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RESUMEN

La espectroscopia Raman intensificada por fendmenos de superficies (SERS) es
una técnica que ha demostrado ser una herramienta ultrasensible para la deteccion de
contaminantes en alimentos. En este contexto, la presente Tesis aborda el estudio y
deteccidon de residuos de plaguicidas presentes en las cdscaras de frutas y vegetales
mediante la espectroscopia SERS. Para ello, en una primera etapa se sintetizaron
nanoparticulas de plata de diferentes morfologias, que fueron caracterizadas mediante
espectroscopia UV-Vis y microscopia electrénica (STEM y SEM). Ademas, las
dispersiones de NPs sintetizadas fueron evaluadas para determinar su estabilidad en el
tiempo mediante su seguimiento por espectroscopia UV-Vis. Posteriormente, las
nanoparticulas sintetizadas se emplearon para la fabricacion de sustratos SERS
flexibles; utilizando como soporte principalmente gel de agar y papel de filtro. Las
plataformas fueron caracterizadas por UV-Vis DRS y evaluadas para determinar su
capacidad SERS y su homogeneidad mediante el empleo de moléculas de prueba,
como azul de metileno, alcanzando a detectar una concentracién superficial ~ 3
pg/cm’, equivalente a 60 moléculas/spot. Por ltimo, se emplearon los sustratos SERS
flexibles para investigar la posibilidad de deteccién de residuos de plaguicidas (tiram,
tiabendazol y carbendazim) en cdscaras de diferentes frutas y vegetales. Para este fin,
se contaminaron intencionalmente cascaras de distintas frutas y vegetales (manzana,
pera, frutilla, tomate, morréon verde, berenjena, cereza) y luego se emplearon los
sustratos SERS flexibles desarrollados para extraer in situ los plaguicidas de las
superficies. A partir de los sustratos empleados para la microextraccion se colectaron
espectros y mapas SERS de los fungicidas. Mediante un analisis exhaustivo de los
espectros SERS en comparacién con las sustancias sdlidas fue posible proponer los
mecanismos de adsorcion de los diferentes analitos sobre la superficie de las
nanoparticulas. Adicionalmente, para uno de los sustratos (AgNPs en gel de agar) se
evalué la capacidad de recuperacién del analito mediante el proceso de
microextracciéon con el sustrato de gel de agar, para ello se llevaron a cabo
microextracciones sucesivas sobre la misma cdscara de fruta. De manera conjunta para
este sustrato se exploraron y analizaron otros factores como son, el cambio en las
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sefiales SERS segun el grado de deshidratacion, la durabilidad en el tiempo del sustrato
(sin sembrar), y capacidad para encapsular al analito y su capacidad para conservarlo
junto con su respuesta SERS a lo largo del tiempo. Se determiné el limite de deteccién
de los plaguicidas empleando el sustrato de gel de agar para cada una de las frutas
obteniéndose por ejemplo para la cascara de manzana con uno de los sustratos
desarrollados 2,0 pg/cm2 para tiram y 0,20 ug/cm2 para tiabendazol, encontrandose
por debajo de los limites maximos de residuos establecidos por diferentes entes
reguladores. Los resultados obtenidos durante la presente Tesis doctoral demuestran
que los sustratos SERS flexibles desarrollados son Utiles para la extraccidon y deteccién

in situ de plaguicidas sobre cascaras de frutas y vegetales.



CAPITULO 1

INTRODUCCION



1.1. Introduccion

En los Ultimos anos, la seguridad alimentaria ha despertado un gran interés en
la sociedad debido, entre otros aspectos, a la presencia de contaminantes en los
alimentos. La creciente demanda de alimentos derivada del incremento poblacional
provocd una expansion de la actividad agricola y con ella el incremento del uso de
productos quimicos para proteger a los cultivos frente a plagas. Los plaguicidas son
sustancias quimicas destinadas a eliminar o repeler plagas indeseadas en plantas y
animales, con efectos muchas veces acumulativos y poco selectivos. Si bien el empleo
de plaguicidas muchas veces presenta beneficios, como por ejemplo para el control de
enfermedades transmitidas por vectores, su uso también puede ocasionar
consecuencias indeseadas debido al empleo excesivo o inadecuado, lo que representa
un riesgo tanto para la salud humana asi como también para el medio ambiente. La
determinacién de residuos de plaguicidas tiene un rol importante en la prevencion de
la salud, ya que nos encontramos continuamente expuestos a diversos agroquimicos, y
una de las fuentes principales de estos compuestos es debida a la ingesta diaria de
alimentos contaminados. La exposicion repetida a largo plazo de uno o varios
plaguicidas puede conducir a efectos tdxicos crénicos, lo que resulta perjudicial para la
salud [1]. En este contexto, resulta fundamental el desarrollo de nuevas técnicas que
mejoren la determinacidn cuali y cuantitativa de estas sustancias contaminantes
presentes en los alimentos, con limites de deteccién mas bajos y tratamientos de
preparacion de muestras menos laboriosos. Actualmente, técnicas basadas en
cromatografia (LC-GCMS y HPLC) son empleadas para la deteccidn y cuantificacion de
residuos de plaguicidas en los alimentos ya que presenta gran reproducibilidad y
sensibilidad [2,3,4,5]. Sin embargo, en los ultimos afios se ha demostrado que la
espectroscopia SERS (del inglés, Surface-Enhanced Raman Spectroscopy) es una
metodologia muy promisoria para este tipo de determinaciones, ya que presenta
ventajas frente a las técnicas tradicionalmente utilizadas como la cromatografia.
Dentro de las ventajas de SERS frente a las técnicas mds convencionales son: rapidez
en las determinaciones, sin tratamientos previos de muestras antes de ser analizadas;

la posibilidad de realizar mediciones in situ, siendo una técnica no destructiva,



ultrasensible y en muchos casos portable. En 1987 fue reportado por primera vez el
empleo de la técnica de espectroscopia SERS para la deteccidon y estudio de un
plaguicida [6]. A partir de este primer trabajo han sido publicados numerosos estudios
sobre la deteccion de residuos de plaguicidas en distintos tipos de matrices

alimentarias con el empleo de distintos sustratos o plataformas SERS [7,8].

La espectroscopia SERS, a diferencia de la espectroscopia Raman, se caracteriza
por las enormes intensificaciones de las sefiales debido a la presencia de un sustrato
metalico nanoestructurado. La espectroscopia SERS involucra tanto el estudio de
nanomateriales como el empleo de espectroscopia Raman, por lo que puede
considerarse como una técnica interdisciplinaria [9]. Si bien existen controversias con
respecto al mecanismo responsable de las grandes intensificaciones, hoy en dia se
acepta que en la espectroscopia SERS actian dos mecanismos fundamentales: el
Mecanismo Electromagnético (EM) y el Mecanismo Quimico o de Transferencia de
Cargas (CT), pudiendo actuar de manera conjunta o por separado dependiendo de
cada sistema. El EM surge como consecuencia de las propiedades plasmodnicas del
sustrato metdlico y es considerada la contribucion mas importante al efecto SERS,
logrando intensificaciones de hasta 10°-10%°, dependiendo de la naturaleza y
caracteristicas morfoldgicas del sustrato [10,11]. Por otro lado, el mecanismo de CT
implica cambios en los estados electrénicos del sistema metal-molécula suponiendo la
formacién de un complejo superficial. En este caso, la intensificacidén es atribuida a la
polarizabilidad molecular, alcanzando intensificaciones del orden de 10°-10". Este
mecanismo no es considerado universal en espectroscopia SERS, como en el caso del

EM, ya que depende de la naturaleza del sistema metal-adsorbato [12].

A lo largo de los anos desde el descubrimiento de la espectroscopia SERS, se
han reportado numerosos tipos de sustratos SERS activos y se han clasificado de
acuerdo con sus propiedades (naturaleza de metal, recubrimiento de nanoparticulas,
sustratos rigidos o flexibles, sustratos para la deteccion directa e indirecta, entre
otras). Si bien la eleccién del sustrato esta principalmente determinada por su uso y
aplicacion, es deseable que presenten: buena intensificacion de las seiales,
uniformidad, reproducibilidad, estabilidad en el tiempo, bajos costos y facilidad en su

elaboracion [11,13]. Los sustratos rigidos han sido ampliamente reportados ya que



presentan generalmente la facilidad de controlar las nanoestructuras metalicas que
dan lugar en la mayoria de los casos a sustratos con buena intensificacidon de la sefial y
reproducibles. Sin embargo, este tipo de sustrato SERS no pueden ser empleados para
el andlisis in situ sobre superficies rugosas, requiriendo en general tratamientos
previos de las muestras. Recientemente, el desarrollo de sustratos SERS flexibles se ha
incrementado notablemente, ya que presentan la ventaja de poder explorar diferentes
superficies no planas de modo in situ, como por ejemplo las superficies de los
alimentos, logrando grandes intensificacion, control y reproducibilidad de las

plataformas SERS [14,15,16,17].

La espectroscopia SERS es una técnica promisoria para la deteccién de trazas de
residuos de agroquimicos presentes en los alimentos, frutas y verduras, ya que es un
método rapido, no destructivo y presenta la posibilidad de realizar medidas in situ con
el empleo de sustratos flexibles. En base a lo mencionado, se ha propuesto como uno
de los objetivos principales del presente trabajo de Tesis Doctoral desarrollar y
caracterizar nuevos sustratos SERS flexibles para ser empleadas en la deteccién y

estudio de agroquimicos.

Los agroquimicos pueden clasificarse de diferentes formas, entre ellas la
clasificacién mas empleada es la que esta determinada por el organismo blanco, como
por ejemplo los fungicidas, herbicidas, insecticidas, entre otras. También, estos pueden
clasificarse segun su principio activo o estructura quimica. En este contexto, se han
seleccionado tres fungicidas para este trabajo en base a lo mencionado previamente;
tiram, tiabendazol y carbendazim (Figura 1.1.). Estos fungicidas son muy empleados
para el tratamiento y control de enfermedades causadas por hongos y en muchos

casos se utilizan para el transporte y almacenamiento de productos agrarios.
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Figura 1.1.: Estructura quimica de los fungicidas seleccionados para el estudio en
cascaras de frutas y vegetales mediante espectroscopia SERS. a) Tiram; b) Tiabendazol

y ¢) Carbendazim.

Como se menciond, el objetivo principal de este trabajo de Tesis es el
desarrollo de sustratos SERS para la deteccidon ultrasensible de contaminantes. Para
ello, se desarrollaron y caracterizaron diferentes sustratos SERS flexibles; los mismos
fueron evaluados con una molécula de prueba (azul de metileno) para determinar su
eficiencia SERS. Previo a los estudios SERS los plaguicidas se caracterizaron por
espectroscopia FTIR. Se analizaron ademas los espectros electrénicos UV-visibles,
evaluando la posibilidad de realizar medidas en condiciones de resonancia o
prerresonancia Raman con los laseres visibles disponibles en el laboratorio. Con el fin
de encontrar las condiciones mas eficientes para las medidas SERS, se tomaron los
espectros de los sustratos SERS conteniendo los contaminantes con diferentes
longitudes de onda de excitacion. Adicionalmente, se estimaron las posibles
interacciones entre el contaminante y la superficie metalica de las nanoparticulas que
conforman las plataformas SERS mediante el estudio de los espectros Raman de los
analitos en ausencia del metal con los espectros SERS obtenidos. Finalmente, se evalud
la deteccién de estos contaminantes sobre la superficie de las cascaras de frutas y
vegetales mediante el empleo de los sustratos SERS flexibles desarrollados y se
determind los limites de deteccidon de los fungicidas extraidos de las superficies de

cascaras de frutas y vegetales mediante el empleo de los sustratos SERS.
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CAPITULO 2

ESPECTROSCOPIA SERS



La espectroscopia SERS (del inglés, Surface-Enhanced Raman Spectroscopy) se
caracteriza por la extraordinaria intensificacién que experimentan algunos modos de
vibracién de determinadas moléculas cuando se encuentran en las proximidades de

ciertas superficies metdlicas nanoestructuradas.

El fendmeno conocido como efecto Raman fue
descrito por el fisico Chandrasekhara Venkata Raman
(Figura 2.1.) en el afio 1921. En 1930, le otorgaron el
premio Nobel de Fisica por su trabajo sobre la dispersién
de la luz y por el descubrimiento del efecto que lleva su

nombre.

El efecto Raman se basa en la dispersion inelastica

de la luz por la materia. Cuando una radiacién

Figura 2.1. C.V. Raman

electromagnética monocromatica, con energia h.vg
(donde h es la constante de Planck), incide sobre una molécula, esta se excita hasta un
estado virtual no estacionario para decaer, posteriormente, emitiendo un fotén
denominado fotén Raman o ineldstico (h.v;). Este fotdon puede presentar una energia
menor o mayor que el fotdn incidente, dependiendo del nivel vibracional en el que
inicialmente se encuentre la molécula, dando lugar a la aparicidn de las lineas Stokes y
Anti-Stokes, respectivamente [1,2,3]. Ambas series se disponen de manera simétrica
con respecto a la linea Rayleigh, que corresponde a la dispersién elastica de la luz, es
decir, los fotones dispersados tienen la misma frecuencia que el fotén incidente (vq)

(Figura 2.2.).

Cuando la luz es dispersada por una molécula, la mayoria de los fotones son
dispersados eldsticamente (dispersion Rayleigh). Sin embargo, una pequefia fraccién
de la luz (aproximadamente 1 en 10’ fotones) es dispersada a frecuencias diferentes a

la luz incidente (dispersion Raman).

Debido a que la poblaciéon de los niveles vibracionales obedece la ley de
distribucién de Boltzmann, la intensidad de las bandas Raman Stokes serd mayor que
para el caso de las bandas anti-Stokes. Por esta razén, usualmente en los espectros

Raman se presentan solo las bandas Stokes [4].
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Estado electrénico
excitado (E;)

Estado virtual

hvy =hv; hvy <hv;
h.'l-"ﬂ= h'l-",:
T Estado electronico
fundamental (Eg)
L

Stokes Rayleigh Anti-Stokes

Dispersion Dispersidn Dispersion

ineldstica elastica inelastica

Figura 2.2. Diagrama energético donde se esquematizan las distintas formas de

dispersion de la radiacién electromagnética.

