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RESUMEN

La presente tesis tuvo como objetivo el desarrollo de un sensor electroquimico para
la deteccion de residuos del herbicida glifosato (Gly) en granos de maiz
desarrollando para ello nuevos elementos de reconocimiento y deteccion basados
en electrodos compositos de grafito y resina epédxica (GE) modificados con
materiales nanoestructurados. Se evaluaron dos sistemas; el primero consistio en
un sensor quimico basado en electrodos GE modificados con nanoparticulas de
plata (GE/Agnps); y el segundo se basd en un biosensor constituido por electrodos
GE modificados con nanotubos de carbono (MWCNTS), en donde se incorpor6 a la
enzima peroxidasa de rabano como elemento biolégico de reconocimiento
(GE/MWCNTs-HRP).

En el primer sistema, GE/Agnps, se construyo la curva de calibracién monitoreando
la sefial electroquimica (amperométrica) del proceso de oxidacion de las Agnps
debido a la presencia de glifosato, la cual fue posible obtenerla en un rango ultrabajo
de concentracion, desde 1 a 90 uM en estado acuoso. De la curva de calibracion
generada fue posible identificar dos regiones lineales, la primera en un rango de
concentracion de 1-9 uM y la segunda de 20 a 90 uM; con limites de deteccion (LD)
de 0.45 uM y 21.8 uM y limites de cuantificacion (LQ) de 2.56 uM y 40 uM
respectivamente. Ambos valores son indicativos de que el sistema desarrollado
resulta altamente sensible, con potencial aplicacion para la deteccion de glifosato
en muestras ambientales, o de alimentos. No obstante, a pesar del amplio intervalo
de deteccidén y la sensibilidad alcanzada, el sistema present6 problemas de
reproducibilidad que deben ser abordados con mayor detalle en estudios
posteriores.

Por otra parte, el principio de cuantificacion del biosensor GE/MWCNTs-HRP se
baso en la inhibicion de la actividad catalitica de la enzima incorporada sobre los
electrodos GE/MWCNTSs debido que el glifosato interfiere con el ciclo de oxidacion

de la enzima. El rango de concentraciones de glifosato evaluado fue de 0.08 a 8000




uM, presentando un limite de deteccion de 0.08 uM y un porcentaje de recuperacion

del 99% respecto a muestras reales de maiz.

Palabras clave: Sensor electroquimico, biosensor, maiz, grafito epoxi (GE),
nanotubos de carbono, peroxidasa de rabano (HRP), glifosato




ABSTRACT

The principal objective of this thesis was the development of an electrochemical
sensor for the detection of residues of the herbicide glyphosate in corn grains
through graphite composite electrodes and epoxy resin (GE) modified with
nanostructured materials. Two systems were evaluated; the first one consisted of
GE electrodes modified with silver nanoparticles (GE/AgnPs) and the second was
based on the development of a biosensor constituted by the immobilization of
horseradish peroxidase (HRP) enzyme over GE electrodes previously modified with
carbon nanotubes (GE/MWCNTs-HRP).

On the GE/AgnPs electrodes, inhibition of the amperometric signal corresponding to
the oxidation process of the AgnPs was monitored in function of the concentration
of glyphosate, in the range of 1 — 90 uM. From a graph of glyphosate concentration
vs the relative change percentage (PCR) of the current associated to the silver
oxidation process, it was possible to identify two linear ranges; the first one with a
range of concentration of 1 - 9 uM and the second of 20 - 90 uM, with detection limits
(LD) of 0.45 uM and 21.8 uM and quantification limits (LQ) of 2.56 uM and 40 uM,
respectively. Despite the wide range of detection, the system presented problems of
reproducibility with respect to the electrochemical characterization of immobilized
silver nanoparticles.

The principle of quantification of the GE/MWCNTs-HRP biosensor was the inhibition
of the redox activity of the HRP enzyme immobilized over the GE/MWCNTs
electrodes, due to the presence of glyphosate at pH 4. The evaluated concentration
range of glyphosate was from 0.08 to 8000 uM, presenting a detection limit of 0.08

uM and a recovery percentage of 99% based on real corn samples.

Keywords: Electrochemical sensor, biosensor, corn, epoxy graphite (GE), carbon
nanotubes, horseradish peroxidase (HRP), glyphosate




l. INTRODUCCION

La importancia del maiz es indiscutible, tal es asi que hoy en dia es uno de los
granos mas producidos a nivel mundial. Estados Unidos de América es el primer
productor con 357,267,000 toneladas métricas mientras que México ocupa el
séptimo lugar con 25,500,000 toneladas métricas segun datos del 2016 (CNPAMM,
2016). Asi mismo, debido al crecimiento poblacional global, se estima que para el
2030 la cantidad de habitantes supere los 8,000 millones, por lo que sera necesario
incrementar 60 millones de toneladas a lo actualmente producido (L. Paliwal, 2001).
En México el maiz es la base de la dieta de la poblacion, se consume en una gran
variedad de alimentos y su uso se extiende a la alimentacion animal y es materia
prima de diversos procesos industriales (Silva Castro, 2005). Hasta antes del siglo
XX la forma de cultivar el maiz en México era considerada “ecolégica” en donde la
tierra era abonada naturalmente con los desechos que producian los animales,
mientras que las hierbas eran arrancadas manualmente; a la fecha estas préacticas
han disminuido casi en su totalidad entre los productores, haciéndose necesario la
utilizacion de productos quimicos para tales procesos y de esta forma garantizar la
eficacia de produccién (Renobales Scheifler, 2009).

Como consecuencia de lo anteriormente descrito, el uso de herbicidas ha ido en
aumento. Segun cifras registradas en la base de datos de la Organizacién de las
Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura, Direccién de Estadisticas
(FAOSTAT), hasta el 2014 se habian usado 115 millones de toneladas en el mundo,
en tanto que en México la cifra alcanz6 26,392,684 toneladas (FAOSTAT, 2015).

El glifosato es el herbicida més utilizado en cultivos de maiz de América Latina y el
mundo. Fue introducido en 1974 por la multinacional Monsanto, bajo el nombre de
comercial Roundup®, WeatherMax, RoundupPowerMAX™  UltraMax, Full Il, y a la
fecha es el ingrediente activo de mas de 750 herbicidas (Monsanto Co., 2008). Se
aplica principalmente para el control de las malezas en diferentes periodos del
crecimiento de la planta y como desecante foliar para apresurar la cosecha. Se

estima que mas del 70% del maiz que se consume en México se produce bajo las
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practicas del control quimico, en donde el glifosato forma parte tanto en pre como
en postcosecha, asi como para desecante en el campo para acelerar las cosechas.
Esto se traduce en una alta probabilidad de encontrar residuos de glifosato en el
maiz y en sus alimentos derivados; por otra parte, se ha confirmado la presencia
del herbicida en muestras biol6gicas humanas y animales, por lo que la ingesta de
residuos de glifosato en maiz puede darse consumiendo sus productos derivados,
o por la carne, leche o huevos de animales que fueron alimentados con el producto
contaminado. De esta manera se compromete la inocuidad de los alimentos y en
consecuencia la salud publica (Mesnage, Defarge, Spiroux de Venddmois, &
Séralini, 2015).

Como residuo, este puede permanecer estable en los alimentos por un afio 0 mas,
incluso si estos son cocinados, refrigerados, secados o procesados (Guyton et al.,
2015).

Actualmente, existe un debate acerca de los efectos a la salud del ser humano
provocados por el consumo residual del glifosato. Segun la Agencia de Proteccion
del Medioambiente (EPA), el riesgo dietético residual crénico es minimo. No
obstante, estan las evidencias cientificas que vinculan su consumo con el cancery
con una serie de patologias, que incluyen abortos espontdneos, nacimientos con
malformaciones, mutaciones genéticas, disrupcion enddcrina, autismo y obesidad
(Marc, Bellé, Morales, Cormier, & Mulner-Lorillon, 2004; Mesnage et al., 2015).

Lo anterior hace necesario acciones a diferentes niveles para abatir el problema
ambiental asociado a glifosato. Para determinar el tamafio del impacto ambiental
del glifosato, es necesario monitorearlo en los diferentes compartimientos
ambientales, entre ellos los alimentos como el maiz. Actualmente dentro de las
técnicas mas sensibles y selectivas reconocidas en el analisis residual de glifosato
en alimentos se encuentran la cromatografia de gases (CG) y liquidos (CL) acoplado
a espectrometria de masas en tandem (MS/MS) (Granby, Johannesen, & Vahl,
2003). Sin embargo, es un analisis que consume mucho tiempo, es costoso,
requiere de un manejo especializado de la muestra y son recurrentes los falsos

positivos o negativos (Juan, Picé, & Font, 2003).
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Asi, uno de los retos actuales de la quimica analitica ambiental es desarrollar
técnicas y metodologias sensibles que representen alternativas funcionales para la
cuantificacion mas simple de glifosato en matrices complejas como los alimentos.
Lo anterior permitiria sentar las bases para los estudios de riesgo ambiental y de
exposicibn humana debido a la presencia del glifosato en alimentos o en los
compartimientos ambientales. Por su alta sensibilidad y facil manejo, el método
electroquimico es una de las alternativas mas viables en la identificacion de diversas
especies quimicas incluyendo plaguicidas, surfactantes y hormonas, ya sea de
manera independiente o bien acoplado a otras técnicas (Bakker & Telting-Diaz,
2002; Brett & Oliveira-Brett, 2011; Kimmel, Leblanc, Meschievitz, & Cliffel, 2012).
Respecto a la deteccion electroquimica del glifosato, poco se ha abordado al
respecto, debido a que la molécula no presenta electroactividad en las ventanas de
potencial de los electrodos hasta hoy conocidos. La literatura disponible para la
deteccidn electroquimica del glifosato en diversas matrices se centra principalmente
en la deteccion indirecta de la molécula, considerando su afinidad por ciertos iones
metalicos como el cobre (formacion de complejos) (Sierra, Méndez, Sarria, &
Cortés, 2008). Asi mismo se ha explorado en la inhibicién de la actividad catalitica
de la enzima peroxidasa de rdbano (HRP), inmovilizada sobre electrodos de oro,
mediante la sefial electroquimica de la enzima catalizada por el peréxido de
hidrogeno (sustrato de la enzima), la cual es alterada por la formacién de un
complejo de inhibicion reversible entre el glifosato y la enzima (Songa, Somerset,
Waryo, Baker, & lwuoha, 2009); o bien por la interferencia de la sefial electroquimica
de electrodos recubiertos de polimeros metalicos impresos mediante estampado
molecular para reconocer al glifosato (Hao et al., 2011). No obstante, los anteriores
sistemas presentan principalmente problemas de estabilidad y reproducibilidad,
ademas de un limitado rango lineal que complica la deteccion del herbicida, sobre
todo cuando este se encuentra presente en matrices tan complejas como los
alimentos en donde los contenidos tipicos de plaguicidas son menores a 0.1 ppm
(EPA, 2010).

Por su parte, los electrodos o plataformas de grafito epoxi (GE) se han utilizado

como elemento transductor en el desarrollo de sensores electroquimicos. Esto
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debido a su gran robustez, buena conductividad electronica, bajo costo y la facilidad
con gue este material se regenera y adopta diversas formas y tamafos (Brett &
Oliveira-Brett, 2011; Calvo, Arenillas, Menéndez, Gonzalez, & Viera, 2009). Asi
mismo, se ha demostrado que su modificacion superficial con materiales
nanoestructurados como los nanotubos de carbono o nanoestructuras de metales
nobles como el oro y la plata mejoran considerablemente las propiedades fisico-
quimicas del material, su capacidad catalitica, y permiten la inmovilizacion de
elementos biologicos como las enzimas; influyendo significativamente en su
respuesta para la deteccion de diversas sustancias (Yugang Sun, 2002).

Por tales motivos, en esta tesis se presenta el desarrollo de dos sistemas enfocados
a la cuantificacion electroquimica de glifosato en granos de maiz utilizando
electrodos de grafito epoxi (GE) como plantillas. El primer sistema corresponde a la
modificacion de los electrodos GE con nanoparticulas de plata GE/Agnps y el
segundo se basa en la construccion de un biosensor enziméatico a base de
peroxidasa de rabano picante (HRP, por sus siglas en inglés) utilizando electrodos
de GE modificados con nanotubos de carbono. Ambos sistemas fueron evaluados
mediante su desempefio en la deteccidn electroquimica de glifosato en muestras
sintéticas. Los resultados mostraron que es posible detectar residuos de glifosato
en matrices complejas de alimentos a niveles ultrabajos de concentracion, lo que
permitiria eventualmente aplicarlos en programas de monitoreo o trazabilidad para

la determinacion de la inocuidad de los alimentos.
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Il. JUSTIFICACION
El maiz en México representa la fuente de alimentacién de sus pobladores y en

consecuencia es el cereal mas importante del pais. Actualmente, la eficiencia de su
produccion esta directamente relacionada al uso de tecnologia agropecuaria y de
agroquimicos. Dentro de los agroquimicos mayormente utilizados tanto en cultivos
convencionales como modificados se encuentra el glifosato, usado en el control de
malezas y aplicado de manera intensiva en diferentes etapas de crecimiento de la
planta (germinacion y floracién), y en algunos casos como desecante del grano en
el campo (Mesnage et al., 2015). Estas practicas inciden en la presencia de residuos
de glifosato en los granos de maiz cosechados y que posteriormente seran
destinados a la alimentacién ya sea humana o animal (UNL, 2010). Hasta hace unos
afos el glifosato era considerado como amigable al medio ambiente y practicamente
inofensivo para la salud del ser humano. Sin embargo, resultados cientificos
recientes han demostrado lo contrario, relacionando el consumo cronico de residuos
de glifosato con diversas patologias y condiciones entre las que destacan dafio al
higado, rifiones, cancer y fallos al sistema endocrino (Mesnage et al., 2015).

