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RESUMEN






Resumen

En este Trabajo Fin de Grado se describe la sintesis de nanoparticulas de oro
empleando mostos de uvas tintas de diferentes variedades como agentes
reductores.

Las nanoparticulas obtenidas han sido caracterizadas utilizando diferentes
técnicas. Mediante espectroscopia UV-Visible se ha estudiado tanto el
comportamiento de las nanoestructuras en funcion del tiempo, como el efecto
del volumen de agente reductor empleado para la sintesis. Por otro lado, se
ha estudiado la forma, tamano y estructura de las nanoparticulas mediante
microscopia electronica de transmision (TEM). Los resultados han permitido
confirmar la presencia de nanoparticulas de oro de pequeno tamano y la
estabilidad de la solucién coloidal en el tiempo.

Por ultimo, se ha realizado una red de sensores capaz de discriminar y
clasificar las distintas variedades y semanas de maduracion de las uvas, y se
han establecido correlaciones con diversos parametros fisicoquimicos con la
finalidad de emplear las nanoparticulas en un sensor comercial.

Palabras clave: Nanoparticulas, Oro, Mosto, Sintesis quimica, Sensor.

This research describes the synthesis of gold nanoparticles using musts from
different varieties of red grapes as reductive agents.

The obtained nanoparticles have been characterized using different
techniques. On the one hand, the behavior of nanoparticles based on the time
and the effect of the reductive agent volume used for the synthesis have been
studied by UV-visible spectroscopy. On the other hand, the shape, size
and structure of the nanoparticles have been studied by transmission
electron microscopy (TEM). The results have confirmed the presence of
small gold nanoparticles and the stability of the colloidal solution through
time.

Finally, a net of sensors has been created to distinguish and classify the
different varieties and the number of maturation weeks of the grapes,
and correlations with several physical-chemical parameters have been
determined in order to use the nanoparticles for a commercial sensor.

Key words: Nanoparticles, Gold, Must, Chemical synthesis, Sensor.
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OBIJETIVOS






Objetivos

La presente memoria, presentada como Proyecto Fin de Grado, se encuadra
en la linea de investigacion del grupo de sensores UvaSens perteneciente al
departamento de Quimica Fisica y Quimica inorganica de la Universidad de
Valladolid. Este departamento, formado por un equipo multidisciplinar en el
que trabajan cientificos de diferentes ramas de la ciencia, mantiene abiertas
varias lineas de investigacion dirigidas al desarrollo y diseno de sistemas de
analisis sensorial.

Objetivo general

Los compuestos quimicos reductores en forma de polifenoles son abundantes
en los mostos y juegan un papel importante por su contribucion en los
atributos sensoriales de éste. Por lo tanto, definir el momento en el cual la
uva ha llegado a su madurez fendlica es uno de los objetivos principales
perseguidos por muchos cientificos. Es por ello, que en este proyecto la
investigacion ha sido orientada a la aplicacion de las nanoparticulas de oro,
obtenidas mediante reduccion quimica, a un sensor capaz de analizar el
contenido de agentes reductores de los mostos.

Este objetivo principal se perseguira a través de los siguientes objetivos
especificos.

Objetivos especificos

1. Sintetizar nanoparticulas de oro utilizando mostos preparados a partir
de diferentes variedades de uva.

2. Evaluar las propiedades opticas y la estabilidad en el tiempo de las
soluciones coloidales de nanoparticulas de oro obtenidas mediante
espectroscopia Ultravioleta-Visible.

3. Realizar una caracterizacion morfolégica y estructural de las
nanoparticulas mediante microscopia electrénica de transmision.

4. Estudiar la posible incorporacion de las nanoparticulas de oro en
sensores que sean capaces de determinar el grado polifendlico de las
distintas variedades de mosto y/o hacer el seguimiento de la
maduracién de la uva.
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Desarrollo

1.ESTADO DEL ARTE

1.1. INTRODUCCION A LA NANOCIENCIA

La nanociencia es la disciplina dedicada a obtener, manipular y estudiar las
propiedades de los materiales con dimensiones del orden de una millonésima
parte de metro (10°m) (Figura 1).

El desarrollo e interés en este campo comenzdé en 1959 cuando Richard
Feynman pronunci6é su famoso discurso titulado “There is Plenty of Room at
the bottom” (1). En esta mitica conferencia, Feynman traté sobre como
manipular, controlar y fabricar objetos de muy pequenas dimensiones, tan
pequenas como los propios atomos: “En el mundo de lo muy, muy pequeno,
muchas cosas nuevas podran suceder, porque los atomos se comportan de
manera distinta a como lo hacen los objetos a mayor escala, pues deben
satisfacer las leyes de la mecanica cuantica. Si nos reducimos y comenzamos
a juguetear con los atomos alla abajo, estaremos sometidos a unas leyes
diferentes, y podremos hacer cosas diferentes. A nivel atémico, aparecen
nuevos tipos de fuerzas, nuevas posibilidades, nuevos efectos” (2).

X

Atomos de Si ADN Gloébulos rojos Ceniza Pelo Hormiga :

0,1 nm (distancia) (diametro) 2-12 nm 4 ym 15 pm 0,1 mm 5 mm
dA 1 nm 1I0nm 100nm  1pm 10pm 100 pym 1 mm 1 cm
9 ; ' A
Po g% =8
- @
°3

Moléculas BicaHS Célula Célula
pequenas Virus 0.5-5 um animal  vegetal 0.2 mm
~1nm 10-300 nm 20 pm 35 um

Figura 1. Escala de tamanos.

Los nanomateriales se definen como materiales con propiedades
morfologicas menores de 100nm en alguna de sus dimensiones. Esta
caracteristica les confiere propiedades y comportamientos diferentes a los
exhibidos por el grueso de la materia de la misma composicion.
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Desarrollo

Los nanomateriales se pueden clasificar en funciéon de sus dimensiones.
Siguiendo esta clasificacion se pueden diferenciar nanomateriales de OD
(cero dimensiones), 1D (una dimension), 2D (dos dimensiones) y 3D (tres
dimensiones).

- 0D o cero dimensiones: A este grupo corresponden los hanomateriales
que tienen todas sus dimensiones por debajo de los 100nm
(nanoparticulas).

- 1D o unidimensionales: son nanomateriales que presentan una sola
dimension en la escala nanométrica (nanoalambres y nanotubos).

- 2D o bidimensionales: materiales con dos de sus dimensiones en la
escala nanométrica. Algunos ejemplos de este grupo son las peliculas
delgadas o filtros nanoporosos.

- 3D o tridimensionales: a este grupo corresponden los materiales
constituidos por diferentes unidades nanométricas.

El presente proyecto se centra en las nanoestructuras de dimension cero, las
cuales exhiben importantes propiedades tamano-dependientes, que tienen
aplicaciones en humerosos campos (Figura 2)

Nanotubo

Figura 2. Aplicaciones de la nanotecnologia
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En las dltimas décadas la nanociencia ha ido alcanzando un alto grado de
desarrollo en el mundo cientifico y de investigacion, asi como presentando un
impacto cada vez mas apreciable en la sociedad actual. Muchos productos y
aplicaciones basados en el empleo de los materiales aparecidos como
resultado de los desarrollos en el ambito de la nanociencia ya se han
empezado a comercializar. De manera particular, las aplicaciones actuales
mas exitosas de la Nanotecnologia se centran principalmente en los
siguientes sectores: la microelectronica, la informatica, las comunicaciones, la
automocion, la aeronautica, la logistica militar, la salud humana y animal, la
cosmeética y el medio ambiente.
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1.2.  NANOPARTICULAS METALICAS

Las nanoparticulas se definen como agregados aislados de atomos de
tamano comprendido entre 1 'y 100 nm, rodeados de una capsula protectora
o estabilizadora que evita su aglomeracion. Presentan interesantes
propiedades fisicas y quimicas que difieren considerablemente del metal
sélido (bulk) del cual se forman (3). Estas nuevas propiedades dan lugar a
nuevas aplicaciones en diversas areas tecnolégicas.

Las nanoparticulas mas estudiadas son aquellas formadas por materiales
metalicos (como el oro), semiconductores (como los calcogenuros de cadmio,
arseniuro de galio o fosfuro de indio) o aislantes (como el 6xido de hierro o de
titanio) (4).

Los nanoclusters son un tipo de nanoparticulas metalicas formados por unos
pocos atomos (5) cuya propiedad fundamental es la fotoluminiscencia.
Actualmente no se ha descrito un mecanismo general para explicar esta
caracteristica de los nanoclusters (6) pero estan teniendo un gran interés en
la actualidad sobre todo en el desarrollo de nuevos sensores (7).

Las nanoparticulas de metales nobles han atraido la atencion de los
cientificos desde la antigliedad debido a sus propiedades o6pticas Unicas
dependientes de la forma y del tamano de las mismas (8). Los colores
brillantes de las nanoparticulas de Ag, Au y Cu fueron utilizados por los
romanos en obras de arte decorativas tan antiguas como la copa de Lycurgo
(9) (Figura 3). Pero no fue hasta hace 100 anos cuando se comenzd con la
experimentacion de estas nanoestructuras, después de que Faraday realizara
el primer experimento en el que sintetizé coloides de oro puro por reducciéon
guimica de una solucién de cloruro de oro (10).

Figura 3. Copa romana de Lycurgo, con nanoparticulas de oro y plata muestra un color
diferente dependiendo de si la luz pasa o no a través de ella.

Pagina 26 Proyecto Fin de Grado



Desarrollo

De entre todos los metales nobles, el oro ha sobresalido por sus interesantes
propiedades Opticas, magnéticas, eléctricas, cataliticas, biocidas vy
antimicrobianas pudiéndose aplicar en distintas areas tales como en
farmacologia, medicina, industria alimentaria, tecnologia, biologia, etc. (11)

1.2.1. Propiedades de las nanoparticulas metélicas.

Cuando las dimensiones de los materiales se reducen hasta la escala
nandmetrica, aparecen dos fendmenos importantes (12):

- Alta relacion superficie/volumen

El nimero de atomos que contiene la nanoparticula sobre su superficie es
mayor al localizado en el interior del nucleo. Esta propiedad hace que sean
mucho mas reactivas lo que hace que tiendan a agregarse unas con otras
para disminuir su energia superficial.

A la hora de trabajar con nanoparticulas es importante contar con estrategias
que disminuyan este efecto como puede ser la funcionalizacion y
bioconjugacion.

Esta caracteristica de las nanoparticulas se aprovecha en muchas
aplicaciones tales como la catalisis (13).

- Confinamiento cuantico.

Se produce un incremento en el espaciado entre los niveles de energia
electronicos al disminuir el tamano de la particula. Al reducirse el espacio
para el movimiento de los electrones, sus propiedades electronicas cambian
drasticamente dando lugar a nuevas aplicaciones de gran interés (14).

El cambio en las propiedades fisicas de los materiales al reducir su tamano se
puede explicar mediante el estudio de los niveles electronicos de una
particula. Como es sabido, la distancia entre los estados de energia contiguos
aumenta de manera inversa a como lo hace el volumen de las particulas. Por
lo tanto, el espectro continuo de bandas que refleja la situacion del material
masivo, cambia hacia un conjunto de estados discretos al disminuir el tamano
hasta llegar al régimen nanométrico, como se ilustra en la Figura 4. El hecho
de que el espectro se vuelva discreto lleva a profundas modificaciones en
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aquellas propiedades fisicas que dependen de los electrones, como son las
propiedades Opticas, magnéticas o de conduccion (15).

atomo NP Material masivo
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Figura 4. Evolucion de los estados electronicos, desde el atomo aislado hasta el bulk.

1.2.2.1. Propiedades dpticas.

Las nanoparticulas de metales nobles, conocidas también como
nanoparticulas plasménicas, se caracterizan por la resonancia del Plasmén
Superficial (SPR, Surface Plasmon Resonance) causante de las propiedades
Opticas y fototérmicas de las nanoparticulas de oro (AuNP’s) (1). EI SPR
consiste en una oscilacion colectiva de los electrones de conduccion dentro
de las nanoparticulas cuando éstas son excitadas con luz (radiacion
electromagnética) (16). La naturaleza de la banda SPR se puede explicar con
base en la teoria de Mie.

Cuando wuna particula metalica es expuesta a la luz, el campo
electromagnético alternante de la luz incidente interacciona con la particula e
induce una oscilacion colectiva de los electrones libres del metal (electrones
de la banda de conduccién) con una cierta frecuencia lo que se traduce en la
absorcion de radiacion electromagnética por parte de las nanoparticulas en
una determinada zona del espectro (17). Esta oscilacion es debida a la
diferencia neta de carga que se genera sobre los bordes de las particulas que
actla como una fuerza restauradora (Figura 4).

La oscilacion dipolar, por lo tanto, esta en resonancia con la radiacion
incidente a una frecuencia especifica que depende tanto del tamano como de
la forma de las nanoparticulas (Figura 5). La longitud de onda o color a la que
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se obtiene dicha resonancia se la conoce como banda de absorcion o
resonancia plasmoénica (12).

Electric field

Light wave
Y

v Y

Figura 5. Efecto de Resonancia del Plasmon Superficial.

Para algunos metales como el cobre, oro o plata, la frecuencia de resonancia
del plasmén aparece en el rango visible y ésta es la razén por la que las
disoluciones coloidales de estos metales muestran espectaculares e intensos
colores. En el caso de las AuNPs estudiadas en este proyecto, éstos muestran
una SPR en torno a 540 nm en la region visible.

