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Este trabajo de investigacion se realizé en el laboratorio 1 del Area Académica de Quimica de la
Universidad Auténoma del Estado de Hidalgo y en el Departamento de Ciencias Quimica de la
Facultad de Farmacia de la Universidade do Porto. .

Parte de este trabajo ha sido presentado en:

e XXX Congreso Nacional de Quimica Analitica (2017) con el trabajo: “Evaluaciéon de
variables de control en propiedades fluorescentes de CdTe/CdS”.

e XXXI Congreso Nacional de Quimica Analitica (2018) con el trabajo : “Evaluacion de
nanoparticukas de CdTe/CdS en el andlisis de glifosato mediante el analisis por inyeccion
en flujo”.



Sélo aquellos que se arriesguen a ir demasiado lejos pueden descubrir
que lejos se puede ir.

T.S. Eliot
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Resumen

Resumen

El glifosato es el herbicida de mayor uso en la agricultura a nivel mundial para el control de
maleza. Su bajo costo, baja toxicidad y facil produccidn ha propiciado su uso desmedido, lo que
genera problemas ambientales como contaminacion de suelo debido a su absorcion. Debido a
los efectos adversos propiciados por el glifosato es de gran importancia el desarrollo de técnicas
analiticas que permitan su cuantificacion en muestras complejas, sin embargo las de mayor uso
como cromatografia de gases y de liquidos tienen la desventaja de incluir una etapa de
derivatizacién previa al analisis, esto debido a la ausencia de grupo croméforo en la molécula
del analito y a su alto punto de ebullicién, lo que implica mayores tiempos de andlisis y gasto de
reactivos. Una alternativa a la derivatizacién es la deteccidn indirecta que se basa en el aumento
o abatimiento de la sefal analitica de un compuesto cromdéforo por el analito de interés, para lo
cual se propone el uso de nanoparticulas de materiales semiconductores de CdTe/CdS. Se ha
descrito que este tipo de nanoparticulas fluorescentes puede interactuar con diferentes
moléculas induciendo un cambio en sus propiedades espectroscdpicas.

El presente trabajo estd dividido en tres partes, la primera se enfoca en la sintesis vy
caracterizacién de nanoparticulas de materiales semiconductores de CdTe/CdS vy la evaluacion
espectroscopica en presencia de glifosato. En la segunda parte se integran las nanoparticulas en
sistemas de deteccion en discontinuo y continuo para posteriormente realizar la validacion de
las metodologias de acuerdo a la normativa internacional. Finalmente las técnicas desarrolladas
son aplicadas en la cuantificacidon de glifosato en muestras de suelo.

Las nanoparticulas de CdTe aumentan de tamafo y muestran efectos batocromicos e
hipercromicos en los espectros de absorciéon y emision conforme aumenta el tiempo de
reaccion. La evaluacién espectroscépica de las nanoparticulas en presencia de glifosato muestra
gue solo existen cambios en el espectro de emisidn, por lo que la cuantificacién de glifosato
solo es posible mediante esta espectroscopia. El aumento de la sefial de emisidon observado es
resultado de la formacién de enlaces de coordinacién entre los iones cadmio superficiales y el
grupo fosfonato contenido la molécula de glifosato.

Se desarrollaron metodologias de andlisis en continuo como: andlisis por inyeccién en flujo,
cromatografia de liquidos de alta resolucién y electroforesis capilar de zona, siendo ésta ultima
la técnica mas sensible y con mayor selectividad debido a que es posible la separacién del
aducto CdTe/CdS-glifosato debido al incremento del tamafo de la particula.

Las cuatro metodologias desarrolladas son aplicadas al analisis de muestras de suelo de zonas
de cultivo encontrandose resultados adecuados para este tipo de matrices.
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Antecedentes

1. Antecedentes

1.1 Herbicidas

El incremento de la poblacién mundial ha generado aumento en la demanda alimenticia por lo
gue la productividad en la agricultura se ha visto acelerada. Como consecuencia el uso de
herbicidas se ha vuelto esencial para el control de plagas y enfermedades en un amplio espectro
de cultivos, ademds que, permiten el control de maleza contribuyendo al aumento en el
rendimiento y la calidad de los cultivos [1].

Los herbicidas son la clase mas utilizada de pesticidas y el mecanismo de accidn de se basa en
una reaccion bioguimica en la cual se regula el crecimiento de la hierba o maleza a nivel celular
ya sea inhibiendo el proceso de fotosintesis, imitando reguladores de crecimiento de plantas,
bloqueando sintesis de aminoacidos o inhibiendo la divisién celular, entre otros mecanismos

[2].

Los herbicidas son clasificados por el Comité de Accién de Resistencia a Herbicidas de acuerdo a
su sitio y mecanismos de accidn [3]. Las principales familias de herbicidas son:

e Inhibidores de sintesis de aminoacidos: derivados de aminoacidos, imidazolinas,
sulfinilureas, sulfonaminas, tiopirimidinas vy glicinas.

e Disruptores de la membrana celular: difeniléteres y bipiridilos.

e Reguladores de crecimiento: piridinas, herbicidas fenoxiacéticos, herbicidas benzoicos.

e Inhibidores de respiracién: arsénico organico.

e Inhibidores de fotosintesis: triazinas, ureas, nitrilos, diazinas, compuestos fendlicosy
miscelaneos.

e Inhibidores de biosintesis lipidica: ciclohexanodionas y arifenoxi-propanoatos.

¢ Inhibidores de crecimiento de raiz: dinitroanilinas.

¢ Inhibidores de retofios: amidas sustituidas y carbamatos.

¢ Inhibidores de sintesis de pigmentos: isoxasoles, oxozolodinonas y piridazinonas.

De los herbicidas empleados, se destacan el grupo de las glicinas, mas especificamente el
glifosato debido a que es el de mayor uso a nivel mundial. Actualmente es usado en mas de 130

paises y se estima que son utilizados anualmente 6 x 10° kg y se enlistan mas de 160 especies
de malezas controladas.

1.2 Glifosato

El glifosato (N-fosfonometilglicina, Fig. 1) es un herbicida organofosforado que pertenece al
grupo de las glicinas, esté herbicida presenta caracteristicas anfotéricas ya que posee en su
estructura un grupo amino secundario basico y dos sitios acidos, un grupo carboxilico y un
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grupo fosfonato, cuyas constantes de disociacion (pKa) son 11.0 para el grupo amino, 2.3 para el
acido carboxilico y 0.8 y 5.6 para los protones del grupo fosfonato por lo que la especie
predominante de glifosato dependerd del pH en el que se encuentre el medio, como se muestra
en el diagrama lineal de zonas de predomino (Fig. 2). Sin embargo a valores de pH entre 2.3 y
14.0 predominan las especies anidnicas. La presencia de estos grupos funcionales le confiere a

la molécula un caracter polar (log P = -2.8) por lo que es soluble en agua [4]. Otras
caracteristicas fisicoquimicas se muestran en la Tabla 1 [5].

OH
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Figura 1. Estructura quimica del glifosato
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Figura 2. Diagrama lineal de zonas de predominio de glifosato dependiente de pH

Tabla 1. Resumen de propiedades fisicas y quimicas de glifosato

Nombre IUPAC N-(fosfonometil)-glicina
Formula molecular C3HgNOgP
Peso molecular (g mol'l) 169.09
Descripcidn fisica Polvo blanco cristalino
Punto de fusion (°C) 200-230
Punto de ebullicidn Descompone a 230 °C
Solubilidad en agua (mg L'l) 10,000 - 15,700 a 25 °C

El glifosato impide el crecimiento de maleza al actuar sobre la enzima 5-enolpiruvil shikimato-3-
fosfato sintasa (EPSPS), esta enzima facilita el enlace del shikimato-3-fosfato con el
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fosfosfoenolpiruvato para formar el acido 5-O-(1-carboxivinil)-3-fosfoshikimico (EPSP) (Fig. 3).
Este es un mecanismo de reaccion que se lleva a cabo en el cloroplasto de la célula 'y es un paso
previo para la sintesis de los aminodcidos aromaticos triptéfano, fenilalanina y tirosina. El
glifosato es un inhibidor del mecanismo al formar un enlace con la enzima, generando una
competencia con el fosfoenolpiruvato impidiendo la reaccion y sintesis de EPSP. La inhibicion
del EPSP y en consecuencia la de los aminoacidos aromaticos impide el crecimiento de la maleza
al ser estos precursores de proteinas, vitaminas, hormonas y otros metabolitos necesarios para
el desarrollo de la planta [6].

HO. D’OH CH, O OH

ATP ADP « O\ > OH "Pogu’ )\(
0 o LC ©
"On, OH : : Hou. OH \ j O, OH
N x HO
O, ~OH

e 105 EPSPS
Shikimato
H quinasa o) OH

) YpL OH
Acido shikimico IINoH  HO. l‘D/\N/\H/OH I OH
(6] (0]
I H
o & Acido 5-0-(1-carboxivinil)-

Shikimato-3-fosfato Inhibidor: glifosato 3-Fosfoshikimico

Figura 3. Mecanismo de inhibicion de glifosato.

Comparado con otros pesticidas, el glifosato posee caracteristicas de absorcidon Unicas en
suelos. De manera general, la materia organica presente en el suelo esta asociada a la retencion
de herbicidas, la cual tiene lugar debido a la interaccidn con las cadenas alifaticas y/o anillos
aromaticos presentes en la estructura de éste tipo de compuestos. Sin embargo, el glifosato al
ser una molécula pequeia con tres grupos funcionales de cardcter polar (acido carboxilico,
fosfonato y amino), se retiene fuertemente al interactuar con el Al(lll) y el Fe(lll) contenido de
manera comun en los minerales del suelo [7].

Su uso extensivo se debe a las caracteristicas que posee como bajo costo, baja toxicidad en
comparacion a otros herbicidas, facil produccién y su alta eficiencia en el control de un amplio
espectro de hierbas. Desafortunadamente estas caracteristicas a su vez han propiciado un uso
desmedido que genera problemas ambientales como contaminacién en suelos y aguas debido a
su alta absorcién y alta solubilidad en agua [8]. De lo anterior se derivan afectaciones a la salud
humana y al medio ambiente, como se menciond previamente. Aunque el glifosato presenta
una menor toxicidad en comparacidn con otros herbicidas, diversos estudios sugieren que es un
potencial disruptor enddécrino por lo que la Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados
Unidos (EPA, por sus siglas en inglés) ha determinado un maximo permitido en agua potable de
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0.7 mg Lt [9]. La elevada retencién del herbicida en suelos ha traido como consecuencia un
aumento de la salinidad del suelo y la presencia de resistencia al herbicida, lo que repercute de
manera negativa en las actividades agricolas; es por ello que el control del contenido de
glifosato en suelos es de gran importancia [10].

1.3 Nanoparticulas de materiales semiconductores

Las nanoparticulas de materiales semiconductores son cumulos cristalinos monodispersos con
dimensiones fisicas mas pequefias a las del radio de exciton de Bohr. Con un tamafio tipico
entre 1y 10 nm presentan propiedades dpticas diferentes a la de los materiales de partida [11].

En afos recientes el uso de nanocristales coloidades de materiales semiconductores ha
incrementado debido a las propiedades fotoluminiscentes que presentan. Por lo anterior, estos
nanomateriales se han incorporado gradualmente en sistemas analiticos, mayoritariamente
como sensores quimicos en mediciones basadas en fluorescencia, la cual se presenta al incidir
un haz de luz con longitud de onda tal que excite los electrones de la capa de valencia y pasen a
la de conduccion. Las propiedades espectroscdpicas como longitud de onda de absorcion y
emisién dependen del tamafio de la particula por lo que el control de la reaccidén de sintesis es
importante [12].

