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RESUMEN

TITULO: ESTUDIO DE ABSORCION OPTICA Y ESPECTROS RAMAN DE UN MODELO
ELECTROLITICO DE MEDIO EXTRACELULAR.!

AUTOR: MORENO GOMEZ, Eduard Javier.?

PALABRAS CLAVES: ESPECTROS, DISPERSION, ABSORCION, SOLUCION ELECTROLI-
TICA, BANDAS VIBRACIONALES.

DESCRIPCION

Se realiz6 el estudio de propiedades 6pticas de una solucion electrolitica que simula el medio extrace-
lular sanguineo (SME), empleando las técnicas de reflectancia total atenuada FTIR ATR y dispersion
Raman. Se comparé el espectro vibracional del agua con el de la soluciéon electrolitica en la region
comprendida entre 2700 - 4000 cm ™!, donde se encuentran las bandas de estiramiento del enlace O-H
del agua. Como consecuencia de las bajas concentraciones de las sales de cloruro de sodio ( NaCl ),
potasio ( KCl ) y calcio ( CaCly ) que se emplearon en la preparacion de la solucién electrolitica, no
se observaron cambios significativos en los espectros, por lo anterior, fue necesario estudiar el efecto de
cada una de las sales utilizando soluciones acuosas con mayores concentraciones que el medio extrace-
lular. Los resultados evidencian desplazamientos de los picos de intensidad de cada una de las bandas
del agua, 3286 cm ™! y 3492 cm ™! para IR y 3207 cm ™' y 3432 cm ™! para Raman, con el aumento en
la concentracion. El efecto en FTIR ATR es més notorio sobre la banda de estiramiento antisimétrico
con pico en 3492 cm~!. Para la solucién acuosa de cloruro de calcio se observé un corrimiento de 58
cm ™! a frecuencias mas bajas, mientras que para las soluciones acuosas de cloruro de potasio y sodio
se observaron corrimientos menores 44 em ™! y 39 em ™! respectivamente. En espectroscopia Raman se
registro el efecto mas fuerte en la banda de estiramiento simétrico donde el mayor desplazamiento se
observé para la solucién acuosa de CaCls con un corrimiento hacia frecuencias mas altas de 27 em™1,
seguido por soluciones acuosas de cloruro de sodio y calcio con 21 em™! y 14 em™! respectivamente.

ITrabajo de grado
2Facultad de Ciencias. Escuela de Fisica. Directores: Janeth Fernandez Pinto, Fisico. David Alejandro Miranda,
Mercado, Fisico. Sandra Milena Pinto Bohorquez, Quimica .
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ABSTRACT

TITLE: OPTICAL ABSORPTION AND RAMAN SPECTRA STUDY OF AN ELECTROLYTIC
EXTRACELULLAR MEDIUM MODEL!

AUTHOR: MORENO GOMEZ, Eduard Javier.?

KEYWORDS: ESPECTRUM, SCATTERING, ABSORTION, ELECTROLITIC SOLUTION, VI-
BRATINAL BAND.

DESCRIPTION

The optic properties of an electrolytic solution were studied. This solution simulates the sanguineo-
us extracellular medium (SME), using both attenuated total reflectance (FTIR ATR) and Raman
scattering techniques. Water vibrational spectrum and electrolytic solution vibrational spectrum were
compared in the 2700-4000 em” region, where the OH-bond stretching bands are found. In order
to prepare the electrolytic solution, three low concentrated salts were used: sodium chloride (NaC1),
potassium chloride (KC1) and calcium chloride (CaClsy). As a result of the low salt concentration
employed, there was no found significant spectrum changes. Because of this, it was necessary to study
the effect of each salt, using aqueous solutions with higher concentrations than in the extracellular
medium. Results show shifts on the intensity peaks as the concentration increase: from 3286 cm-1 to
3492 cm-1 with IR and from 3207 cm ™! to 3432 em ™! in the case of Raman. The effect in FTIR ATR
is more evident on the asymmetric stretching band, showing a peak in 3492 em~!. The sodium chloride
solution showed a 58 ¢m ™! —shift at low frequencies; while potassium chloride and calcium chloride
solutions exhibited lower shifts 44 cm ™! and 39 cm ™! respectively. The strongest effect, using Raman
spectroscopy, was found in the symmetric stretching band, where the calcium chloride solution showed
the largest shift toward 27 em ™! frequencies, followed by the sodium chloride and potassium chloride
solutions, which exhibited 21 em ™! and 14 em™! shifts, respectively.

ITrabajo de grado
2Facultad de Ciencias. Escuela de Fisica. Directores: Janeth Fernandez Pinto, Fisico. David Alejandro Miranda,
Mercado, Fisico. Sandra Milena Pinto Bohorquez, Quimica .
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INTRODUCCION

La tendencia al crecimiento en los indices de incidencia y mortalidad del cancer en el mundo han
generado un reto cientifico que conllevé al crecimiento de investigaciones enfocadas en el diagndstico
temprano, la comprensién de la evolucion de esta enfermedad y posibles técnicas o terapias para su cura
(Breastcancer.org, 2014; Backman et al., 2000). Bajo este enfoque el grupo de investigacion CIMBIOS
desde hace méas de una década se dedica a estudiar la Biofisicoquimica del cancer y a desarrollar
técnicas para realizar deteccion temprana de los tipos de céancer de mayor incidencia en Colombia, el
cancer de mamas y cuello uterino (Miranda et al., 2014, 2013) .

Actualmente, se conoce que las propiedades eléctricas y Opticas son diferentes en el tejido normal y
cancerigeno (Backman and Roy, 2013). Por ejemplo, para céncer de cuello uterino en el grupo de
investigacion CIMBIOS la técnica mas usada para estudiar sus caracteristicas es la espectroscopia
de impedancia eléctrica (EIS), porque permite observar como las propiedades eléctricas de los tejidos
varian a medida que la enfermedad altera de forma estructural y fisioldgica al tejido. Bajo esta premisa,
Miranda y colaboradores encontraron que la resistividad del medio extracelular entre otros paradmetros
esta correlacionada con el grado de lesion (Miranda et al., 2013), los cuales se clasifican en tejido normal,
bajo grado de malignidad (LSIL), alto grado de malignidad (HSIL) y cancer de cuello uterino (CC).
Posteriormente, Pinto y colaboradores simularon las concentraciones i6nicas del medio extracelular
de plasma sanguineo para cada uno de estos estados del tejido (Pinto et al., 2016), encontrando una
variacién de las concentraciones de sodio y potasio con el grado de malignidad .

Dado que el medio extracelular de plasma sanguineo esta compuesto principalmente de agua , sales de
cloruro de potasio, sodio y calcio (Hall, 2010), en esta investigacion se busco observar los efectos del
cambio en las concentraciones ionicas en el medio sobre el espectro Raman e IR de este modelo. Sin
embargo, debido a que las concentraciones de estas sales son del orden de milimolar mM, se estudio
por separado el efecto que cada sal produce sobre el espectro Raman e IR del principal componente
del medio extracelular, el agua. Este proceso se realizé con el interés de relacionar los cambios en las
concentraciones i6nicas con algunas propiedades 6pticas de dicho modelo, que como se ha mencionado
antes, estan directamente relacionados con grados de malignidad en cancer (Prevarskaya et al., 2010).

