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RESUMEN

En esta tesis se planteé el objetivo de detectar residuos del herbicida glifosato en granos de
maiz mediante el analisis de la respuesta plasménica de substratos SERS activos de silicio
dopados con nanoparticulas de plata [Si-Ag NPs] y de la amplificacion Raman por
plasmones superficiales [SERS]. El glifosato es una molécula de gran interés debido a que
es empleado en grandes cantidades por el sector agricola provocando un impacto ambiental
que debe ser estudiado. El principal desafio de este proyecto se centra en que el glifosato
posee una pequefia seccion eficaz en Raman haciendo practicamente imposible la deteccion
a través de esta, por ello desarrollamos una técnica para intensificar la sefial SERS a traves
de substratos plasmonicos con una respuesta adecuada. Asimismo, otro desafio relevante a
superar fue la de establecer las bases que permitan desarrollar la tecnologia necesaria para
generar una metodologia analitica para la deteccion de glifosato en matrices como los

alimentos.

Por consiguiente, se evaluo la respuesta SERS de la molécula a través de los substratos y
como un comparativo se obtuvo el anélisis de la respuesta Raman convencional del glifosato;

ambos fueron evaluados en un sistema acuoso.

En el sistema, Raman convencional, se obtuvo una curva de calibracién monitoreando la
intensidad de la banda ubicada en 1080 cm™ durante el proceso de interaccion de glifosato
con el medio. Es importante destacar que solo fue posible obtener un rango de concentracion,
de 0.8 a 10 mM en estado acuoso (135 ppm). De la curva de calibracion generada fue posible
determinar; el limite de deteccion (LD) de 3 mM y un limite de cuantificacion (LQ) de 13.5
mM. No obstante, los valores nos indican que para la deteccion de glifosato a través de esta

técnica son elevados.

Por otra parte, los resultados obtenidos para la medicion SERS de glifosato utilizando los
substratos desarrollados muestran una interesante respuesta SERS de la molécula, esto es un
resultado interesante dada la dificultad para detectar glifosato. El espectro obtenido
experimentalmente sobre los substratos [Si-Ag NPs] muestra una interesante tendencia en la

banda 1565 cm™ debido a la presencia de glifosato. Las concentraciones de glifosato




evaluado fueron de 0.00001 a 0.1 mM, obteniendo un limite de deteccién de 0.00001 mM
(0.001 ppm).

Todo esto implica la posibilidad de poder detectar glifosato mostrando la capacidad de

amplificacion obtenida con los substratos SERS activos.

Palabras clave: SERS, Raman, glifosato, maiz, substratos SERS activos, Ag-NPs




ABSTRACT

In this thesis the objective of detecting residues of the herbicide glyphosate in corn grains
was studied by analyzing the plasmonic response of active silicon SERS substrates doped
with silver nanoparticles [Si -Ag NPs] and Raman amplification by surface plasmons
[SERS]. Glyphosate is a molecule of great interest because it is used in large quantities by
the agricultural sector causing an environmental impact that must be studied. The main
challenge of this project is focused on the fact that glyphosate has a small efficient section in
Raman making it practically impossible to detect it, so we developed a technique to intensify
the SERS signal through plasmonic substrates with an adequate response. Likewise, another
relevant challenge to overcome was to establish the basis that allow developing the necessary
technology to generate an analytical methodology for the detection of glyphosate in matrices
such as food.

Therefore, two systems were evaluated; the first consisted in the analysis of the conventional
Raman response of glyphosate; and the second in the evaluation of the SERS response of the
molecule through the substrates, both were evaluated in an aqueous system.

In the first system, conventional Raman, a calibration curve was obtained by monitoring the
intensity of the band located at 1080 cm™* during the process of interaction of glyphosate with
the medium. It is important to note that it was only possible to obtain a concentration range,
from 0.8 to 10 mM in aqueous state (135 ppm). From the calibration curve generated it was
possible to determine; the limit of detection (LD) of 3 mM and a limit of quantification (LQ)
of 13.5 mM. However, the values indicate that for the detection of glyphosate through this
technique are high.

On the other hand, the results obtained for the SERS measurement of glyphosate using the
developed substrates show an interesting SERS response of the molecule, this is an
interesting result given the difficulty to detect glyphosate. The spectrum obtained
experimentally on substrates [Si-Ag NPs] shows an interesting trend in the band 1565 cm
due to the presence of glyphosate. The glyphosate concentrations evaluated were from
0.00001 to 0.1 mM, obtaining a limit of detection of 0.00001 mM (0.001 ppm).

——
| —



All this implies the possibility of being able to detect glyphosate showing the amplification
capacity obtained with the active SERS substrates.

Keywords: SERS, Raman, glyphosate, corn, active SERS substrates, Ag-NPs
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Introduccion

1. INTRODUCCION

El maiz es una especie vegetal de las de mayor variedad a nivel mundial, y es destinado tanto
para la alimentacion humana como la del ganado (vacuno, porcino, equino, caprino). A nivel
mundial se reporto en el afio 2014 una produccién de 1, 037, 791, 518 toneladas del grano
[FAO, 2014]. En el caso particular de México la importancia del maiz como elemento
esencial de la alimentacion es indiscutible y estd ampliamente documentada desde tiempos
prehispanicos hasta la fecha [Lopez, 2007]. De este grano se deriva la preparacion de una
gran variedad de alimentos tradicionales como las tortillas, los totopos, los tamales, el atole
y las tostadas. Siendo la tortilla el mas significativo por considerarse uno de los alimentos
basicos en la dieta del mexicano. Asi lo demuestra un estudio realizado por la Cadmara
Nacional de la Industria de Transformacion (CANACINTRA), en donde se report6 que la
poblacién mexicana de 1 a 55 afios consume en promedio 8 piezas de tortillas diarias [Garcia,

2012], lo que posiciona al maiz como el principal grano basico para el sustento nacional.

El maiz es en consecuencia el cultivo méas importante de México, con una produccion
nacional anual de aproximadamente 23 millones de toneladas cultivadas en
aproximadamente 8 millones de hectareas, con un promedio de cultivo de 3 toneladas por
hectarea [SIAP, 2011]. No obstante, la cantidad producida del grano es insuficiente para
cubrir la demanda interna bruta la cual supera los 30 millones anuales, haciendo necesaria su

importacion principalmente de los Estados Unidos [GATS, 2016].

El aumento de la produccion del maiz se ha promovido con practicas internacionales de uso
de plaguicidas o bien del control quimico. Por lo anterior, es comun en su cultivo el uso de
herbicidas para controlar las malezas, y de insecticidas y fungicidas para matar los insectos
y hongos considerados plagas [Jaramillo et al., 2009]. El glifosato es considerado el herbicida
méas utilizado en México y en todo el mundo [Woodburn, 2000]. Tanto en cultivos
convencionales de maiz como en los genéticamente modificados [Szekacs & Darvas, 2012].
Es un herbicida no selectivo con accion sistémica, y puede ser aplicado en diferentes etapas
del cultivo. Por ejemplo, en las primeras 3 a 4 semanas después de la siembra, después de la
floracion y pocos dias antes, de la cosecha como desecante. De esta manera, y como

consecuencia de su frecuencia de empleo, se incrementa la posibilidad de contaminacién
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residual, comprometiendo la inocuidad del grano [Ahmed et al., 2009; Aldana et al., 2008;
Alsayeda et al., 2008], e incrementando la probabilidad de utilizar maiz contaminado con

residuos de este plaguicida en la elaboracion de alimentos de él derivados.

Hasta hace unos afios el glifosato era considerado inofensivo para la salud del ser humano.
Confirmaciones cientificas recientes han demostrado lo contrario, vinculando su consumo
crénico con mutaciones genéticas (genotoxicidad) y estrés oxidativo; los cuales estan
estrechamente relacionados con diversas patologias entre las que destacan dafio al higado y
los rifiones, tumoracion, cancer, abortos espontaneos, nacimientos con malformaciones y
fallos al sistema enddcrino [Bellé et al., 2002; Guyton et al., 2015].

En nuestro pais, el limite méaximo residual (LMR) permitido es de 0.1 mg. de glifosato por
cada kilogramo de grano de maiz [COFEPRIS, 2009]. ElI método rutinario de deteccidn
consiste en el uso de cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC), acoplada a
fluorescencia. Esta técnica presenta un elevado nivel de exactitud y confiabilidad. No
obstante, representa un tipo de analisis sofisticado, el cual emplea protocolos complejos que
involucran un procedimiento de laboratorio en varios pasos (preparacion, extraccion,
remocion de interferentes y deteccion del analito). Implicando que la expedicion de
resultados mediante las autoridades sanitarias correspondientes, se extienda incluso por
varias semanas. Lo anterior, resulta un inconveniente en el caso del monitoreo de productos
de importacion y exportacion en donde no se cuenta con el tiempo disponible para realizar
analisis exhaustivos de laboratorio. En el caso de, productos perecederos o altamente

demandados como en el caso del maiz.

Por tanto, se precisa de la aplicacion y la generacion de nuevas técnicas y metodologias
analiticas que representen una alternativa viable a los métodos actuales, y que permitan la
cuantificacion residual de manera rapida y sensible de este tipo de contaminante en matrices

complejas como los alimentos.

La técnica de Espectroscopia Raman de Superficie Aumentada (SERS por sus siglas en
inglés) se ha convertido en una de las herramientas analiticas mas favorables de los ultimos

afios. Debido a las caracteristicas que presenta tales como sensibilidad, especificidad y
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rapidez, SERS es una técnica particularmente adecuada para el anélisis ambiental. Esta se
basa en el analisis de la luz dispersada al hacer incidir un haz de luz monocromatico sobre la
muestra. Lo que le proporciona un gran potencial para ser empleada como una técnica

analitica en la inspeccion de los alimentos [Aroca, 2006].

SERS es una técnica que aprovecha las ventajas de Raman convencional (especificidad para
identificar componentes quimicos, rapidez de andlisis en el orden de segundos, posibilidad
de trabajar con muestras con algun contenido de humedad, registro de espectros en
condiciones ambiente y minima o nula preparacién de la muestra) con las propiedades
plasmonicas de nanoestructuras de metales de acufiacion como el oro y la plata,
incrementando por varios 6rdenes de magnitud (10'*) la intensidad de dispersion Raman que
presentan las moléculas enlazadas a su superficie, debido a la oscilacion colectiva de los
electrones de conduccion aumentando el campo eléctrico. De esta manera, mediante el uso
de substratos nanoestructurados, es posible incrementar la sensibilidad de la técnica Raman
a tal punto que resulta en la deteccion de inclusive, una sola molécula de analito [Willets &
Van Duyne, 2007].

En este proyecto se plantea la deteccion del plaguicida glifosato en granos de maiz utilizando
la técnica de Espectroscopia Raman de Superficie Aumentada. Para ello, se explor6 en el
desarrollo de substratos SERS que presenten reproducibilidad en los resultados y afinidad
por la adsorcion del glifosato (requerimiento ideal para el uso de la técnica). Los substratos
SERS fueron elaborados a base de nanoparticulas de plata, las cuales han demostrado tener
afinidad hacia los grupos funcionales que constituyen la molécula de glifosato (amino,
carboxilato y fosfato). Dichas nanoparticulas fueron depositadas sobre obleas de silicio (Si-
Ag NPs) con el fin de controlar la geometria, el tamafio, el espacio y la periodicidad que
presentan las nanoparticulas sobre los substratos y con ello la reproducibilidad de los

resultados.

