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Resumen

Los pesticidas son sustancias quimicas que tienen como obijetivo eliminar plagas ya
sean animales o vegetales, sin embargo, se ha descubierto que su uso en exceso ha
causado una variedad de repercusiones adversas en los humanos y en el ambiente.
El alto empleé de pesticidas en la agricultura y su esparcimiento sobre grandes
superficies ha provocado que un gran porcentaje de pesticidas se pueda permear
afectando cuerpos de agua subterraneos y a su vez también pueda ser arrastrado
sobre la superficie, afectando cuerpos de agua superficiales. Debido a esto, la
deteccidén y cuantificacion de especies quimicas contaminantes son primordiales
actualmente, ya que se presenta una gran problematica a nivel mundial por
contaminacion. Por tales motivos el presente proyecto plantea la sintesis de un
fluoréforo organico inmovilizado en una red polimérica con el objetivo de detectar
pesticidas organofosforados. El fluoréforo se sintetizé a partir de adenosin trifosfato y
de la molécula fluorescente de naftalimida. Este sensor se evalué en glifosato (Gli),
uno de los herbicidas organofosforados mas polémicos en la actualidad por su alto
empled en plantaciones de aguacate en México. La deteccion se llevo a cabo por un
mecanismo de sustitucion de la parte de reconocimiento por el contaminante, lo que
permitié el cambio de fluorescencia de la solucién contaminada con el pesticida. El
maximo rango de deteccion de glifosato fue de 100 a 800 pM, lo cual es excelente para
la deteccion de estos contaminantes en zonas cercanas a plantaciones agricolas. Se
hicieron pruebas de selectividad empleando otros analitos como carbonatos, fosfatos,
nitratos y arseniatos, moléculas presentes en altas concentraciones en suelos y aguas,

obteniendo una buena selectividad hacia el pesticida objetivo.

Palabras clave:

Pesticidas, herbicidas, organofosforados, sensor, red polimérica, acrilamida.
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Abstract

Pesticides are chemicals that are intended to eliminate pests whether they are animals
or plants, nevertheless their overuse has been found to cause a variety of adverse
impacts on humans and the environment. The excessive use of pesticides in agriculture
and their spread over large natural areas has caused a large percentage of pesticides
to permeate affecting underground water and in some cases be dragged on the
surface, affecting surface water bodies. Based on these facts, the detection and
quantification of polluting chemical species are essential today since there is a great
problem worldwide due to contamination. The present project proposes the synthesis
of an organic fluorophore immobilized in a polymeric matrix with the objective of
sensing organophosphate pesticides. The fluorophore was synthesized from
adenosine triphosphate and the fluorescent molecule of naphthalimide. This sensor
was evaluated against glyphosate, one of the most controversial organophosphate
herbicides due to its high use in avocado plantations in Mexico. The detection was
carried out by a substitution mechanism of the sensor, which allowed the change of
fluorescence of the solution contaminated with the pesticide. The maximum glyphosate
detection range was found to be 100 to 800 uM, which is excellent for detecting these
contaminants in areas close to agricultural plantations. Selectivity tests were carried
out using other analytes such as carbonates, phosphates, nitrates, and arsenates,

obtaining good selectivity towards the target pesticide.

Key words:

Pesticides, herbicides, organophosphates, sensor, polymeric red, acrylamide.
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CAPITULO 1
INTRODUCCION




1.Introduccion.

Hoy en dia los pesticidas se han convertido en un gran soporte para el control y calidad
del procesamiento de muchos de los productos alimenticios que consumimos dia a
dia. Se han usado ampliamente en todo el mundo para controlar y eliminar plagas,
enfermedades de plantas o animales ademas de aumentar la produccion y calidad de
los productos agricolas y ganaderos (Mogul et al., 1996)(Lamberth et al., 2013). Sin
embargo, también se han convertido en un grave problema para la salud humana y de
muchas otras especies. La principal causa de este problema es consecuencia de rociar
grandes cantidades de pesticidas sobre amplias zonas de cultivo (W. & J., 2002).
Dependiendo de la solubilidad de la sustancia y la permeabilidad del suelo, combinado
esto con la lluvia, los pesticidas pueden ser arrastrados sobre la superficie afectando
los cuerpos de agua superficiales o pueden ingresar a cuerpos de agua subterraneos.
Esta permeabilidad puede afectar los ecosistemas, organismos no objetivo, la
seguridad de los productos agricolas, ganaderos y la salud humana. Los pesticidas y
sus respectivos productos de degradacion pueden permanecer en plantas y sus frutos,
animales y cuerpos de agua. Ademas, pueden concentrarse mas a medida que
avanzan en la cadena alimenticia debido a la bioacumulacion (Aragay et al., 2012). La
Organizacion Mundial de la Salud registra anualmente en promedio 3 millones de
casos de intoxicaciones causadas por el mal uso de pesticidas organofosforados (PO),

de los cuales el 10% mueren (Eyer, 2003).

Los pesticidas comunmente contienen compuestos quimicos derivados del nitrofenol,
carbamatos, arsénico, organofosfatos y piretroides. Los pesticidas pueden clasificarse
principalmente en 3 grandes grupos segun sea su propdsito en herbicidas, insecticidas
o fungicidas. Independientemente del grupo al que pertenezca, los pesticidas suelen
ser altamente toxicos para los humanos, principalmente al afectar el sistema nervioso
central (SNC) (Eddleston et al., 2008). Los pesticidas organofosforados son una clase
de pesticidas disefiados para afectar el sistema nervioso de los insectos los cuales

inactivan irreversiblemente la acetilcolinesterasa. Los pesticidas organofosforados




sintéticos como el paratién y el paraoxdn se usan ampliamente en la agricultura en

todo el mundo como insecticidas, fungicidas y herbicidas (Li et al., 2018). Ver Figura
1.1
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Figura 1.1 Pesticidas organofosforados comunes utilizados (Li et al., 2018).