1.2.2. Estabilidad y funcionalizacién de las nanoparticulas.

Las nanoparticulas metalicas presentan un area superficial muy grande con
respecto a su masa, por lo que tienen un exceso de energia libre superficial
en comparacion a su energia de formacion, haciéndolas termodinamicamente
inestables (3). Por ello, las particulas coloidales deben ser estabilizadas tanto
cinética como termodinamicamente por agentes protectores, que son
capaces de superar las fuerzas atractivas de Van der Waals que existen entre
las particulas a través de fuerzas repulsivas electrostaticas y estéricas. Las
particulas coloidales que se encuentran dispersas en un disolvente polar,
como el agua, adquieren a menudo una carga superficial debido a la pérdida
de iones de su superficie o a la ganancia de iones procedentes de la
disolucion. Las particulas cargadas atraen a iones de carga opuesta
denominados contra-iones y repelen iones con carga del mismo signo,
denominados co-iones (18). Como resultado, los contra-iones y las moléculas
del disolvente polar adquieren una disposicion ordenada alrededor de las
particulas cargadas.

En los procesos de sintesis de nanoparticulas, las sustancias que actlian
como estabilizadores controlan tanto la velocidad de reduccion de los iones
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metalicos como el proceso de agregacion de los atomos metalicos al
neutralizar las fuerzas electrostaticas (Figura 6).

La eleccion de un buen agente estabilizante es de gran importancia no solo
para evitar procesos de agregacion sino también porque permiten determinar
la forma, tamano y composicion de las nanoparticulas sintetizadas.

Las particulas
se repelen
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Figura 6. Formacion de nanoparticulas.

Como consecuencia de lo anterior, las nanoparticulas pueden ser facilmente
funcionalizadas con un amplio abanico de ligandos (anticuerpos, polimeros,
sondas de diagndstico, farmacos, material genético, etc.) (13) confiriéndolas
propiedades quimicas y fisicas diferentes (6pticas, solubilidad, reactividad...).
Ademas, juegan un papel muy importante en la sintesis de las nanoparticulas
ya que la cantidad de ligando utilizado actia como estabilizador evitando la
formacion de agregados, influyendo en el tamano, forma y estabilidad de
éstas. Por ello, segln la aplicacion deseada se puede elegir un tipo u otro de
ligando.

Como se puede ver en la Figura 7, las nanoparticulas y nanoclusters se
componen de nlcleos metalicos, cada uno compuesto por un nimero finito
de atomos, cuya superficie esta cubierta por una capa de ligandos (5).
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Figura 7.Representacion de un nanocluster de oro funcionalizado (19)
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1.2.3. Sintesis de nanoparticulas metalicas

En la fabricacion de nanomateriales se pueden distinguir dos estrategias
(Figura 8):

- Las técnicas top-down (de arriba abajo), consisten en la
descomposicion de grandes piezas de material para generar a partir
de ellas las nanoestructuras requeridas.

- Las técnicas bottom-up (de abajo a arriba) que consisten en el
ensamblaje de atomos y moléculas individuales para dar
nanoestructuras de mayor tamano.
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Figura 8. Técnicas de sintesis de nanomateriales.

Se han desarrollado una gran variedad de métodos para sintetizar
nanoparticulas metalicas de distintas morfologias, de los cuales los mas
habituales son los métodos bottom-up. Estos métodos, de manera general, se
puede clasificar en tres grupos: métodos fisicos, métodos quimicos y métodos
biologicos.

1.2.2.2. Meétodos fisicos

La formacion de nanoparticulas mediante métodos fisicos consta de
varias etapas: la vaporizacion por diversas técnicas de un sustrato, la
condensacion de los atomos para formar el ndcleo inicial, el crecimiento
del ndcleo por la adiccion de mas atomos y la coalescencia (20).
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Entre los métodos fisicos se encuentran la ablacion laser, termolisis,
irradiacion con microondas y la sintesis sonoquimica.

1.2.2.3. Métodos quimicos

Los métodos quimicos son los mas utilizados para sintetizar
nanoparticulas.

Estos comienzan con la reduccion de los compuestos metalicos mediante
diferentes técnicas (radiacion, agentes reductores, termolisis o electro-
reduccion) y su posterior crecimiento. Dentro de ellos el mas destacado y
empleado se basa en la reduccion quimica de sales metalicas en solucion,
aunque existen otros métodos quimicos que han aparecido recientemente
como es la reduccion radiolitica y fotoquimica, el método sol-gel, etc. (21)

La reduccion quimica de sales de metales de transicion en presencia de
moléculas estabilizadoras es el método quimico mas popular para la
preparacion de nanoparticulas metalicas. Para llevarlo a cabo es
necesario el empleo de un precursor metalico, un agente reductor y un
agente estabilizante (22). EIl método de reduccion quimica mas extendido
es la sintesis coloidal, ésta técnica consiste en la reducciéon de iones
metalicos a atomos cerovalente que inmediatamente actdan como
centros de nucleacion para dar lugar a la formacion de clusters
(aglomeracion de atomos metalicos) que contindan creciendo a medida
gue se siguen agregando mas atomos.

Las principales ventajas de este método son (3):
- Es muy simple y reproducible.
- Permite obtener nanoparticulas homogéneas.

- Permite preparar nanoparticulas a gran escala y con una distribucion
de tamano estrecha.

- La estructura, el tamano y la forma de las particulas pueden ser
controladas variando simplemente las condiciones de preparacion
como el tipo de reductor, el contenido de los iones metalicos, la
temperatura, la velocidad de agitacion, etc.
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- Las soluciones de las nanoparticulas son estables por meses vy
presentan extraordinarias propiedades para diversas aplicaciones.

- Se pueden preparar nanoparticulas monometalicas y multimetalicas.

1.2.2.4. Métodos biolégicos

Se pueden obtener materiales a escala nanométrica mediante sintesis
biolégica. Estos nuevos métodos de sintesis han aparecido como
respuesta a la creciente necesidad de ser mas amigables con el medio
ambiente.

La biosintesis involucra el empleo de microorganismos (bacterias,
levaduras y hongos) (23) o extractos de plantas (24), que tienden a
oxidarse cediendo sus electrones con objeto de reducir el metal a valencia
cero.

A pesar de ser una técnica totalmente ecoldgica, la sintesis biologica
presenta todavia desventajas importantes frente a los otros métodos ya
gue necesitan largos tiempos de reaccion y tienen baja productividad (25).

Durante la sintesis de nanoparticulas, por cualquiera de los métodos
anteriores, se busca conseguir un mejor control del tamano y forma para asi
obtener un conjunto de particulas monodispersas, con forma o morfologias
idénticas, igual composicion quimica, igual estructura cristalina y ausencia de
fendbmenos de agregacion de manera que presenten una propiedad
determinada (26).

En este proyecto se abordara la sintesis de nanoparticulas de oro (20) cuyo
proceso consta de las etapas (26) (Figura 9):

- Obtencion de atomos metalicos en estado de oxidacion cero, Au(0),
mediante reacciones de oxidacion-reduccion.

- Nucleacion: En esta etapa dos o mas atomos chocan y se unen para
formar un cimulo. El nUcleo critico es el tamano mas pequeno del
cumulo que es estable para las condiciones experimentales en que se
realiza la sintesis de nanoparticulas. A partir de este tamano se
considera que se inicia el crecimiento de la nanoparticula.
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- Crecimiento: Se adicionan los nucleos de Au(0) unos a otros para dar
lugar a la formacion de la nanoparticula. Se produce por agregacion de
atomos provenientes de la etapa de reduccion y cimulos ya existentes,
0 bien por colisién entre cimulos.

- Adsorcion de un agente estabilizante: Las particulas metalicas en
solucion tienden a aglomerarse debido a las interacciones de Van der
Waals, por lo que es primordial estabilizarlas adicionando diferentes
agentes estabilizantes (27) que controlen tanto la velocidad de
reduccion de los iones metalicos como el proceso de agregacion de los
atomos metalicos al neutralizar las fuerzas electrostaticas.

Agente
e 0520 Nucleacién Crecimiento ‘ Proteccion
M Reduccion s3505s0 gyﬁ @@ _—
5095° B @
M2 Clisters Particulas

Figura 9. Proceso de formacién de nanoparticulas metalicas.

El tamano y la forma de las nanoparticulas obtenidas depende de las
velocidades relativas de cada una de estas etapas, que pueden ser
controladas a través de la modificacion de los parametros de reaccion
(concentracion, temperatura, pH, poder reductor, etc.).

1.2.4. Técnicas de caracterizacion de nanoparticulas metalicas

Como ya se ha mencionado anteriormente, las propiedades 6pticas son las de
mayor importancia para la caracterizacion de las nanoparticulas metalicas, de
alli que las técnicas espectroscopicas sean las que se utilizan con mayor
frecuencia para su caracterizacion. Estas técnicas se basan en el
acoplamiento de la oscilacion colectiva de los electrones de conduccion libres
y de la frecuencia de la radiacion electromagnética incidente. Este
acoplamiento da lugar a las bandas de resonancia, conocidas como
plasmones de superficie, donde se produce la absorcion (26).

Algunas de las técnicas mas habituales de caracterizacion de nanoparticulas
metalicas son las siguientes:
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1.2.4.1. Espectroscopia UV-Visible

Una de las técnicas mas utilizadas para caracterizar nanoparticulas es la
espectrofotometria UV-Visible que nos permite conocer la concentracion,
forma, tamano y homogeneidad de tamano de las particulas.

La espectroscopia describe la interaccion entre la radiacion, principalmente la
electromagnética, y la materia. Toda radiacion electromagnética viene
caracterizada por una longitud de onda (A), una frecuencia (v) o una energia
(E), relacionadas mediante la ecuacion de Planck:

E=h-v=h-<
= v = 1

Siendo h la constante de plank (6,6256 - 10-34 Jsfoton?1)

La luz visible o ultravioleta (lo) incide sobre la muestra, una parte del haz la
atraviesa (l) y la otra es absorbida por los electrones de valencia, siendo éstos
promovidos a estados excitados. La fraccion de radiacion que logra traspasar
la muestra se denomina transmitancia (T=I/lo) y se puede relacionar con la
absorbancia mediante la siguiente expresion: A= -log T. La absorcion de luz
por las moléculas puede relacionarse con la concentracion de la especie
absorbente de la muestra mediante la ley de Lambert-Beer:

I
0

Donde:
A= absorbancia
£= coeficiente de absortividad molar
I=camino 6ptico
C= concentracion de la especie absorbente
lo= intensidad de la luz monocromatica incidente
I= intensidad de la luz transmitida a través del material

Espectro UV-Visible:

El espectro de absorcion obtenido en el espectrofotometro UV-Visible
representa la absorbancia en funcion de la longitud de onda.

Los espectros de absorcion que se obtienen se centran en la banda de
resonancia del plasmén superficial. La posicion y la forma de esta banda
estan influenciadas por diferentes factores tales como el metal, el medio
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circundante, el tamano, la forma, la polidispersidad de las particulas y las
sustancias adsorbidas en la superficie.

La concentracion se relaciona con la absorbancia en el pico maximo de
absorcion, la homogeneidad de tamano con el ancho del pico y el tamano con
la posicion del pico, desplazandose hacia longitudes de onda menores
cuando el tamano de la particula decrece (28).

1.2.4.2. Espectroscopia raman

Técnica espectroscopica vibracional que utiliza la interaccion entre la
radiacion electromagnética y la materia para estudiar la composicion de la
misma. Se basa en los fendmenos de dispersion inelastica de los fotones a
una determinada frecuencia, diferente para cada molécula del material. Es
por este hecho, por las diferentes frecuencias a las que estan asociadas cada
molécula en particular, que podemos identificar materiales y distinguirlos.

El efecto Raman se produce cuando un haz de luz monocromatica (laser)
incide sobre una molécula e interacciona con la nube electronica de sus
enlaces, excitando la molécula a un estado virtual no permitido. Debido a que
este nuevo estado no es estable, la molécula se relaja hasta uno de sus
estados permitidos mediante el desprendimiento de un foton. La mayor parte
de este haz de luz se dispersa y presenta la misma frecuencia que la onda
incidente, se conoce como radiacion elastica y no aporta ninglin tipo de
informacion molecular. Otra pequena parte de la luz es dispersada de forma
inelastica y devuelve frecuencias propias de cada molécula que compone el
material, lo que se conoce como efecto Raman.

Se puede entender el proceso suponiendo que los enlaces son muelles que
unen dos masas (Figura 10). Al excitar estos enlaces con luz monocromatica
se produce un movimiento (vibracional y rotacional) a una frecuencia propia
de cada enlace. (29)

- QIRRAAAA- QD

Figura 10. Modelo de atomos unidos por un muelle.

La relajacion de las moléculas puede ocurrir de tres maneras diferentes
(Figura 11):
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- La molécula puede retornar al mismo estado vibracional en el que se
encontraba antes de la excitacion. Los fotones emitidos (flecha roja)
tendran la misma energia que los del laser excitador. En la relajacion
se ha producido lo que se llama una dispersion Rayleigh, que se dice
que es elastica en el sentido de que no hay variacion de energia.

- La molécula puede volver a un estado superior al de partida. En ese
caso los fotones emitidos (flecha verde) tendran menos energia que
los del laser. Son los fotones “tipo Stokes”. Esa diferencia de energia
es lo que se llama desplazamiento Raman.

- Finalmente, la molécula puede volver a un estado de energia menor
que la del estado de partida. En ese caso los fotones emitidos (flecha
morada) tienen mas energia que los del laser, diciéndose que son de
tipo anti-Stokes.

Estados ek eme e e e e, ————-
"virtuales" A
de energia

Estados de
energia
vibracional

4
f 3
¥ 2
1
i Y Yo
Rayleigh Stokes  Anti-Stokes
Infrarrojo Raman

Figura 11. Diagrama de nivel de energia mostrando los estados implicados en la senal de
Raman.