De esta forma, se pretende sentar las bases para el desarrollo de una metodologia analitica
sensible, rapida y sencilla de emplear, para la deteccion de plaguicidas en granos de maiz;

que logre impactar eventualmente en los programas de inspeccion en calidad e inocuidad de
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los alimentos contra estos residuos, permitiendo el monitoreo continuo de muestras con

grandes volimenes.
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1.1 JUSTIFICACION

El grano de maiz es el producto agricola mas importante en México, debido a que forma parte
fundamental de la alimentacidn de su poblacion. Actualmente, para asegurar su produccion
en el mercado nacional agroalimentario, se ha fomentado la modernizacion del campo
mexicano, basada en el uso de fertilizantes y plaguicidas. Siendo quiza, el uso de plaguicidas
uno de los mas importantes. Dentro de los plaguicidas mas difundidos en nuestro pais
encontramos al glifosato, utilizado en diferentes etapas del cultivo de maiz para el control de
plantas no deseadas. Por lo que, el uso frecuente e incontrolado de este ha provocado la
presencia de residuos de glifosato en los granos de maiz cosechados. Hace algun tiempo el
glifosato era considerado no toxico. Sin embargo, numerosos estudios cientificos han
reportado que la ingesta residual cronica de este plaguicida esta relacionada con diversos
problemas a la salud humana. Por ejemplo, dafios hepéticos, renales, cancer y alteraciones
en el sistema endocrino (Mesnage et al., 2015). Actualmente, existe una creciente demanda
en el monitoreo continuo para determinar el riesgo al ambiente y a la salud humana.
Asimismo, es importante destacar que las técnicas analiticas que se utilizan para la deteccion
de este tipo de residuos son costosas, requieren de una dificultosa preparacion de la muestra
y necesitan de tiempos largos de andlisis. Lo anterior, representa un obstaculo cuando se
requiere de un monitoreo continuo. Sobre todo, de un producto tan comercializado como el
grano de maiz. En ese sentido, resulta importante el desarrollo de una técnica para la
deteccidn rapida, sensible y especifica de glifosato en granos de maiz, con el propdsito de
acelerar la emision de resultados y con ello asegurar la calidad e inocuidad del maiz en
nuestro pais. Asimismo, el método a desarrollar puede ser eventualmente aplicado en
programas de monitoreo de los principales puntos de importacion y exportacion aduanal del
pais. Por otra parte, podria emplearse en el monitoreo de glifosato en los diferentes
compartimentos ambientales. De esta forma, se puede evaluar el problema ambiental

provocado por el uso indiscriminado de glifosato.
Dado lo anteriormente expuesto, se formula la siguiente pregunta de investigacion:

¢Cual es la concentracion minima del plaguicida glifosato que se puede detectar en matrices

de alimentos de manera robusta mediante SERS, utilizando substratos de Si-Ag NPs?
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1.2 HIPOTESIS

Debido a que las nanoparticulas de plata presentan una gran afinidad por los grupos
funcionales presentes en la molécula de glifosato (amina, carboxilato y fosfato), se espera su
adsorcion sobre su superficie facilitando su deteccion y cuantificacién a concentraciones

ultra-bajas por Espectroscopia Raman de Superficie Aumentada.

1.3 OBJETIVOS

Obijetivo general

Identificar y cuantificar de manera rapida y sensible residuos de glifosato presentes en granos
de maiz mediante la técnica de Espectroscopia Raman de Superficie Aumentada (SERS)

utilizando substratos SERS de Silicio dopados con nanoparticulas de plata [Si-Ag NPs].

Obijetivos particulares

1. Obtener y optimizar substratos basados en plata activos en SERS que presenten elevada

sensibilidad y especificidad al glifosato.

2. ldentificar la banda de cuantificacion SERS del glifosato (“finger print”) en muestras

liquidas.

3. Obtener extractos de maiz contaminado con glifosato de manera simple, para su posterior
deteccion en SERS.
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2. MARCO TEORICO

2.1 Generalidades del maiz

El maiz (Zea mays L.) se clasifica dentro del género Zea perteneciente a la familia de las
gramineas o Poaceae, que incluye a otros cultivos como el trigo, arroz, avena, sorgo, cebada,
y cafia de azUcar [Doebley & lltis, 1980]. El maiz es una de las gramineas mas ampliamente
distribuidas a nivel mundial, se cultiva desde el nivel del mar hasta mas de 3 mil metros de
altitud, adaptandose a diversos climas y tipos de suelo. Es una planta de soporte robusto,
habito anual, tallo simple, erecto, elevada longitud (2-6 m) (Figura 1), presenta nudos y
entrenudos, medula esponjosa y pocas ramificaciones [Jugenheimer, 1988]. Sus flores son
unisexuales. Es decir, presenta flores masculinas y femeninas bien diferenciadas dentro de la
misma planta, la masculina se conoce como panicula o espiga y la femenina como mazorca,

la cual se localiza en las yemas axiales de las hojas.

Figura 1. Representacion esquematica de la planta de maiz. 'espiga, 2yema axial, *mazorca y
*hojas. Elaboracion propia 2016.

Debido a su adaptabilidad, en la actualidad esta graminea se cultiva en practicamente todas
las regiones del mundo, su produccion representa el 65% de la produccion total de granos a
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nivel mundial [Gil et al., 2004]. EI maiz es uno de los cultivos con mayor importancia debido
a sus mualtiples usos, en los que se destaca: consumo humano y animal y como materia prima
en diferentes procesos industriales [Paliwal et al., 2001]. Por lo que se requieren grandes
cantidades para satisfacer la demanda [ASERCA, 2013]. Debido a ello, en los ultimos 20
afios los paises en desarrollo han implementado diferentes estrategias como el uso de
agroquimicos para incrementar la eficiencia de los cultivos [Vazquez, 2004; Gleissman,
2008]. Asi, el empleo de fertilizantes, plaguicidas y herbicidas en la agricultura ha logrado
un incremento en la produccion, reduciendo las pérdidas ocasionadas por plagas [Sanchez &
Ortiz, 2011]. Dichos beneficios se ven reflejados en el aspecto social y econémico de las
sociedades tanto a nivel local, nacional y mundial [Olea & Fernandez, 2001]. Sin embargo,
el consumo en exceso de dichos plaguicidas ha causado graves efectos adversos a la salud

humana y al ambiente [Mesnage et al., 2015].

2.1.1 Situacion actual del cultivo de maiz en México

México es considerado el centro de origen y diversificacion del maiz, en donde se tiene
registrado alrededor de 59 razas [Sanchez et al., 2000]. Lo que representa un importante
porcentaje de las aproximadamente 300 razas que existen en el continente Americano [Kato
et al., 2009]. En el aspecto alimentario, econdémico, cultural y social esta herencia vegetal es
de gran importancia para los mexicanos [SIAP, 2007]. Por ejemplo, se emplea en la medicina
tradicional, como materia prima para la industria, expresiones artisticas y artesanales y en la

gastronomia.

En la cultura gastronémica el maiz es utilizado como materia prima para la preparacion del
alimento méas importante del mexicano (la tortilla). Como consecuencia de lo anterior nuestro
pais es el mayor consumidor de este cereal. No obstante, debido a una variedad amplia de
razones politicas, sociales y tecnoldgicas la produccién nacional no logra cubrir la demanda
interna bruta; lo anterior ha llevado a su importacion principalmente de Estados Unidos. Es
importante enfatizar que el maiz importado puede ser una fuente importante de glifosato ya

que en el pais del que proviene, es tratado con grandes cantidades de este herbicida.
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En 2016, México importd 7, 205, 042 toneladas de maiz; como se puede observar en la Tabla
1 la cantidad importada en este periodo se incrementd un 26% comparada con el registro
durante el mismo periodo de 2015 [GATS, 2016]. Esta cantidad representa aproximadamente
el 23% del total de maiz consumido en el pais. Por lo que, incrementa la posibilidad de

encontrar maiz contaminado con residuos de glifosato.

Tabla 1. Importacion de maiz proveniente de los Estados Unidos

Afio Volumen*
(Ton)

2015 5,733,967

2016 7,205,042

|
Fuente: Global Agricultural Trade System Online, Departamento de Agricultura, USDA con datos
del Departamento de Comercio, Buro de Censo (2016).
*Los datos presentados comprenden el periodo de enero a junio

De la produccion nacional de maiz en México, la cual asciende a 23 millones de toneladas,
el 54% es cultivado de manera tradicional (preparacion del terreno, deshierbe a mano,
labranza, siembra, cosecha y almacenamiento) esto es, sin la utilizacion de agroquimicos. El
46% restante es producido a gran escala adoptando practicas de la agricultura moderna
arraigadas al control quimico, que es donde se centra la problematica abordada en este
trabajo. De esta manera los plaguicidas se aplican en las etapas de preparacion del terreno,
deshierbe, cosecha y almacenamiento. Dentro de los plaguicidas empleados, el herbicida
glifosato es el mas utilizado tanto en cultivos convencionales como en los genéticamente
modificados en donde se utiliza practicamente en la mayoria de las etapas (preparacién del
terreno, control de malezas y cosecha). En 2011 se utilizaron, alrededor de 650,000 toneladas
de glifosato a nivel mundial [CCM International, 2011]. Con un valor en el mercado de
aproximadamente $ 6.5 mil millones de dolares [Sansom, 2012].

2.2 Problematica ambiental ocasionada por el uso de glifosato

En el marco regulatorio internacional la Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados
Unidos de América (EPA) clasifica al glifosato de toxicidad clase 11, toxicidad aguda dérmica

y oral relativamente baja. Por otra parte, la Agencia Internacional para la Investigacién del
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Céncer (IARC), que integra la OMS, afirmé que el glifosato “puede provocar cancer en seres
humanos” (IARC, 2015). A pesar de ello, en nuestro pais no hubo ninguna modificacion

oficial respecto al registro o la clasificacion del glifosato.

En el caso de México, diversas dependencias estan involucradas con la reglamentacion
relacionada con la produccion, distribucion y utilizacion de plaguicidas. Por ejemplo, los
aspectos sanitarios son regulados por la Secretaria de Salud (SSA); el impacto al ambiente
por la Secretaria de Medio Ambiente y Recursos Naturales (SEMARNAT) y la eficacia
bioldgica de los productos por la Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural,
Pesca y Alimentacion (SAGARPA).

Por otra parte, en cuanto a leyes federales, la Ley Federal del Equilibrio Ecoldgico y
Proteccion al Ambiente (LGEEPA), agrupa a los plaguicidas junto a los fertilizantes y las
sustancias toxicas, otorgandole a la federacion la regulacion en el uso y manejo de estas
sustancias quimicas. Asimismo, establece que las actividades particulares relacionadas con

el manejo de plaguicidas se sujetaran a las Normas Oficiales Mexicanas.

Asimismo, la Ley Federal de Sanidad Vegetal (LFSV) como su nombre lo indica, esta
encargada de promover la sanidad vegetal, asi como la aplicacidn, verificacion y certificacion
de los sistemas para la reduccion de riesgos de contaminacion fisica, quimica y
microbioldgica en la produccién de vegetales. También, sefiala que es competencia de la
Federacion a través de la SAGARPA regular los criterios para los estudios de campo para
llevar a cabo el establecimiento de los limites maximos de residuos de plaguicidas a través
de estudios de campo. Asimismo, la SAGARPA coadyuvara con la SSA para vigilar el
cumplimiento de la normatividad aplicable a los plaguicidas. Por otra parte, ésta Secretaria
estd obligada a llevar a cabo un Programa Nacional de Monitoreo de Residuos de Plaguicidas

y a difundir la informacion generada.

Finalmente, en este aspecto la Ley General de Salud (LGS) regula el derecho a la proteccion
de la salud que tiene toda persona. De acuerdo a la LGS le corresponde a la SSA autorizar

los nuevos productos que puedan resultar toxicos, entre estos a los plaguicidas, asi como,

10
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coordinar con otras dependencias las condiciones de fabricacion, formulacién, envasado y

etiquetado.