Con base en lo anterior, se presenta en este documento primero un marco teorico en el cual se describen
conceptos relacionados con esta investigaciéon, segundo la metodologia y los materiales, tercero los
resultados y su discusion y quinto las conclusiones.

11



Capitulo 1

MARCO TEORICO

La espectroscopia estudia la interaccién de las ondas electromagnéticas con la materia, por medio del
analisis de espectros, que permiten caracterizar la interacciéon de una determinada muestra en un rango
de longitudes onda. Para esto es necesario un dispositivo que actué como sensor y registre el fenémeno
fisico que se presenta, en el caso especifico de los modos vibracionales de una molécula, se puede en
este tipo de estudio se emplea un espectrofotometro IR para detectar los cambios en la intensidad o
un espectrémetro Raman que detecte la radiacion dispersada, los dos fenomenos son completamente
diferentes y por tanto su instrumentacion varia. Para poder estudiar estos dos fenomenos, a continua-
cion se presenta un modelo cldsico que permite determinar los modos vibracionales de una molécula
los cuales pueden visualizarse a través del espectro medido por infrarrojo (IR) y Raman, posteriormen-
te se describen clasicamente los fenomenos de absorcién y dispersion y la instrumentacion necesaria
para su medicion experimental, por dltimo, se presenta la teoria de solvatacién y como afecta estas
interacciones el espectro del agua.

1.1. MODELO VIBRACIONAL DE UNA MOLECULA

Para estudiar el comportamiento de algunas sustancias, se han creado modelos sencillos que permiten
visualizar el comportamiento general de todo el sistema. Este modelo vibracional de una molécula,
consiste en la unién de uno o mas atomos por medio de un enlace. Estos 4tomos se encuentran en un
movimiento continuo, alejandose y acercdndose a partir de un punto de equilibrio. Este movimiento es
denominado vibracion molecular. Clisicamente, este enlace entre &tomos se modela como un sistema
de masa resorte que oscila en una posicién de equilibrio descrito por la siguiente expresion:

d>q
T kT =0, (1.1)

la expresién 2.1 evidencia que el movimiento de la molécula se describe como un movimiento arménico
periédico con una frecuencia natural de vibracién dada por:

I

L [k (1.2)

vy = —
0 o /1"

en donde v representa las frecuencia de vibracién de la molécula, sin la presencia de fuerzas o energias
externas que la perturben. Estas frecuencias son propias de cada sistema en estudio, es decir, cada

molécula tiene su frecuencia caracteristica dependiendo de los elementos que la conformen.

Para el anélisis de los modos vibracionales de moléculas con mas de dos atomos, existen modelos
avanzados como el desarrollado por Wilson o de la matrices GF (Wilson, 1955), Este método consiste

12



CAPITULO 1. MARCO TEORICO 13

en construir la molécula en el espacio de coordenadas cartesianas y luego se transforma a una base
de coordenadas internas, en este nuevo sistema se toman en cuenta tGnicamente los cambios de las
distancias entre enlaces y los angulos que estos forman (Colthup, 2012). Para la matriz GF, se realiza

primero una construccién de la molécula poliatémica en coordenadas cartesianas y luego se pasa a un
conjunto base de coordenadas internas (Requena and Romén, 2004), como se observa en la figura 1.1,
con esto se busca describir todos los posibles desplazamientos atémicos internos, de tal forma que se
toman tnicamente los cambios en las distancias y los 4ngulos entre los 4&tomos enlazados.

Spx = —(Seit5)

L cosld) By — by
= y;5en($)

Se=D0gijx
L i) Bty G
T sen(®)

Figura 1.1: Representacion grafica de una molécula de agua utilizando el sistema de coordenadas
propias dentro del sistema.

En este desarrollo, la matriz G esté relacionada con la energia cinética de las vibraciones moleculares,
la cual depende de parametros estructurales de la molécula. La matriz F se construye teniendo en
cuenta un conjunto de valores relacionados con la fuerza entre cada uno de los atomos, que vienen
a ser un conjunto de constantes de fuerza (Requena and Roméan, 2004), relacionadas con la energia
potencial del sistema. Los pardmetros mencionados para los calculos matriciales corresponden a datos
empiricos.

Bajo el contexto de esta teoria, si se suponen N particulas que vibran con una amplitud pequena
respecto de la posicién de equilibrio en el sistema ponderado de coordenadas. La energia cinética total
sera:

3N
27 =) i, (1.3)
i=1

donde ¢; = \/MqAZq, Giy1 = V/MaAYa ¥ Git2 = /MaAz,, corresponden a cada una de las coordena-
das ponderadas para un atomo « de la molécula, teniendo en cuenta que estos realizan un movimiento
cerca del punto de equilibrio, se puede asociar una energia potencial relacionada con todo el conjunto
de particulas.

3N
2V =" fijaiq (1.4)
4,J
donde el termino f;; = (%) corresponde a las constantes de fuerza. A partir, de estas expresiones
945 )

para la energia cinética y potencial d, se puede utilizar el formalismo de Euler-Lagrange para estudiar
la evolucién temporal de este sistema a partir de la siguiente expresién:
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d oTr oV
— =0 (1.5)
dt 0qr, ~ Oqy

donde k = 1,2, ...,3N, al realizar las respectivas operaciones se obtiene una ecuaciéon diferencial de la
forma:

3N
gr + Z Jikqi =0 (1.6)

i=1

Esta expresion corresponde a un sistema acoplado de ecuaciones diferenciales que puede desarrollarse
después de un proceso algebraico como la multiplicacién de las matrices G y F. De este proceso se
obtiene la ecuacion secular 1.7 que permite determinar los valores propios del sistema, que corresponden
a los modos normales de vibracion.

3N

Z(fik —A6ij)Ai =0 (1.7)

=1

El estudio de estos modos vibracionales se realiza a través de dos fenomenos de interés en este trabajo de
investigacioén, que son la absorciéon y la de dispersion Raman, los cuales seran estudiados a continuacion.

1.2. ABSORCION

El fenémeno de absorcion se explica clasicamente como la perdida de la intensidad de luz cuando
interactia con la materia (Griffiths and College, 1999), el campo eléctrico de la onda electromagnética
ocasiona un cambio en el momento dipolar de las moléculas presentes sin posterior emisién, como
consecuencia de esto las moléculas incrementan su energia cinética la cual es disipada por colisiones
intermoleculares, es decir, aumenta la temperatura del medio sin emitir.

La relacién de esta pérdida de intensidad de la radiacién fue estudiada por Beer - Lambert, quienes
postularon la ley que lleva sus nombres (Larkin, 2011; Ferraro, 2003), por lo tanto para un medio con
absorcion pura se cumple:

I = Lexp(—pa(M)D), (1.8)

en esta ley se expresa una disminucién exponencial de la intensidad incidente I, relacionada con el
espesor del medio [, para una concentracién ¢ y un coeficiente de extincién molar €. Donde la luz
incidente debe ser monocromatica y el medio debe ser puro y uniformemente absorbente.