Espectro Raman:

La manera de representar el efecto Raman es mediante el espectro Raman.
En el eje de las abscisas se representa el numero de onda en cm-, relativo a
la frecuencia de la luz incidente, y en el eje de ordenadas la intensidad en
unidades arbitrarias [u. a].

Cada uno de los picos de este espectro se puede asociar a un modo de
vibracioén (30).
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1.2.4.3. Técnica elisa:

La técnica ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) es una técnica de
inmunoensayo en la cual un antigeno inmovilizado se detecta mediante un
anticuerpo enlazado a una enzima capaz de generar un producto detectable,
como cambio de color. La aparicion de la coloracion permite medir,
indirectamente mediante espectrofotometria, el antigeno en la muestra.

Los lectores Elisa son espectrofotometros capaces de realizar lecturas
seriadas de cada uno de los pocillos de una placa Elisa (Figura 14). A
diferencia de una espectrofotdmetro convencional, con capacidad de leer
todas las longitudes de onda del ultravioleta y el visible de manera
continuada, los lectores de Elisa disponen de sistemas de filtros que solo
permiten la lectura de unas o varias longitudes de onda especificas, pero en
muchas muestras a la vez.

En este proyecto esta técnica se realizara desde otro enfoque (se comentara
mas adelante).

1.2.4.4. Microscopios electréonicos:

Los microscopios electronicos son otra de las técnicas de caracterizacion de
nanoparticulas metalicas mas utilizadas, que nos permiten observar su forma,
tamano, rugosidad y cristalinidad. Estos microscopios cuentan con un canén
de electrones, una serie de lentes magnéticas que crean campos que dirigen
y enfocan el haz de electrones hacia la muestra, y un sistema que registra las
imagenes que producen los electrones al interaccionar con la muestra. Una
parte importante de un microscopio electronico la constituye el sistema de
vacio necesario para que los electrones no puedan ser desviados por las
moléculas de aire.

Microscopia Electrénica de Transmision (TEM)

La Microscopia Electronica de Transmision permite determinar el tamano,
forma, estructura interna y, a través de difraccion de electrones, la
composicion quimica de las nanoparticulas (31). El haz de electrones se dirige
hacia la superficie de la muestra, una parte de los electrones incidentes
penetran a través de la muestra delgada dispersandose a medida que la
atraviesan, se enfocan con la lente objetivo y se amplifican mediante la lente
magnificadora para finalmente producir la imagen deseada. La imagen
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aumentada sobre una pantalla se forma debido a electrones que se han
transmitido a través del material analizado. Los patrones de difraccion de los
electrones permiten determinar las constantes de redes de las particulas lo
gue ayuda a la identificacion de la especie (32).

Se pueden obtener dos tipos de imagenes: las imagenes en campo 0Scuro y
las imagenes en campo claro. Las imagenes en campo claro son producidas
por los electrones que se propagan a través de la muestra. En las imagenes
en campo oscuro la imagen es producto de los electrones difractados (31).

En la preparacion de las muestras para su observacion en TEM, es necesario
realizar una dispersion de las nanoparticulas en un solvente y dejarlas secar
sobre una rejilla.

Microscopia Electrénica de barrido (SEM)

En este tipo de microscopios se emplea una sonda que recorre la superficie
de la muestra con un haz muy concentrado de electrones proporcionando una
imagen tridimensional de la misma. A medida que los electrones chocan y
penetran en la superficie se produce la dispersion de los electrones
incidentes o la emision de electrones secundarios que son recogidos en un
tubo de rayos catddicos (CTR). Cada punto leido de la muestra corresponde a
un pixel en un monitor de television.
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1.3. SENSORES

Hoy en dia la tecnologia de los sensores esta experimentando un crecimiento
continuo como consecuencia del creciente interés en realizar controles de
productos de forma rapida, fiable y econdmica. Los sensores estan
experimentando un importante desarrollo debido a la intensa investigacion
que se esta llevando a cabo sobre ellos, permitiendo realizar medidas “in
situ” y reduciendo notablemente su tamano en contraposicion con las
técnicas convencionales.

Un sensor es un dispositivo capaz de transformar la informacion fisica o
guimica de una muestra en una senal eléctrica que nos proporciona dicha
informacion de manera rapida y directa. Se pueden clasificar segin el tipo de
informacion que son capaces de transformar en: sensores fisicos y sensores
quimicos (Figura 12).

- Los Sensores fisicos detectan cambios en parametros fisicos como la
temperatura, masa, presion, etc.

- Los sensores quimicos detectan cambios en algin parametro quimico
como el pH, la concentracion, composicion, etc.

Magnitud Senal de salida
fisica/quimica = Sensor [ ==> (eléctrica)

(no electrica)
g

Factores perturbadores
(temperatura, vibraciones,
veriaciones de tension de

almentacién)

Figural2. Esquema del funcionamiento de un sensor.

En el presente proyecto, las nanoparticulas sintetizadas se intentaran aplicar
a sensores quimicos 6pticos, que con el software adecuado, permitan medir
parametros asociados a la industria vinicola.

1.3.1. Sensor quimico

Un sensor quimico es un dispositivo que transforma informacion quimica en
una senal medible y util. Consta principalmente de dos partes (Figura 13): un
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receptor o elemento de reconocimiento molecular o idnico que interacciona

con un determinado componente de la muestra (analito),

y un elemento

instrumental (transductor) que convierte la senal quimica producida por la
interaccion, en una senal procesable. Ademas, los sensores quimicos suelen
incorporar también un amplificador de senal que se encarga de amplificar,
acondicionar, procesar y presentar la senal en formato de dato. Cuando el
elemento de reconocimiento es un reactivo biolégico el sensor toma el

nombre de biosensor.

Muestra de

Transductor

medida

Elemento Sistema
sensor electrénico

Figural3. Sensor Quimico

Los sensores quimicos se pueden clasificar en funcion del tipo de
transduccion en:

Electroquimicos: son aquellos sensores que transforman la senal
electroquimica producida debido a la interaccion entre el analito y el
receptor en una senal eléctrica de salida.

Opticos: son aquellos sensores que transforman la sefial Optica
resultante de la interaccion entre el analito y el receptor en una senal
eléctrica.

Resistivos: son aquellos sensores en los que la interaccion entre el
analito y el receptor da lugar a un cambio en la conductividad que se
transforma en una senal eléctrica.

Masicos: son aquellos sensores que transforman las variaciones de
masa producidas sobre la superficie del receptor, al darse la
interaccion, en senales eléctricas de salida.

Térmicos: son aquellos sensores que transforman el efecto calorifico
producido por la interaccion analito-receptor en una senal eléctrica.

Otros: magnéticos, etc

Proyecto Fin de Grado
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1.4. MOSTO

La vid es una planta lenosa con una vida bastante larga. Esta constituida por
raices, tronco, sarmientos, hojas, flores y fruto, cada una de las partes con
una funcion propia dentro de la planta. Las raices sustentan el cuerpo de la
plata y se encargan de la absorcion de la humedad y sales minerales que
necesitan para vivir; el tronco y los sarmientos son meros vehiculos de
transmision y las hojas son las encargadas de transformar la savia bruta en
savia elaborada y ejecutar las funciones vitales de la planta: transpiracion,
respiracion y fotosintesis. En ellas es donde a partir del oxigeno y el agua se
forman las moléculas de los acidos, azucares, etc. que se van a acumular en
el grano de la uva condicionando su sabor. Finalmente, la clorofila es la
encargada de captar, de los rayos solares, la energia suficiente para llevar a
cabo todos los procesos.

Cuando llega el mes de marzo y comienza el calor, empiezan a formarse los
frutos de la vid (uvas), inicialmente verdes pues estan saturados de clorofila.
El momento en el que la uva cambia de color, pasa de verde a amarillo si la
variedad es blanca o al rojo claro si la variedad es tinta, recibe el hombre de
envero. Durante esta etapa ocurren otros fenébmenos en el interior de la uva
como es el crecimiento y ablandamiento del grano, la modificacion de la
consistencia de los tejidos, la acumulacion de azucares, disminucion de
acidos, modificacion en los elementos minerales, variaciones en la
composicion y contenido de sustancias nitrogenadas, desaparicion de
clorofila y acumulacién de pigmentos colorantes en el hollejo, incremento de
los polifenoles y sintesis de sustancias aromaticas.

Es importante destacar que durante el proceso de maduracion de la uva, los
acidos van cediendo terreno a los azucares, procedentes de la actividad
ejercida por las hojas como consecuencia del proceso de la fotosintesis que
tiene lugar en las mismas. En funcién de la variedad de que se trate, asi como
de la zona donde haya sido cultivada, la uva madura desde mediados del
verano hasta principios del invierno, llevandose a cabo su recoleccion entre
mediados del mes de septiembre y finales del mes de noviembre.

Una vez que la uva ha madurado, es recogida en el proceso de vendimia y
prensada con el fin de obtener el mosto (33).

Pagina 42 Proyecto Fin de Grado



Desarrollo

Se pueden diferenciar dos partes en el racimo de uva: el raspon, o parte
lenosa, y las bayas o granos. Estos se unen al racimo mediante el pedicelo, a
través del cual se nutren. Las bayas, a su vez, estan formadas por una
pelicula exterior denominada hollejo o piel, una masa que rellena su interior
de la que se extrae el mosto conocida como pulpay, en el centro de la misma,
una numero variable de semillas o pepitas (Figura 14), cada una de ellas con
un aporte especifico de caracteristicas y componentes (34). El hollejo
contiene la mayor parte de los componentes colorantes y aromaticos de los
mostos; la pulpa los azlcares, el agua y los acidos organicos; y las pepitas
proporcionan los taninos al mosto.

El hollejo y la pulpa contribuyen al aroma del vino que viene determinado por
cientos de metabolitos secundarios presentes en la baya en concentraciones
variables, pero también por metabolitos y compuestos derivados de los
procesos de extraccion y tratamiento del mosto, de los procesos de
fermentacion o de los procesos de crianza en barrica.

Raspon \,

Pepita

Hollejo

Pulpa

Figura 14. Estructura de la uva.

Por lo tanto, en funcion del grado de maduracion de la uva varia el contenido
en azucares y fenoles del mosto, y de la misma manera, en funcién del tipo de
variedad de uva seleccionada también cambia la composicién final de dicho
mosto (35).

1.4.1. Composicion del mosto

El mosto antes de la fermentacion se compone principalmente de agua y
azlcares, asi como de acidos (malicos y tartaricos) y de otros componentes
guimicos en menor cantidad. Tras la fermentacion alcohdlica gran parte de
los azucares del mosto se transforman en alcohol etilico.

Los componentes principales presentes en el mosto son (36):
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Agua:

Es el componente principal del mosto y segin su grado de madurez
puede encontrarse entre un 70 y 85%.

AzUcares:

Son el segundo componente mas importante en la uva, existiendo
mayor cantidad en la uva blanca que en la tinta. Estan esencialmente
representados por los monosacaridos glucosa y fructosa que se
encuentran en el mosto en concentraciones comprendidas entre 150y
250 g/L.

CH,OH
g:—o OH HOCH; _0O CHy OH
| \l
OH H
I H Ho
HO\C—C/| H H
H OH OH H
Glucosa Fructosa

Acidos orgénicos:

Los acidos organicos presentes en el mosto estan representados
principalmente por el acido tartarico, citrico y malico, también existen
pequenisimas cantidades de muchos otros acidos organicos tales
como glioxilico, oxalico, salicilico y glicolico. Los acidos tartarico y
malico representan el 90% de la acidez total del mosto.

Se originan a partir de la oxidacion de los azucares y se acumulan
principalmente en la pulpa, en formas libres y combinadas. Son
responsables del caracter acido del vino y tienen la capacidad de
actuar como conservantes.

En el envero, la acidez de las bayas es maxima, alrededor de 30 g/I,
expresada como acido tartarico. En el periodo que transcurre entre el
envero y la madurez, la acidez disminuye, llegando a concentraciones
de 3 a 8 g/L. Esta disminucion en la acidez total se debe tres
fendmenos diferentes: la dilucion de los acidos (debido a que el grano
crece en volumen); la neutralizacion de los acidos por salificacion y la
degradacion de los acidos por respiracion. En las uvas maduras, el
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acido que predomina es el tartarico, luego el malico y en menor
cantidad, se encuentra presente el acido citrico.

llﬂ[:lDH
.

COOH | |
H—%—DH HO—=CH H0—$—ﬂ0m{
HO—~C—H GH, CHz

COCH A2

' - OH C00H

Acido tartarico Acido malico Acido citrico

- Sustancias nitrogenadas:

Los compuestos nitrogenados son fundamentales en el mosto para
qgque sea posible la correcta fermentacion. Entre los aminoacidos
predominantes en las uvas esta la prolina y la arginina (37).

- Enzimas:

Las enzimas son sustancias muy complejas producidas por las células
de los microorganismos. Aunque estén en pequenas cantidades, son
capaces de activar reacciones importantes como la fermentacion
alcohdlica.

— Sustancias minerales:

En los mostos existen siempre pequenas cantidades de sulfatos,
fosfatos y cloruros de potasio, calcio, magnesio y sodio procedentes
del suelo. Se localizan principalmente en las partes sélidas de la uva:
hollejos, semillas y paredes celulares de la pulpa.

- Sustancias pépticas:

Estan presentes en las paredes celulares del hollejo y de la pulpa, y se
solubilizan en el mosto tras la degradacion enzimatica de dichas
paredes. Originan la turbidez tipica de los mostos.
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- Compuestos aromaticos:

Los compuestos aromaticos caracterizan el sabor y olor de los mostos,
algunos grupos principales son: los terpenos, lactonas, ésteres,
compuestos azufrados, etc.