Debido a su toxicidad, las agencias ambientales han establecido valores maximos
permitidos para los niveles de contaminacion por pesticidas en el agua potable y
superficial (Aragay et al., 2012). Por lo que existe un creciente interés en el desarrollo
de sistemas altamente sensibles y confiables que permitan la deteccion, determinar el

contenido, monitorearlos, asi como sistemas para descomponerlos y / o eliminarlos.

Entre los principales métodos utilizados para analizar y detectar pesticidas
organofosforados se encuentra el analisis electroquimico (Viswanathan et al., 2009),
la cromatografia de gases (Lambropoulou & Albanis, 2007), cromatografia liquida de
alta resolucion (HPLC), la espectrometria de masas (Zhou et al., 2012), inhibicion
enzimatica y el ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA por sus siglas en
inglés) (Qian et al., 2009), (Figura 1.2). ELISA utiliza anticuerpos y cambios de color
para identificar una sustancia, la principal desventaja de este método es la baja
estabilidad de los anticuerpos o enzimas lo que limita su aplicacién directa en campo,
aunque, por otro lado, presenta buena repetibilidad y sensibilidad. EI método de
inhibicion enzimatica carece de especificidad, sin embargo, es un método rapido. La
cromatografia liquida o gaseosa, presenta una buena selectividad y sensibilidad. Sin
embargo, estos métodos requieren personal altamente capacitado que operen
complejos equipos de alto costo. Ademas, para llevar a cabo el analisis es necesario
un laboratorio ya que las muestras a analizar requieren diversos pretratamientos y
condiciones experimentales controladas. Ninguno de los métodos convencionales es
adecuado para su aplicacion en campo con buena selectividad y sensibilidad.
Actualmente, siguen existiendo retos en el desarrollo de sensores colorimétricos o
fluorescentes para detectar pesticidas organofosforados de manera selectiva,
econdmicos, de rapida respuesta, faciles de aplicar y que el sensado pueda ser in situ
(You et al., 2015).
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Figura 1.2 Métodos comunes para el sensado de pesticidas.

Debido a la necesidad de deteccion de contaminantes mediante técnicas sencillas,
rapidas y econdomicas se han desarrollado una serie de sensores quimicos
compuestos por dos unidades: una unidad emisora de la sefal analitica y una unidad
coordinante (Wu et al., 2015). La unidad coordinante tiene capacidad de interaccionar
selectivamente o reaccionar con el analito de principal interés, la unidad emisora es la
encargada de emitir un sefal dptica o fluorescente en respuesta a la interacciéon de la
unidad coordinante con el analito. Los sensores Opticos son interesantes porque la
presencia del analito puede detectarse a simple vista o utilizando un equipo de apoyo,

evitando emplear costosos equipos de analisis (Garcia et al., 2011). Los sensores




quimicos pueden actuar mediante dos mecanismos (Figura 1.3) los cuales dependeran
del tipo de unién que se presente entre las unidades: Mecanismo unidad coordinante-
unidad emisora, mecanismo por el cual se encuentran unidas covalentemente las dos
unidades puede ser directamente o por medio de un espaciador. La unidad coordinante
interacciona con el analito con interacciones débiles como lo son interacciones
electrostaticas y enlaces de hidrogeno, por consecuencia la subunidad emisora se vera
modificada principalmente en la absorcién (provocando un cabio de color) y
fluorescencia. El otro mecanismo es el de desplazamiento, en el que la interaccion
covalente entre la unidad coordinante y emisora esta ausente y su interaccion es débil,
de tal manera que la fuerte interaccion entre el analito y la unidad coordinante provoca
la sustitucion de la interaccién con el fluoréforo, causando el desplazamiento del
fluoréforo y su liberacion a la solucion, provocando modificaciones en sus propiedades

espectroscopicas (Alfonso et al., 2009) (Kim et al., 2009).

Mecanismos de sensado dependiente del tipo de unién

A) Mecanismo de emision de la sefial analitica por coordinacién con el analito.

Espaciador

f Se modifican Unidad
Unidad Umfjad sus coordinante
coordinante

emisora propiedades

B) Mecanismo de desplazamiento con el analito.

Emisor de

. . | nal
Unidad Unidad Unidad Analito e
coordinante emisora coordinante

Cambios en propiedades
espectroscopicas.

Figura 1.3 Mecanismo de sensado y estructura general de marcadores fluorescentes
(Wu et al., 2015).




La luminiscencia se define como la emision de radiacién o de luz desde un estado
excitado de una molécula a un estado basal tras la absorcién de un foton de luz (Braun
et al., 1991). Existen dos principales mecanismos por los cuales una molécula excitada
puede liberar energia a través de un proceso de relajacion o desactivacion, los mas
importantes son los radiativos y no radiativos (Lakowicz, 2006). Comunmente, el
tiempo de vida media de una molécula excitada es corto ya que como se menciono
anteriormente hay diversas formas por las cuales puede liberar su exceso de energia

y relajarse a su estado fundamental.

Otro elemento basico importante para el desarrollo del sensor es el hidrogel. Los
hidrogeles son formados a partir de un conjunto de cadenas poliméricas entrecruzadas
formando redes, esta red tiende a hincharse poniéndose en contacto con una fase
liqguida. Los hidrogeles poseen una combinacién de las propiedades cohesivas de los
solidos, pero a su vez poseen las propiedades de transporte difusivo de los liquidos
(Hennink & van Nostrum, 2012).

Los hidrogeles se clasifican dependiendo del tipo de entrecruzamiento en geles fisicos
0 quimicos. Las cadenas poliméricas en los geles quimicos se acoplan mediante
enlaces covalentes, mientras que en los geles fisicos es mediante interacciones
débiles de Van Der Waals. Los hidrogeles poseen propiedades unicas aplicables para
una amplia variedad de aplicaciones por ejemplo su capacidad de retener agua,
insolubilidad en medios acuosos y resistencia, lo que los vuelve compatibles con

sistemas bioldgicos.