De acuerdo con la ley de Lamber-Beer se puede establecer una relacién entre las intensidad inicial y
final:

1
T(%) = — % 100, (1.9)
I,
donde T'(%) corresponde al porcentaje de transmision en funcién del nimero de onda, muy util para
analisis cualitativos (Ferraro, 2003), sin embargo, para andlisis cuantitativos se realizan medidas de
absorbancia, que corresponde a la relacion:
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I
AN = l091070 = ecd (1.10)

La absorbancia se emplea frecuentemente en espectroscopia porque permite realizar medidas cualita-
tivas, relacionadas directamente con la concentracién en una solucién por medio para esto se emplean
generalmente curvas de calibracién . En la figura 1.2 se presenta como ejemplo el espectro de absor-
bancia del agua.

Espectro FTIR del agua

Figura 1.2: Espectro ATR del agua

En esta figura se muestra el espectro ATR del agua, tomado con el espectrofotometro FTIR Nicolet
IS 50, del laboratorio de espectroscopia (LE) de la Universidad Industrial de Santander.

En este tipo de espectros se gréfica la absorbancia en funcién del nimero de onda donde se observan
dos bandas bien definidas la primera entre 1500- 1700 cm™! que corresponde a la banda de flexion de
las moléculas de agua, la siguiente que se encuentra entre 2700 - 3800 cm™! aproximadamente , que
corresponde a las bandas de estiramiento (Eisenberg and Kauzmann, 2005).

Por medio del infrarrojo se pueden hacer estudios de tipo cuantitativo y de tipo cualitativo, esto gracias
a que en cada una de las regiones del infrarrojo permiten realizar este tipo de estudios, de acuerdo a
las propiedades que se deseen medir (Skoog D.A., 1992). Estas regiones son:

= Infrarrojo medio: en esta regién espectral se emplean técnicas que permiten andlisis cuantitativos
y cualitativos, se realiza la adquisicion de espectros de absorcion, reflexion y emision. se extiende
entre los 670 y los 4000 cm *.

» Infrarrojo cercano: Es de especial interés por que en esta se hacen estudios cuantitativos de espe-
cies como el agua, dioxido de carbono, azufre, hidrocarburos de bajo peso molecular, nitrogeno
aminico y compuestos de interés para la agricultura y la industria mediante reflectancia difusa.
Esta region se extiende entre 4000 - 1400 cm !.

= Infrarrojo lejano: empleado para estudio de especies inorganicas y organometalicas empleando
absorcion.
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1.3. ESPECTROSCOPIA DE REFLECTANCIA TOTAL ATE-
NUADA EN EL INFRARROJO (FTIR-ATR)

Este tipo de espectroscopia permite un analisis cuantitativo y cualitativo de la absorbancia, ademas
sirve para el anélisis de muestras liquidas pequenas y tejidos dificiles de manipular. Los espectros
obtenidos con esta técnica son similares a los de absorcién en el infrarrojo y proporcionan la misma
informacion, la diferencia entre estas dos técnica es la escala de medicion (Skoog D.A., 1992). Existen
tres tipos de reflexion:

= Reflexion especular: cuando el medio reflectante es una superficie pulida, en esta los rayos refle-
jados tienen un dngulo igual al de los rayos incidentes.

= Reflexiéon difusa: se emplea principalmente sobre muestras pulverizadas con un minimo de pre-
paracioén.

= Reflectancia total atenuada (ATR): Esta técnica permite un anélisis cuantitativo y cualitativo
de una muestra, ademéas que no es necesario una preparacion.

1.3.1. Proceso Fisico

El proceso fisico de ATR se basa en que un haz de luz al atravesar de un medio a otro en la interfaz
cambia el dngulo de propagacion (Skoog D.A., 1992; Griffiths and College, 1999), de esta forma se
aprovecha que si emplea un medio 6pticamente denso y cuyo indice de refraccion es alto y posterior-
mente se coloca otro medio con un menor indice de refracciéon y se hace atravesar un haz de luz por ese
camino 6ptico se puede presentar el fenémeno de reflexion total atenuada, siempre y cuando el angulo
de propagacion mayor al dngulo critico (Griffiths and College, 1999; Griffiths and De Haseth, 2007).
La figura 1.3 representa el fenémeno de reflectancia total atenuada.

Dispositivo de
presion

Muestra

Diamante

Haz laser

Figura 1.3: Esquema de la reflexion interna en un espectrofotometro. .

En la figura se muestra el camino 6ptico de un haz, primero atraviesa el diamante que es un material
Opticamente denso a una muestra, en la interfaz se da el fenomeno de reflexion total, para luego pasar
al detector. Una parte del campo eléctrico penetra la muestra pero esta onda se absorbe rapidamente.
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1.4. ENSANCHAMIENTO DE BANDAS

Es de esperarse que al tomar un espectro se encuentren picos estrictamente en la frecuencia en la cual
se presenta un modo vibracional, sin embargo, esto no sucede sino que es un proceso paulatino en la
medida que la energia de la onda se aproxima al valor de un pico de intensidad inicia un proceso de
absorcion que va aumentando en la medida que la frecuencia de la onda se aproxima a la frecuencia de
vibracién normal del objeto en estudio, posteriormente disminuye al alejarse de este valor formando
asi una banda espectral la cual tiene un ancho natural, esta puede ser afectada por otro procesos como
son efecto Doppler y colisiones Requena and Roméan (2004); los procesos son:

Efecto doppler: las moléculas de una muestra no se encuentran estaticas, por el contrario estan en
continuo movimiento de tal forma que cuando emiten se produce un cambio en la frecuencia, esto hace
una contribucién en el ensanchamiento el cual se caracteriza por ser no homogéneo.

Colisiones entre moléculas: esto sucede cuando la moléculas no emiten radiacién y transfieren
su energia a otras por choques, lo cual demora el proceso de emisién y por tanto se produce un
ensanchamiento que se caracteriza por ser homogéneo.

1.5. DISPERSION RAMAN.

El fenémeno de dispersiéon se da cuando la luz cambia su energia o la direccién de propagacion al
interactuar con la materia (Griffiths and College, 1999), esto se explica en un modelo clasico de la
siguiente manera: el campo eléctrico E = FEycos(2nv,t) asociado a la luz, que varia en el tiempo
con una frecuencia v,, produce un cambio en el estado vibracional de las moléculas cuyos atomos
oscilan con una frecuencia v,,, es decir, estos ultimos se reorientan de acuerdo a la direccion del campo
eléctrico. En este proceso las cargas oscilan y emiten una onda cuya energia depende del cambio en la
polarizabilidad «; la cual se puede desarrollar en series de Taylor y tomar la aproximacién lineal para
pequenas amplitudes que dependen de la coordenada ponderada ¢. De este modo el momento dipolar
inducido por esta interaccién viene dado por la siguiente relacién:

1

7= agEgcos(2mypt) + = (804

B aq>0 qoEo {cos[2m(vo + v )] + cos[2m(vo — vim)]} (1.11)

el primer término de esta ecuacién corresponde a la dispersion de Rayleigh, cuya frecuencia de la onda
que emite el dipolo no cambia con respecto al de la onda incidente, por este motivo se denomina
dispersion eléstica.