Por otra parte, se ha demostrado que el glifosato puede permanecer aun en
alimentos procesados como es el caso del trigo en donde se ha determinado su
presencia en muestras de pan (PRiF, 2014). Lo anterior demanda que su presencia
sea monitoreada continuamente para cuantificar el riesgo ambiental y/o la
exposiciéon humana.

El método mas reconocido para la determinacion de residuos de glifosato en la
matriz de cereales (Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometria de Masas en
Tandem, LC-MS/MS) depende de procesos eficientes de extracciéon, requiere de
una gran cantidad de insumos, y representa el uso de equipos sofisticados con
protocolos complejos que se traducen en tiempos prolongados para la obtencion de
resultados. De esta manera, resulta de suma importancia la generacion y desarrollo

de metodologias que permitan la deteccion rapida y sensible de este herbicida, con
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el fin de agilizar los procesos de andlisis y con ello incrementar sustancialmente los
programas de inspeccion de la calidad e inocuidad del maiz en nuestro pais con el
fin de asegurar el consumo de productos seguros. De la misma manera, la técnica
a desarrollar podria aplicarse a cualquier compartimiento ambiental, lo que
permitiria conocer y cuantificar la distribucion ambiental del herbicida, como un
primer paso en el diagnostico de la problematica ambiental generada por el uso

intensivo en nuestro pais, informacion que a la fecha es muy escasa.
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. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Desarrollar una metodologia con alta sensibilidad y rapida para la deteccion
electroquimica de glifosato en granos de maiz criollo mediante el método

electroquimico utilizando electrodos de grafito epoxi (GE) modificados.

3.2 Objetivos especificos

1. Obtencibn de una suspension estable de nanotubos de carbono y
nanoparticulas de plata coloidal en medio acuoso, para la modificacion de
electrodos GE.

2. Construccién de electrodos GE/Aunps y GE/MWCNTs-HRP con altos
valores de area electroactiva.

3. Desarrollo de sensores adecuados para cuantificar glifosato en granos de
maiz.

4. Uso de maiz criollo como matriz representativa del impacto de glifosato en

cereales.

OBJETIVOS
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IV. MARCO TEORICO

4.1 El maiz

El maiz (Zea mays) es una graminea que esta constituida por cuatro estructuras
principales: el pericarpio o cascara, el germen o embridn, el endospermo y la
pilorriza. El pericarpio se caracteriza por un elevado contenido de fibra cruda,
aproximadamente el 87% es hemicelulosa, celulosa y lignina, el resto son cenizas,
proteinas, azlcares y almidon. Su funcion principal es proteger y contener a las
demas estructuras. Por su parte el germen se caracteriza por el elevado contenido
de grasas crudas (33%) y de proteinas (19%). El endospermo contiene un alto nivel
de almiddn (87%) y el resto son proteinas, fibra cruda, cenizas y carbohidratos; su
funcién principal es proveer los nutrientes para la germinacion de la semilla. La
pilorriza estd compuesta principalmente de celulosa y hemicelulosa, es una
estructura conica que se une al carozo (olote). En resumen el grano de maiz es rico
en almiddn, proteinas, aceites, &cidos grasos, vitaminas y minerales (Benitez-
Cardoza & Pfeiffer Perea, 2006).

El origen del maiz hasta la fecha se desconoce; sin embargo, rigurosos estudios
han dado pie a diversas teorias, algunas de ellas aceptadas por la comunidad
cientifica. Tal es el caso de aquella establecida por Nikolai Vavilov (1887-1943)
quien exploré ocho regiones del mundo, en donde se originaron y distribuyeron 15
de las especies mas importantes en la alimentacibn humana, entre las que se
destacan el maiz, frijol, chile, jitomate y girasol (Figura 1). En su estudio Vavilov
establecié que el origen especifico del maiz ocurrié en lo que él denominé centro de
origen VII, el cual abarca desde el centro-sur de México hasta la mitad del territorio
de Centroamérica (UNAM, 2009).
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Figura 1.Centro de origen de la domesticacién y diversificacién genética de plantas cultivadas
Fuente: UNAM, 2009.

Otra vertiente considera que el cereal proviene de una forma silvestre del maiz,
llamado teocintle. Los teocintles son plantas silvestres que aun se encuentran en
México. Estas son gramineas que comparten una relacion genética muy estrecha
con el maiz. Algunos estudios han concluido que la especie mas cercana al maiz
es el Zea Mays ssp parviglumis, que segun las Ultimas evidencias arqueoldgicas,
tuvo su origen hace mas de 8,700 afios a.C. en la region de Iguala, de Guerrero,
especificamente en la localidad de Tlaxmalac (Piperno, Ranere, Holst, Iriarte, &
Dickau, 2009).

Sin embargo, la domesticacion del grano de maiz no ocurrio hasta 3,000 afios
después de su origen en la cuenca del rio Balsas ubicada entre los estados de
Tlaxcala y Michoacan (Piperno & Flannery, 2001). La domesticacion del maiz en
México permiti6 no Unicamente proporcionar alimento a la poblacion, sino que
rapidamente se convirtié en un simbolo religioso y de poder. Asi mismo, a medida
que la produccién del maiz crecié, fue necesario su almacenamiento; esto dio como
resultado la capacidad de comercializar su exceso mediante el intercambio de
productos (trueque), generandose con esto diferencias de estatus y de poder, lo que
culmino con la formacion de las clases sociales. Desde entonces el maiz es simbolo

de alimentacion y crecimiento social (Suarez, Morales, & Galvez, 2013).
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4.1.2 Cultivo del maiz

Actualmente la forma de cultivar el maiz en México se clasifica por temporal
(secano) o por riego. En la primera, el crecimiento del cultivo depende del agua que
aportan las lluvias, mientras que en la de riego, el agua se suministra a través de
diversos métodos artificiales (Frenken & Gillet, 2012). En ambas, la metodologia de
cultivo es la misma y consiste en las siguientes etapas: a) preparacion del terreno,
ya sea con el uso de productos quimicos o instrumentos agricolas, b) siembra de
los granos de maiz, c) deshierbe temprano del cultivo, d) aplicacidn de fertilizantes,
e) control de malezas una vez madura la planta, f) secado natural o inducido de la
mazorca en el campo, g) corte, desgrane y limpieza, y h) almacenamiento (Juan,
2006). Hoy en dia la eficiencia de la produccion del maiz y la mejora de la calidad
de las cosechas, estan directamente relacionadas con el control quimico, el cual se
realiza principalmente en el proceso de la preparacion de terreno y el deshierbe,
aplicando herbicidas para eliminar las hierbas no deseadas que afectan

negativamente al cultivo (Silva Castro, 2005) .

4.1.3 Historia de los herbicidas

El control de las hierbas no deseadas ha existido desde tiempos remotos, tal es asi
que los romanos utilizaban rocas salinas como herbicida natural. A medida que la
produccion crecia los métodos naturales de deshierbe se hicieron insuficientes y fue
necesario desarrollar otras metodologias. En 1945 se sintetizd el primer herbicida
quimico con el nombre de 2,4-D (acido 2,4-diclorofenoxiacetico); con ello prosiguié
la sintesis de un sinnimero de compuestos como las triazinas en 1954, las
dinitroanilinas en 1965, los difeniléteres en 1970 y las sulfonilureas en 1980.
Actualmente diversas empresas quimicas distribuidas alrededor del mundo se
ocupan de la sintesis de una gran variedad de herbicidas, siendo el glifosato el mas
producido y consumido (Malherbologia, 2003).

4.1.4 Problematica ambiental asociada a glifosato
La primera Ley de Sanidad Fitopecuaria fue publicada en 1924, desarrollada para
la correcta aplicacién de plaguicidas para su control (Ley de Sanidad Fitopecuaria,

1974). Desde entonces, varios acuerdos han sido publicados con el propésito de
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especificar de manera juridica la regulacién de los plaguicidas como insumos
fitosanitarios (Ley federal de sanidad vegetal, 2011).

En México la Comision Federal para la Proteccion contra Riesgos Sanitarios
(COFEPRIS) considera la actualizacion de la farmacopea, los acuerdos y los
catalogos de las sustancias téxicas que son comercializadas en México, entre ellas
los plaguicidas, asi como, prevenir y/o controlar los efectos de dichas sustancias a
la salud humana mediante la politica Nacional de proteccién contra riesgos
sanitarios En este sentido, la COFEPRIS autoriza el uso de glifosato en areas
urbanas, jardineria, y cultivos agricolas y lo clasifica como un herbicida de grado IV
de toxicidad; ligeramente téxico (COFEPRIS, 2009). Por otro lado, el Servicio
Nacional de Sanidad, Inocuidad y Calidad Agroalimentaria (SENASICA) estipula los
Limites Maximos Permisibles (LMP) de residuos de plaguicidas en productos de
origen vegetal, apoyado por la Direccion de Inocuidad Agroalimentaria, Operacion
Organica y Plaguicidas de Uso Agricola (DIAOPA) asi como con el Centro Nacional
de Referencia de Plaguicidas y Contaminantes. En materia de sanidad, la Secretaria
de Salud (2005), es la responsable de otorgar los permisos a los establecimientos
que fabriquen, usen o comercialicen plaguicidas y otras sustancias peligrosas. Por
otro lado, la NOM-232-SSA1-2009 y la NOM-045-SSA1-1993, describen los
requisitos de embalaje y etiguetado de los plaguicidas. Finalmente, la Ley General
de Equilibrio Ecoldgico y Proteccion al Ambiente junto con la Ley de Sanidad
Fitopecuaria establecen las especificaciones en materia de salud ambiental; asi
como disposiciones juridicas aspectos relacionados al uso de plaguicidas,
enfatizando en politicas ambientales, proteccion al ambiente y contaminacion del
suelo y agua. Sin embargo, es importante mencionar que las mencionadas normas,
disposiciones, acuerdos e instituciones no cuentan con enunciados o acciones
especificas para el glifosato, el cual es considerado como un contaminante
emergente.

A nivel internacional, la Agencia de Proteccion Ambiental (EPA) considera al
glifosato como un agente probablemente carcinogénico para los seres humanos, de
toxicidad clase I, toxicidad aguda dérmica y oral relativamente baja (los quimicos

de clase I, son los de mayor toxicidad en la escalade | a IV (IARC, 2015).
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4.1.5 Glifosato

El glifosato [N- (fosfonometil) glicina] es un herbicida considerado no selectivo, de
amplio espectro y con accion sistémica, esto es, se difunde y se traslada dentro de
la planta ejerciendo su efecto lejos del punto en que fue aplicado. La sustancia
activa ingresa a la planta a través de las hojas 12 horas después de que este fue
aplicado, para después migrar a otras partes del tejido vegetal donde la sustancia
es minimamente metabolizada. El modo de accion del glifosato consiste en inhibir
a la enzima 5-enolpiruvil shikimato 3-fosfato sintetasa (EPSPS) encargada de la
produccion de ciertos aminoacidos esenciales, dentro de los que se encuentran la
fenilalanina, tirosina y triptéfano, fundamentales para el crecimiento y sobrevivencia
de la planta (UNL, 2010).

El glifosato es un acido organico débil, en grado técnico es un polvo cristalino
incoloro e inodoro y presenta un peso molecular de 169 g.mol*. Sin embargo, como
ingrediente activo de las formulaciones comerciales se presenta en forma de sal
principalmente combinado con la isopropilamina de amonio (glifosato de amonio
isopropil (PANAP, 2009). Asi mismo, las formulaciones de glifosato pueden
contener, coadyuvantes y aditivos, con la intencion de mejorar la eficacia del
herbicida.

El glifosato es comercializado bajo los nombres de Aquamaster, Faena, Mamba,
Sankill, Glyfos, Roundup y Ramrod en presentaciones de concentrado soluble,
granulo soluble, liquido soluble, polvo soluble, soluciébn concentrada y solucion
acuosa (Monsanto Co., 2008). En México se cree que por cada 1,000 hectareas de
cultivo se utilizan 3,307 toneladas de plaguicidas, donde el glifosato es uno de los
mas consumidos, principalmente por estados como: Sinaloa, Jalisco, Nayarit,
Colima, California, Tamaulipas, Chiapas, Veracruz, Michoacan, Tabasco, estado de
México, Puebla y Oaxaca, aplicandolo en el proceso de la preparacion de terreno el
deshierbe y como desecante foliar (Guevara, 2016).