La espectroscopia Raman proporciona informacion molecular altamente
especifica y permite la determinacién de mezclas formadas por varios componentes.
Sin embargo, esta técnica presenta el inconveniente de la baja intensidad de su sefial;
como se menciond anteriormente solo una pequefa fraccidén de la luz es dispersada
ineldsticamente. En este sentido, el descubrimiento de la espectroscopia Raman
intensificada por fendmenos de superficies ha constituido un gran avance debido a su
alta sensibilidad, convirtiéndose en una herramienta poderosa en diferentes areas de

estudios.

La espectroscopia SERS combina las ventajas intrinsecas de la espectroscopia
Raman ((a) capacidad de identificaciéon, debido a vibraciones caracteristicas de las
moléculas; (b) andlisis no destructivo; (c) requerimientos minimos de preparacion de
las muestras; (d) posibilidad de realizar mediciones en fluidos biolégicos, ya que el
espectro Raman del agua es bastante débil; (e) deteccién simultdanea de mezclas de
varios componentes; (f) posibilidad de realizar analisis in situ con instrumentos

portatiles)[1,5] con la alta sensibilidad de la espectroscopia SERS que, en algunos
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casos, incluso puede permitir la deteccion de una sola molécula individual, proceso

conocido como “Single Molecule Detection” (SMD)[2,6,7].

2.2.Contexto historico

La dispersion Raman intensificada por fendmenos de superficie fue observada
por primera vez en 1974 por Fleischmann y col. [8], quienes reportaron una sefial
Raman inesperadamente grande de piridina adsorbida en un electrodo de plata rugoso
sometido a varios ciclos de oxidacion-reduccion. Al poco tiempo, Jeanmaire y van
Duyne [9] y Albrecht y Creighton [10], en investigaciones independientes, confirmaron
los hallazgos de Fleischmann, y plantearon que este fendmeno se originaba por fuertes
campos eléctricos en la superficie del metal o al incremento del nimero de moléculas
presentes en la superficie [9,10]. En afos posteriores, Moskovits [11,12] propuso que
el incremento de la sefial Raman se originaba por la excitaciéon de las oscilaciones
colectivas de los electrones en las superficies metalicas nanométricas, alcanzando una
intensificacion total promedio de ~ 10 érdenes de magnitud. Asi concluyeron que
cuando una molécula se encontraba en presencia de un metal, con irregularidades
superficiales nanométricas de dimensiones comparables a la longitud de onda de
excitacion del ldser, se conseguia registrar espectros Raman a muy bajas

concentraciones.

La combinacidn de la alta sensibilidad con su selectividad superficial convierte a
la técnica SERS en una herramienta espectroscépica vibracional muy eficiente que
permite la deteccidn estructural de sustancias a muy bajas concentraciones, incluso

trazas [2,3,6,7].

Las caracteristicas intrinsecas de la espectroscopia SERS, junto con los avances
instrumentales, han permitido la aplicacién de esta herramienta en muchas areas,
considerandose una técnica interdisciplinaria ya que involucra a disciplinas como fisica,
guimica, tecnologia, ciencia de los materiales y biologia [4]. El creciente interés por la
espectroscopia SERS se ve reflejado en el aumento, a lo largo de los ultimos afos, en el

numero de publicaciones por afio asociadas a esta técnica (Figura 2.3.).
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Figura 2.3. Publicaciones de espectroscopia Raman intensificada por fenémenos de

superficie entre los aflos 2010 y 2021. Fuente: Dimensions (https://dimensions.ai/).

En la actualidad, el fendmeno causante de la gran intensificacidon de las sefiales
Raman, efecto SERS, es objeto de discusiéon. Se acepta la existencia de dos
contribuciones principales al fendmeno SERS: el mecanismo de intensificacion
electromagnético (EM, del inglés electromagnetic mechanism) y el mecanismo quimico

o de transferencia de carga (CT, del inglés charge transfer mechanism).

2.3. Origen de la intensificacion SERS

Como se ha mencionado anteriormente, la dispersién Raman generada por
moléculas ubicadas en las proximidades de una superficie metdlica nanoestructurada
puede ser fuertemente incrementada por el fenédmeno SERS. La relacién de las
intensidades de dispersion Raman y SERS puede representarse mediante la siguiente

ecuacion [4]:

Psgrs = Praman- Gsers (2.1)
Psgrs = Praman - Gigrs - Gerks (2.2)
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donde Prgman Y Psgrs son las intensidades de la luz dispersada medidas por el
detector (Raman y SERS, respectivamente). El factor Gsgrs representa la intensificacion
total inducida por el sustrato, la cual esta compuesta por dos contribuciones, la debida
al mecanismo de intensificacion electromagnético (EM) y la originada en el mecanismo

quimico o de transferencia de carga (CT).

Los mecanismos se fundamentan en principios totalmente distintos, pero
pueden actuar de manera conjunta o de forma separada, dependiendo de las
condiciones experimentales. La contribucion de cada uno de ellos a la intensificacién
total aun no ha sido resuelta satisfactoriamente. En la Tabla 2.1. se pueden observar
las principales caracteristicas de cada una de las contribuciones de manera

comparativa.

Tabla 2.1. Comparacion de las principales caracteristicas de los mecanismos de

intensificacion: electromagnético (EM) y quimico o de transferencia de carga (CT).

Mecanismo EM Mecanismo CT

Contribucion
10®'° dependiendo de la
efecto SERS 10%* dependiendo del
naturaleza y morfologia del
(valor mecanismo involucrado.
sustrato [13].
aproximado)

Intensificacion del campo
de la molécula como
eléctrico debido a plasmones

Origen superficiales del metal.
fisico-quimica con el sustrato.
Independiente del tipo de
Dependiente del tipo de

Modificacién de la polarizabilidad

consecuencia de la interaccion

molécula.
molécula.
Considerado efecto de largo
alcance comparado con las Es requerido el contacto a corto
Dependencia con
distancias de enlaces quimicos alcance entre la moléculay el
la distancia
(hasta ~10 nm de distancia de la sustrato [1,13].

superficie metalica).
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El efecto SERS depende de una gran cantidad de parametros, incluyendo:

» Caracteristicas del laser de excitacion empleado (longitud de onda,

polarizacién, etc.).

» Sustrato/plataformas SERS, en particular: material, geometria, orientacién con

respecto a la direccion y polarizacién del haz incidente.
» Propiedades intrinsecas del analito como la polarizabilidad Raman.

» Propiedades de adsorcion del analito: eficiencia de adsorcién del analito, su
concentracién, distancia y orientacion a la superficie, y posible modificacidon de

polarizabilidad inducidas por la adsorcidn.

Estos aspectos seran discutidos con mayor detalle en las siguientes secciones.

2.3.1.Mecanismo Electromagnético (EM)

El mecanismo electromagnético (EM), considera el incremento de la radiacion
incidente (Ep) debido a la presencia de plasmones superficiales (LSP, del inglés
Localized Surface Plasmons), concentrandola en su superficie, por lo que una molécula
en sus proximidades esta sometida a una radiacion mucho mas intensa que en
ausencia del metal. Si cuando incide el foton sobre la nanoestructura metalica lo hace
en condiciones de resonancia con las frecuencias de los LSP, entonces tiene lugar la
excitacion de estos, dado lugar al fendmeno denominado como resonancia de plasmén
superficial localizado (LSPR del inglés, Localized Surface Plasmon Resonance). La
intensificacion electromagnética debida a la presencia de una superficie metdlica
nanoestructurada puede explicarse a través de dos contribuciones. Por un lado, si una
molécula se encuentra situada en la posicidon r’ respecto a la superficie de una
particula metdlica, cuando incide un haz de luz el cual tiene asociado un campo
eléctrico (Eg) con frecuencia (vy), induce en la molécula un momento dipolar (u,,)
emitiendo radiacién Raman de frecuencia (vg) que puede ser expresado en funcion

de la polarizabilidad (a), de la siguiente forma:

Wm (r,, VR) =a -Etotal incidente (r,' Vo ) (2-3-)
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donde el campo eléctrico de la luz que incide en la molécula, E;ota incidzente ("> Vo ),
esta compuesto no solo por el campo externo del laser incidente (Eq) a frecuencia (v),
sino también por el campo eléctrico de la luz dispersada por el propio metal (Epv) a la
misma frecuencia (v,), que puede ser calculado mediante la teoria de Lorenz-Mie
(Figura 2.4.). Como consecuencia, el campo eléctrico total que experimenta la

molécula es:

Etotal incidente = EO (T", VO) + ELM (T", VO) (2-4-)

Por otro lado, el campo eléctrico asociado con la radiacién dispersada Raman,
de frecuencia (vg), es una contribucidn de la radiacién emitida directamente por la
molécula E; (r,vg ), es decir, en ausencia del metal, y la dispersada por las particulas
metalicas de su entorno Eg- (1,vg ). Por lo tanto, el campo eléctrico total de la luz

dispersada que llega al detector en la posicidn 7, y frecuencia (vg) [4] esta dado por:

Esgrs(r,vg) = Eg (r,vg) + Esc (1, vg) (2.5.)

Como se menciond anteriormente, si la frecuencia de la radiacion incidente se
hace coincidir con la frecuencia de resonancia de los LSP, el campo electromagnético

dispersado por las particulas metalicas resulta mucho mas intenso [1,4,12,14].

La intensidad del campo eléctrico dispersado (I ) puede calcularse a partir del
campo eléctrico total dispersado, (Eg) de frecuencia (vg).Si I? es el valor de esta
intensidad en ausencia del metal, puede entonces definirse nuevamente el factor de

intensificacidon Ggsgrs de la siguiente forma [12]:

Gsgrs = Ir/I} (2.6.)

El efecto de intensificacion EM dependen de varios factores incluyendo
naturaleza, tamafio y agregado de las nanoparticulas (NPs) que conforman el sustrato

SERS. Estas variables se discutiran con mas detalle en las siguientes secciones.
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Figura 2.4. Esquema del proceso de dispersidn Raman a) en ausencia y b) en presencia

de nanoparticulas metalicas.

2.3.1.1.Naturaleza del metal

Generalmente, los sustratos SERS son fabricados con materiales que tienen
plasmones resonantes con las longitudes de ondas disponibles en las fuentes de
excitacion empleadas en espectroscopia Raman, como ser oro y plata, pero también

son utilizados otros metales como cobre y aluminio. Actualmente, otros tipos de
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materiales estan siendo estudiados por la capacidad de intensificar las sefiales de las

moléculas, como es el caso particular de los semiconductores y dieléctricos.

Cuando la radiacién electromagnética incide sobre una nanoparticula metalica,
los electrones de conduccién presentes en las mismas son desplazados con respecto a
los iones positivos, induciendo la polarizacidn del sistema. Por otro lado, la atraccién
coulémbica entre las cargas positivas y negativas desplazadas actia como una fuerza
restauradora. Los electrones de conduccidn de Ila nanoparticula oscilan
coherentemente con respecto al campo eléctrico y a la fuerza restauradora generada
por la atraccién de Coulomb. Esta oscilacion coherente de los electrones de
conduccién del metal es conocida como resonancia de plasmén superficial localizado
(LSPR) (Figura 2.5.) [1,2,4,12,14]. La misma presenta una frecuencia caracteristica
determinada por la forma, tamafio y constante dieléctrica del material de la

nanoparticula [15].

Esfera metalica
@ Nube electrénica
=== Campo eléctrico

Figura 2.5.: Oscilaciones coherentes de los electrones de conduccion de una

nanoparticula esférica bajo la accién de un campo eléctrico externo.

La polarizacién inducida en la nanoparticula por el campo es equivalente a un
dipolo puntual situado en el centro de la esfera. El campo generado por este dipolo
oscilante se suma al externo, lo que lleva a un campo general mas fuerte que el

incidente.
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En términos de rendimientos, existen muchos factores importantes a tener en
cuenta para la fabricaciéon de un sustrato SERS, como ser, costos, facilidad para su
preparacion, estabilidad quimica, tendencia a sufrir oxidacidn, entre otros. En general,
los metales mas empleados son la plata y el oro debido a su mayor estabilidad quimica
en comparacion al cobre o aluminio. Para el caso particular de las plataformas de
plata, estas tienden a oxidarse y reaccionar con compuestos presentes en la
atmodsfera. El cobre y el aluminio tienden a formar capas de o6xido cuando se
encuentran expuestos al aire; la presencia de estas capas puede alterar el desempeno
de los plasmones y llegar a modificar la afinidad de la molécula en estudio por la

superficie [4,16].

Por ello, tanto la naturaleza quimica de las nanoparticulas como la longitud de
onda de la fuente |dser empleada deben ser evaluadas conjuntamente. Como ya se
menciond anteriormente, las nanoparticulas de Ag y Au son las mdas empleadas para la
fabricacion de sustratos SERS debido a su estabilidad y a que la frecuencia de
excitacion de los plasmones normalmente se encuentra disponible en las fuentes de

ldseres empleadas en espectroscopia Raman.

2.3.1.2. Modelo de la esfera metalica: Tamafo de nanoparticulas

Las nanoparticulas metdlicas activas en espectroscopia SERS deben ser
pequefias con respecto a la longitud de onda de la luz incidente; idealmente deben
poseer un tamano en el rango de 5 a 100 nm [14]. El limite superior esta determinado
por la longitud de onda, ya que por arriba del mismo no se excita exclusivamente a los
plasmones dipolares, sino que también se excitan multipolos de orden superior,
modos no radiativos, que no son eficientes para producir intensificacién Raman y en
consecuencia la eficiencia SERS decae. Por otro lado, en el limite opuesto,
nanoparticulas demasiadas pequefias disminuyen la conductividad efectiva del metal,
modificando sus propiedades electrdnicas, e impidiendo ser tratadas como objetos

cuanticos.

