéon C6 de la quercetagetina.

OH
o
IaVai
OH

Aunque esta correspondencia estructural deberia llevar a espectros SERS
muy similares, este no es el caso. Tal como ocurre para el zacatlaxcalli, las
bandas mas intensas del cempazuchitl estan agrupadas en dos regiones
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(400 cm™a 650 cm™ y 1oo cm™ a 1600 cm™), la posicién y la intensidad
relativa de los picos en ambas zonas son muy diferentes.

En el intervalo bajo, la banda mas intensa del cempazuchitl se encuentra
en los 634 cm™, con algunas bandas menos intensas a 408 cm™, 531 cm™ y
567 cm™, mientras que para el zacatlaxcalli las bandas intensas aparecen a
425 cm™y 479 cm™. Lo mismo se observa en la segunda zona, donde la
posicidn y la intensidad relativa de los picos de ambos flavonoides son
muy diferentes, el cempazuchitl muestra un pico estrecho y muy intenso a
1481 cm™ y para el zacatlaxcalli la banda mas intensa aparece en 1207 cm™ y
solo una banda de poca intensidad puede observarse cerca de los 1481 cm™,
mas precisamente a 1492 cm’.

Estas diferencias eran esperadas, de cierta forma, porque el espectro del
zacatlaxcalli se obtuvo a partir de una solucion acuosa del extracto de la
planta mientras que el cempazuchitl se fijo a la fibra de lana a través de un
mordiente. La presencia del alumbre (KAI(SO,),12H,0) puede afectar el
espectro Raman de la molécula de quercetagetina, asi como interferir en la
adsorcidén del flavonoide sobre la superficie de las nanoparticulas de plata.

Para asignar claramente los picos observados a las vibraciones de la
molécula de quercetagetina serian necesarios el estudio de un estandar de
referencia y una simulacion teorica de la molécula. No contamos con el
estandar necesario y la simulacion no es parte de los objetivos de este
trabajo. Sin embargo, si se prevé continuar los estudios de esta molécula,
utilizando estdndares y purificando extractos de cempazuchitl, junto con
estudios tedricos.

Como ya se menciond, el muitle es un colorante menos estudiado, aunque
se ha reportado la presencia de la antocianina kaempferitrina en sus
hojas.” Tal como se hizo con el achiote, los espectros del extracto y de la
fibra tefiida se compararon y los resultados se muestran en la Tabla 4 y la
Figura 70, A y B. las bandas presentan corrimientos pequenos, de entre 1y
7 cm™, pero las intensidades relativas y el ancho de los picos permanece
igual, a pesar de la menor concentracion del colorante en la fibra, lo que
produce una sefial menos intensa y una mayor interferencia de las bandas
de la lana y el citrato y provoca una peor relacion seial / ruido.

Teniendo en cuenta las dificultades relacionadas con la identificacion
precisa de las moléculas presentes en las plantas, entre ellas las
responsables del color, el método comparativo presentado hasta aqui
puede ser una manera efectiva de relacionar los colores presentes en los
objetos patrimoniales con aquellos que son extraidos directamente de sus
fuentes naturales y los que se fijan en fibras animales.
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4.3.1

RESULTADOS'Y DISCUSION

Los espectros SERS de los colorantes estudiados pueden servir para su
identificacion en estudios de patrimonio cultural u otros campos. Los
coloides de plata preparados por reduccion con citrato demostraron ser un
substrato de SERS estable y efectivo por mas de un afio. En el caso del
muitle, el zacatlaxcalli y el cempazuchitl estos son probablemente los
primero espectros de SERS reportados y esta metodologia abre la puerta al
estudio de otros colorantes mexicanos y fibras tefiidas con ellos.

RAMAN ENFRIADO CON HELIO

La mayoria de los materiales pueden ser analizados por espectroscopia
Raman sin que sufran dafos, pero en algunos casos la superficie donde
incide el laser se quema debido a la energia depositada por el haz. Aunque
esas quemaduras son dificiles de apreciar a simple vista, constituyen una
alteracion del material original y deben ser evitadas siempre que se trabaje
con obras de arte.

Se probaron varias muestras de pigmentos y pinturas, buscando identificar
los materiales que pueden sufrir con mayor facilidad quemaduras por la
incidencia del laser. Muchas de las muestras consistieron en pintura sobre
madera, preparadas de acuerdo a los métodos utilizados en el siglo XVI,
para semejar las condiciones que hemos de encontrar al analizar pinturas
de ese periodo.’ Las muestras restantes consistieron en pigmentos
sintéticos modernos, vertidos en pequenos contenedores y dejados secar
por varios dias. Estos pigmentos estaban incluidos en la paleta de artistas

103, 104

modernos como David Alfaro Siqueiros, por lo que se decidio probar
su sensibilidad al laser en vistas a estudios futuros sobre obras del siglo XX

y asi poder establecer las mejores condiciones para su analisis.

MUESTRAS DE PINTURA

Se analizaron mas de 50 muestras, de las que la piroxilina azul y muestras
aplicadas sobre madera de bermell6n y ocre mostraron signos claros de
deterioro después de adquirido el espectro Raman. Las imdagenes de
microscopia optica muestran pequeiias quemaduras en las tres muestras
luego de adquirir los espectros promediando en cada caso tres
adquisiciones de un segundo de duracion (Figura 72, A, D, G). La muestra
de piroxilina fue la mas dafiada, pues este pigmento es tan sensible al laser
que incluso con la menor potencia y el tiempo de adquisicion mas corto
posibles, 20 mW y 1 s, se observa inmediatamente una pequefia columna
de humo blanco y se percibe el olor a quemado.

Usualmente, los espectrémetros Raman portatiles no permiten bajar la
potencia del laser y el tiempo de adquisicion mas alla de ciertos niveles y
ese es el caso del Inspector Raman, por lo que fue necesaria otra solucion.
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Figura 72
Imdgenes de
microscopia
éptica de
bermellén (A, B,
C), ocre (D, E, F)y
piroxilina azul (G,
H), después de
adquirir espectros
con el Inspector
Raman, A = 785
nm, potencia
minima (20 mW).
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Una posibilidad es utilizar un filtro neutro, pero puede resultar dificil
acoplarlo al espectrometro (lo que constituye un problema menor) y sobre
todo, atenua la radiacion en las dos direcciones, por lo que la sefial que se
recibe es extremadamente débil y no es facil identificar bandas especificas
de los compuestos presentes en los materiales analizados. Otra via es
enfriar la superficie que se estudia, lo que logramos con un flujo de helio
que incide en la misma zona que el laser. Para lograr esto, se disend y
construyo un colimador pinhole conectado a una linea de He y acoplado a
la lente del espectrometro (Figura 30).

t=3s N RS t=10s

ave.=3 ave.=3
He -2 SLPM & He -2 SLPM

t=3s R - .0s
; ave.=3 [t IS ave.=3
He -2 SLPM X

8 He-2SLPM

Para el bermellén y el ocre, un flujo de helio de 2 litros estandar por
minuto (SLPM, siglas en inglés) fue suficiente para evitar los dafios en la
superficie. Inicialmente, los espectros se tomaron promediando tres
adquisiciones de tres segundos cada una y no se observaron daiios en la
superficie (Figura 72, By E). Luego se aument¢ el tiempo a 10,
promediando también tres espectros y tampoco se apreciaron sefales de
deterioro (Figura 72, Cy F).

La piroxilina present6 sintomas de dafos incluso a un flujo de helio de 9
SLPM, aunque al comparar las dos imagenes parece haber menos ablaciéon
al utilizar el helio y solo las capas mas externas presentan cambios, menos
dramaticos que cuando no se usa el helio (Figura 72, G y H). El tiempo de
adquisicion se mantuvo en el minimo (1 s) y no se hicieron intentos de
aumentarlo.
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Figura 73

Espectros Raman
de piroxilina azul
(A, B), ocre (C, D)

y bermellén (E, F).