- Compuestos fenélicos:

Cuantitativamente representan solo el 0,3% de los componentes del
mosto, pero son fundamentales en las caracteristicas organolépticas y
en la calidad del producto. Estan localizados mayoritariamente en las
pepitas y el hollejo

Los compuestos fendlicos se clasifican en flavonoides y no
flavonoides.

Cada una de las partes que integran la baya contribuye de manera diferente a
la composicion del mosto, debido a su diferente naturaleza y composicion
guimica. Como se ha dicho anteriormente, segin el grado de maduraciéon de
la uva va a variar el contenido en azlcares y fenoles, y como consecuencia las
caracteristicas del mosto.

1.4.2. Compuestos reductores en el mosto
1.4.2.1. Polifenoles

Los polifenoles son constituyentes fundamentales del mundo vegetal, se
encuentran cominmente en los alimentos retardando o previniendo su
oxidacion. Estan representados por centenares de compuestos de diversa
estructura quimica, pero que comparten la caracteristica de poseer en su
estructura varios grupos bencénicos que llevan asociados uno o varios grupos
hidroxilo.

En los dltimos anos, los polifenoles de los vinos han sido sujeto de un
creciente interés debido a sus magnificas propiedades antioxidantes, es decir,
a su capacidad de retardar o prevenir la oxidacion de otras moléculas, lo que
tiene potenciales efectos sobre la salud humana (38).

Los compuestos quimicos en forma de polifenoles son abundantes en el vino
y en el mosto, juegan un papel importante por su contribucion en los atributos
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sensoriales como el color, las propiedades gustativas (cuerpo, astringencia, y
amargor), y su capacidad de envejecimiento (39). Es por ello que definir el
momento en el cual la uva ha llegado a su madurez fendlica es uno de los
objetivos perseguidos por muchos cientificos.

Los compuestos fendlicos se clasifican en dos tipos: compuestos no
flavonoides y flavonoides (Figura 15):

- En los compuestos no flavonoides se incluyen los éacidos fenoles,
divididos en benzoicos (C6-C1) y cinamicos (C6-C3), y otros derivados
fenolicos como los estilbenos.

- Dentro de los flavonoides encontramos las antocianos (malvidol,
peonidol,...) que dan el color a los vinos tintos, los taninos catequinos
(flavanoles o flavan3-oles) principales responsables de la astringencia
y de la estructura de los vinos, y los flavonoles (quercetol, miricetol,
etc) que parecen contribuir al gusto amargo (40).

La concentracion de polifenoles en el mosto, tal y como se dijo anteriormente,
depende en gran medida de la variedad vitis vinifera, del clima en el que se
haya cultivado y de la forma en que se haya procesado la uva.

POLIFENOLES

ACIDOS FENOLICOS

FLAVONOIDES

(no flavonoides) CB-C3-C6
1
: |‘
BENZOICOS | | CINAMICOS I I I 1
CH-C1 C6-C3 FLAVONOLES ANTOCIANOS 3-FLAVANOL PROANTOCIANIDINAS
(polimeros)
R
\ R
so— “—coon > Y R
\ / HO ) — OH
& L \_coon J:I /[ S
OH AV HO\//"\]/O g
Y \/ ac. p.cumanico \L L | I
14 > COOH dc. caféico = o
\__ L
/\_, ac. ferilico OH O OH
R
malvidina ;
ac. p-hidroxibenzoico kaemferol delfinidina catgqmnﬂ
ac. protocatequico quercetina conidina epicatequina
ic. vanillico miricetina peomai epigalocatequina
dc. galico petunidina catequina 3-O-galato
dc. siringico clanidina

ic. salicilico
ic. gentisico

IJ{\ OH
HO. -~ ,Jf;[
TLT,JZ

R

Figura 15. Polifenoles del vino
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1.4.2.2. AZUCARES

Los azlcares son compuestos organicos polihidroxilados que presentan un
grupo aldehido o cetona (aldosa o cetosa respectivamente) en su molécula.
Son incoloros e inodoros, presentan sabor dulce y son solubles en agua e
insolubles en algunos compuestos organicos. Sus propiedades quimicas se
deben a las funciones aldehido y cetona libres, de alli su capacidad reductora,
la facilidad con que se oxidan en acidos y la aptitud para polimerizar.

Ofrecen multiples ventajas, se utilizan para endulzar los alimentos y como
conservantes, aunque su principal caracteristica nutricional es su importancia
como fuente de energia. Por otra parte, los azlicares aumentan la viscosidad
de los mostos, factor que también interviene en la lagrima que se forma en
las paredes de la copa, pues se trata de compuestos que son untuosos en la
boca (41).

Por regla general la presencia de una concentracion de azlcares de menos de
1.5 g/litro hace que el paladar no detecte el sabor dulce, por encima de un
0.2% del volumen los sentidos empiezan a detectar el sabor dulce del vino.

Se clasifican en funcion del nimero de unidades de monosacaridos de los
que estan formados en: monosacaridos (un monosacarido), disacaridos (dos
monosacaridos unidos mediante un enlace glicosidico) y oligosacaridos (de
dos a diez monosacaridos unidos mediante enlaces glicosidicos).

Los principales azucares en el mosto son dos monosacaridos: la glucosa y
fructosa, existen otros como la galactosa, la xilosa, la arabinosa o la ribosa
pero en concentraciones insignificantes. La concentracion de estos azlcares
en la uva depende del momento de maduracion en la que esta se encuentra,
de forma que antes de madurar predomina la glucosa y en las uvas bien
maduras la fructosa.
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2. MATERIALES Y EQUIPOS

2.1.

INTRODUCCION

En este capitulo se enunciaran y describiran los materiales y la
instrumentacion necesaria para la obtencion de las nanoparticulas de oro.

2.2.

2.3.

MATERIAL UTILIZADO

Cubetas de cuarzo de la marca Hellma con paso 6ptico de 1cmy 1mm.
Tubos de vidrio de 1cm de diametro.

Vasos de precipitados.

Micropipetas dede 20 a 200ul Pluripet.

Micropipeta de 100 a 1000 ulEcopipetteby CAP.

Tubos eppendorf con volimenes de 2ml.

Gradillas.

Cronémetro.

Parafilm.

Guantes.

Tijeras.

EQUIPOS

Espectrofotometro shimadzu UV-1603 (UV- Visible).
Microscopio electronico de transmision:
— Jeol Jem-FS2200HRP field transmission electron microscope.

— Jeol Jem- 1011HR field transmission electron microscope.
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e Espectrofotometro Elisa OpsysMr.
e Bano de ultrasonidos (Ultrasons selecta).

e Centrifuga Alresa.

2.4. MUESTRAS

Se ha experimentado con mostos preparados a partir de ocho variedades de
uva diferentes:

e Juan Garcia

e Mencia regadio
e Mencia secano
e Rufete

e Prieto picudo

e Garnacha

e Tempranillo

e Cabernet

Las muestras a analizar han sido:

- Mostos elaborados a partir de todas las variedades de uva
cosechadas en la vendimia del 2014.

- Mostos elaborados a partir la variedad de uva Tempranillo
cosechada semanalmente desde el envero hasta la post-
vendimia en el ano 2014.

Todas las muestras de mosto utilizadas en esta investigacion han sido
previamente evaluadas mediante analisis quimico en la Estacion Enoldgica de
Castilla y Ledn. Las valoraciones realizadas incluyen acidez total, grado
alcohdlico, azlcares, densidad, sulfuroso libre y total, pH, IPT, etc.
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2.5. REACTIVOS

e Antioxidantes patrones:
— Catecol. (Pyrocatecol 98%, Panreac).
— Acido galico. (Sigma-Aldrich)
- Acido tanico. (Sigma-Aldrich)
- Acido citrico. (Sigma-Aldrich)
- Acido cafeico. (Sigma-Aldrich)
~  Acido malico. (Sigma-Aldrich)
— Acido tartarico. (Sigma-Aldrich)

~ Acido vanilico.(Sigma-Aldrich)

e Azlcares:
- Glucosa. (a-D glucosa. Sigma-Aldrich)
- Fructosa. (Alfa Aesar)

- Galactosa

e Otros:

- Acido tetracloroalirico. (Sigma-Aldrich)
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3. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

3.1. SINTESIS DE NANOESTRUCTURAS

3.1.1. Disoluciones patrén

Teniendo en cuenta que los mostos contienen compuestos antioxidantes
capaces de reducir los iones de oro (Au3*) a oro metalico (Au®), se han
disenado una serie de experimentos (Tabla 1) utilizando compuestos
presentes en los mostos con el fin de comprobar la respuesta de cada uno de
ellos ante la sintesis de nanoestructuras.

Los compuestos reductores utilizados han sido los siguientes:

- Azlcares:
=  Glucosa
»  Fructosa

= (Galactosa
- Acidos:
= Acido malico
= Acido tartarico
- Antioxidantes:
= Acido citrico
= Acido cafeico
= Acido vanilico
= Acido gélico
= Acido tanico

= Catecol
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La sintesis de nanoparticulas de oro se ha realizado a temperatura ambiente
mediante reacciones de oxidacion-reduccion partiendo de soluciones acuosas
de acido tetracloroaurico (HAuCl4+3H20) de concentracion 1mM como agente
precursor. Esta solucion de oro se ha mezclado, en tubos de vidrio de 1cm de
diametro, con diferentes volimenes de agente reductor, obteniéndose un
volumen final de 2ml.

La reaccion redox da como resultado soluciones de diferentes coloraciones

que indican la formacién de nanoestructuras.

Porcentaje de agente

Sal de oro | Patrén (agente | Volumen reductor en la

uL reductor) yL final muestra
Muestra 1 1800 200 2ml 10 %
Muestra 2 1600 400 2ml 20 %
Muestra 3 1400 600 2ml 30 %
Muestra 4 1200 800 2ml 40 %
Muestra 5 1000 1000 2ml 50 %
Muestra 6 800 1200 2ml 60 %
Muestra 7 600 1400 2ml 70 %
Muestra 8 400 1600 2ml 80 %
Muestra 9 200 1800 2ml 90 %
Muestra 10 0 2000 2ml 100 %

Tabla 1. Volimenes empleados para la sintesis de nanoparticulas de oro
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3.1.2. Mostos

Se han sintetizado nanoparticulas de oro utilizando mostos como agentes
reductores, siguiendo el mismo procedimiento del punto 4.1.1. Las soluciones
acuosas de acido tetracloroaurico 1mM (HAuCl4.3H20) se han mezclado, a
temperatura ambiente y en tubos de vidrio de 1cm de diametro, con
diferentes volimenes de mosto previamente centrifugados a 4000rpm
durante 10 minutos para eliminar los sélidos en suspension, obteniéndose un
volumen final de 2ml.

La serie de experimentos disenados en los que se ha estudiado las distintas
variedades de mosto como agentes reductores y los volimenes de éstos
utilizados en la reaccion (proporcion entre la solucion de oro y el mosto) es la
siguiente:

Porcentaje de
Sal de oro | Mosto (agente | Volumen agente reductor

pL reductor) yL final en la muestra

Muestra 1 1800 200 2ml 10 % de mosto
Muestra 2 1600 400 2ml 20 % de mosto
Muestra 3 1400 600 2ml 30 % de mosto
Muestra 4 1200 800 2ml 40 % de mosto
Muestra 5 1000 1000 2ml 50 % de mosto
Muestra 6 800 1200 2ml 60 % de mosto
Muestra 7 600 1400 2ml 70 % de mosto
Muestra 8 400 1600 2ml 80 % de mosto
Muestra 9 200 1800 2ml 90 % de mosto
Muestra 10 0 2000 2ml 100 % de mosto

Tabla 2. Volimenes empleados para la sintesis de nanoparticulas de oro

Este procedimiento se ha realizado para todos los mostos elaborados con las
distintas variedades de uva de la vendimia del 2014 y para la serie secuencial
(desde el envero hasta la post-vendimia) del mosto elaborado a partir de la
variedad de uva tempranillo de la vendimia del ano 2014.
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3.2. CARACTERIZACION DE LAS NANOPARTICULAS

3.2.1. Espectrofotometro UV-Visible

Las nanoparticulas de oro sintetizadas han sido caracterizadas empleando el
espectrofotometro Shimadzu UV1603 (UV-visible) (Figura 16), utilizando
cubetas de cuarzo de 1cm de paso Optico.

Los pasos a seguir fueron los siguientes:

Una vez encendido el equipo y el programa UVProbe, se debe realizar la linea
base utilizando aire tanto en el compartimento de referencia como en el
compartimento de muestra. A continuacion, se registra un espectro en el
rango de medida deseado introduciendo agua en ambos compartimentos
para comprobar el adecuado funcionamiento del equipo. Finalmente, se
realizan las medidas de todas las muestras utilizando agua destilada
(solvente) como referencia.

Las medidas se realizan siempre en las mismas condiciones. Los datos
obtenidos en el espectrofotometro son tratados mediante el programa Origin
6.0

Figura 16. Espectroscopio ultravioleta-visible

3.2.2. Espectrofotometro Elisa

Para caracterizar la sintesis coloidal de nanoparticulas también se ha
empleado el espectrofotometro Elisa Opsys (Figura 17) a longitudes de onda
de 492 y 620nm.
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Se ha utilizado una placa Elisa formada por ocho columnas y doce filas (96
pocillos) para realizar el analisis de la muestras.

Los pasos a seguir fueron los siguientes:

Figura 17. Espectrofotometro Elisa.