Los hidrogeles se sintetizan a partir de tres compuestos principales, el agente
entrecruzante que es una molecular con la capacidad de unir tres 0 mas cadenas
formando un punto de reticulacion convirtiendo un conjunto de cadenas poliméricas en
una red evitando la disolucion del polimero en agua; el monémero que es la unidad de
la cual un polimero esta formado; y el iniciador, compuesto que rompe la base vinilica
del mondémero, creando una reaccion en cadena de monémero a mondémero para crear

la cadena polimérica. El porcentaje en peso de entrecruzante respecto al monémero




tiene una gran influencia en las propiedades mecanicas y la capacidad de
hinchamiento del material (Katime Amashta et al., 2005)




CAPITULO 2
ANTECEDENTES




2. Antecedentes.
2.1 Fluorescencia.

2.1.1 Conceptos generales.

Una molécula al adsorber un fotdn de luz pasa a un estado excitado (S1 o S2) (ver
figura 2.1) superior debido al incremento de energia en una magnitud igual a la del
fotdn absorbido. Posteriormente la molécula se relaja a un estado excitado con un nivel
vibracional de menor energia, por ultimo, esta pasa a su estado basal (S0) emitiendo
radiaciéon o luminiscencia. La fluorescencia y la fosforescencia son dos tipos de
luminiscencia, su principal diferencia se basa en el estado excitado desde donde se

relajan (Lakowicz, 2006).
La pérdida de energia puede ser mediante:

e Procesos de desactivacion radiativos, principalmente procesos de fluorescencia
definido como un proceso de relajacion desde el estado electrénico excitado al
estado basal emitiendo fotones.

e Procesos de desactivacion no radiativos como procesos de relajacion
vibracional (Valeur & Berberan, 2012).

e Procesos de desactivacion por transferencia de molécula a molécula de

energia, electrones o protones.

La fluorescencia y la fosforescencia son dos tipos de relajacion radiativas, la
fluorescencia es un proceso de relajacion desde un estado excitado S1 de igual
multiplicidad que el estado inferior de la transicion S0O. La diferencia con la
fosforescencia es que esta se produce desde un estado excitado triplete T1,
posteriormente se produce entre estados de diferente multiplicidad. Lo anteriormente
mencionado se puede analizar mejor en el diagrama de Jablonsky (Figura 2.1), donde

se representan los mecanismos de excitacion y relajacion. Las flechas solidas
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representan transiciones radiativas que ocurren por absorcion (morado y azul) o

emision (verde y rojo). Las flechas punteadas muestran transiciones no radiativas.
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Figura 2.1. Diagrama de Jablonski.

La ruta que se siga para pasar de un estado excitado a un estado basal sera
probablemente determinada por el tipo de desactivacién que presente la transicion
mas corta. Esta puede ser radiativa o por algun proceso de relajacion vibracional o de
algun otro tipo que no involucre la emision de luz. Por ejemplo, si la fluorescencia
presenta un tiempo de relajacion mas corto que otros procesos no radiativos, se
observara la emision, de lo contrario se seguira una ruta sin luminiscencia. Sin
embargo, dada la competitividad de los procesos de relajacion desde el estado
excitado de menor energia S1, existe la posibilidad de que solo una fraccion de
moléculas pasen al estado basal por medio de la fluorescencia y otra fraccién lo haga

por un método no radiativo, esa fraccion se le conoce como rendimiento cuantico.
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El proceso de absorcién de luz es muy rapido, del orden de los femtosegundos.
Después de la absorcion de luz, la molécula excitada pasa al nivel vibracional mas
bajo de S1 a través de relajacion vibracional y conversion interna. Este proceso no
radiativo tiene lugar en picosegundos. La emision de fluorescencia se produce desde
el nivel vibracional de mas baja energia de S1 al nivel fundamental SO. Por lo cual, el
espectro de fluorescencia se desplaza a energias mas bajas respecto al espectro de
absorcion. La fluorescencia se lleva a cabo en la escala de tiempo de los

nanosegundos (Figura 2.2).

Algunos ejemplos de transiciones no radiativas son (Valeur & Berberan, 2012):

-La relajacion vibracional, se presenta cuando existe una transicion de un nivel de

vibracion de mayor energia a uno de menor energia.

-La conversion interna, es un proceso producido por la union de los niveles
vibracionales de un estado electronico de mayor y uno de menor energia, se da entre

dos estados electrénicos de igual multiplicidad.

-El cruce intersistema, transicion que se presenta entre dos estados excitados con
desigual multiplicidad de espin. pueden acontecer debido a un mecanismo llamado

unién espin-orbital.

- El “quenching”, es un mecanismo “turn-off’ en el que el fluoréforo abate su
fluorescencia al interaccionar con alguna molécula generalmente nombrada
“‘quencher”, el cual ayuda a regresar al estado fundamental sin la necesidad de emitir

radiacion.

En resumen, la fluorescencia de desarrolla en tres etapas. Primero, se da la excitacion
a través de la absorcion de un fotén de luz, seguido de la transicién donde la energia
es disipada pasando a un estado excitado de menor energia, por ultimo, ocurre una

relajacion hacia el estado fundamental radiando luz.
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Figura 2.2 Mecanismo de fluorescencia.

2.1.2 Compuestos fluorescentes.

2.1.2.1 Sondas fluorescentes y fluoroforos.

Un fluoréforo es un compuesto que tiene la capacidad de emitir fluorescencia. La luz
que se radia es de inferior energia, y de mayor longitud de onda que la luz absorbida.
Una molécula fluorescente injertada en un sistema con el fin de proporcionar
informacion sobre él se le llama sonda fluorescente. Al estar unida la sonda
covalentemente a alguno de los componentes del sistema, se le llama etiqueta
fluorescente. Es importante mencionar que la mayoria de los compuestos
fluorescentes se producen a partir de moléculas aromaticas. Otro concepto importante
es el de marcador fluorescente empleado para compuestos cuyo objetivo es poder
visualizarlo en un medio en concreto, por lo que se usan como agentes de

identificacién o marcaje.