Se han sintetizado una gran variedad de nanoparticulas de materiales semiconductores, en los
gue destacan los compuestos binarios de CdSe, CdTe, ZnSe, CdS asi como InP. Al recubrir el
nucleo sintetizado con capas o una “coraza” de CdS o ZnS se le confiere a la nanoparticula una
mayor fotoluminiscencia, resultado de un mayor confinamiento de los electrones al nucleo. A
estas estructuras se les conoce como nucleo/coraza. A las nanoparticulas sintetizadas
generalmente se les adiciona un agente ligante con la finalidad de estabilizar la dispersion en
medio acuoso. Entre los ligantes mas utilizados se encuentran el acido tioglicdlico, acido
mercaptopropionico, la glutationa, la cisteina, entre otros. Ademas, la funcionalizacién de los
ligantes con grupos amino o carboxilicos le confieren especificidad a analitos de interés [13].

1.3.1 Metodologias de sintesis de nanoparticulas de materiales semiconductores

La sintesis de nanoparticulas requiere de al menos tres componentes, el primero es un catién de

. . + + - - -
un material semiconductor como Cd2 o In3 , €l segundo es un calcogenuro como el Se2 , S2 , Te2
y finalmente un agente estabilizador generalmente un compuesto con un grupo tiol en su
estructura [14].

El protocolo de sintesis hidrotérmica para la obtencién de nanoparticulas estabilizadas por
grupos tiol consiste en tres etapas, inicialmente se obtiene un complejo entre el cation
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(disolviendo una sal de catidn) y el estabilizante en el cual se ajusta el pH. Posteriormente se

realiza la incorporacion de la fuente de calcogenuro en ausencia de oxigeno siendo Tez', Sez', 5%
los convencionales, estos uUltimos obtenidos previamente a través de una reaccidn de reduccion.
Finalmente, la nucleacién y crecimiento de las nanoparticulas se regula mediante el
calentamiento usualmente en reflujo. Para la sintesis de nanoparticulas de tipo nucleo/coraza,
es necesaria una previa adicién de un exceso del catidon y de un segundo calcogenuro tras el
proceso de nucleacion [14].

Recientemente el uso de microondas (MW) para la sintesis de nanoparticulas estables ha
incrementado; este mecanismo permite aumentar significativamente el nuamero de
nanoparticulas sin comprometer la homogeneidad de tamafo. A su vez se disminuyen cambios
de gradiente de temperatura presentes en la reaccién hidrotérmica. Se ha descrito la sintesis de
nanoparticulas de InGaP, InP, CdS, CdSe, CdTe en la que son empleados precursores que
absorben la irradiacion de microondas, esto permite una nucleacidn instantdnea y el
crecimiento de particula a mayor rapidez comparado con la reaccidon hidrotérmico. Como
resultado se obtienen nanoparticulas estables, con superficies mas pasivadas y mayores
rendimientos cudnticos: Sin embargo, debido a las caracteristicas antes mencionadas su
reactividad con otras especies quimicas es limitada, por ello generalmente se emplean las
sintetizadas por reaccién hidrotérmica [15].

1.3.2 Uso de nanoparticulas de materiales semiconductores como sensores quimicos

Como se ha mencionado, las nanoparticulas de materiales semiconductores han sido
ampliamente utilizados como sensores luminiscentes para la deteccién de analitos organicos e
inorganicos. Previo a su aplicacidon en un sistema analitico se deben estudiar el tiempo de
reaccion, el tamafio de particula y los ligantes empleados en la sintesis, debido a que esto
determina sus propiedades espectroscdpicas y en consecuencia la longitud de onda de emisién
y su intensidad. Desde el punto de vista de la quimica analitica, es posible detectar y dar
seguimiento al analito por los cambios en la sefial de emisidon ya sea por el abatimiento o
incremento de la sefial. El fendmeno que el analito induce a la nanoparticula es dependiente del
tipo de interaccién, y dicho cambio en la fluorescencia de la nanoparticula es dependiente de la
concentracion del analito [15].

e Abatimiento de sefal

La cadena de tiol en la particula desempefia el rol de estabilizador debido a la ionizacién de los
grupos terminales; estos le confieren propiedades quimicas dado que le pueden proporcionar
funcionalidad. La complejacién entre el analito y los grupos ligantes inducen de igual manera el

abatimiento de la sefial por desplazamiento de ligante, analitos como el crt y el As>* forman
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complejos con la glutationa (ligante) lo que ocasiona el incremento de tamafio de la
nanoparticula y en consecuencia una desestabilizacidon y precipitacion de los QDs. De igual
manera la carga superficial puede ser afectada por la adsorcidén de iones y moléculas organicas
al modificar las propiedades de los ligantes. Por ejemplo, al disminuir el pH del medio se
provoca la protonacion del grupo tiol causando la agregacién de la particula evitando las
transiciones electrénicas que permiten la fluorescencia [16]. Bajo este mecanismo, analitos
como la tiopronina [17] o el acido valproico [18] han sido analizados en formulaciones

farmacéuticas obteniéndose limites de 0.15 ug mL? y 0.24 mg Lt respectivamente (Fig. 4).

900 1
800 A
700
600
500 +
400

300 -

200 A

Intensidad de emisidn (u. a.)

100 4

450 500 350 600 650

Longitud de onda (nm)

Figura 4. Abatimiento de la seial de fluorescencia de nanoparticulas de CdTe por acido valproico a diferentes
concentraciones (a-j) 0.0, 0.5, 0.75, 1.125,1.5, 2.25, 3.0, 3.75, 5.5y 7.5 mg mL?

e Aumento de la sefial analitica

Las nanoparticulas de CdTe estabilizadas por grupos tiol tienen un gran area superficial por lo

agr . . + - . . .
que es dificil que todos los iones cd? y Te? se complejen con el ligante; estos iones que no
estdn ligados no tienen transiciones electrdnicas. Existen analitos que pueden complejarse con

+ - . . .
el Cd** o el Te? superficial lo que genera que los electrones pueden pasar al estado excitado, y
debido a que existe un mayor nimero de electrones excitados, aumenta la sefial de emisidn

[16]. Algunos promotores del aumento de seial son clorhexidina, cu?* [19]y Ag+ [20] (Fig.5).
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Figura 5. Aumento y abatimiento de la sefial de emisién de CdTe a diferentes concentraciones de Ag”.

De lo anterior se puede resumir que el fendmeno observado espectrofluorimétricamente es
dependiente tanto de las nanoparticulas empleadas como de las caracteristicas quimicas del
analito.

Los nanocristales de CdTe/CdS son adecuados para el desarrollo de sistemas de deteccidn
basados en fotoluminiscencia debido a sus caracteristicas espectroscopicas como: altas
intensidades de emision (lo que le confiere a las técnicas una mayor sensibilidad), estabilidad
qguimica, y la capacidad de modular la longitud de emisién, absorcién y tamafio durante su
sintesis [16].

Las nanoparticulas de CdTe/CdS estabilizados con ligantes que contienen al grupo tiol han sido
de gran interés y aplicacion debido a la simplicidad de su sintesis, propiedades opticas
reproducibles, estabilidad en fase acuosa asi como un amplio intervalo de emisién (500 - 750
nm) [15].

1.4 Métodos de determinacion de glifosato

Debido a los problemas ambientales generados por el glifosato es de importancia el desarrollo
de metodologias analiticas que permitan su determinacién y cuantificacién en diversas matrices
analiticas. Las principales metodologias utilizadas son las espectroscdpicas, la cromatografia de
gases (GC) y la cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC).
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1.4.1 Métodos espectroscopicos

Las metodologias espectroscépicas se basan en la interacciéon del analito de interés con la
radiacidon electromagnética. En espectroscopia UV-Vis, el haz de luz atraviesa una solucidn que
contiene el analito, y la interaccién entre la luz con la molécula de interés produce una
excitacion de los electrones de valencia propiciando transiciones electrénicas. De la radiacion
incidida solo una parte puede llegar hacia el detector y se le conoce como energia transmitida o
transmitancia. De manera convencional, la transmitancia o absorbancia (energia absorbida por
la solucion) se relaciona con la concentracion mediante la ley de Lambert-Beer [21].

El glifosato es una molécula que carece de grupos croméforos por lo que no absorbe en el
espectro UV-Vis; la deteccién suele realizarse mediante la formacion de derivados cromdéforos
gue permitan su deteccidn en esta region del espectro [9].

Debido a que el glifosato es un derivado de la glicina, las reacciones de derivatizacidon que se
emplean de manera convencional son equivalentes a las empleadas para determinar
aminoacidos. Glass y colaboradores (1981) proponen realizar la deteccién indirecta que
involucra dos etapas: a) la oxidacion del glifosato a ortofosfato con perdxido de hidrégeno y b)
la formacién del complejo azul de fosfomolibdato mediante la reaccion del ortofosfato
resultante con molibdeno (V) y molibdeno (VI), el cual es detectado a 830 nm [22]. Esta
metodologia se aplicd a muestras de agua obteniéndose porcentajes de recuperacién del 100 %.
La metodologia es poco aplicada debido a que el fosfato presente en las muestras reacciona de
manera paralela interfiriendo con el analisis.

La nihidrina ha sido empleada igualmente como agente cromogénico: la reaccidén entre el grupo
amino del glifosato la ninhidrina en presencia de molibdato de sodio como catalizador permite
la reaccidn del grupo amino secundario presente en la molécula del analito y tras la eliminacién
de agua se generan compuestos de Ruhemann, los cuales presentan coloracidon purpura y

absorben a 570 nm (Fig. 6). El limite de deteccién alcanzado es de 0.04 ug mL_l, y se ha
empleado en el andlisis de muestras comerciales del herbicida y de agua de escorrentia [23].

Raybel Mufioz Ramirez 9



Antecedentes

MOO4 OH
OH HO__ |
+ /\ /\"/ » N coon
OH o
o] o © F’//
~
Ho” OH
Nihidrina Glifosato
l -H20
0 o)
_—COOH /—COOH /—COOH
N o} =
WV N — A
/ ~OH
OH 0

Colorante purpura lll

'O

Colorante purpura Il Colorante pérpura |

Figura 6. Formacién de compuestos de Ruhemann

Jan (2009) desarrolld un método basado en la reaccion del disulfuro de carbono con el grupo
amino presente en el glifosato para generar un acido ditiocarbdmico en una primera etapa.
Posteriormente el grupo ditiocarbamato del producto es usado como grupo quelante del ién
cu?* obteniendo asi un complejo de coordinacién amarillo el cual se absorbe a 435 nm (Fig.7)

[24]. Este método ha sido aplicado para la determinacién de glifosato en muestras de agua,
suelos y granos de trigo alcanzandose un limite de deteccién de 1.1 ug mL L
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Figura 7. Formacion de complejo de coordinacién entre el glifosato, CS; y cu?®*

Debido a que las metodologias no son selectivas dado que se basan en la reaccién del grupo
amino, es posible que en matrices complejas como alimentos, agua o suelo que contengan
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interferentes como proteinas o aminodcidos, afecten la exactitud de las metodologias. Es por
ello que se han empleado técnicas cromatograficas para mejorar el desempeiio analitico [25].

1.4.2 Métodos de separacidon cromatograficos

Generalmente, el analisis de glifosato requiere de una derivatizacion previa de la muestra
cuando se utiliza una técnica cromatografica. Cuando se emplea GC, se busca obtener un
derivado volatil del analito tras la derivatizacién, mientras que en HPLC se tienen dos objetivos,
el disminuir la polaridad de la molécula y afadir un grupo croméforo que permita su deteccion
[25].