El siguiente termino corresponde a la dispersion inelastica o dispersiéon Raman, en esta se encuentra
la dispersion Raman Stokes que corresponde a la onda que es dispersada con pérdida de energia y por
tanto lleva una frecuencia menor (vy — v,,) y la dispersion Raman anti-Stokes que corresponde al caso
en el que la onda se dispersa con una energia mayor cuya frecuencia es mayor (vg + v,,). En la figura
1.4 se puede observar estos tipos de dispersion.

Una de las caracteristicas es que la onda emitida por la dispersiéon de Rayleigh tiene una intensidad
que supera varios ordenes de magnitud la Intensidad de la dispersion Raman Stokes y esta a su vez
a la anti Stokes (Larkin, 2011), la explicacién a esto se encuentra en que la mayoria de las moléculas
que componen la materia se encuentran en su estado de vibraciéon natural y en la interacciéon con
la luz aumentan su frecuencia y réapidamente pasan a su estado inicial, lo cual sucede con mayor
probabilidad, sin embargo, algunas veces en el iltimo paso quedan vibrando con una frecuencia mayor
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Figura 1.4: Gréafica de intensidades por dispersién tomada de IR and Raman Spectroscopy (Larkin,
2011).

y se mantienen en ese estado y en muy pocos casos las moléculas se encuentran inicialmente vibrando
con una frecuencia mayor a la de su vibraciéon natural y luego de la interaccién con la luz pasan a
vibrar con frecuencias menores a la inicial.

En esta figura se ilustra la intensidad de la dispersion de Rayleigh , Raman Stokes y Raman anti-Stokes,
la principal caracteristica es que el primer tipo de dispersién supera en varios ordenes de magnitud a
la dispersién Raman Stokes, que incluso es mas intensa que la dispersién anti-Stokes.

1.5.1. Proceso fisico

Los espectros Raman se obtienen al irradiar una muestra con un haz laser con una potencia alta
(Skoog D.A.; 1992), el laser se caracterizan por ser una fuente monocromética, para este caso se
emplea luz en el rango del visible o en el infrarrojo, en la interaccién con una muestra esta ultima
dispersa en todos los sentidos, sin embargo, la mayoria de espectroscopios registran la luz dispersada a
90° respecto de la direccion inicial del haz (Griffiths and De Haseth, 2007). De igual forma la medicion
resulta un proceso complejo como consecuencia de que la probabilidad de ocurrencia de dispersion
Raman es tan baja que corresponde a una entre mil partes de la radiacion de la fuente. La principal
caracteristica de la espectroscopia Raman es que se toma como cero la frecuencia en la cual se presenta
el maximo de intensidad de la dispersién Rayleigh que se caracteriza por ser la frecuencia de la fuente
de excitacion de un lado estd la dispersion Raman estos con valores positivos y de otro lado estan
los valores Raman anti-Stokes con valores negativos, asumiendo que el origen esté en la frecuencia de
Rayleigh (Griffiths and De Haseth, 2007).

1.6. MODELOS PARA LA MOLECULA DE AGUA

Para el estudio de los espectros Raman y los espectros IR del agua existen dos modelos que explican
las interacciones a nivel intramolecular e intermolecular. El primero se denomina modelo mixto, en
este modelo se contemplan multiples especies en las que cada molécula de agua tiene una cantidad
diferente de enlaces respecto de las moléculas circundantes, estos enlaces son de corto alcance y sus
enlaces débiles comparados con los enlaces de hidrogeno (Falk and Ford, 1966; Li et al., 2015), teniendo
en cuenta estos enlaces al realizar la descomposicién del espectro del agua se hace una asignacién de
una gaussiana por cada uno (Eisenberg and Kauzmann, 2005; Riemenschneider, 2011) .
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Por otra parte se encuentra el modelo continuo el cual explica la interaccién de las moléculas de agua
como una red con enlaces que si bien se rompen y reordenan constantemente se mantiene una estructura
similar a la de una red, la caracteristica principal es una geometria bien definida para las moléculas del
agua la cual viene dada por un tetraedro en los cuales los enlaces se distorsionan, pero no se rompen
por tanto las fuerzas entre enlaces son variables (Falk and Ford, 1966; Sun et al., 2010).

Estos modelos hasta el momento se encuentran en discusién a pesar de aportar una explicacién con los
suficientes argumentos que se evidencian en diferentes técnicas como difraccién de rayos X , dispersion
de neutrones, dispersion Raman de rayos X , entre otras, que brindan suficiente informaciéon para
sustentar cada modelo (Auer and Skinner, 2008). El tinico hecho que no pasa desapercibido es que
la banda de estiramiento es sensible al entorno molecular, es decir que la presencia de los iones que
son solevados por el agua generan cambios en el espectro del agua, que se atribuyen a al interaccion
electrostatica de los iones. De cualquier manera encuentra que la interpretacion de datos no es sensible
al modelo que se tome.

El espectro del agua presenta dos modos de estiramiento fundamentales uno simétrico en 3657 cm™!

otro antisimétrico en 3756 cm ™! los cuales han sido calculados en fase gaseosa y se encuentran repor-
tados en la bibliografia (Ratcliffe and Irish, 1982; Walrafen, 1962), sin embargo, se encontr6é que estos
tienen corrimiento hacia el rojo, basados en estos datos y teniendo en cuenta que el contorno de la
banda comprendida entre 2700 y 4000 cm™!; se realiz una deconvolucién con dos gaussianas puesto
que se observa un pico principal cerca de los 3400 cm~!; mas la contribucién de otro cerca de 3200
em™!.

1.7. SOLUCIONES ELECTROLITICAS

Es de interés para la comprension de los efectos estudiados en este trabajo entender el concepto de
soluciones electroliticas acuosas, las cuales son mezclas homogéneas formadas por un soluto que puede
ser: un 4cido, una sal o una base, que se disuelve en agua (Chan, 2002). Las moléculas polares del agua
atraen cargas contrarias del solvente debilitando y rompiendo el enlace iénico de este, el cual se disocia
en especies libres cargadas (aniones y cationes) que terminan inmersos en medio acuoso. Los iones por
el hecho de tener carga interactiian de forma electrostatica con las moléculas de agua, es decir, las
atraen de tal forma que terminan rodeados por estas a esto se le denomina capa de hidratacion.

1.8. SOLVATACION DE IONES EN SOLUCIONES ACUO-
SAS Y EFECTOS SOBRE EL ESPECTRO DE ABSOR-
CION Y DISPERSION RAMAN DEL AGUA

Dado que el componente principal de esta investigacion es el agua, la cual se caracterizan por ser una
sustancia cuya moléculas son polares, donde un atomo de oxigeno con carga neta positiva, esta enlazado
con dos atomos de hidrégeno cada uno con carga neta negativa, ademas los hidrégenos forman enlaces
con las moléculas vecinas, a esto se le llama “puentes de hidrégeno”, los cuales no son permanentes, por
el contrario se rompen y reagrupan con otras moléculas vecinas (Sun et al., 2010). Cuando se disocia
una sal en cada una de sus especies iénicas en agua, los iones atraen a las moléculas de agua de acuerdo
a su polaridad, es decir si son cationes atraen al oxigeno y los aniones atraen por tanto los 4tomos de
hidrégeno como se observa en la figura 1.5 .
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(a) Capas de solvatacion sobre un anion (b) Capas de solvatacion sobre un cation