La estructura quimica del glifosato esta constituida por tres grupos funcionales, el

grupo amina (NRz2), el grupo carboxilo ((COOH) y el grupo fosfato (PO4%) (Figura 2).
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Figura 2.Estructura quimica del glifosato (Elaboracién propia, 2017)

Debido a la presencia de los tres grupos funcionales mencionados, el glifosato es
capaz de unirse facilmente a iones metdlicos especialmente iones de metales de
transicion (Cu?*, Zn?*, Fe?*, Ca®*, Mg?* y Mn?*), resultando en la formacién de
complejos bidentados y tridentados (Metal-Glifosato) (Coutinho, 2007).

En el suelo un proceso para la adsorcion del glifosato es mediante la formacion de
complejos de coordinacién con iones de Ca?* y Mg?* principalmente, el herbicida es
adsorbido y rapidamente fijado por el suelo, la materia organica, la arcilla, el
sedimento o la arena contenidos en el suelo, generalmente cuando una sustancia
tiene alta adsorcién posee reducida movilidad, como el glifosato con un valor de Koc
(Coeficiente de Adsorcién Carbono Orgéanico) de 21,700 mg.g? que lo clasifica
como un herbicida con movilidad inmovil y adsorcion fuerte (Alfaro-Portuguez,
2013). A pesar de poseer alta afinidad a ser retenido por las particulas del suelo,
existen la posibilidad de desorcién y lixiviacion por efecto de la lluvia o el riego, por
lo que el glifosato no unido estad disponible para la absorcion de raices, el
metabolismo microbiano y la filtracién a las aguas subterraneas lo que representa
un riesgo ambiental (UNL, 2010).

Por otra parte la movilidad en agua es alta debido a que el glifosato es altamente
soluble en agua (10.5 g.L!* a 20°C), resistente a la hidrélisis y, aunque se
descompone por fotélisis y degradacién microbiana, puede persistir durante algin
tiempo en el medio acuatico, diversos estudios cientificos han demostrado la
presencia de residuos de glifosato en aguas superficiales, aguas subterraneas y
sedimentos marinos (PANAP, 2009) lo que representa un peligro para organismos
gue ingieren cantidades significativas de suelo durante su alimentacién normal,
incluyendo peces, aves que se alimentan en las playas de los rios, anfibios y

algunos mamiferos que ingieren agua contaminada (CONICET, 2009).
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4.1.6 Persistencia del glifosato

Respecto a su persistencia en el ambiente, el tiempo requerido para que el herbicida
se reduzca a la mitad de la concentracién inicial (TDso), estd directamente
relacionada con el tipo de matriz ambiental e influenciada por diversos factores tales
como composicion, condiciones climaticas, actividad microbiana, asi como la
manipulacion agricola. Como ejemplo, la persistencia en el suelo es de 20 a 60 dias,
en el agua es de entre 3 a 70 dias, mientras que, en los alimentos, los residuos son

estables hasta por un afio en tejido vegetal y dos afios en tejido animal (UNL, 2010).

4.1.7 Efectos en el ambiente por el uso de glifosato

4.1.7.1 Suelo

El uso a largo plazo de glifosato podria tener efectos directos e indirectos en la
quimica del suelo, alterando la dindmica de la comunidad microbiana, la
concentracion de nutrientes e incrementando la vulnerabilidad de las plantas hacia
enfermedades (desequilibrio ecoldgico) (PANAP, 2009). Aunque tales efectos
dependen de una serie de factores, incluyendo el tipo de suelo, las condiciones
ambientales y las interacciones entre especies (Lupwayi, Harker, Clayton,
O’Donovan, & Blackshaw, 2009), se encuentra reportado que la presencia de este
herbicida en esta matriz afecta la poblacion de lombrices de tierra provocando una
disminucién en la tasa de crecimiento y alteracion en su comportamiento (huida);
modificando con esto la buena salud del suelo (Casabé et al., 2007).

De igual modo el uso de glifosato en cultivos agricolas afecta las concentraciones
de potasio, hierro, fésforo, nitratos y sulfatos, nutrientes que las plantas necesitan
para desarrollarse (Obour, Stahlman, & Holman, 2016). Un estudio vincula su uso
con la baja poblacion de hongos sapréfitos, organismos beneficiosos que
descomponen el material vegetal muerto y son importantes para la fertilidad del
suelo (Groossbard, 1985).

Debido a que el glifosato no es selectivo, es capaz de migrar a otras plantas tal
como lo demostré el estudio realizado por Yamada y Col., quienes reportaron la
absorcion del herbicida por arboles citricos (T. Yamada, Kremer, de Camargo ,
Castro, & Wood, 2009). De manera semejante otro estudio revel6 que las plantas

de girasoles disminuyeron su crecimiento cuando se encontraban proximas a
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cultivos que fueron tratados con glifosato (Tesfamariam, Bott, Cakmak, Rémheld, &
Neumann, 2009).

4.1.7.2 Agua

Respecto al dafio en la biota acuética, estudios demuestran el efecto negativo del
glifosato. Asi por ejemplo, la presencia del herbicida en cuerpos de agua provoca
eutrofizacion favoreciendo el crecimiento de cianobacterias como las cianotoxinas
gue provocan la muerte de fauna acuatica (Vera et al., 2010). Otro estudio reportd
el dafio a peces expuestos a glifosato los cuales sufrieron alteraciones en branquias,
higado, rifiones, piel y cerebro, asi también malformaciones, todo ello provoco una
elevada mortalidad en las poblaciones de peces (Kelly, Poulin, Tompkins, &
Townsend, 2010). También existe evidencia cientifica respecto al dafio en anfibios
como las ranas, cuyo estudio se evalu6 después de 24 horas de exposicion a dosis
moderadas del herbicida (6 mg.L?), donde la poblacién de ranas presentd
malformaciones externas en los o0jos, bucales, craneofaciales y ademas efectos
sobre el esqueleto hiobranquial (Lajmanovich, Sandoval, & Peltzer, 2003).

4.1.7.3 Aire

La presencia de glifosato en aire se encuentra poco documentada debido
principalmente a su baja volatilidad, aunque la forma de aplicacion por aspersion
puede llevar a la formacion de aerosoles que pueden mantenerse por mayor tiempo
en el aire, y pueden migrar a otras localidades. Un estudio realizado en tres
localidades pertenecientes a Alberta, Canada, reveld la presencia del herbicida en
aire en concentraciones ultrabajas de 172 ng.m3, producto de su empleo durante la
fumigacion en cultivos de canola (Dave Humphries, Gary Byrtus, 2005).

Otra investigacion realizada en Bélgica en 2001 monitored diversos plaguicidas,
donde el glifosato fue uno de los herbicidas méas frecuentemente detectados en el
agua de lluvia en concentraciones de hasta 620 ng.m? (Quaghebeur, De Smet, De
Wulf, & Steurbaut, 2004).

4.1.8 Efectos en la salud humana causados por laingestay exposicion al
glifosato

En 2012 se estim6 que de las 12.6 millones de muertes en todo el mundo, el 23%

de ellas son atribuibles al medio ambiente. Se calcula que una cuarta parte de todas
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las muertes podria prevenirse si se eliminan los riesgos ambientales por exposicion
a contaminantes quimicos (A Priss-Ustin, J Wolf, C Corvalan, 2016).

Respecto a los dafios a la salud por el uso y consumo de residuos de glifosato se
sabe qué la exposicidn ocupacional del herbicida provoca irritacién, hinchazoén,
hormigueo, ardor y erupciones cutaneas, asi como hinchazon en los ojos, lesion de
la cornea y vision borrosa, ademéas de malestar oral como; sabor desagradable,
hormigueo, irritacion y dolor de garganta; dificultad para respirar, tos, inflamacion de
los pulmones; nduseas, vomitos, dolor de cabeza, fiebre y diarrea (IPCS, 1994; Sally
M. Bradberry, Alex T. Proudfoot, 2004).

En un estudio realizado en los Estados Unidos a una comunidad agricola, el 60%
de los agricultores que habian aplicado y/o mezclado el herbicida tenian niveles
detectables de glifosato en la orina (3- 233 ug.L-), ademas, el 4% de los conyuges
que no participaron en la mezcla ni en la aplicacion, también presentaron niveles
detectables en la orina (méax. 3 png.L1) (Acquavella et al., 2004). Asi mismo el riesgo
a la exposicion del herbicida en la poblacién femenina en etapa reproductiva se ha
asociado a abortos espontaneos y fertilidad reducida (David A. Savitz, Tye Arbuckle,
Diane Kaczor, 1997). Ademas, el uso de glifosato por mujeres en los tres meses
previos a la concepcidén se asocié con un mayor riesgo de abortos tardios; sin
embargo, el riesgo fue 3 veces mayor para mujeres mayores (> 34 afos) que para
las mujeres mas jovenes (Arbuckle, Lin, & Mery, 2001).

Respecto a la toxicidad hepética por uso de glifosato, se ha demostrado que el
herbicida y sus formulaciones comerciales pueden causar estrés oxidativo, debido
al aumento de fosfatasa alcalina (AP) o aspartato aminotransferasa (ASAT) y
alanina aminotransferasa (ALT) indicadores de dafo hepatico (J. Yamada et al.,
2006). Otro estudio vincul6 la frecuencia de la enfermedad renal crénica entre los
agricultores con el uso del glifosato (Jayasumana et al., 2015).

Respecto a estudios que relacionan efectos a la salud de animales por la ingesta de
residuos del glifosato, se encuentra el realizado con peces, los cuales presentaron
una fuerte inhibicion en la enzima acetilcolinesterasa del cerebro cuando se les
administré 1 mg.kg? del herbicida durante 90 dias; la inhibiciéon de esta enzima se

encuentra relacionada con la enfermedad de Alzheimer (Salbego et al., 2010).
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Por lo que refiere a la carcinogenicidad del glifosato, existe un reporte que vincula
el consumo del herbicida con el linfoma no Hodgkin (LNH) o cancer que comienza
en las células linfocitos (Schinasi & Leon, 2014), asi como dafio al ADN en varias
especies tales como ratas, ranas, Carassius auratus, bovinos, drosophila, caimanes,
anguilas y seres humanos (Cavas & Konen, 2007; Clements, Ralph, & Petras, 1997;
Gasnier et al., 2009; Guilherme, Gaivao, Santos, & Pacheco, 2010; Kaya, Creus,
Yanikoglu, Cabré, & Marcos, 2000; Lioi et al., 1998; Peluso, Munnia, Bolognesi, &
Parodi, 1998; Poletta, Larriera, Kleinsorge, & Mudry, 2009).

Asi mismo, se encuentra reportado que el consumo de maiz modificado
genéticamente para tolerar al Roundup administrando en dosis de 400 mg.kg?! —
2.25 g.L? en ratas durante 2 afios, provoca deficiencias renales crénicas muy
significativas, las ratas hembras mostraron un aumento en la mortalidad de dos a

tres veces y desarrollaron grandes tumores mamarios (Séralini et al., 2014).

4.1.9 Residuos de glifosato en alimentos

La presencia de residuos del herbicida glifosato, pone en riesgo la inocuidad de los
alimentos. Debido a que el glifosato es un compuesto sistémico que ingresa
facilmente por el follaje y se distribuye en toda la planta, es posible hallar en las
partes comestibles de vegetales, cereales y frutas, trazas del herbicida, el cual no
es eliminado facilmente con procesos tales como horneado, lavado y pelado. La
presencia de glifosato en alimentos procesados y sin procesar, ha sido expuesta en
una serie de reportes oficiales y extraoficiales. Respecto a su presencia en
productos agricolas, destacan las matrices de soya, trigo y maiz; mientras que para
los alimentos procesados se encuentran una gran variedad de cereales para el

desayuno, botanas, galletas y pan (Project, 2016).

4.1.10 Monitoreo de glifosato

Actualmente el monitoreo de residuos de glifosato en alimentos no es considerado
como un monitoreo regular o prioritario. No obstante, a partir del 2009 la Comision
de Regulacion Europea (EC), ha establecido un programa multianual (cada tres
afos) de cuantificacion de residuos de plaguicidas para productos destinados al
consumo humano. El programa incluye el monitoreo obligatorio de glifosato en

cereales como avena, trigo y arroz y es voluntario para los demas tipos como el
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maiz y el sorgo (PRiF, 2017). Por otra parte, en febrero del 2016, la Administracién
de Drogas y Alimentos de Estados Unidos (FDA) autorizd el primer monitoreo de
este herbicida en su programa anual, el cual incluyé a los granos de maiz. No
obstante, por la poca sensibilidad que presentaron las técnicas utilizadas, no se
logré el establecimiento de una metodologia y el monitoreo se suspendio sin fecha

de reinicio.