La cromatografia de gases es una técnica de separacion que se basa en el uso de una fase movil
(gas acarreador) y una fase estacionaria (columna cromatografica), en la que una muestra

generalmente liquida se vaporiza en el inyector y es acarreada por un gas (He o N2) a través de
la columna. Debido a las diferentes interacciones presentes entre analitos y la fase estacionaria
contenidas en las columna, es posible modificar la velocidad de migracién de los analitos
permitiendo la elucion a diferentes tiempos [21].

Debido a que la separacion se da debido a las interacciones entre la fase estacionaria y el
analito, la seleccion de la columna empleada es de gran importancia para garantizar la
separacion (generalmente se usa una fase estacionaria de polaridad similara la de los analitos)

[26]. De acuerdo a la polaridad, las columnas se pueden clasificar en:

e Fases estacionarias no polares: polidimetilsiloxano.
e Fases estacionarias de polaridad intermedia: fenil metil polisiloxano.
e Fases estacionarias polares: polietilenglicol.

Las caracteristicas fisicoquimicas del glifosato no permiten sea analizado directamente en GC,
por lo que es necesaria una derivatizacion previa. Diversos agentes derivatizantes han sido
propuestos para el analisis de analito de interés; entre los mas comunes se encuentra el
anhidrido trifluoroacético en combinacion con el trifluoroetanol (Fig. 8). En este procedimiento
el acido carboxilico y el fosfonato reaccionan con el trifluoroetanol para formar los esteres
correspondientes, mientras que un derivado trifluoroacetil se forma por la reaccién entre grupo
amino y el anhidrido trifluoroacético [27]. Debido a la disminucién de la polaridad del derivado,
la separacion se lleva a cabo en una columna capilar HP-5 (fenil metil polisiloxano) empleando
como detector un espectrémetro de masas. La metodologia descrita fue empleada en la
determinacién de glifosato en muestras de agua subterranea y de suelos obteniéndose limites

de deteccién de 0.050 pg mLt y 0.003 pg mL'l, respectivamente.
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Figura 8. Reaccion de derivatizacidn de glifosato con anhidrido trifluoroacético y trifluoroetanol

Otra combinacion de reactivos de derivatizacién es el isopropilcloroformiato y diazometano. El
primer reactivo reacciona con la amina secundaria dando lugar a la formacién de una amida
mientras que el segundo reactivo reacciona con los grupos —OH del fosfonato y el acido
carboxilico formando éteres o esteres metilicos, respectivamente (Fig. 9) [28], La metodologia

fue aplicada a muestras de suelo, encontrandose limites de cuantificacion de 12 ng g -, los

porcentajes de recuperacion en muestras de suelo obtenidos fueron en el intervalo de 91-106 %
y las desviaciones estandar relativas fueron de 0.3-7-7%.

H N

(0]

O
(0]
(0]
HO\F|,/\N OH 1) (cH3),cHOCOC \P/\N/\”/
YT e Y

Figura 9. Reaccidn de derivatizacion de glifosato con isopropilcloroformiato y diazometano

En la Tabla 2 se muestran mas agentes derivatizantes utilizados para la determinacion de
glifosato mediante GC. Aunque estas metodologias para GC tienen limites de deteccion del

orden de ng L'l, los detectores utilizados como el de nitrégeno-fésforo o el espectrémetro de
masas/masas son de alto costo y los procedimientos son largos y tediosos.
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Tabla 2. Agentes de derivatizantes de glifosato para GC

Agente Columnay Limite de Matrices .
L. .. . Referencia
derivatizante detector deteccidn analizadas
Trimetil
ortoacetato o
Difenil
(TMOA) o
polisiloxano 1 Arroz
0.02 mg Kg [29]
Fotométrico de Soya
/o\’<o\ llama
O\
N-metil-N-
(trimetilsilil)
trifluoroacetamida Polisilfenileno
(MSTFA) siloxano Herbicidas
14 ng _ [30]
Espectrometro de comerciales
Q | masas
2
F. N/SI\

i |

HPLC es otra técnica cromatografica que permite la separacién de moléculas en una mezcla. En
esta modalidad, la fase mévil que acarrea a los analitos a través de una columna es un liquido o
mezcla de liquidos. La fase estacionaria tipica comprende una columna empacada con particulas
de tamanos de 3 A 10 um. La muestra se inyecta en la fase movil para ser transportada a través
de la columna, donde las moléculas de interés interactian con la fase estacionaria contenida en
la columna y posteriormente se eluyen a diferentes tiempos debido a la interaccién con la fase.
Los sistemas de deteccién convencionales en HPLC son el UV-Vis, indice de refraccion,
fluorescencia y espectrometria de masas [21].

Existe una gran variedad de modalidades de esta técnica, por lo que se han clasificado debido a
la naturaleza de las fases mdviles y estacionarias utilizadas, asi como en el tipo de interacciones
gue existen en la separacion. A continuacién en la Tabla 3 se mencionan las técnicas de mayor
uso [31].
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Tabla 3. Modalidades de HPLC mds empleadas

Modalidad Fase movil Fase estacionaria I Caracteristicas

. Los analitos menos polares
No polar (ej. Hexano o

Fase normal CHoCl Polar eluyen primero y los de
2Cl2) mavyor polaridad al final
Polar, las mezclas
contienen un solvente . Las interacciones
. L. o No polar (ej. . .
Fase inversa organico (acetonitrilo, o involucradas se consideran
. octadecilsilano) . L
etanol, isopropanol) y hidrofébicas
agua
Retencién basada en la
. atraccion entre los iones de
, ) Resina de .
Cromatografia Soluciones . . los analitos y las cargas
. . intercambio
idnica amortiguadoras i5nico opuestas de la fase
estacionaria por
interacciones coulémbicas.
Cromatografia Columna llena
. ., . de La separacion se lleva por
de filtracion en Solucién acuosa o ,
gel un gel poroso tamafio de particula.

Generalmente la seleccién de la modalidad empleada se basa en el analito de interés, sin
embargo en ocasiones la naturaleza de los analitos no permite su deteccidon por lo que se
requiere de un proceso de derivatizaciéon. En HPLC la derivatizacién permite modificar la
polaridad de la molécula mediante una reaccidn quimica para mejorar la separacién, asimismo
permite obtener un compuesto cromdforo o fluoréforo para su deteccion UV-Vis o
fluorescencia, respectivamente [25]. Como se menciond previamente, las caracteristicas del
glifosato como su alta polaridad y la ausencia de grupos croméforos no permiten emplear estos
detectores en HPLC por lo que es necesaria una derivatizacion previa.

Uno de los agentes de derivatizacidon propuestos es el 4-cloro-3-5-dinitrobenzotrifloruro: este
agente permite la sustitucién del cloro presente en la molécula por el grupo amino del glifosato
formando un 2, 6-dinitro-4-trifluprometil-benzamina (Fig. 10).
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Figura 10. Reaccién de derivatizacion del glifosato con 4-cloro-3-5-dinitrobenzotrifloruro.

El compuesto sintetizado es separado en una columna que contiene como fase estacionaria
octadecilsiloxano (C18), como fase mdvil fue utilizado acentonitrilo y solucién de fostatos 50
mM a pH=2.5 y la deteccion se realiza a 360 nm. Bajo estas condiciones de andlisis es posible
alcanzar limites de deteccién de 0.009 mg Lt y la metodologia ha sido aplicada para muestras
de agua ambiental [32].

La detecciéon por fluorescencia permite el desarrollo de técnicas con mayor sensibilidad y
mejores limites de deteccidn, por lo que agentes como el 9-fluoronilmetil clorofomato (FMOC-
Cl) han sido empleados para conferirle fluorescencia a la molécula de glifosato. La reaccion se
basa en la sustitucion del cloro de la molécula de FMOC-CI por el grupo amino presente en el
glifosato generando un compuesto fluoréforo (Fig.11).

HO,

/ \
HO. 1/\ OH+CI/\ >~< + HCl % ' )

Nl I \/\Q Ho_p Y\/\Q

Figura 11. Reaccidn de derivatizacién del glifosato con FMOC-CI

Las separacién se lleva a cabo en gradiente en una columna amino, como primera fase
estacionaria es utilizada una mezcla de acetonitrilo/fosfato de sodio 50 mM (55:45) a pH 10 y
como segunda fase acetonitrilo/agua (60:40) y las longitudes de onda de excitacién y emision
seleccionada para la deteccién de este analito son 266 y 315, respectivamente. Bajo estas

condiciones se obtienen limites de deteccién de 0.03 mg kg_1 y la metodologia ha sido aplicada

para muestras de trigo y arroz. Sin embargo, debido a que este agente es muy reactivo es
necesario el pretratamiento de la muestra mediante extraccién en fase sdélida empleando
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cartuchos C18 para la remocién de interferentes [33]. Algunos otros agentes derivatizantes de
glifosato para en el andlisis por HPLC en modalidad precolumna se muestran en la Tabla 4.

Tabla 4. Agentes derivatizantes de glifosato para HPLC-UV

Fase movil/ Fase Muestras Limites de

. . . ., Referencia
estacionaria analizadas  deteccion

Agente derivatizante

Cloruro de p-

toluenosulfonilo (TsCl) . L.
Acido fosférico

Estandares
N e 0.2 M/ ACN 1
\~ , de 40 ug mL [34]
\ (45:55) glifosato
° Octadecilsiloxano
1,2-naftoquinona-4-
sulfonato
o
Acido acético 0.064 mg

Q‘ 1%/ ACN (40:60)  Suelos kg ! [35]

Octadecilsiloxano

SO3Na

La cromatografia de liquidos de alta resolucion permite la derivatizacién post-columna. En esta
modalidad la derivatizacién se lleva a cabo después de la separacién del analito y previo a su
llegada al detector. El andlisis de glifosato en sistemas post-columna requiere el uso de
columnas de intercambio anidnico para la separacién, la derivatizacién con o-ftaldehido-

mercaptoetanol e hipoclorito de calcio alcanza un limite de deteccion de 2 pg LY en muestras de

agua ambiental empleando un detector de fluorescencia. Las reacciones que tienen lugar se
presentan en la Figura 12 [36].
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Figura 12. Reaccion de derivatizacién de glifosato con OPA

Otra estrategia de andlisis es la deteccidn indirecta, donde un compuesto que absorbe (o emite)
energia y fluye de forma constante a través del detector. Cuando el analito eluye de la columna
se mezcla con el compuesto croméforo (o fluoréforo) produciedo un abatimiento de la sefial
analitica cuya magnitud es proporcional a la concentracion del compuesto de interés. Este
concepto se ha aplicado empleando un complejo fluorescente (Al (Ill) - Morin) que interactua
con el glifosato eluido de un sistema de cromatografia idnica. El limite de deteccidn alcanzado
es de 14 ng y no fue aplicado a muestras reales [37].

Aunque con las técnicas cromatograficas se obtienen buenos limites de deteccidon estas
presentan algunas desventajas como alto consumo de reactivos, requieren derivatizaciones
previas y largos tiempos de analisis, por lo que es necesario implementar técnicas mas rapidas
lo cual se puede conseguir incorporando las nanoparticulas de CdTe/CdS a los sistemas de
analisis.

1.5 Integracion de nanoparticulas de materiales semiconductores en sistemas de deteccidn.

En andlisis instrumental, el disefio de una metodologia analitica requiere de una planificacién de
la modalidad de deteccion. De forma general existen detecciones en discontinuo y continuo; en
el primer caso, la muestra tratada (diluciéon, mezcla con reactivos, calentamiento, etc) se coloca
de forma estatica para realizar la medicidon puntual dependiendo de la técnica de deteccidn.
Respecto a el analisis en continuo, la muestra se trasporta al detector mediante la incorporacién
a un fluido; en algunos casos durante el transporte se lleva a cabo una reaccidn para conferir al
analito de interés propiedades adecuadas para su medicidn [38].