La reaccion se lleva a cabo directamente en los pocillos de la placa Elisa
mediante la adiccion de los volimenes necesarios de cada reactivo. En cada
fila de la placa se introduce una variedad distinta de mosto (previamente
centrifugado) y un patrén. En las columnas se introducen cantidades
crecientes de agente reductor (mosto) tal y como representa la Tabla 3. A
continuacion se efectlan las lecturas de absorbancia de la placa en el
espectrofotometro Elisa a las longitudes de onda de 492 y 620nm durante
dos horas aproximadamente.

| mosto-
| Au

Variedad

30 -
270

60 -
240

90 -
210

120 -
18

150 -
150

180 -
120

210-
90

240 -
60

270 -
30

300-

A (C)

B (G)

C UG)

D (MR)

E (PP)

Tabla 3. Procedimiento para la placa Elisa. Siendo: C: Cabernet; G: Garnacha; JG: Juan Garcia;

MR: Mencia Regadio; PP: Prieto Picudo; R: Rufete; T: Tempranillo, E:Estandar).
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3.2.3. Microscopio electrénico de transmision

Para el estudio del tamano, morfologia, distribucion, estructura y cristalinidad
de las nanoparticulas obtenidas se han empleado dos microscopios
electronicos de transmision (Figura 18):

- Jeol Jem-FS2200HRP Field transmission electron microscope con un
voltaje de 200 KV

- Jeollem- 1011HR Field transmission electron microscope con un
voltaje de 80 KV.

Para caracterizar las nanoparticulas de oro obtenidas se deposita una gota de
la suspension coloidal de nanoparticulas sobre una rejilla de carbono tipo B
(referencia 01811) de la marca TedPella y se deja evaporar al aire.

Figura 18. Microscopio TEM Jeol Jem-2200 (izquierda) y JeolJem- 1011 (derecha)
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3.3. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos obtenidos de todas las medidas de las distintas muestras de mosto
deben ser convenientemente tratados mediante el método de componentes
principales (PCA), haciendo uso del programa Matlab V 5.0, para obtener
informacioén sobre ellas. También se ha aplicado la técnica multivariante PLS
(regresion por minimos cuadrados) para establecer correlaciones entre los
datos proporcionados por la PCA y algunos datos quimicos de interés en los
mostos.
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4.RESULTADOS Y DISCUSION

Las nanoparticulas de oro se han sintetizado siguiendo la metodologia
explicada en la seccion 3.1, reduciendo el precursor metalico (solucion de oro
1mM) con el mosto o con los patrones reductores en diferentes volimenes.

A continuacién se discutiran los resultados obtenidos de la caracterizacion de
estas nanoparticulas mediante las técnicas previamente explicadas.

4.1. RESULTADOS DE LA CARACTERIZACION DE LOS PATRONES

En un primer lugar se ha realizado la reducciéon de la sal de oro con
disoluciones patron de diferentes azucares, acidos organicos y antioxidantes,
compuestos que forman parte de los mostos a analizar. Este bloque de
experimentos se ha llevado a cabo con la finalidad de poner a punto el
método de analisis, tanto la preparacion de la reaccion como la
caracterizacion del producto final, y para comprobar la sensibilidad del
mismo.

Los patrones elegidos y el resultado de cada uno de ellos ha sido el siguiente:

Patrones Resultado
Azlcares Glucosa No reacciona en ninguna proporcion
Fructosa No reacciona en ninguna proporcion
Galactosa No reacciona en ninguna proporcion
Antioxidantes Acido cafeico Reacciona
Acido vanilico Reacciona
Acido citrico Reacciona
Acido galico Reacciona
Acido tanico Reacciona
Catecol Reacciona
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Acidos

Acido malico

No reacciona en ninguna proporcion

Acido tartarico

No reacciona en ninguna proporcion

Tabla 4. Resultado de los patrones elegidos

En primera instancia, la obtencién de nanoparticulas de oro es corroborada a
simple vista mediante el cambio de coloracién de la solucién para todos los
antioxidantes utilizados. Del mismo modo, se ha comprobado que la glucosa,
fructosa y galactosa, a pesar de ser azucares reductores, no forman
nanoparticulas. Tampoco lo hacen el acido tartarico y malico, debido a que no

son compuestos reductores (Tabla 4).

Las nanoparticulas de oro sintetizadas con distintos volimenes de acido
tanico, citrico y galico se han caracterizado con espectroscopia UV-Visible, tal
y como muestran las siguientes figuras (Figuras 19-21)

Absorbancia

1.0 4

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0

10% ac. citrico
——20% ac. citrico
——30% ac. citrico
—40% ac. citrico
——50% ac. citrico
——60% ac. citrico
70% ac. citrico
80% ac. citrico
——90% ac. citrico

i

400

| A B
450 500 550

T T 1 L —
600 650 700 750 800

Longitud de onda (nm)

Figura 19. Espectro UV-Visibles del acido citrico.
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10% ac.tanico
Bix ——20% ac.tanico

——30% ac.tanico
——40% ac.tanico
4 ——50% ac.tanico
——60% ac.tanico
70% ac.tanico
——80% ac.tanico
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=
(@]
3 2
<
14
|
0 T T y T Y T v T v T T T v T Y 1
400 450 500 550 600 650 700 750 800
Longitud de onda (nm)
Figura 20. Espectro UV-Visibles del acido tanico.
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Figura 21. Espectro UV-Visibles del acido galico.

Los espectros UV-Visible muestran la banda del plasmén de resonancia
caracteristica de las nanoparticulas de oro en torno a 550nm. Para el acido
tanico y el acido citrico se observa que, al aumentar el volumen de agente
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reductor en la mezcla (de 10 a 90%), se produce un desplazamiento del
plasmén hacia longitudes de onda mas pequenas, con lo cual se puede inferir
una reduccion en el tamano de particula obtenido. En el caso del acido galico,
cuando se utiliza una proporcion de antioxidante en la mezcla mayor de un
40% (de 40 a 90%) ocurre lo contrario, el pico sufre un desplazamiento hacia
mayores longitudes de onda al aumentar la proporcion de reductor en la
mezcla, y por tanto se produce un aumento en el tamano de las
nanoparticulas.

Ademas se observa que los plasmones de las nanoparticulas utilizando el
acido tanico sufren un incremento en la absorbancia a medida que aumenta
la proporcion de agente reductor en la muestra, por lo que podemos deducir
que se produce un aumento en la concentracion de nanoparticulas de la
solucion coloidal. Esto no ocurre asi con los otros dos antioxidantes
estudiados. Para el acido citrico y el acido galico, la absorbancia del plasmén
aumenta en el caso de que exista una proporcion de antioxidante en la
mezcla mayor de un 60% (de 60 a 90%) o de un 30% (de 30 a 90%),
respectivamente, y disminuye para proporciones menores.

También se aprecia claramente que conforme aumenta el volumen de acido
tanico en la muestra, el ancho medio de banda disminuye sugiriendo una
disminucion de la polidispersidad del sistema. Asimismo, la banda de menor
definicion corresponde a la mezcla con un 10% de antioxidante. Esta
imprecision del plasmén se debe a la relacion que existe entre la baja
concentracion de nanoparticulas obtenidas y la elevada polidispersidad
morfolégica de éstas. Este hecho no se cumple para el acido galico y citrico.
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4.2. RESULTADOS DE LA CARACTERIZACION DE LAS DISTINTAS
VARIEDADES DE MOSTO

Se han realizado diversos experimentos con mostos, siguiendo la metodologia
explicada en la seccion 3.1.2., con el fin de evaluar si éstos son capaces de
formar nanoparticulas.

4.2.1. Caracterizacion optica.

La formacion de nanoparticulas por reduccion quimica del HAuCls esta
directamente relacionada con el volumen y la variedad del mosto empleado,
obteniéndose diferentes tonalidades de coloracion (Figuras 22-25). Estas
imagenes fueron tomadas en el momento de la mezcla de reactivos
(imagenes superiores) y cuando la reaccion habia finalizado en todos los
ensayos (imagenes inferiores).

)
L ffefleffofefieffefinll ]

Momento de mezcla

Después de 5horas

Figura 22.Nanoparticulas de oro obtenidas con la variedad Garnacha en distintas
proporciones*

Momento de mezcla

Después de 5horas

Figura 23.Nanoparticulas de oro obtenidas con la variedad Tempranillo en distintas
proporciones
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Momento de mezcla

Después de 3 dias

Figura 24.Nanoparticulas de oro obtenidas con la variedad Ruffete en distintas proporciones *

Momento de mezcla

Después de 3dias

Figura 25.Nanoparticulas de oro obtenidas con la variedad Prieto Picudo en distintas
proporciones*

(*Leyenda: A: 10 % de mosto; B: 20 % de mosto; C: 30 % de mosto; D: 40 % de
mosto; E: 50 % de mosto; F: 60 % de mosto; G: 70 % de mosto; H: 80 % de mosto; I:
90 % de mosto)

El resultado obtenido con el resto de las variedades se puede encontrar en el
anexo del presente proyecto
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Al anadir el mosto sobre la disolucion de Au3* se produce un cambio de color
que indica la formacion de nanoparticulas de oro. El tono del color depende
de la variedad mosto (del rojizo o anaranjado para altos porcentajes de
mosto, a marrdén oscuro para bajos porcentajes), y su intensidad depende de
la proporcion de mosto anadido (Figuras 22-25).

Se ha observado que la reaccion se da instantaneamente cuando la
proporcion de agente reductor (mosto) es elevada. En el caso de un bajo
porcentaje de mosto en la solucion (caso A, B, C...), la reaccion puede tardar
horas o incluso dias (Figuras 22-25) dependiendo de la variedad de mosto
utilizado.

El color rojizo de las soluciones coloidales de las nanoparticulas de oro que se
observa en las anteriores figuras se debe a la banda de resonancia del
plasmon superficial en la region visible entre 520 y 600nm. La posicion de
esta banda depende de la naturaleza del metal, ligandos, tamano, forma y
distancia entre las particulas, constante dieléctrica e indice de refraccion del
medio. A medida que aumenta el tamano de la nanoparticula se produce un
desplazamiento del maximo de absorbancia hacia mayores longitudes de
onda, presentando un color mas azulado al ojo humano. En caso contrario, al
disminuir el tamano de la nanoparticula se produce un desplazamiento del
maximo de absorbancia hacia longitudes de onda menores, mostrando un
color mas rojizo (Figura 26). En nuestro caso, las distintas coloraciones
obtenidas parecen indicar que, segln el tipo de mosto y, por tanto, segln el
tipo y concentracion de antioxidantes presentes en él, se obtienen
nanoparticulas de oro de distintas formas y tamanos.

Rayos X Ultravioleta Luz visible Infrarcjo
-— - —>| - — -

| WL W8 WA

uv.
vacio

A (nm)

I L01 solar

PETTTTI T

280 315 400 780

Figura 26. Espectro electromagnético ultravioleta-visible.
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Con el fin de analizar con mayor profundidad las nanoparticulas de oro
formadas, se han registrado sus espectros UV-Visible.

A continuacion se muestran los espectros de las nanoparticulas obtenidas a
partir de las variedades de uva Tempranillo y Prieto Picudo tomados a los 90
minutos desde el momento de inicio de la reaccion. Debido a la coloracion
rojiza del mosto, existe un solapamiento entre la banda de absorcion del
mosto y el plasmoén de las nanoparticulas; por esta razon, se han registrado
unos espectros de control de los mostos llevando a cabo la dilucion de los
mismos con agua hasta obtener la misma dilucion final a la que se ha llegado
al mezclar mosto con la disolucion de Au3* Con la finalidad de observar la
banda del plasmoén de las nanoparticulas sintetizadas se han restado los
espectros del mosto a los de la disolucion de nanoparticulas de oro.

a) b)

—— 10% mosto ——10% mosto

25 20% mosto 25, 20% mosto
30% mosto 30% mosto

40% mosto 40% mosto

50% mosto 50% mosto

2041 60% mosto 204 60% mosto
——70% mosto ——70% mosto

80% mosto 80% mosto
90% mosto S 15 90% mosto
—— 100% mosto
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Figura 27.Espectro UV-Visible de a) Mezclas de Au3* y mosto de la variedad Tempranillo
mezclado en proporciones 10-100% b) Mosto de la variedad Tempranillo diluido en las
mismas proporciones.

—— 10% mosto
20% mosto
30% mosto
——40% mosto
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Figura 28 Espectro UV-Visible resultante de la resta de los espectros anteriores.
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Analizando con mayor detenimiento el espectro UV-Visible de la Figura 28, se
observa la presencia de la banda plasménica de resonancia en torno a una
longitud de onda de 560nm, por lo cual se puede confirmar la obtencion de
nanoparticulas de oro mediante reduccion de HAuCla empleando el mosto de
la variedad Tempranillo como agente reductor.

Observando la Figura 28 se demuestra que con esta variedad de uva se
obtienen nanoparticulas cuando se utilizan porcentajes entre el 10% y el 70%
de mosto en la solucion. Con un 80 y un 90% de mosto se observa que no se
sintetizan nanoparticulas y que el plasmoén que aparecia en la Figura 27 a), en
torno a 525nm, se debe a la absorbancia del propio mosto.

Como se ha comentado en la introduccion teorica, la absorbancia del pico
esta relacionada con la concentracion o cantidad de nanoparticulas
sintetizadas, y la longitud de onda en la que éste se encuentra con su
tamano. El desplazamiento del pico maximo de absorcion depende de varios
factores tales como el pH, la temperatura, el volumen de agente reductor
utilizado, etc.; Por regla general, al emplear un mayor volumen de agente
reductor el desplazamiento del plasmon se produce hacia menores longitudes
de onda resultando nanoparticulas de menor tamano. Con esta variedad se
verifica esta teoria para porcentajes menores de un 30% de mosto en la
mezcla (Figura 29). Sin embargo, la diferencia entre las bandas se debe
fundamentalmente a su intensidad, la cual se incrementa cuando se utiliza
una proporcion de mosto en la mezcla menor de un 30% (de 10 a 30%) y
disminuye con proporciones mayores (de 30 a 90%) (Figura 30).
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Los espectros UV-Visible de las nanoparticulas de oro obtenidas mediante la
variedad de uva Prieto Picudo son los siguientes:

10% mosto ——10% mosto |

20 20% mosto 54 _ 20% mosto |
——30% mosto 30% mosto

18 40% mosto 1.8 4 40% mosto ‘
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a) b)

Figura 31. Espectro UV-Visible de a) Mezclas de Au3* y mosto de la variedad Prieto Picudo
mezclado en proporciones 10-100% b) Mosto de la variedad Prieto Picudo diluido en las
mismas proporciones.
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Figura 32. Espectro UV-Visible resultante de la resta de los espectros anteriores.