Por su parte, dentro de las Normas Oficiales se pueden destacar en el ambito ecologico a la
NOM-052-SEMARNAT-1993, relacionada con las caracteristicas de los residuos peligrosos,
su listado y los limites por su toxicidad al ambiente. Por otra parte, la NOM-232-SSA1-2009,
establece los requisitos, indicaciones y caracteristicas que deben cumplir el envase, embalaje
y etiquetado de plaguicidas, a fin de minimizar los riesgos a la salud de la poblacién en

general, durante su almacenamiento, transporte, manejo y aplicacion.

Finalmente, con la finalidad de proteger la salud de los consumidores, la SAGARPA vy la
SSA, destaca la NOM-082-SAG-FITO/SSA1-2017 que regula los Limites Méaximos de
Residuos (LMR) que pueden contener los alimentos producidos en México. Sin embargo, el

marco regulatorio en nuestro pais no cuenta con acciones especificas para el glifosato.

Por ello, el problema o impacto ambiental ocasionado por el uso del glifosato se puede
considerar un problema complejo debido a que la dependencia existente entre sus partes se
debe de analizar como un conjunto de interacciones para de esta manera poder alterar,
comprender o resolver el problema o fendmeno asociado al sistema en estudio. Para
comprender un poco mejor la situacién ambiental provocada por el empleo del glifosato, se
simplifica en el esquema siguiente la complejidad del problema.

"f‘ - ‘<.=°‘ s Exposicién por |
F 5 s
‘:\. At "_} consumo
L -4 -
, 6' | ) =

Principal grano

Importacién

Dieta
mexicana
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animal | "-{
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Moderna | Contamninacion Alre

g‘g ® 1 Suelo
) Herbicidas
) _. r

—-| Mormatividad
Programas de
goblerno
,—nl Tradicional

Emigracion

Figura 2. Interacciones del glifosato con el sistema. Elaboracion propia 2017.
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Los sistemas complejos estdn constituidos por elementos heterogéneos en interaccion
constante, por lo que estos componentes o procesos pertenecen a diversas disciplinas [Garcia,
2011]. Debido a lo anterior, los sistemas complejos exigen ser tratados con una vision
interdisciplinaria que permita tener una vision del todo para poder resolver los problemas que
se presentan de manera integral y considerar todos los factores involucrados. Como puede
observarse en la Figura 2, la identificacion de las multiples interacciones permite
comprender mejor el problema, y por ende, eventualmente proponer medidas especificas para
contribuir a disminuirlo. Dentro de esta complejidad, un punto de mayor relevancia es el
monitoreo de su presencia (identificacion y cuantificacién), dado que es el paso inicial en la
determinacion del tamafio del problema. Es importante recordar que en un sistema complejo,
ademas de identificar al compuesto contaminante, es indispensable identificar las
interacciones aditivas o sinérgicas que éste pueda tener. Sin embargo, antes de llegar a ello,
es necesario conocer la incidencia del compuesto en el espacio y tiempo. Lo anterior nos
lleva a contar con técnicas analiticas confiables para cuantificar su distribucion e impacto

ambiental.

2.2.1 Generalidades del glifosato

El glifosato pertenece al grupo de los plaguicidas organofosforados, esto es, compuestos
derivados del &cido fosférico que poseen un atomo central de fésforo en la molécula [Vijay,
2010]. El glifosato representa el ingrediente activo de una gran variedad de plaguicidas, se
emplea como un herbicida post-emergente, sistémico, no selectivo y de amplio espectro, con
uso en el area agricola y no agricola para eliminar malezas, pastos anuales y perennes, entre
otros [Goldsbhorough & Brown, 1988]. El glifosato esta compuesto de una molécula de glicina
y otra de fosfonometilo lo que le confiere caracteristicas de un compuesto organofosforado,

en lo que se refiere a su estructura quimica esta se muestra en la Figura 3.

12
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Figura 3. Estructura de la molécula de glifosato, los a&tomos de carbono se encuentran en los
vértices de las lineas. Elaboracion propia 2016.

Las propiedades fisicoquimicas méas importantes del glifosato como compuesto quimico puro

se concentran en la Tabla 2.

Tabla 2. Propiedades fisicoquimicas del glifosato

Propiedad
Nombre quimico
Formula empirica
Estado fisico

Peso molecular
Olor

Densidad

Punto de fusion
Presion de vapor
Punto de ebullicion
Solubilidad en agua

pH en solucidn al 1%

Valor

N-(fosfonometil) glicina
C3HgNOsP

Sélido blanco

169.08 g/mol

Inodoro

1.70 g/cm?®

184.5°C

1.84 x 10" mm de Hg a 45°C
Se descompone

12 .000 ppm a 25°C

2.5

_______________________________________________________________________________________________________________________|
Fuente: Herbicide Handbook WSSA. Glyphosate. Illinois 1994. Farm Chemicals Handbook.
Glyphosate. 1983. Global Herbicide Directory. Glyphosate. 1994. The Pesticide Manual.

Glyphosate. 1994. Agrochemicals Desk Reference Environmental Data. J.H. Montgomery. Lewis

Pub. 1993.

2.2.2 Formulacion comercial

En México el glifosato se comercializa bajo diferentes marcas comerciales, algunos de ellos

se muestran en la Tabla 3 registrados y aprobados por la COFEPRIS en el 2011. Las marcas

——
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Roundup que estan asociadas a la empresa Monsanto representan el 3.3% de las marcas

comercializadas a nivel mundial.

Tabla 3. Formulaciones comerciales de glifosato

Marca comercial

Faena 320

Fuete SL

Faena 320 SL
Ranger SL

Rocket SG

Rocky SL

Roundup madurante SL
Roundup SG
Roundup SL (Sal)
RONDO Super
HELFOSAT
GLYF 360
GLIFOPAAK
LAFAM
YIERBASATO
ALTANIZAN
HERBIPOL Glifosato
TIRON
YERBIMAT
NEWCAP
TACSAFATO
Total 480 Glifosato

Empresa Concentracién
Proficol SA 320 g/L
Monsanto 480 g/L
Monsanto 320 g/L
Monsanto 240 g/L
Monsanto 74-75%
Monsanto 120 g/L
Monsanto 480 g/L
Monsanto 74-75%
Monsanto 480 g/L
UPL Agro México. 30.34%
HELM 30.34%
Petro de occidente 30.34%
Dragon 30.34%
Dragon 30.34%
Tridente 30.34%
Polaquimia 30.34%
Polaquimia 30.34%
Valent 30.34%
Adama 30.34%
Cuprosa 30.34%
Tacsa 30.34%
Ducoragro 30.34%

_______________________________________________________________________________________________________________________________|
Fuente: Elaboracion propia 2017.

El glifosato se comercializa en varias formulaciones para sus diversos usos:

*  Sal isopropilamina (48 y 62%)

14
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*  Sal dimetilamina (60.8%)
*  Sal potésica (43.8, 62 y 66.2)
* Sal amonica (40.5, 39.6, 74.7, 78 y 79%)

Los productos se pueden formular con 120, 240, 360, 480 y 680 g del ingrediente activo por
litro. En la agricultura la formulacion mas comun es de 360 g y se recomiendan 3L/ha para

el control de malezas anuales en los cultivos.

El glifosato formulado como sal isopropilamina representa la formulacion més vendida y
comercializada en el mundo, utilizada para controlar hierbas de hoja ancha y malezas en
muchos cultivos, como trigo, soja, frijol y maiz [Corbera et al., 2007]. Debido a que presenta

un extenso uso en la agricultura y jardineria [Albert, 1999].

2.2.3 Persistencia en alimentos

La persistencia de un plaguicida se refiere al tiempo que permanece en el medio ambiente
sin sufrir una transformacién o degradacion por agentes naturales fisicos. Respecto a la
persistencia del glifosato en productos agricolas, se ha reportado que puede permanecer
activo de 28 a 56 dias después de ser aplicado en frutas como: fresas, arandanos y frambuesas
y de 30 a 56 dias en vegetales como lechuga y zanahoria [Cessna & Cain, 1992; Eslava et
al., 2007]. Respecto a su persistencia en cereales existen estudios de la Soil Asocciation del
Reino Unido sobre la persistencia de glifosato en cereales como el trigo, en donde se ha
reportado que sus residuos se conservan aun después de su procesamiento (harina y pan)
[Lorenzatti et al. 2004]. Respecto a la persistencia de glifosato en maiz no se encuentran
estudios disponibles que evidencien cual es exactamente su persistencia. Sin embargo, es
importante connotar que el proceso de cultivo de este cereal posee cercanas similitudes al
utilizado para el trigo y la soya, por lo que existe una probabilidad real de encontrar residuos

de este plaguicida en esta matriz [Lorenzatti, 2006].

15
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2.2.4 Limites Maximos Residuales (Maiz)

El limite méximo residual (LMR) fue establecido por primera vez por la méxima autoridad
en seguridad alimentaria, la Comision del Codex Alimentarius, haciendo referencia a la
concentracion especifica de residuos de un plaguicida expresada en (mg/kg). La
cuantificacion considera la concentracion del residuo tanto en su parte superficial como
interna. Por su parte, los LMR son establecidos en niveles tan bajos como sea posible para
proteger la salud del consumidor, ademas de ser compatibles con las précticas agricolas. Sin
embrago se puede establecer un valor por defecto igual al limite de identificacion que

presentan las técnicas analiticas [Codex Alimentarius, 2011].

Ademaés del Codex Alimentarius, los LMR pueden ser fijados por sus maximas delegaciones
internacionales, la Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos (EPA) y la
Comunidad Europea (CE). En México, es el Centro Nacional de Referencia de Plaguicidas y
Contaminantes CNRPyC, la institucion encargada de certificar de manera voluntaria la

inocuidad de los alimentos, siguiendo los LMR propuestos por la EPA.

Para el caso del glifosato, el Codex Alimentarius establece un LMR de 5 mg por cada
kilogramo de maiz. Mientras que para la Agencia de Proteccion Ambiental (EPA) y la
Comision Europea (CE) establecen un LMR de 5 mg/kg y 1 mg/kg en granos de maiz
respectivamente. En el caso particular de nuestro pais, México a través de la COFEPRIS
establece un LMR en maiz de 0.1 mg/kg. En la Tabla 4 se muestra el valor de LMR de
glifosato en maiz [FAO, 2010; COFEPRIS, 2009; EC, 2005; EPA, 2010].

Tabla 4. Limites Maximos Residuales de Glifosato en maiz

Matriz Instancia regulatoria (LMR)
Codex Alimentarius EPA CE COFEPRIS
Maiz 5 mg/kg 5 mg/kg 1 mg/kg 0.1 mg/kg

________________________________________________________________________________________________________________________|
Fuente: Elaboracion propia 2017.
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2.2.5 Riesgos a la salud humana causados por el glifosato

Existen actualmente controversia acerca de los dafios a la salud que causa el glifosato; en
este contexto, un estudio pionero realizado por el cientifico Robert Bellé y colaboradores dio
a conocer que el glifosato promueve las primeras etapas del cancer [Bellé et al., 2002]. Por
otra parte, en otro estudio realizado en células embrionarias y células derivadas de la placenta
humana se prob0 la toxicidad y su potencial de irrupcion enddcrina del plaguicida. Asi mismo
un estudio realizado por el Dr. Michael Antoniou del Kings College destac6 que el consumo
por niveles ultra-bajos de este herbicida a largo plazo provoca dafio hepético y renal
[Mesnage et al., 2016]. Otro estudio muestra el aumento en la toxicidad y su potencial de
irrupcion enddcrina [Benachour et al., 2007]. Un estudio adicional muestra el aumento en la
incidencia de signos anatomicos patoldgicos, cambios en la orina y pardmetros bioquimicos
de la sangre, asociados con insuficiencia en la funcionalidad hepética y renal, debido a la
ingesta de residuos de glifosato. También se han mostrado los efectos cancerigenos de
glifosato utilizando un modelo basado en ratones, mostrando como resultado la
carcinogénesis de piel, revelando asi que el glifosato tiene actividad promotora de tumores
[George et al.,, 2010]. Ademas, recientemente se han revelado nuevas evidencias
contundentes a través de la Agencia Internacional para la Investigacion sobre el Cancer
(IARC) con la relacién de la ingesta de dosis ultra bajas de glifosato, como una substancia
“probablemente cancerigenas para humanos” clasificado en el grupo 2A de la IARC [Guyton

etal., 2015].