Figura 1.5: Ilustracion de las capas de solvataciéon alrededor de un electrolitos

En estas figuras se puede ver como se agrupan las moléculas de agua alrededor de un i6n de acuerdo
a su polaridad, a esto se le denomina capa de solvatacion en el caso especifico de soluciones acuosas
se denominan capas de hidratacién. Esto origina cambios en las propiedades fisicas del agua, por esto
muchos estudios se han enfocado al estudio de las propiedades y variaciones al disolver una sal y variar
su concentracion, entre estos estudios se encuentran propiedades eléctricas, absorcién en el infrarrojo
(Riemenschneider, 2011; Subramanian and Fisher, 1972; Wei et al., 2005; Buijs and Choppin, 1963) y
dispersion Raman (Li et al., 2015; Rull, 2002; Rull and De Saja, 1986; Wall and Hornig, 1967; Cappa
et al., 2005). Ademaés los iones no absorben en el IR, hecho que ha sido estudiado con anterioridad, sin
embargo si perturban las moléculas vecinas (Max and Chapados, 2001).
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cion de NaCl Riemenschneider (2011). traciones de NaCl Durickovi¢ et al. (2010)

Figura 1.6: Espectro Raman e IR del agua pura y soluciéon de NaCl

Algunos autores como Riemenschneider y Purickovié han estudiado el efecto del cloruro de sodio
(NaCl) sobre el espectro del agua (Riemenschneider, 2011; Puri¢kovi¢ et al., 2010), como se evidencia
en la figura 1.6. De estos espectros se puede inferir cambios en el espectro del agua debido a la presencia
de los iones sodio y cloro, que generan un corrimiento de la banda de absorcién y la dispersion a bajas
frecuencias.



Capitulo 2

METODOLOGIA

El desarrollo de esta investigacion se llevé a cabo en cuatro etapas metolégicas: en la primera etapa se
formul6 el disefio experimental, la segunda etapa consiti6 en la preparacion de la SME, junto con esta
se realiz6 soluciones a diferentes concentraciones con cada una de las sales que fueron empleadas en su
elaboracion, durante la tercera etapa se hizo la adquisicién de los espectros FTIR, ATR y Raman de
cada una de las soluciones y por dltimo se realizé un tratamiento de los datos con su posterior anélisis.
A continuacion se describe detalladamente cada etapa.

2.1. DISENO EXPERIMENTAL

Se elaboraron dos disenos experimentales; el primero aplicado a la busqueda de parametros que per-
mitieran la repetitividad en los espectros del agua, este es de tipo factorial con tres niveles de estudio
para la técnica FTIR ATR (Resolucion, velocidad de barrido y Numeros de escaner) y el segundo con-
sistia en un diseno experimental con un solo factor (concentracion) el cual fue aplicado a las soluciones
salinas. A continuacion se hace una descripciéon de los disefios.

Parametros de medicién

Se realizo la adquisicion de 8 espectros FTIR ATR de agua tipo I (Milli-Q), para cada posible combi-
naciéon, donde se variaron:

» Resolucién: 2, 4, 8 cm ™!

» Velocidad de barrido del espejo del interferémetro: (0.3165, 0.4747 y 0.6262) cm~!/s
= Numero de barridos: 50, 70, 90, 110,150, 200, 250 y 300.

A los espectros adquiridos se les realizé un estudio estadistico, donde se le presto especial atencion al
area bajo la curva y al pico de intensidad y su corrimiento tomando los parametros que presentaron
menor desviacion. Estos fueron:

= Resoluciéon: 8 em™!

Velocidad de barrido del espejo del interferémetro: 0,6262 cm =1 /s
= Nuamero de barridos: 110

= Rango: 400 cm~! a 4000 cm ™!

21
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= Temperatura: laboratorio aproximada 19 °C

Los pardmetros de medicion de los espectros Raman fueron seleccionados con base en una busqueda
bibliografica, de acuerdo con esto se utilizé6 una longitud de onda de 532 nm, con el fin de evitar
efectos como fluorescencia y otros. Adicionalmente se realizé la adquisicién de espectros con muestras
saturadas para establecer los pardmetros de medidas:

= Longitud de onda del Laser: 532 nm.
= Intensidad: 100 %
= Tiempo de exposiciéon de la muestra: 10 segundos

= Acumulaciones: 10

Rejilla: de 600 gr/mm

2.2. PREPARACION DE SOLUCIONES

La elaboracion de la SME se realizo en 100 mL de agua tipo I (MilliQ), con las cantidades de sales que
se observan en la tabla 2.1.

] Sal | Cantidad (mg.) |
NaH2PO4.H20 2760,0 + 0,].
NayHPOy 2840,0 + 0,1
NaCl 490,0 + 0,1
KCl 3,7+ 0,1
CaCly 3,7+ 0,1

Tabla 2.1: Cantidad de cada una de las sales en el medio extracelular.

En preparacion de las soluciones, se tuvo en cuenta que el aporte iénico lo hacen principalmente las
sales de NaCl, KCly CaCls, ya que los dos primeras sales mencionadas en la tabla 2.1, actian como
amortiguadoras, es decir, mantienen el pH bésico y su aporte electrolitico es muy bajo, por lo cual
no afectaron en gran medida el espectro del agua. Cada una de las soluciones saturadas se realizaron
con las concentraciones especificadas en la tabla 2.2 en 25 mL de agua tipo I, posteriormente de cada
una de las muestras se extrajo la cantidad necesaria para preparar soluciones de 3, 2 y 1 molar en un
matraz de 5 mL.

| sal | Concentracién (M) | Cantidad de soluto (g.)/ 25 mL de solucién

NaCl 1 5,84 + 0,01
KCl 1 7,45 £ 0,01
CaCl, 1 14,70 £ 0,01

Tabla 2.2: Cantidad de reactivo para soluciones saturadas.

2.3. ADQUISICION DE ESPECTROS

La adquisicion de los espectros se realizo en el laboratorio de espectroscopia (LE), ubicado en el parque
tecnolégico Guatiguara (PTG), se emple6 un espectrofotéometro Nicolet IS-50 y un espectrometro
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Labram HR Evolution marca Horiba Scientific, equipos a cargo del laboratorio de espectroscopia (LE)
de la vicerrectoria de investigacion y extension (VIE). A continuacion se presenta la serie de pasos que
se siguen con cada uno de estos instrumentos de medicion.

Adquisicion de espectros FTIR- ATR.

1. Ajustar los parametros de medida.
Limpiar de la celda ATR para evitar impurezas que puedan generar errores en la medicion.

Realizar la adquisiciéon de ruido de fondo.

Ll

Depositar una cantidad de agua suficiente para que cubra la celda, evitando que queden burbujas.
5. Realizar la adquisicion del espectro.
6. Guardar el archivo, especificando el contenido, la concentraciéon y los pardmetros de medicion.

7. Posteriormente se hace los pasos del nimero 2 al 5 con las otras muestras.
Adquisiciéon de los espectros Raman.

1. Ajustar los pardmetros de medida.

2. Realizar una calibracion la cual se guarda para posteriores medidas y garantizar la reproducibi-
lidad de las mediciones bajo las mismas condiciones.