El analisis mediante espectroscopia UV-Visible muestra las bandas de
resonancia del plasmén de superficie caracteristicas de las nanoparticulas de
oro (Figura 32). En algunos casos estos espectros toman valores negativos de
absorbancia debido a la resta del espectro del mosto.

Con esta variedad se obtienen nanoparticulas solamente con las
proporciones del 30%, 40% y 50% de agente reductor en la mezcla, curvas
azul, verde y rosa respectivamente (Figura 32). Con un 70, 80 y 90% de
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mosto en la solucion se demuestra que no se sintetizan nanoparticulas ya
que la absorcion que aparecia en la Figura 31 a), en torno a 520nm, se debe
al mosto que no ha reaccionado.

Las Figuras 33 y 34 representan el desplazamiento que sufre el plasmon de
resonancia en funcion de la proporcion de agente reductor utilizado. Para la
cantidad mas baja de volumen de mosto en la mezcla (30%), el maximo de la
banda del plasmén aparece centrado alrededor de 573 nm. A mayores
porcentajes, al contrario de lo que apunta la teoria, se presentd un
desplazamiento hacia longitudes de onda mas grandes, por ende se puede
deducir un aumento en el tamano de particula. En nuestro caso, debido a la
complejidad molecular de los mostos, se pueden producir agregados que
incumplan la teoria.
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Los espectros correspondientes a las nanoparticulas obtenidas con el resto
de variedades de uva se encuentran en el anexo del presente proyecto. El
comportamiento es similar en todos ellos.
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Como resumen,

se ha

realizado una tabla donde se comparan

las

proporciones de cada variedad de uva que nhos permiten sintetizar

nanoparticulas:

10% | 20% | 30% | 40% | 50% | 60% | 70% | 80% | 90%
Prieto Picudo | x x | ||| x X X X
Tempranillo J J J J \/ \/ X X
Mencia Secano | x x | | | v | x X X
Mencia Regadio |  x X x | o | | ]| x X X
Rufete x | | LI x| x| x| x
Cabernet VOV A IRV 2 Y 2 IV 8 RV S IOV S DV S
Garnacha v v | v VIRV X X
Juan Garcia X s/ J \/ \/ \/ X X X

Tabla 5. Nanoparticulas de oro obtenidas con las distintas variedades de mosto.

Estudiando los espectros de todas las variedades de mosto, se concluye que
una proporcion del 50% de agente reductor en la mezcla es la mejor opcion
para disefar un sensor 6ptico que mida la cantidad de agente reductor que

contiene el

mosto,

nanoparticulas de oro en todas las variedades.

puesto que con esta proporcion se obtienen

2.5
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== Juan Garcia
=== Garnacha
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Figura 35. Plasmones de las distintas variedades con el 50% de mosto en la solucién.
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Figura 36. Relacion entre la longitud de onda de las distintas variedades con el 50% de mosto
en la solucion.

En la figura 36 se comparan los tamanos de las nanoparticulas obtenidas con
cada variedad de mosto utilizado. Se observa que las nanoestructuras de
mayor tamano son las que se obtienen a partir de la variedad Prieto Picudo ya
gue son las que se encuentran a mayor longitud de onda (595nm). Las de
menor tamano se obtienen con la variedad Tempranillo como agente reductor
(556m).

Tal y como dice la teoria, las nanoparticulas de menor tamano se forman al
emplear mayor volumen de agente reductor en la reaccion.

4.2.2. Cinética de reaccion y estabilidad

Con el fin de obtener una mayor informacion sobre el mecanismo de
formacion de las nanoparticulas de oro, se ha llevado a cabo un estudio de la
evolucion de la reaccion con el tiempo, mediante espectroscopia UV-visible,
durante 4 horas a partir del momento en que se agrego el agente reductor.

Inicialmente nos centraremos en la variedad Prieto Picudo. Los resultados
obtenidos de la evolucion del plasmon durante el tiempo de reaccion se
muestran en la Figura 37. A la vista de los resultados, se observa que
aumenta la absorbancia a medida que transcurre el tiempo de reaccion y por
tanto el nUmero de nanoparticulas de oro en la soluciéon coloidal. Ademas, se
ha comprobado que la absorbancia y la velocidad de la misma dependen de
la variedad de mosto y de la concentracion del mismo utilizado.
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Figura 37. Espectro UV-visible de las cinéticas de las AuNPs de oro en solucién obtenidas con
un 50% de mosto (superior) y un 90% mosto (inferior) de la variedad Prieto Picudo.
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Con el objetivo de evaluar mejor la cinética de la reaccion, se ha procedido a
representar la absorbancia frente al tiempo (Figura 38) y la variacion de la
longitud de onda frente al tiempo (Figura 39).
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Figura 38. Absorbancia frente tiempo de las AuNPs de oro en solucién obtenidas con un 50%
de mosto (superior) y un 90% mosto (inferior) de la variedad Prieto Picudo.

Con la proporcion de 50% de mosto en la soluciébn se ha observado un
incremento de la intensidad de la banda del plasmén en el tiempo hasta
llegar a la estabilizacion a unos 100min aproximadamente. Esta estabilidad
se debe a que el mosto no solo actla como agente reductor, sino que ejerce
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un efecto protector de las nanoparticulas sintetizadas frente a su agregacion
(Figura 38, imagen superior).

Con una proporcion del 90% de agente reductor en la solucion (Figura 38,
imagen inferior), la intensidad de la banda se mantiene estable debido a que
el plasmoén de resonancia que aparece en el espectro es el correspondiente al
mosto y no a la formacion de nanoparticulas. Como la cantidad de precursor
en la muestra es muy pequena no se consiguen sintetizar nanoparticulas, tal
y como se observo en la Figura 31y 32.
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Figura 39. Longitud de onda frente tiempo de las AuNPs de oro en solucion obtenidas con un
50% de mosto (superior) y un 90% mosto (inferior) de la variedad Prieto Picudo.
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En la imagen superior de la Figura 39 se observa que, con una concentracion
de 50% de mosto, la posicion del plasmén se desplaza a mayores longitudes
de onda conforme transcurre el tiempo de reaccion, hasta finamente
estabilizarse a unos 120 minutos. Este desplazamiento de la longitud de onda
hacia mayores valores supone un aumento del tamano de las nanoparticulas.

Con un 90% de mosto en la solucion (Figura 39 imagen inferior), la longitud
de onda se mantiene mas o menos estable ya que, como se dijo
anteriormente, el plasmon que se obtiene es el correspondiente al mosto. Por
tanto, con un 90% de agente reductor no se consiguen sintetizar
nanoparticulas, o bien, se sintetiza una pequena cantidad de éstas.

Se ha intentado hacer la cinética de esta variedad con el 10% de mosto pero,
como se observé en la Figura 25, el cambio de color se percibe después de
tres dias por lo que es muy dificil seguir la reaccion.

En el caso de la variedad Tempranillo se ha conseguido seguir la cinética de
la mezcla con un 10% de mosto en la reaccion debido a que ésta ocurre
lentamente y se estabiliza a las pocas horas. A continuacion nos centraremos
en esta variedad:
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Figura 40. Espectro UV-visible de las cinéticas de las AuNPs de oro en solucién obtenidas con
un 10% de mosto de la variedad Tempranillo.
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Figura 41 - Espectro UV-visible de las cinéticas de las AuNPs de oro en solucién obtenidas con
un 50% de mosto (superior) y un 90% mosto (inferior) de la variedad Tempranillo
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Con el fin de valorar mejor la cinetica de la reaccion se ha procedido a
representar la absorbancia y la longitud de onda frente al tiempo (Figura 42-

47):
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Figura 42. Absorbancia frente tiempo de las AuNPs de oro en solucién obtenidas con un 10%
de mosto de la variedad Tempranillo.
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Figura 43. Absorbancia frente tiempo de las AuNPs de oro en solucién obtenidas con un 50%
de mosto de la variedad Tempranillo.
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Figura 44. Absorbancia frente tiempo de las AuNPs de oro en solucidén obtenidas con un 90%
de mosto de la variedad Tempranillo.

Con un 50% de mosto en la disolucion, el comportamiento de la reaccion de
formacion de las nanoparticulas de oro sintetizadas es el mismo que en la
variedad Prieto Picudo. Igualmente, se produce un incremento de la
absorbancia en funcion del tiempo hasta estabilizarse a los 30 minutos
(Figura 43).

Con una proporcion del 90% de agente reductor no se consiguen sintetizar
nanoparticulas. La banda del plasmén de resonancia que aparece en el
espectro es la correspondiente al mosto, por ello su intensidad se mantiene
mas o menos estable (Figura 44). La reaccion se da casi instantaneamente
por la poca cantidad de precursor que existe en la mezcla reaccionante,
dando lugar a la ausencia de nanoparticulas, o bien, a la formacion de una
muy pequena cantidad de éstas.

En el caso de un 10% de mosto en la disolucion (Figura 42) la absorbancia
aumenta en el tiempo de manera continua sin poderse llegar a apreciar la
estabilizacion en el tiempo, puesto que la reaccion necesitaria mas tiempo de
experimentacion del que se representa en la grafica.
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A continuacion se representan las longitudes de onda frente al tiempo:
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Figura 45. Longijtud de onda frente tiempo de las AuNPs de oro en solucion obtenidas con un
10% de mosto de la variedad Tempranillo.
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Figura 46 -Longitud de onda frente tiempo de las AuNPs de oro en solucién obtenidas con un
50% de mosto de la variedad Tempranillo.
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Figura 47 -Longitud de onda frente tiempo de las AuNPs de oro en solucion obtenidas con un
90% de mosto de la variedad Tempranillo.

Cuando hay un 10% de mosto en la mezcla, existe mucha cantidad de
precursor en la disolucién, lo que hace que las nanoparticulas aumenten su
tamano muy lentamente hasta estabilizarse. Con un 50% de mosto en la
disolucién el crecimiento de las nanoparticulas se produce rapidamente. Y en
el caso de un 90% de mosto, no existe formacion de nanoparticulas,
manteniéndose estable el plasmén en torno a 519nm, longitud de onda
correspondiente al mosto.

El resto de cinéticas se pueden encontrar en el anexo del presente proyecto.
En todos los casos el comportamiento de la absorbancia y de la longitud de
onda frente al tiempo es el mismo.
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Se ha comparado la cinética de cada una de las variedades de mosto
utilizando la pendiente obtenida en las representaciones de absorbancia
frente al tiempo. De esta manera se ha analizado la velocidad de reaccion de
la sintesis de nanoparticulas con las diferentes variedades de mosto desde el
comienzo de la medida con el espectrofotometro (2 minutos desde la mezcla
de reactivos) hasta el momento en el cual se estabiliza su absorbancia.

El resultado ha sido el siguiente:

0.25
0.2 B CABERNET
B GARNACHA
© m TEMPRANILLO
-2 0.15 -
£ B PRIETO PICUDO
0
9 B MENCIA SECANO
2 01 - (
B JUAN GARCIA
MENCIA REGADIO
0.05 - RUFETE
0 .

Figura 48. Pendiente de estabilizacion de la absorbancia de las nanoparticulas sintetizadas
con distintas variedades de mosto

En esta figura se demuestra que la formacion de las nanoparticulas
obtenidas utilizando la variedad Garnacha como agente reductor es la mas
rapida, es decir, las nanoparticulas tardan menos tiempo en llegar a la
estabilizacion de la absorbancia. De igual forma, se puede comprobar que la
variedad rufefe es la mas lenta.
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5.2.3. Caracterizacion mediante  microscopia electronica de
transmision

Otra manera de caracterizar las nanoparticulas de oro es usando microscopia
electrénica de transmision, con la que se consigue ver estructuras de tamano
nanomeétrico.

Las imagenes obtenidas mediante esta técnica fueron utilizadas para estudiar
la distribuciéon de tamano y las formas de las nanoparticulas de oro,
sintetizadas a temperatura ambiente, a partir del mosto elaborado con la
variedad de uva tempranillo para las proporciones 50 y 90% de mosto.

En un primer momento, se tomaron imagenes en el microscopio Jeol Jem-
1011HR (Figuras 49 y 50). En estas micrografias se observan nanoparticulas
de oro de tamano del orden de nandmetros distribuidas de manera
homogénea en la superficie.

Figura 49. Micrografia de las AuNP’s con un 50% de mosto tempranillo (derecha) y
un 90% de mosto tempranillo (izquierda) tomadas con el microscopio Jeol Jem-
1011HR a 80Kv a 500000X.
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Figura 50. Micrografia de las AuNP’s con un 50% de mosto tempranillo (derecha) y
un 90% de mosto tempranillo (izquierda) tomadas con el microscopio Jeol Jem-
1011HR a 80Kv a 200000X.

Con el fin de mejorar la resolucion de las imagenes, se utilizé un microscopio
unifocal con el que se logré aumentar la resolucion (Figuras 51y 52).

En la Figura 52 también se muestra la micrografia de la rejilla con el fin de
interpretar mejor la imagen.