Las lineas grises
corresponden a
espectros de
Raman normal y
las negras a

Raman enfriado

con helio.
Inspector Raman,
A =785 nm.
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En la Figura 73 se observan las claras diferencias entre el espectro tomado
con y sin helio. Para el bermellén, se observan sin helio las bandas
caracteristicas del HgS a 282 y 346 cm™, pero con un fondo bastante alto,
fundamentalmente debido a dos bandas anchas centradas en 640 cm™ y
1060 cm™, probablemente debidas a fluorescencia, asi como a las bandas D
y G del carbono (alrededor de 1315 y 1550 cm™)."®
SLPM fue suficiente para que desapareciera el ruido y las bandas del

Un flujo de helio de solo 2

carbono, observandose solo las bandas del HgS (Figura 73, Ey F).

Lo mismo ocurre con la muestra de ocre (Figura 73, C y D), sin el helio no
se observa ninguna de las bandas caracteristicas de los 6xidos de hierro y
solo estan presentes varias bandas anchas e intensas, centradas en 250, 650
y 1070 cm’, asi como las bandas D y G del carbono. Al utilizar el helio a 2
SLPM, aunque la intensidad de la sefial disminuye considerablemente, se
pueden observar tres bandas caracteristicas de la goetita en 307, 393y 549

Intensidad Raman

200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000

Ntmero de onda / cm”

Como ya se discutio, la piroxilina es mucho mas sensible al laser, pero las
imagenes de microscopia optica sugieren que el uso de helio permite
disminuir el dafo al pigmento. En la Figura 73, A y B, se aprecia que
también mejora considerablemente la calidad del espectro al utilizar la
corriente de helio. En el espectro de Raman normal, los picos de la
piroxilina aparecen superpuestos sobre el intenso ruido del fondo (Figura
73, A), un fondo que presenta las mismas bandas ya observadas en los
espectros de bermellon y ocre. Al utilizar un flujo de helio de 9 SLPM se
logro eliminar el fondo y no se observan bandas de carbono en el espectro,
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aunque, como ya se dijo, todavia se aprecia cierto grado de deterioro en las
imagenes microscopicas. Es necesario optimizar el dispositivo
experimental para disminuir el dafio al pigmento.

Este efecto del helio estd relacionado no solo con el enfriamiento de la
superficie, sino también con la creacion de una atmosfera inerte en la zona
estudiada y se evitan asi los procesos que llevan al deterioro del material
estudiado. Como ya se vio en 2.5, estos fendmenos pueden incluir procesos
de oxidacién - reduccion y de combustion, que llevan a la transformacion
de los pigmentos o de sus productos de degradacién quimica.” ” Es
interesante que para el indigo se reporta la formaciéon de una sustancia
blanquecina, el leucoindigo, lo que ha sido observado también en algunos
estudios de campo realizados con el Inspector Raman. El principal efecto
medido por De Santis” es el aumento de la temperatura localmente a
valores de varios cientos de Kelvin (entre 400 K y 1200 K, en dependencia
del compuesto estudiado), lo que apoya la hipétesis del efecto de
enfriamiento provocado por el flujo de helio.

EL MARTIRIO DE SAN PONCIANO

El método se aplico al estudio de “El martirio de San Ponciano”, una
pintura de gran relevancia, realizada en 1605 por Baltasar de Echave Orio,
que se conserva en el Museo Nacional de Arte en la Ciudad de México y
que se muestra en la Figura 74. Echave Orio es considerado uno de los
fundadores de la escuela de pintura novohispana, al romper con la
costumbre de imitar la pintura europea. Segtn las fuentes historicas, era
conocido también por la amplia paleta de colores que utilizaba. Estas
caracteristicas nos llevaron a estudiar esta obra de principios del siglo
XVII, pintada sobre tablas de madera.

Una pintura es un objeto muy complejo, su estudio requiere de técnicas
imagenoldgicas para llevar a cabo la prospeccién de la obra y determinar
las regiones mas relevantes para el subsiguiente analisis instrumental
utilizando diversas técnicas, como XRF, FTIR y Raman. Tras este estudio,
realizado por el Laboratorio de Diagnostico de Obras de Arte (LDOA) del
Instituto de Investigaciones Estéticas (IIE) de la UNAM, se determinaron
las regiones a analizar con espectroscopia Raman. Posteriormente se toma
un nimero minimo de muestras para el andlisis microscépico de la seccion
transversal.

Los resultados de estudios previos con espectroscopia Raman de otras
pinturas realizadas con técnica similar sugerian que la obra podia sufrir
deterioro por efecto del laser, por lo que de manera preventiva todos los
espectros se adquirieron utilizando el enfriamiento por helio. Se utilizo un
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flujo de helio de 2 a 5 SLPM y se promediaron en cada punto tres espectros
con un tiempo de adquisicion de tres segundos cada uno. Al utilizar el
colimador pinhole no es posible capturar imagenes microscopicas de la
zona estudiada, pero una inspeccion visual realizada al culminar la
adquisicidn de los espectros no reveld sefales de deterioro en la obra.

La pintura esta cubierta por una gruesa capa de barniz, lo que hace dificil
la obtencién de un espectro claro de la capa pictdrica y provocd que en la
mayoria de los casos se observara una fuerte fluorescencia. Sin embargo,
fue posible identificar algunos pigmentos y colorantes, asi como algunos
componentes de la capa de preparacion.

En las 4reas rojas y en las encarnaciones se encontré bermellén y palo de
Brasil, en estas tultimas mezclados con blanco de plomo, mientras que en
las zonas de color pardo - grisaceo se observaron bandas de ocre. En las
zonas blancas, ademas del blanco de plomo, se encontraron evidencias del
uso de yeso. Con menor certeza se pudo identificar la presencia de
verdigris y negro de carbdn. Por tltimo, en tres puntos se encontrd un
compuesto con bandas estrechas e intensas ubicadas en 419, 866 y 1266
cm”, que no pueden ser asignadas con claridad pero que pueden estar
relacionadas con un aceite, dado que estos compuestos presentan
habitualmente bandas muy fuertes alrededor de 800 y 1240 cm™" Algunos
de los espectros adquiridos se muestran en la Figura 75, mientras que un
resumen de los compuestos identificados en cada zona de la obra
estudiada se encuentra en la Tabla 5.

La espectroscopia Raman permitié obtener informacién complementaria a
la obtenida por otras técnicas analiticas. Si bien Raman tiene una
profundidad de andlisis menor que el FTIR o la fluorescencia de rayos X,
fue factible identificar algunos materiales organicos como la laca de palo
de Brasil, lo cual es relevante para determinar la paleta del pintor.

Los resultados obtenidos demuestran que la paleta de Echave Orio en esta
obra es muy usual y mas bien reducida, con respecto a lo que se podria
esperar dada su fama de gran colorista. Lo anterior implica que el pintor si
tenia una técnica notable, usaba y combinaba con gran maestria los
pigmentos que tenia disponibles y no lograba los efectos pictoricos con un
gran numero de pigmentos.
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Figura 74 “El

martirio de San
Ponciano”,
Baltasar de Echave
Orio, 1605, Museo
Nacional de Arte,
Ciudad de México.
Las figuras
coloreadas
muestran las
sustancias
identificadas en
cada zona.
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Calata Yeso

@ Oxidos dehierro @ Bermellon

A Carbon
@ Palo de Brasil

Blanco de plomo

Aceite

Verdigris

Amarillo de Pb-Sn
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Punto Region Color Bandas (cm™)  Asignacion
Tabla 5 018 Angel Encarnacion rosada 254, 341 Bermellén
Compuestos 1047 Blanco de plomo
identificados en o19 Pardo 354, 537 Oxidos de hierro
“El martirio de San |y — = -
o 027 Pardo 397, 541 Oxidos de hierro
Ponciano’, — -
Baltasar de Echave Tiad Amarillo 1052 Blanco de plomo
Orio, 1605, Museo  J2E Esquina Verde 1083 Calcita
Nacional de Arte, inferior 936 Verdigris
Ciudad de México. 045 derecha Blanco 1083 Calcita
046 1266 Aceite
047 Encarnacion rosada 252, 343 Bermellén
1052 Blanco de plomo
048 Blanco 1052 Blanco de plomo
057 Rosado 255 Bermellén
060 Rojo 255, 344 Bermellon
061 Encarnacionrosada 255, 344 Bermellén
1046 Blanco de plomo
063 Medio - Amarillo 396 Oxidos de hierro
izquierda 1002 Yeso
1049 Blanco de plomo
064 Rojo 251, 340 Bermellén
066 Encarnacion rosada 258 Bermellén
395 Oxidos de hierro
1048 Blanco de plomo
938 Verdigris
o073 Encarnacion rosada 255 Bermellén
398 Oxidos de hierro
1048 Blanco de plomo