4.1.11 Limites maximos residuales (LMR) de glifosato en maiz

Segun el CODEX alimentariux, una de las principales instancias internacionales
quien trabaja en conjunto con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y la
Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la agricultura (FAO), el
limite maximo residual (LMR) de glifosato en granos de maiz es de 5 mg.Kg?,
mientras que la Comision Europea (CE) establece una concentracion de 1.0 mg.Kg
1. Respecto a la EPA el LMR de glifosato en granos de maiz, es de 5 mg.Kg™. En el
marco regulatorio mexicano la COFEPRIS establece tolerancia maxima de 0.1
mg.Kg* para la misma muestra. En la tabla 1 se muestra el indice de LMR en maiz
de glifosato (CODEX alimentariux, 2011; COFEPRIS, 2009; EC, 2005; EPA, 2010).

Tabla 1.Valores de LMR de glifosato en maiz (Elaboracién propia, 2017)

ORGANISMO CONCENTRACION DE GLIFOSATO EN MAIZz
CODEX alimentariux 5 mg.Kg?

Comisién europea (CE) 1.0 mg.Kg?

Agencia de Proteccion Ambiental (EPA) 5 mg.Kg+?

Comision federal para la proteccion contra 0.1 mg.Kg*

riesgos sanitarios (COFEPRIS)

4.1.12 Retos en la cuantificacion del glifosato

Debido a que el glifosato se considera un aminoacido sintético, uno de los mayores
obstaculos para su cuantificacion residual en muestras biolégicas como los cereales
€S su enmascaramiento con otros aminoacidos y proteinas propios del alimento,
propiciando la cuantificacion de contenidos falsos del herbicida. Por otra parte, su
naturaleza switterionica la hace ser una molécula con elevada solubilidad en agua
e insoluble en la mayoria de solventes organicos. Por tal motivo su extraccién en
alimentos es realizada mediante agua/cloroformo generalmente a pH acido (Tadeo,
Sanchez, Pérez, & Fernandez, 2000). Aunado a esto, el glifosato no contiene grupos

cromoforos o fluoréforos en su estructura molecular, por lo que su cuantificacion
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mediante técnicas espectrofotométricas comunes (absorcion UV-VIS vy
fluorescencia) necesita ser complementada por procesos tales como derivatizacion

o formacion de complejos.

4.1.13 Métodos analiticos para la determinacion de glifosato en cereales
4.1.13.1 Métodos convencionales

Publicaciones acerca del analisis de glifosato en muestras de alimentos, incluyendo
cereales, son limitadas. Los reportes disponibles incluyen mayoritariamente el uso
de cromatografia de gases (GC) y de liquidos (CL) para el proceso de separacion
presentando o no procesos de derivatizacion precolumna (Juan et al., 2003). Para
la cuantificacibn de glifosato la técnica mas empleada corresponde a
Espectrometria de Masas Tandem (MS/MS) sin y con procesos de derivatizacion
post-columna (Granby et al., 2003). Las mejoras en la combinacién de los métodos
antes mencionados de separacion y deteccion, incluyen la obtencién de
recuperaciones aparentes de glifosato elevadas, aproximadamente del 97% y limite
de cuantificacion (LQ) de 0.00011 uM (Goscinny, Unterluggauer, Aldrian, Hanot, &
Masselter, 2012).

Sin embargo, los costos por analisis son elevados, por lo general se presenta poca
reproducibilidad en los tiempos de retencion, las columnas que se utilizan presentan
corta vida util y se presentan efectos de matriz en el limite de deteccion para
muestras reales.

4.1.13.2 Métodos alternos

La deteccion de glifosato en muestras de cereales ha sido abordada mediante otras
tecnologias que incluyen el uso de puntos cuanticos fluorescentes de carbono (QDs)
sintetizados por un proceso de pirolisis asistido por microondas utilizando lana
(biomasa) como precursor. El principio de cuantificacion se baso en la recuperaciéon
de la florescencia que experimentan los puntos cuanticos en presencia de
nanoparticulas de plata cuando el glifosato estd presente. La intensidad de la
fluorescencia del sistema CDs/Agnps fue proporcional a la concentracion del
glifosato en un rango de 0.00014 — 0.0147 uM, con un limite de deteccion (LD) de
0.00007 uM, y fue evaluado en la cuantificacion de glifosato en muestras de

cereales artificialmente contaminadas (arroz, trigo y sorgo) (Wang et al., 2016). Sin

22



MARCO TEORICO

embargo, el rango de cuantificacién que presenta el anterior sistema corresponde a
concentraciones muy por arriba de lo cominmente encontrado en muestras de
cereales (EPA, 2010), lo que complica su cuantificacion en muestras reales.

Asi mismo, Everlyne A. Songa y Col., desarrollaron un biosensor basado en la
inhibicibn amperométrica de la actividad de la enzima peroxidasa de rabano picante
en contacto con su substrato H202, que se produce cuando el glifosato se encuentra
presente en solucion. El estudio presenta un rango lineal de deteccion de 0.00147
a 0.082 uM con un limite de deteccion de 0.01 uM. No obstante, el rango de
cuantificacion es estrecho y presenta la desventaja de la complejidad de emplear
un mediador (PDMA-PSS) (Songa, et al., 2009).

Por lo anteriormente expuesto, puede concluirse que la problematica ambiental
asociada a glifosato representa un fenémeno complejo dada las diferentes esferas
politicas, culturales, tecnolégicas, y sociales que interactian y contribuyen a
acrecentar la complejidad. Para contribuir a su solucion y comprension en México,
diferentes acciones deberan implementarse para determinar el tamafio del
problema, sus principales fuentes, asi como los sumideros, el impacto en la salud y
la biodiversidad. Un primer paso importante es la implementacién de su trazabilidad
en el ambiente, y las matrices de alimentos para conocer su perfil espacio temporal,
su persistencia y efectos en el ambiente. Por lo anterior, lo pertinente y relevante de
este trabajo consiste en el desarrollo de un método de deteccidbn novedoso,
sensible, rapido y exacto para la deteccion de residuos de glifosato en granos de
maiz, como un primer acercamiento al desarrollo de un dispositivo confiable de
deteccion. El presente trabajo se centra en el desarrollo de materiales a partir de
nanomateriales (hanotubos de carbono y nanoparticulas de plata) para incrementar

el nivel de deteccion de glifosato hasta ahora reportado en la literatura cientifica.
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HIPOTESIS

V. PREGUNTA DE INVESTIGACION
¢,Como afecta al electrodo grafito-epoxi (GE) la modificacién con nanomateriales
(nanotubos de carbono, nanoparticulas de plata) la cuantificacion residual de

glifosato en matrices de alimentos como el maiz?

VI. HIPOTESIS

6.1 Hipotesis general

La modificacion de electrodos de grafito con materiales nanoestructurados y la
enzima peroxidasa afines a la molécula de glifosato permitirA una deteccion
electroquimica sensible del herbicida en muestras de maiz.

La pertinencia de esta hipotesis se fundamenta en la afinidad entre los grupos
funcionales del glifosato hacia la plata y la capacidad para formar complejos con
sus iones. Asi mismo, la biocompatibilidad que presentan los nanotubos de carbono
permitira el desarrollo de un biosensor enzimatico que conjugue la especificidad del
elemento biolégico (enzima) con las caracteristicas Unicas del material carbonaceo

como lo son su elevada estabilidad quimica y fisica.
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CAPITULO 1.

Deteccion de glifosato utilizando electrodos
grafito-epoxi modificados con nanoparticulas de
plata (GE/Agnps)
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1.1 INTRODUCCION

Un sensor quimico, es un transductor que detecta y responde a algun tipo de sefial
proveniente de su medioambiente fisico. Se clasifican y nombran de acuerdo a la
propiedad que detectan; de tal manera que si el transductor responde a cambios
especificos en el potencial o en la corriente eléctrica como consecuencia de la
presencia de una especie quimica que interactia con él, se trata de un sensor
electroquimico (Bakker, Diaz, 2002). Los sensores electroquimicos han sido
ampliamente desarrollados debido a su bajo costo, posibilidad de miniaturizacion y
remarcable sensibilidad y especificidad al analito que puede ser obtenida. Tal
sensibilidad est4 directamente relacionada al desempefio del transductor o
electrodo utilizado (Kimmel et al., 2012). Para esto, se ha utilizado una gran variedad
de materiales electrddicos (oro, plata, platino y materiales carbonaceos), con el fin
de incrementar la selectividad de los sistemas. De la misma manera, el empleo de
nanoparticulas metélicas como elementos de modificacion ha sido abordado
ampliamente (Chien-Jung Huang, Pin-Hsiang Chiu, Yeong-Her Wang, Kan-Lin
Chen, 2006; Fang Wang, 2009; Luo, Morrin, Killard, & Smyth, 2006). Dentro de
estas, las nanoparticulas de plata (Agnps) se encuentran entre las mas utilizadas
debido a que su produccion resulta econémicamente mas viable en comparacion
con otros metales como el oro; ademas de esto, posee excelente velocidad de
transferencia electronica, y disminuye considerablemente el sobrepotencial de
agentes oxidantes o reductores (Jinjie Yin, Xiang Qi, Liwen Yang, Guolin Hao, Jun
Li, 2011; Kang Cui, Yonghai Song, Yong Yao, Zhenzhong Huang, 2008; Xiaoyan Li,
Yuanxiang Liu, Lichun Zheng, Mingjun Dong, Zhonghua Xue, Xiaoquan Lu, 2013) lo
que puede resultar conveniente en la deteccion de analitos de interés ambiental.

A continuacién, se muestran los resultados de la elaboracion de electrodos GE
modificados con nanoparticulas de plata (GE/Agnps) enfocado a la deteccion de

glifosato en medio acuso.
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1.2 RESULTADOS Y DISCUSION

1.2.1Elaboracién de electrodos GE

La elaboracion de los electrodos GE y su caracterizacion electroquimica antes de
su modificacion con las Agnps fue realizada siguiendo la metodologia previamente
establecida en el laboratorio (Ramos, 2005), la cual se describe en el anexo |

1.2.2 Sintesis de nanoparticulas de plata (Agnps)

Las nanoparticulas de plata utilizadas en esta tesis poseen geometria esférica y
tamafo promedio de 100 nm, las cuales fueron donadas por la Dra. Alma Duran de
la FES-Cuautitlan (UNAM) y sintetizadas de manera quimica a partir una disolucién
de nitrato de plata (AgNOs3) como precursor metélico, mezclada con citrato de sodio
(Nas(CsHsO7)) y borohidruro de sodio (NaBH4) 10 mM como agentes de reduccion.

1.2.3 Deposito de nanoparticulas de plata sobre electrodo de GE (GE/Agnps)
mediante electroforesis.

Las nanoparticulas de plata se depositaron sobre los electrodos de GE a partir de
la técnica electroforética (ver anexo Il). La suspension electroforética se preparo de
la siguiente manera: Se tomaron 3 mL de una solucion stock 0.001 M Agnps con un
exceso del surfactante bromuro de hexadeciltrimetilamonio (CTAB) y se afor6 en 25
mL de agua y posteriormente se sonicé durante 15 minutos. Las condiciones
utilizadas fueron las siguientes: como catodo se uso el electrodo de trabajo GE y
como anodo una placa de acero inoxidable 300 de 6 cm x 1.8 cm x 1 mm. La
distancia entre electrodos fue de 1 cm y se aplicé un valor de potencial 7 V durante
15 minutos.

1.2.4 Caracterizacion voltamperométrica de los electrodos GE/ Agnps
mediante voltametria ciclica

Los electrodos GE/Aunps fueron evaluados mediante la técnica de
voltamperometria ciclica (VC) (ver anexo Ill). Los experimentos fueron realizados
utilizando como electrolito soporte amortiguador de amplio espectro a pH 4 (ver
anexo 1V); como contraelectrodo un electrodo de platino, como electrodo de
referencia uno de calomel (Hg/HgCI/KCl sat), y como electrodo de trabajo
GE/Agnps.
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Figura 3.VC de los electrodos a) GE, b) GE/Agnps en amortiguador de amplio espectro pH 4 a 100
mV.st comenzando el ciclado a potencial de circuito abierto (ocp). (Elaboraciéon propia ,2017).

De la figura 3, en la region |, en el barrido de potencial en direccion positiva, se
observa que la corriente es independiente del potencial aplicado, por lo que en esta
region el electrodo se comporta como uno idealmente polarizado. En la region Il en
la misma direccion de barrido, se observa un pico de oxidacion Ro correspondiente
a la oxidacién de Ag bajo el siguiente mecanismo de reaccién (Wenbo Lu, Guohui
Chang, Yonglan Luo, Fang Liao, 2011).

AGmanoparticula) — €~ < Ag* (Ec. 1)
Por su parte en la region |, durante el barrido en direccién negativa (catoddica) se
observan los picos R1 y Rz correspondientes a la reduccién de Ag depositada en
diferentes sitios energéticos. El perfil voltamperométrico observado en la figura 3
para los electrodos GE/Agnps permitio confirmar el depdsito electroforético de la Ag
y evaluar la reproducibilidad de los experimentos para la deteccion de glifosato. De
la caracterizacion electroquimica de los electrodos GE/Agnps fue posible concluir
gue el depdsito coloidal de las nanoparticulas de Ag sobre los electrodos de GE
carece de reproducibilidad respecto a la cantidad depositada, la cual fue

determinada a partir de la integracion del pico de oxidacién Ro, considerando que
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una molécula de oxigeno monoatémico se adsorbe sobre un atomo de Ag
(S.Trasatti, 1992). La carencia de reproducibilidad puede estar asociada a los
proceso de electrodisolucion de la plata que se lleva a cabo en el proceso Ro, 0 bien
al crecimiento de una capa pasiva de 6xidos sobre la superficie de la plata (Marcus,
2017), no obstante la respuesta electroquimica que exhibieron los electrodos fue
estable por lo que se procedi6 a la deteccion de glifosato.