La polarizabilidad de una esfera metdlica de radio R, con funcidon dieléctrica €

(A) en el vacio, esta dada por:
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_ p3 (-1
a=R e (2.7.)

Combinando esta expresién con la de la funcion dieléctrica de un metal de
Drude’ ligeramente modificada por las transiciones interbandas?, se obtiene:

2
e=¢g+1— L] (2.8.)

(w2+iwy)

Donde ¢, es la contribucion (generalmente dependiente de la longitud de
onda) de las transiciones interbandas a la funcion dieléctrica, w, es la frecuencia de
resonancia del plasmén metalico, cuyo cuadrado es proporcional a la densidad de
electrones en el metal; y es la resistividad, que es inversamente proporcional al camino
libre electrénico, y por lo tanto también inversamente proporcional a la conductividad

eléctrica del metal.

Sustituyendo la ecuacion 2.8. en la 2.7. se obtiene:

R3(epw?-wd)+iwyep

T [(ep+3)02-wd]+iwy(ep+3) (2.9.)
La condicion de resonancia se da cuando la frecuencia w es igual a:
Wp
W 2.1
(ep +3) (2.1)

La extension del rango de resonancia viene dado por y(g, + 3). Es decir,
cuando y es grande, ya sea por la baja conductividad inherente del metal o porque las
particulas son muy pequenas de modo que la dispersidn electrénica en las superficies
de las particulas se convierte en el proceso dominante, se reduce la calidad de la
resonancia, y con ello la mejora SERS. Asi mismo, cuando &,es grande, es decir cuando
las propiedades dieléctricas del metal estan fuertemente modificadas por las
transiciones interbandas en el intervalo de longitud de onda, la intensificacion SERS

disminuye. Esto explica, por qué en iguales condiciones la intensidad SERS de la plata

1 , . . . ;. . .
Segun este modelo, un material estd formado microscépicamente por una red cristalina en la que
existen tanto electrones ligados como electrones libres que pueden moverse por la red.

2 Y ;. s
Transicidon electrénica entre bandas de conduccién del metal.
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es mayor que la del oro y este a su vez, supera al cobre. La contribucidon de las
transiciones interbandas de estos metales a la funcién dieléctrica en el rango visible

del espectro aumenta en dicho orden.

La contribucién interbanda a la funcidn dieléctrica afecta también la posicion
del dipolo del plasmdn resonante. Por esta razén, para un sistema de un metal dado, la
intensidad SERS dependera del tamafio de la nanoestructura responsable de la
intensificacion de la sefial Raman. El mismo serd dptimo cuando sea pequeiio con
respecto a la longitud de onda incidente y cuando el tamafio de éste no sea mucho
mas pequefio que el camino libre de los electrones de conduccion, es decir el rango

Optimo de tamafio serd ~ 10-100 nm [14].

2.3.1.3.Efectos de proximidad

Aunque la intensificaciéon SERS es maxima sobre la superficie del metal (d = 0,
primera capa) el efecto EM es de largo alcance y, por lo general, se extienden hasta al
menos 10 nm de distancia de la superficie metdlica [1]. Para el caso simple de una
esfera metalica, con un didmetro mucho menor que la longitud de onda de la luz, la
teoria muestra que GEMo es funcién de la distancia (d) desde la superficie de la

nanoparticula metalica de radio (a) y se puede expresar como:

EM(d)
Gsgrs ™ __ [ a ]12 (2.1)
EM(0) — .
GsERs a+d

Esta dependencia de la distancia se determind experimentalmente [17]
empleando capas separadoras posicionadas entre la superficie metdlica y la molécula
objetivo, lo que permitié demostrar el efecto EM de largo alcance en agrupaciones de

plata, dando como resultado intensificaciones para distancias menores de ~ 10 nm.

En la practica, deben ser considerados otros efectos adicionales, como por
ejemplo recubrimientos de las nanoparticulas de gran tamaino. Entre otros aspectos,
las moléculas de la primera capa pueden estar quimicamente modificadas por la
superficie metdlica. La adsorcién y las orientaciones de las moléculas pueden ser
diferentes en las capas posteriores. Las resonancias LSP (y por lo tanto, las propiedades

EM del sustrato) también pueden verse afectadas por la presencia de grandes
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recubrimientos [1]. Este enorme gradiente del efecto EM segun la distancia del analito
a la superficie metdlica hace que los modos vibracionales relacionados con los grupos
moleculares del analito que se encuentran mas cercanos a la superficie den lugar a una

mayor intensidad SERS con respecto a los grupos mas alejados [18].

2.3.1.4. Factor forma: Agregados y fractales

La eficiencia del mecanismo electromagnético depende de la morfologia de la
superficie, ya que la radiaciéon dispersada se intensifica en mayor medida en las
regiones de mayor curvatura de una superficie rugosa debido a que es ahi donde se
acumula la radiacidn dispersada [2]. Las evidencias experimentales en los ultimos afios
han demostrado que las mayores intensificaciones SERS se obtienen a partir del

agregado de NPs vy estructuras fractales [19,20].

La interpretacion del efecto EM se basa en la idea de “nano-resonadores”. Estas
nanoestructuras pueden ser esferas sélidas, estructuras sdélidas de diferentes formas
(elipsoides, triangulos, cilindros, entre otros.) o agregados de nanoparticulas o
fractales aleatorios. Es evidente que mientras que una esfera resuena a una frecuencia
particular, un esferoide puede resonar a tres frecuencias diferentes, y un fractal
aleatorio podria resonar a cualquier longitud de onda dada dentro de una amplia

region espectral [21].

El campo electromagnético que experimentan las moléculas que se localizan en
pequefias regiones entre dos particulas es consecuencia de campos locales
extremadamente intensificados y, en consecuencia, pueden producir factores de
intensificacion SERS de ~ 10*2. Estos son los llamados ‘puntos calientes' (del inglés, hot

spots) detectados en los experimentos SERS [22].

2.3.1.5. El rol de los puntos calientes (Hot Spots)

Como se ha mencionado en la seccién anterior, la intensificacion del campo
eléctrico en la superficie de un sustrato metdlico es muy heterogénea y se localiza
principalmente en regiones espaciales muy pequeiias denominadas "puntos calientes”.

Desde un punto de vista estructural, estos puntos calientes a menudo se identifican
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como puntas finas o como nanoespacios entre nanoparticulas o entre una

nanoparticula y una superficie [23,24].

La razén por la que se generan campos muy fuertes dentro de estos pequenos
espacios es debido a que cuando el campo eléctrico esta polarizado y atraviesa a un
par de nanoparticulas genera un exceso de cargas positivas y negativas en los lados
opuestos de las mismas. Cuando la polarizaciéon del campo eléctrico ocurre en un eje
principal de un dimero de nanoparticulas (Figura 2.6.) (dos nanoparticulas separadas
por una molécula de analito), estas se acercan, y con ello la separaciéon de cargas
superficiales inducidas, por lo tanto aumenta el campo eléctrico entre ellas. Ademas, la
interaccidon reciproca entre las nanoparticulas conduce a un aumento de sus
polarizaciones, es decir, cada nanoparticula, “siente” el efecto del campo externo mas

el efecto polarizador de las cargas inducidas en las nanoparticulas cercanas.

a)
4 + & + E
— + - + 0
- - WO —™ r —
- + - +
d
b) L I S L S

Figura 2.6.: Dimero formado por dos nanoparticulas, separadas por un pequefio
espacio donde se ubica una molécula, polarizadas por accion de un campo eléctrico
externo Eq. El campo eléctrico esta polarizado a) a lo largo del eje principal del dimero,
b) perpendicularmente al eje del dimero. Las flechas dentro de las nanoparticulas

representan los dipolos inducidos.

El efecto de intensificacion ocurre cuando el campo eléctrico externo estd
polarizado a lo largo del eje principal, pero no ocurre cuando la direccién del campo

polarizado es perpendicular al eje de las nanoparticulas, ya que la distancia entre las
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cargas negativas y positivas en diferentes nanoparticulas no es suficientemente
pequefia y los dipolos inducidos no estan orientados de una manera que permita su

refuerzo mutuo [14].

Adicionalmente, se ha determinado cémo se distribuye espacialmente el
campo local dentro de un punto caliente y cdmo el factor de intensificacién SERS es
mayor a menores separaciones entre las particulas. Esto podria ser una explicacién de
por qué el efecto SERS es mas frecuente cuando las particulas se encuentran
agregadas y rara vez en particulas aisladas [13]. Sin embargo, existe un limite en el
incremento del campo para distancias muy pequefias (d < 1 nm), debido a fenémenos

de la mecanica cuantica [4].

Estas consideraciones sugieren la importancia de promover la formacion de
puntos calientes del orden de la molécula en estudio para obtener grandes sefales

SERS.

2.3.1.6. Reglas de seleccion: Orientacion superficial

La comprensién de las reglas de seleccion es fundamental para la
espectroscopia SERS, ya que determina la actividad o no de los modos normales.
Cuando la intensidad de un modo normal aumenta en el proceso de dispersidn SERS
respecto al Raman normal, el mecanismo electromagnético permite explicar en la

mayoria de los casos esta intensificacion [25,26].

La intensificaciéon de los modos vibraciones de los espectros Raman de las
moléculas se diferencian en SERS debido a la presencia de nanoparticulas metalicas,
gue provocan la intensificacién de algunos modos vibracionales por la presencia de
una de las componentes del momento dipolar normal a la superficie metdlica. A
diferencia del caso de la espectroscopia Raman normal, se debe considerar tanto el

estado de polarizacién del haz incidente como el del haz dispersado.

La intensidad SERS es diferente entre campos perpendiculares y paralelo,
afectando de diferente manera a las componentes de polarizabilidad de la molécula.
Esto sugiere la existencia de tres clases de modos de vibracién, con un

comportamiento espectral distinto dependiendo de la longitud de ondas:

24



(1) Los modos excitados solo por la componente normal del campo eléctrico y
que dan como resultado un dipolo inducido con una componente fuerte solo en

direccion perpendicular a la superficie (a,);

(2) Los modos excitados solo por la componente paralela del campo eléctrico y
gue dan como resultado un dipolo inducido con una fuerte componente paralela a la

superficie (Ot 0ty Y Qxy);

(3) los modos mixtos (ay, y ay;) (por ejemplo, un campo normal que excita un

dipolo con una fuerte componente paralela a la superficie) [26].

Las diferencias en la intensidad SERS para la mayoria de las vibraciones de las
moléculas estan relacionadas con la simetria del tensor de polarizabilidad Raman de
las diferentes vibraciones (paralelas o perpendiculares a la superficie). Esto permite
gue un espectro SERS pueda proporcionar informacion sobre el sitio de adsorcién, la
orientacién de la molécula adsorbida y la interaccién de unién entre la molécula

adsorbida y la superficie.

En general, el grado de cumplimiento de estas reglas de seleccion depende de
la naturaleza de las vibraciones; siendo adecuadas aquellas que correspondan a modos
vibracionales que se transformen mayoritariamente segln una sola componente de la
polarizabilidad, produciendo grandes cambios de intensidad entre la orientacién
paralela y perpendicular. En este sentido, las moléculas de gran simetria, como por
ejemplo el benceno, se han estudiado tanto experimental como tedéricamente en
diferentes superficies, lo que permitié determinar que las vibraciones de estiramiento
C—H de moléculas planas cumplen con esta condicidn al modificar su componente de
polarizabilidad en el plano, haciendo posible su empleo para la determinacién de la

orientacién de un analito sobre la superficie metalica [27,28].

Existen modos vibracionales prohibidos que se han observado en los espectros
SERS, evidenciando la existencia de distintas interpretaciones de las reglas de
seleccion. Basicamente, no refleja el cambio en el campo electromagnético sino el

cambio de polarizabilidad.

Los avances de métodos de modelado y técnicas computacionales han

permitido un avance en la comprension de las interacciones de las moléculas con la
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superficie. Sin embargo, la continua aparicion de nueva evidencia experimental

conduce a nuevos desafios.

2.3.2.Mecanismo quimico o de transferencia de carga (CT)

La contribucién del mecanismo quimico ha sido motivo de gran debate durante
muchos anos. A diferencia del mecanismo EM, el efecto quimico es capaz de explicar la
dependencia observada entre la intensificacion selectiva de ciertas bandas SERS con la
naturaleza de la especie quimica adsorbida y con el potencial eléctrico de interfase
[29]. Por otro lado, se centra exclusivamente sobre la primera capa de moléculas de

adsorbato en contacto directo con la superficie metalica.

La nube electrénica del adsorbato puede distorsionarse por la interaccién con
la superficie metdlica nanoestructurada. La adsorcién es generalmente un proceso
exotérmico. Si la entalpia molar de adsorcién es ~ —25 kl/mol, la interaccién es
denominada fisisorcion, mientras que, si es de ~—40 o mayor kl/mol, comparable a la
energia de enlace quimico, el proceso se denomina quimisorcién. A lo largo de este
trabajo fueron estudiados dos fungicidas, tiabendazol y carbendazim (Figura 2.7.), que

se adsorben a la superficie de plata mediante el mediante el proceso de fisisorcion.

a) b) 0
ostelontay

Figura 2.7.: Estructura molecular de a) Tiabendazol; b) Carbendazim.