1610 Palo de Brasil
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Punto Region Color Bandas (cm™)  Asignacién
075 Encarnaciéonrosada 255 Bermellén
1046 Blanco de plomo
414, 1011 Yeso
254, 330, 415, Palo de Brasil
541, 641, 788,
940, 1165, 1614
076 Encarnaciéonrosada 256, 345 Bermellén
1050 Blanco de plomo
1002, 415 Yeso
415, 942, 1610 Palo de Brasil
078 Pardo 301 Oxidos de hierro
1333 Carbon
079 Pardo 1266 Aceite
o080 Azul 1266, 866, 419 Aceite
083 Encarnaciénrosada 253, 344 Bermellén
1045 Blanco de plomo
253, 408, 538, Palo de Brasil
783, 941, 1619
086 Blanco 1050 Blanco de plomo
088 Blanco 1050 Blanco de plomo
099 Pardo 553, 409 Oxidos de hierro
101 Blanco 1048 Blanco de plomo
104 Amarillo 1051 Blanco de plomo
107 Blanco 1050 Blanco de plomo
108 Negro 1333, 1580 Carbon
935 Verdigris
19 Nifioenla  Encarnaciénrosada 1048 Blanco de plomo
125 parte Pardo 1050 Blanco de plomo
inferior 456 Amarillo de Pb-Sn
126 Verde 944, 1437 Verdigris
129 Rosado 1046 Blanco de plomo
944 Verdigris

4.4 RAMAN DE PINTURA MURAL

A mediados del siglo XVI, la orden agustina comenz¢ la construccién de

una serie de templos y conventos en el estado de Hidalgo. Varias de estas

construcciones fueron profusamente decoradas con pinturas murales,

algunas de ellas, como las que adornan el cubo de la escalera del ex-

convento de San Nicolas de Tolentino en Actopan, son consideradas entre

las mejores muestras del arte sacro novohispano.

Como parte de esta investigacion, realizada en colaboracion con el

Laboratorio de Diagnostico de Obras de Arte del Instituto de

Investigaciones Estéticas de la UNAM, se estudiaron los murales de los

templos y ex-conventos de San Nicolds de Tolentino, San Andrés Apdstol y

San Miguel Arcangel, ubicados en Actopan, Epazoyucan e Ixmiquilpan,
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respectivamente. En total, se adquirieron 441 espectros de Raman y SERS,
que en su gran mayoria permitieron identificar los compuestos presentes
en los murales.

Una muestra de los espectros Raman obtenidos se presenta en la Figura
76. En muchos puntos se encontré una fuerte fluorescencia que no pudo
ser completamente eliminada utilizando la correccion de linea base del
programa de adquisicion de los espectros, pero casi siempre pudieron
identificarse bandas especificas de varios pigmentos y algunos colorantes.
En la Figura 77 se resumen los pigmentos y colorantes encontrados en los
tres lugares, agrupados por color, mientras que la informacion completa
de las bandas identificadas y su asignacion, punto por punto, se puede
encontrar en las tablas de los anexos.

Se observd la presencia de calcita en un enorme porcentaje de los puntos
estudiados. Esto se debe tanto a su utilizacion para lograr tonos blancos
como a la historia de los murales, que durante afos estuvieron cubiertos
por varias capas de cal. El proceso de eliminacion de estas capas, mediante
raspado, permitio6 recuperar los murales pero deja restos del encalado que
pueden encontrarse en todas las zonas de los murales.

En menor medida, pero también presentes en todos los colores estudiados,
se identifico la presencia de yeso y carbon. El yeso parece haber sido
utilizado también extensamente, no solo para lograr colores blancos y
tonos claros, sino probablemente como parte de la preparacion de la
superficie pintada. Las bandas de carbon, claramente observables en los
colores negros y en menor medida en muchos de los espectros adquiridos,
se debe a su uso para lograr tonos oscuros y probablemente también a
pequenias quemaduras en la superficie estudiada, provocadas por la
energia depositada por el laser. Otro punto interesante es la presencia de
bandas que parecen corresponder con algtn aceite — que no pudo ser
identificado del todo - segun lo reportado por Vandenabeele en su estudio
sobre los aceites utilizados en obras de arte mexicanas.”™ Estas bandas
estaban presentes en todas las locaciones estudiadas y practicamente en
todos los colores, con excepcidn del verde y el amarillo.
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Figura 76
Espectros Raman
adquiridos en las

pinturas murales

de los templos y
ex-conventos
agustinos de
Actopan,

Epazoyucan e
Ixmiquilpan.
Inspector Raman,
A =785 nm.
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Figura 77
Pigmentos y
colorantes
identificados en
las pinturas
murales de los
templos y ex-
conventos
agustinos de
Actopan,
Epazoyucan e
Ixmiquilpan. Los
niimeros indican
el porcentaje de
aparicién de cada
compuesto en
muestras de un
mismo color, en

cada lugar

estudiado.
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En todos los murales estudiados se identifico la presencia de indigo en los

azules, muchas veces acompafiado de calcita y yeso. A pesar de la fuerte

fluorescencia que acompana los espectros adquiridos en zonas azules, casi

siempre fue posible observar los picos estrechos e intensos del indigo,

principalmente las bandas cercanas a 545 cm™ y 1570 cm™. Ademas, una

gran parte de estos espectros presentaban las bandas de yeso y calcita.
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En particular la presencia de indigo en el convento de Epazoyucan es de
gran relevancia, pues se conoce que la pintura fue policromada a
principios del siglo pasado. La coincidencia del azul de Prusia, de esta
época (identificado mediante XRF), y el indigo - del periodo colonial -
permite inferir que la policromia aplicada siguio en cierta medida la
original del periodo novohispano.

Llamo la atencion el uso de diferentes pigmentos rojos, pues se
encontraron evidencias del uso de 6xidos de hierro, minio y bermellon
(HgS) en algunas zonas rojas. Sin embargo, no se utilizaron de igual
manera en los tres lugares, lo que indica que existen diferencias en las
técnicas pictoricas. Los rojos de Actopan se lograron utilizando 6xidos de
hierro y bermelldn, si bien este tltimo se empleo preferentemente en los
labios de las figuras y en zonas donde se buscaba un tono de rojo mas
oscuro. El minio (Pb;O,) se encontré fundamentalmente en los rojos y
naranjas de Epazoyucan e Ixmiquilpan, aunque también fue identificado
en algunos ocres de Epazoyucan (en estos ocres ademads se encontraron
oxidos de hierro). Los rojos de este tultimo convento también contenian
bermellon, utilizado de la misma forma que en Actopan, mientras que en
ninguno de los tonos rojos de Ixmiquilpan se obtuvo evidencia de la
presencia de HgS. La presencia de estos pigmentos rojos fue confirmada
paralelamente mediante fluorescencia de rayos X, incluso fueron
identificados en algunos puntos en los que los espectros de Raman no
aportaron informacion util.

Otra particularidad de los murales del templo de San Miguel Arcangel en
Ixmiquilpan es la presencia de indigo y de minio en tres zonas negras
independientes. La ultima y quizds mas interesante diferencia es la
presencia de bandas atribuibles a la cochinilla en una zona naranja y otra
amarilla, como se puede apreciar en los espectros que se muestran en la
Figura 78. En el punto naranja, ademas de los picos de minio en 381 cm™ y
538 cm™, se observan dos bandas comtiinmente presentes en los espectros
de cochinilla, en 1219 cm™ y 1308 cm™, ademas de un pico en 1590 cm™, este
ultimo dificil de observar pues se confunde dentro de la banda G del
carbono. En la zona amarilla se observan con mayor intensidad las bandas
en 1219 cm” y 1309 cm’, unidas a una banda débil en 448 cm™.