1.2.5 Deteccion de glifosato sobre electrodos de grafito epoxiy
nanoparticulas de plata (GE/Agnps)

La molécula de glifosato la conforman tres grupos funcionales (la amina, el
carboxilato y el fosfato) con fuerte afinidad a la superficie de la plata. De la misma
forma es una molécula susceptible a formar complejos con este metal. Al respecto,
se encuentra reportado en literatura que la formacion de complejos entre la plata en
su estado catidnico y el glifosato, se da de acuerdo a la estructura mostrada en la
figura 4.

o\ o O“Ag/o
T

Figura 4.Complejo de la molécula de glifosato con Ag. (Elaboracion propia, 2017)

Por otra parte, el glifosato es un tipo de &cido el cual es fuertemente ionizable, que
presenta cuatro constantes de disociacion pKai = 0.78, pKaz = 2.29, pKaz = 5.96 y
pKas = 10.98 (Wauchope, 1976). Las especies resultantes para cada valor de pKa

se muestran a continuacion:

0
Especie 1 ﬁ 4 | Especie 3 ﬁ . I
HO/\/NHZVZ; O,/\\/NHZ\\_/Fl’—O
0 9 o ﬁ
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De esta manera en la figura 5 se muestra la curva de especiacion del glifosato en

agua segun sus valores de pH.
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Figura 5.Curva de especiacién de la molécula de glifosato respecto al pH.

De la figura anterior se seleccion6 el valor de pH 4, debido a la presencia de

practicamente una sola especie de glifosato en solucion, ya que a ese valor el grupo

fosfonato y carboxilato se encuentran deprotonados (especie 4). De esta forma, una

vez obtenido el perfil caracteristico de la plata, se adicionaron en la celda

electroguimica concentraciones sucesivas de glifosato (1, 3, 6, 7, 9, 20, 40, 60, 90

uM) y se dej6 interactuar con la superficie del electrodo durante 15 minutos por cada

adicién. Para cada concentracion de glifosato se realizé la VC comenzando en

direccién positiva desde el potencial de circuito abierto (0.06 V). La figura 6 muestra

los voltamperogramas obtenidos en presencia y en ausencia del herbicida.
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Figura 6.VCs obtenidos usando el electrodo GE/Agnps en amortiguador pH 4 a diferentes
concentraciones de glifosato: 0, 1, 3, 6, 7, 9, 20, 40, 60, 90 uM (a-j), a 100 mV.s-1. (Elaboracion
propia, 2017)

Como se observar en la figura anterior, a medida que la concentracion de glifosato
aumenta en la celda electroquimica se observa una disminucién en la corriente
asociada al proceso de oxidacion Ro adjudicada al proceso de oxidacién de la Ag,
este comportamiento puede ser asociado a la formacién de un complejo entre el
glifosato adsorbido en la superficie de las nanoparticulas de plata y la Ag?*
producido a este valor de potencial (Ec. 1) o bien a que el glifosato adsorbido sobre
la superficie de las nanoparticulas de plata impide el proceso de oxidacion del metal.
A continuacién, se construyo el grafico de concentracion vs porcentaje de cambio
relativo (PCR) que experimenta la corriente asociada al proceso de oxidacion (Ipa)

de la plata. EI PCR se expresa de la siguiente forma:

Nuevo valor — valor de referencia valor de referencia

PCR = x100 (Ec. 2)

valor de referencia

doénde:
valor de referencia = lpa del perfil de Ag

valor nuevo = lpa de Ag con glifosato
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Es importante resaltar que se eligié utilizar el PCR como parametro para la
obtencion de la curva de calibracion debido a que como se mencioné en el apartado
1.2.4 la obtencion del perfil de la Ag en el electrolito es poco repetible; de esta forma
la seleccion de este paramento permite calcular para cada perfil el porcentaje de
disminucién de la corriente anddica por la presencia del glifosato, en comparacion

con aquella obtenida sin el herbicida.
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Figura 7. Curvas analiticas de glifosato. Porcentaje de cambio relativo en lpa VS concentracion de

glifosato. (Elaboracién propia, 2017)

El intervalo lineal (IL) de los graficos de la figura 7 lo comprende dos regiones; entre
1 a 9 uM de glifosato (curva a) y de 20 a 90 uM (curva b). De estos valores se
obtuvieron los limites de detecciéon (LD) y de cuantificacion (LQ) para cada region,
siendo: LD = 0.45 uM y LQ= 2.56 uM para la curva ay LD= 21.8 uM y LQ= 40 uM
para la curva b. EI LD y el LQ fueron calculados usando las siguientes ecuaciones:
LD =3s/m ; LQ =100/m (Ec. 3)
Donde ¢ es la desviacion estandar de la corriente de pico del blanco y m es la
pendiente de la curva de calibracion.

El limite de deteccion obtenido con el electrodo GE/Agnps es similar a los obtenidos

con los sistemas mas sensibles que se han reportado mediante otro tipo de principio
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de deteccion (Tabla 2). No obstante, la desventaja del sistema radica en la poca

reproducibilidad que presenta la respuesta electroquimica de los electrodos

GE/Agnps y que tendria que ser resuelta con estudios adicionales, por lo que no se

considero lo suficientemente optimizado para la construccion de un sensor en el

monitoreo de residuos de glifosato en muestras reales.

Tabla 2. Resumen de trabajos realizados en la deteccién de glifosato (Elaboracion propia 2017).

REFERENCIAS ELECTRODO DE PRINCIPIO DE DETECCION LIMITE DE
TRABAJO DETECCION

Electrodo de cobre Formacién de complejo de 30 uM

Sierra, Méndez, Sarria, coordinacién Cobre-Glifosato

& Cortés, 2008 Electrodo de niquel Formacién de complejo de 30 uM

coordinacién niquel-Glifosato

Andresa Fabiana Electrodo de cobre Formacién de complejo de 0.35 uM

Garcia, 2007 coordinacién niquel-Glifosato

Méndez,Sltarez & Electrodo de disco Oxidacién de glifosato 40 uM

Cortés, 2007 de platino/ Ag2COs

Este trabajo, 2017 Electrodo GE/Agnps | Inhibicion de la oxidacion plata | 0.45 uM

1.3. CONCLUSIONES

La técnica electroforética fue adecuada para la modificacién de electrodos
GE con nanoparticulas de plata.

Mediante la inhibicién del proceso de oxidacion de la plata en presencia de
glifosato fue posible su cuantificacion amperométrica.

La curva de calibracion de disminucion de la sefial anddica de la plata por la
presencia del glifosato mostré dos segmentos lineales, el primero en el rango
de concentracion de 1- 9 uM y el segundo de 20 - 90 uM.

EILD y el LC fueron de 0.45 uM y 2.56 uM para el primer rango lineal y de
21.8 uM y 40 uM para el rango lineal.

A través de la modificaciéon del electrodo fue posible desarrollar una
metodologia de deteccion del herbicida, no obstante, el sistema presentd
poca reproducibilidad debido a la formacion intrinseca de capas pasivas de
oxido sobre la superficie de la Ag o bien a su electrodisolucion producida en
ese valor de potencial, por lo que se considera aun no 6ptimo para
trasladarse a la cuantificacion de glifosato en muestras reales.
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CAPITULO 2.

Elaboracidn de biosensor para la deteccion de
glifosato en grano de maiz utilizando electrodos
GE/MWCNTs-HRP
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2.1 INTRODUCCION

Un biosensor es un dispositivo que proporciona informacion cualitativa o cuantitativa
sobre una muestra a partir de reacciones bioquimicas especificas. Se conforma de
un bioreceptor constituido de enzimas, anticuerpos, acidos nucleicos, ceélulas o
tejidos contacto con un transductor que se y que transforma la sefial proveniente de
la interaccién entre el analito y el bioreceptor que puede ser Optica, eléctrica,
termomeétrica, acustica o electroquimica, a una facilmente medible por el procesador
(Torres & Méndez, 2014) (figura 8).

(
\
¢
n
Detector

Sistema electronico

AMALITO Componente bioldgico de

reconocimiento [ADM, anti-

cuerpos, enzimas etc.)

Figura 8.Representacion de un biosensor. (Elaboracion propia, 2017)

Los biosensores basados en transductores electroquimicos convierten la sefal
resultante del proceso de reconocimiento bioldgico en una sefial eléctrica que sera
posteriormente cuantificada por el procesador. La sefal eléctrica resultante esta
relacionada al proceso de reconocimiento y es proporcional a la concentracion del
analito (Jiménez & Leon, 2009).

A la fecha, los biosensores basados en transductores electroquimicos son los mas
populares (Thévenot, 2001) ya que combinan la sensibilidad de las técnicas
electroquimicas con la selectividad de los procesos de reconocimiento biolégico,
dando lugar a dispositivos de bajo costo, robustos y con tiempos de respuesta
cortos. Su clasificacion esta en funcién de la técnica electroquimica que se utilice
como transductor: potenciométricos o0 amperometricos.

Las medidas potenciométricas consisten en la determinacion de la diferencia de
potencial entre un electrodo de trabajo y uno de referencia, mientras que los
amperometricos se basan en el monitoreo de la corriente registrada al oxidarse o

reducirse una especie electroactiva sobre un electrodo.
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Por otra parte, la version mas popular de un biosensor electroquimico es aquel cuyo
elemento de reconocimiento biolégico esta constituido por una enzima. En este
arreglo, el analito a ser detectado puede ser tanto la molécula sobre la cual actia la
enzima (sustrato) o bien su inhibidor catalitico (Jian-Lung Huang, 2009; José
M.Pingarron, Paloma Yéafez Sedefio, 2008; Yuanhong Xu, 2012). El principio de
deteccibn de compuestos con biosensores basados en inhibicion, es la
cuantificacion de la actividad enzimatica en ausencia y en presencia del analito, la
cual puede realizarse utilizando diversos métodos como electroquimicos, épticos o
electro acusticos (Amine A, Mohammadi H, Bourais |, 2006). En esta seccion se
presentan los resultados obtenidos para la determinacién de glifosato a partir de la
construccion de un biosensor electroquimico basado en la inhibicidbn enzimatica de
la peroxidasa de rdbano picante (HRP, por sus siglas en inglés) inmovilizada en
electrodos de grafito epoxi modificados con nanotubos de carbono (GE/MWCNTS).

2.2 RESULTADOS Y DISCUSION

2.2.1 Elaboracion de electrodos GE

La elaboracién de los electrodos GE y su caracterizacion electroquimica antes de
su modificaciébn con los nanotubos de carbono fue realizada siguiendo la
metodologia previamente establecida en el laboratorio (Ramos, 2005), la cual de

describe en el anexo .

2.2.2 Elaboraciéon de una suspension acuosa de nanotubos de carbono

El depésito de los nanotubos de carbono (MWCNTS) sobre los electrodos de GE se
llevé a cabo utilizando la técnica electroforética, de esta manera, fue necesario
dispersar de manera homogénea los nanotubos de carbono en algun tipo de
disolvente neutro en este caso fue agua. Debido a la tendencia intrinseca de los
MWCNTs a formar grumos o conglomerados, como resultado de las grandes
fuerzas electrostaticas y de Vander Walls que actuan sobre ellos (Shin, Premkumar,
& Geckeler, 2008), su dispersién en la disolucion se logré mediante la aplicacion de
un tratamiento que consistié en la modificacion superficial del material carbonaceo
y el empleo del surfactante bromuro de hexadeciltrimetilamonio (CTAB).

En la literatura, se encuentran reportados dos mecanismos para la dispersion de los

nanotubos: El fisico que abarca el uso de métodos mecanicos como ultrasonicacion
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y mezclado de alto cizallamiento (centrifugacion) y el quimico que consiste en alterar
la energia superficial del material y de este modo mejorar su compatibilidad con el
disolvente, reduciendo en gran medida su tendencia a formar conglomerados. Lo
anterior mediante la funcionalizacion superficial de los nanotubos de carbono,
ligando de manera fisica o quimica ciertas moléculas o grupos funcionales en su
superficie o bien mediante la adsorcion de moléculas surfactantes (Rausch, Zhuang,
& Mader, 2010).

Los métodos de dispersibn mecanicos tienen la capacidad de separar los
nanotubos, pero es necesario aplicarlos por largos periodos y con relativa
frecuencia para evitar nuevamente su conglomeracion; lo que conlleva a procesos
de fragmentacion, disminuyendo la homogeneidad del material. Por su parte, el
método de funcionalizacion y el uso de surfactantes resultan en muchos casos
ineficientes, y la estabilidad de las suspensiones obtenidas es baja (In-Yup Jeon,
Dong Wook Chang.Baek, 2011).