Los sensores fluorescentes son moléculas que presentan cambios en su emision de
fluorescencia ante un estimulo. Los cambios se producen en propiedades como la
polaridad, rigidez, pH, viscosidad, presion, temperatura, potencial eléctrico o movilidad
molecular del medio.
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Los fluoréforos pueden dividirse en intrinsecos/naturales o extrinsecos. Siendo los
primeros aminoacidos, clorofila, derivados del piridoxil que tiene su fluorescencia de
manera natural y los extrinsecos aquellos que son incorporados como fluorocromos
para su actividad fluorescente como el Dansil, fluoresceina, rodamina, etc. En la Figura

2.3 se muestran algunos de los fluoréforos mas empleados.

Moléculas

fluorescentes

Figura 2.3 Estructura quimica de moléculas fluorescentes comunmente empleadas

COMmo sensores.
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Para poder realizar el andlisis de las sondas o fluor6foros, se emplea una técnica muy
importante, la espectroscopia de fluorescencia, esta técnica de analisis es muy util
para observar cambios en diversos sistemas. Sin embargo, la fluorescencia de los
materiales comunmente es muy deébil, incluso en ocasiones no se presenta este
fendmeno. Para lograr este efecto se requiere la incorporacién de una sonda
fluorescente al material, que nos permita obtener informacion sobre los cambios que

se presenten.

El mecanismo de incorporacion de los fluoréforos a las redes poliméricas se puede

llevar a cabo por:

- Acoplamiento durante la sintesis del polimero.

- Adicién durante el procesado.

- Por dispersién de la sonda con disolventes.

- Impregnando del polimero terminado con ayuda de la difusién o el hinchamiento.
- Injertando la molécula a través de un tratamiento superficial.

La aplicacion de sondas fluorescentes a sistemas de sensado requiere que tengan
caracteristicas como estabilidad térmica, fotoestabilidad, buena capacidad de

adsorcion, emision, rendimiento cuantico y que sean inertes.

En los ultimos afos, el interés en las propiedades opticas y fluorescentes,
electroquimicas y fotoeléctricas de los compuestos de 1,8-naftalimida han aumentado
constantemente. Se ha reportado de que naftalimida tiene excelentes propiedades de
fluorescencia, estabilidad y cuenta con una excelente estructura con dos sitios por
donde funcionalizar o modificar la molécula, ademas, los derivados poseen una gran
afinidad electrénica, causada por la existencia de un centro deficiente en electrones.
Debido a la necesidad de un marcador fluorescente con buenas propiedades
fluorescentes y propiedades estable, la naftalimida se tomé en cuenta como una

posible molécula candidata para el desarrollo del sensor.
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2.1.2.2 Generalidades de la 1,8-Naftalimida.

Los compuestos derivados de la 1,8-naftalimida han sido de interés por su excelente
fluorescencia (Figura 2.4), buena fotoestabilidad y por su gran variedad de
aplicaciones el diferentes areas, como monitores ambientales (Duke et al., 2010),
marcadores fluorescentes aplicados en la biologia y medicina para detectar o combatir
enfermedades (Andricopulo et al., 2000) y como posibles absorbedores de energia
solar. Estos compuestos poseen propiedades Opticas, electroquimicas y electronicas
unicas. Las recientes investigaciones de la 1,8-naftalimida y sus derivados, muestran
que estos materiales tienen capacidades de transporte de carga. Debido a sus
propiedades, provocan que las naftalimidas sean candidatos como materiales
potenciales para aplicaciones en (opto) electrénica, como el marcaje de polimeros,
marcadores fluorescentes en biologia, sensores de transferencia de electrones
fotoinducidos, Las propiedades de los disolventes afectan los espectros de emision y
adsorcion, asi como los rendimientos cuanticos. El rango de colores donde la

naftalimida puede emitir fluorescencia varia de un amarillo a un azul (Gudeika, 2020).

Naftalimida

Etanol

Figura 2.4. Emision de 1,8-Bromo naftalimida disuelta en agua (l1zquierda) y etanol

(Derecha) bajo luz visible y ultravioleta (365 nm).
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2.1.3 Aplicacion de la fluorescencia.

La espectrofotometria de fluorescencia es empleada para resolver problematicas
presentes en areas de ciencias como la quimica y biologia. Los datos proporcionados
por la técnica muestran informacién sobre los cambios que se generan y fenémenos

moleculares, por ejemplo (Valeur & Berberan, 2012):

e Deteccidon y monitoreo en cambios de concentracion.
e Marcaje celular.

¢ Distancias intra/intermoleculares.

e Cambios conformacionales.

¢ Interacciones de enlace quimico.

e Caracterizacion de la estructura.

¢ Interacciones de moléculas de disolvente con fluoréforos.

Las ventajas de la técnica de fluorescencia son su gran sensibilidad, selectividad,
tiempos cortos de respuesta y a diferencia de otras técnicas de caracterizacion que
degradan a la muestra mientras se analiza como el analisis termogravimétrico (TGA),
la espectrofotometria de fluorescencia no modifica molecularmente a la muestra ni la
degrada (Gaddam et al.,, 2016). Los datos obtenidos por la técnica de analisis de
fluorescencia se muestran como espectros de emisidn los cuales presentan la
intensidad de fluorescencia en funcion de la longitud de onda. Los datos mostrados en
los espectros de emisidn varian en funcién de la estructura del compuesto fluorescente

y de la naturaleza del disolvente.

Mencionadas las aplicaciones y ventajas de la fluorescencia, es de interés en este
trabajo la inmovilizacién de un fluoréforo dentro de una red polimérica para su
aplicacion en deteccion de contaminantes. A través del injerto de compuestos
fluorescentes en las redes poliméricas se ha realizado el analisis de varios procesos
de sintesis de polimeros (Gaddam et al., 2016) como la degradacion, estabilizacion,
modificacion (Bark & Allen, 1982) y el estudio de su morfologia (Jenneskens et al.,
1991).
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2.2 Polimeros.