Figura 51. Micrografia de las AuUNP’s con un 50% de mosto tempranillo tomadas con
el microscopio Jeol Jem-FS2200 HRP a 200Kv a 200000X.
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Figura 52. a) micrografia de la rejilla de carbono. b) micrografia de la rejilla de
carbono con Las AuNP’s con un 50% de mosto tempranillo tomadas con el
microscopio Jeol Jem-FS2200 HRP a 200Kv a 300000X.
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Los resultados obtenidos mediante microcopia electronica de transmision
determinaron que, mediante el método de reduccion quimica y bajo las
condiciones de sintesis establecidas en el diseno experimental, es posible
obtener nanoparticulas de oro de pequenas dimensiones (3nm de tamano
aproximadamente) denominadas nanoclusters. Asimismo se pudo observar la
prevalencia de nanoparticulas de forma esferoidal y con una baja distribucion
de tamanos.

También se observa que las distintas muestras de mosto analizadas
presentan nanoclusters de tamanos semejantes.

Ademas, se puede destacar la uniformidad en el tamano de las
nanoparticulas (monodispersidad). La uniformidad en el tamano es una
caracteristica esencial en la fabricacion de dispositivos basados en el empleo
de AuNP s que proporcionen medidas estables y reproducibles, como en el
caso de los sensores.

Se observa que los nanoclusters practicamente se encuentran sin formar
agregados. Incluso se pudo apreciar detalles estructurales y morfologicos,
como la existencia de facetas bien definidas que no se pueden apreciar
claramente en estas fotos, pero que se observaron con aumentos de
400000X durante el estudio de las muestras.
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4.2.4. Analisis estadistico

Los cambios de posicion en los picos e intensidad en las senales se deben a
las diferentes caracteristicas de las muestras analizadas. Ademas, los
volimenes de sal de oro empleados (500ul y 100 ul) pueden ser
considerados como senales representativas del tipo de uva, presentando
cada una de las variedades de uva una respuesta particular para cada uno de
los volimenes anadidos a la mezcla de reaccion.

Los datos que proporciona la red de senales pueden ser utilizados para
discriminar y clasificar las distintas variedades de mosto mediante analisis
multivariante. El método de analisis de componentes principales (PCA) (42) se
trata de una técnica muy conocida y utilizada para el procesamiento de
conjuntos de datos multivariables de medidas experimentales. Es una técnica
estadistica que reduce la cantidad de datos a una serie de componentes
principales que sean combinaciones lineales de las variables originales que
describen cada muestra, sin perder informacion importante. Como es légico,
estos componentes principales se eligen de tal manera que la primera
componente principal (PC1) recoja la mayor parte de la variaciéon que hay en
el conjunto de datos, la segunda (PC2) la siguiente mayor parte de la
variacion y asi sucesivamente, de tal manera que cuando exista una
correlacion significativa, sucedera que el nimero de componentes principales
atiles sera mucho menor que el nimero de variables originales, reduciendo
asi en gran medida la cantidad de datos a manejar.

Las medidas experimentales se realizaron por triplicado y los resultados
obtenidos fueron pretratados empleando el método kernel desarrollado en
nuestro grupo (Figura 53). Para ello, los espectros obtenidos fueron
estandarizados a media cero y varianza unidad para que todos ellos tuvieran
el mismo peso en el tratamiento estadistico, evitando asi que una Unica
variable controle la informacion proporcionada por una de las componentes
principales. Las curvas normalizadas son divididas en 10 partes denominadas
kernels y estos diez valores son empleados como matriz de entrada del
tratamiento estadistico realizado en el programa informatico Matlab.
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Figura 53. Método kernel

A continuacion se explican los resultados alcanzados:

En el grafico de scores en 3 dimensiones y 2 dimensiones (Figura 54 y 55)
obtenido de la PCA, donde cada uno de los nimeros simboliza a una variedad
de mosto. Tenemos que la primera componente principal representa el
61.48% de la variacion de la senal, la segunda componente aporta el 20.65%
de la variacion y la tercera componente principal explica hasta el 14.04% de
la variacion total de las muestras. De este modo, entre la primera, segunda y
tercera componente se explica el 96.17% de la variacion total de las

muestras.

PC3  .gs.

PC2 PC1

Figura 54. PCA (score) en 3D obtenido a partir de los datos obtenidos de los volimenes 500yl

y 100 pl *
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Figura 55. PCA (score)en 2D obtenido a partir de los datos obtenidos de los volimenes 5004l
y 100 ul *

(*Leyenda: 1: Garnacha, 2: Cabernet; 3: Mencia Regadio; 4: Mencia Secano; 5:
Rufete; 6: Prieto Picudo; 7: Tempranillo; 8: Juan Garcia)

En primer lugar se observa que las tres repeticiones realizadas para cada uno
de los mostos aparecen agrupadas demostrando la buena reproducibilidad
del método. Por otra parte, las diferentes variedades de uva se encuentran
distribuidas a lo largo del grafico, pudiéndose concluir que las senales
representativas (ambos volimenes de sal de oro) son capaces de discriminar
las muestras analizadas.

Mediante el grafico loadings (Figura 56) se puede comprobar Ila
complementariedad de las senales teniendo en cuenta que cada una de ellas
aporta un total de diez valores que provienen de cada uno de los diez kernels.
Como se puede ver en la figura, los parametros empleados presentan una
alta complementariedad, ya que sus kernels se encuentran distribuidos en los
cuatro cuadrantes del grafico. En la parte derecha del grafico encontramos los
puntos correspondientes las senales de 500ul y en la parte izquierda los
relacionados con las senales de 100pl.
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Figura 56. PCA (loading) obtenido a partir de los datos obtenidos de los volimenes 500ul y
100 ul

A continuacion se ha aplicado la técnica multivariante PLS para establecer
correlaciones con propiedades de interés en los mostos:

La técnica PLS (regresion por minimos cuadrados) utiliza un método de
proyeccion basado en la reduccion de variables por medio del PCA. Este
método esta fundamentado en algoritmos multivariantes lineales que, a partir
de conjuntos de variables independientes X, construyen modelos de
prediccion de otras variables Y, que son conocidas. Esta técnica no esta
restringida a un nimero de variables determinado a modelar con respecto al
ndimero de objetos o muestras, pudiendo ademas establecerse predicciones o
correlaciones entre una o varias variables dependientes simultaneamente.

Como se dijo anteriormente, los compuestos quimicos en forma de azucares y
polifenoles son agentes reductores muy abundantes en el vino y juegan un
papel muy importante en las caracteristicas y calidad de éstos. Por ello, en
esta investigacion se ha empleado un analisis de regresion por minimos
cuadrados parciales (Partial Least Squares Regression Analysis, PLS) para el
establecimiento de correlaciones entre la respuesta de las senales
representativas de los tipos de uvas (resultados obtenidos con la PCA) y
diversos parametros fisicoquimicos de las muestras de mosto, como son el
contenido polifendlico y los azlcares (Tabla 6).
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BRIX Azlcar pH Ac. Total | Ac. Malico Ac.Tartarico IPT

(gr/1) (gr/1) (gr/1) (gr/1) (Polifenoles)
Mencia Regadio 21.90 213.6 3.96 5.62 2.26 4.04 19
Mencia Secano 22.70 222.9 3.93 4.55 2.19 3.91 19
Rufete 20.20 194.2 3.37 9.08 3.47 4.52 27
Juan Garcia 19.80 189.7 3.39 8.61 3.25 3.77 24
Prieto Picudo 22.00 214.8 3.35 8.68 3.24 4.19 26
Garnacha 20.20 194.2 3.17 8.19 341 7.78 17
Tempranillo 22.80 224.1 3.30 6.53 2.65 6.41 24
Cabernet Sauvignon | 22.40 219.5 3.17 6.30 2.93 5.44 14

Tabla 6. Datos del analisis quimico

En la tabla 7 se recogen los resultados de los parametros estadisticos para
los modelos de regresion PLS. En términos generales las correlaciones entre
las medidas de los sensores y los parametros quimicos (azlcares, IPT y Brix)
no son las ideales. Es dificil explicar porque no existe una buena correlacion
con estos parametros.

RMSEP RMSEC Rp2 Rc2 VL

Azlcares | 7.922544|4.987022|0.817359 | 0.92604 6
IPT 1.41765 |0.971594 | 0.946383|0.974757

Brix 0.69473710.437309|0.815204 | 0.92517 6

Tabla 7. Parametros de la regresion PLS
Siendo:

- RMSEP: error medio cuadratico de prediccion. Mide la capacidad de
prediccion de un modelo.

- RMSEC: error medio cuadratico de calibracion. Esta medida informa
sobre como de bien modelada es la variable a estimar por el conjunto
de datos de calibracion.

- Rp2: coeficiente de correlacion de prediccion.
- Rc2: coeficiente de correlacion de validacion
- VL: nimero de variables latentes

- IPT: indice de polifenoles totales

- Brix: concentracion de azUicar en el mosto
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4.3. RESULTADOS DE LA CARACTERIZACION DE LAS MUESTRAS
SECUENCIALES

Se ha realizado un estudio de las muestras de la variedad de uva tempranillo
cosechadas semanalmente desde el envero hasta la post-vendimia en el ano
2014.

Se ha observado que las nanoparticulas sintetizadas con la misma variedad
de mosto pero en diferentes semanas de maduracion presentan diferentes
caracteristicas. Esto se debe principalmente a los diferentes componentes
reductores que contiene la uva en los distintos periodos.

4.3.1. Caracterizacion 6ptica

Las coloraciones obtenidas debido a la formacion de nanoestructuras fueron
muy similares para todas las semanas. Dos de los ejemplos tomados son los
siguientes:

Mosto 100% Mosto 10% Mosto 50% Mosto 90%

Figura 57: NPs sintetizadas con mosto tempranillo de la segunda semana de cosecha

Mosto 100% Mosto 10% Mosto 50% Mosto 90%

Figura 58: NPs sintetizadas con mosto tempranillo de la tercera semana de cosecha
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Se han tomado los espectros UV-Visible de las nanoparticulas obtenidas en
soluciéon a los 90 minutos desde el momento de inicio de la reaccion para los
volimenes de mezcla del 10%, 50% y 90% de agente reductor, siguiendo el
procedimiento explicado en la seccion 3.1.2.

De la misma manera que en la caracterizacion Optica de las distintas
variedades de mosto (seccion 4.2.1), los espectros del mosto diluido han sido
restados con la finalidad de observar la banda del plasméon Gnicamente de las
nanoparticulas sintetizadas (Figuras 59- 61)

semana 1
semana 2
semana 3
semana 4
semana 5
semana 6
semana 7.
semana 8

0.6

Absorbancia

0.4
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0.0

¥ T L T v T v T L T L T v T L] 1
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Figura 59. Espectro UV-visible de AuNp’s con un 10% de mosto en la reacciéon (Tempranillo)
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Figura 60. Espectro UV-visible de AuNp’s con un 50% de mosto en la reaccion (Tempranillo)
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Figura 61. Espectro UV-visible de AuNp’s con un 90% de mosto en la reacciéon (Tempranillo)

Se observa que con un 90% de mosto en la solucion no se forman
nanoparticulas para ninguna proporcion de mosto (no existe pico de
absorcion), mientras que con un 10% si que se consiguen sintetizar pero en
baja cantidad. Las nanoparticulas que se forman con un 50% de mosto en la
solucion son las mas abundantes

4.3.2. Analisis estadistico

La respuesta que presenta cada semana de maduracion de la uva es
particular para cada uno de los volimenes anadidos a la mezcla de reaccion,
por lo que los volimenes de sal de oro empleados (500ul y 100 pl) pueden
ser considerados senales representativas de la semana de maduracion en la
que se encuentra la uva.

Igual que en la seccion 4.2.4, las medidas experimentales se realizaron por
triplicado y los resultados obtenidos fueron pretratados empleando el método
kernel desarrollado en nuestro grupo (diez kernels). De esta manera, los diez
valores obtenidos de cada espectro son escalados entre los valores maximos
y minimos para descartar el efecto de rango de corriente (normalizado). Se
estandarizan los espectros obtenidos a media cero y varianza unidad para
que todas las variables tengan el mismo peso, ya que de no ser asi, si una
variable tuviera una varianza mucho mas grande, seria esta variable la que
controlaria la primera componente principal.

Tratando los datos con el programa informatico Matlab y aplicando el analisis
de componentes principales (PCA) a la matriz de datos correspondiente, se
obtienen los siguientes resultados para la red de senales:
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En el grafico de scores en 2 dimensiones y 3 dimensiones (Figura 62 y 63),
cada uno de los nimeros simboliza a una semana distinta de maduracion de
la variedad de uva Tempranillo. La primera componente principal representa
el 48.59% de la variacion total de las muestras, la segunda componente
aporta el 30.96% de la variacion y la tercera componente explica hasta el
16.59%. De este modo, entre la primera, segunda y tercera componente se
explica el 96.14% de la variacion total de las muestras.

PC 22 y

PC2 PC1

Figura 62. PCA (score) en 3D obtenido a partir de los datos obtenidos de los volimenes 500yl
y 100 ul *,

PC2

PC1

Figura 63. PCA (score) en 2D obtenido a partir de los datos obtenidos de los volimenes 500l
y 100 pl *.
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(*Leyenda: 1: semanal; 2: semana2; 3: semana2; 4: semana4; 5: semanab; ©:
semanao; 7: semana7; 8: semana8)

Con el grafico de scores se demuestra la buena reproductibilidad del método
debido a que las tres repeticiones realizadas para cada una de las semanas
de maduracion se encuentran agrupadas en clusters. Ademas, las diferentes
semanas de maduracion se encuentran distribuidas a lo largo del grafico,
pudiéndose concluir que los volimenes de sal de oro considerados como
senales representativas son capaces de discriminar las muestras analizadas.