Los sistemas en continuo se subclasifican en técnicas cromatograficas y no cromatograficas: las
cromatograficas son aquellas que utilizan una columna que contiene una fase estacionaria que
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permite la separacion de analitos, dentro de esta clasificacién se encuentra la cromatografia de
liquidos y la cromatografia de gases. Las técnicas no cromatograficas tienen un funcionamiento
esquematico analogo a las separaciones cromatograficas aunque el fundamento del proceso
separativo es diferente, incluyen a los métodos de analisis en flujo en todas sus modalidades y
la electroforesis capilar [39].

Las nanoparticulas de materiales semiconductores han sido empleadas en el disefio
metodologias en discontinuo y en continuo. A continuacién se hace un breve resumen de
diversas aplicaciones.

Las nanoparticulas de CdTe estabilizadas por grupos tiol, han sido empleadas para la
determinacién de diversos analitos en sistemas en discontinuo, principalmente basadas en el
abatimiento de la sefial de fluorescencia. Generalmente se construyen sistemas que contienen
un volumen fijo de nanoparticulas mezcladas con diferentes concentraciones de analito y en
algunas ocasiones se adiciona solucidn amortiguadora. La disminucién de la sefial analitica se
relaciona con la concentracion de la molécula de interés, por lo que con los valores de
intensidad de emisidn es posible cuantificarlo [16]. En la Tabla 5 se muestran algunos analitos
gue han sido determinados en sistemas en discontinuo empleando nanoparticulas de CdTe.

Tabla 5. Analitos determinados en sistemas en discontinuo empleando nanoparticulas de
materiales semiconductores

Longitud de onda de ;.
. ey .y Limite de .
Analito | excitacion y emisién de ¥ Muestra Referencia
deteccion
CdTe (nm)

Pb2+ 325 /590 218 nmol L' Espinacas [40]
Hojas de citricos

Ag" 400 / 640 8.3 nmol Lt Agua potable [41]

Cuz 400/ 593 0.67 pg L? Biodiesel [42]

Hg2 400 / 540 3.33 nmol L' Muestras [43]
fisioldgicas

Vitamina 325/ 550 0.15mg L™ Muestras [44]
B6 bioldgicas

Paration 380/ 668 18 ug Lt Agua de riego [45]

El uso de nanoparticulas de tipo nucleo/coraza en sistemas en discontinuo es menos comun, sin
embargo las caracteristicas que presentan como alta estabilidad, altos rendimientos cuanticos y
mayores intensidades de emisidn permiten desarrollar técnicas mas sensibles y por ende con
mejores limites de deteccion. Se ha descrito el uso de nanoparticulas de CdS/ZnS para la
determinacién de vitamina B6 en muestras farmacéuticas encontrandose un limite de deteccion
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de 0.015 mg L1t [46]. Al ser empleadas nanoparticulas de tipo nucleo/coraza se obtuvieron
limites de detecciéon 10 veces menores para la vitamina B6 en comparacién al uso de las
nanoparticulas de tipo nucleo por lo que su uso es promisorio.

En cuanto al analito de interés, en la bibliografia solo se ha descrito el uso de glifosato para
funcionalizar la superficie de nanoparticulas de CdTe/CdS para la determinacion de cu?t [47].

La integracion de las nanoparticulas a sistemas en continuo, ha incrementado en afios recientes
debido a que es posible desarrollar metodologias de andlisis sensibles, esto como resultado de
las propiedades fotolumiscentes de las nanoparticulas, y a su estabilidad quimica en medio
acuoso, lo que permite su incorporacion como reactivo en alguna de las etapas del analisis [15].

Las caracteristicas fisicoquimicas de las nanoparticulas no permiten su integracién en GC por lo
gue la uUnica técnica cromatografia a la que puede ser incorporadas es a HPLC. Para la
cromatografia de liquidos se ha descrito la separacion de nanoparticulas de carbono mediante
una columna de octadecilsiloxano y fases maviles en gradiente, sin embargo no existen estudios
previos de la integracion de nanoparticulas de materiales semiconductores en el sistema de
HPLC que permitan la deteccion de analitos [48].

La integracion de las nanoparticulas de materiales semiconductores es mas frecuente dentro de
las técnicas no cromatograficas. La versatilidad del analisis en flujo permite que sea posible
incorporar las nanoparticulas como reactivo en la solucion acarreadora o en la muestra en las
diferentes modalidades de la técnica, principalmente analisis por inyeccion secuencial (SIA) y
analisis en flujo multiconmutado (MCFIA) [49]. Diferentes analitos han podido determinarse
aplicando estas técnicas, algunos de ellos se muestran en la Tabla 6. Debe destacarse que las
muestra analizadas son en su mayoria formulaciones farmacéuticas, que son matrices analiticas
relativamente sencillas.

Tabla 6. Integracion de nanoparticulas de materiales semiconductores en sistemas de analisis en

flujo.
Aexc/A Limite d
Analito 2l Modalidad Muestra imi e”e Referencia
(nm) . deteccidn
Acido 285 / MCFIA 2.1 Formulaciones 4pgLt [50]
ascorbico 628 farmacéuticas
Quinolonas 310/ MCFIA 2.4 Formulaciones 39 umol It [51]
588 farmacéuticas
Formulaciones
Rifampicin 340/ MCFIA 2.3 farmacéuticas 1.5 ug mL* [52]
637

Orina humana
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B-Caroteno 353/ MCFIA 2.8 Jugos de fruta 0.09 ug mLL [53]
617

Quinolonas =~ 310/ SIA 6 Formulaciones = 45 pmol L [51]
588 farmacéuticas

En la mayoria de las metodologias de flujo propuestas, se describen sistemas de baja o media
dispersion (debido a las longitudes del canal no mayores a 100 cm, didmetros de 0.8 mm en
todos los casos y caudales de medios a altos). Esto permite que exista una menor dilucidn de la
muestra lo que se traduce en una mejores sefiales en términos del ancho y altura.

Para el andlisis de glifosato, se ha descrito la incorporacion de nanoparticulas de CdTe en un
sistema MCFIA de baja dispersidon (Fig. 13) para su determinacién en muestras de agua y
cereales. el sistema propuesto utiliza tres vdlvulas solenoides que permiten la incorporaciéon de

agua desionizada como solucidn acarreadora, glifosato (1.7-15 mg L'l) y nanoparticulas de CdTe
(2 pumol L'l) como reactivo. Inicialmente existe un flujo constante de la solucién acarreadora (2.5
mL min'l), posteriormente se activan las valvulas solenoides por 15 segundos para incorporar en
forma simultanea, la solucion de glifosato y las nanoparticulas de CdTe. Ambas soluciones se

mezclan en el coefluente y llegan al detector en el que se mide la sefial de emisidén a los 548 nm
(longitud de onda de excitacion 400 nm). Bajo estas condiciones se obtiene un limite de

deteccion de 0.5 mg L1 [54].

Bomba
peristéltica

Muestras

de glifosato
Solucién —I »
aca[reacslora Espectrofluorimetro —> Residuos
H O |

CdTe

ey

Figura 13. Sistema MCFIA para la determinacion de glifosato

Electroforesis capilar es una técnica de separacion que se basa en la movilidad de moléculas
cargadas (iones) bajo la influencia de un campo eléctrico en funcion de su velocidad de
migracion hacia el dnodo o el catodo dependiente de su carga y/o tamafio. La incorporacién de
las nanoparticulas a esta técnica de analisis se basa en que presentan carga vy tienen
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propiedades fuorescentes adecuadas para su deteccion empleando fluorescencia inducida por
laser (LIF). Existen pocas metodologias en la que se integran nanoparticulas de materiales
semiconductores en electroforesis capilar. Chen y colaboradores (2011) determinaron
acrilamida tras la incorporacion de nanoparticulas de CdTe estabilizadas por acido
mercaptopropionico a la muestra. Se emplearon las siguientes condiciones de trabajo en
electroforesis capilar: solucién de fosfato 40 mM (pH = 8.0) como electrolito de trabajo, 18 kV
de voltaje y detector LIF (Longitud de onda de excitacién 473 nm y emision 568). Los
electroferogramas obtenidos muestran que la presencia de acrilamida abate la sefial de
fluorescencia de las nanoparticulas, estd metodologia ha sido aplicada en muestras de papas

horneadas encontrandose un limite de deteccién de 0.1 mg kg'1 [55].

Hasta la fecha, no ha sido propuesta una metodologia en la que se integren nanoparticulas de
materiales semiconductores en electroforesis capilar para la determinacién de glifosato, sin
embargo, se ha descrito la inmovilizacién de nanoparticulas de CdTe/CdS estabilizadas por acido
mercaptopropiénico en la ventana del detector para la determinacién de pesticidas
organofosforados. Esta técnica se fundamenta en la formacion de aductos fluorescentes,
resultado de la interaccidn entre pesticidas y nanoparticulas inmovilizadas en el capilar. Esta

modalidad fue empleada en la determinacion de mevinfés (LOD: 0.16 mg kg_l), metidation (LOD:

0.05 mg kg'l), diazinén (LOD: 0.18 mg kg'l) y fosaldon (0.12 mg kg'l) en vegetales. Cabe resaltar
gue como resultado de la integracién a sistemas de separaciéon, se logré analizar muestras
complejas [56].

Como se ha descrito, el uso de nanoparticulas de materiales semiconductores es muy amplio en
sistemas en continuo gracias a sus propiedades fisicoquimicas y luminiscentes. En el presente
trabajo se evalla la integracion de nanoparticulas de CdTe/CdS en diferentes sistemas en
continuo para la  determinacion de  glifosato en muestras de suelo.
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2. Objetivos

2.1 Objetivo general

Disefiar una metodologia analitica para la determinacién de glifosato en muestras de suelo
mediante la incorporacion de nanoparticulas de materiales semiconductores.

2.2 Objetivos especificos

Sintetizar y caracterizar nanoparticulas estables de materiales semiconductores de CdTe/CdS.

Evaluar el comportamiento espectroscépico de las nanoparticulas sintetizadas en presencia de
diferentes concentraciones de glifosato.

Integrar las nanoparticulas de CdTe/CdS a sistemas de separacidon instrumental aplicados al
analisis de glifosato.

Validar una metodologia de separacion para el analisis de glifosato en muestras de suelo
siguiendo el protocolo establecido por normativas internacionales.
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3. Metodologia

3.1 Reactivos, soluciones y equipos.

Todas las soluciones se prepararon agua con resistividad no menor a 18 MQ cm, obtenida de un

sistema Milli-Q academic (Millipore). Para la sintesis de de las nanoparticulas se emplea CdCl>
(Sigma Aldrich > 99.0%), acido 3-mercaptopropiénico (Sigma Aldrich > 99.0), telurio en polvo

(Sigma Aldrich 99.8%), NaBH4 (Johnson Matthey) y tiourea (Sigma Aldrich > 99.0%). Los
estandares de glifosato fueron preparados con N-(fosfonometil)-glicina (Sigma Aldrich). Las
fases maviles utilizadas en HPLC fueron preparadas empleando acetronitrilo (J. T. Baker al 99.98
%), metanol (Sigma Aldrich > 99.9%) y acido acético al 1% (J. T. Baker al 100%). Las soluciones
amortiguadoras empleadas en los sistemas en flujo y electroforesis capilar se preparan a partir
de fosfato de sodio dodecahidratado (Sigma Aldrich > 98%) y de tetraborato de sodio
decahidratado (J. T. Baker, 100%).

El pH de las soluciones se ajusta con NaOH 0.1 M (Sigma Aldrich > 97.0%)) y HCI 0.1M (J. T.
Baker al 38.0%).

3.2 Preparacion de muestras de suelo

Se analizaron 7 muestras de suelo obtenidas de campos de cultivo de Hidalgo, México, para ello
se pesan 0.1 g de suelo en tubos de centrifuga de polipropileno y se adicionan 4 mL de agua
desionizada, posteriormente la mezcla se agita mecanicamente durante 1 hora, se centrifuga a
3200 rpm durante 15 minutos y se reserva la fase liquida para su analisis.