La quimisorcidn involucra cambios drasticos en la nube electrénica de las
moléculas, principalmente en moléculas pequefias; en efecto, modifica las
propiedades y lo que se obtiene es una “nueva molécula o complejo superficial”, con
diferente simetria y estados electrdnicos [2]. Los espectros SERS de las especies
guimisorbidas requieren de un nuevo analisis vibracional, ya que uno puede estar

frente a un espectro vibracional completamente diferente al de la molécula de
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adsorbato puro. Sin embargo, desde el punto de vista de la intensificacién SERS, la
adsorcion directa sobre la superficie proporciona un factor de intensificacién EM mas
elevado con respecto a las moléculas que se encuentran mas alejadas de la superficie
de las nanoparticulas, que da lugar al efecto de la primera capa [30]. Por ejemplo, la
molécula de tiram (dimetil-ditiocarbamato), fungicida estudiado en este trabajo, se
disocia a través del enlace disulfuro al interactuar con la superficie de las
nanoparticulas de plata, uniéndose a la superficie metalica mediante los atomos de
azufre (Figura 2.8.). Como consecuencia, el espectro SERS del analito adsorbido
(complejo superficial), corresponde a una especie diferente de la molécula de partida 'y
por lo tanto, es necesario realizar un nuevo analisis y asignacion vibracional [31,32]. La
intensificacion SERS global se debe al efecto multiplicativo generado por el mecanismo
EM asi también como por un efecto de intensificacion generada por una transicion de

transferencia de carga (CT) entre el metal y el adsorbato o viceversa.

a) b)
H4C S HSC“\N/CHQ
N a
H:.,C/ 5—5 CHy s s
! .
g \CH3 | AgNPs |

Figura 2.8.: a) Molécula de tiram libre; b) Molécula de tiram adsorbida sobre la

superficie de nanoparticulas de plata.

La fisisorcién también distorsiona la nube electrdnica de las moléculas, lo que
lleva a pequefias modificaciones en la polarizabilidad del analito (a), permitiendo
diferenciarse de moléculas aisladas. Sin embargo, podemos esperar que el espectro
SERS se parezca al espectro Raman normal debido a las pequenas modificaciones que
sufre la nube electrénica al interaccionar con la superficie. Ademas de los cambios
derivados de la polarizabilidad, la fisisorcion puede inducir una orientacién fija,

intensificando los modos vibracionales dependiendo de su simetria.
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Dos mecanismos diferentes contribuyen al mecanismo quimico. El efecto
quimico no resonante en el que la interaccidn con el metal no genera un nuevo estado
electrénico, pero sin embargo induce apreciables cambios geométricos y de Ia
estructura electronica de la molécula, provocando modificaciones en los
desplazamientos Raman y las intensidades de los modos vibracionales. Por otro lado,
en el efecto quimico resonante con transferencia de carga, la interaccion de la
molécula con la superficie metalica implica la formacion de un estado de transferencia
de carga entre el metal y la molécula. Ademas, si se excita con un laser en resonancia o
preresonancia con este estado, algunos modos Raman pueden ser fuertemente

intensificados, proceso conocido como dispersién Raman resonante (RRS) [4].

Durante el desarrollo de la Tesis se empledé azul de metileno (MB) para el
estudio de la eficiencia SERS de los sustratos fabricados. EIl MB presenta una fuerte
absorcion electrénica alrededor de 650 nm (Figura 2.9.) que en conjugacién con la
longitud de excitacion del ldser seleccionado (647,1 nm) permitid realizar experiencias
SERRS, dando lugar a grandes intensificaciones como consecuencia de la contribucidn
de la superficie metalica y por efecto de resonancia con la excitacién electrénica. El

estudio completo del MB serd discutido en el Capitulo 6.

lasér=
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Figura 2.9.: Espectro de absorcién UV-Vis de una solucién etanolica 1,0x10°M de MB.
Maximo de absorcién ~ 655 nm. Rango 200-900 nm; celda de cuarzo de 1 cm de
camino dptico.
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2.3.2.1.SERS de moléculas quimisorbidas sin resonancia de CT

Si una molécula que se encuentra quimisorbida sobre una superficie metdlica y
no presenta absorcion electrénica en la regidn espectral de excitacidn, la identificacion
y caracterizacion del enlace que une el adsorbato a la superficie metalica es
fundamental para la interpretacion de los espectros SERS. En general, para
nanoestructuras de Ag la interaccién del analito (adsorbato) se realiza a través de la
formacién de un enlace Ag—N, Ag-S, Ag—O o Ag—X (X = haldgeno), observadas en la
regién espectral comprendida entre 300-100 cm }[2]. La identificacion de esta banda
(metal-molécula) no siempre resulta sencilla, debido a la presencia de especies

superficiales como 6xidos y haluros que pueden interferir.

El espectro SERS observado para el complejo superficial puede ser elucidado
teniendo en cuenta los modos vibracionales fundamentales del complejo, la
orientacién molecular y la polarizaciéon de la luz en la superficie metalica, es decir,
empleando las reglas de seleccion. Actualmente, el uso de calculos quimicos cudnticos
computacionales resulta una herramienta comun, accesible y eficiente empleada como
complemento de la técnica SERS, facilitando el andlisis y la asignacién de los espectros

[33].

La identificacion del complejo superficial podria ser el principal obstaculo en la
interpretacidn espectral. Esto ocurre cuando existen varios sitios competitivos para la
adsorcién dentro de la misma molécula, o cuando se lleva a cabo una fotodegradacién

tan grande que modifica la estructura del producto inicial [2,34].

2.3.2.2.SERS de moléculas quimisorbidas con resonancia de CT

El efecto SERRS puede ser considerado como una variacién del proceso CT. Esta
situacion puede producirse cuando la longitud de onda de excitacién del laser iguala la
diferencia entre el nivel de Fermi del metal y las energias HOMO o LUMO del analito
desencadenando un mecanismo de transferencia de carga. Este fendmeno fue
evidenciado particularmente en medidas electroquimicas [35]. El mecanismo de CT

pueden dividir en dos grupos:
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» Fendmenos que implican la transferencia de carga de un electrén del nivel

de Fermi del metal a un orbital molecular desocupado del adsorbato o viceversa.
» Ladispersion Raman resonante SERRS del complejo superficial.

La transferencia de carga tiene lugar entre el nivel de Fermi de la
nanoestructura metdlica y el orbital molecular desocupado de menor energia (LUMO)
de la molécula adsorbida, o al revés desde el orbital molecular ocupado de mayor

energia de la molécula adsorbida (HOMO) al metal (Figura 2.10.).

c/- LUMO
/ . "
© LY Mivel de Fermi 3
20
Lil]
g \
b HOMO
Adsorbato

Metal

Figura 2.10.: Representacién esquematica del mecanismo de transferencia de carga en
SERRS. Transicion electrénica en el complejo metal-molécula (a), o transferencia de

carga del metal a la molécula (b+c).

Cuando la linea del laser empleado para la excitacion se encuentra en
resonancia con una transicion electrénica, por ejemplo transicién metal-molécula, se
produce el fendmeno de Raman Resonante. Por otro lado, la linea del laser podria
estar en resonancia con el plasmén de las nanoparticulas superficiales, dando lugar a la
observacion del fendmeno SERRS, el cual estd limitado a moléculas directamente

adsorbidas a la superficie metdlica efecto de la primera capa [36,37].

La existencia de transferencia de carga es funcidn de la naturaleza del
adsorbato y el metal, siendo en general mas probable en moléculas que presentan

electrones m en su estructura.
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2.4. Fluorescencia del analito o contaminantes

El efecto Raman es un fendmeno muy débil, es decir, produce senales de 6 a 10
o6rdenes de magnitud mas pequefnas que las de la fluorescencia [1]. Por lo tanto, la
fluorescencia del propio analito o de las impurezas, incluso en trazas, puede superar a
la sefial Raman. Es evidente que en ausencia de sefal de fondo (o background) se logra
el mejor espectro Raman, mientras que cuanto mayor sea el fondo sera mas dificil
detectar las sefiales provenientes de la dispersion Raman. Es decir, la misma banda
Raman puede ser bien visible cuando la sefial del fondo es débil, pero en presencia de
un fondo intenso puede verse tapada. En estos casos, en general, no es posible

obtener el espectro Raman mediante una simple sustraccién del fondo [38].

En general, la fluorescencia es parcialmente atenuada en los espectros SERS
debido a que los metales suelen apagarla [39,40]. Sin embargo, la fluorescencia puede
aun ser un problema, en el caso que sea generada por moléculas que no se adsorben
en el sustrato metalico. Por ejemplo, si el analito se disuelve en una solucién de
nanoparticulas, es probable que parte de él no sea adsorbido en la superficie de las

nanoparticulas.

Normalmente, el problema de la fluorescencia se atenua utilizando lineas de
excitacion en el infrarrojo cercano (por ejemplo 785 o 1064 nm), donde es menos
probable que se exciten las transiciones electrénicas de los analitos, de las impurezas o

de los materiales utilizados como soportes para fabricar los sustratos SERS.

2.5. Sustratos para espectroscopia SERS

Desde el punto de vista practico, los sustratos SERS deben presentar varias
caracteristicas para que tengan buenos rendimientos. Algunas de ellas son: buen
factor de intensificacién de las sefiales, uniformidad, reproducibilidad, estabilidad en el

tiempo, bajos costos y facilidad en su elaboracion [1,4].

Usualmente, aquellos sustratos uniformes y reproducibles agilizan el trabajo, ya
gue no es necesario evaluar muchos puntos (o spots) en el sustrato para determinar la
zona mas eficiente, y ademas los resultados suelen ser reproducibles de sustrato a

sustrato. Ambas caracteristicas son criticas en el caso de querer llevar a cabo medidas
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cuantitativas. Por otro lado, los sustratos deben poder conservar su rendimiento en el
tiempo. La facilidad y el costo de su elaboracién también juegan un papel importante a

la hora de evaluar los sustratos.

La eleccidon del sustrato estd muchas veces determinada por sus usos y
aplicaciones, ya que usualmente para andlisis cuantitativos se requieren
preferentemente sustratos uniformes y reproducibles, mientras que, para deteccion
de moléculas trazas se necesita una buena intensificacion de las sefiales (Gsgrs)- En
general, los sustratos de gran poder de intensificacion requieren pequeias
separaciones entre sus nanoparticulas metalicas, lo cual es posible de obtener
facilmente, por ejemplo, mediante la aglomeracién de NPs. Sin embargo, esto conlleva
una pérdida en el control de la morfologia de los sustratos y por ende de la
reproducibilidad de las medidas. Por otro lado, los métodos litograficos permiten
fabricar estructuras con un control preciso y reproducible de la morfologia, pero los

espacios entre las nanoparticulas son significativamente mayores [41].

La deteccién SERS puede ser llevada a cabo mediante dos sistemas diferentes,
deteccion SERS directa e indirecta [4,42,43]. En las proximas secciones se describirdn

ambos mecanismos de deteccidn.

2.5.1.Sustratos para la deteccion directa

Los mecanismos de deteccidn SERS directos son aquellos que permiten
identificar compuestos a través de su propio espectro Raman, como en el caso de
moléculas orgdnicas, contaminantes como muchos pesticidas, y colorantes
alimentarios [43,31]. Aunque este procedimiento de deteccién es mas sencillo,
presenta una dificultad en aplicaciones biolégicas o biomédicas, ya que normalmente
las biomoléculas se caracterizan por bajas sefiales y suelen encontrarse en medios o
matrices que pueden llegar a interferir con las sefiales SERS de la biomolécula misma.
Dentro de este grupo podemos encontrar los agregados de nanoparticulas en solucién,
nanoparticulas ensambladas a una superficie y nanoparticulas ordenadas en matrices

gue seran detallados en la seccidn.
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2.5.1.1.Agregados de nanoparticulas en solucion

Actualmente, los coloides metalicos de Ag u Au son los mas empleados para
experimentos SERS en solucion, ya que son relativamente faciles de obtener en
laboratorios, generan grandes intensificaciones SERS y generalmente perduran
durante largos periodos de tiempo sin cambios significativos. Habitualmente se
obtienen por un proceso de nucleaciéon y de crecimiento promovido a partir de la
reduccidon quimica de cationes metdlicos. La resonancia de los plasmones localizados
en estos casos se encuentra, generalmente, entre 400 y 500 nm para plata y oro,
respectivamente [1]. Las particulas coloidales tienden a agregarse por lo que es
necesario estabilizarlas para conservar su estado y evitar la pérdida de sus
propiedades. Para ello, usualmente se emplean agentes estabilizantes electrostaticos
y de impedimento estéricos (polimeros o tensioactivos) o una combinacion de ambos
gue recubren la superficie de los coloides y evitan que se agreguen (capping agents).
En algunos casos, un solo compuesto quimico cumple el papel de agente reductor y
estabilizador; este es el caso de los coloides reducidos con citrato de sodio, uno de los
reductores mas empleados en la fabricacién de sustratos SERS. Dentro de los
protocolos mas conocidos y utilizados que emplean citrato de sodio como reductor
puede mencionarse el de Lee&Meisel [44]. Asimismo, otros agentes reductores como
NaBHa4 [45], hidracina, hidroquinona y acido ascdrbico son utilizados en conjunto con
una amplia variedad de estabilizantes como PVP (polivinilpirrolidona), dextrano,

hidroxilamina, entre otros [46].

En los ultimos afios, se han realizado grandes esfuerzos para tener control de la
morfologia y tamafio de las NPs de Ag y Au; actualmente existen muchos trabajos
donde se reportan las sintesis de nanobarillas, nanocubos, nanoestrellas, etc. para

mejorar sus propiedades SERS [47].

Un método eficiente para incrementar las sefiales SERS en solucidn consiste en
inducir la agregacion de las nanoparticulas, lo que es posible de obtener mediante la
adicién de una sal (por ejemplo, NaCl, NaNOs, entre otros). El aumento de la fuerza
idnica de la solucién reduce la repulsidén de las cargas estabilizadoras en la superficie
de las nanoparticulas induciendo su agregacion [48]. El propio analito muchas veces

puede desempeiiar este papel si es un colorante iénico o si, debido a sus grupos
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funcionales, desplaza a los ligandos estabilizantes de la superficie de las
nanoparticulas. Se han propuesto en numerosos trabajos métodos para mejorar la
reproducibilidad basados en la agregacién de nanoparticulas coloidales [49,50] en los
que se concluye que una eleccidon adecuada de las condiciones experimentales permite

controlar, en muchos casos, el proceso de agregacion.