2.2.1 Modificacion de polimeros.

Una de las modificaciones mas empleadas para mejorar las propiedades de un
polimero es la de entrecruzamiento la cual se realiza durante la sintesis. Un polimero
que no esta entrecruzado y sus cadenas poliméricas se encuentran libres tiende a
solubilizarse, el entrecruzamiento tiene como objetivo reticular las cadenas poliméricas
creando una red mejorando las propiedades mecanicas, estabilidad morfologica y
resistencia a disolventes. Hay una gran variedad de modificaciones de polimeros
enfocadas a mejorar sus propiedades como lo son el entrecruzamiento, polimerizacion,

funcionalizacién, obtencion de copolimeros, y degradaciones controladas.

Con el fin de cambiar o mejorar las propiedades de los polimeros se recurre a
modificarlos molecularmente. Comunmente se emplea la modificacion durante la
sintesis, sin embargo, recientemente se ha desarrollado una alternativa de
modificacion posterior a la sintesis o polimerizacion las cuales se explican mas
adelante. Si el polimero es amorfo se puede aprovechar su capacidad de fundirse para

injertar o inmovilizar un nuevo compuesto (Mane, 2016).

Existen 2 clases o tipos de funcionalizacién, la funcionalizacién en bloque se realiza
durante la sintesis bajo la condicion que un mondmero este funcionalizado. Sin
embargo, también se puede llevar a cabo una post- polimerizacién realizada después
de la sintesis, bajo la condicion de que el polimero presente grupos reactivos para su
funcionalizacion. El otro tipo de funcionalizacion es la que emplea tratamientos fisicos
superficiales como ionizacion a la flama, radiacién UV, microondas o tratamiento con
plasma. Posteriormente se puede funcionalizar mediante enlaces débiles o covalentes
(Oyama, 2014).
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2.2.2 Hidrogeles.

Los hidrogeles son un conjunto de cadenas poliméricas entrecruzadas formando redes

poliméricas con capacidades de adsorber y retener grandes cantidades de agua

hinchandose. El polimero posee grupos hidrofilicos que tienden a hidratarse dentro de

un entorno acuoso formando la estructura del hidrogel. (Hennink & van Nostrum, 2012)

Las caracteristicas particulares de los hidrogeles son:

a)

Caracter hidrofilico atribuido a la presencia de grupos funcionales hidrofilicos
(OH, COOH, CONH2, CONH, SOsH) dentro de la estructura molecular del
hidrogel.

Insolubilidad en agua originada por la red tridimensional en la estructura
polimérica y el entrecruzamiento, causado por fuerzas cohesivas débiles
(fuerzas de Van Der Waals y puentes de hidrogeno) y enlaces covalentes o
ionicos.

consistencia elastica y suave, determinadas por el monémero hidrofilico inicial
ademas de la baja densidad de entrecruzamiento.

Estado de equilibrio del hidrogel hinchado causado por el equilibrio de las
fuerzas osmoticas originadas por el agua al entrar al hidrogel y fuerzas
cohesivas ejercidas por las cadenas macromoleculares que se oponen a la

expansion. (Katime, 2005)

Los hidrogeles son de gran interés debido a sus posibles aplicaciones como sensores,

membranas de separacion, adsorbentes y materiales en medicina como sistemas de

liberacion de farmacos. Esto ayuda a resolver problemas ambientales y biolégicos al

ser utilizados en la remocién de contaminantes y en la regeneracion de tejidos.
(Karadag et al., 2002)
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2.3 Pesticidas.

2.3.1 Generalidades de los pesticidas.

Los pesticidas son compuestos quimicos disefiados para controlar o eliminar plagas.
Existen varios tipos de pesticidas y se clasifican de acuerdo con su estructura o
proposito (plaga a eliminar.), entre los principales tipos de pesticidas se encuentran los
Herbicidas, Insecticidas y fungicidas, siendo los herbicidas los encargados de eliminar
plagas del tipo vegetal. La actividad de algunos herbicidas esta basada en su
capacidad de bloquear la via enzimatica del Shikimato al inhibir a la enzima
5-enolpiruvilshikimato-3-fosfato sintasa (EPSPS), relacionada con la biosintesis de
aminoacidos esenciales (aminoacidos aromaticos como fenilalanina, triptéfano y
tirosina). Al no haber estos aminoacidos, se detiene la sintesis de proteinas en las
células vegetales, el crecimiento de la planta cesa hasta que muere (Aragay et al.,
2012).

2.3.2 Problematica por contaminacion.

Estos compuestos quimicos tienen muchas ventajas, pero también tienen su
contraparte ya que han dafiado gravemente al ambiente, todo esto como consecuencia
del uso desmedido de estas sustancias en todo el mundo, la creciente demanda y el
creciente interés en mejorar calidad de productos agricolas, afectando una gran
variedad de plantas y animales. El uso de insecticidas para eliminar plagas de
mosquitos ha afectado a organismos no objetivo, por ejemplo, las abejas, que son de
vital importancia para el proceso de la polinizacion; aproximadamente el 80% de todas
las plantas con flores dependen de esta accion, al afectar a las abejas, se perderian
cultivos de frutas, verduras y otros recursos que alimentan a otros seres vivos. Entre
las principales frutas y verduras que dependen de la polinizacion de las abejas esta el
brécoli, esparragos, pepino, fresas, manzanas, tomates y almendras (Rumkee et al.,
2017).
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2.3.3 Glifosato, sus dafos ambientales y a la salud humana.