Es necesario aclarar que esta identificacion de cochinilla no esta exenta de
dudas y dificultades, primero porque la banda que aparece alrededor de
1308 cm™ estd corrida con respecto a la que se encuentra en los espectros
de acido carminico puro, donde aparece en la zona de 1292 cm™. Sin
embargo, en pruebas realizadas con muestras de grana y lacas de
cochinilla preparadas con esta grana, se observo el mismo corrimiento y la
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Figura 78
Espectros Raman
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presencia de

cochinilla. Templo
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Ixmiquilpan.
Inspector Raman,
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banda apareci6 cercana a los 1310 cm™. Otro elemento de duda es la
presencia de bandas muy intensas en esa zona en varios de los espectros
adquiridos en el ex-convento de San Andrés Apostol en Epazoyucan, y que
fueron atribuidos a la presencia de aceites. No obstante, las bandas
atribuidas a aceites en Ixmiquilpan aparecieron alrededor de 1250 cm™y
1350 cm’, por lo que no coincidirian con las bandas de cochinilla. De
hecho, estas bandas de aceite aparecen junto a las de cochinilla en el
espectro del punto naranja de la Figura 78.

La identificacion de la paleta en estas pinturas murales aporta nuevos
datos e informacién mas precisa para el estudio de este patrimonio, que no
habia sido analizado de esta manera.

Intensidad Raman

Amarillo

) M 1 v 1 v 1 v 1 v 1 v 1 M 1
200 400 600 8oo 1000 1200 1400 1600 1800 2000
Nuamero de onda / cm”

SERS EN PINTURAS MURALES

El estudio de los murales del templo de San Miguel Arcangel de
Ixmiquilpan constituy6 una oportunidad unica de adquirir espectros de
SERS directamente en los murales, seguramente por primera vez en
México. De los 212 puntos analizados en este templo, en unos 20 se
aplicaron ademas alicuotas de 5 pL de coloide agregado con KNO;,
utilizado como substrato de SERS en esta investigacion. Una muestra de
los espectros obtenidos, junto con los espectros de Raman normal
correspondientes al mismo punto, se muestran en la Figura 79.

La amplificacién de la sefial de Raman no es del orden de la reportada
pero en

20, 26, 29

comunmente en la mayoria de los articulos sobre el tema,
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casi todos los casos se observa una disminucion de la fluorescencia y una
mejor definicion de los picos. Este efecto SERS tan discreto no es del todo
inesperado, teniendo en cuenta la heterogeneidad de los murales y las
condiciones reales en que se encuentran, cubiertos de polvo y otros
contaminantes como excrementos de paloma, lo que obstaculiza la
interaccion de las nanoparticulas de plata con los pigmentos y colorantes
presentes en la superficie.

De los espectros que se muestran en la Figura 79, solo en el punto rojo no
se observa una mejoria apreciable al utilizar la plata. En la zona azul se
definen mejor los picos del yeso y la calcita, ademds de aparecer nuevos
picos del indigo y de aceite en el espectro de SERS. Una banda de yeso,
ausente en el espectro de Raman del amarillo, es claramente observable al
utilizar SERS, mientras que se observa una gran disminucion de la
fluorescencia en el espectro del negro. Por dltimo, en el naranja ademas de
disminuir la fluorescencia pudieron observarse los picos de minio,
ausentes en el espectro de Raman.

Este punto naranja y otro azul atrajeron nuestra atencion al adquirir los
espectros de SERS. En ambos casos los espectros de Raman mostraron una
fluorescencia muy intensa y no permitieron identificar el pigmento o
colorante utilizados. Al aplicar los coloides de plata se pudieron observar
las bandas de minio en el naranja y de indigo en el azul. En la Figura 8o y
la Figura 81 se muestran amplificaciones de la zona baja de estos espectros,
donde se puede apreciar facilmente el efecto SERS producido por las
nanoparticulas de plata. Si bien, como ya se dijo, no se trata de una gran
amplificacidn, para el propdsito de identificar los pigmentos y colorantes
utilizados si marca una gran diferencia, pues pasamos de no poder
discernir la presencia de bandas especificas de ninguno de ellos, a
identificar sin dudas la presencia de indigo y minio.

Aunque el método de SERS debe ser perfeccionado para su aplicacion
directa en obras patrimoniales, sin comprometer la integridad del objeto
de estudio ni dejar residuos de los coloides utilizados, esta investigacion
constituye un primer paso en la introduccién de una herramienta mas en
el analisis de obras de arte y objetos de interés histdrico, que complementa
otras técnicas ya establecidas y utilizadas con muy buenos resultados
durante varios afos.

Al mismo tiempo, nuevos métodos de aplicacion de SERS deben ser
desarrollados y probados en condiciones de laboratorio y de campo. De
estos, dos de los mas interesantes son el TERS** 55>y el uso de geles con
nanoparticulas™® de plata, que en ambos casos permiten amplificar la sefial
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Figura 79
Espectros de
Ramany SERS de
pintura mural.
Templo de San

Miguel Arcdngel,

Ixmiquilpan.
Linea sélida
gris:Raman; linea
sélida negra:
SERS. Inspector
Raman, A = 785
nm, coloide AgCt.

RESULTADOS'Y DISCUSION

de Raman de las muestras sin alterarlas y sin dejar residuos en la zona
estudiada.
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5 CONCLUSIONES Y
RECOMENDACIONES

Esta tesis constituye una investigacion pionera en la aplicacion de las
espectroscopias Raman y SERS al estudio del patrimonio cultural
mexicano y aporta nuevos métodos de estudio e identificacion de los
materiales presentes en los bienes culturales, fundamentalmente los
pigmentos y colorantes. Estos métodos complementan otras técnicas ya
establecidas previamente, como la imagenologia ultravioleta e infrarroja,
la fluorescencia de rayos X, la espectroscopia infrarroja y los estudios
mediante aceleradores de particulas, que permiten la caracterizaciéon no
destructiva de estos objetos.

Como resultado de este trabajo, se prepararon nanoparticulas de plata 'y
oro en suspension coloidal y se caracterizaron por espectroscopia
ultravioleta - visible y por microscopia electrénica de transmisién. Aunque
no todos los coloides de plata y oro mostraron actividad SERS, los coloides
de plata preparados por reduccién con citrato de sodio fueron ttiles para
amplificar la sefial de Raman y se mantuvieron estables durante mas de un
afo, con lo que se sobrepasd ampliamente el tiempo de vida ttil de estos
materiales, comiinmente aceptado como tres meses.

Los colorantes organicos utilizados en México constituyen un interesante
objeto de estudio, por su diversidad y por ser poco conocidos, si se
exceptua un pequeiio grupo encabezado por el indigo y la cochinilla. Esta
investigacion permitié la adquisicidon de espectros SERS de extractos de
colorantes mexicanos y de fibras de lana tefiidas. Los espectros obtenidos
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de muitle, zacatlaxcalli y cempazuchitl son probablemente los primeros
adquiridos mediante esta técnica y, junto con los del resto de los
colorantes estudiados, constituyen una referencia para estudios
posteriores.

La espectroscopia Raman no estd exenta de riesgos y la energia depositada
por el laser puede provocar pequefios dafos a los objetos analizados. Una
parte de este trabajo estuvo dedicado a buscar una solucion a este
problema y se disefid y construyé un colimador que permite acoplar el
espectrometro Raman a un flujo de helio, lo que minimiza y en muchos
casos evita por completo el deterioro de la superficie. Estos flujos de helio
ya habian sido utilizados previamente en analisis mediante haz externo en
aceleradores de particulas, pero es la primera vez que se utiliza en
espectroscopia Raman. Se obtuvieron espectros Raman mediante
enfriamiento por helio de muestras sensibles al laser, en condiciones de
laboratorio y luego la técnica se aplicé con éxito en un caso de estudio: el
analisis de “El martirio de San Ponciano”, de Baltasar de Echave Orio.

La experiencia adquirida en el laboratorio fue aplicada al andlisis de un
buen ntimero de bienes patrimoniales, entre los que destacan las pinturas
murales de los templos y ex-conventos agustinos de Actopan, Epazoyucan
e Ixmiquilpan. Estos murales fueron estudiados mediante espectroscopias
Raman y SERS, lo que permitié obtener resultados relevantes como la
presencia de indigo en los azules — que sugiere que la policromia de los
murales data del periodo colonial - y la identificacion de diferentes
pigmentos y colorantes en la paleta, signo de la aplicacién de diversas
técnicas pictoricas. Ademas, este estudio de SERS constituye la primera
aplicacion de este método al andlsis de pinturas murales en México.