2.2.6 Riesgos al ambiente por el uso de glifosato

2.2.6.1 Compartimento Suelo

El glifosato puede ser relativamente persistente en el ambiente lo cual puede desembocar en
una gran variedad de riesgos ambientales. Su uso indiscriminado para el control de malezas
ha derivado en la contaminacion de diferentes compartimentos ambientales. Investigaciones
recientes han encontrado glifosato en el 40% de muestras de suelo, agua y sedimentos;

analizadas en diferentes sitios de Estados Unidos [Battaglin et al. 2014].
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Este herbicida era considerado no toxico para los microorganismos que habitan en el suelo
[Busse et al., 2001, Aradjo et al., 2003]. Sin embargo, estudios recientes demuestran lo
contrario. Por ejemplo, un bioindicador crucial en el suelo son las lombrices, encontrando
una disminucion de su biomasa despueés de la aplicacion de glifosato [Sanchez-De Leon et
al., 2006; Garcia et al. 2014]. En 2014 se realiz6 un estudio comparando la biomasa de
lombrices presentes en el suelo de dos plantaciones de café, en la primera se hizo uso del
glifosato por 22 afios y la segunda se encontraba libre de glifosato en los ultimos 7 afios;
arrojando como resultado una disminucién considerable de la poblacion en aquella donde se

uso glifosato [Garcia et al. 2014].

Por otro lado, el glifosato se puede unir a los nutrientes presentes en el suelo, lo cual puede
conllevar a una reduccion significativa en la disponibilidad de los mismos [Duke et al. 2012].
Afectando considerablemente las concentraciones de compuestos como en potasio, hierro,
fésforo, nitratos y sulfatos elementos indispensables para el desarrollo de las plantas [Obour,
Stahlman, & Holman, 2016].

2.2.6.2 Compartimento Agua

En lo que respecta al compartimento agua la deteccion de residuos de glifosato en este medio
es cada vez mas frecuente, siendo una fuente importante de contaminacion la escorrentia
[Annett et al. 2014]. Por ejemplo, las concentraciones mayores a 400 pg/L de glifosato son
potencialmente téxicas para algunos organismos acuéticos dentro de los que podemos
encontrar a los peces y anfibios [King and Wagner, 2010; Annette et al. 2014; Braz-Mota et
al. 2015].

Asi mismo también se ha reportado la presencia de glifosato en los ecosistemas marinos, por
lo que las investigaciones en esta area han incrementado [Mercurio et al 2015]. Por otro lado,
en el agua potable se considera aceptable una concentracion de 0.1 pg/L y un riesgo tolerable
de 77 pg/L [Horth y Blackmore 2009]. Sin embrago, autoridades europeas expresan que es

necesario reducir las concentraciones de residuos de glifosato en agua de consumo humano.

Es importante sefialar que el uso de glifosato no estad aprobado en el agua, por lo que la

presencia de este puede estar mediada por la escorrentia o derrames accidentales. Por ello su
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aplicacion correcta podria disminuir los riesgos en los organismos acuéticos [Saunders and
Pezeshki, 2015].

2.2.6.3 Compartimento Aire

En lo que respecta a la atmosfera la distribucion de los plaguicidas se puede presentar en
forma de particulas o vapor; esto depende de la temperatura ambiental y la concentracion del
material suspendido [Gioia et al. 2005]. A pesar de, que el glifosato es uno de los plaguicidas
mas usados en el mundo existen muy pocos reportes sobre el transporte atmosférico del
mismo. Por ejemplo, en un estudio, se informd que las concentraciones de glifosato en el aire
se encontraban por debajo de 15.7 mg/m? durante los periodos de fumigacion [Jauhiainen et
al. 1991]. En otro estudio mas reciente que se realizd de este tipo reportaron la deteccién de
concentraciones de 2.5 pg/L de glifosato en el aire de areas agricolas en Mississippi y Lowa
[Chang et al. 2011]. Sin embargo, el comportamiento del glifosato en la atmosfera ain se

desconoce en gran medida.

2.3 Deteccion de glifosato mediante técnicas analiticas

Se han empleado diversas técnicas y metodologias en el analisis para la deteccion de residuos
de glifosato en alimentos [Poulsen & Andersen, 2003; Araoud et al., 2007; Mezcua et al.,
2009]. En todas ellas es necesario el empleo de técnicas y metodologias sistematicas que
permitan la extraccién, separacion, identificacion y cuantificacion del plaguicida.

A continuacion, se resume en la Figura 4 el método recomendado para la determinacién de
glifosato en alimentos segun la FAO a través del Codex Alimentarius (LMR. CAC/IL GLC
33-1999):
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Figura 4. Método analitico en la determinacion de residuos de plaguicidas en alimentos.
Elaboracién propia 2017. Adaptada de Codex Alimentarius (LMR. CAC/IL GLC 33-1999).

Es importante destacar que el protocolo que sigue esta técnica analitica para la deteccion de
glifosato en alimentos consume demasiado tiempo por lo que la emisidn de los resultados se
prolonga hasta por varias semanas, esto resulta un gran inconveniente. En el caso de, los
alimentos con gran demanda y comercializacién [Sherma, 1995; MacCarthy et al. 1995;
Gairns & Baldwin, 1995].

Ademas de las técnicas analiticas en la deteccion, se encuentran las metodologias alternas,
gue aungue no han sido hasta el momento aceptadas y aprobadas por instancias certificadas,
constituyen tecnologias novedosas o en desarrollo, las cuales representan alternativas
funcionales para la cuantificacion méas simple de plaguicidas en diferentes matrices [Jokerst
et al. 2012; Liu et al. 2011; Zheng et al. 2009; Shang, Qi & Wu, 2012; Liu et al. 2012].

Dentro de estas metodologias, se destaca la Espectroscopia Raman de Superficie Aumentada,
que proporciona una sefial Raman mucho mayor a partir de moléculas adsorbidas sobre
superficies metélicas nanoestructuradas o coloides metalicas. En particular, de plata u oro
[Halvorson & Vikesland, 2012].
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2.4 Deteccion de glifosato mediante la técnica SERS

Como ya se menciond anteriormente SERS, es una potente herramienta analitica fuertemente
ligada a superficies nanoestructuradas. El potencial que presenta, en la actualidad se ha
orientado hacia la realizacién en una serie de aplicaciones incluyendo la deteccion de
plaguicidas [Aroca, 2006]. Los progresos recientes en la espectroscopia SERS para la

deteccién de contaminantes en el ambiente se muestran en la Tabla 5.

Tabla 5. Aplicaciones de la espectroscopia SERS para deteccion de contaminantes

Analito Substrato SERS Referencia
Fonofos Ag NPs Vongsvivut et al.,
2010.
Omethoate Agregado de Ag NPs Guerrini et al.,
2011,
Methamidophos Ag NPs Xie et al., 2012.
Thiram Agrupamientos individuales Yuan et al., 2011.
autoensamblados de Ag NPs
Thiram Nanobastones de Au Saute et al., 2012.
Ferbam
- Ziram
Plaguicida Methyl parathion CD-SH modificado con Au NPs  Wang et al., 2010.
Parathion Capa aislada de silice Au NPs Lietal., 2013.
Paraquat Ag NPs Gao et al., 2010.

Methyl parathion Ag NPs Yazdi & White,
Thiram 2013.
Chlortoluron Ag- nanocompuesto Carrillo et al.,
Atrazine 2012.

Diuron

Terbuthylazine

Glifosato Nanocubos de Ag Costa et al., 2012.
Glifosato Nanobastones de Au Torul et al., 2010.

______________________________________________________________________________________________________________________________|
Fuente: Elaboracion propia 2016.

A pesar de, que el glifosato es uno de los compuestos organofosforados mas utilizados en el
mundo, las investigaciones SERS que se realizan sobre esta clase de compuestos son poco

frecuentes. Asi también, hay pocos estudios de residuos de glifosato en alimentos. Por
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mencionar un ejemplo, en 2009 las autoridades de la Unidn Europea realizaron 186,852
pruebas en muestras de cereales de residuos de plaguicidas. Pero, sélo cinco paises realizaron
las pruebas de glifosato [Meihui et al., 2012]. De hecho, las autoridades de la UE solo
acordaron iniciar un seguimiento regular de glifosato en los cereales a partir de 2010, y no

hay ninguna prueba en absoluto de los residuos de glifosato [Pardanaud et al., 2012].

Por lo mencionado anteriormente en este proyecto se hara el empleo de la técnica SERS para

la deteccion de glifosato en granos de maiz.

2.4.1 Fundamentos de la espectroscopia Raman

El efecto Raman fue descrito por primera vez en el afio de 1928 por los fisicos
Chandrasekhara V. Raman y Kariamanickam S. Krishnan ambos de origen hindd [Raman &
Krishnan, 1928]. Este fendmeno se origina por la polarizacién electrénica de la molécula
provocada por la luz en un rango del espectro ultravioleta, visible e infrarrojo cercano [Smith
& Dent, 2005].

Cuando el haz de luz monocromatico irradia a la molécula, ocurren dos fendmenos,
dispersion Rayleigh y dispersion Raman; el primer fendmeno se manifiesta cuando el fotén
interacciona eldsticamente con la molécula. Es decir, que la radiacién incidente y la
dispersada se encuentran en la misma frecuencia [Smith & Dent, 2005]. El segundo aparece
cuando la radiacion incidente es diferente a la dispersada. Es decir, una interaccion inelastica
[Smith & Dent, 2005]. Como se puede observar en la (Figura 5) cuando la molécula se
encuentra en estado fundamental y pasa a un estado vibracional virtual excitado (linea azul
y morada), y la energia del foton dispersado es menor a la del incidente, a este fenémeno se
le conoce como Raman Stokes; en el caso contrario, si la molécula se encuentra en un estado
excitado, la energia del fotdn dispersado es mayor a la del foton incidente, se le denomina

Raman Anti Stokes.
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Figura 5. Representacion de la dispersién Raman (Rayleigh, Raman Stokes y Raman Anti Stokes).
Elaboracion propia 2016.

Esta es una técnica espectroscopica de alta resolucion que ayuda a obtener en un periodo
corto informacion quimica y estructural de compuestos organicos e inorganicos, lo cual nos
ayuda para su identificacion. El estudio que se realiza por medio de la espectroscopia Raman
como ya se menciono esta enfocado en hacer incidir un haz de luz monocromatico (de una
sola longitud de onda) sobre la muestra y el analisis de la luz dispersada con diferente

longitud de onda cémo se representa en la Figura 6.

() r-/' LUZ DISPERSADA

LUZ INCIDENTE ™ _4» ~~_4» "\_fb. Y, ZoN Vo .