El uso de la agregacién de dispersiones de nanoparticulas es un método
practico para la deteccién SERS, ya que en general son facilmente sintetizables y, en
condiciones adecuadas, proporciona grandes factores de intensificacion. Un
inconveniente de este método es que el proceso de agregacién es dificil de controlar
[51] y, a menudo, conduce a resultados poco reproducibles, lo que dificulta la

implementacidn del andlisis cuantitativo.
2.5.1.2. Nanoparticulas ensambladas a una superficie

En los sustratos nanoestructurados, a diferencia de lo que ocurre en las
suspensiones coloidales, los nanomateriales metalicos que promueven el efecto SERS
se encuentran en una configuracién geométrica fija. Algunas de las técnicas empleadas

para su preparacion se mencionan a continuacion:

> Electrodeposicion

Las técnicas electroquimicas resultan muy versatiles para la generacion de
superficies metdlicas nanoestructuradas debido a que las condiciones experimentales
son faciles de ajustar, y ademas a la posibilidad de obtener nanoelectrodos con
diferentes tamafios, formas y distribuciones. La preparacién electroquimica de
sustratos nanoestructurados puede realizarse a través de dos mecanismos generales:
el rugosado electroquimico (ER) y la electrodeposicién (ED). Ambos pueden llevarse a
cabo en un sistema de celda de dos o tres electrodos, dependiendo de si el proceso se
realiza en condiciones galvanostaticas (corriente constante) [52] o potenciostaticas
(potencial constante) [53], siendo esta ultima la opcidn mas comun. Los sustratos
obtenidos por métodos electroquimicos presentan la ventaja de poseer una gran area,

con buena capacidad SERS y reproducibilidad [52,54].
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> Nanoparticulas adsorbidas en superficies solidas

Uno de los métodos mds conocidos para ensamblar nanoparticulas a una
superficie consiste en silanizar con 3-aminopropil-trimetoxisilano (APTMS) una
superficie de vidrio (por ejemplo, un portaobjeto), por inmersién en una solucién del
mismo. El aminosilano se une covalentemente al silicio de la superficie de vidrio,
formando una capa de carga positiva hacia el exterior, debido al grupo amino
protonados [55]. En una segunda etapa, los grupos terminales —NH, del APTMS son
sumergidos en una solucion de nanoparticulas de Ag o Au que se autoensamblan en la
superficie formando una monocapa [56,57,58]. De esta manera se forma una matriz de
NPs estrechamente espaciados, con propiedades SERS éptimas [56]. La inmovilizacién
controlada de nanoparticulas sobre una superficie mejora la reproducibilidad de un
sustrato [59]. Este método es muy versatil ya que en la superficie se pueden ensamblar
varios tipos de nanoparticulas (con diferente tamafio, forma y composicién); ademas,
el sustrato de soporte puede ser de otros materiales, como silicio, teflon, etc. [57]. Esta
técnica permite obtener sustratos que producen buenas intensificaciones vy

reproducibilidad SERS [56,57,60].

> Nanoparticulas en sustratos flexibles

Recientemente, los sustratos SERS flexibles han surgido como una alternativa
interesante, ya que presentan la ventaja de poder explorar diferentes superficies,
simplemente con frotarlas con el sustrato o en muchos casos solo apoyandolos sobre
la superficie a analizar. Esto facilitd el estudio de contaminantes presentes en
diferentes superficies, como en los alimentos, debido a su capacidad para combinar la
deteccién sensible, in situ, y no destructiva [61,62,44]. Dentro de los materiales
flexibles mas empleados se encuentran: papel, nanocelulosa, tela de algodén, cinta

adhesiva, gel de agar, biomateriales entre otros [63,64,65].

En forma general, la fabricacion de estos sustratos implica una primera etapa
de preparacion de una dispersidon coloidal, y una subsecuente etapa se coloca las NPs
sobre un soporte o en una matriz que puede ser de naturaleza variada. Durante esta
etapa, los nanomateriales metalicos son depositados y adsorbidos sobre el sustrato
por estrategias como drop-coating [66], dip-coating [67], ink-jet [68], etc.
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> Escritura directa con laser

Las nanoparticulas metalicas en una superficie se pueden sintetizar
fotoreduciendo un precursor de Ag u Au. Lee y col. [69] depositaron una solucién que
contenia HAuCl, polivinilpirrolidona (PVP) y etilenglicol sobre una superficie de vidrio
funcionalizada con APTMS. Esto permitié la fabricacién de microestructuras, formadas
por nanoparticulas de Au cuasi esféricas agregadas cuyo tamafio era controlable
variando la concentracion de PVP. El etilenglicol promovié la reduccién de Au,
mientras que la funcionalizacién del vidrio con APTMS resultd ser importante para
anclar firmemente la estructura metdlica al vidrio. Xu y col. [70] adoptaron un
procedimiento andlogo para escribir un patréon de Ag activa en SERS en un circuito
microfluidico, a partir de una solucién que contenia AgNO;, citrato trisddico y

amoniaco.

La principal ventaja de este método radica en la posibilidad de crear
microestructuras con actividad SERS de la forma deseada, ademas es posible emplear

la técnica de escritura directa con laser en medios fluidos [71].
2.5.1.3. Nanoparticulas ordenadas en matrices (estructurados)

La electrodeposicion asistida por plantilla (TAED, del inglés template-assisted
electrochemical deposition) permite la electrodeposicién de metales con geometria y
disposicidon controladas mediante el uso de plantillas inorganicas ordenadas, como
silice [72], alumina [73], o membranas de policarbonato de plantilla polimérica o
microesferas de poliestireno [74]. Las membranas poliméricas o microesferas se
comercializan, asi como las membranas de alimina ordenadas que, sin embargo,
pueden prepararse por anodizacién de una hoja de aluminio o de una pelicula delgada
de aluminio depositada por pulverizaciéon catédica sobre un material conductor. La
anodizacion provoca la formacidén de matrices con canales y disposiciones regulares de
poros a través de la autoorganizacién [73,75]. Independientemente del tipo de
plantilla, la electrodeposiciéon de metal se lleva a cabo en condiciones galvanostaticas
mediante electrodeposicidon de corriente alterna o constante, después de lo cual se

retira la plantilla dejando nanoestructuras metalicas independientes [76].
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Otros métodos muy empleados para la fabricacion de sustratos SERS
estructurados es el proceso de litografia por haz de electrones (EBL, del inglés electron-
beam lithography), el cual consiste inicialmente en dibujar el patron deseado mediante
un haz de electrones enfocado en un polimero sensible a los electrones, llamado
resist®. La exposicion al haz de electrones provoca modificaciones en la solubilidad del
resist, causando que la resist positiva se vuelva soluble, mientras que la negativa
insoluble, luego de ser sometida a la exposicién. En un segundo paso, la muestra se
revela sumergiéndola en un solvente que elimina la porcidn soluble del resist,
generando el patrén deseado [77]. Este método de fabricacidon de sustratos SERS
permite controlar con precision la geometria del sustrato y por lo tanto su
reproducibilidad con la agregacidn de las nanoparticulas [78]. Por otro lado, la técnica
EBL no es adecuada para generar sustratos de gran drea ya que es un método muy

costoso [77].

2.5.2.Sustratos para la deteccidon indirecta

Los sistemas de deteccion SERS indirectos suelen ser mas complejos y hacen
referencia al uso de marcadores, es decir, a moléculas intermediarias que estan
disefadas para unirse selectivamente a la molécula o analito que se desea determinar.
En este caso, el analito de interés se detecta a través del espectro del intermediario.
Estos sustratos son comunmente empleados cuando la molécula en estudio se
encuentra en una matriz compleja, presumiblemente con baja seflal como en el caso

de virus y bacterias en fluidos bioldgicos.

Como se puede observar en la Figura 2.11., los sustratos para la deteccion
indirecta estdan formados esencialmente por un nucleo plasmdnico, una molécula
intermediaria o marcador/indicador SERS y una cubierta protectora funcionalizada de

manera de adsorber selectivamente al analito de interés.

3 . . . , . .
Fina capa que se deposita y que es usada para transferir el patrén de un circuito al sustrato
semiconductor.
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Figura 2.11.: Sustratos de deteccidn indirecta, formado por el nicleo plasmdnico, un

marcador SERS y la cubierta protectora. Esquema basado en la referencia [4].

El nucleo plasmoénico es preferentemente de oro, debido a su
biocompatibilidad comparada con la plata [79]. Las moléculas
intermediarias/marcadoras deben ser fotoquimicamente estables y poseer una gran
seccion transversal como por ejemplo el catidn cristal violeta o el verde de malaquita
[80]. Con ellos es posible obtener una intensificacién por efecto Raman resonante, si la
longitud de onda de excitacién coincide con el maximo de absorcidn de estas especies,
lo que provoca un incremento de las sefales. Sin embargo, el sistema puede
experimentar fendmenos de calentamiento lo que podrian destruir las moléculas
indicadoras. Otra opcién es el empleo de moléculas orgdnicas pequefias que
produzcan buenas sefales Raman y que se adhieran facilmente a la superficie
metalica. El indicador no debe interferir con las sefiales de la matriz u otros analitos. La
capa protectora tiene la funcion de evitar que las nanoparticulas se agreguen y evitar
el desprendimiento del indicador de la superficie metélica, empledndose usualmente
silica [81] o polietilenglicol (PEG) [82]. Adicionalmente, la capa protectora se encuentra

funcionalizada de manera de unir selectivamente el analito de interés.
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2.5.3.Sustratos comerciales

Actualmente, existen varias empresas (Sigma-Aldrich-Merck, Horiba Scientific,
entre otros) que comercializan nanoparticulas metdlicas de diferentes formas, asi

como también sustratos SERS sdlidos.

Hoy en dia se comercializan nanoparticulas de plata y oro en solucién de
diferentes formas (esféricas, varillas, placas) y tamafios (5 a 400 nm), con diferentes
tipos de proteccién. Por ejemplo, Silmeco (Copenhague, Dinamarca) ofrece sustratos
SERS sélidos formados por una matriz de nanopilares de silicio, sobre los cuales se
deposita una capa de plata u oro. La evaporacién del solvente hace que los pilares
colapsen entre si, formando puntos calientes. Por lo general, es posible modificar las

caracteristicas de los sustratos SERS dependiendo de las necesidades requeridas [4].

-

=y

Figura 2.12: Sustratos comerciales de plata u oro ofrecidos por la marca Ocean Insight

[*]
2.5.4.Caracterizacion de los sustratos

La caracterizacion de los sustratos SERS luego de su fabricacion es el primer

paso para posteriormente poder interpretar las sefales SERS del sistema.

La estructura de un sustrato SERS, asi como el tamafio y la forma de las
nanoparticulas, juegan un papel critico en las propiedades del plasmén resonante y el
mecanismo electromagnético. EL método mas directo para determinar la morfologia y
distribucién de tamarfio es la microscopia electrénica. Dentro de ellas, la técnica mas
empleada es la microscopia electrénica de barrido (SEM, del inglés Scanning Eectron

Microscopy), mediante la cual es posible obtener informacion precisa de la distribucion
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de tamafios y de formas. Por otro lado, también es posible usar, muchas veces de
manera alternativa, la microscopia de fuerza atémica (AFM, del inglés Atomic Force

Microscopy).

Sin embargo, para la caracterizacion de dispersiones de NPs lo mas habitual y
sencillo en un laboratorio es llevar a cabo primero la caracterizacion a través de
mediciones por espectroscopia UV-Vis, ya que provee informacién de manera rapida y
sencilla. Los espectros UV-Vis exhiben normalmente uno o mas picos asociados con la
longitud de onda correspondiente a las resonancias del plasmdn localizado. Por otro
lado, estos picos suelen variar debido a la falta de homogeneidad y a la agregacién que
en muchos casos suelen sufrir las nanoparticulas. Se espera que la mayor
intensificacion SERS ocurra cuando la longitud de onda del laser incidente SERS sea

cercana a la longitud de onda de resonancia de los plasmones [2].

2.6.Aplicaciones de la espectroscopia SERS

La espectroscopia SERS se ha empleado para la deteccién de aditivos
alimentarios o contaminantes [47,84], explosivos y armas de guerra [85], especies
bioldgicas [86], en ciencia forense para la deteccién de drogas ilicitas [87,88], en la
conservaciéon de obras de artes [89], para monitorear reacciones catalizadas por
superficies metdlicas o nanoparticulas, entre otros usos. Es importante destacar que
este amplio rango de aplicaciones se ha visto beneficiado significativamente por el
empleo de espectrdmetros Raman portatiles, permitiendo determinaciones in situ. Asi
mismo, en los ultimos tiempos se han desarrollado una gran variedad de sustratos con
diferentes caracteristicas, para reducir el costo, aumentar la velocidad de analisis,
simplificar la operacién de medida, con posibilidad de realizar medidas in situ, y con
altos grado de intensificacion. Dentro de la enorme cantidad de trabajos publicados, a
continuacion se exponen algunos de ellos que permiten visualizar la gran variedad de

aplicaciones de la técnica.

> En la identificacion de armas de guerra quimica y explosivos, se ha empleado
espectrometros portatiles con sustratos SERS de Ag para determinar la viabilidad
celular luego de 24 h de exposicién de una muestra a CEES (sulfuro de 2-cloroetil etilo),

molécula similar a la empleada como arma quimica, conocida como gas mostaza. En
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este contexto, se ha estudiado la posibilidad de deteccion de otras moléculas
explosivas, como por ejemplo DNT (2,4-dinitrotolueno) en distintos estados de
agregacion empleando diferentes sustratos SERS [85,90]. La identificacién de armas de
guerra quimica y de explosivos constituye hoy en dia un tema crucial por lo que resulta

esencial su deteccién rapida e in situ.