3.3 Sintesis de nanoparticulas de CdTe/CdS por reaccion hidrotérmica

La sintesis de las nanoparticulas de CdTe/CdS se lleva a cabo en tres etapas: en la primera se

pesan 50.8 mg (0.4 mmoles) de telurio en polvo y 37.8 mg (1 mmol) de NaBH4 en un matraz
balén de 2 bocas. Posteriormente se adicionan 10 mL de agua desionizada y se colocan a reflujo
hasta que la solucion adquiera un color vino, lo cual se consigue tras 10 minutos de reaccién,
indicativo de la formacion de NaHTe.

En la segunda etapa, se pesan 36.6 mg de CdCl (0.2 mmoles), 42.5 mg de acido
mercaptopropionico (0.4 mmoles) y se adicionan 40 mL de agua desionizada ajustando el pH de
la soluciéon a un valor de 10.0 con NaOH 0.1 M. Posteriormente se le adicionan 2 mL de la
solucién de NaHTe y la reaccidn se coloca a reflujo hasta que la coloracidn se torne naranja, la
cual se alcanza a los 2 minutos indicando la formacion de CdTe.

En la dltima etapa, se adicionan 6 mg de tiourea (0.08 mmoles) como fuente de azufre y se
mantiene en reflujo, tomando alicuotas de 2.0 mL tras 30, 60, 120 y 240 minutos de reaccidn.
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3.4 Caracterizaciéon de nanoparticulas sintetizadas

Para determinar la evolucidn de tamafio de particula respecto al tiempo de reaccion, se toman 2
mL de CdTe/CdS sintetizados a diferentes tiempos de reaccion en una celda de cuarzo y se mide
el movimiento browniano de la dispersién en un equipo Malvern Zetasizer Nano-ZS90,
registrando el tamafio de particula promedio tras estabilizarse la medicién.

La evolucidn de la reaccién fue evaluada por espectrofotometria UV-Vis en un equipo Perkin
Elmer Lambda 40, en un intervalo de 400 a 800 nm empleando celdas de cuarzo con un paso
Optico de 1.0 cm.

Los espectros de emisidn se obtienen en un equipo de fluorescencia Perkin Elmer LS 55. Para
ello las muestras fueron diluidas 20 veces con agua desionizada previamente a su andlisis. La
longitud de onda de excitacién empleada fue de 400 nm vy se registrd el espectro de emisién en
el intervalo de 420 a 700 nm.

El rendimiento cuantico se determina en un equipo Quantaurus-QY C11347-11 a 400 nm, tras la
dilucién de 100 uL de nanoparticulas sintetizadas a diferentes tiempos de reaccién en 1.5 mL de
agua desionizada. Tras la medicidon de un blanco en la celda de cuarzo se realiza la medicién
espectroscopica de las CdTe/CdS sintetizadas por triplicado.

La concentracién de nanoparticulas sintetizadas a 120 minutos se obtiene liofilizando fracciones
de 5 mL de la dispersion por 72 horas y determinado la masa del polvo obtenido.

3.5 Evaluacion espectroscdpica de sistemas Glifosato-CdTe/CdS en discontinuo

Los espectros de absorcidn de los sistemas nanoparticula-analito se obtienen en un intervalo de
400 a 800 nm en un equipo Perkin Elmer lambda 40, los sistemas evaluados se componen de
200 pL de la dispersién de CdTe/CdS sintetizadas a los diferentes tiempos de reaccion (15, 30,

60, 120 y 240 minutos) y glifosato (0 — 5000 mg kg'l) aforando a 10.0 mL con agua desionizada.

De igual forma se realiza la evaluacién de los cambios en el espectro de fluorescencia de las
nanoparticulas de CdTe/CdS sintetizadas (97.5 ug L'l) en ausencia y presencia de glifosato (0 —

5000 mg kg'l). Para el andlisis se selecciona una longitud de onda de excitacién de 400 nmy se

registra la emisiéon en un intervalo de 400 a 800 nm en un espectrofluorimetro Perkin Elmer LS
55.

Para la determinacidn de glifosato en muestras de suelo se realiza el siguiente procedimiento:

800 pL del extracto acuoso centrifugado y 500 uL de CdTe/CdS (1950 pg L_l) se aforan a 10.0 mL.
La mezcla reacciona durante 10 minutos en agitacion y posteriormente se registra el espectro
de emision de 420 a 700 nm (excitando de 400 nm) en una celda de cuarzo. La cuantificacion se
realiza mediante interpolacién en la curva de calibrado.
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3.6 Integracion de CdTe/CdS en sistemas en continuo para la determinacidon de glifosato

3.6.1 Andlisis por inyeccion en flujo (FIA)

Una vez evaluadas las interacciones que existen en un sistema en discontinuo, se integran
nanoparticulas de CdTe/CdS, en un sistema FIA de baja dispersion (Fig. 14) que consta de una
bomba peristaltica de velocidad programable (BP, 0.5 ml min'l), una valvula de inyeccién (VI, 25

uL), un reactor (R, 50 cm) acoplado a un detector de fluorescencia (D, Aexc=400 nm, Aem=570nm).
Las nanoparticulas de CdTe/CdS fueron incorporadas en dos sistemas independientes donde se
anadieron en la solucién acarreadora (SA) o en la muestra (M).

BP Vi

SA — W

Figura 14. Diagrama de sistema de analisis por inyeccién en flujo para la determinacion de glifosato por
fluorescencia. (BP: bomba peristéltica, D: detector, M: muestra, R: reactor, SA: solucién acarreadora, VI: valvula de
inyeccion, W: residuos)

En el primer sistema (FIA 1), se realiza una deteccidn indirecta, en la que la solucién acarreadora
(SA) consta de nanoparticulas de CdTe/CdS (97.5 pug L'l) y una solucién tampdn de boratos (30

mM, pH 10.0), las diferentes soluciones estandar de glifosato (0-500 mg kg_l) se inyectan en la
solucién acarreadora para su transporte y deteccién en continuo.

En la segunda modalidad (FIA 2), la solucién acarreadora estd compuesta Unicamente de
solucion tampoén de boratos (30 mM, pH= 10.0) y los estandares constan de una mezcla de

nanoparticulas de CdTe/CdS (97.5 ug L'l) y glifosato a diferentes concentraciones (0 — 800 mg
kg'l) preparadas 10 minutos previo al analisis, dichas soluciones se inyectan y analizan en el

sistema FIA propuesto. El andlisis de glifosato en las muestras de suelos se realiza empleando el
segundo sistema propuesto, las muestras analizadas su obtienen mezclando 800 pL del extracto

acuoso centrifugado, 100 pL de CdTe/CdS (1950 pug L_l) y 1.1 mL de agua desionizada. Tras 10

minutos de reaccidn la mezcla se inyecta en el sistema FIA. En todos los casos la inyeccidn se
realiza por triplicado.
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3.6.2 Cromatografia de liquidos de alta resolucién

Los analisis por HPLC se realizan en un equipo Agilent Infinity 1260 con un detector de
fluorescencia empleando longitudes de excitacién y emisidon de 400 y 570 nm, respectivamente.
Se evaluaron dos modalidades de separacion diferentes, la primera mediante cromatografia

idnica en una columna Zorbax NH2 (4.6 x 150 mm, 5 um. Agilent WI, USA) [15] y posteriormente
en fase inversa empleando una columna Zorbax Eclipse Plus C18 (4.6 x 150 mm, 5 um, Agilent

WI, USA). El caudal de trabajo fue de 0.5 mL min"L en todos los casos, la composicién de la fase

movil y las modalidades de incorporacién de nanoparticulas de CdTe/CdS se presentan en la
Tabla 7.

El volumen de inyeccién de estdndares y muestras en el equipo es de 25 uL. Los estandares se
componen de 100 pL de CdTe/CdS en ausencia y presencia de glifosato a diferentes

concentraciones (0-800 mg kg'l) en un volumen final de 2 mL, las muestras a inyectar contienen
800 pL de extracto acuso centrifugado y 100 pL de CdTe/CdS en un volumen final de 10.0 mL.

Tabla 7. Sistemas de separacidn propuestos para el analisis de glifosato mediante HPLC

Sistema Fase estacionaria ‘ ‘ Fase movil
1 -NH> ACN:AcOH 1% (1:1)
2 -NH> MeOH:AcOH 1% (1:1)
3 -C18 ACN:Agua (1:1)

De los sistemas cromatograficos descritos se selecciond el sistema HPLC en fase inversa para la
cuantificacion de glifosato en suelos. La cuantificacién se realiza por interpolacién en la curva
de calibrado de la seial de emision obtenida a los 2.3 minutos.

3.6.3 Electroforesis capilar de zona

Como ultima técnica de determinacién de glifosato se propone electroforesis capilar de zona,
estd se realiza en un equipo Beckman Coulter PA 800 plus con un detector de fluorescencia
inducida por laser (LIF) y la separacidn se efectia en un capilar de silice fundida (30 cm x 75
um). Previo al analisis, el capilar se activa haciéndole fluir (20 psi) durante periodos
independientes de 10 minutos las siguiente soluciones: NaOH 1 M, NaOH 0.1 M, agua
desionizada y solucién amortiguadora de boratos (20 mM, pH 10.0). El capilar es lavado entre
muestras haciendo pasar durante 2 min la secuencia de soluciones mencionadas anteriormente.
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Los estandares constan de una mezcla de CdTe/CdS (97.5 pL) y diferentes concentraciones de

glifosato (0-800 mg kg'l) en un volumen final de 2 mL, mientras que las muestras a analizar
contienen 800 pL de extracto acuoso de suelo y 100 uL de CdTe/CdS en un volumen de 2 mL;
tanto estdndares como muestras son inyectadas al capilar por presidn (0.5 psi, 5 segundos) para
posteriormente realizar la separacion en polaridad positiva aplicando un voltaje de 15 kV
durante 10 min. La sefal analitica se registra empleando una Aex de 488 nm y una Aem de 570
nm.

3.7 Obtencidon de parametros de desempefiio de las metodologias propuestas

Se obtuvieron los pardmetros de desempeiio analitico de las metodologias propuestas para la
determinacién de glifosato en muestras de suelo, estas comprenden: la sensibilidad analitica,
ordenada al origen, limites de deteccién y cuantificacidn, intervalo lineal, precisién y exactitud.
Dichos parametros fueron establecidos empleando la metodologia propuesta por la IUPAC [57].

La sensibilidad analitica se define como la variacion de la respuesta del instrumento a un cambio
en la concentracion del analito, esta es igual a la pendiente obtenida en la regresion lineal entre
sefal y concentracién de analito. La ordenada al origen es el segundo pardametro de la
regresion, este permite conocer si existe o no efecto matriz de la muestra analizada, cuando el
valor obtenido incluye a cero denota ausencia de interferencia en la sefial analitica.

El limite de deteccidn es la concentracion minima de analito detectada en la metodologia de
analisis, mientras que limite de cuantificacion se define como la concentracion minima que
puede ser determinada. Ambos valores estan definidos por la IUPAC como:

LOD=___ 329Se L0Q = 10 Se

Sensibilidad analitica Sensibilidad analitica

donde Se es la desviacidn estandar de ajuste

El intervalo lineal de trabajo describe las concentraciones en que es posible la cuantificacion del
analito y comprende desde el LOQ hasta la concentracién maxima de analito que muestre
tendencia en la regresion.