MUESTRA \’
-\. LUZ DISPERSADA

HAZ DE LUZ
MONOQOCROMATICO

Figura 6. Diagrama simple sobre el efecto Raman. Elaboracion propia 2016.
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La luz dispersada es la luz que al pasar por la muestra es desviada en su direccion de
propagacion, de forma aparentemente desordenada. Gran parte de la luz dispersada presenta
una energia similar a la luz de incidencia. Por otro lado, un pequefio porcentaje de la luz que
incide a la muestra se dispersa con cambios en energia que son provocados por el material
que se esté analizando. A menudo estos estudios se efectlian sobre la muestra a analizar sin
necesidad de alguna preparacion especifica o detallada y por ello no se presenta alguna
alteracion en el area de la muestra en analisis, esto quiere decir que es una técnica no
destructiva. La luz dispersada que exhibe una energia diferente a la de la radiacion o luz
incidente, es la que nos va a proveer la informacién sobre la composicion y estructura

molecular de la muestra [Hendra, 1998].

2.4.2 Fundamento SERS

Cuando se hace incidir el haz de luz monocromatico sobre una nanoparticula de metal con
dimensiones menores a la longitud de onda de la luz incidente es posible observar el
fendmeno conocido como plasmon de superficie o plasmén superficial ocasionado por la
variacion del campo eléctrico de la luz [Moskovits, 1985; Wokaun, 1985; Aroca, 2006;
Schliicker, 2011].

Este fendbmeno electromagnético, en conjunto, con el quimico son fundamentales para que
se lleve a cabo el efecto SERS que fue descubierto por M. Fleischman en 1974 [Fleischman
et al., 1974], el cual tiene como objetivo la amplificacién de las intensidades de las bandas

vibracionales de Raman Convencional y la disminucion de fluorescencia.

Por lo que en algunas ocasiones, cuando se tienen moléculas en las cercanias de un metal, se
encuentra una amplificacion de la sefial Raman que puede llegar a un incremento de hasta 10
ordenes de magnitud [Zeng et al., 2014; Ritchie, 1957; Polman & Atwater, 2005].

Esta amplificacion, denominada Surface Enhaced Raman Scattering o SERS, tiene dos
contribuciones: La primera es la amplificacion por acoplamiento del proceso Raman con los
modos plasmonicos del metal (componente Electromagnético o EM) [Kneipp, 2006]. Y la

segunda es la amplificacién por resonancia del proceso Raman con nuevas transiciones

24

——
| —



Marco Tedrico

electrénicas acopladas entre la molécula y el metal (componente quimico o CH) [Otto et al.,
1992].

Las propiedades plasmonicas de nanoestructuras metalicas, incrementan por varios 6rdenes
de magnitud la intensidad de dispersiébn Raman que presentan las muestras y en consecuencia

su sensibilidad, como se muestra en la Figura 7.

Espectro SERS

L _
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A ¢
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\b |" ~ r\' i wh
\. |t 5] | ~* f—) | i . — T
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Sustrato SERS

Figura 7. Descripcion gréafica del efecto SERS. Elaboracion propia 2017.

Es importante mencionar, que la resonancia plasménica para que el efecto SERS se produzca,
depende de la funcion dieléctrica del metal, de la forma y tamafio de la nanoparticula; por lo
que se recomienda que los substratos SERS activos se encuentren en un rango de entre 5 y
100 nm [Pinto, 2006].

La radiacion electromagnética que incide sobre la superficie del metal, un gran porcentaje se
refleja y solo una pequefia fraccion de la luz incidente se dispersa en todas direcciones. Sin
embargo, cuando el metal se encuentra en forma de nanoparticulas, la proporcion de los
atomos en la superficie respecto al volumen que ocupa es muy grande comparada con la que
se presenta en el seno del metal. Este hecho hace que los electrones libres de la superficie
sean capaces de interactuar con la radiacion electromagnética provocando que parte de la
radiacion viaje sobre la superficie metalica y simultdneamente se produzcan oscilaciones
colectivas de electrones restringidos en pequefios voliumenes metalicos. Este fendmeno

desemboca en un aumento en los campos eléctricos locales que rodean a la nanoparticula
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(efecto de resonancia localizada de plasmon superficial). De esta forma, las moléculas
absorbidas o en cercania a la superficie metalica experimentan un gran campo eléctrico, y
por tanto, dado que la intensidad Raman es proporcional a la cuarta potencia de la amplitud

del campo, la eficiencia se incrementa por factores tan grandes de hasta 10,

Por lo que la implementacién de esta metodologia permite obtener resultados rapidos,
reproducibles, confiables y se puede emplear en el anlisis de rutina.

2.4.3 Instrumentacion

El Espectrémetro Raman convencional como se puede observar en la Figura 8, esta
integrado por una fuentes de excitacion laser que puede ser (UV, visible o infrarrojo cercano),

un colector 6ptico, un analizador espectral (monocromador) y un detector

Espectro

Laser

Computadora

Detector
ccD

Microscopio
Monocromador

=

Figura 8. Esquema simple de instrumentacion Raman. Elaboracién propia 2017.

El colector 6ptico se encarga de recolectar la luz dispersada de la muestra y asi mismo de

enviarla al monocromador.

En la actualidad se han modificado los detectores y monocromadores para mejorar el
rendimiento en la eliminacion de la dispersion Rayleigh. La rejilla holografica también es un

filtro utilizado para la eliminacion de la dispersion Rayleigh.
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3. DETALLES EXPERIMENTALES

3.1 Sustancias utilizadas

La solucidn de plata se prepar6 utilizando, nitrato de plata (AgNO3z) con una pureza del 99%,
acido fluorhidrico (HF) al 48% y peroxido (H20.) al 30%.

Las obleas de silicio (Si) utilizadas fueron de tipo P, dopadas con boro (B), orientacion 1-0-
0y con una resistividad del15-25 Q.

Para, la primera solucion amortiguadora se utiliz6, acido bérico (HsBO3), acido citrico
(CeHgO7) y fosfato trisédico (NasPOa) con una pureza del 99, 100 y 98 % respectivamente,

En el caso de la segunda solucion amortiguadora se empleo, fosfato monopotasico (KH2PO4)

y fosfato dipotésico (K2HPO4) ambos con una pureza de 99%.

Finalmente, el glifosato (CsHsNOsP) con una pureza del 99%. Este compuesto se disolvio en
el amortiguador de amplio espectro pH 4, a concentraciones de 1x10* a 1x108 M.
Posteriormente se realiz6 lo mismo con el amortiguador de fosfatos pH 8 a concentraciones
de 1x102 a 8x10™* M.

Cabe mencionar, que todos los productos quimicos son de pureza analitica. Asimismo, todas

las soluciones fueron preparadas con agua desionizada.

3.2 Equipo usado

Los espectros Raman convencional y SERS se midieron usando un equipo (xplora modelo
BX41TF, HORIBA Jobin-Yvon, Japon), equipado con una cdmara CCD enfriada por aire, y
un microscopio OLYMPUS (modelo BX41)

El equipo fue acoplado con varios tipos de laser que permiten el uso de diferentes lineas de
excitacion. La linea a 532 nm proporcionada por un laser Nd-YAG vy la linea de 638 nm
proporcionada por un laser de HeNe con una potencia maxima de 14 mW 'y 20 mW se usaron

como fuentes de excitacion. La dispersion Raman se filtré mediante una rejilla de difraccion

27

——
| —



Detalles experimentales

de 1200 lineas/mm, para eliminar la dispersion elastica Rayleigh y los espectros se
obtuvieron con el programa LabSpec6.

3.3 Elaboracion de substratos SERS activos (Si-Ag NPs) mediante depdsito quimico

Se prepard la solucién de plata a una concentracion de 0.001mM disolviendo un total de 2
mg de AgNOs en 100 ml de agua desionizada. Luego, se afiadié un total de 2 ml de &cido

fluorhidrico al 48% y 3.5 ml de peroxido al 30%. La mezcla se mantuvo en refrigeracion.

Posteriormente la oblea de silicio adquirida, se lavd secuencialmente con acetona durante 5
minutos, posteriormente se enjuagdé 3 veces con abundantemente agua desionizada para
eliminar cualquier impureza organica y el 6xido formado sobre la superficie. Luego, la oblea
se sumergio en la solucidn de plata y se coloco en bafio ultrasénico. Después de 1 minuto se
retird la oblea y se colocé en agua destilada para detener el proceso. El proceso se simplifica

en la Figura 9. De esta manera se obtienen los substratos de Si-Ag para los estudios Raman.

50 ml

Acetond
o

Lavado con acetona Enjuague con agua
durante 5 min desionizada

Se coloca en el
bafio ultrasénico

Inmersion en agua Inmersion en la
desionizada Solucién de Ag

T

: Substrato activo
. SERS Si/Ag Nps
I

]

Figura 9. Diagrama del proceso de elaboracidn de los substratos SERS activos Si / AgNPs.
Elaboracion propia 2017.

28

——
| —



Detalles experimentales

3.4 Preparacion de las soluciones amortiguadoras pH 4y pH 8

Se prepard una solucidon “A” de acido boérico (0.2 M) y acido citrico (0.05 M) aforada a 200
ml con agua desionizada. Luego, se prepard una solucion “B” de fosfato trisodico (0.1 M)
aforada a 200 ml de agua desionizada. Posteriormente se mezclé un volumen de 155 ml de
la solucion “A” y 45 ml de la solucion “B”. Obteniendo una solucion amortiguadora de pH
4,

Para el amortiguador de fosfatos se prepar6 una solucion de fosfato monopotasico (0.07 M)
y fosfato dipotésico (0.4 M) aforada a 100 ml con agua desionizada. Obteniendo asi la
solucion amortiguadora de pH 8. Para confirmar el valor de pH de ambas soluciones
amortiguadoras se midio el mismo en el pH-metro marca OAKLON modelo pH 700.

Para las mediciones SERS del glifosato se prepard una solucion stock de glifosato (0.1 M) y
se afiadi6 a la solucién amortiguadora. Posteriormente se obtuvieron de las diferentes

concentraciones llevandose a cabo una serie de diluciones.

3.5 Procedimientos para mediciones por Raman y SERS

3.5.1 Obtencion del espectro Raman de glifosato en estado sélido

Se procedi6 a la obtencidn del espectro del glifosato en su estado sélido como una referencia
para los demas espectros que se obtendran del glifosato en su estado acuoso. Esto con el fin
de determinar las bandas asociadas al glifosato en forma de sal y en ausencia de interferentes
como el agua u otras sales. Los espectros fueron calibrados usando la linea en el 520.72 cm”
! del silicio. Los parametros evaluados en la obtencion del espectro fueron: tiempo de
adquisicion, poder del laser, frecuencia del laser, rejilla, rango, slit y hole. Los pardmetros
utilizados para la obtencion del espectro y sus respectivos valores se concentran en la Tabla
6.
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Tabla 6. Parametros de adquisicion para espectro Raman del glifosato en estado solido

Parédmetro Valor

Laser 532 nm
Tiempo de adquisicion 5s

Rejilla hologréfica 1200 gr/mm
Poder del laser 24 mW
Objetivo 100x

Slit 100 um
Hole 100 um
Rango 400-1800 nm

_______________________________________________________________________________________________________________________________|
Fuente: Elaboracién propia 2016.

3.5.2. Técnica de andlisis (gota)

Uno de los retos de esta técnica consiste en la capacidad para analizar el contenido de
pequefias gotas de manera cualitativa y cuantitativamente. Por lo que esta juega un papel

critico en el desarrollo y aplicacion en la deteccidn de contaminantes como el glifosato.