En esta tesis, se empled la funcionalizacion superficial y el uso de un surfactante
para la dispersion estable de los nanotubos de carbono en agua:

La funcionalizacion superficial consistié en adicionar grupos carboxilicos (-COOH)
a la estructura de los nanotubos de carbono a partir del empleé del método de
oxidacion (In-Yup Jeon, Dong Wook Chang.Baek, 2011); que consintié en poner en
contacto directo 2 gr de nanotubos de carbono, con una disolucion de &cido
sulfdrico y acido nitrico en relacion 3:1 durante 48 horas. Posterior a esto, los
nanotubos se lavaron y filtraron repetidamente hasta obtener un pH neutro en el
liquido de enjuague. El producto obtenido se dej6é secar durante 4 horas a
temperatura ambiente.

La suspension electroforética se form6 agregando 0.01 gr de los nanotubos de
carbono funcionalizados en 100 mL de agua bidestilada y finalmente se agregé 0.04
gr del surfactante CTAB como medio dispersor, y se sonicé la mezcla durante 15
minutos.

La incorporacion de grupos acidos (-COOH) a la estructura de los nanotubos de
carbono le confirio a su superficie homogénea de carga negativa. Por otra parte, la

adicion del surfactante CTAB fue realizada directamente en la disolucién
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electroforética en su valor de concentracién micelar critica (1.0 mM) (Shin, 2008),
lo que permite la encapsulacion de los grupos metileno del surfactante (parte
hidrofébica) y la interaccion de la parte polar catiénica del CTAB con la superficie
de los nanotubos de carbono y con el disolvente (figura 9), incrementando
considerablemente la estabilidad de la suspension.
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Figura 9. Representacion esquematica de posibles interacciones entre MWCNTs y CTAB en

solucién (Elaboracion propia, 2017)

La unién de estas metodologias no se encuentra reportada en literatura, y da como
resultado la formacion de suspensiones estables, como fue demostrado por
mediciones de turbidimetria, lo cual se aborda en la siguiente seccion.

2.2.3 Estudio de la estabilidad de la suspension acuosa de nanotubos de
carbono

La estabilidad de la suspensién de los nanotubos de carbono fue analizada
utilizando la técnica de turbidimetria (ver anexo V), basada en la medicién de la luz
transmitida a través de la suspensién. Las pruebas fueron realizadas usando el
equipo Turbiscan a 25 °C utilizando tubos de vidrio cilindricos con una altura de
muestra de 53 mm. Los barridos fueron realizados durante 24 horas, usando un
total de 145 escaneos a intervalos de 10 minutos. La figura 10 muestra los perfiles
del cambio en el porcentaje de la luz transmitida (%AT) obtenidos a estas

condiciones:
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Figura 10. Perfil de transmitancia de la suspension de MWCNTSs en presencia de CTAB en funcion
del tiempo (0-24 h) y altura de la muestra (0-53 mm). (Elaboracion propia, 2017)

Dentro del primer milimetro del vial, se observa una variacién en los valores de %
AT respecto al tiempo, la cual puede ser adjudicada al efecto 6ptico del borde del
vial. Por otro lado, en la parte central del grafico, en el rango del 1 al 39 mm, los
perfiles presentan valores nulos de %AT y resultan invariables respecto al tiempo,
indicando que en este rango la solucién es uniforme y la concentracion de las
particulas es lo suficientemente grande para no permitir que la luz sea transmitida
en algun porcentaje (solucién opaca), lo que es caracteristico de la formacién de
suspensiones estables. Finalmente, en la parte superior del vial se observa una
variacion de los perfiles de transmitancia respecto al tiempo, asociado a un
fenomeno de clarificacion por la disminucién en la concentracion de particulas en
esa zona, o bien a la disminucion paulatina del menisco de la muestra. En un
estudio similar por esta técnica de la dispersién de nanotubos de carbono en agua
utilizando CTAB como surfactante, Hu y col. obtuvieron valores de transmitancia de
aproximadamente 15 unidades de %AT utilizando el 0.3 wt% del surfactante y el
0.02 wt% de MWCNTSs (Hu, 1999).

En esta tesis se obtuvieron valores nulos de %AT con una menor cantidad de
nanotubos (0.01 wt%) y de surfactante (0.04 wt%), por lo que resulta evidente la
eficiencia de utilizar la funcionalizacion y uso de surfactantes para la estabilidad de

la dispersion estable de los nanotubos en medio acuosa.
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2.2.4 Deposito electroforético de los nanotubos de carbono sobre electrodos
GE

La suspension acuosa de nanotubos de carbono fue utilizada como el medio liquido
de migracién para el depoésito del material carbonaceo mediante la técnica de
electroforesis. Las condiciones utilizadas fueron las siguientes: como catodo se uso
el electrodo de trabajo GE y como anodo una placa de acero inoxidable 300 de 6
cm x 1.8 cm x1 mm. La distancia entre electrodos fue de 1 cm y se aplicé valor de

potencial 7 V durante 7 minutos de deposicion.

2.2.5 Caracterizacién electroquimica de los electrodos GE/MWCNTs

Los electrodos GE/MWCNTs fueron caracterizados mediante la técnica de
voltamperometria ciclica en amortiguador de amplio espectro a pH 4 y 100 mV.s™.
Los resultados obtenidos se muestran en la figura 11. Para efecto de comparacion
se ha adicionado el perfil voltamperométrico del electrodo GE en el mismo medio

(curva a).
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Figura 11. VCs de los electrodos a) GE, b) GE/MWCNTs tratado con EtOH/HCI, en amortiguador
de amplio espectro pH 4 a 100 mV.s! comenzando el ciclado a potencial de circuito abierto.
(Elaboracion propia, 2017)
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Cuando los nanotubos de carbono estan presentes sobre la superficie de GE (curva
b), se observa un incremento significativo en la corriente obtenida, y la formacion
de los picos Sy So. La presencia de estos picos sobre los nanotubos de carbono y
su reversibilidad quimica sobre los nanotubos de carbono, ha sido reportada
previamente y se ha relacionado con la existencia de grupos oxigenados sobre la
superficie de los nanotubos de carbono. La respuesta redox del par quinona-
hidroguinona, que ha sido reportada anteriormente a este pH y en esta region de
potencial bajo (Ec. 4) (Sliwak, Grzyb, Cwikta, & Gryglewicz, 2013). Estos grupos
son usualmente formados bajo procesos de oxidacion prolongada, lo que ocasiona
un incremento en la cantidad de carbono sp® que posee este tipo de grupos
(Morallon, 2011). Lo anterior concuerda con los procesos de oxidacion a los cuales
han sido sometidos los nanotubos de carbono en esta tesis (seccion 2.3.1).

(>C=0),+2e" +2H* o (>C—0H), (Ec. 4)
De los datos en corriente (i) obtenidos de los voltamperogramas de la figura 11, se
calcularon los valores del area electroactiva o area real (Ae) y area geométrica (Age)
para cada electrodo, los cuales se reportan en la tabla 3, asi como los valores de

area geomeétrica.
Tabla 3. Valores de &rea geométrica (Age) y electroactiva (Ae) de los electrodos GE y
GE/MWCNTSs. (Elaboracion propia, 2017).

ELECTRODO Age / cm? Ac/cm?
GE 0.0078 cm? 0.0094 cm?
GE/MWCNTs 0.0078 cm? 0.1231cm?

Los valores del area electroactiva (Ae) fueron calculados mediante experimentos
independientes, a través de la respuesta electroquimica de la molécula sonda
KsFe(CN)s sobre cada electrodo en 0.1 M KCI a diferentes velocidades de barrido
(20, 30, 40... 130 mV.s?) considerando un sistema cuasi-reversible, cuya corriente
de pico se define por la férmula corregida de Randles-Sevcik para este tipo de
procesos (Wang J. , 2006):

Lyq = (2.99x10%)n(an,)/*ACD/*V*/2 (Ec. 5)
Donde Ipa se refiere a la corriente de pico anddica, n es el numero de electrones

transferidos para el par redox Fe?*'Fe 3* A es el area electroactiva del electrodo, D
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es el coeficiente de difusién, v la velocidad de barrido, y C la concentracion de la
molécula sonda. Para este célculo se emplearon los siguientes valores: 1.0 mM
KsFe(CN)s en 0.1 M KCI, T= 298 K, R= 8.314 J.K'L.mol?, F= 96,480 C.mol, n=1,
D= 7.6x10-6 cm?.s™.

Como se observa en la tabla 3, el area electroactiva de cada uno de los electrodos
€S mayor a su area geomeétrica, debido a que la rugosidad de los electrodos es
intrinseca de los valores de Ae. Cuando los nanotubos de carbono estan presentes
en la superficie del GE, el area electroactiva se incrementa considerablemente (=
10 veces) respecto a la obtenida para el electrodo GE, sugiriendo las propiedades
de un supercapacitor. Lo anterior, como resultado de la gran &rea superficial por
unidad de volumen que presentan las nanoestructuras de MWCNTSs.

2.2.6 Inmovilizacién de la enzima peroxidasa de rdbano (HRP) sobre la
superficie de electrodos GE/MWCNTs

La adsorcion de la enzima peroxidasa de rabano (HRP) sobre la superficie de los
electrodos GE/MWCNTSs se realizO mediante el método fisico bajo el siguiente
procedimiento:

Primeramente, 0.2 mg de la enzima fueron disueltas en amortiguador de amplio
espectro a pH 4, para obtener una concentracion de 5 pM. El valor de la
concentracion fue corroborada midiendo la absorbancia de la HRP a 403 nm por
espectrofotometria de UV-vis, la cual arroj6 valores de 4.8 + 0.3 uM. Posteriormente,
se sumergio el electrodo GE/MWCNTSs en dicha disoluciéon durante 18 horas bajo
agitacion constante a 4°C. Finalmente, el electrodo resultante (GE/MWCNTs-HRP)
fue enjuagado exhaustivamente con amortiguador de amplio espectro a pH 4 y

guardado a 4°C mientras no estuviera en uso.

2.2.7 Caracterizacion electroquimica de los electrodos GE/MWCNTs-HRP

La caracterizacién electroquimica de los electrodos GE/MWCNTs-HRP fue
realizada mediante la técnica de voltamperometria ciclica. Los experimentos fueron
realizados empleando una celda de tres electrodos, como contraelectrodo un
alambre de platino, como electrodo de referencia uno de calomel saturado (SCE) y
el electrodo GE/MWCNTs-HRP como electrodo de trabajo. El electrolito soporte fue

un amortiguador de amplio espectro a pH 4. La figura 12 muestra los
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voltamperogramas del electrodo GE/MWCNTSs antes y después de su modificacion
con la enzima HRP. Cuando la enzima se encuentra fisisorbida sobre la superficie
de los nanotubos de carbono (curva c), se observa la presencia de un par de picos
redox (P y Po) en el rango de potencial de 0.01 a -0.55 V vs SCE y una separacion
de picos de 99 mV. Los picos P y Po no se encuentran presentes en ausencia de la
enzima (curvab), por lo que pueden ser adjudicados a la transferencia de electrones
entre el centro activo Fe'/Fe' de la HRP y la superficie del electrodo, lo que
representa una transferencia electronica directa (TED).
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Figura 12. VCs de los electrodos GE/MWCNTSs antes (b) y después de la adsorcién fisica de la
enzima HRP (c), en amortiguador de amplio espectro a pH 4 a 100 mV.s1. (Elaboracién propia,
2017).

Asi mismo, se observa un perfil voltamperométrico mas angosto (con respecto a la
corriente) que el obtenido en ausencia de la enzima, lo que puede estar relacionado
con una disminucion en la rugosidad del electrodo debido a la adsorcion de las
macromoléculas sobre la superficie de los MWCNTSs. Se observa una disminucion
en la corriente asociada a los picos S y So lo cual indica un bloqueo parcial de los
grupos carboxilos de los nanotubos de carbono debido a la presencia de la enzima
(seccion 2.2.4). El recubrimiento superficial (p) de la HRP electroquimicamente

activa fue de 2.18 x 10'1° mol.cm, estimado mediante el uso de la ecuaciéon p=
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Q/nFAe; donde Q es la carga obtenida por integracion del pico catédico, y Ae el area
electroactiva obtenida antes de la adsorcion de la enzima. Es importante mencionar
que el valor de recubrimiento obtenido en este trabajo es satisfactoriamente
comparable con el reportado a partir de otras metodologias de inmovilizacion (Chen,
2009).