La precision expresa el grado de concordancia entre resultados individuales cuando el método
se aplica repetidamente a una muestra homogénea, es decir mide la dispersién de los
resultados entorno al valor promedio, sin embargo esto no significa que el valor sea verdadero.
La precision de un método incluye los términos de repetitividad y reproducibilidad, el primero
se basa en el andlisis de una muestra en las mejores condiciones posibles (mismo dia, mismo
analista) y la reproducibilidad se basa en la mediciéon en circunstancias desfavorables (dias
diferentes, diferente analista). Los resultados se obtienen en términos de desviacidn estandar
relativa (%DER) de las concentraciones obtenidas.
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La exactitud de un método analitico es la cercania de los resultados experimentales obtenidos
por dicho método a uno aceptado como verdadero y se expresa como porcentaje de error.
Existen tres procedimientos con los cuales se puede obtener la exactitud de un sistema: andlisis
de una muestra certificada, comparacién con una técnica de referencia establecida y la
obtencidon de porcentajes de recuperacion en muestras dopadas con el analito de interés.
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4 Resultados y discusion
4.1 Caracterizacion espectroscopica de nanoparticulas de CdTe/CdS sintetizadas

El andlisis de tamafio de las nanoparticulas de CdTe/CdS sintetizadas a diferentes tiempos de
reaccion se muestra en la Figura 15 y los resultados obtenidos son: 5.4 nm: 15 min, 8.0 nm: 30
min, 9.7 nm: 60 min, 13.5 nm: 120 min, 14.1 nm, 240 min. En las distribuciones se observa el
incremento de tamafio a mayores tiempos de reaccién, esto se atribuye a un mecanismo de
maduracién de Ostwald mediado por la temperatura, esto se lleva en 2 etapas, la primera es la
nucleaciéon o formacion del nucleo de CdTe la cual es rdpida, seguido de la coalescencia o
crecimiento de particula la cual es lenta [14].

=== 15 minutos

=== 30 minutos
60 minutos

=== 120 minutos

=== 240 minutos

1 10 100
Tamaiio de particula (nm)

Figura 15. Distribucion de tamafios de nanoparticulas de CdTe/CdS

Se ha descrito en la bibliografia que el mecanismo de sintesis involucra la formacién de un
nucleo de CdTe y posteriormente de la coraza de CdS. La coraza de CdS es obtenida como

. . ez . . - . +
consecuencia de la descomposicion de la tiourea en iones 52 gue reaccionan con el cd?

anadido en exceso a una temperatura mayor a 80°C [58].

En la primera etapa de reaccién se obtiene el precursor (NaHTe) tras la reduccion del Ted por
NaBH4 bajo la siguiente reaccién:
4NaBH, + 2Te + 7H,0 S 2NaHTe + Na,B,0, + 14H, 1
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. .« .z . . + o s .
Posteriormente la adicion de NaHTe a la solucién que contiene cd? y acido mercaptopropionico
genera la formacién del nucleo de CdTe tras 2 minutos de reaccién:

Cd?* + HTe™ 2 CdTe + H*

En la ultima etapa de sintesis, la tiourea a altas temperaturas se degrada y da lugar a la
formacion de iones sulfuro, por lo que en la Ultima etapa los iones generados reaccionan con el

exceso de iones Cd** para generar CdS el cual se agrega lentamente sobre la nanoparticula de
CdTe [59] (Fig. 16).
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0.9
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Figura 16. Esquema de sintesis de CdTe/CdS QDs.

Se obtuvieron 9.75 mg de polvo de nanoparticulas en 5 mL de muestra lo que corresponde a
una concentracion de 1.95 mg L'l.

Los espectros de absorcion (Fig. 17.a) muestran un efecto batocrémico de las particulas de
CdTe/CdS respecto al tiempo de reaccion. De manera visual, se percibe un cambio en la
coloracion de la soluciéon de naranja a rojo. Dicho cambio se asocia al crecimiento de las
particulas. Los espectros de emisidon obtenidos (Fig. 17.b), muestran efectos batocrémicos e
hipercromicos respecto al tiempo. El incremento de la sefial se asocia a la formacion de capa de
externa de CdS sobre CdTe, lo que permite una mejora en el rendimiento cuantico (QY, relacién
entre fotones emitidos y absorbidos) que permiten mejores transiciones electrénicas en
términos de emision. De igual manera la coraza de CdS le permite a la nanoparticula una mayor
estabilidad lo que evita la fotooxidacidn y degradacién de la nanoparticula [13].
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Figura 17. Espectros (a) UV-Vis y (b) de emision de CdTe/CdS sintetizadas a diferentes tiempos de reaccién

De los parametros mencionados se evalla su correlacion de pearson, encontrandose que los
coeficientes obtenidos (Tabla 8) son mayores al 7.i+ic0(0.805, n=3, a=0.05). Los coeficientes de
correlacién entre variables se obtienen a partir de la siguiente expresion:

oXY

XY=——
p oX xoY

los resultados obtenidos indican que existe una relacién entre los pardmetros evaluados, por lo
qgue es posible predecir las propiedades espectroscopicas de los CdTe/CdS controlando el
tiempo de reaccién en la etapa de coalescencia. Los resultados obtenidos son congruentes con
lo descrito por Boatman y colaboradores (2006) [60] para nanocristales de CdSe en los que hay
un incremento lineal de la longitud de onda de absorciéon y emision de estos compuestos

respecto al tiempo de reaccion.

Tabla 8. Coeficientes de correlacién de Pearson (r) entre variables evaluadas.

Tiempo de Tamano de Longitud maxima
nanoparticula (nm) || de absorcion (nm) |

reaccion (minutos)

Tama’no de 0.886 -
nanoparticula (nm)
Longitud maxima 0.947 0.965 -
de absorcién (nm)

Longltgq ’maX|ma 0.990 0.934 0.964
de emision (nm)

Los QYs de las nanoparticulas se muestran en la Tabla 9. Se observa que a partir de los 120
minutos de reaccion no existe un aumento en el valor de QY. Los valores encontrados de QY

34
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para nanoparticulas de CdTe tipo nucleo y nicleo/coraza estan en el orden de 8-40% [61] que
concuerdan con los valores determinados para las particulas sintetizadas en este trabajo. El
aumento en el valor respecto al tiempo se asocia a la teoria del exciton; esta cuasiparticula se
compone del electréon y el hueco del electrén, el electréon al ser excitado pasa de la capa de
valencia a la de conduccion sin embargo, cuando tiene una coraza que lo protege, existe un
confinamiento y la distancia entre capas es menor por lo que la energia necesaria para producir
la excitacién es menor. Se ha observado que la coraza de CdS promueve este fendmeno en
particulas de CdTe/CdS [62].

Ha sido descrito que particulas con QY>25 %, presentan superficies con mayor pasivacion lo que
limita su reactividad en presencia de diferentes analitos. Es por ello que la mayoria de las
técnicas analiticas que emplean nanoparticulas de materiales semiconductores utilizan
particulas con QY en el intervalo de 10 a 20 % [63], por lo que se seleccionan las particulas
sintetizadas a 120 minutos en la aplicacién en el analisis de glifosato.

Tabla 9. Rendimientos cuanticos de nanoparticulas de CdTe/CdS sintetizadas a diferentes
tiempos de reaccién.

Tiempo.de reaccion QY (%)
(minutos)
15 13.5
30 13.7
60 14.0
120 15.6
240 15.6

4.2 Evaluacion espectroscopica de sistemas CdTe/CdS-glifosato en discontinuo

Una vez caracterizadas la nanoparticulas se construyen sistemas CdTe/CdS-glifosato para
evaluar las interacciones presentes por espectroscopia UV-Vis y fluorescencia. La Figura 18
muestra los espectros de absorcidon de nanoparticulas de CdTe/CdS sintetizadas a 120 minutos

en presencia de glifosato a diferentes concentraciones de analito (0-5000 mg kg_l). La
presencia de glifosato en las concentraciones evaluadas no modifica el espectro de absorciéon

de ninguna de las nanoparticulas sintetizadas por lo que el seguimiento por espectroscopia UV-
Vis no es viable.
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Figura 18. Espectros UV-Vis de nanoparticulas de CdTe/CdS en presencia de glifosato a diferentes
concentraciones.

Sin embargo, cuando se evalla la interaccion de las nanoparticulas sintetizadas a 120 minutos
de CdTe/CdS con el analito de interés mediante fluorescencia, se observa un efecto

hipercrémico (Fig. 19) en los espectros de emisién en presencia de glifosato (200-500 mg kg'l) .

Dicho comportamiento se atribuye a la interaccion entre el cd?t presente en la superficie de las
nanoparticulas con los grupos fosfonato del glifosato [14].
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Figura 19. Espectros de emision de nanoparticulas de CdTe/CdS en presencia de glifosato

. . , 2+ ..
Se ha descrito que los grupos fosfonato interactian con el Cd“" de la superficie de la
nanoparticula formando enlaces de coordinacidn, lo que genera una mayor pasivacion de la
superficie promoviendo un aumento en la sefial de fluorescencia (Fig. 20) [47].

HO

O;\OH

Figura 20. Reaccidn entre nanoparticulas de CdTe/CdS con glifosato propuesta por Liu y colaboradores [47]

El incremento de la sefal de fluorescencia de nanoparticulas de materiales semiconductores
. . . . . s +
por analitos ha sido descrito en pocas ocasiones, solo algunos iones metalicos como cu? [19]y

Ag+ [20] asi como algunas moléculas organicas como la cisteina [64] y el acetamiprid [65] han
podido ser determinados en sistemas en discontinuo bajo este mecanismo de interaccidn.
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A partir de los valores de intensidad de emisidn (u.a.) obtenidos, se calculan los valores de
sensibilidades analiticas e intervalo lineal de trabajo cuando se emplean las nanoparticulas de
CdTe/CdS sintetizadas a diferentes tiempos de reaccion, dichos resultados se compilan en la
Tabla 10.

Tabla 10. Valores de coeficientes de sensibilidad analitica en emisidn para las nanoparticulas de
CdTe/CdS en presencia de glifosato

Nanoparticulas Sensibilidad Intervalo lineal
empleadas (tiempo de [|(Intensidad de emisidn u. (mg kg'l)
reaccion, minutos) a. uM'l)
15 27 50-1200
30 26 50-1200
60 48 50-1200
120 57 50-885
240 62 50-500

Las particulas de menor tamafio presentan un mayor intervalo lineal de trabajo, la

nanoparticula al estar menos pasivada presenta de un mayor nimero de iones cd®o espacios
libres en donde puede interactuar el glifosato promoviendo un incremento del tamano de la
particula que puede concluir en la formacién de un precipitado. Por el contrario las
nanoparticulas de mayor tamano tienen un menor numero de iones superficiales, por lo que se
observa la formacion de un precipitado a menores concentraciones de glifosato, lo que es
congruente con la saturacidn de los iones superficiales [16]. A pesar de que el intervalo lineal
es mayor en las nanoparticulas de menor tamafio, las de mayor tamafio tienen mayores
sensibilidades resultado de las altas intensidades de emisién que presenta, lo que se traduce
en una mejora en los limites de deteccién.

Debido a que las muestras de suelo a analizarse son complejas es posible de que exista un
efecto matriz en el sistema, por lo que es necesario integrar las nanoparticulas a un sistema de
separacion para realizar la cuantificacién en este tipo de muestras. Las particulas seleccionadas
para integrar al sistema de separacién son las sintetizadas a 120 minutos, debido a que
presentan mejores parametros analiticos.
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4.3 Integracion de nanoparticulas de CdTe/CdS en sistemas en continuo

4.3.1 Analisis por inyeccién en flujo (FIA)

Una primera aproximacion al disefio de una metodologia de separacion consiste en conocer
donde integrar las particulas de CdTe/CdS. Donde pueden hacerse reaccionar antes o durante
la separacién.