> El andlisis y monitoreo ambiental estd estrictamente relacionado con la
caracterizacion de trazas de contaminantes (como aniones poliatémicos, iones de
metales pesados y compuestos organicos) presentes en el ecosistema (agua, suelo,
rios, etc.) [91]. Se han utilizado sustratos de Ag y Au recubiertos con iones
caracteristicos como tioles catidnicos con el fin de aumentar la afinidad del analito a la
superficie del sustrato SERS, obteniendo limites de deteccién en el orden de
concentracion de ppb-ppm. Se ha demostrado que la adsorcién de los aniones en los
recubrimientos de las nanoparticulas es instantaneo y reversible, permitiendo su

monitoreo continuo en tiempo real [92].

> En el campo de la preservacién de obras de arte y patrimonio cultural, es de
suma importancia lograr la deteccion ultrasensible de colorantes y pigmentos
naturales y sintéticos. La identificacion de colorantes y pigmentos especificos puede
ser beneficiosa para la preservacion a largo plazo de obras de arte y, ademas, puede
revelar su contexto histdrico y eventuales falsificaciones. Esto se hace posible debido a

la naturaleza no destructiva de la técnica y su alta sensibilidad [89].

> La evolucion de la espectroscopia SERS ha permitido avances en los métodos de
deteccion de distintas drogas de uso ilicito como son por ejemplo; cocaina, opio,
morfina, fentanilo, entre otros, que causan grandes complicaciones a los consumidores
tanto fisicos como metales. Si bien hoy en dia existen numerosas técnicas que
permiten detectar estas drogas o farmacos como: CG-MS; HPLC; difraccion de rayos x,
entre otras; los mismo requieren mucho tiempo como procesos extensivos resultando
no ideales para determinaciones in situ de rutina [13,88]. Mediante la espectroscopia
SERS se han logrado detectar y en muchos casos cuantificar drogas ilegales en
diferentes matrices de estudio incluyendo fluidos biolégicos como por ejemplo saliva 'y

orina [93,94]. La mayoria de las drogas ilegales contienen sistema de anillos
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conjugados, que resultan buenos a la hora de realizar medidas de espectroscopia SERS

por sus grandes intensificaciones.

> La creciente demanda de alimentos en los ultimos afios ha llevado a los
productores al uso excesivo y prolongado de tratamientos fitosanitarios que son
potencialmente peligrosos para la salud humana y el ecosistema [95]. La acumulacién
de plaguicidas en el cuerpo humano a través del consumo de alimentos plantea riesgos
para la salud, de ahi que la deteccién cuantitativa de agroquimicos en productos
alimentarios se ha vuelto de vital importancia [96]. La espectroscopia SERS es una
técnica promisoria para la deteccién de trazas de residuos de agroquimicos presentes
en los alimentos, frutas y verduras, ya que es un método rapido, no destructivo,
especifico y con la posibilidad de realizar medidas in situ con el empleo de sustratos
flexibles. En este contexto, se han desarrollado distintos sustratos plasmdnico, con
nanoparticulas de diferentes formas (varillas, cubos, estrellas, entre otras) para la
detecciéon de plaguicidas, con muy buenos rendimientos para la deteccidon de
contaminantes en alimentos [97,98]. Es en este contexto que se ha estudiado en la
presente Tesis la deteccion de trazas de pesticidas seleccionados en cascaras de frutas

y vegetales.
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CAPITULO 3

AGROQUIMICOS



En la actualidad, los agroquimicos son de gran importancia en el modelo
agricola y existen diferentes denominaciones para hacer referencia a los mismos

como: plaguicidas, pesticidas, agrotoxicos, agroquimicos y productos fitosanitarios.

Segun la definicion de la Organizacién de las Naciones Unidas para la
Alimentacion y la Agricultura, FAO (del inglés, Food and Agriculture Organization of the
United Nations) [1], un plaguicida “es cualquier sustancia o mezcla de sustancias,
natural o de sintesis quimica, destinadas a prevenir, destruir o controlar cualquier
plaga entre las que se encuentran; vectores de enfermedades, especies indeseadas
para plantas o animales que causan dafio o que interfieren de alguna forma en la
produccidn, elaboracién, almacenamiento, transporte o comercializacién de alimentos,
es decir en la cadena de produccidon”. Dentro de esta definicion se incluyen
reguladores de crecimientos, defoliantes, desecantes, productos empleados para
reducir la densidad de las frutas o para evitar la caida prematura de las mismas, y las
sustancias aplicadas a los cultivos antes o después de la cosecha para proteger al
producto contra el deterioro durante el almacenamiento y transporte. El término
excluye los fertilizantes, nutrientes de origen vegetal o animal, aditivos alimentarios y
medicamentos para animales. Del mismo modo, la FAO define como residuos de
plaguicidas “aquellas sustancias presentes en los alimentos, productos agricolas o
pienso para animales, asi como en el medio ambiente, como consecuencia del empleo
de un plaguicida”. Adicionalmente, el término engloba cualquier derivado, ya sea
como productos de conversion o reaccion, metabolitos e impurezas de importancia

toxicoldgica.

Como se menciond, cuando se emplean productos fitosanitarios en los cultivos,
cantidades de éstos pueden absorberse o quedar en la superficie de los alimentos
como residuos de plaguicidas; es por ello, que existen entes reguladores a nivel
nacional e internacional para su control, siempre adaptandose a niveles no toxicos
para su consumo. El Codex Alimentarius®, es el organismo que establece los limites
madximos de residuos (LMR) de plaguicidas que se permiten legalmente en alimentos,

productos agricolas y piensos cuando los plaguicidas se aplican correctamente

1 . . . . .y .

Organismo internacional creado por la FAO y OMS (Organizacion Mundial de la Salud), para la
elaboracion de normas, codigos de practicas, directrices y recomendaciones sobre la inocuidad de los
alimentos, cuya finalidad es la proteccién de la salud de los consumidores.
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conforme a las buenas practicas agricolas (BPA)%. Por lo tanto, el LMR es la
concentracion maxima de residuos de un plaguicida o contaminante que la Comisidon
del Codex Alimentarius recomienda que se permita legalmente o se reconozca como
aceptable en o sobre un alimento, producto agricola o alimento para animales. El
mismo se expresa en mg de residuo por kg de producto o lo que es lo mismo, partes
por millén (ppm). Cabe destacar que, asi como existen LMR recomendados por Codex,
también los distintos paises como es el caso de Argentina, establecen sus propios
limites maximos de residuo. En ese sentido, se debe tener en cuenta que el LMR es un
parametro fijado por entes que velan por la produccién, y no es un pardmetro

toxicoldgico, aunque siempre respeta los limites de riesgo toxicoldgicos.

Desde su creacion, los plaguicidas han sido empleados en multiples y variados
contextos, lo que explica su ubicuidad. Aunque la agricultura es la actividad que mas
emplea agroquimicos (85 % de la produccién mundial) [2] con el fin de controlar plagas
gue causan la pérdida de la calidad de los productos, su deterioro o disminucion en las
cosechas de alimentos, una gran parte de la produccion total de productos sanitarios
estd destinada a las actividades de salud publica, para el control de enfermedades
transmitidas por vectores como la malaria, enfermedad de Chagas, dengue, entre
otras. Ademads, es también empleada para el control de roedores, para evitar la
proliferacion de hongos, algas y bacterias en grandes reservorios de agua, como
también para eliminacion de cultivos ilegales. A pesar de las numerosas aplicaciones
beneficiosas de los plaguicidas sobre la calidad de vida, se debe tener en cuenta que
muchos de ellos pueden tener graves consecuencias sobre la salud de los seres
humanos asi también como en el medio ambiente. En Argentina el rubro agricola es
uno de los principales pilares o contribuyentes a la economia nacional y debido a ello,
el empleo de plaguicidas se ha incrementado enormemente en las ultimas décadas

como se puede observar en la Figura 3.1.

2 ] - . . . .

Practicas oficialmente autorizadas en el uso de un plaguicida para efectuar un control efectivo y
confiable de plagas en cualquier estadio de la produccidn; el mismo tiene en cuenta la salud humanay el
medio ambiente.

51



2,55 -
2,0E5 -
1,5E5 4 v

1,0E5

Toneladas de plaguicidas

5,0E4 S

0,0 +——+—-"+—"r—"-——-"-"T--"TVH—_—N"——————
1992 1996 2000 2004 2008 2012 2016 2020

Afio

Figura 3.1.: Cantidad (toneladas) de plaguicidas totales empleado en las ultimas

décadas en Argentina. Fuente: FAOSTAT [3]: 22-03-2022

3.2. Clasificacion

Los agroquimicos pueden clasificarse de diferentes formas segun sus
caracteristicas principales. Entre ellas las mas empleadas son, segun el/los organismos
blancos como: herbicidas, insecticidas, fungicidas; y por la estructura quimica o grupo
activos como: compuestos clorados, organfosforados, carbamatos, benzimidazoles,
entre otros. Adicionalmente, se clasifican segin su modo de accidn, segln su toxicidad,
su comportamiento cuando se encuentra en contacto con las plantas o blancos

(sistémicos o por contacto), especificidad contra la plaga (selectivos o no), etc.

Cabe destacar que los plaguicidas sistémicos son aquellos que son absorbidos
por el tejido vegetal donde luego es transportado hacia otras partes de la planta,
mientras que los plaguicidas por contacto o no sistémicos no son capaces de penetrar
el tejido y solamente son efectivos cuando entra en contacto directo con la plaga [4,5].
De este modo, segun el grado de penetracidén del plaguicida se puede determinar su
persistencia luego de los tratamientos poscosechas, como también el grado de

eliminacion del mismo [6]. A continuacién se presenta una clasificacién de los
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plaguicidas pertenecientes al grupo de los fungicidas segin su estructura quimica

(Tabla 3.1.).

Tabla 3.1. Clasificacién general de los fungicidas segln su estructura quimica

Fungicidas segun su
estructura quimica

Estructura molecular

Ejemplo del principio activo

Oxicloruro de cobre, 6xido

(- Sal de cobre cuproso, sulfato de cobre
Inorganicos )
pentahidratado
Azufre Azufre
Organometal Organo estafio Trifenil acetato de estafio
Sal de zinc Naftenato de zinc
Amida Benzovindiflupir
Benzamida Fluopicolide, zoxamide
Boscalid, fenhexamida,
Carboxamida/ Anilida/ sedaxane,
Pirazol fluxapiroxad,pidiflumetofen,
Amidas/ Imidas isopirazam
Fenilamida Metalaxil, furalaxil

Mandelamida

Mandipropamida

Dicarboximidas

Famoxadona, iprodiona,
procimidona

Cianoacetamida oxima

Cimoxanil

Tioftalimida Captan, folpet
. Difenoconazol,
Triazol .
protioconazol
. Ciazofamida, imazalil,
Imidazol
Azoles procloraz
.. Carbendazim, tiabendazol,
Benzimidazol . e
benomil, metil tiofanato
Tiazol Etaboxam
Triazolintiona Protioconazol
Estrobinas Estrobilurina Dimoxistrobin, fluoxastrobin
Tiram, propineb, ziram,
Ditiocarbamato
Carbamatos ferbam
Carbamato Iprovalicarb, propamocarb
clorhidrato
Dinitrofenol Meptildinoca
Fenoles P P
Fenol Ortofenilfenato de sodio
Pirimidina Bupirimato, ciprodinil,
Pirimidinas

fenarimol, pirimetanil

Triazolpirimidina

Ametoctradin
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En el presente trabajo de tesis se emplearon tres fungicidas, pertenecientes a
las familias de los ditiocarbamatos y benzimidazoles, para el desarrollo de métodos
gue permitan la deteccién de sus residuos en cdscaras de frutas y verduras. Por esta

razon, se hara referencia a continuacién sobre los plaguicidas utilizados.

3.2.1. Tiram

El tiram (Figura 3.2.) es un fungicida perteneciente a la familia de los
diotiocarbamatos segun la clasificacion de grupos funcionales activos antes
mencionado. El mismo, es un compuesto muy empleado de accidn preventiva y de
amplio espectro en semillas y hojas en los campos de diferentes cultivos (césped,
vegetales y frutas) frente a enfermedades causadas por hongos. Adicionalmente, es

utilizado como repelente para la proteccidn de frutas y arboles frente a roedores [7].

HaC s
\
N
H3C/ S—5 CHj
/
N
\
S CH,4

Figura 3.2.: Estructura molecular del fungicida tiram.

El efecto fungicida del tiram se relaciona con la capacidad de éste de formar
complejos con los iones de los metales pesados, frecuentemente presentes en enzimas
y coenzimas de las células fungicas, provocando el bloqueo de las actividades catalitica
de las mismas. A bajas concentraciones de tiram, actla sobre los sistemas enzimaticos
impidiendo la germinacion de esporas [7,8]. Durante su descomposicidon enzimatica se
producen metabolitos intermediarios como por ejemplo, disulfuro de carbono (CS,),
tiourea, alquilaminas, etilenaminas entre otros productos de la biotransformacion. Se
ha determinado que los efectos téxicos del tiram, y en general de todos los fungicidas
ditiocarbamatos, se deben a los productos de degradacién como CS, o etilentiourea,
ya que los mismos suelen presentar propiedades cancerigenas [9,10]. El empleo de

este fungicida puede causar grandes dafios sobre el medio ambiente como también en
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los seres vivos cuando no se manipula o almacena adecuadamente. Por otra parte, el
tiram es también un producto de degradacion ambiental de otros dos fungicidas,
ferbam y ziram. Segln su modo de accién, pertenece al grupo de fungicida de contacto
o no sistémico, de baja toxicidad que puede provocar irritaciéon de la piel y de las
membranas mucosas, y su exposicidén cronica puede provocar cdncer o aumentar su

incidencia.

3.2.2. Tiabendazol

El tiabendazol (TBZ) es un fungicida que pertenece al grupo de los compuestos
benzimidazoles conforme a la clasificacion de grupos funcionales. El TBZ, esta formado

por una porcién benzimidazol y otra tiazol como se observa en la Figura 3.3.

>

Figura 3.3. Estructura molecular del tiabendazol (TBZ).