Aunque se cumplieron los objetivos propuestos, esta investigacion
presento algunas limitaciones que a su vez indican las lineas a seguir para
profundizar y mejorar estos estudios. En primer lugar, son necesarias
nuevas investigaciones para crear una base de datos amplia de los
colorantes y pigmentos utilizados en México, comenzando por su
identificacion a partir de las fuentes historicas y etnograficas disponibles,
la identificacion de sus fuentes y la determinacion de su composicion.
Paralelamente, estos compuestos deben ser caracterizados para contar con
el espectro de la sustancia pura y de los extractos y lacas preparados con
ellos. Estas bases de informacion han de permitir una mejor interpretacién
de los resultados obtenidos en el estudio de bienes culturales mediante

técnicas no invasivas.
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Ademas, es necesario mejorar la técnica del Raman enfriado con helio, de
forma tal que su aplicacidn sea atin mas segura y permita la utilizacion
simultdnea del microscopio, asegurando asi un enfoque correcto en la
zona de interés. Paralelamente, debe estudiarse la utilizacion de filtros
neutros, acoplados al extremo del microscopio y debe valorarse en qué
casos es mas factible la utilizaciéon de uno u otro método.

Por ultimo, aunque los coloides de plata demostraron ser un substrato de
SERS muy efectivo, su aplicacidn directa a muestras reales estd limitada
por ser invasiva, por lo que es necesario desarrollar y aplicar técnicas de
SERS que permitan su empleo en los andlisis de bienes culturales, sin
provocar alteraciones ni generar residuos. Resulta interesante, en este
sentido, estudiar la aplicacion del TERS y de los geles con coloides de
plata.
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Tabla 6

Compuestos
identificados en la
pintura mural del
ex-convento de
San Nicolds de
Tolentino,
Actopan.

Punto Color Asignacion Bandas (cm™) Punto Color Asignacion Bandas (cm™)
ACTi01 Pardo Carbon 1305 1544 ACT303 Ocre Calcita 1078
ACT102 Pardo Carbon 1312 1538 Carbon 131 1547
ACT103 Pardo Carboén 1201 1584 ACT304 Ocre Carbon 1292 1538
Calcita 1078 ACT305 Blanco Yeso 1004
Yeso 1000 Calcita 1082
ACTi04 Pardo Carbon 1208 1562 Carbon 1310 1537
Calcita 1076 ACT306 Blanco Calcita 1082
Yeso 1002 Carbon 1552
ACT105 Rojo Carbén 1312 1547 ACT307 Blanco Yeso 1006
ACTi06  Rojo Bermellén 245 Calcita 1083
Oxidos de hierro 282 402 Carbén 1295 1537
Yeso 1009 ACT308 Blanco Yeso 1007
Calcita 1073 Calcita 1084
Carboén 1296 1566 Carbén 1586
ACTio7 Negro Carbon 1319 1564 ACT309 Blanco Calcita 1083
ACT108 Blanco Calcita 1076 Carbén 1304 1550
Yeso 1008 ACT310 Blanco Calcita 1084
Carboén 1310 1566 Carbén 1314 1525
ACTio9 __ Negro Carbén 315 1537 ACT3n Blanco Yeso 1004
ACTuo Rojo Oxidos de hierro 286 396 Calcita 1082
Yeso 1005 Carbén 1528
Calcita 1074 ACT312 Blanco Yeso 1005
Carbon 1308 1562 Calcita 1082
ACT1 Pardo Carbon 1313 1577 Carbén 1289 1560
Yeso 1001 ACT313 Negro Calcita 1082
Calcita 1078 705 Carbén 1326 1571
ACTuz Gris Carbon 1313 1576 ACT314 Negro Calcita 1080
Yeso 1006 Carbén 1295 1563
ACTi3 Negro Carbén 1295 1576 ACT315 Blanco Yeso 1013
Calcita 1076 Aceite 1224 1310
ACTug Ocre Calcita 1078 ACT316 Blanco Yeso 1009
Aceite 1259 1357 1444 Calcita 1079
ACTus Ocre Carbon 1307 1536 Aceite 1308
Calcita 1078 ACT317 Amarillo Calcita 1076
ACTu6 Blanco Calcita 1078 Carbon 1557
Yeso 1004 ACT318 Amarillo Yeso 999
ACTuy Negro Carbén B2 1547 Calcita 1077
ACTu8 Gris Carbon 1309 1559 Carbén 1297 1555
Yeso 1012 ACT319 Rojo Calcita 1074
ACTng Amarillo Oxidos de hierro 389 Carbén 1282 1547
Calcita 1076 ACT320 Rojo Carbon 1307 1528
Carboén 12908 1556 ACT321 Rojo Calcita 1077
ACTi20 Amarillo Carbon 1302 1544 Carbon 1568
ACT121 Blanco Yeso 1007 Aceite 1259 1358
Calcita 1078 ACT322 Rojo Calcita 1075
Carboén 1319 1539 Carbén 1549
ACT22___ Negro Carbén 1319 1552 Aceite 1256 1356
ACT123 Rojo Carboén 1305 1547 ACT323 Rojo Calcita 1077
ACTi24 __ Pardo Carbén 1297 1565 Carbén 1539
ACT125 Blanco Yeso 1001 ACT324 Rojo Calcita 1076
Calcita 1078 Carbon 1293 1529
Carboén 1542 ACT325 Rojo Calcita 1077
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Punto Color Asignacion Bandas (cm™) Punto Color Asignacion Bandas (cm™)
ACT126 Blanco Yeso 1009 ACT326 Rojo Calcita 1077
Calcita 1078 ACT327 Rojo Oxidos de hierro 272 398
Carbon 1555 Calcita 100
Aceite 1120 1216 1308 Yeso 1077
ACT127 Gris Yeso 1009 ACT328 Rojo Yeso 998
Calcita 1077 Calcita 1076
Carbon 1309 1572 Carbén 1314 1594
ACT128 Gris Yeso 1012 ACT329 Ocre Carbén 1296 1532
Calcita 1078 ACT330 Pardo Calcita 1078
Carbén 1311 1567 Carbén 1318 1525
ACTi29 Gris Carbon 1310 1538 ACT331 Pardo Calcita 1077
ACT130 Rojo Oxidos de hierro 402 Carbén 1568
Calcita 1079 Aceite 1259 1358
Carbén 1302 1558 ACT332 Ocre Yeso 1000
ACT131 Rojo Oxidos de hierro 405 Calcita 1077
Calcita 1079 Carbén 1576
Carbon 1298 1530 ACT333 Ocre Calcita 1077
ACT132 Rojo Oxidos de hierro 226 287 402 Carbén 1296 1540
Carbon 1317 1536 ACT334 Ocre Calcita 1077
ACT133 Rojo Bermellén 246 336 Carbén 1296 1548
ACT134 Rojo Bermellon 251 341 ACT335 Ocre Calcita 1076
ACT135 Negro Carbon 1312 1544 Carbén 1298 1581
ACT136 Negro Carbon 1317 1554 ACT336 Blanco Calcita 1078
ACT201 Negro Carbon 1287 1572 Yeso 1005
Calcita 1076 ACT337 Negro Carbén 1317 1574
ACT202 Azul Indigo 546 131 1569 ACT338 Blanco Calcita 1075
Aceite 1247 ACT339 Gris Calcita 1074
ACT203 Azul Indigo 544 1308 1569 Carbén 1576
Calcita 1075 ACT340 Blanco Calcita 1076
Aceite 1247 ACT341 Negro Calcita 1076
ACT204 Ocre Yeso 1000 Carbon 1292 1578
Calcita 1075 ACT342 Negro Calcita 1076
Carbon 1300 1568 Carbon 1292 1578
ACT205 Blanco Calcita 1077 ACT343 Blanco Yeso 1000
ACT206 Rojo Yeso 1000 Calcita 702 1077
Calcita 1077 ACT344 Negro Calcita 1076
ACT207 Amarillo Calcita 703 1077 Carbon 1323 1543
ACT208 Amarillo Calcita 704 1078 ACT345 Negro Carbon 1305 1552
ACT209 Blanco Yeso 1002 ACT346 Gris Calcita 1076
Calcita 705 1079 Carbon 1552
ACT210 Blanco Calcita 704 1078 ACT347 Gris Calcita 1076
ACT2n Amarillo Yeso 1001 Carbén 1571
Calcita 1079 ACT348 Blanco Yeso 1002
ACT212 Amarillo Yeso 1002 Calcita 1077
Calcita 1079 Carbon 1573
ACT213 Negro ACT349 Gris Carbon 1542
ACT214 Blanco Yeso 1000 ACT350 Negro Calcita 1078
Calcita 1077 Carbén 1316 1576
Aceite 1256 1353 ACT351 Gris Calcita 1076
ACT215 Pardo Calcita 1075 Carbén 1302 1575
Carbon 1292 1540 ACT352 Blanco Calcita 1076
ACT216 Azul Indigo 548 1313 1569 Carbén 1309 1576
ACT217 Azl Indigo 548 314 1569 ACT353 Gris Calcita 1076
Yeso 1006 Carbén 1309 1576
Calcita 1076 ACT354 Blanco
Aceite 1249 ACT355 Ocre
ACT218 Verde Yeso 1010 ACT401 Rojo Oxidos de hierro 400
Carboén 1319 1537 Yeso 997
ACT219  Verde Yeso 1006 Calcita 1075
Calcita 1077 ACT402 Rojo Oxidos de hierro 400
Carbon 1320 1553 Yeso 998
ACT220 Verde Yeso 1007 Calcita 1076
Carbén 1327 1518 Carbén 1298 1555
ACT221 Verde Yeso 1006 ACT403 Blanco Calcita 1076
Carbon 1335 1570 Yeso 999
ACT222 Verde Carboén 1307 1537 ACT404 Negro Carbon 1312 1566
ACT223 Azl Indigo 548 B2 1570 ACT405 Blanco Yeso 998
Yeso 1008 Calcita 1076
Calcita 1077 ACT406 Blanco Calcita 703 1077
ACT224 Verde Yeso 1002 ACT407 Negro Carbon 1559
ACT225 __ Verde Yeso 1000 Calcita 1075
ACT226 Ocre Oxidos de hierro 393 ACTs01 Azul Indigo 550 1566
Yeso 1005 Calcita 1076
Calcita 1075 Yeso 995
Carboén 1293 1550 Aceite 1254 1357
ACT227 Ocre Oxidos de hierro 392 ACT502 Azul
Yeso 1001 ACT503 Amarillo Calcita 1077
Calcita 1077 ACTs04 Pardo
Carbon 1287 1581 ACTs05 Blanco Calcita 1075
ACT228 Blanco Yeso 1000 ACTs506 Negro Calcita 1077
Calcita 1078 Carbén 1593
ACT229 Ocre Yeso 1003 ACTs07 Rojo Oxidos de hierro 287 402 488
Calcita 1077 ACT601 Rojo
ACT301 Ocre Carbén 1288 153 ACT602 Amarillo Calcita 1077
ACT302 Ocre Calcita 1078 ACT603 Gris Calcita 1074
Carbon 1557 Carbon 1295 1553
Aceite 1254 1355 ACT604 Gris Calcita 1075
Carbon 1295 1564
ACT605 Rojo Calcita 1076
Carbon 1538
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Tabla 7
Compuestos
identificados en la
pintura mural del
ex-convento de
San Andrés
Apéstol,
Epazoyucan.