2.2.8 Estabilidad de los electrodos GE/MWCNTs-HRP

La estabilidad de la HRP inmovilizada sobre la superficie de los electrodos
GE/MWCNTSs fue confirmada mediante ciclado por VC (figura 13). Se observa una
disminucién en la intensidad de corriente del pico de reduccidn P, hasta el 50° ciclo,
a partir del cual se mantiene constante incluso después de 200 ciclos. Se calcul6 el
recubrimiento superficial de la enzima después de 150 ciclos, el cual fue de 1.96 x
10 mol.cm, correspondiente a una desorcién del 9 %. La desorcién parcial de la
enzima obtenida al inicio del ciclado, puede ser debida a la remocién de la enzima

gue no se encuentra en contacto directo con la superficie de los MWCNTSs.
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Figura 13. Efecto del ciclado de potencial en el electrodo GE/MWCNTs-HRP en amortiguador de
amplio espectro a pH 4 a 100 mV.s. (Elaboracién propia. 2017)
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2.2.9 Caracterizacién morfoldgica de los electrodos GE/MWCNTs-HRP

La adsorcion de la enzima HRP sobre los electrodos GE/MWCNTSs fue analizada
mediante microscopia de fuerza atomica (AFM) usando un equipo SmartSPMTM-
1000 de AIST-NT Inc. (Novato, CA). Se obtuvieron imégenes del electrodo
GE/MWCNTSs antes y después de su modificacion con la enzima HRP utilizando el
modo “on top” y puntas de nitruro de silicio de 52 mm de ancho, 0.8 - 8.9 Nm™ de
constante de restitucion y 36-98 kHz de frecuencia natural de resonancia en aire.
La velocidad de barrido fue de 1.0 Hz, la ganancia de alimentacion (FB) de 158.6 y
una resoluciéon de 450 x 450 (figura 14).
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Figura 14. Imagenes AFM de a) electrodo GE/MWCNTs y b) GE/MWCNTs-HRP. (Elaboracion
propia, 2017)

En la figura 14a se observa que el depésito de los nanotubos de carbéno recubre
completamente la superficie de los electrodos GE, mostrando la configuracion tipica
de interconexién entre las estructuras nanométricas (madeja). El valor de rugosidad
cuadratica promedio (r.m.s) calculado fue de 0.18 uM. En presencia de la enzima
(figura 14b), desaparecen las caracteristicas distintivas de los nanotubos de
carbono (figura 14a) y se identifica una superficie recubierta con la enzima.
Considerando que la HRP es una molécula elongada con 64 A° en su eje mas largo
(Takahashi, 2000) en la region | de la figura 14b se observa la superficie de los
nanotubos de carbono cubiertos con nudos de enzima colapsada con tamafo de
particula promedio de 0.09 um, mientras que en la region Il, se presenta un
recubrimiento globular mayor de tamafo promedio de 0.78 um, conformados por el

colapso de los glébulos mas pequefios. El valor de r.m.s obtenido fue de 78 nmy
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refleja la disminucion de la rugosidad de los electrodos GE/MWCNTSs debido a que
la enzima se encuentra recubriendo masivamente los defectos estructurales del

electrodo.

2.2.10 Deteccion de glifosato sobre electrodos de GE/MWCNTs-HRP
Segun la curva de distribucion de especies idnicas, a pH 4 se tiene la presencia del
glifosato practicamente como una sola especie, tal como se muestra en la figura 15.

ﬁ ﬁ
C P

OH
Figura 15. Estructura quimica de la especie de glifosato (Elaboracién propia, 2017).

0 CH,——NH,"*——CH, o

Asi mismo, el glifosato puede formar complejos bidentados y tridentados por
interaccion de un ién metalico de transicién (Cu?*, Zn?*, Fe?*, Ca?*, Mg?* y Mn?*)
con cualquiera de sus grupos funcionales constituyentes (grupo carboxilo (COOH"),
amino (C2NH) o acido fosfonico ((C-PO(OH)z2)).

Por su parte, la enzima HRP pertenece a las enzimas oxidativas o peroxidasas, las
cuales contienen al grupo hemo (un ion de hierro contenido en el centro de un anillo
heterociclico organico) en su estructura, siendo el peréxido de hidrogeno (H202) su
principal sustrato. Respecto a la construccion de biosensores enzimaticos del tipo
electroquimico, la peroxidasa de rabano (HRP) ha sido satisfactoriamente
inmovilizada en una gran variedad de materiales electrédicos (Moyo, 2014; Ryu,
2006; Gholami, 2012) y utilizada ampliamente en la deteccion de perdxidos de
hidrogeno bajo la siguiente reaccion global:

HRP(Fe3t) + H,0, » Compuesto I + H,0 (Ec. 6)
Compuesto I + 2e~ + 2H* —» HRP(Fe3*) + H,0, (Ec. 7)
Donde HRP (Fe®*) representa el estado inicial de la HRP inmovilizada sobre el
electrodo y compuesto | es la enzima en su estado de oxidacién +5 (Por*-Fe V= 0),
una especie oxiferril que genera un cation radical proteico. La deteccion del sustrato
(H202) se obtiene amperométricamente a partir de la corriente de reduccion
producida por la reaccién presentada en la ecuacion 7. Asi mismo, se han podido

cuantificar diversos compuestos que exhiben la capacidad de inhibir la reaccion de

47



CAPITULO 2

la enzima (biosensores basados en inhibicién) (Wang X. , 2016; Okawa, 2015). De
esta manera, la cuantificacion del analito se realiza a partir de la diferencia en la
corriente obtenida en ausencia y en presencia del mismo.

Respecto a la determinacion del glifosato a partir de biosensores, se han reportado
dos estudios que se basan en la inmovilizacion de la enzima HRP sobre electrodos
de oro modificados con peliculas poliméricas de PDMA-PSS (2,5-dimetoxianilina
dopado con 4-acido sulfonico de estireno); ambos biosensores funcionaron bajo el
principio de inhibicion y fueron operados amperométricamente a las mismas
condiciones; la diferencia entre estos dos reportes fue Unicamente la técnica
electroquimica de cuantificacion empleada, uno uso voltamperometria (Songa, et
al., 2009), mientras que el otro se baso en la técnica de disco rotatorio (Songa,
Somerset, et al., 2009). El estudio por VC presenté un rango lineal de deteccién de
0.00147 a 0.082 uM con un limite de deteccion (LD) de 0.01 uM, mientras que en el
de disco rotatorio permitié un rango lineal de 0.0118 a 0.461 uM con un LD de 0.0005
uM. Adicionalmente a la complejidad de estos sistemas por el uso de un mediador
(PDMA-PSS ) y a los angostos rangos de cuantificacion obtenidos, en ambos
sistemas se trabajé a pH 6.1, en donde segun la curva de distribucion de especies
i6nicas coexisten al menos dos especies de glifosato deprotonadas, lo que le resta
especificidad al sistema

El principio del funcionamiento del biosensor electroquimico planteado en esta tesis,
es la inhibicién de la oxidacion centro redox de la HRP por peroxido de hidrégeno
inmovilizada sobre electrodos de grafito epoxi modificado con nanotubos de
carbono multicapa (GE-MWCNTSs) en presencia del glifosato presente en estado
acuoso a pH 4. La eleccion de este sistema permitié: a) El incremento en la
sensibilidad y especificidad por la cuantificacién de glifosato como una sola especie,
b) La eliminacién del uso de mediadores que repercute en disefios de biosensores
mas simples y c¢) El uso de materiales mas asequibles para su produccion a escala
como es el empleo de materiales carbonéaceos.

2.2.11 Anélisis de H202 sobre electrodos GE/MWCNTs-HRP

La reactividad de la enzima HRP inmovilizada sobre electrodos GE/MWCNTSs al
H20: fue evaluada por VC (figura 16). Para esto, se adicionaron al sistema descrito
en la seccion 2.2.7, diferentes concentraciones de peréxido de hidrogeno. La celda
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se mantuvo bajo agitacién constante y atmdsfera de nitrégeno durante 5 minutos
antes de realizar el barrido de potencial.

i/ pA

— 0.12mMH,0, -1
— 12mMH,0,
—— 3mMH,0,
—— 6mMH,0, =] §
— 12mMH,0,
— 30mMH,0,
—— 40mMH,0, 08 06 04 02
— 80mMH,0, E/V vs SCE
A —— 120mMH,0,
-90 — 71t . r r r r+r r rr r1r rr 1 1T r T * 1
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Figura 16. Respuesta de los electrodos GE-MWCNTs-HRP en presencia de diferentes
concentraciones de peréxido de hidrégeno (0.12-120 mM) en una disolucion de amortiguador de
amplio espectro a pH 4. Inserto: Respuesta de los electrodos a concentraciones bajas de peréxido

(1.2-12 mM), bajo las mismas condiciones. (Elaboracion propia, 2017).

Como se observa se observa en el inserto de la figura 16, en presencia de peroxido
de hidrogeno el pico So correspondiente a la reduccion de los grupos superficiales
carbonilos sobre los nanotubos de carbono (interconversion tipo quinona-
hidroquinona), comienza a un potencial mas positivo, o que indica que antes de
efectuarse este proceso, ocurre una reaccién quimica acoplada que hace que la
transferencia de electrones en este punto sea termodinamicamente mas favorable.
Lo anterior es congruente con la oxidacion quimica que experimenta la enzima
expuesta al peroxido de hidrogeno a potencial a circuito abierto. El pico H
corresponde a la reaccién heterogénea de la enzima previamente oxidada por el
H202 a potencial a circuito abierto (ecuacion 6). Respecto al pico Po, este es
observable a concentraciones por debajo de los 6 uM de peroxido de hidrégeno, lo
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gue puede estar asociado con que a esas condiciones, la concentracion del sustrato
no es lo suficientemente alta para difundir dentro de los agregados esféricos de HRP
formados sobre la superficie de los nanotubos de carbono; por arriba de los 6 um
de peroxido de hidrégeno el pico R desaparece; lo anterior se debe a que a altas
concentraciones de peréxido se garantiza la catalisis de la HRP(Fe®*) a HRP(Fe>*)
haciendo mas dificil la prevalencia de la enzima en su estado de oxidacion mas
bajo. Finalmente, en el barrido de potencial en direccion positiva, se aprecian los
picos P y S correspondientes a los procesos explicados en los apartados 2.2.5 y
2.2.7

2.2.12 Determinacion del glifosato utilizando electrodos GE/MWCNTs-HRP

La respuesta del biosensor GE/MWCNTSs-HRP hacia la determinacion de glifosato
se realiz6 de la siguiente manera: Se adicionaron las cantidades requeridas de una
disolucion estandar de glifosato al medio amortiguador de amplio espectro a pH 4,
para obtener distintas concentraciones (0.08, 0.8, 8, 80, 800, 8000 uM). Los
electrodos se dejaron incubar por 5 minutos bajo agitacion constante y se mantuvo
una atmosfera de nitrdgeno tanto antes como durante los experimentos.
Posteriormente, sin detener la agitacion se adicionaron 12 mM de H20:2y después
de otros 5 minutos mas se detuvo la agitacién; y se procedi6 a realizar un barrido
de potencial ciclico (VC). La figura 17 muestra los voltamperogramas ciclicos
obtenidos de la adicion de diferentes concentraciones de glifosato al sistema 12 mM
de H202 en amortiguador de amplio espectro pH 4.
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Figura 17. VCs a 100 mV.s! sobre el electrodo GE/MWCNTs-HRP a diferentes concentraciones
de glifosato: a) 0, b) 8000, c) 800, d) 80, e) 8, f) 0.8, g) 0.08 uM, en presencia de 12 mM de H20:

en amortiguador de amplio espectro a pH 4. (Elaboracion propia, 2017).

En el voltamperograma anterior se observa una disminucion de las corrientes de
pico del proceso de reduccion H a medida que aumenta las concentraciones de
glifosato en disolucion; este fendmeno es adjudicado a que el glifosato, que en este
caso desempefia el papel de inhibidor, bloquea el sitio activo de la enzima
reduciendo asi su actividad y por tanto provocando una disminucion en la respuesta
del biosensor. Con los resultados obtenidos se calcul6 el porcentaje de inhibicion

(%), de acuerdo a la siguiente ecuacion:
Io—1I;

1% 2= % 100 (Ec. 8)

Donde lo € li corresponden al valor de corriente antes y después, respectivamente,
de la inhibicion de la enzima inmovilizada. Con los valores de inhibicion calculados,
se construyo la curva de calibracion %l vs [gly] M (Figura 18). La curva de calibracion
presenta un comportamiento que se ajusta a la ecuacién de Hill para cinética
enzimatica, con un coeficiente de correlacion de r> = 0.9992 y un limite de deteccién

(LD) de 0.08 uM calculado a partir de los valores de %l considerando el caso en que
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los datos no se ajustan a una regresion lineal en donde el 20% de inhibicién puede

ser considerado como este valor (Amine, 2015).

Tabla 4
_ %Imax[s]™
%l = Ko o] (Ec. 9)

Donde %lmax €s el porcentaje maximo de inhibicibn que es observada a la
concentracion de saturacién de glifosato. Kos representa la concentracion del
glifosato a la cual el porcentaje de inhibicion es exactamente la mitad de %lmax y n
es el coeficiente de Hill que provee una medicion de la cooperatividad del enlace

del inhibidor a la enzima.
De los datos proporcionados por el ajuste del gréafico de la figura 18, se obtuvieron

los siguientes valores: %lmax= 80, Ko.s = 4 uM, n=0.20.