La primera aplicacion de la espectroscopia Raman en el sistema de la gota fue reportado por
Cristdbal et al. [Cristébal et al., 2006]. La obtencién de los espectros en estado acuoso se
realiz6 mediante esta técnica, que consiste en el analisis de volimenes pequefios del analito
(picolitros a nanolitros) [Huebner et al., 2008; Song et al. 2006; Solvas & DeMello, 2011;
Kintses et al., 2010].

Adaptando la técnica a nuestra necesidad, sobre el substrato (Si-Ag NPs) se coloc6 una gota
del analito (~3ul). Para el caso de Raman convencional la medicidn se realiz6 en el centro de
la gota. Para las mediciones SERS se realizo6 sobre la periferia de la gota, posterior al enfoque
se hizo incidir el laser y se registré la dispersiobn Raman obteniendo el espectro. Tal como,

se puede observar en la Figura 10.
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Figura 10. Técnica de la gota. (a) Sistema Raman, (b) objetivo (10x), (c) laser 532 nm, (d) muestra,
(e) substrato SERS activo (Si-Ag NPs) y (f) soporte. Elaboracién propia 2016.

3.5.3 Obtencion del espectro Raman de glifosato en estado acuoso

Como primer paso se llevo a cabo la obtencion del espectro Raman del glifosato en estado acuoso a
diferentes concentraciones [0.8, 2, 4, 6, 8 y 10 mM] en amortiguador de fosfatos pH 8. Todas las
muestras fueron analizadas por cuadruplicado a través de la técnica de la gota descrita en el apartado
anterior. Como blanco se utilizé el espectro Raman de amortiguador Unicamente en ausencia de
glifosato. Los parametros utilizados para la obtencion del espectro y sus respectivos valores
se concentran en la Tabla 7.

Tabla 7. Parametros de adquisicion para espectro Raman del glifosato en estado acuoso

Parametro Valor

Laser 532 nm
Tiempo de adquisicion 10s

Gratting 1200 gr/mm
Poder del laser 24 mwW
Objetivo 10x

Slit 100 pm
Hole 100 pm
Rango 400-1800 nm
Estado de la muestra Liquido

Fuente: Elaboracion propia 2016.
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3.5.4 Obtencion del espectro SERS de glifosato en estado acuoso

Posteriormente se llevo a cabo la obtencidn del espectro SERS del glifosato en estado acuoso
a diferentes concentraciones [0.00001, 0.00005, 0.0001, 0.001, 0.01, 0.05 y 0.1 mM] en
amortiguador de amplio espectro pH 4. Todas las muestras fueron analizadas por triplicado
a través de la técnica de la gota descrita en el apartado anterior. Como blanco se utilizé el
espectro Raman de amortiguador Unicamente en ausencia de glifosato. Los parametros
utilizados para la obtencion del espectro y sus respectivos valores se concentran en la Tabla
8.

Tabla 8. Parametros de adquisicion para espectro SERS del glifosato en estado acuoso

Parametro Valor

Laser 532 nm
Tiempo de adquisicion 10s

Gratting 1200 gr/mm
Poder del laser 24 mW
Objetivo 10x

Slit 200 pm

Hole 300 um
Rango 400-1800 nm
Estado de la muestra Liquido

_____________________________________________________________________________________________________________________________|
Fuente: Elaboracion propia 2016.

3.5.5 Extraccion de glifosato sobre granos de maiz

Finalmente, se procedid a la extraccion de glifosato sobre granos de maiz como se muestra
en la Figura 11. La extraccion se realizé de la siguiente manera: Los granos de maiz se
lavaron secuencialmente con abundante agua desionizada para eliminar particulas que se
pudieran encontrar sobre los granos, se dejaron secar, posteriormente se adicionaron 10 pl
de una concentracion de glifosato conocida y se dejo secar durante 24 horas, por ultimo los
granos de maiz fueron colocados en 5 ml de buffer de amplio espectro y se dejaron en

agitacion durante 24 horas para su posterior analisis en SERS.
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Figura 11. Proceso de extraccion de glifosato sobre granos de maiz. Elaboracion propia 2017.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

Contemplando que la Espectroscopia Raman de Superficie Aumentada (SERS) es una
técnica atil en las mediciones de concentraciones ultra bajas de analitos, es de gran
importancia la magnitud de la amplificacion que se puede obtener. Debido a ello
desarrollamos substratos SERS activos de silicio dopados con nanoparticulas de plata (Ag)
para optimizar los mecanismos de amplificacion. En primer lugar, sobre el silicio se
depositaron las nanoparticulas de Ag. Considerando que, es uno de los metales mas
utilizados en plasmonica. Este metal presenta una mayor amplificacion debido a que posee

mayor eficiencia en la excitacion de los plasmones.

Para la obtencién de los substratos SERS existen varios procesos de nano-fabricacion entre
ellos la reduccién quimica, la deposicidn electroquimica y la deposicion por vapor [Cao,
2004]. El depdsito quimico es una técnica que ha atraido la atencién debido a que se trata de
un proceso simple y econémico [Huang et al., 2011]. Como su nombre lo indica, las
particulas metalicas son un elemento importante del proceso. En pocas palabras, el silicio
solo se elimina en una region muy localizada, donde se depositan las particulas de metal
[Hildreth & Schmidt, 2014]. Esta posibilidad de ataque altamente direccional, sobre el silicio

es lo que la distingue de otras técnicas.

A continuacion, se muestran los resultados obtenidos de la elaboracion de substratos SERS
activos de silicio con nanoparticulas de plata (Si - Ag NPs) y su uso en la deteccion de
glifosato en medio acuoso. Asi mismo, la asignacion de bandas de los espectros vibracionales

del glifosato en estado s6lido y en solucién acuosa.
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4.1 Caracterizacion morfoldgica de substratos SERS activos (Si-Ag NPs) mediante
microscopia electronica de barrido (SEM)

Los substratos SERS que contienen nano-particulas de Ag, permiten la amplificacion por
resonancia plasmonica, misma que se encuentra a energias cercanas a la del laser usado para
mediciones Raman. En este estudio se optd por el uso de nano-particulas de Ag y como
soporte Silicio (Si) comercialmente disponible (substrato Si-Ag NPs) ya que es el
semiconductor mas abundante y existe una gran variedad de técnicas para micro-
estructurarlo. Los substratos Si-Ag NPs fueron elaborados mediante la técnica de depdsito
quimico descrita con anterioridad.

Los substratos obtenidos fueron caracterizados mediante una técnica microscopica avanzada,
microscopia electronica de barrido (SEM) utilizando un equipo Jeol modelo (7500-F). La
(Figura 12) muestra una imagen SEM de los substratos, en donde se pueden apreciar las
nanoparticulas de plata sintetizadas, con una dimension promedio de 22 nm +- 3.9 nm. Por
otra parte, se observa una distribucion homogénea de las nanoparticulas de plata en su
superficie, lo que resulta importante en el disefio de substratos con respuestas SERS

reproducibles.

Figura 12. Imagenes SEM obtenidas de las nanoparticulas de plata soportadas sobre la oblea de
Silicio. Elaboracion propia 2017.
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4.2 Espectroscopia Raman convencional de glifosato en estado solido

La obtencion del espectro del glifosato en su estado solido (Figura 13), se realizd para
verificar la pureza del reactivo, asi como para poder realizar la comparacion del
comportamiento de la molécula en su estado acuoso, y posteriormente como adsorbato sobre
los sustratos Si-Ag NPs desarrollados. Los experimentos se realizaron utilizando un laser
verde longitud de onda 532 nm debido a que de acuerdo a mediciones por UV-Vis (ver
apendice 1) la longitud de onda correspondiente a la posicion maxima del plasmén
superficial de los sustratos Si-Ag NPs desarrollados en la presente tesis se encuentra

aproximadamente en los 500 nm.
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Figura 13. Espectro Raman de cristales de glifosato utilizando un laser de 2= 532 nm. Elaboracion
propia 2016.
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La asignacion de bandas (Tabla 9), se realizé considerando la informacién disponible en

literatura, la cual se encuentra reportada utilizando un l&ser en los 638 nm [Costa, 2012].

Tabla 9. Asignacion de bandas Raman para glifosato en estado solido

Raman Reportado

Raman Obtenido

Asignacion Reportada

(tedrico) (experimental)
cm?

455 455 p(CH2)+5(0OH)

484 482 8(OH)+ p(CHa2)+(PO2)
506 508 3(OH)+p(CH)

573 574 §(OH)+ 3(OH-C=0)
774 771 8(NH)+ p(CH2)+v(P-OH)
863 863 p(CH2)+3(NH)+ v(C-C)
917 p(CH2)*

992 990 p(CH2)+5(0OH)
1037 1036 v(PO2)+ 3(OH)
1081 1081 v(C-N)+ v(C-OH)
1197 1197 7(CH2)+ 3(OH)
1238 1241 7(CH2)
1245 ®(CHy)
1337 o(CHy) + v(C-C)
1425 1427 6(CHy)
1433 8(CH2)

1465 V(CC) + 8(CNH)/ 7(NH;)
1566 1567 d(NHy)
1619 S(NH2*)?

1714 v(CO)
1732 v(C=0)

Modos vibracionales: v = estiramiento, p = balanceo, T = torsion y 6 = flexion. Elaboracion propia

2016.
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Espectros obtenidos a diferentes valores de longitud de onda pueden presentar cambios en la
posicion, forma e intensidad de algunas bandas Raman, o bien, la desaparicion y aparicion
de algunas de ellas. Lo anterior debido a que cada longitud de onda presenta un valor de
fotoluminiscencia asociada, que pueden excitar diferentes estados de resonancia de la

muestra.

Como se observa en la Tabla 9, las bandas adjudicadas a la vibracion: del metileno en los
valores de frecuencia 1245, 1337 y 1433 cm™, del grupo amino en 1619 cm™ y del grupo
carbonilo en 1732 cmt, desaparecen cuando la muestra es irradiada con el laser 532. Por otra
parte, a esta longitud de onda de irradiacion, se favorece la resonancia de tres modos normales
adicionales en el 917, en el 1465 cm™y en el 1714 cm™. La banda localizada a 917 cm™
puede estar adjudica al modo de vibracion de aleteo del metileno p (CH.) y ha sido
identificada por Costa et al. para el glifosato utilizando la técnica SERS. Por otra parte, la
banda a 1465 cm™ puede ser atribuida a la vibracion de flexion del mismo metileno & (CHz)
[Costa, 2012] o bien la vibracion de estiramiento del enlace C-N en 1465 cm™. Asi mismo,
la banda en el 1714 cm™ es adjudicada a la vibracion del grupo carbonilo del grupo
carboxilico. El resto de las bandas presentes por la irradiacion del laser verde presentan
similitud entre las bandas reportadas y obtenidas de manera experimental y tedricas

4.3 Espectroscopia Raman convencional de disoluciones acuosas amortiguadas de
glifosato

La molécula de glifosato esta constituida por los grupos carboxilo, amina y fosfato. La
correspondiente estructura de su conformacion mas estable se plantea en la siguiente Figura
14.

Figura 14. Estructura molecular del Glifosato, el color rojo representa atomos de oxigeno, el azul
el atomo de nitrégeno, el negro atomos de carbono y el naranja el &tomo de fosforo.
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El glifosato presenta cuatro constantes de disociacion pKa1 = 0.78, pKaz = 5.96 (fosfonato),
pKa2 = 2.29 (carboxilato) y pKas = 10.98 (amino) (Wauchope, 1976). Las especies ionicas

resultantes para cada valor de pKa se muestran a continuacion:

Especie 1 (pKa1=0.78) Especie 2 (pKa2 = 2.29)
0 0 0 0

HO——C——CH,——NH,*—CH,—P——0"  "0——C——CH,——NH,*——CH,—P——0

OH OH

Especie 3 (pKaz = 5.96) Especie 4 (pKas = 10.98)
o] 0 o]

0]
I | I |

"0——C——CH,——NH,*—CH,—P——0" "0——C——CHj NH—CH,—P——0

O O

Figura 15. Especies ionicas de glifosato de acuerdo al pH del medio. Elaboracién propia 2016.