ANEXOS
Punto Color Asignacion Bandas (cm™) Punto Color Asignacion Bandas (cm™)
EPAo1 Azul EPAs3 Azul Indigo 547 1579
EPAo2 Azul Indigo 548 1574 Calcita 1078
Calcita 1081 Aceite 1313
EPAo3 Azul Aceite 586 1029 192 EPAs4 Azul Indigo 547 1571
EPAog Pardo Calcita 1081 Calcita 1079
EPAos Pardo EPAss5 Azul Indigo 549 1313 1571
EPAo06 Rojo Aceite 586 1029 192 Calcita 1077
EPAoy Azul Aceite 586 1029 192 EPAs56 Blanco Calcita 1079
EPAo08 Azul Aceite 586 1029 192 EPAs7 Blanco Yeso 1001
EPAog Blanco Aceite 586 1029 192 Calcita 1079
EPA10 Blanco Aceite 586 1029 192 Aceite 1258 1355 1444
EPAn Negro Calcita 1081 1559 1673
Carbén 1321 1584 EPAs8 Azul Indigo 545 1572
EPA12 Aceite 586 1029 192 EPAs9 Blanco Calcita 705 1079
EPA13 Aceite 586 1029 192 Yeso 1001
EPA14 Azul EPA60 Naranja Minio 378 534
EPA15 Azul EPA61 Azul Indigo 547 1573
EPA16 Azul Aceite 1219 1308
EPA17 Azul Aceite 586 1029 192 EPA62 Blanco Yeso 1001
EPA18 Rojo Bermellon 246 337 Calcita 1078
EPA19 Rojo Minio 385 541 EPA63 Rojo Minio 306 384 540
EPA20 Rojo Minio 381 535 Calcita 278 704 1080
EPA21 Rojo Minio 383 535 Aceite 969 1255 1356
Aceite 1030 190 EPA64 Rojo Bermellon 246 334
EPA22 Rojo Minio 384 538 Calcita 1077
EPA23 Ocre Calcita 1079 EPA65 Ocre
EPA24 Rojo Minio 383 538 EPA66 Ocre Yeso 1005
EPA25 Rojo Bermellon 251 340 Calcita 1079
Yeso 1003 Aceite 1218 1308
Calcita 1080 EPA67 Ocre Minio 382 537
EPA26 Azul Indigo 550 1570 Yeso 1015
Calcita 1080 Calcita 1079
EPA27 Azul Aceite 1215 1309
EPA28 Ocre Calcita 1076 EPA68 Blanco Yeso 1007
Oxidos de hierro 389 539 Calcita 1079
EPA29 Ocre Aceite 1221 1308 1601
EPA30 Ocre Aceite 967 1028 192 1688
EPA31 Azul Aceite 968 1029 193 EPA69 Blanco Yeso 1007
Indigo 553 1574 Aceite 194 1224 1314
EPA32 Ocre Calcita 1080 1602 1688
EPA33 Ocre Calcita 1078 EPA70 Ocre Calcita 1078
Aceite 1223 1308 Aceite 1306
EPA34 Negro Calcita 1079 EPA71 Ocre Yeso 1007
Carbon 1316 1575 Calcita 1079
EPA3s5 Negro Calcita 1079 Aceite 1221 1308 1596
Carbon 1315 1575 1687
EPA36 Azul Calcita 1079 EPA72 Ocre Calcita 1079
Indigo 547 1573 EPA73 Ocre Calcita 1079
EPA37 Azul Calcita 1076 EPA74 Ocre Calcita 1079
Indigo 547 667 748 Carbon 1309 1590
1019 131 1358 EPA7s5 Ocre
1569 EPA76 Azul Indigo 551 1315 1572
EPA38 Azul Indigo 542 1571 EPA77 Azul Indigo 553 1316 1573
Aceite 968 1028 192 Calcita 1077
1309 EPA78 Azul Indigo 549 1313 1571
EPA39 Azul Indigo 551 1573 EPA79 Naranja Minio 393 543
Yeso 1006 EPA80 Naranja Minio 387 541
Aceite 1222 1310 1690 EPA81 Naranja Minio 384 543
EPA40 Azul Indigo 550 EPA82 Naranja Minio 385 543
Yeso 1005 Yeso 1004
Aceite 1222 1310 1467 Carbén 1310 1543
1605 1688 EPA83 Naranja Minio 385 541
EPAs Azul Indigo 551 315 1572 Carbén 131 1544
Calcita 1079 EPA84 Negro Carbon 1292 1585
Yeso 1004 Calcita 1081
EPA42 Azul Indigo 550 670 1315 EPA8s5 Negro Carbon 1319 1586
1572 Calcita 1080
Calcita 1079 EPA86 Pardo Calcita 709 1082
Yeso 1006 1144 Carbon 1568
Aceite 1253 1367 Aceite 1265 1359
EPA43 Azul Indigo 547 131 1570 EPA87 Gris Carbén 1310 1576
Calcita 1076 Calcita 1080
EPA44 Azul EPASS Negro Carbén 1321 1578
EPA45 Rojo Bermellén 243 332 Calcita 1082
Calcita 1076 EPA8g Negro Carbén 1292 1585
EPA46 Rojo Minio 381 538 Calcita 1080
Calcita 1077 EPAgo Gris Carbén 1562
EPA47 Blanco Calcita 1078 Calcita 1083
EPA48 Blanco Aceite 1260 1359
EPA49 Rojo Bermellén 247 335 EPAg1 Gris Carbén 1572
Oxidos de hierro 383 539 Calcita 1083
Calcita 1078 Aceite 1357 1421
EPAso Blanco Yeso 1001 EPAg2 Blanco Carbon 1565
Calcita 1080 Calcita 709 1082
Aceite 1319 Aceite 1260 1357 1437
EPAs1 Blanco Yeso 1001 EPAg Negro Carbén 1306 1591
Calcita 1080 EPAg4 Negro Carbon 131 1585
EPAs2 Amarillo Yeso 1001 Calcita 1080
Calcita 1080
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Punto Color Asignacién Bandas (cm™) Punto Color Asignacion Bandas (cm™)
IXMoo1 Amarillo Calcita 1076 IXMis1 Azul Indigo 660 1312
Tabla 8 Yeso 1022 > ¢ 1554770 i
Compuestos _ Carbon 1286 1558 Calcita 1077
. e IXMoo1S Amarillo Calcita 1078 Yeso 1005
ldentlflcados enla Yeso 1002 IXMis2 Naranja Minio 381 538
. Carbén 1547 Yeso 1009
plntura mural del XMooz Azul Indigo 548 131 1569 Calcita 1076
Calcita 1073 Carbon 1553
templo de San Yeso 1001 IXMi53 Negro Carbon 1315 1566
M guel Ar(‘dngel, IXMoo2S Azul Indigo 549 666 1312 IXMis4 Negro Carbon 1315 1537
.. 1363 1570 Minio 397 537
IXmlqullpan. Yeso 1007 138 1078 IXM201 Blanco Calcita 703 1076
IXMoo3 Negro Carbon 1305 1544 Yeso 998
IXMoo4 Negro Carbon 1296 1570 IXM202 Rojo Minio 379 535