En el sistema FIA 1, se adicionan a la solucién acarreadora CdTe/CdS, por lo que fluye de forma
constante la suspensidon de nanoparticulas dando una sefial analitica > 0. Al inyectarse la
muestra con el glifosato se observaria una interaccién que cambio en la sefial registrada. La
Figura 21 muestra el FIAgrama obtenido bajo esta modalidad, donde se observa que la
inyeccién de las muestras produce un abatimiento de la sefial de fluorescencia (Fig. 19), sin
embargo el efecto es equivalente cuando se analizan el blanco y las diferentes concentraciones
de glifosato, lo que indica que la disminucién de la sefial analitica es debida a la dilucién de las
nanoparticulas y no a la interacciéon CdTe/CdS-glifosato. El tiempo de contacto entre el glifosato
y las nanoparticulas no es suficiente para observar una tendencia en la sefial analitica. Se ha
descrito en andlisis en discontinuo que la mezcla (CdTe/CdS-glifosato) debe reaccionar durante
15 minutos para que se observe de forma adecuada la interaccién [12], por lo que el tiempo
transcurrido desde la inyeccion hasta la deteccidon no es suficiente para observar la formacién
del aducto CdTe/CdS-glifosato.
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Figura 21. Fiagrama de nanoparticulas de CdTe/CdS en ausencia y presencia de glifosato. (a) Blanco, (b) 100, (c) 200
y (d) 300 mg kg'lutilizando el sistema FIA 1

Debido a que no se observa efecto en la modalidad anterior se opta por preparar previamente
mezclas CdTe/CdS-glifosato para su inyeccion en la solucidon acarreadora de boratos (sistema FIA
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2). La seial que fluye de forma continua hacia el detector no presenta fluorescencia por lo que
debe observarse un aumento de la sefial analitica cuando se inyecta la mezcla. La Figura 22
muestra el FIAgrama obtenido, en éste se puede observar un incremento en la sefial cuando el
glifosato estd presente en la muestra, lo que permite corroborar que es necesario un tiempo de
reaccidon entre las nanoparticulas de CdTe/CdS y el analito para observar cambios en la sefial de
fluorescencia.
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Figura 22. Fiagrama de nanoparticulas de CdTe/CdS en ausencia y presencia de glifosato a diferentes
concentraciones. (a) blanco, (b) 100, (c) 200, (d) 300y (e) 500 mg kg'1 utilizando el sistema FIA 2.

Este comportamiento concuerda con lo observado en los sistemas CdTe/CdS-glifosato en
discontinuo de acuerdo a lo observado en los espectros de emisién. En sistemas en flujo
generalmente se observa un abatimiento de la sefial de emisidn sin embargo analitos como la
acetilcisteina promueven el incremento de seial en nanoparticulas de CdTe [66].

4.3.2 Cromatografia de liquidos de alta resolucidn

Con base en los resultados obtenidos en los experimentos FIA, se concluye que es necesario
preparar la mezcla de las nanoparticulas de CdTe/CdS con glifosato antes de realizar la
separacion. Es por ello que dicha reaccién se realiza 10 minutos previos al analisis mediante
HPLC, de manera adicional se puede concluir que las derivatizaciones post-columna no son
viables.

Debido a que el glifosato y el aducto CdTe/CdS-glifosato predominan en su forma anidnica, se
propone evaluar el uso de una columna de aminopropil en medio acido (adicionando &cido
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acético de la fase movil), donde el grupo amino terminal adquiere carga positiva (R-NH3")

permitiendo comportarse como intercambiador aniénico mediante interacciones
electrostaticas [67].

La Figura 23 muestra los cromatogramas obtenidos empleando la fase amino y como fase mavil
mezclas de acetonitrilo:acido acético 1% (1:1, Fig. 23.a) y metanol:acido acético 1% (1:1, Fig.
23.b). Puede observarse en ambos casos que no existe una seial analitica relacionada en la
presencia de glifosato, lo cual se puede asociar a dos fendmenos: una elevada interacciéon
entre el analito y la fase estacionaria que limita la elucién y la baja estabilidad de la
nanoparticulas de CdTe/CdS en medio acido.
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Figura 23. Cromatograma de nanoparticulas de CdTe/CdS con glifosato X mg kg'1 empleando una columna de
aminopril y como fase mévil ACN:AcOH 1% (1:1, a) y MeOH:AcOH 1% (1:1, b)

Debido a que la cromatografia idnica no presenta resultados favorables bajo las condiciones
estudiadas, se propone emplear condiciones de separacion en fase inversa utilizando como

fase estacionaria columnas de octadecilsiloxano (C18). Se ha descrito que las interacciones

hidrofébicas entre las cadenas alifaticas de la fase estacionaria y de los ligantes estabilizadores
de las nanoparticulas permiten la retencidn de éste tipo de compuestos. De forma adicional, se
elige como fase movil una mezcla de acetonitrilo-agua debido a que se ha descrito que las
nanoparticulas de materiales semiconductores se agregan en presencia de metanol y su
estabilidad es baja en medios acidos [68].
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En la Figura 24 se muestran los cromatogramas obtenidos del analisis en fase inversa de
nanoparticulas de CdTe/CdS en ausencia (Fig. 24.a), y presencia de glifosato (Fig. 24.b). En los
cromatogramas se observa una Unica sefial (tr=2.4 min) la cual aumenta de magnitud en
presencia de glifosato. El tiempo de retencidn que se observa es bajo, lo que indica el elevado
caracter hidrofilico del compuesto inyectado. De forma adicional no se observa la presencia de
la sefial asociada a la interaccion CdTe/CdS-glifosato, por lo que puede concluirse que no existe
retencidn entre las especies presentes en la muestra y la fase estacionaria de la columna.
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Figura 24. Cromatograma de a) nanoparticulas de CdTe/CdS, b) nanoparticulas con glifosato 100 mg kg'1 y
nanoparticula con glifosato 200 mg kg'1 (fase estacionaria: C18 y fase mavil: ACN:Agua relacion 1:1)

Las experimentos realizados permiten observar un incremento de la sefial analitica pero no es
posible separar la contribucion de las nanoparticulas de CdTe/CdS y CdTe/CdS-glifosato, lo cual
es una desventaja en el analisis de muestras complejas debido a que la sefial registrada puede
ser consecuencia de la interaccion con algunos componentes de la muestras y del analito.
Considerando el cambio en la carga superficial, se propone utilizar electroforesis capilar debido
a que resulta adecuada para el analisis de compuestos hidrofilicos.

Raybel Mufioz Ramirez 42



Resultados y discusion

4.3.3 Electroforesis capilar

Las nanoparticulas de CdTe/CdS pueden ser separadas en electroforesis capilar de zona debido
a la carga en la superficie de la nanoparticula, mientras que sus propiedades luminiscentes son
adecuadas para utilizar fluorescencia inducida por laser como detector [68]. Como se ha
mencionado previamente la interaccion de CdTe/CdS con el glifosato genera nanoparticulas con
caracteristicas diferentes a las iniciales, pudiendo ser de mayor tamafio y de carga superficial
diferente [47]. De los estudios previos se logré concluir que es necesario considerar como paso
previo al andlisis la reaccion entre el glifosato y las nanoparticulas de CdTe/CdS un tiempo de
reaccion durante 10 minutos para que se promueva el aumento de tamafio y como
consecuencia, un aumento en la sefial de emision. Por lo anterior, durante los experimentos se
realiza la inclusidén de las nanoparticulas de CdTe/CdS en la muestra previo a la separacién
electroforética.

El desarrollo de una metodologia en electroforesis capilar de zona requiere de la evaluacion de
algunos pardmetros instrumentales del sistema como son: pH y concentracién del electrolito de
trabajo, concentracion de CdTe/CdS y voltaje de separacidn [68]. Con la finalidad de realizar un
analisis completo se emplea un disefio central compuesto para el estudio de estas variables en
la separacion por electroforesis capilar de zona. La variable de salida seleccionada fue el numero
de platos tedricos (N) obtenidos a partir de la siguiente expresion.

tr
N = 16(—)?
G
donde ty es el tiempo de retencion del pico (min) y W el ancho de la sefial (min).

Al emplear el disefio central compuesto es posible evaluar diversos modelos matematicos y
determinar cual es el que se ajusta mas al sistema; asimismo es posible obtener una superficie
de respuesta que permite describir y optimizar el sistema. Los disefios de superficie de
respuesta suelen utilizarse para seleccionar el modelo mds adecuado, determinar los factores
criticos y establecer las condiciones éptimas de andlisis. La superficie de respuesta se obtiene
utilizando un nivel de significacién (a) de 2.0 para 4 factores. Dicho valor se define como la
distancia de cada punto axial desde el centro (factores en nivel cero) de un disefio central
compuesto [69]. Los niveles seleccionados para ser optimizados de cada una de las variables de
control se presentan en la Tabla 11.
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Tabla 11. Niveles de significancia de variables en el disefio central compuesto.

|

pH

Voltaje (kV)
[Electrolito] (mM)
[CdTe/CdS] mg Lt

1 ] Nveles| [ ]
2 0 a1 o 0 1 I 2 |
8.0 9.0 10.0 11.0 12.0
75 10.0 12.5 15.0 17.5
5.0 10.0 15.0 20.0 25.0
32.5 65.0 97.5 130.0 162.5

El disefio central compuesto para 4 variables involucra la realizacion de 30 experimentos (2k + 2K
+ n). La matriz de disefio que resulta se muestra en la Tabla 12, la cual contiene 16

experimentos en los vértices (24), 8 puntos axiales (2(4)) y 6 centrales (n). Bajo cada una de las

condiciones establecidas se analiza una muestra de glifosato 300 mg kg'l.

Tabla 12. Matriz de disefio y respuestas del disefio central compuesto.

| Experimento || pH || V_|[[Electrolito] | [CdTe/Cds) [Respuesta (N) ](Contribucion |

1

O 00N O Ul WN

NINININ R RRP PR RPRRRRPR
WIN ROV NOTU A WN RO

-1.0
-1.0
-1.0
-1.0
-1.0
-1.0
-1.0
-1.0
1.0
1.0
1.0
1.0
1.0
1.0
1.0
1.0
-2.0
0.0
0.0
0.0
2.0
0.0
0.0

-1.0
-1.0
-1.0
1.0
1.0
1.0
-1.0
1.0
1.0
1.0
1.0
-1.0
-1.0
-1.0
1.0
-1.0
0.0
-2.0
0.0
0.0
0.0
2.0
0.0

-1.0
-1.0
1.0
-1.0
-1.0
1.0
1.0
1.0
1.0
1.0
-1.0
1.0
-1.0
1.0
-1.0
-1.0
0.0
0.0
-2.0
0.0
0.0
0.0
2.0

-1.0
1.0
-1.0
-1.0
1.0
-1.0
1.0
1.0
1.0
-1.0
1.0
1.0
1.0
-1.0
-1.0
-1.0
0.0
0.0
0.0
-2.0
0.0
0.0
0.0

7225.0
439.0
6080.7

19679.0

3142.0
6178.0
3481.0
1021.0
3735.0
2385.2
8714.0
3216.0
3791.0
2554.6

19494.5
15899.0

0.0
4310.0
7924.0

14138.0

2185.0
3205.0
1600.0

2(4)
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24 0.0 0.0 0.0 2.0 876.0
25 0.0 0.0 0.0 0.0 4009.0
26 0.0 0.0 0.0 0.0 3616.0
27 0.0 0.0 0.0 0.0 4710.0
28 0.0 0.0 0.0 0.0 5595.0 °
29 0.0 0.0 0.0 0.0 6276.0
30 0.0 0.0 0.0 0.0 7398.0

Las fuentes que contribuyen a la varianza del sistema incluyen la regresion y el error residual. La
regresion incluye el uso de los modelos lineal, interacciones y los bloques. La Tabla 13 muestra
los resultados obtenidos de la sumas de cuadrado, encontrandose que el modelo lineal con
interacciones explica el 86.5 % de los datos por lo que se elige como el mas adecuado para la
descripcién sistema.