La curva de fraccion molar respecto al pH se muestra en la Figura 16.
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Figura 16. Curva de especiacién de la molécula de glifosato respecto al pH. Elaboracion propia
2016.

En la Figura 16 se puede observar que a los valores de pH 4 y pH 8, se tiene la presencia de
practicamente una sola especie de glifosato deprotonada (especie Il y especie Ill). Por lo
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anterior, en este trabajo se seleccionaron estos valores de pH para la determinacion del
glifosato en su estado acuoso.

Se obtuvieron los espectros Raman convencional de glifosato en estado acuoso a pH 4 y 8,
con el fin de realizar un comparativo entre la respuesta Raman convencional y SERS del
glifosato. No obstante, a pH 4 el espectro Raman del amortiguador de fosfatos utilizado, (ver
apéndice I1) no muestra ningin cambio regular en presencia de glifosato. A continuacion,
se muestran Unicamente los resultados obtenidos utilizando el amortiguador a pH 8. En el
espectro obtenido de la solucion amortiguadora de fosfatos pH 8 (Figura 17) se puede
observar la presencia de ciertas bandas caracteristicas de las sales que constituyen al
amortiguador en 858, 992, 1079, 1638 y 524 cm™. La asignacion tentativa de las bandas se
realizd con la informacién disponible en la literatura y se presentan en la Tabla 10.

Badreddine et al. reportan en su investigacion la presencia de las bandas en 992 y 1079 cm’
! las cuales son adjudicadas al modo vibracional (Vs) de tension de la especie H2PO4™. Asi
mismo las bandas 524 y 858 cm™ se reportan adjudicadas a los modos vibracionales (V4 y Vi)
de flexion y tension respectivamente de la especie HPO42. Por tltimo, la banda (1638 cm™)
se reporta adjudicada al modo vibracional (Vs) de tension de la especie PO4* [Badreddine et
al., 1998; Badreddine et al., 1999; Farmer, 1974].

El experimento anterior se realiz6 con el fin de sustraer sus contribuciones sobre el espectro

que se obtuvo en presencia de glifosato.
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1.8

v, PO 43'
(1638)

/ v; H2P04—

(992)

1.6 1

/u.a.

1.4 -

-1

1.2 -
1.0 1

0.8 - 5 HPO*

(524)

v,HPO*
(858)

0.6 1

0.4 - v, H2P04'
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0.2 5

Intensidad normalizada a 992 cm
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Figura 17. Espectro Raman de Amortiguador Fosfatos pH 8, se observa la presencia de bandas en
524,858, 992, 1079y 1638 cm™. Elaboracion propia 2016.

Tabla 10. Asignacion de bandas Raman para amortiguador de fosfatos pH 8

Raman Reportado Raman Obtenido Asignacion Reportada
cm?
535 524 HPO.*
860 858 HPO*
995 992 H2PO4
1077 1079 H2PO4
1650 1638 PO4*

________________________________________________________________________________________________________________________|
Fuente: Elaboracion propia 2016.

Una vez obtenido el espectro caracteristico del amortiguador de fosfatos, se adicionaron

concentraciones sucesivas de glifosato [0, 0.8, 2, 4, 6, 8 y 10 mM]. Para cada concentracion
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se obtuvo su espectro Raman a una longitud de onda de A= 532 nm. La Figura 18 muestra la
coleccion de espectros obtenidos en presencia y en ausencia de glifosato.

1635

992

\ /| 10 [mM]
11\ \ N v
i 4 [mM]
2 [mM
0.8 [mM]

0 [mM]

Intensidad normalizada a 992 cm™ / u.a.
&
]

— 1+ T T T * 1T * T * T " I
1800 1600 1400 1200 1000 800 600 400

Corrimiento Raman /cm””

Figura 18. Espectro Raman de glifosato en estado acuoso a diferentes concentraciones [0 a 10
mM] mediante Raman convencional a una longitud de onda de . 532 nm. Elaboracion propia 2016.

Como se puede observar en la Figura 18, la presencia del glifosato en solucién, no permite
la formacion de nuevas bandas. Sin embargo, el espectro Raman del amortiguador presenta
un importante aumento gradual en la banda ubicada alrededor de 1080 cm™ atribuida al modo
de vibracion de estiramiento simétrico del enlace PO> del anién fosfato didcido (H2PO4). Y
en la banda alrededor de 1635 cm™ adjudicada a la vibracion del ion fosfato (PO4*) presenta
el mismo comportamiento que la banda anterior. A pH 8, el grupo fosfonato del glifosato se
encuentra totalmente deprotonado, por lo que la contribucion de la vibracion del grupo PO>
expuesto, contribuye al aumento observado en la banda a 1080 cm™ del amortiguador, la cual

incrementa en funcién de la concentracion del glifosato.
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a)

0

: S

C——CH, ——NH,"——CH, 0 HO P o)

Figura 19. a) Grupo PO; en el glifosato pH 8 y b) Grupo PO del anién fosfato diacido (H.POy).

Elaboracion propia 2017.

Es importante sefialar que, hasta el momento de la escritura de la tesis, no se encuentra

reportado en literatura el espectro Raman del glifosato en sistema acuoso a pH 8. A partir del

analisis matematico y estadistico de las 2 bandas de interés, se selecciond aquella que

presentd mejor limite de deteccion (LD) y de cuantificacion (LQ), que fue la banda ubicada

en 1080 cm! (Fi

1.0 5

0.5

Intensidad normalizada a 992 cm-1/ u.a.

0.0

-M

gura 20).

C,HgNOLP [10 mM]

CgHgNOGP[BmM]

C,HgNOLP [6 mM]

C4HgNOP [4 mM]

C3HgNOP [0.8 mM]

T T T T | y T T T T T .
1140 1120 1100 1080 1060 1040 1020

Corrimiento Raman /cm”

Figura 20. Banda a 1080 cm™ de glifosato en estado acuoso a diferentes concentraciones [0 a 10
mM] mediante Raman convencional a una longitud de onda de /. 532 nm. Elaboracion propia 2016.
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Del analisis de esta banda se construyo el grafico de concentracion vs intensidad (Figura 21).

La sefial Raman convencional denota una dependencia lineal dentro del intervalo de

concentracion de glifosato de 0.8 mM a 10 mM.

0.5 +

0.4 -

0.3 +

Intensidad

0.2 -

0.1 -

0.0

y =@+ h*x
y =0.05719 + 0.03803x §
R’ =0.9756

Glifosato / mM

Figura 21. Curva de calibracion trazada para la concentracion [0.8-10 mM] de glifosato.

Elaboracion propia, 2016.

Con dichos resultados se obtuvieron los limites de deteccion (LD) y de cuantificacion (LQ)

para esta region, siendo: LD=3 mM y LQ= 13.5 mM. EI LD y el LQ fueron calculados

usando las siguientes ecuaciones:

LD=30/m (Ec.1)

LQ =100/m

(Ec.2)

Donde o es la desviacidn estandar de la respuesta, es decir, la intensidad de la banda del

blanco y m es la pendiente de la curva de calibracion.
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Asi mismo cabe mencionar que no se encuentra reportada la determinacién de glifosato a

partir de Raman convencional, por lo que los resultados obtenidos son novedosos.

4.4 SERS de disoluciones acuosas amortiguadas de glifosato sobre substratos de Si
decorados con nanoparticulas de Ag

La deteccidn de glifosato acuoso utilizando los substratos Si-Ag NPs se llevé a cabo a pH 4
y 8. No obstante, los resultados obtenidos a pH 8 no mostraron suficiente reproducibilidad
por lo que se muestran unicamente los resultados obtenidos a pH 4. Para ello se eligio la
solucién amortiguadora de amplio espectro pH 4. El espectro Raman correspondiente a las
obleas de silicio, al silicio modificado con nanoparticulas de plata [Si-Ag NPs] y del

amortiguador en estado acuoso sobre dichos sustratos se muestra en la Figura 22.

10000
a) Si 3 CH, v, PO,”
1 b) Si-AgNps (1380) (93f
8000 — ¢) Amortiguador
® ) v C=0
: v, BO, (700)
S 6000 vN-O (364)
. | vCOOH (105\0)_ j 1 CO0
_'8 (1675) (608)
2 4000 \
5 0
c i
- ﬂ"s” Ag (1123)
i 2TO (973)
o J
04 ?

T T T T T T

T T T T T T T
1800 1600 1400 1200 1000 800 600

Corrimiento Raman / cm™

Figura 22. a) Espectro Raman de la oblea de silicio, b) Espectro Raman del substrato (Si-Ag NPs)
y ¢) Espectro Raman del Amortiguador amplio espectro pH 4, a una longitud de onda de 2 =532

nm. Elaboracion propia 2017.
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Como se puede observar en la Figura 22 a) el espectro obtenido directamente de la oblea de
silicio, presenta una banda alrededor de ~970 cm™ adjudicada en literatura a la vibracion de
los fonones de silicio [Ma, Liao, Kong & Chu, 2000]. Por otro lado, en la Figura 22 b)
correspondiente al espectro del substrato Si-Ag NPs se observa la aparicion de 2 bandas
adicionales en 1123 y 1767 cm™ adjudicadas en literatura a diferentes modos vibracionales
de la plata (Ag) [Débarre et al. 2004]. Para el caso de la Figura 22 c) correspondiente al
espectro del amortiguador, se observa la presencia de bandas en 608, 700, 826, 864, 934,
1050, 1380, 1534 y 1675 cm™.

La asignaciéon de bandas para el amortiguador en su estado acuoso Tabla 11 se realizd
considerando la informacion disponible en la literatura. Es importante mencionar, que dicha
informacidn se obtuvo de espectros de las sales en disolucion que componen al amortiguador
utilizado en la presente tesis; y que fueron tomados en diferentes longitudes de onda respecto
a la empleada en nuestro sistema (532 nm). No obstante, es valido realizar dicha asignacién
como una aproximacion, considerando los posibles desplazamientos en las bandas y la
aparicion de nuevas. Las sefiales adjudicadas al acido citrico son: 1675, 1380, 1050, 826,
700, y 608 cm™ las cuales estan relacionadas con las siguientes vibraciones respectivamente
v (COOH), 6 (CH>), v (N-O), p (COO0), v (C=0) y 1 (COO) [Rao, 1970; Douheret, 1967;
Douheret, 1968; Bevington, 1969; Marquardt, 1963; Maeder et al., 2006; Heitner et al., 1958;
Bickley et al., 1991; Elbagerma et al., 2010]. La banda en 864 cm™ adjudicada al modo
vibracional vi (BO3) pertenece al acido borico [Servoss & Clark, 1957; Nakamoto, 1986;
Nakamoto, 1978]. Por ultimo la banda a 938 cm™ es adjudicada a la vibracion del PO4 del
fosfato trisddico [Ghule, 2001; Ghule, 2003].
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Tabla 11. Asignacion de bandas Raman para amortiguador amplio espectro en estado

acuoso
Raman Obtenido Raman Reportado Asignacion Tentativa
cm?
608 648 1 (COO0)
618 va (POs%)
700 701 V (C=0)
826 816 p (COO)
864 875 v1 (BO3)
934 941 v (C-C)
938 V1 (PO43-)
1050 1065 3 (OH)
1054 v (N-O)
1076 vz (PO4>)
1380 1346 3 (CH2)
1414 3 (CH2)
1534 - -
1675 1721 v (COOH)

|
Modos vibracionales: v = estiramiento, p = balanceo, T = torsion y ¢ = flexion. Elaboracion propia

2017.