El glifosato (Gli) es uno de los pesticidas organofosforados mas utilizados en el mundo,
ya que puede eliminar a una amplia gama de las plantas consideradas como plagas
que afectan a miles de agricultores en México causando perdida de cosechas, por
consecuencia afecta la economia de los agricultores lo que lleva a un alza de precios
en los productos afectando a millones de consumidores. Las primeras investigaciones
sobre el Gli han reportado un bajo impacto toxico en los seres humanos. Sin embargo,
trabajos de investigacion recientes reportan lo contrario. Los pesticidas a base de Gli
pueden afectar las regulaciones del ciclo celular tanto en plantas como en animales.
En adicion que su uso ha provocado el desarrollo de plantas resistentes a los
herbicidas. Se ha publicado que el Gli puede ser toxico incluso cuando esta por debajo
de los limites permitidos por diversas organizaciones. Los principales efectos daninos
presentados por el contacto con estos contaminantes son teratogénicos,
tumorigénicos y hepatorrenales. Estos son causados por la alteracion endocrina y el
estrés oxidativo lo que provoca alteraciones. El grado de dafio sera dependiente del
tiempo que se estuvo en exposicion ante este contaminante, su repetitividad y las

concentraciones a las que se expone (Kolakowski et al., 2020).

En los Estados Unidos, el limite permisible para la concentracion de plaguicidas en el
agua potable es de 4 uM y en la UE el limite es de 0.6 nM. Hoy en dia, los limites de
la regulacion son monitoreados por costosas técnicas de analisis. Debido al dificil
procedimiento de muestreo, son muy pocas las muestras que se toman. Es de suma
importancia el monitoreo principalmente en lugares donde su suelo permita la
permeacion de estos contaminantes a importantes fuentes de agua, las cuales llegar

a flora y fauna, dando el ecosistema y la salud de poblaciones enteras (W. & J., 2002).

Se han publicado una variedad de articulos relacionados a la deteccion de estos
contaminantes mediante los métodos convencionales. Sin embargo, se han hecho
mejoras importantes, uno de ellos publicado en el 2018 (Noori et al., 2018) por Jafar
Safaa. En dicha investigacion se plantea la deteccion de pesticidas a través de la

cuantificacion electroquimica. Esta consiste en la aplicacion de un potencial sobre una

—————————
21




solucion de agua que contiene el analito para la posterior oxidacion del Gli sobre un
electrodo de oro. Se propone la oxidacion en el enlace covalente fosforo-oxigeno. Para
encontrar el potencial optimo de sensado se tomaron en cuenta dos factores, el
primero es la sensibilidad, para ellos se realizaron pruebas amperomeétricas a
concentracién de 0 mM (blanco), 0.018 mM y 0.3 mM. A cada concentracion se le
aplicaron siete potenciales diferentes (entre 0.6 a 1.05 V) obteniendo para cada uno
de ellos una carga. Para encontrar el éptimo se calcularon las pendientes de carga
generadas por la respuesta del maximo y minimo de concentracién, dicha pendiente
representa la sensibilidad que puede tener cada potencial. El segundo factor fue la
relacion sefial ruido que se calcula dividiendo la carga a cierta concentracion de un
potencial determinado, entre la carga del blanco al mismo potencial. Idealmente se
tiene que encontrar un 6ptimo entre la alta sensibilidad y una relacion sefal ruido baja.

Obteniendo dicho potencial se evalué la capacidad de sensibilidad.

A partir de la necesidad de monitorear contaminantes y la inquietud por el desarrollo
de nuevos sensores quimicos se han planteado una serie de trabajos e investigaciones
sobre detectores quimicos los cuales pretenden mejorar muchos aspectos
previamente mencionados respecto a los métodos convencionales de deteccion. Uno
de ellos publicado por Russell, Ryan J. en 1999 (Russell et al., 1999). La investigacion
es un estudio de la deteccién de pesticidas organofosforados en hidrogeles por cambio
de pH, para esto se prepara un material de hidrogel de poli(etilenglicol) en cual se le
ha inmovilizado un biosensor fluorescente para Pesticidas organofosforados (PO) que
utiliza carboxiseminatofluoresceina (SNAFL-1), un fluoréforo ratiométrico dependiente
del pH. Para que cambie el pH también se ha inmovilizado hidrolasa organofosforada
(OPH). Dentro del hidrogel, la OPH inmovilizada cataliza la hidrdlisis en los enlaces P-
O, P-S, P-F o P-CN de neurotoxinas organofosforadas que incluyen paraoxén, paration
y sarin, generando asi protones, lo que resulta en una disminucion del pH del
microambiente y un aumento en la intensidad de fluorescencia medida. SNAFL-1 es
un colorante, que reduce los problemas asociados con el foto-blanqueo y disminuye el

ruido del sensor mediante el uso de mediciones de emisiones radiométricas.
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Posteriormente, en junio del 2013 se publicé un articulo por Segal (Krepker & Segal,
2013). El estudio se centra en la sintesis de una nanoestructura de silicio poroso
combinada con una estructura hibrida de silicio poroso (PSi) / hidrogel. El primer
compartimento del biosensor consiste en un hibrido de éxido de silicio poroso
(PSiO2 ) / poli (metacrilato de 2-dimetilaminoetilo) [poli (DMAEMA)] el cual se modela
in situ dentro de una pelicula delgada. El nuevo hibrido resultante muestra una
respuesta optica rapida y reversible a los cambios de pH. Se empled este hibrido como
un elemento transductor éptico integrandolo con un segundo compartimento que
incluye la hidrolasa organofosforada, que esta inmovilizada dentro de los poros del
PSiO2, capaz de hidrolizar selectivamente compuestos organofosforados, lo que da
como resultado una serie de camaras cataliticas a nano escala para la degradacion de
los compuestos organofosforados y la liberacion de dos protones
estequiométricamente. Por lo tanto, la funcion del biosensor se basa en la difusién de
los productos de hidrolisis de PO desde las camaras cataliticas, a través de la red de
poros interconectados, hasta la region hibrida que activa su respuesta optica (Figura
2.5). La exposicion al analito objetivo modelo da como resultado un cambio rapido y
reproducible en el espectro de reflectividad optica del hibrido, lo que permite la

deteccidn y cuantificacion de una manera simple y confiable.