Calcita 1075 Calcita 1077
IXMoos Negro Carbon 1303 1567 Carbon 1313 1551
IXMoosS Negro Carbon 1332 1561 IXM203 Azul Indigo 547 664 1312
IXMoo6 Negro Carbon 1300 1560 1570
IXMoo7 Negro Carbon 1313 1556 Yeso 1005
Calcita 1076 Calcita 1077
IXMoo8 Negro Carbon 1315 1568 IXM204 Blanco Yeso 999
IXMoo8S Negro Carbon 1327 1581 Calcita 703, 1077
Calcita 1077 IXMz205 Rojo Minio 385 539
IXMoog Azul Indigo 547 1314 1569 Calcita 703 1077
Calcita 1077 IXM206 Rojo Minio 381 537
IXMoogS Azul Indigo 548 663 1314 Calcita 704 1077
1369 1460 1571 IXM207 Negro Carbon 1293 1564
Calcita 1079 Calcita 1076
Yeso 140 IXM208 Negro Carbon 313 1569
XMoo Negro Carbon 1560 Calcita 705 1076
Calcita 1075 IXM209 Naranja Calcita 703 1077
Aceite 1262 1355 Carb6n 1314 1572
IXMon Naranja Calcita 1076 IXM210 Naranja Calcita 702 1077
Carbon 1292 1573 Carb6n 1297 1581
IXMo12 Azul Carbon 1305 1532 IXM2n Naranja Calcita 704 1078
IXMo13 Azul Indigo 545 Carbon 1319 1578
Carbon 1304 1555 IXM212 Naranja Calcita 703 1077
IXMoi4 Rojo Minio 380 537 Carbon 1313 1550
Calcita 703 1078 IXM213 Negro Carbon 1296 1567
Carbén 1310 1557 Calcita 1079
IXMo14S Rojo Minio 547 IXM214 Blanco Calcita 704 1078
Calcita 1078 Yeso 1000
Carbon 1566 Aceite 1259 1349 1410
Aceite 1254 1355 IXM215 Azul Indigo 546 665 1312
IXMo1s Rojo Minio 383 538 1570
Calcita 1077 Calcita 703 1078
Carbon 1310 1543 IXM216 Rojo Oxidos de hierro 383 536
IXMo16 Naranja Yeso 1005 Calcita 1076
Calcita 704 1078 Carbon 131 1576
Carbén 1308 1584 IXM217 Amarillo Calcita 703 1078
IXMo16S Naranja Yeso 1004 Carbon 313 1576
Calcita 1078 IXM217S Amarillo Calcita 706 1079
Carboén 1320 1555 Carbon 1575
IXMory Naranja Calcita 1078 Aceite 1258 1356
Carbén 1313 1577 IXM218 Azul Indigo 549 666 744
IXMo17S Naranja Minio 390 537 1313 1571
Yeso 1012 Calcita 1078
Calcita 1074 IXMa219 Azul Indigo 547 1310 1569
Carbon 131 1557 Calcita 1078
IXMo18 Rojo Calcita 1077 IXM220 Blanco Yeso 1000
Carbon 1562 Calcita 705 1078
Aceite 1254 1353 IXM221 Azul Indigo 547 664 B2
IXMo18S Rojo Calcita 1078 1571
Carbon 131 1567 Calcita 1078
IXMoig Rojo Oxidos de hierro 301 545 IXM222 Azul Indigo 549 665 744
Carbon 1297 1547 1314 1571
IXMo19S Rojo Calcita 1078 Calcita 703, 1078
Carbon 1296 1541 Yeso 1004 1142
IXMoz20 Rojo Calcita 1077 IXM223 Naranja Oxidos de hierro 388 539
Carbon 1295 1543 Calcita 705 1078
IXMo20S Rojo Calcita 702 1078 Carbon 1305 1567
Carbén 1301 1539 Aceite 1256 1348
Yeso 110 IXM224 Rojo Minio 387 538
IXMo21 Naranja Minio 383 539 Calcita 703 1078
Calcita 1078 Carbon 1296 1567
Carbén 1304 1535 IXM225 Amarillo  Calcita 1077
IXMo22 Blanco Calcita 704 1078 Carbon 1295 1561
Yeso 1006 IXM226 Negro Carbén 1310 1572
Carboén 1302 1592 Calcita 1081
IXMoz23 Blanco Calcita 703 1078 IXM227 Blanco Calcita 704 1078
Yeso 1007 Carbon 1294 1573
Carboén 1314 1575 IXM228 Azul Indigo 551 661 1316
IXMoz24 Azul Carboén 1307 1530 1572
IXMoz5 Azul Indigo 546 659 744 Calcita 705 1079
1312 1564 Yeso 1000
IXMo26 Negro Carbén 1203 1556 IXM229 Azul Indigo 547 665 742
Calcita 1078 131 1570
IXMoz27 Azul Indigo 545 658 1302 Calcita 1079
1567 Aceite 1250 1357
Calcita 1074 IXM230 Amarillo Calcita 705 1078
IXMo28 Azul Indigo 542 1308 1568 Carbén 1317 1549
IXMo29 Negro Carboén 1290 1525 IXM231 Amarillo Calcita 1078
IXMo3o Azul Indigo 545 659 1310 Carbén 1313 1564
1567 IXM231S Amarillo Calcita 275 705 1079
Calcita 1075 IXM232 Amarillo Calcita 276 702 1078
IXMio1 Azul Indigo 545 659 1312 Yeso 1001
1569 IXM233 Negro Carbén 1333 1590
IXMio2 Amarillo Yeso 1012 Calcita 1078
Calcita 1077 IXM234 Azul Indigo 548 1569
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Punto Color Asignacién Bandas (cm™) Punto Color Asignacion Bandas (cm™)
Carbén 1293 1570 Calcita 1078
IXMi03 Rojo Carbon 1293 1552 Aceite 1259 1359
Calcita 1075 IXM234S Azul Indigo 547 1309 1571
IXMiog4 Pardo Calcita 1077 Calcita 1077
Carbén 1290 1578 Yeso 1014
IXMios Azul Indigo 546 660 1312 IXM235 Azul Indigo 548 655 1573
1569 Calcita 1078
IXM106 Rojo Yeso 1011 Yeso 999
Calcita 704 1078 IXM236 Azul Indigo 547 657 1312
Carbén 1302 1576 1571
IXMio7 Amarillo Calcita 1077 1IXM237 Azul
Carbon 1313 1577 1IXM238 Amarillo Calcita 1074
IXM108 Amarillo Yeso 10 Yeso 1005
Calcita 1077 Carbon 1285 1526
Carboén 1570 1XM239 Amarillo Calcita 272 701 1076
Aceite 1255 1354 IXM240 Blanco Calcita 270 700 1076
IXM1og Amarillo Yeso 1006 Yeso 1005
Calcita 704 1077 IXM241 Rojo Carbon 1298 1550
Carbon 1307 1544 1IXM242 Negro Carbon 1297 1557