Una vez obtenido el espectro caracteristico del amortiguador, se adicionaron concentraciones
sucesivas de glifosato [0, 0.00001, 0.00005, 0.0001, 0.001, 0.01, 0.05y 0.1 mM]. La Figura

23 muestra los espectros obtenidos en presencia y en ausencia de glifosato.
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Figura 23. Espectro Raman de glifosato en estado acuoso a diferentes concentraciones [0 a 0.1
mM] obtenido a una longitud de onda de /. 532 nm. Elaboracion propia 2017.

Como se puede observar en la Figura 23, la presencia del glifosato en solucion no permite
la formacion de nuevas bandas. Sin embargo, la banda ubicada alrededor de 1565 cm™ al
adicionar glifosato en la solucion amortiguadora podria estar relacionada con la vibracién de
flexion de la molécula del agua (6 H20) 0 con la vibracion de la amina 6 (NH2*). La banda
muestra una clara tendencia en relacion a la concentracién de glifosato en el medio [Costa,
2012]. Dicho incremento puede ser adjudicado a la interaccion que presentan los grupos
carboxilo y fosfato sobre las superficies metalicas (Au, Cu y Ag), de tal manera que conforme
se incrementa la concentracion de glifosato en solucion se incrementa su adsorcion sobre la
superficie metalica y en consecuencia se incrementa el efecto SERS [Paik et al., 2003; Yu-
Tai, 1993].
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Por consiguiente, se llevo a cabo el andlisis de la banda de interés; como se puede observar
en la Figura 24 correspondiente a la banda ubicada en 1565 cm™ tentativamente relacionada
con la vibracion de la amina 6 (NH2*) esta muestra una clara tendencia en relacion a la

concentracion de glifosato en el medio [Costa, 2012].
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Figura 24. Banda Raman a 1565 cm™. Glifosato en estado acuoso a diferentes concentraciones [0
a 0.1 mM] mediante SERS a una longitud de onda de A 532 nm. Elaboracién propia 2017.

En un estudio realizado por Costa y cols. a través de esta técnica observaron la presencia de
una banda a 1590 cm, que podria ser atribuida a la encontrada en este estudio destacando
que sufre un fendmeno de desplazamiento debido al laser que se empled, a la geometria de

las particulas metalicas o a los parametros de adquisicion.

Posteriormente, en la Figura 25 se muestra el grafico trazado para el comportamiento

del glifosato referente a la concentracion vs intensidad normalizada. La sefal SERS
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denota una dependencia lineal dentro del intervalo de las primeras concentraciones de
glifosato de 0.00001 a 0.1 mM. Se observd un coeficiente de correlaciéon (R?) de,

0.95116.

Intensidad

y =a+b*x
y = 0.3814 + 3409.83 x
R2 =0.95116

< =
» o
| |

©
~

L I L
HEH

=
w

T T T T T T T T
1 2 3 4 5

- Log Glifosato [mM]

Figura 25. Curva de calibracion trazada para la concentracion de glifosato. Elaboracion propia,
2017.

Con dichos resultados se obtuvieron los limites de deteccion (LD) y de cuantificacion (LQ)
para esta region, siendo: LD = 1.67x10° mM y LQ = 5.5x10° mM. EI LD y el LQ fueron
calculados usando las siguientes ecuaciones:

LD=30/m (Ec.3)

LQ = 100/m (Ec4)
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Donde o es la desviacion estandar de la respuesta, es decir, la intensidad de la banda del

blanco y m es la pendiente de la curva de calibracion.

El limite de deteccion obtenido mediante los substratos SERS activos (Si-Ag NPs) es similar
a los obtenidos con los sistemas méas sensibles que se han reportado para la deteccién de
glifosato mediante SERS (Tabla 12).

Es importante mencionar, que la Espectroscopia Raman de Superficie Aumentada se utilizd
por primera vez para la deteccion de glifosato por Costa et al., (2012) En sus resultados se
muestra el andlisis de glifosato en suspension acuosa utilizando nanocubos de plata, aunque
no se muestran los limites de cuantificacion y deteccion, el sistema es reconocido como
inestable debido a que las mediciones SERS que se realizan comunmente en una solucion
coloidal de particulas metélicas que contiene al analito; son poco reproducibles por el
constante movimiento de las nanoparticulas en solucién que ocasiona que estas entren y
salgan del rayo laser enfocado. No obstante, se demostrd que SERS es una herramienta Gtil
que podria usarse en la deteccion de glifosato. En estudios mas recientes, Sharma et al.,
(2016) desarrollaron un método para la fabricacion de substrato SERS con nanoestructuras
de plata dendriticas regulares sobre redes de Ag-Cu revestidas de carbono, que pueden usarse
para la deteccion de glifosato obteniendo un limite de deteccion de 0.845 ppm. Sin embargo,
durante la fabricacion de los substratos se puede llegar a la formacion de dendritas de cobre
por la presencia del mismo lo que causa una reduccion en la actividad plasmonica. Por su
parte, Torul et al., (2010) usan una suspension coloidal de nano-varillas de oro para la
deteccion de glifosato, en sus resultados muestran un limite de deteccion de 1x104 ppm. Sin
embargo, el oro muestra poca afinidad hacia la molécula del glifosato, aunado a esto, la
inestabilidad que presenta el sistema debido a las mediciones en suspension coloidal lo hace
complicado. Asi mismo Eleodoro et al., (2017) muestran en su investigacion un limite de
deteccidon de 3.2 ppm. Sin embargo, el sistema se muestra inestable cuando se analizan
concentraciones mayores a 400 uM asi mismo la desventaja en la repetibilidad de las

mediciones debido a la utilizacion de plata coloidal.
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Tabla 12. Resumen de trabajos realizados en la deteccion de glifosato mediante SERS

Referencia Substrato Laser Limite de
deteccion
Torul, Boyaci & Nano-varillas de oro 785 nm 1x10 ppm
Tamer, 2010. (coloidal)
Costa et al., 2012. Nano-cubos de plata 632.8 nm
(coloidal)
Sharmaet al., 2016. Nano estructuras 785 nm 0.845 ppm
dendriticas

regulares de plata
sobre redes de Ag-
Cu revestidas de

carbono
Eleodoro, Muller &  Nanoparticulas de 632.8 nm 3.2 ppm
Fabris, 2017. plata (coloidal)

-
Fuente: Elaboracion propia 2017.

4.5 Deteccion de glifosato en maiz por SERS usando substratos de Si decorados con

nanoparticulas de Ag

Una vez analizada la respuesta de los substratos SERS activos (Si-Ag NPs) para la
determinacion de glifosato en muestras sintéticas; para demostrar la aplicacion del sensor
(Si-Ag NPs) de glifosato en una muestra real, probamos la concentracién de glifosato en
muestras de maiz contaminadas intencionalmente. La Figura 26 muestra las sefiales SERS
de glifosato en granos de maiz obtenido con los substratos SERS activos (Si-Ag NPs). La

recuperacion fue del 90% para glifosato a 0.1 mM en granos de maiz.

Se procedio a evaluar la respuesta plasmonica del substrato activo SERS en muestras de

maiz.
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— Glifosato [0.1 mM]
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Figura 26. (=) Espectro Raman de Glifosato en estado acuoso a una concentracién de [0.1 mM] y
(=) espectro con muestra de maiz [0.1mM] a una longitud de onda de ). 532 nm. Elaboracion
propia 2017.

En la Tabla 13 se muestran los valores de la intensidad normalizada obtenida en la curva de

calibracion y la obtenida en las muestras de maiz.

Tabla 13. Comparacion de los valores de obtenidos a partir de la curva de calibracion
(muestras sintéticas) y muestras de maiz

Concentracion Intensidad/normalizada Intensidad/normalizada
de Glifosato[mM] (Curva de calibracién) (Muestra de maiz)
0.1mM 1.06 0.95

Fuente: Elaboracion propia 2017.
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Como se puede observar existe una gran similitud entre el valor obtenido de la intensidad
normalizada en la concentracion [0.1mM] a partir de la curva de calibracion y la proveniente
de la muestra de maiz. Asimismo, es posible afirmar que los substratos SERS poseen una alta

sensibilidad para la deteccion de glifosato en muestras reales.

Finalmente, el haber logrado detectar de manera cuantitativa el glifosato sobre substratos
SERS activos (Si-Ag NPs) es un resultado muy importante. Debido a que, se presenta un

método para detectar este tipo de compuestos en diferentes compartimentos ambientales.

54

——
| —



Conclusiones

5. CONCLUSIONES

La técnica de depdsito quimico es adecuada para la obtencién de substratos SERS de
silicio con nanoparticulas de plata [Si-Ag NPs]. Los depdsitos son homogéneos sobre
el substrato, con un tamafio promedio de particula de 22 nm +/- 3.9 nm.

El glifosato presenta una banda SERS a 1565cm™ que permite la cuantificacion del
mismo. Se ha evidenciado una correlacion lineal de la intensidad de esta banda con
la concentracion de glifosato, con un LD de 1.67x10° mM y un LC de 5.5x10° mM.
Se ha desarrollado un procedimiento sencillo de extraccion de extracto de maiz para
su analisis por SERS. Este, consiste en la remocion de glifosato sobre la superficie de
los granos de maiz. Al analizar las muestras de esta forma, se logra identificar al
glifosato a través de la banda de 1565 cm™, cuya intensidad es comparable a la

obtenida al estudiar soluciones de glifosato sin maiz.
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APENDICES

Apéndice I. Caracterizacion del substrato Si-Ag NPs mediante Reflectancia UV-Vis

Cuando la luz interactta con las nanoparticulas de un metal noble como la plata causa que
los electrones de la banda de conduccidn oscilen a frecuencias especificas, todo esto como
respuesta al campo magnético alternante, resultando colores brillantes y Ilamativos. Esta
caracteristica, es conocida como LSPR (Localized Surface Plasmon Resonance) y depende

de la forma, tamafio, cantidad y espacio entre las nanoparticulas.

Los substratos utilizados en la presente tesis [Si-Ag NPs] se caracterizaron mediante la
técnica de reflectancia por UV-Vis. La Figura 27 muestra los espectros de reflectancia UV-

Vis para el substrato con nanoparticulas de plata y para la oblea de silicio.

1.0 a) Silicio
b) Si-Ag NPs
©
> Banda del plasmon
© 0.8+ [Ad]
o
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8
O
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o
0.6

—————————7——
400 500 600 700 800
Longitud de onda / nm

Figura 27. Espectro de Reflectancia UV-Vis de nanoparticulas plata depositadas sobre silicio.
Elaboracion propia 2018.

Como se puede observar en la Figura 27 el espectro correspondiente al substrato denota la
formacion de la banda de plasmoén de las nanoparticulas de plata alrededor de 500 nm debido
a ello en este estudio se decidio trabajar a esta longitud de onda.
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Apeéndice I1. Deteccion de glifosato acuoso pH 4 mediante Raman convencional

A continuacidn, se muestran en la Figura 28 los espectros que conciernen al comportamiento

del glifosato acuoso a pH 4 mediante Raman convencional.
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Figura 28. Espectro Raman de glifosato pH 4 en estado acuoso a diferentes concentraciones [0 a
100 mM|] mediante Raman convencional a una longitud de onda de A 532 nm. Elaboracion propia
2016.

Como se puede observar los espectros muestran la saturacion del glifosato a partir de la
concentracion 10 mM por lo que no se logro detectar algun cambio en la intensidad para su
cuantificacion a este valor de pH mediante Raman convencional. Sin embargo, es importante

mostrar dichos espectros.
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