3. Limpiar la celda de medicién.
4. Depositar una muestra de 0,5 mL en la celda de medicién.

5. Limpiar las caras de la celda de cuarzo evitando que queden huellas o motas del papel con el que
realiza la limpieza.

6. Colocar la celda en el porta objetos.
7. Guardar cada uno de los archivos con el contenido, la concentracion y los parametros de medicién

8. Repetir los pasos del numeral 3 al 7, con cada una de las muestras.

2.4. TRATAMIENTO DE ESPECTROS

Luego de la adquisicién de los espectros, se realizé un tratamiento sobre los datos que consiste en dos
procesos: Primero, se hace una correcciéon de linea base con dos puntos, con el fin de eliminar efectos
dispersivos, reflexivos o anomalias instrumentales (Griffiths and De Haseth, 2007), que resultan en la
adquisicién de los espectros. Segundo, se realizé una deconvolucién gaussiana con dos curvas de cada
uno de los espectros FTIR, ATR y Raman, con las cuales se obtuvo un coeficiente de determinacion
cercano a uno, el cual indica que los datos experimentales estan relacionados con el modelo. Algunos
trabajos presentan una mayor cantidad de gaussianas atribuidas a otras interacciones, que hasta el
momento se encuentran en discusion (Riemenschneider, 2011). Para realizar estos dos procesos se
construyeron algoritmos de programaciéon en Python.

La deconvolucién gaussiana permitié observar que la banda de estiramiento O-H del agua esta com-
puesta por dos modos vibracionales que corresponden a las frecuencias donde se encontraron los valores
maximos de intensidad de cada una de las curvas, esto se realizo con el fin de calcular el corrimiento
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que se presenté en las soluciones, comparandolas con el agua. En la figura 2.1 se muestra un espectro
con su respectiva deconvolucion.

T T "® Datos experimer{tales
- Subandas Gaussianas
Modelo Gaussiano

Absorbancia (u. a.)

o) L .=t L ..
2700 3000 3300 3600 3900
v (cm™)

Figura 2.1: Deconvolucion gaussiana para el espectro FTIR ATR del agua.

En la figura los puntos circulares corresponden a los datos experimentales tomados con el espectrémetro
IR NICKOLET IS-50, las lineas punteadas representan las gaussianas que permitieron un ajuste de
los datos, los cuales se asignaron a los modos de vibraciéon de estiramiento O-H del agua y la linea
continua el modelo gaussiano que se obtuvo para modelar los datos. La regién de interés se encuentra
entre los 2700 y 4000 cm ™! que corresponde a region donde se encuentran los modos de estiramiento
simétrico y antisimétrico del agua los cuales son afectados por las especies idnicas libres, ya que estas
no tienen espectro vibracional en esta regionli et al. (2015).



Capitulo 3

RESULTADOS Y DISCUSION

Con base a la metodologia presentada en el capitulo 3, se presentan a continuacion los resultados
obtenidos en cada experimento en este proceso de investigacion:

3.1. ESPECTROS FTIR ATR DEL MODELO EXPERIMEN-
TAL DE LAS CONCENTRACIONES IONICAS DEL ME-
DIO EXTRACELULAR

Para estudiar los efectos de los iones sobre el agua en el medio extracelular y como estos influyen en
las propiedades épticas, se realizé una comparaciéon de la absorcién de agua con el medio extracelular.
En la figura 3.1 se presentan los promedios de los espectros del agua en rojo y la SME en azul. El
espectro de absorbancia del agua obtenido coincide con el reportado en la literatura por Eisenberg
y colaboradores (Eisenberg and Kauzmann, 2005). En esta figura, se presenta una ampliaciéon en el
méximo de absorcién entre 3200 y 3400 cm ™!, donde se muestran una serie de puntos de la media de
los espectros junto con la desviacién, en estos se observa un aumento leve de la absorbancia de la SME,
sin embargo, estos se solapan con la desviacién de los valores de obtenidos en el agua, este cambio
puede interpretarse como la interaccién de las moléculas de agua con los iones presentes en la solucién.

Absorbancia (u. a.)

Absorbancia (u. a.)

2700 3000 3300 1. 3600 3900
v (cm™)

Figura 3.1: Espectro FTIR ATR del promedio del agua y la SME
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Se realiz6 un promedio con el respectivo error, a cinco adquisiciones espectrales de la SME y del
agua, cuyos resultados se encuentran en azul y en rojo respectivamente, posteriormente, se realiz6
una deconvolucién con dos gaussianas, los datos obtenidos se encuentran condensados en la tabla 3.1.
Este procesamiento de datos permitié obtener dos picos de interés que son tutiles para estudiar los
efectos de iones sobre las moléculas de agua (Bakker et al., 2005; Max et al., 2007) y son la base
para explicar los cambios espectrales. En esta tabla se presentan los valores de las frecuencias en las
que se presentan los méximos de la absorbancia de las bandas de la figura 3.1, estos se encentran en
3279 cm ™! que corresponde a la banda de estiramiento simétrico y otro en 3485 cm~! a la banda de
estiramiento antisimétrico del agua. Se puede observar que el promedio de los desplazamientos de los
picos de la SME no supera la desviacién de las medidas hechas en agua, ni superan la sensibilidad del
instrumento de medicién que corresponde a 8 em ™!, por lo tanto, esta variacion puede hacer parte de
errores sistematicos en las medidas.

’ ‘ Pico (cm™1) ‘ Error ‘ Av (em™1) ‘ o ‘ Ancho (cm™1) ‘ COD R? ‘

1 3279 +1 - 0,5 284

Agua 0,998
2 3485 +2 - 2,3 210
1 3282 +1 3 - 289

Medio 0,998
2 3488 +2 3 - 212

Tabla 3.1: Tabla picos de deconvolucién con errores y desviacion.

3.2. ESPECTROS DE DISPERSION RAMAN DEL MODELO
EXPERIMENTAL DE LAS CONCENTRACIONES IO-
NICAS DEL MEDIO EXTRACELULAR

En la figura 3.2 se presenta el espectro de dispersiéon Raman para el agua en rojo y una muestra tomada
de la misma solucién en azul. En esta figura se observa que no hay un cambio significativo entre el
espectro de la solucién comparado con el del agua, no se presenta un cambio en el ancho de la banda,
ni variacion en la frecuencia o la intensidad en el maximo. Lo anterior no se puede concluir acerca de
la caracterizacion del medio empleando esta técnica, de esto se deduce que el efecto de la solvatacion
de las moléculas de agua sobre los iones a bajas concentraciones es muy débil.

—— Agua
—— SME

Intensidad Raman (u. a.)

o 3000 3300 1 3600
v (cm™)

Figura 3.2: Espectro Raman del agua y la SME.

Se realizé una deconvolucion con dos gaussianas para realizar una mejor interpretacion de los resultados,
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tabla 3.2. La deconvolucién gaussiana con dos curvas no muestra corrimiento en los picos a 3223 cm ™'y
3441 em~! correspondientes a los modos de estiramiento simétrico y antisimétrico respectivamente,
tampoco se presenté cambio en el ancho de las curvas. Por lo cual se deduce que las concentraciones
de las sales empleadas en la preparacién de la SME, no son suficientes para observar cambios en el
espectro del agua debido al efecto de la solvatacion de los iones.