(0] EOT shift

]
H.CO-P-OCH,

—_—

EOT,[nm]

Figura 2.5 Mecanismo del sensor compuesto por oxido de silicio poroso-Hidrogel
(Elemento transductor 6ptico) y silicio poroso-hidrolasa organofosforada para la

deteccion de pesticidas (Krepker & Segal, 2013).
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Recientemente, en octubre del 2018 se publicd un articulo publicado por Zeng (Li et
al., 2018), reporta un sensor cromogénico y fluorogénico para detectar pesticidas
organofosforados usando rodamina B funcionalizada con adenosin trifosfato (ATP) y
como sitio de anclaje nanoparticulas de oro. Primeramente, las nanoparticulas se
acoplan con ATP que funciona como agente estabilizador para evitar la agregacion de
las nanoparticulas de oro. Después, se funcionaliza el ATP/nanoparticulas con
Rodamina B, lo que provoca que la fluorescencia de la rodamina se abata. Una vez
hecho esto, para las pruebas de sensado se le adiciona el analito que al interaccionar
con las nanoparticulas provoca un desplazamiento del fluoréforo (ATP/Rodamina) y su
liberacion a al medio, por lo que se recuperan sus propiedades de fluorescencia. En
adicion a esto, al perder el agente estabilizador ATP, provoca la agregacion de las

nanoparticulas lo que resulta en un cambio de coloracion (Figura 2.6).

% on

Figura 2.6 Mecanismo del sensor compuesto por nanoparticulas de oro, ATP y

rodamina B, para la deteccion de pesticidas (Li et al., 2018).

La presente tesis pretende sintetizar un detector a base de un hidrogel-ATP-naftalimida
con los beneficios de ser de bajo costo y que presente una respuesta rapida. El
hidrogel de poliacrilamida sintetizado por polimerizacion radicalaria de la acrilamida,

usando como agente entrecruzante el N,N’-metilenbisacrilamida y persulfato de
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amonio como iniciador. Sobre esta estructura polimérica se inmovilizara por
interacciones electrostaticas un sensor fluorescente conformado por ATP y un
derivado de naftalimida como fluoréforo. El cual, al ser sustituido de la matriz
polimérica por los compuestos organofosforados se desprendera hacia el liquido
atrapado dentro del hidrogel, teniendo asi un cambio de fluorescencia en respuesta a
la presencia de compuestos organofosforados. Esto se lleva por un mecanismo de
desplazamiento, en el que existe una interaccion débil entre la subunidad emisora y el
sitio de anclaje, al no existir un enlace covalente entre el polimero (Sitio de anclaje) y
el ATP-naftalimida (Unidad emisora), provoca el desplazamiento de la unidad emisora
y su liberacion al medio acuoso (Figura 2.7). De esta manera sus propiedades

espectroscopicas se modifican, ocasionando la fluorescencia del sobrenadante.

PAAm-Unidad

Polimero

Fluoréforo O 0 Pesticida

Figura 2.7 Mecanismo del sensor hidrogel-ATP-Naftalimida para la deteccion de

pesticidas.
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CAPITULO 3

JUSTIFICACION, HIPOTESIS Y
OBJETIVOS




3. Justificacion, hipétesis y objetivos.
3.1 justificacion

La deteccion rapida de pesticidas organofosforados (PO) en el medio ambiente es de
gran importancia para la proteccion de la salud publica. Sin embargo, los métodos
convencionales implican procedimientos que involucran laboratorios y equipos
sofisticados. Esto se traduce a costos muy altos y largos tiempos para obtencién de la
respuesta. Por tal motivo, se requiere un método que sea de bajo costo, que tenga

buena sensibilidad, selectividad y limites bajos de deteccion.

3.1 Hipotesis.

El sensor ATP-Naftalimida inmovilizado en un hidrogel a base de acrilamida, detectara
glifosato a través de un mecanismo de sustitucion sobre la superficie del hidrogel. Por
medio de esta metodologia se detectara de forma eficiente, precisa y a bajos costos

PO, para este trabajo de tesis se utilizara glifosato.

3.2 Objetivos.

3.2.1 Objetivos generales.

Desarrollar un sensor Optico para la deteccidn cualitativa de Pesticidas
organofosforados a base de un hidrogel/ATP-naftalimida, el cual sea econédmicamente

factible y con tiempos de respuesta menores respecto a los métodos convencionales.
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3.2.2 Objetivos especificos.

Establecer protocolos para la funcionalizacién quimica del polimero con grupos
funcionales amino.

Sintetizar un hidrogel de poliacrilamida bajo condiciones especificas
previamente reportadas para generar propiedades las cuales permitan la
gelificacion de la solucion que contenga PO.

Encontrar las mejores condiciones de sintesis del fluoréforo a través de la
funcionalizacién de la molécula de ATP con naftalimida.

Inmovilizar por interacciones intermoleculares ATP-naftalimida a la cadena de
poliacrilamida.

Realizar pruebas de desplazamiento de la molécula de ATP-naftalimida
(subunidad emisora) incorporada sobre el hidrogel (Sitio de anclaje) con la
molécula del PO (Analito). Todo esto a través de un mecanismo de
desplazamiento y debido a la interaccion débil entre las unidades.

Evaluar la capacidad de deteccion de pesticidas organofosforados mediante
fluorescencia en la solucién debido a la liberacion de la molécula de ATP-

naftalimida.
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6. Conclusiones y perspectivas.

6.1 Conclusiones.

De acuerdo con los objetivos planteados en este trabajo, se llegd a las siguientes

conclusiones.

+ Se logré sintetizar un hidrogel de acrilamida por el método de polimerizacion

radicalaria e incorporando los compuestos F1y F2.

« Se logré sintetizar los compuestos fluorescentes y su caracterizacion mediante

la técnica IR.

» Se incorporo satisfactoriamente la molécula de ATP a la 1,8-bromo naftalimida,
adquiriendo los grupos necesarios para interaccionar con los grupos amida del

polimero, creando puentes de hidrogeno.