IXMuo Naranja Minio 383 537 Calcita 1075
Calcita 1076 1XM243 Blanco Calcita 274 702 1076
Carbon 1298 1519 Yeso 999
XM Azul Indigo 548 667 1314 1XM244 Blanco Calcita 272 699 1076
1571 IXM245 Blanco Calcita 1076
Yeso 1007 Yeso 999
Calcita 1077 Carbon 1526
IXMu2 Rojo Calcita 1078 1IXM246 Negro Carbon 1317 1566
Carbén 1302 1553 Calcita 1073
Aceite 1255 1360 1XM247 Ocre Calcita 273 703 1077
IXMu3 Azul Indigo 549 666 1313 Carbén 1316 1569
1571 Desconocido 1428
Calcita 1079 IXM248 Ocre
IXMug Azul Indigo 548 665 1315 IXM249 Rojo Calcita 1076
1571 Carb6n 1538
Calcita 1078 IXM250 Azul Indigo 1313 1569
Yeso 1012 140 Calcita 1074
Aceite 1253 1356 IXM251 Azul Indigo 545 666 747
IXMus Negro Carboén 1301 1567 1313 1570
Calcita 1076 Calcita 1077
IXMu6 Blanco Calcita 704 1078 Yeso 1014 1138
Yeso 1007 IXM252 Blanco Calcita 273 703 1077
Aceite 1224 1309 Yeso 1003
Carbon 1574
IXMuy Negro Calcita 1078 IXM253 Negro Carbon 1313 1577
Yeso 1010 IXM254 Naranja Calcita 1077
Carbon 1287 1570 Yeso 1005
IXMu8 Negro Carbon 1317 1572 Carb6n 1543
IXMug Rojo Yeso 1004 IXM255 Naranja Minio 383 539
Calcita 1078 Calcita 274 704 1078
Carbon 131 1574 Yeso 1001
IXM120 Azul Indigo 547 663 1312 IXM256 Azul Indigo 548 662 1313
1570 1571
Calcita 1078 Calcita 704 1078
Yeso 1007 Yeso 1010 1143
IXMi21 Blanco Yeso 1005 IXM3o01 Blanco Calcita 1074
Calcita 1078 Carbon 1298 1540
Carboén 131 1540 IXM302 Negro Calcita 1075
IXMi22 Azul Indigo 549 658 31 Indigo 548 1309 1570
1570 IXM303 Azul Indigo 546 658 1308
Yeso 1002 1567
Calcita 1078 Calcita 1074
IXM123 Azul Indigo 547 662 B2 IXM303S Azul Indigo 547 658 31
1570 1563
IXMi24 Negro Carbon 1293 1541 Calcita 702 1077
XMi2s Blanco Yeso 1007 Aceite 1256 1353
Calcita 703 1078 IXM304 Negro Carbén 314 1569
Carbon 131 1555 Calcita 1077
IXM126 Rojo Oxidos de hierro 383 537 Yeso 1000
Calcita 1075 IXM304S Negro Carbén 315 1574
Carboén 1285 1544 Calcita 703, 1076
IXMi27 Blanco Calcita 703 1077 Yeso 1000
Carboén 1317 1556 Minio 538 607
IXM128 Blanco Yeso 1009 XM305 Rojo Minio 381 538
Calcita 1078 Yeso 1007
Carbon 1300 1567 Calcita 1076
IXM129 Blanco Yeso 1000 Carbon 1299 1555
Calcita 702, 1078 IXM305S Rojo Minio 298 382 538
IXM130 Azul Indigo 544 659 1309 Yeso 1007
1569 Calcita 1075
Yeso 10 Carbon 1306 1566
Calcita 702 1077 IXM306 Rojo Minio 380 537
IXMi31 Azul Indigo 546 1308 1568 Yeso 1007
Yeso 999 Calcita 1076
Calcita 1075 Carbon 1299 1569
IXMi32 Negro Carbon 1203 1575 IXM306S Rojo Minio 382 538
Calcita 1075 Calcita 274 700 1077
Yeso 1007 Carbon 1304 1554
IXMi33 Naranja Minio 386 537 Aceite 1353
Yeso 1006 IXM3o07 Gris Carbon 1317 1552
Calcita 1076 Calcita 1073
IXM134 Azul Indigo 548 660 749 IXM308 Azul Indigo 1301 1562
1313 1569 Calcita 702 1076
Yeso 1003 Yeso 1005
Calcita 1077 IXM308S Azul Indigo 550 665 1312
IXM135 Azul Indigo 543 1559 1565
Yeso 1006 Calcita 697 1076
Calcita 703 1077 Yeso 1013
Aceite 849 1258 1357 IXM309 Verde Yeso 1006
1447 1674 IXM310 Blanco Yeso 1006
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Punto Color Asignacién Bandas (cm™) Punto Color Asignacion Bandas (cm™)
IXM136 Azul Indigo 548 660 749 Calcita 1076
1313 1569 Carbon 1204 1539
Yeso 1003 IXM3u Rojo Yeso 1005
Calcita 1077 Calcita 1075
IXMi37 Azul Calcita 1077 Carbon 1275 1539
Carbon 1302 1568 IXM312 Rojo Calcita 701 1075
IXM138 Blanco Calcita 1077 Carbon 1298 1552
Carbén 1537 1IXM313 Negro Carbon 1309 1546
IXMi40 Blanco Yeso 1008 Calcita 1074
Calcita 1076 IXM314 Gris
Carbén 1296 1532 1IXM315 Gris
IXMi41 Azul Indigo 547 659 1567 IXM316 Rojo Oxidos de hierro 283 398 601
Calcita 1077 Yeso 1000
Aceite 1256 1354 Calcita 1076
IXMi42 Azul IXM317 Rojo Oxidos de hierro 279 396 600
1XM143 Naranja Minio 386 538 IXM319 Rojo Oxidos de hierro 277 399
Yeso 1006 Yeso 1000
Calcita 1077 Calcita 1077
Carbon 1568 IXM320 Gris Carbon 1295 1538
Aceite 1254 1354 Calcita 1077
IXM144 Naranja Minio 381 538 Yeso 1007
Cochinilla 1219 1308 1590 IXM321 Gris Carbon 1294 1555
Yeso 1007 Calcita 1075
Calcita 1077 Yeso 1005
Aceite 1256 1356 IXM322 Gris Carbon 1298 1549
IXMi45 Cera Calcita 1077
IXM146 Naranja Minio 375 534 Yeso 1007
Calcita 1077 IXM323 Rojo Oxidos de hierro 278 396
1XM147 Negro Calcita 1077
IXM148 Amarillo Cochinilla 448 1221 1307 IXM324 Rojo Oxidos de hierro 398
Yeso 1006 Calcita 699 1077
Calcita 276 703, 1077 Yeso 1001
IXM149 Amarillo Calcita 1078
Desconocido 1427
IXMis0 Azul Indigo 544 660 31
1568
Calcita 1076
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