’ sal ‘ Pico 1 (em™1) ‘ Av (em™1) ‘ Ancho medio ‘ Pico 2 (cm™1) ‘ Av (cm™1) ‘ Ancho medio ‘ COD R? ‘

| Agua | 3223 \ - \ 192 \ 3441 \ - \ 210 | 0906 |

’ Medio ‘ 3223 ‘ 0 ‘ 192 ‘ 3441 ‘ 0 ‘ 210 ‘ 0,996 ‘

Tabla 3.2: Picos obtenidos mediante deconvoluciéon Gaussiana para los espectros Raman de la SME.

Teniendo en cuenta los anteriores resultados se procedio a realizar un estudio de los efectos de cada una
de sales con concentraciones entre uno molar y cuatro molar, las cuales son altas, comparadas con las
empleadas en la solucién que simulé medio el medio extracelular sanguineo, de esta forma determinar
los efectos que producen y observar un minimo efecto de la solvatacion.

3.3. ESPECTROS FTIR ATR PARA SOLUCIONES SALINAS
ENTRE UNO Y CUATRO MOLAR

Para estudiar los efectos de los iones que aportan cada una de las sales a diferentes concentraciones
sobre el espectro del agua por la técnica FTIR ATR se ha ordenado la presentacion asi: la figura 3.3
donde se ubica al lado izquierdo el espectro obtenido y al derecho la respectiva deconvolucion, en el
siguiente orden: CaCly, KCly NaCl , y posterior mente una tabla con los valores de los maximos de
la absorbancia para cada solucién salina y el agua obtenidos de la deconvolucién .

En la figura 3.3 se muestra el cambio en la forma del espectro del agua con el aumento en la concen-
tracion de las sales. Se observa un leve disminucion del ancho de la banda comprendida entre los 2700
em ™'y los 3800 ¢m ™!, de igual manera el primer pico de absorbancia que se presenta cerca de 3200
em ™! tiende a disminuir, el efecto més notorio es con el cloruro de potasio (KC1) y sodio (NaCl), al
mismo tiempo, el pico cercano a los 3450 cm ™! aumenta y se desplaza a frecuencias mas altas, en este
caso la solucion de cloruro de calcio (CaCls) produce un cambio mayor.

Teniendo en cuenta que trabajos similares han demostrado que la interaccién ion-agua es de corto
alcance, ya que principalmente afecta la primer capa de hidratacion (Collins et al., 2007; Li et al.,
2015) se deduce que a medida que se presenta una mayor cantidad de iones, méas moléculas de agua
los solvatan, por esta interaccion se presentan los cambios en la absorbancia y corrimientos de picos,
como resultado de variaciones en las vibraciones normales de las moléculas del agua (Max et al., 2007;
Kitadai et al., 2014).
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Figura 3.3: Espectros FTIR ATR de las soluciones de: (a) CaCls, (b) deconvolucién gaussiana CaCls,
(¢c) KCI, (d) deconvolucién gaussiana KCl 'y (e) NaCl y (f) deconvolucion gaussiana NaCl, en estos
el agua se representa con color negro, la concentraciéon 1 molar de rojo, 2 molar de azul, 3 molar de
verde y finalmente 4 molar de naranja.



CAPITULO 3. RESULTADOS Y DISCUSION 29

En cuanto a la deconvolucion los resultados se presentan en la tabla 3.3. Se observa un ajuste de
dos gaussianas, estas muestran que todas las soluciones se correlacionan muy bien con los datos,
adem&s muestra que para cada una de las soluciones hay un desplazamiento que se incrementa con la
concentracion de cada una de las sales. El efecto més notorio se observa sobre la banda de estiramiento
antisimétrico (3492 em~! para el agua) , con un corrimiento a frecuencia bajas, con las maximas
concentraciones estos son: 58 em ™! para el CaCly, 44 em™! para el KCl y 39 cm™! para NaCl,
en menor medida se ve el corrimiento del primer pico encontrado que corresponde a la banda de
estiramiento simétrico (3286 cm™!) con corrimiento a frecuencias méas altas, los valores obtenidos son:
25 em ™! para el CaClsy, 28 cm ™! para el KCIly 31 cm ™! para NaCl, en este comportamiento confirma
que la presencia de los iones afecta los modos vibracionales del agua. Los resultados de los corrimientos
se explican en cambios en la fuerza de los enlaces O-H del agua, , por ultimo reflejan el corto alcance de
la interaccioén electrostatica que solo afecta la primera capa de hidratacion, esto se hace evidente en que
a concentraciones bajas no hay un cambio notorio en el espectro del agua. De esta forma se confirma
que la cantidad de sales en la SME tiene efectos tan pequenios dificilmente pueden ser observados por
esta técnica.

’ sal ‘ Concentracion (M) ‘ Pico 1 (em™1) ‘ Av (em™1) ‘ Pico 2 (cm™1) ‘ Av (em™1) ‘ COD R? ‘
| Agua | - | 32648 | - | 340248 | - | 0908 |
1 3295 £8 9 3479 £8 13 0,998
2 3301 48 15 3462 +8 30 0,998
CaCly
3 3308 +8 22 3443 48 49 0,998
4 3311 48 25 3434 48 58 0,998
1 3297 48 11 3488 £8 4 0,998
2 3307 +8 21 3479 48 13 0,998
KCl
3 3311 48 25 3467 £8 32 0,998
4 3314 £8 28 3448 £8 44 0,998
1 3298 48 12 3488 +8 4 0,998
2 3306 +8 20 3480 +8 12 0,998
NaCl
3 3313 48 27 3472 48 20 0,998
4 3317 £8 31 3453 £8 39 0,998

Tabla 3.3: Picos obtenidos mediante deconvoluciéon Gaussiana para los espectros FTIR, ATR para el
agua y las soluciones salinas.

3.4. ESPECTROS DE DISPERSION RAMAN PARA SOLU-
CIONES SALINAS ENTRE UNO Y CUATRO MOLAR

A continuacion se presentan los espectros Raman empleando cada una de las soluciones estudiadas
anteriormente por espectroscopia FTIR, ATR. Se presenta el espectro obtenido del lado izquierdo de
la figura, seguido la deconvolucién realizada, tercero el andlisis de las graficas y cuarto las tablas de
resultados, en el siguiente orden: CaCls, KCly NaCl.