+ La naftalimida solamente es soluble en algunos compuestos organicos, por lo
que, al disolverla en agua, sus propiedades fluorescentes se abaten casi por
completo debido a la insolubilidad, por lo que, al hacerle las modificaciones, se
logro crear un fluoréforo que puede sensar el Gli presente en el agua, y darnos

una respuesta fluorescente.

« Se demostré que los hidrogeles sintetizados son adsorbentes y con excelente

resistencia morfoldgica, siendo el maximo de hinchamiento a pH7 de 682.89%.

« Se establecieron los limites de deteccion ante la presencia de un pesticida
organofosforado. Para el fluoréforo 1 esta entre 100 y 500 pM, para el fluoréforo

2 el intervalo abarca desde los 100 pM y 800 uM.

+ Se evaluo la capacidad de selectividad para los fluoréforos teniendo buenos
resultados, y determinando que para ambos sensores que contienen el F1y F2
se debe tener un pretratamiento para eliminar los carbonatos previo al sensado,
para evitar interferencias y resultados erréneos, que puedan causar estos

compuestos.
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» Se evalua los experimentos para comprobar que son reproducibles, en cuanto
a la sintesis de los fluoréforos, fueron reproducibles comprobandolo por las

técnicas de FTIR, TGA, UV-Vis y fluorescencia.
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6.2 Perspectivas.

Con base en los resultados obtenidos en este trabajo se plantean las siguientes

perspectivas.

e Comparar el grado de hinchamiento de los materiales sintetizados con
polimeros comerciales, ademas de ampliar el estudio utilizando la
impregnacion y sensado a diferentes pH y temperaturas.

e Buscar y emplear sitios de anclaje diferentes, es decir sustituir la
poliacrilamida por algun otro polimero que no presente hinchamiento, pero
que presente grupos funcionales que tengan la capacidad de interaccionar
con la subunidad fluorescente.

¢ Modificar las condiciones de sintesis para mejorar las propiedades de los
fluoréforos

e Encontrar mejores condiciones de sintesis de la acrilamida para mejorar el
mecanismo de sensado

e Evaluar el compédsito para la remocion de mas especies quimicas
contaminantes de interés, asi mismo evaluar la capacidad de selectividad
para diferentes tipos de pesticidas en especifico organofosforados.

e Confirmar la transferencia de energia.
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Anexos
A) Preparacion de soluciones buffer

Buffer de cloruros (pH 1-1.5)

Se preparan dos soluciones stock. La primera de acido clorhidrico 0.2 M, para la cual
se disuelven 197 mL de acido clorhidrico fumante (HCI) aforando con agua destilada
a un volumen de 1 litro. La segunda solucién de cloruro de potasio 0.2 M, la cual
consiste en disolver 149.1 g de acetato de sodio (CHsCOONa) aforando con agua

destilada a un volumen de 1 litro.

A partir de la tabla A.1 se toman las cantidades adecuadas para obtener un pH3.

Tabla A.1 solucion buffer de cloruros (pH 1-1.5)

Solucién acido Solucién cloruro Agua destilada pH
clorhidrico 0.2 M | de potasio 0.2 M (mL)
(mL) (mL)
134 50 200 1
105.6 50 200 1.1
85 50 200 1.2
67.2 50 200 1.3
53.2 50 200 1.4
41.4 50 200 1.5

Buffer de acetato (pH 3.6-4.6)

Se preparan dos soluciones stock. La primera de acido acético 0.2 M, para la cual se
disuelven 11.55 mL de acido acético glacial (CHsCOOH) aforando con agua destilada

a un volumen de 1 litro. La segunda solucién de acetato de sodio 0.2 M, la cual consiste
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en disolver 27.2 g de acetato de sodio (CHsCOONa) aforando con agua destilada a un

volumen de 1 litro.
A partir de la tabla A.2 se toman las cantidades adecuadas para obtener un pH 4.

Tabla A.2 Solucién buffer de acetato (pH 3.6-4.6)

Solucioén acido Solucién acetato Agua destilada pH
acético 0.2 M de sodio 0.2 M (mL)

(mL) (mL)
463 37 500 3.6
440 60 500 3.8
410 90 500 4.0
368 132 500 4.2
305 195 500 4.4
255 243 500 4.6

Buffer de fosfato (pH 7.2)

Empleando el producto de Sigma-Aldrich con una concentracion 8.3 mmol/L, se
realizaron los calculos necesarios para obtener una cantidad de 500 mL de buffer de
fosfatos (pH 7).
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B) Datos de la cinética de hinchamiento

Tabla B.1 Valores tomados de masa para formacion de las cinéticas de

hinchamiento a diferentes tiempos y pH.

pH3 pH7 pH 11
Hora Min. Masa (g) | Masa (g) | Masa (g)
totales
06:00 0 0.00 0.00 0.00
06:30 30 91.05 103.32 107.71
07:00 60 150.23 143.11 164.20
07:30 90 196.82 189.04 206.02
08:00 120 235.06 226.19 239.75
08:30 150 263.15 255.08 269.84
09:00 180 288.20 286.97 305.02
10:00 240 348.91 351.38 351.72
11:00 300 392.38 373.12 388.53
12:00 360 437.64 415.66 440.88
02:00 480 47217 453.88 469.09
16:00 600 506.03 503.95 509.59
19:00 780 558.58 550.44 566.96
22:00 960 586.81 589.41 595.11
02:00 1200 603.58 609.02 623.20
06:00 1440 615.97 627.07 638.56
12:00 1800 638.37 652.88 668.65
18:00 2160 648.24 664.41 679.44
02:00 2640 642.74 661.47 668.84
10:00 3120 660.64 675.63 681.50
10:00 4560 654.54 680.08 686.46
10:00 6000 653.68 674.94 690.85
10:00 7440 655.27 677.32 695.55
10:00 8880 657.59 679.95 706.96
10:00 10320 660.04 682.89 719.56
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C) Espectros IR de los compuestos puros
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D) Termogramas de compuestos puros y compositos.
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