Tabla 13. Andlisis de la varianza de los resultados obtenidos del disefio de experimentos

Fuente Varianza | % de varianza |
Lineal 111614442 70.4
Interacciones | 31352011 19.8
Falta de ajuste| 7231765 4.6
Puro error 8240988 5.2

La prueba de falta de ajuste indica que el modelo seleccionado es el adecuado y el analisis de
varianza indica que explica el 90.2 % de los datos, mismo que se corrobora con el valor del error
(<10%). La ecuacion que describe la superficie de respuesta es:

N=5368 + 705 pH + 811V - 2599 [Electrolito] - 3270 [CdTe/CdS] - 245 pH * V - 1393 pH *
[Electrolito] + 638 pH * [CdTe/CdS] - 1606 V * [Electrolito] - 643 V * [CdTe/CdS] + 2529
[Electrolito] * [CdTe/CdS]

El andlisis de la varianza de los resultados demuestra de forma adicional la contribucion de cada
factor e interaccion en la respuesta de salida (Tabla 14). Los tiempos de migracién de ambas
especies (CdTe/CdS y CdTe/CdS-glifosato) son similares, es por ello que las variables que mas
influyen en el desempefio de la metodologia son la [CdTe/CdS], [electrolito] y la interaccion de
ambas variables. Esto puede ser explicado debido a que la sefial de las nanoparticulas presenta
un ensanchamiento conforme aumenta la concentracion, lo que produce que las sefales
analiticas se traslapen. Por otra parte la concentracién de electrolito influye en la viscosidad del
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medio por lo que el aumento en la concentracién disminuye la movilidad electroforética de las
especies obteniéndose como resultado una disminucién de la resolucién de las sefiales.

Tabla 14. Porcentaje de contribucién de factores e interacciones en el modelo lineal con
interacciones.

Factor Porcentaje de contribucién

pH 1.88

Vv 2.48
[Electrolito] 25.53
[CdTe/CdS] 40.40

pH *V 0.15

pH * [Electrolito] 4.89

pH * [CdTe/CdS] 1.02

V * [Electrolito] 6.49

V * [CdTe/CdS] 1.04
[Electrolito] * [CdTe/CdS] 16.11

A partir del disefio de experimentos se obtienen los parametros éptimos para el analisis de
glifosato por electroforesis capilar los cuales son pH=10.06, Voltaje de 17.5 kV, concentracién de

electrolito de 5 mM y concentracion de nanoparticulas de 32.5 mg LY En la Figura 25 se
muestran el electroferograma obtenidos del andlisis de nanoparticulas de CdTe/CdS, donde se
puede observar la presencia de una Unica sefial (3.2 minutos) atribuida a las nanoparticulas,
posteriormente cuando se adiciona glifosato se observa la aparicion de una sefial a un tiempo
de migracion menor (min), esta sefial se atribuye a la formacién del aducto CdTe/CdS-glifosato.
Con la finalidad de corroborar que la sefial de deba al aducto, se realiza el andlisis aumentando
la concentracion de glifosato, observandose que la sefial de CdTe/CdS se ve abatida y la sefial de
CdTe/CdS-glifosato aumenta como consecuencia de una mayor interaccion. La disminucién del
tiempo de migracidn del aducto es consecuencia del aumento de tamafio de la particula.
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Figura 25. Electroferogramas de a) nanoparticulas de CdTe/CdS, b) nanoparticulas de CdTe/CdS en presencia de
glifosato (200mg kg-1) y c) nanoparticulas de CdTe/CdS en presencia de glifosato (400 mg kg '1)

Cabe destacar que la separacion de aductos de nanoparticulas de materiales semiconductores
no ha sido descrita en la bibliografia, por lo que la es una contribuciéon interesante en el disefio
de metodologias de analisis empleando este tipo de materiales. De forma adicional, es posible
concluir que la diferencia de movilidad electroforética de los aductos formados respecto a los
materiales individuales le proporciona selectividad a la metodologia, por lo permite analizar
matrices complejas como muestras de suelo.

4.4 Validacion analitica de metodologias propuestas

Los parametros de desempefio de las metodologias propuestas fueron obtenidos en un
intervalo de concentracion de 0 a 900 mg kg'l. Los parametros obtenidos son la raiz cuadrada de
la varianza residual (Se), la ordenada al origen (intensidad de emisidn, i.e.), sensibilidad analitica
(i.e) kg mg '1, intervalo lineal de trabajo (mg kg'l), LOD y LOQ (Tabla 15).

Raybel Mufioz Ramirez 47



Resultados y discusion

Tabla 15. Parametros de la regresion lineal de las metodologias evaluadas.

Metodologia

Cromatografia de )
Electroforesis

capilar

Pardmetro . Andlisis por L.
Fluorescencia . ., . liquidos de alta
inyeccion en flujo B
resolucion
Raiz cuadrada de
la varianza

residual (se)

Ordenada en el

origen, boxts(bo)
(intensidad de
emision)
Sensibiidad,
b1+ts(b1),
(intensidad de

0.069 +0.100

-0.127+0.0256

-0.031+0.064

6841870

37+2 0.001 +2x 1074 6x104 +5x10° | 0.005 + 3x10%

emision kg mg'1)
Intervalo lineal
_1)

271-900 342-900 420-900 93-700

(mg kg
Limite de

deteccion (mg kg~ 90 114 140 25
1
)

Limite de
cuantificacion 271 343 420 75

(mg kg™l

Las metodologias propuestas presentan limites de deteccién en el mismo orden de magnitud,
sin embargo electroforesis capilar de zona tiene un limite de deteccién menor debido a que
tiene mayor selectividad en comparacion a las otras técnicas desarrolladas.

La precisién y exactitud de las metodologias de analisis evalué analizando por triplicado
glifosato en muestras de suelo empleando las 4 metodologias disefiadas. Los resultados
obtenidos del analisis de 7 muestras de suelo de campos de cultivo del estado Hidalgo se
presentan en la Tabla 16. Las concentraciones obtenidas muestran resultados similares vy
concuerdan con los descritos por Islas y colaboradores (2014) [35] para muestras de la misma
regién. El analisis de varianza indica que existe diferencia significativa entre las concentraciones
de glifosato encontradas empleando diferentes metodologias, puesto que los valores de F

indicados son mayores al valor critico (F3,8 = 4.1) a un nivel de confianza del 95% .

Raybel Mufioz Ramirez 48



Resultados y discusion

Los andlisis en discontinuo, por inyeccion en flujo y HPLC muestran concentraciones y %DER
mayores. Se han descrito diversas metodologias basadas en el uso de nanoparticulas de
CdTe/CdS bajo mecanismos de interaccidn similares, por lo que es posible que exista interaccion
con otros componentes presentes en la muestra. Cabe resaltar que electroforesis capilar le
proporciona selectividad al andlisis de glifosato, por lo que en todos los casos las
concentraciones encontradas son menores y los valores de %DER demuestran una precisién
adecuada.

Tabla 16. Concentraciones de glifosato de muestras de suelo de cultivo de Hidalgo

Técnica de analisis
[ l | l

Cromatografia de

Andlisis por inyeccion ;. . .
P Y liquidos de alta Electroforesis capilar

Espectrofluorimetria )
Muestra ’ en flujo

resolucion
[

Concentracion | (%DER |Concentracion ||[%DER | |Concentracion ||%DER ||Concentracion |%DER

(mgkg™)  [|(n=3) | (mgkg™) (n=3) (mg kg™) (mgkg™)  |(n=3)
1 384.6° 6.8 360.7%° 7.4 412.6° 6.6 320.6° 44 106
2 648.5° 5.9 665.3° 5.8 619.3%° 5.9 535.5° 2.1 9.3
3 565.5° 5.4 555,730 5.3 655.6° 9.1 519.6° 6.8 6.1
4 742.0° 3.7 664.6° 6.7 674.6° 4.6 607.7° 2.4 9.4
5 583.0° 4.9 770.62 4.8 712.6%° 4.7 515.2° 18 9.3
6 616.6° 1.9 668.8° 4.3 559.6° 8.0 567.6° 3.3 5.9
7 690.4% 5.4 682.1° 33 684.67 6.2 590.2° 19° [7.0

Los superindices deferentes en la columna indican diferencias estadisticamente significativas para un nivel de
confianza del 95%.
Valor de Fcrftico =41

Las diferencias en las concentraciones obtenidas por las metodologias propuestas se
representan empleando graficos de caja y bigote. La Figura 26 muestra los graficos obtenidos
para la muestra 7, puede observarse que la concentracion de glifosato es significativamente
menor cuando se analiza empleando electroforesis capilar de zona, debido a la selectividad que
ofrece esta técnica de separacion.
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Figura 26. Grafico de cajas y bigotes de concentracién de glifosato en suelos determinado empleando las
metodologias propuestas.

La exactitud del método de electroforesis capilar se determina mediante el porcentaje de
recuperacion de glifosato en una muestra de suelo evaluando tres niveles de concentracién
(400, 500 y 600 mg kg'l) con tres replicas para cada nivel. Se obtuvo un promedio de

recuperaciones en el intervalo de 90.5 a 98.5% con una desviacidon estandar menor al 5.0% en
todos los casos (Tabla 17).

La deteccién por fluorescencia en sistemas en discontinuo es una alternativa mds rdpida para
realizar un andlisis discriminante, sin embargo entre las metodologias descritas para la
determinacién de glifosato, electroforesis capilar permite selectividad, precisién y exactitud en
la cuantificacion de este analito en muestras de suelo
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Tabla 17. Ensayos de recuperacion de glifosato en muestras de suelo mediante electroforesis
capilar de zona

Concentracion anadida

mg kg'l Encontrada % Recuperacion

389.4 97.4

400 374.5 93.6 2.04
385.3 96.3
466.6 93.3

500 488.5 97.7 3.16
460.1 92.0
577.6 96.2

600 588.5 98.0 0.98
579.7 96.6
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5. Conclusiones

El andlisis estadistico muestra que la longitud méaxima de absorcién y de emisidn asi como el
tamaio de particula estan correlacionados con el tiempo de reaccién, por lo que es posible
obtener nanoparticulas de CdTe/CdS con caracteristicas deseadas controlando el tiempo de
reaccion en la sintesis.

Los espectros de emision de las nanoparticulas de CdTe/CdS muestran un efecto batocrémico e
hipercrémico respecto al tiempo de reaccidn como resultado del aumento de tamano de
particula por la formacion de una capa de CdS sobre el nucleo de CdTe.

Los espectros de emision de sistemas CdTe/CdS-glifosato muestran un efecto hipercrémico
. y . ny . 2+

asociado a la formacién de un enlace de coordinacidn entre grupo fosfonato del analito y el Cd

presente en la superficie de las nanoparticulas, por lo que la deteccién mediante fluorescencia

es viable.

La integracion de nanoparticulas de CdTe/CdS en sistemas de deteccién en discontinuo y en
continuo permite realizar el analisis de glifosato, asimismo los parametros de desempefio
obtenidos permiten el andlisis en muestras de suelo a las concentraciones cominmente
encontradas.

La electroforesis capilar de zona permite la separacion de aductos CdTe/CdS-glifosato de las
nanoparticulas, la interaccién induce un aumento en el tamafio de la particula lo que ocasiona
una movilidad diferente en el sistema cuando un potencial es aplicado, como resultado se
obtienen menores tiempos de migracion, este efecto no ha sido descrito previamente. Las
condiciones o6ptimas de analisis por esta metodologia son pH = 10, voltaje: 17.5 kV,

concentracién de electrolito: 5 mM y concentracion de CdTe/CdS: 32.5 ug !
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