En la grafica 3.4 se observa el cambio en la forma del espectro del agua con el incremento de la
concentracion de las sales. Los principales efectos se reflejan en una disminucion en el ancho de la
banda comprendida entre los 2800 ¢m ™'y los 3900 cm ™!, ademés de una tendencia a la disminucién
en la intensidad del primer pico que se encuentra cerca de 3200 cm ™!, mientras que el pico cerca de
los 3450 em ™! aumenta la intensidad, Estos cambios se han discutidos en otros trabajos (Sun et al.,
2010; Walrafen, 1962; Durickovié et al., 2010), se atribuyen a diferentes especies de las moléculas de
agua y los cambios espectrales se atribuyen a cambios en su entorno. Para ratificar los resultado se
realiza la respectiva deconvolucion de la cual se obtuvo la informacion de la tabla 3.4.
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Figura 3.4: Espectros Raman de las soluciones de: (a) CaCls, (b) deconvolucion gaussiana CaCls, (c)
KCl, (d) deconvoluciéon gaussiana KCl y (e) NaCl y (f) deconvolucién gaussiana NaCl, en estos el
agua se representa con color negro, la concentracién 1 molar de rojo, 2 molar de azul, 3 molar de verde
y finalmente 4 molar de naranja.
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En la tabla 3.4 se observa en primer lugar que el ajuste de los datos con dos curvas gaussianas se
correlacionan muy bien, puesto que los valores estdn muy cerca a uno. Por otra parte los maximos de
intensidad para el agua se presentan en 3207 cm ™! que se atribuye al modo de estiramiento simétrico,
el cual sufre el efecto méas fuerte con corrimiento hacia frecuencias mas altas con las mayores concen-
traciones de la siguiente forma 27 cm ™! en la solucién acuosa con CaCls, el siguiente con 21 cm ™! en
NaCl y 14 en KCI. El otro maximo se encuentra en 3432 cm ! el cual se le asigna al estiramiento
antisimétrico, igualmente se desplaza hacia frecuencias mas altas en el mismo orden al del anterior,
con los siguientes valores: 17, 14 y 13 em™! respectivamente. Esto se explica como consecuencia de
la interaccion de los iones con el agua en esta se afecta la fuerza del enlace O-H, por este motivo se

presenta el cambio en el espectro.

’ sal ‘ Concentracion (M) ‘ Pico 1 (em™1) ‘ Av (em™1) ‘ Pico 2 (cm™1) ‘ Av (em™1) ‘ COD R? ‘
| Agua | ] B ] | sa2a1 | ] | 0907 |
1 3224 +1 14 3448 +1 16 0,998
2 3227 +1 17 3449 +1 17 0,999
CaCly
3 3232 +1 22 3449 +1 17 0,999
4 3234 +1 27 3449 +1 17 0,998
1 3207 £1 0 3432 £1 0 0,998
2 3215 +1 8 3438 +1 6 0,999
KCl
3 3219 +1 12 3443 +1 11 0,999
4 3224 +1 14 3445 +1 13 0,998
1 3214 +1 7 3436 +1 4 0,998
2 3222 +1 15 3444 +1 12 0,998
NaCl
3 3223 +1 16 3443 +1 11 0,999
4 3228 +1 21 3446 +1 14 0,999

Tabla 3.4: Picos obtenidos mediante deconvolucion Gaussiana para los espectros Raman.

Tanto en las figuras de los espectros FTIR-ATR como en los espectros Raman, se presenta un corri-
miento y un cambio en la region espectral observada , de esto se deduce que un cambio en las forma
del espectro del agua es ocasionado por las interacciones entre los iones disueltos con las moléculas
de agua, esto indica que la vibracién normal de la molécula se ve afectada, un aspecto fundamental
es que a bajas concentraciones estos efectos son leves, mientras que a concentraciones altas de sales
se presentan efectos lo suficientemente fuerte para ser observados por estas técnicas, esto resulta del
hecho que al disociarse la sal entre menor sea su cantidad, menos se ven afectadas las moléculas de
agua por la presencia de los iones.

En las figuras de la deconvolucién gaussiana para los espectros FTIR- ATR se muestra una mayor
absorbancia para la primer curva, mientras que la segunda es menor, sin embargo para los espectros
Raman se encentra que la primer curva tiene una intensidad débil, mientras la segunda curva tiene
una intensidad mas alta, esto se explica por el hecho que mientras en IR se observa la absorcién éptica
en Raman se observala activaciéon de los modos vibracionales.

Una caracteristica interesante en las dos técnica aplicadas es que los picos que corresponden a los
modos vibracionales se desplazan en mayor medida a concentraciones altas, es decir que si se toma
como referencia el espectro del agua, en la medida que se incrementa la concentraciéon de la sal, el pico
de intensidad se desplaza levemente. Teniendo en cuenta que en todos los espectros se encuentra un
patréon de corrimiento se llega a la conclusion que las especies iénicas de las sales afectan a una mayor
cantidad de moléculas en la medida que aumenta la cantidad a concentraciones bajas, la cantidad de
iones afectan muy levente a las moléculas y no es posible observar cambios espectrales del agua.
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De acuerdo a los resultados obtenidos por la deconvolucién se puede observar que el efecto mas marcado
en el corrimiento de las bandas lo aporta el cloruro de calcio CaCly, en ambas técnicas espectroscopicas,
mientras que el KCl y el NaCl, presentan comportamientos casi iguales en los cambios del espectro

del agua.



Capitulo 4

CONCLUSIONES

Se desarrolld un disefio experimental tipo factorial de tres factores, que permitié establecer los pa-
rametros experimentales de la técnica FTIR ATR y un diseno con un solo factor para la técnica de
dispersion Raman, posteriormente se realizé un disefio con un solo factor para el estudio de la solucién
electrolitica que simula el medio extracelular sanguineo (SME) y el agua. A partir de este diseno, se
obtuvieron los espectros de absorcién y dispersion Raman de SME y el agua. Al comparar la banda
de absorcién de estas dos soluciones, se observé un cambio en la morfologia del espectro para el SME,
mientras que para el espectro de dispersion Raman no se observé diferencia. Dado que el corrimiento de
la banda del espectro de absorcion del SME esta por debajo de la sensibilidad del equipo, se propuso
estudiar por separado el efecto de las principales sales a concentraciones iénicas mas altas sobre el
espectro de absorcién y dispersiéon Raman del agua.

Se midieron los espectros de absorciéon y dispersion Raman para las soluciones acuosas de cloruro de
sodio, calcio y potasio, a diferentes concentraciones y se compararon con los espectros de absorbancia
y dispersion Raman del agua. A partir de los datos obtenidos se observé un corrimiento en la banda de
absorcion y dispersion Raman, y un cambio en la morfologia, que dependen de las fracciones molares
utilizadas y de la naturaleza del fenoémeno utilizado para estudiar las diferentes soluciones acuosas.

Los espectros de absorcion y dispersion Raman para el SME y el agua fueron analizados mediante la
deconvoluciéon de dos contribuciones gaussianas. Se encontraron dos picos de interés para el agua en
3286 cm~! y 3492 em~! en IR, 3207 em ™! y 3432 em~! en Raman. Se calcularon los corrimientos
respecto al agua de las bandas de absorciéon y dispersiéon Raman para cada solucién acuosa a diferentes
concentraciones. Se observo un corrimiento de la banda de estiramiento anti-simétrico hacia bajas
frecuencias para el espectro de absorcion del agua, mientras que para el espectro de dispersion Raman
se observo un corrimiento de la banda de estiramiento simétrico del agua hacia altas frecuencias. Este
corrimiento se hace més fuerte a concentraciones mayores de las soluciones acuosas, afectando los
estiramiento de enlaces O-H.

Los resultados obtenidos para las diferentes soluciones acuosas variando sus fracciones molares estan
en concordancia con resultados similares publicados por otros autores usando la técnica Raman. Des-
tacando que en este estudio se presentaron medidas de absorbancia por la técnica FTIR ATR para las
soluciones acuosas de cloruro de sodio, potasio y cloro, no reportadas aun en la literatura cientifica.
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