Este fungicida es aplicado cominmente en tratamientos pre y poscosecha en
varios cultivos, principalmente para prevenir el desarrollo de mohos/hongos durante el
transporte y almacenamiento de productos agrarios (tratamiento de semillas, frutas y
verduras) [11]. Asimismo, tiene propiedades farmacoldgicas en cuanto al control de
helmintos® en especies animales. El TBZ estd clasificado como de baja toxicidad para
los seres humanos, sin embargo, a grandes exposiciones del fungicida puede ser
cancerigeno y causar desequilibrios hormonales, siendo ademds muy tdxico a largo
plazo principalmente en medioambientes acudticos [12,13]. El efecto fungicida del TBZ
estd asociado a la interferencia en la mitosis y en el movimiento nuclear de la célula
fungica. Esta accién ocasiona la desorganizacion de la estructura y con ello paraliza el

crecimiento de la célula fungica. A diferencia del tiram, el tiabendazol pertenece al

3 . . .
Gusano de cuerpo largo o blando que infectan el organismo de otras especies.
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grupo de fungicidas sistémicos, es decir, posee la propiedad o capacidad de penetrar
rapidamente en el interior de las plantas dificultando la remocién de los mismo de las

superficies de frutas y vegetales [14,15].
3.2.3. Carbendazim

El carbendazim (CBZ) (Figura 3.4.) es un fungicida de amplio espectro,
empleado extensamente en la agricultura por su alta eficiencia y debido ademas a que
es relativamente econémico. El CBZ es utilizado para el control de hongos patégenos y
moho por tratamiento de semillas y fumigaciones poscosecha de frutas, vegetales y
alimentos en general. Adicionalmente, el CBZ es un producto de degradacién de
benomilo y tiofanatometil, que también son fungicidas comunmente utilizados en

agricultura [16].

0
N
\\ OCHs
N
H
N
H

Figura 3.4. Estructura molecular del carbendazim.

El efecto fungicida del CBZ se basa fundamentalmente en la inhibicidn de la
polimerizaciéon o ensamblaje de los microtubulos en las células, al reaccionar con la
enzima responsable de la misma, causando alteraciones en la segregacién de los
cromosomas durante la divisidn celular. El CBZ no es catalogado como un fungicida
selectivo, de modo que ocasiona muchos efectos nocivos sobre los seres humanos. De
hecho, se conocen enfermedades desarrolladas a causa de este fungicida como ser:
cancer, embriotoxicidad, apoptosis de células germinales, teratogénesis, infertilidad,
entre otras enfermedades desarrolladas en diferentes especies debido a la toxicidad

de este fungicida [16].
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3.3. Problemas derivados del uso inadecuado de agroquimicos

En los ultimos afios, la creciente demanda de alimentos provocé el uso excesivo
e inadecuado de productos fitosanitarios por parte de grandes agricultores para cubrir
los requerimientos asociados con la produccién de alimentos. En la mayoria de los
casos los agroquimicos presentan propiedades tdéxicas, muchas veces persistentes y
bioacumulativas con efectos negativos no solo para las especies para las que fueron
disefadas (especies blanco o diana), sino también sobre otros seres vivos y el
ecosistema [17]. Cabe seiialar que los productos fitosanitarios no son contaminantes
Unicamente en la etapa de produccién, sino también durante el almacenamiento y
transporte. Por esta razon, la determinacién de residuos de plaguicidas tiene un rol
fundamental en la prevencién de la salud, ya que nos encontramos continuamente
expuestos a diversos agroquimicos, y una de estas fuentes de contaminantes es debida

a la ingesta diaria de alimentos con residuos de plaguicidas [18].

Algunos de los problemas desarrollados, de modo general, por el uso

inadecuado o incorrecto de agroquimicos son principalmente [19,20]:

> Riesgo para la salud humana debido a la exposicién continua a productos
fitosanitarios toxicos, ya sea por actividades laborales, accidentales, y por exposicién

ambiental, lo que conlleva al incremento de casos de intoxicaciones.

> Desequilibrio del medio natural; el uso inadecuado de plaguicidas provoca la
muerte o desaparicién de enemigos naturales que permiten mantener las poblaciones
de las plagas en niveles que no causan dafios econdmicos. Adicionalmente, provoca la

reaparicion de plagas nuevas y cada vez mas resistentes.

> Desarrollo de resistencia; el empleo continto y prolongado de agroquimicos
conduce al desarrollo de resistencia de las plagas para las que fueron desarrolladas los
plaguicidas y ademas, en muchos casos producen resistencias cruzadas debido a la
baja selectividad de algunos agroquimicos hacia la diana o blanco. En muchas
ocasiones se generan resistencias multiples a un gran nimero de plaguicidas. Como
resultado, esto conduce a la necesidad de mayores dosis para el control de plagas
debido a su resistencia, asi como también una mayor frecuencia en las aplicaciones de

los plaguicidas.
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> Contaminacion ambiental; como es evidente, el empleo de agroquimicos causa
efectos adversos sobre el medio ambiente (ecosistemas acudticos y terrestres,
microorganismos, etc.) ya sea por el descarte incorrecto de envases, falta de
mantenimiento y capacitaciones constantes al personal, ocasionando la acumulacién

de residuos toxicos.

Como se menciond anteriormente, el uso inadecuado de los productos
fitosanitarios ya sea por desconocimiento o por falta de personal calificado, genera
grandes efectos peligrosos sobre los seres humanos y el ambiente. Por esta razoén, las
organizaciones reguladoras (Codex Alimentarius, FAO) establecen recomendaciones
como, por ejemplo, los limites maximos de residuos de plaguicidas y el uso
responsable de productos fitosanitarios antes, durante y con posterioridad a la
aplicaciéon de los mismos para cuidar y conservar tanto la salud como el medio

ambiente [21].

3.4. Regulacion en el uso de agroquimicos

Como se mencioné al inicio de este capitulo, el Codex Alimentarius [22] es el
organismo responsable de establecer y recomendar los LMR de plaguicidas. Los
mismos, se basan fundamentalmente en los datos obtenidos de BPA y tienen el
objetivo de conseguir que los productos agricolas y sus derivados se ajusten y sean
aceptables para su consumo. Los LMR de plaguicidas recomendados por el Codex se
aplican fundamentalmente a productos destinados al comercio internacional y se
obtienen teniendo en cuenta los estudios y estimaciones realizadas por la JMPR (del
inglés, Joint FAO/WHO Meetings on Pesticides Residues) luego de la evaluacion
toxicoldgica del plaguicida, su residuo y su examen en usos previstos ajustandose
siempre a las BPA nacionales y a la inocuidad alimentaria [23]. El examen de dichas
estimaciones y determinaciones, tanto a nivel nacional como internacional, teniendo
en cuenta la ingesta de residuos a través de la alimentacidn y sus parametros como la

IDA?, permite que los alimentos que se ajustan a los LMR del Codex sean inocuos para

* IDA: ingesta diaria admisible, es una estimacién de la cantidad de una sustancia presente en
los alimentos o el agua potable que puede consumirse diariamente durante toda la vida sin
gue se aprecie un riesgo sobre la salud.
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el consumo humano. De este modo, organizaciones de distintos paises fijan sus
propios LMR o tolerancias de residuos permitidos de plaguicidas teniendo en cuenta
los LMR de plaguicidas recomendados por Codex Alimentarius y velan por su

cumplimiento.

En Argentina, el organismo responsable del registro y establecimiento de los
LMR de los agroquimicos y su combinacién con distintos alimentos es el SENASA [24]
(Servicio Nacional de Sanidad y Calidad Agroalimentaria). Asimismo, también existe la
normativa del MERCOSUR [25] (Mercado Comun del Sur) que especifica mediante la
resolucion N2 74/1994, los LMR de plaguicidas de determinados cultivos. En lo que
respecta a las regulaciones internacionales, en los Estados Unidos, la Agencia de
Proteccién Ambiental (EPA, del inglés, U.S. Environmental Protection Agency) [26], es
el organismo encargado de autorizar y fijar los LMR o tolerancias de plaguicidas,
mientras que a nivel europeo se encuentra la Comisidon Europea [27] para regular y

controlar los residuos de plaguicidas en alimentos.

La legislacion Argentina, conforme al SENASA en su ultima actualizacién,
resolucion N2 934/2010 [24], establece los LMR de plaguicidas en productos
agropecuarios comercializados. En el mismo se detalla las concentraciones maximas
permitidas de tiram en frutas y verduras; para el tomate y la frutilla es de 3 mg/kg,
para la manzana de 2 mg/kg y en el caso de la cereza es de 1 mg/kg. Del mismo modo,
organismos de regulacién internacionales como la EPA, fija el LMR para este fungicida
en la manzana y frutillas en un valor de 7 mg/kg [26], en tanto que los limites de
tolerancia del tiram conforme a la Comisién de la Unién Europea [27] dependen del
tipo de fruta o vegetal; asi por ejemplo, para el caso de las manzanas o peras el mismo

es de 5 mg/kg, mientras que en frutillas es de 10 mg/kg y en morrén es de 0,1 mg/kg.

En lo que respecta a los limites maximos de residuos establecidos para el
tiabendazol, en Argentina [24] varian segun el cultivo y en muchos casos también
depende de si los mismos son empleados en tratamientos previos o posteriores a la
cosecha; para el caso de las manzanas o peras su valor es de 3 mg/kg tanto en
tratamientos pre o poscosecha. Del mismo modo, los organismos gubernamentales
internacionales, establecen los valores maximos permitidos para el TBZ segun el

alimento; en este aspecto la Comisidon de la Unidn Europea [27] tiene un valor maximo
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de residuo de TBZ para la manzana de 4 mg/kg, mientras que la EPA [26] establece su

valor maximo en 12 mg/kg.

Por dultimo, debido a los efectos negativos que provoca el empleo del
carbendazim en la salud humana, se ha incrementado las restricciones sobre su uso en
varios paises, y los limites de residuos mdaximos de este plaguicida se han reducido
bruscamente en los ultimos afios. En efecto, en varios paises como por ejemplo,
Australia se ha prohibido su uso, mientras que la Comisiéon de la Union Europea
disminuyd significativamente los valores de los limites maximos de residuos de CBZ
permitidos para frutas y vegetales, dentro del rango de 0,2 a 0,7 mg/kg [27]. Sin
embargo, en Argentina, los LMR de este fungicida varian segun el alimento, de modo
que para la manzana y el tomate es de 1 mg/kg; en la frutilla de 2 mg/kg; y en la
berenjena y el morrén son 0,5 y 0,1 mg/kg, respectivamente [24]. En la siguiente tabla
se muestran de manera resumida los distintos LMR establecidos por los entes
nacionales e internacionales para los distintos plaguicidas en estudio en este trabajo

(Tabla 3.2.).
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Tabla 3.2.: Resumen de los limites

seleccionados.

maximos de residuos para los plaguicidas

SENASA EPA Unidn Europea
Agroquimicos Fruta o vegetal
(mg/Kg) (mg/Kg) (mg/Kg)
Manzana 2 7 5
Morron Exento - 0,1
Frutilla 3 7 10
Tiram
Tomate 3 - -
Berenjena Exento - -
Cereza 1 - -
Manzana/ Pera 3 12 4
Morrén Verde - - 0,01
Tiabendazol Tomate - - 0,01
Berenjena - - 0,01
Frutilla - 5 0,05
Manzana/ Pera 1 1 0,2
Morrén Verde 0,1 0,1 0,1
Carbendazim Tomate 1 1 0,3
Berenjena 0,5 - -
Frutilla 2 2 0,1
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3.5. Metodologias para la deteccion de residuos de agroquimicos
en alimentos

Actualmente, técnicas cromatograficas como cromatografia liquida de alto
rendimiento acoplada a espectrometria de masa (LC-MS) y cromatografia gaseosa
junto a espectrometria de masas (GC-MS) son usualmente empleados para la
deteccidon sensible de residuos de plaguicidas en diferentes matrices de productos
alimentarios [28,29]. Sin embargo, aunque estas técnicas muestran buena precision,
presentan el inconveniente de ser metodologias de elevados costos, destructivas, que
demandan mucho tiempo ya que requieren tratamientos y acondicionamientos
previos de las muestras (proceso de extraccidn, purificacion, etc.) lo que conlleva
inevitablemente a personal calificado en la materia y tiempo. En los ultimos anos, han
surgido métodos para la deteccién y cuantificacion de residuos de agroquimicos
basados en la espectroscopia SERS, los cuales son prometedores ya que presentan
varias ventajas frente a las técnicas habitualmente utilizadas en cromatografia, como
por ejemplo, deteccidn in situ, no destructiva, sin tratamientos previos y rapidez en el
analisis [30,31,32,33]. Adicionalmente, la técnica de espectroscopia SERS presenta alta
sensibilidad, como fue mencionado en el capitulo precedente, permitiendo la
detecciéon y cuantificacion de residuos de plaguicidas en alimentos. Desde su
descubrimiento, el creciente desarrollo de la ciencia de los materiales, la plasménica,
entre otras, permitid la evolucidén de la espectroscopia SERS, lo que desencadend el
aumento de estudios publicados basados en diferentes estrategias y usos de esta
técnica espectroscopica para la deteccidn ultrasensible de contaminantes presentes en
los alimentos. En base a las técnicas previamente mencionadas para la deteccién de
residuos de plaguicidas en productos alimenticios, el presente trabajo de Tesis se
enfocd en el desarrollo de sustratos SERS flexibles e innovadores de nanoparticulas de
plata de diferentes formas para el estudio y deteccién de trazas de residuos de
plaguicidas (tiram, TBZ y CBZ) presentes en cascaras de frutas y vegetales, empleando

la espectroscopia SERS.
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CAPITULO 4

MATERIALES Y METODOS



Este capitulo estad dirigido en una primera parte a describir brevemente los
materiales y reactivos empleado para el desarrollo de esta Tesis. Posteriormente se
presentaran las técnicas instrumentales utilizadas a lo largo de este trabajo para la
caracterizacion de nanoparticulas de plata, sustratos SERS y para la deteccién de

plaguicidas en cascaras de frutas y vegetales.