70 -
- R*=99
0
0]

6
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20

% de inhibicion

10 1

-10 T T T T T T T T T T 1
0.000 0.002 0.004 0.006 0.008 0.010
[gly] M

Figura 18. Curva analitica de glifosato, 1% de inhibicion vs Concentracion. (Elaboracion propia,
2017).

El limite de deteccion obtenido con el electrodo GE/MWCNTs-HRP es similar a los
obtenidos con biosensores usando peroxidasa de rabano como elemento biolégico

de reconocimiento (Tabla 4).

Tabla 4. Resumen de trabajos realizados en la deteccion de glifosato (Elaboracién propia, 2017).
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REFERENCIAS LIMITE DE DETECCION
Songa, A, et al., 2009 0.01 yM
Songa, A., Somerset, V., et al., 2009 0.0005 uM
Este trabajo, 2017 0.08 uM

2.2.13 Determinacion de glifosato en muestras de maiz

Una vez que se analiz6 la respuesta de los electrodos desarrollados hacia la
determinacion de glifosato en muestras sintéticas, se procedid a evaluar el
biosensor en muestras de maiz contaminadas artificialmente con glifosato. La
preparacion de la muestra de maiz se realiz6 de la siguiente manera: Se pesé 1 g
de maiz previamente seco y triturado; posteriormente, la muestra se adicion6 a 20
mL de una mezcla acuosa de cloroformo en una relacion 5:3 durante una noche. El
contenido se centrifugé a 10.000 rpm durante 10 min para eliminar particulas
sélidas. A continuacion, se filtré utilizando una membrana de 0.22 ym y se almaceno
a 4 °C. Los experimentos electroquimicos fueron realizados como se mencion6 en
la seccidn 2.2.7 con la Unica diferencia de que las disoluciones estandar de glifosato

se elaboraron con la disolucién de maiz obtenida después del centrifugado.
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Figura 19. VCs a 100 mV.s! de la adicion de glifosato a) 0, b) 8000, c) 800, d) 80, €) 8, f) 0.8, g)

0.08 uM al sistema 12 mM de H202 en amortiguador de amplio espectro pH 4. (Elaboracion propia,

2017).

A partir de los voltamperogramas de la figura 19 se obtuvieron los valores de

corriente de pico a cada concentracion de glifosato y se compararon con los

obtenidos mediante la curva de calibracion. Estos datos se presentan en la tabla 5.

Tabla 5. Comparacion de los valores de Ixc obtenidos a partir de la curva de calibracion (muestras

[gly] uM

0.08
0.8
8
80
800
8000

sintéticas) y muestras de maiz. (Elaboracion propia, 2017)

loc (CURVA DE
CALIBRACION) / pA
-38.6666

-32.8633
-28.34333
-25.6733
-21.2366
-18.4637

loc (MUESTRAS DE
MAIZ) / pA

-37.5628
-28.4591
-26.4354
-22.6409
-19.8394
-18.7546

Precision / pA

-38.6+0-0
-32.8+0.0
-28.3+0.0
-25.6+0.0
-21.2+0.0
-18.4+0.0

Error absoluto / pA = Error relativo

0.0166
2
1.88
0.3333
0.12
0.2333

Como puede observarse, existe una gran similitud entre los valores de Ipc obtenidos

a partir de la curva de calibracién y los provenientes de las muestras de maiz,

Por lo tanto es posible afirmar que los electrodos poseen suficiente sensibilidad para

la determinacion de glifosato en muestras reales de maiz.

0%
6%
7%
1%
1%
1%
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2.3 CONCLUSIONES

1. Para la modificacion de los electrodos GE con MWCNTSs, la combinacion de la
funcionalizacién superficial con grupos -COOH vy el uso del surfactante CTAB
permite una dispersion estable de los nanotubos de carbono en agua, tal como se
corroboré por los andlisis de turbidimetria.

2. A partir de la caracterizacion electroquimica y morfolégica por AFM, fue posible
determinar la efectividad de la adsorcion fisica de la enzima HRP sobre los
electrodos GE/MWCNTS, y se determind que dicha enzima adopta configuraciones
globulares por la aglomeracion de la proteina.

3. Los electrodos GE/MWCNTs-HRP presentaron excelente estabilidad respecto al
ciclado por voltamperometria; ademas de que fue posible la cuantificacion de
glifosato mediante la inhibicion de la actividad enzimética por la presencia del
herbicida.

4. Mediante la elaboracion de electrodos de GE/MWCNTs-HRP fue posible la
deteccién de glifosato en granos de maiz utilizando un tratamiento de muestra poco
complejo.
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ANEXOS

Anexo |. Elaboracion de electrodos de grafito epoxi (GE)

Se elaboraron los electrodos de GE siguiendo la metodologia establecida en el

laboratorio (Ramos, 2005),la cual se ilustra en el siguiente esquema:

Precurado

grafito
durante 24
hrs a 100°C

de polvo de .

Composito:
Mezcla de polvo
de grafito (53%),
resina (41%) y
endurecedor
(6%)

Alambre de
cobre calibre
10AWG
(0.76mm)
limpio y cortado
aprox. 7cm de
longitud.

Compactar la
mezcla tanto al
alambre como al
tubo
microhematocrit
o]

Tubos de
microhematocrito
de 1mm de
diametro se rellena
con lamezclay se
incorporan al
alambre

Curar el
electrodo toda la
noche a 100°C

Almacenar
a
temperatura
ambiente

Anexo | | Diagrama del proceso de elaboracion de electrodos GE (Elaboracién propia, con

informacién de (Ramos, 2005).
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I.Il Caracterizacion por voltametria ciclica de los electrodos GE

Los electrodos de GE se caracterizaron mediante la técnica de voltametria ciclica
(VC). Los experimentos fueron realizados utilizando como electrolito soporte
soluciones de amortiguador de amplio espectro a pH 4; como contraelectrodo un
electrodo de platino, como electrodo de referencia uno de calomel (Hg/HgCI/KCI
sat), y como electrodo de trabajo el de grafito-epoxi (GE). Considerando los limites
de potencial debido a la evolucién de hidrégeno y oxigeno se seleccioné la ventana
de trabajo de -0.4 a 0.7 V, imponiendo un barrido de potencial de 100 mV.s'desde
el potencial a circuito abierto 0.1 V (Ocp). La siguiente figura muestra la curva

caracteristica de corriente en funcion del potencial de un electrodo GE.

0.6
0.4 o
0.2 o

0.0 +

i/ A

-0.2

0.4

-0.6

. . T . T . . .
-0.4 -0.2 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8
E/V vs SCE

Anexo | Il. Voltamperograma de blanco de GE a potencial de circuito abierto de 0.1 V, direccion

anodica, en amortiguador de amplio espectro pH 4. (Elaboracion propia, 2017)

Como se observa en el grafico anterior, en el intervalo de -0.3 a 0.6 V, la corriente
que circula en la interfase electrodo de trabajo-disolucion, es independiente del
potencial aplicado (carga almacenada) por lo que su comportamiento corresponde
al de un capacitor idealmente polarizable. A partir de la caracterizacion
electroquimica de los electrodos GE, solo se seleccionaron aquellos que
presentaron el mismo perfil voltamperométrico, a fin de garantizar la reproducibilidad

y repetibilidad de los experimentos al momento de su modificacion superficial.
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Anexo Il. Electroforesis

La electroforesis es una técnica que actua bajo la aplicacion de un campo eléctrico
en una suspension permitiendo la migracion de particulas o iones hacia un electrodo
de trabajo de carga contraria, formando un recubrimiento que va desde monocapas
hasta multicapas, es de facil manipulacion por lo que posibilita tener un control de
las variables responsables del depésito, ademas de ser una técnica de bajo costo.

La configuracion del sistema para el depdsito de las moléculas fue el siguiente: la
fuente de poder de corriente directa, conectada a su vez al electrodo de GE quien
actla como catodo y a una lamina delgada de acero previamente pulida actuando
como anodo (Figura I1.1)

Figura Il.l Sistema electroforético
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Anexo Il Voltamperometria Ciclica (VC)

La voltamperometria ciclica (VC) es una técnica electroquimica de amplia aplicacion
para andlisis cinéticos y de mecanismos de reaccion de sistemas redox, proporciona
informacion sobre la reversibilidad o irreversibilidad de una reaccién electroquimica
y permite conocer de manera rapida los potenciales redox de compuestos
electroactivos. La técnica consiste en aplicar un potencial (E) que varia linealmente
con el tiempo al electrodo al electrodo de trabajo (WE) respecto a un electrodo de
referencia (RE). Este barrido comienza desde un potencial inicial (Ei) hasta un
potencial maximo (Emax) Y €s entonces cuando el barrido es invertido hasta llegar a
un potencial minimo (Emin). Esta variacion de potencial se ilustra en la Figura IIL.I.
La velocidad de barrido puede variar desde 10 mV.s?! hasta 1000 mV.s*
dependiendo del ancho de banda del potenciostato, mientras que los limites de
potencial estan determinados por el desprendimiento de hidrogeno y oxigeno en
medio acuoso. Dichos valores dependen del material de electrodo, electrolito, pH
de la disolucion y temperatura, entre otras variables.

Eh

Emn“__

Emin

Anexo lll.] Perturbacién en voltametria ciclica

Esta sefial de excitacion de potencial triangular de potencial barre el potencial del
electrodo de trabajo en direccion de ida y vuelta entre dos valores designados
(ventana de potencial). Este proceso se realiza de manera ciclica y permite la
visualizacion de un gréfico llamado voltamperograma ciclico (i vs E) con las formas

de las ondas catodica (reduccion) y anodica (oxidacion) (Figura I11.11)
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Anexo .1l Voltamperograma ciclico
Los parametros de interés de un voltamperograma ciclico son las magnitudes de la
corriente anodica del pico anddico (Ipa) y pico catodico (lpc) el potencial del pico
anaodico, (Epa) y el potencial del pico catddico, (Epc) y el potencial de media onda
(E1r2).

lIl.II Instrumentacién Electroguimicay celda de trabajo

Todos los experimentos se realizaron en una celda electroquimica convencional de
tres electrodos utilizando como electrolito soporte 30 mL de buffer de amplio
espectro pH 4, como contraelectrodo un electrodo de platino, como electrodo de
referencia uno de calomel (Hg/HgCI/KCI sat) (SCE) y como electrodo de trabajo
GE/Agnps 0 GE/MWCNTs-HRP segun sea el caso, cada estudio se realizé en

atmosfera de N2a 25°C (Figura I11.111)

-
o

Anexo lll.1Il Disefio de la celda electroquimica.
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En todos los ensayos se usaron los siguientes parametros a menos que se
especifigue lo contrario: una ventana de potencial de -0.7 V a 0.7 V con una
velocidad de barrido 100 mV.s* usando como potencial inicial el potencial de reposo
o de circuito abierto del sistema (Ocp). La respuesta electroquimica fue registrada
por un potenciostato-galvanostato marca PAR, modelo 7.8, acoplado a una PC
software Windows 2000.
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Anexo IV Amortiguador de amplio espectro pH 4

El amortiguador se preparé a partir de dos soluciones stock con las siguientes
concentraciones; solucién “A”: Acido bérico 0.2 M, Acido citrico 0.05 M (solucion
acida), solucioén “B”: Fosfato de sodio tribasico 0.1 M (solucion basica). La mezcla
de ambas soluciones cubre un amplio rango de pH que va desde 2.0 a 12.0 la
siguiente tabla muestra el volumen de cada solucion stock y el pH obtenido para
preparar 200 mL de amortiguador.

Anexo V.l Tabla Volumen de solucién (“A”) y solucién (“B”) para preparar amortiguador.

pH  SOLUCION “A” SOLUCION “B”

(mL) (mL)
2.0 195 5
25 184 16
3.0 176 24
35 166 34
4.0 155 45
45 144 56
5.0 134 66
5.5 126 74
6.0 118 82
6.5 109 91
7.0 99 101
7.5 92 198
8.0 85 115
8.5 78 122
9.0 69 131
9.5 60 140
10.0 54 146
10.5 49 151
11.0 44 156
11.5 33 167
12.0 17 183

De esta manera se prepar6 el amortiguador a pH 4 que se utilizé para todos los
ensayos realizados, en todos los casos se evalu6 el pH del amortiguador con un

potenciometro marca OAKLON modelo pH 700.
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Anexo V. Turbidimetria
La turbidimetria determina la cantidad de luz retenida por la materia en la

suspensiéon. Cuando la luz incide en forma de fotones en una suspension, parte de
la energia se dispersa (retodifuision) por las particulas en suspension, otra parte se
absorbe y otra se transmite.

En un turbidimetro instrumento utilizado para realizar la medicién, se liberan un
pulso de fotones que son detectados en modo de transmisién y retrodifusion por sus
respectivos sensores. La interpretacion de la secuencia que muestra la sefal
permite determinar si la emulsion es estable o si ésta sigue un mecanismo de
desestabilizacion. En consecuencia, el equipo mide los parametros de retrodifusion
y energia transmitida en funcion de la longitud de la celda en donde se coloca la

muestra (Figura V.I)

‘ Backscattering (A%)

Sample Height (mm)

U

Anexo V.| Sistema de Turbidimetria
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