Con el grafico loadings (Figura 64) se comprueba la complementariedad de
las senales ya que sus kernels se encuentran distribuidos en dos de los
cuadrantes del grafico.
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Figura 64. PCA (loading) obtenido a partir de los datos obtenidos de los volimenes 500ul y
100 ul

También se ha aplicado la técnica PLS (regresion por minimos cuadrados)
para establecer predicciones o correlaciones entre la respuesta de las
senales (resultados obtenidos con la PCA) y diversos parametros
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fisicoquimicos del mosto Tempranillo, tales como
los azlcares (Tabla 8).

el contenido polifendlico y

VARIEDAD BRIX AZUCAR pH Ac. Total Ac. Malico |Ac.Tartarico IPT
TEMPRANILLO (gr/1) (gr/ 1) (gr/1) (gr/1) (Polifenoles)
Semana 1 17.90 150.3 291 11.24 6.40 5.07 3
semana 2 19.00 180.5 3.05 9.83 6.80 5.69 20
Semana 3 20.70 200.0 3.16 8.01 3.04 6.18 16
Semana 4 22.10 216.0 3.29 6.29 2.65 6.07 17
Semana 5 22.40 219.5 3.26 5.75 2.30 5.82 19
Semana 6 22.80 224.1 3.30 6.53 2.65 6.41 24
Semana 7 23.40 231.1 3.36 5.56 1.99 6.26 18
Semana 8 24.20 240.3 3.27 7.03 2.99 7.46 19

Tabla 8. Datos del analisis quimico

Los errores, coeficientes de correlacion y nUmero de variables latentes para
los modelos de regresion PLS obtenidos se encuentran en la Tabla 9:

RMSEP | RMSEC Rp2 Rc2 VL

Aziicares | 15.0493 [9.005708 | 0.78788 | 0.923588 5
IPT | 2.286535 | 1.69285 |0.918621 | 0.955594 5
Brix | 1.3123150.787207 | 0.787207 | 0.923234 5

Tabla 9. Parametros de la regresion PLS

Las correlaciones entre las medidas de las senales y los parametros quimicos
(azlucares, IPT y Brix) no son perfectos, creemos que por la compleja
composicion molecular de los mostos.

Pagina 96 Proyecto Fin de Grado



Desarrollo

4.4, DESARROLLO DE UN PROTOTIPO DE DISPOSITIVO DE ANALISIS PRE-
COMPETITIVO

Las nanoparticulas de oro obtenidas también han sido caracterizadas
mediante el espectrofotometro Elisa a las longitudes de onda de 492 y 620
nm, siguiendo el procedimiento explicado en el apartado 3.2.2.

El objetivo del empleo de este método es realizar el analisis de un namero
mayor de muestras en menor tiempo y con el gasto de una pequena cantidad
de muestra (300 pL).

En la Figura 65 se pueden observar los colores correspondientes a las
nanoparticulas de oro sintetizadas en el minuto uno tras la preparacion de la
muestra.

Figura 65. Nanoparticulas sintetizadas (en el momento) sobre la placa Elisa con sus
respectivos mostos

Con el paso del tiempo la mayor parte de las mezclas siguen reaccionando,
pues la reaccién en algunos casos no es instantanea, produciéndose un
cambio de color en las disoluciones (Figura 66)
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A
B
C
D
]
F
G
H

Figura 66. Comparacion de las nanoparticulas sintetizadas en el momento (superior) y
pasados dos dias (inferior).

El espectrofotdmetro analiza las absorbancias de las muestras (pocillos) a las
longitudes de onda elegidas (492 y 620nm). Los datos obtenidos mediante
esta técnica nos confirman los resultados obtenidos en el apartado de 4.2.2.

Las Figuras 67 y 68 representan la absorbancia frente al tiempo de la
muestra Prieto Picudo. En la figura 67 se observa que la curva tiende a
estabilizarse en el tiempo debido al efecto protector del mosto frente a la
agregacion de las nanoparticulas de oro sintetizadas, mientras que en la
Figura 68 se puede observar como la absorbancia se mantiene estable. La
forma de la curvas es equiparable a las obtenidas empleando el
espectrofotometro UV-Visible (seccion 4.2.2), pero los valores de absorbancia
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obtenidos con el espectrofotometro Elisa no se pueden comparar con los
datos obtenidos con el espectrofotometro UV-Vis debido a que el paso 6ptico
del haz de luz es distinto en ambos casos por tener diferentes recipientes
para depositar las muestras (Ley de Lamber-Beer).

Prieto Picudo (50%mosto)
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©
o

o
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©
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<
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0 20 40 60 80 100 120 140
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Figura 67—Absorbancia frente al tiempo de las nanoparticulas al 50% obtenidas mediante el
espectrofotémetro Elisa .

Prieto Picudo (90%mosto)
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Figura 68—Absorbancia frente al tiempo de las nanoparticulas sintetizadas al 90% obtenidas
mediante el espectrofotometro Elisa.
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4.5. POSIBLE APLICACION FUTURA

Las nanoparticulas de oro podrian ser aplicadas a sensores 6pticos portatiles
de pequeno tamano que permitieran medir la cantidad de agentes reductores
que existen en los mostos con la finalidad de, por ejemplo, conocer el
momento adecuado de recogida de la uva en el proceso de vendimia.

En los sensores quimicos la informacion quimica que se obtiene en tiempo
real, y posiblemente in situ, es resultado de la interaccion entre el sensor y el
analito en un proceso de dos pasos: reconocimiento y procesamiento de la
senal. En nuestro caso, la respuesta del sensor se basa en el cambio de color
que ocurre como consecuencia de la reaccion del receptor (solucion de sal de
oro inmovilizado) con el analito (mostos). Como el reconocimiento quimico en
el receptor no produce modificacion de una propiedad eléctrica sino de una
propiedad optica, sera necesaria una transduccion para generar una senal
eléctrica compatible con la circuiteria de procesamiento electrénico
necesaria, similar a la de un espectrofotometro en nuestro caso, para el
tratamiento de la senal.

El uso de nanoparticulas de oro en sensores quimicos de mostos necesitaria
mucha mas experimentacion ya que, como se ha observado en este Proyecto,
los mostos son sustancias muy complejas en composicion.

Se ha encontrado mucha informacion acerca de sensores opticos portatiles
gue existen o estan en proceso de investigacion actualmente (43).
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Conclusiones

1. Es posible la sintesis de nanoparticulas de oro a partir de la reaccion
de la sal precursora HAuUCls y el mosto como agente reductor.

2. Las mediciones por UV-Visible de las nanoparticulas de oro
sintetizadas han presentado una intensa banda de absorcion centrada
en el torno a 550nm, caracteristica del plasmén de resonancia de las
nanoparticulas de oro.

3. La respuesta de las nanoparticulas ha sido diferente para cada tipo de
mosto debido a la diferente composicion quimica de cada uno de ellos.

4. Se han realizado estudios de estabilidad, demostrando que los AUNP’s
son estables en disolucion coloidal a partir de los 90 minutos desde el
momento de la mezcla.

5. Se ha observado que los parametros que controlan el tamano de las
nanoparticulas son el tiempo de reaccion y la cantidad de extracto de
mosto, siendo este Ultimo el que mayor influencia ejerce sobre las
caracteristicas de las nanoparticulas.

6. Estudios de microscopio electronico de transmision han mostrado que
el mosto, utilizado como agente reductor, favorece la formacion y
estabilizacion de nanoparticulas de muy pequenas dimensiones
(nanoclusters) con forma casi esférica, distribucion uniforme y un
tamano aproximado de 3nm.

7. La relacion 50% mosto-50% sal de oro en la solucion es la mejor
opcion para fabricar un sensor, ya que con esta proporcion se obtienen
nanoparticulas con todas las variedades y en todas las semanas del
proceso de maduracion del mosto.

8. La red de senales es capaz de discriminar las distintas variedades y
semanas de maduracion del mosto.
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ANEXO 1 - FOTOGRAFIAS DE LOS MOSTOS EN DISTINTAS PROPORCIONES
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Momento de mezcla

Después de 5horas

Nanoparticulas de oro obtenidas con la variedad Cabernet en distintas proporciones

Momento de mezcla

Después de 3 dias

Nanoparticulas de oro obtenidas con la variedad Juan Garcia en distintas
proporciones
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Momento de mezcla - ‘
: | 5 L $ 1 ! 1‘ = |

Después de 3 dias

Nanoparticulas de oro obtenidas con la variedad Mencia Secano en distintas
proporciones

Momento de mezcla

Después de 3 dias

Nanoparticulas de oro obtenidas con la variedad Mencia Regadio en distintas
proporciones
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ANEXO 2 - ESPECTROS ULTRAVIOLETA-VISIBLE DE LOS MOSTO EN DISITNTAS
PROPORCIONES
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MENCIA
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CABERNET
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ANEXO 3 - ESPECTROS ULTRAVIOLETA-VISIBLE DE LAS CINETICAS DE LOS
MOSTOS
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RUFETE
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Espectro UV-visible de las cinéticas de las AuNPs en solucién obtenidas con un 50%
de mosto (superior) y un 90% mosto (inferior) de la variedad Rufete.
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Absorbancia frente tiempo de las AuNPs de oro en solucién obtenidas con un 50% de
mosto (superior) y un 90% mosto (inferior) de la variedad Rufete.
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Ruffete (50% mosto)
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Longitud de onda frente tiempo de las AUNPs de oro en solucién obtenidas con un
50% de mosto (superior) y un 90% mosto (inferior) de la variedad Rufete.
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MENCIA REGADIO
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Espectro UV-visible de las cinéticas de las AuNPs de oro en solucién obtenidas con
un 50% de mosto (superior) y un 90% mosto (inferior) de la variedad Mencia regadio.
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Absorbancia frente tiempo de las AuNPs de oro en solucion obtenidas con un 50% de
mosto (superior) y un 90% mosto (inferior) de la variedad Mencia Regadio.
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Mencia regadio (50%mosto)
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Longitud de onda frente tiempo de las AuNPs de oro en solucién obtenidas con un
50% de mosto (superior) y un 90% mosto (inferior) de la variedad Mencia Regadio.
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MENCIA SECANO
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Espectro UV-visible de las cinéticas de las AuNPs de oro en solucién obtenidas con
un 50% de mosto (superior) y un 90% mosto (inferior) de la variedad Mencia Secano.
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Mencia Secano (50%mosto)
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Absorbancia frente tiempo de las AuNPs de oro en solucion obtenidas con un
50% de mosto (superior) y un 90% mosto (inferior) de la variedad Mencia
Secano.
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Longitud de onda frente tiempo de las AuNPs de oro en solucién obtenidas
con un 50% de mosto (superior) y un 90% mosto (inferior) de la variedad Mencia

Secano.
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JUAN GARCIA
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Espectro UV-visible de las cinéticas de las AuNPs de oro en solucién obtenidas con
un 50% de mosto (superior) y un 90% mosto (inferior) de la variedad Juan Garcia.
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Juan Garcia (50%mosto)
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Absorbancia frente tiempo de las AuNPs de oro en solucion obtenidas con un
50% de mosto (superior) y un 90% mosto (inferior) de la variedad Juan Garcia.
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Juan Garcia (50%mosto)
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Longitud de onda frente tiempo de las AuNPs de oro en solucion obtenidas
con un 50% de mosto (superior) y un 90% mosto (inferior) de la variedad Juan

Garcia.
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Espectro UV-visible de las cinéticas de las AuNPs de oro en solucién obtenidas con
un 10% de mosto (superior) y un 50% mosto (inferior) de la variedad Garnacha.
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Espectro UV-visible de las cinéticas de las AuNPs de oro en solucién obtenidas con
un 90% mosto de la variedad Garnacha.
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Absorbancia frente tiempo de las AuNPs de oro en solucion obtenidas con un 10% de
mosto de la variedad Garnacha.
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Garnacha(50%mosto)
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Absorbancia frente tiempo de las AuNPs de oro en solucion obtenidas con un 50% de
mosto (superior) y un 90% mosto (inferior) de la variedad Garnacha
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Garnacha (10% mosto)
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Longitud de onda frente tiempo de las AuUNPs de oro en solucién obtenidas con un
10% de mosto (superior) y un 50% mosto (inferior) de la variedad Garnacha.
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Garnacha (90%mosto)
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Longitud de onda frente tiempo de las AuNPs de oro en solucién obtenidas con un
90% de mosto de la variedad Garnacha.
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CABERNET

= Omin

= 5min

= 10min
3.0 4 —— 15min
=———20min
= 25min
= 30min
—35min
=——40min
~———45min
= 50min
60min
= 70min
=——80min
=——90min
= 100min
——115min
—130min
=——190min
e — 250min
== ——310min
—370min
=——430min|

Absorbancia

0.0 —
400 450

! I ! I ! I ! I ! I ! I ! |
500 550 600 650 700 750 800

Longitud de onda(nm)

—— 15min
30— —30min
——45min
——60min
2.5 — 150mi
— 240mi

>

|

1.5 -

Absorbancia

1.0

0.0 —
400 450

T T T T T T T

T T T T T T 1
500 550 600 650 700 750 800

Longitud de onda(nm)

Espectro UV-visible de las cinéticas de las AuNPs de oro en solucién obtenidas con
un 50% de mosto (superior) y un 90% mosto (inferior) de la variedad Cabernet.
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Cabernet (50%mosto)
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Absorbancia frente tiempo de las AuNPs de oro en solucién obtenidas con un 50% de
mosto (superior) y un 90% mosto (inferior) de la variedad Cabernet
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Cabernet (50%mosto)
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Longitud de onda frente tiempo de las AuUNPs de oro en solucién obtenidas con un
50% de mosto (superior) y un 90% mosto (inferior) de la variedad Cabernet
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