4.2. Reactivos y materiales de laboratorio

Para la sintesis de nanoparticulas de plata “esféricas” se empled nitrato de
plata (AgNO3 99,0%, Cicarelli), citrato trisédico dihidratado (NasC¢Hs07.2H,0 99,0 %,
Cicarelli), borohidruro de sodio (NaBH4, > 98,0 %, Biopack), y agar (Merck). Para la
sintesis de nanoestrellas de plata se empleé adicionalmente como reductor
hidroxilamina (NH,OH 50 % p/v en agua, Sigma-Aldrich) en medio basico (hidréxido de
sodio). En ambas sintesis de nanoparticulas de plata, asi como en todas sus etapas, se
utilizé agua mili-Q (17,8 MQ.cm). Para la evaluacion de los sustratos SERS
desarrollados se empled como molécula sonda o de prueba azul de metileno (MB, del
inglés methylene blue) [cloruro de 7-(dimetilamino) fenotiazina-3-ilideno]-
dimetilazanio (CigH1gN3CIS > 97,0%) en solucion de etanol absoluto. En cuanto a los
plaguicidas estudiados fueron todos adquiridos en Merck; tiram, N,N-
dimetilcarbamoditioato de dimetilcarbomotioilsulfanilo (CgH12N,Ss > 98,0%);
tiabendazol, 2-(4-tiazolil) benzimidazol (CyoH;N3S > 99,0%); carbendazim, metil
benzimidazol-2-ilcarbamato (CoHgN3O, > 97,0%). Todos los reactivos fueron utilizados

sin previa purificacién.

Las frutas y vegetales fueron compradas en un supermercado local de la ciudad
de La Plata, Buenos Aires, con excepcidon del morrdn verde y la berenjena empleados
para el analisis de tiram que fueron adquiridos a un productor organico de la localidad
de Hudson, Buenos Aires. Todas las frutas y verduras fueron lavadas empleando agua
de la canilla y posteriormente fueron enjuagadas con agua mili-Q antes de ser

utilizadas.

La espectroscopia SERS se caracteriza por ser una técnica ultrasensible, razén
por la cual fue imprescindible trabajar en condiciones de extrema limpieza para evitar

contaminaciones no deseadas, ya que pueden originarse interferencias a la hora de
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realizar las medidas. Por lo tanto, los materiales empleados fueron lavados siguiendo

protocolos especificos detallados a continuacién.

> Limpieza de material de Laboratorio:

Todo el material de vidrio fue lavado siguiendo protocolos dependientes de las
sustancias empleadas [1]. Para oxidar toda la materia organica del material que se
utilizé para la preparacion de las soluciones de los diferentes plaguicidas se utilizé el
tratamiento con permanganato de potasio (KMO,) y en el caso del material de vidrio
expuesto o en contacto directo con las nanoparticulas se empled agua regia para su

lavado.

El tratamiento con KMO, consiste en sumergir todo el material de vidrio no
volumétrico en una solucion sobresaturada de KMnQO,4 (en medio basico), la cual se
lleva a ebullicién y se mantiene en esta condiciéon durante ~ 20 min. Posteriormente,
se enjuaga con agua destilada y luego con una soluciéon de H,0, acidificada (lo que
permite remover el MnO,, resultante de la oxidacién del paso anterior). Finalmente, se
enjuga todo el material con agua mili-Q y se seca en estufa a 100 °C. Para lavar los
materiales de vidrio volumétricos, se sumergié todo el material en una solucién
sobresaturada de KMnO,; (en medio basico), y se dejé actuar durante 24 h a
temperatura ambiente; posteriormente se enjuago el material con agua destilada y
seguidamente con una solucién de H,0, acidificada para remover el MnO,. Por ultimo,
se enjuago todo el material volumétrico con agua mili-Q y se secé a temperatura

ambiente.

El material de vidrio utilizado para la sintesis de nanoparticulas de plata se
limpid con agua regia (mezcla de acido clorhidrico y acido nitrico concentrado en una
proporcién 3:1) a través de contacto entre el material y el agua regia por algunos
minutos; esto permite la eliminacién de metales de manera eficiente. Luego, el

material se enjuaga repetidamente con agua mili-Q y se seca en estufa a 100 °C.

4.3. Teécnicas instrumentales

Todos los equipos utilizados durante la tesis pertenecen al Centro de Quimica
Inorgdnica "Dr. Pedro J. Aymonino" (CEQUINOR) con la excepcién del microscopio

electrénico con el cual, gracias a la colaboracion del laboratorio de microscopia
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electronica de YTEC-CONICET y especialmente a la Lic. Maria Alejandra Floridia Addato,
se pudieron llevar a cabo las caracterizaciones de las nanoparticulas mediante esta

técnica.
4.3.1.Espectroscopia UV-Visible (UV-Vis)

La espectrofotometria UV-Vis es una técnica muy empleada para la
caracterizacion de las propiedades dpticas de nanomateriales metalicos en suspension.
Como se menciond en la seccién 2.5.4., la excitacién plasmdnica puede ser medida de

forma rdpida y sencilla a partir de la toma de los espectros de absorcion UV-Vis.

En este trabajo las nanoparticulas de plata sintetizadas fueron caracterizadas
en una primera instancia mediante la adquisicion de espectros UV-Vis de las
dispersiones de las nanoparticulas recién sintetizadas. Todos los espectros fueron
adquiridos empleando un espectrémetro UV-Vis de absorcién Shimadzu UV-2600
(Figura 4.1.) en el rango de longitudes de onda de 190-900 nm usando celdas de
cuarzo de 1 cm de camino 6ptico. Los espectros obtenidos fueron procesados

mediante el software OriginPro 8.5.

Figura 4.1.: Espectrémetro UV-Vis de absorcion Shimadzu UV-2600.

Adicionalmente, se estudiaron por espectroscopia UV-Vis soluciones de los

analitos utilizados en esta Tesis. Para ello, se prepararon soluciones de: TBZ en
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metanol (rango utilizado 205-900 nm); CBZ, tiram y MB en etanol absoluto (rango 210-
900 nm). Los diferentes rangos de medida utilizados son debido a la longitud de onda
de corte (cut-off) de los solventes empleados. Este estudio se realizé con el objetivo de

evaluar la posibilidad de presentar el fendmeno SERRS.

> Espectroscopia UV-visible por reflectancia difusa (UV-Vis DRS)

Las propiedades opticas de los sustratos SERS fueron estudiados usando UV-
Vis-DRS (del inglés, Diffuse reflectance spectroscopy) ya que proporciona informacion
sobre el entorno de las nanoparticulas en el material utilizado como soporte. Para la
caracterizacion de los sustratos SERS flexibles se utilizd6 un accesorio del
espectrofotémetro UV-2600 mencionado anteriormente, que consta de una esfera

integradora modelo ISR-2600 (Figura 4.2.).

Figura 4.2.: Accesorio de espectrédmetro UV-Vis de absorcién Shimadzu UV-2600:
esfera integradora modelo ISR-2600 para medir los espectros de reflectancia difusa
(UV-Vis-DRS). Detalle del accesorio de esfera integradora. a) Portamuestras para celdas
de cuarzo utilizado para suspensiones liquidas. b) Portamuestras para pastillas de

BaSO, utilizado para muestras sélidas. c) Portamuestras para films.

Para medir los espectros de reflectancia difusa (UV-Vis-DRS) se utilizé como

referencia BaSO,. Los espectros medidos fueron tomados en el rango de longitudes de
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onda de 200-900 nm, a excepcion de los experimentos DRS en los que se emplearon
cubreobjetos de vidrio para fijar el sustrato al accesorio; en ese caso las medidas se

realizaron en el rango de 400-900 nm. (Figura 4.3.).

a)

Figura 4.3.: Sustratos para la toma de espectros DRS-UV-Vis. a) Sustrato de AgNPs
inmovilizadas en gel de agar hidratado colocado entre un portaobjeto y un

cubreobjeto de vidrio. b) Sustrato de papel de celulosa sin y con AgNSs.

4.3.2.Microscopia Electronica

Para la caracterizacién morfolégica (tamafio, forma y estructura de agregacion)
de las nanoparticulas de plata fueron empleadas técnicas de microscopia electrdnica:
microscopia electrénica de transmisién (TEM del inglés, transmission electron
microscopy), donde la imagen resulta de la perturbacién local del campo de electrones
al atravesar una muestra delgada y el microscopio electrénico de barrido (SEM del
inglés, scanning electron microscope), que emplea un haz de electrones muy fino que
escanea la superficie de la muestra y crea una imagen a partir de los electrones
retrodispersados y los electrones secundarios emitidos. Ademas, en el TEM también se
puede operar de modo exploratorio; esta modificacion es comunmente conocida
como microscopia electrénica de barrido de transmisién (STEM del inglés, Scanning
transmission electron microscopy). La microscopia electrdnica se realiza en alto vacio
(~ 1072 - 107 Pa) [2], lo que impone requisitos especificos para la preparacion de la
muestra. Las particulas de suspensiones coloidales tienen que depositarse sobre un

sustrato apropiado, por ejemplo, peliculas de carbdn o silice [3,4].

Para la caracterizacion morfoldgica de las AgNPs “esféricas” sintetizadas se

empled microscopia STEM, utilizando un microscopio SEM-FEI modelo SCIOS 2 con la
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aplicaciéon de un voltaje de aceleracion de 30 kV para recolectar las imagenes
utilizando el detector HAADF (campo oscuro anular de angulo alto). En el caso de las
nanoestrellas de plata se caracterizaron con un microscopio TEM, modelo TEM-FEI
talos F200X con un voltaje de aceleracion de 200 kV. Las muestras fueron agitadas y
posteriormente se colocaron sobre grillas de cobre gota a gota de manera repetitiva
(ULTRA/THIN C ON LACEY C PKG/25 de Ted Pella, Microscopy Products For Science and

Industry), evitando sobrecargar las grillas y finalmente se recolectaron las imagenes.

4.3.3.Espectroscopia Infrarrojo por transformada de Fourier (FTIR)

Como se menciond en el capitulo 2 la espectroscopia SERS es extremadamente
sensible a las impurezas y mas aln cuando se intenta detectar trazas de plaguicidas.
Por esta razén, se determind y verificé la identidad de los distintos agroquimicos
tomando espectros FTIR en el rango 4000-400 cm™ utilizando un espectrometro
NICOLET 6700 (Thermo Scientific) y Thermo Nicolet (Nexus) (Figura 4.4.) empleado en
la zona 600-180 cm™ equipado con dos detectores; uno criogénico MCTB que se utiliza
en el rango de 4000-400 cm™' y un detector DTGS para el rango de 600-180 cm ™.
Ambos espectrémetros pueden operar con una resolucién de hasta 0,125 cm ™. Para la
toma de los espectros FTIR se prepararon pastillas de KBr de las diferentes sustancias
estudiadas y se colectaron los espectros con resolucién de 1 cm ™ y 64 acumulaciones.
Los espectros obtenidos fueron analizados con el programa OMNIC y se corroboré el
espectro FTIR de cada compuesto con ayuda de material bibliografico. Las intensidades
de las absorciones se determinaron a partir de la medicidén del area debajo de cada

pico.
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Figura 4.4.: a) Espectrometro Nicolet 6700 (Thermo Scientific); b) Espectrémetro

Thermo-Nicolet modelo Nexus.

4.3.4.Espectroscopia Raman

Los espectros Raman fueron tomados empleando un microespectrometro
Raman HORIBA Jobin Yvon T64000, que cuenta con tres redes de difraccién, un
microscopio confocal y un detector CCD (Figura 4.5.). El laboratorio cuenta con dos
ldseres idnicos multilineas, uno de Ar’ y otro de Kr, teniendo a disposicién las lineas
de 476,5; 488,0; 496,5; 501,7; 514,5 nm y 647,1; 676,4 nm, respectivamente para los
laseres mencionados. El equipo se calibré con Si o con CCly, empleando las bandas a
520,7 y 459,0 cm?, respectivamente. Se evalud la respuesta de las diferentes lineas de

los laseres para las sustancias empleadas.

Para las muestras solidas se prepararon capilares conteniendo el polvo
compactado de las sustancias en estudio y luego fueron sellados a la llama. Las
muestras se excitaron empleando el laser rojo de 647,1 nm de longitud de onda con
una potencia de salida del laser de ~ 100 mW y un objetivo de 10x (0,25NA). Se midid
la potencia que llega a la muestra con la ayuda de un potenciémetro (Laser
CheckCoherent), correspondiendo a un valor aproximado de ~ 3 mW. De la misma
manera que los sélidos contenidos en capilares se midieron las soluciones
concentradas de los diferentes plaguicidas en los solventes utilizados en cada uno de

los casos. Los espectros Raman fueron analizados usando el software LabSpec 5.45.09.
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Figura 4.5.: Espectrémetro Raman con microscopio confocal.

4.3.5.Espectroscopia SERS

Los espectros SERS fueron tomados enfocando el haz del ldser sobre las
superficies de los sustratos SERS empleando un objetivo de 50x (0,75 NA) y se trabajé
en la mayoria de los casos con la linea de 647,1nm y con una potencia a la salida del
ldser de ~ 100 mW (Figura 4.6.). Todas las lineas disponibles en el laboratorio
mencionadas anteriormente fueron evaluadas previamente para determinar la mejor
respuesta del sistema. Adicionalmente, se midié la potencia que llega a la muestra con
el potencidmetro antes mencionado, arrojando un valor de ~ 1,0-1,5 mW sobre la
muestra cuando el objetivo empleado es el de 50x. La estabilidad y la uniformidad de
las muestras SERS fueron evaluadas tomando varios espectros de la superficie de los
mismos (entre 5-10 spots) ademads, se seleccionaron algunos de los sustratos para
tomar mapas SERS ya que el espectrémetro Raman permite realizar mapeos, es decir,
la posibilidad de medir espectros en una grilla de puntos (mapas) en una (X), dos (XY) o
tres (XYZ) dimensiones, con la platina motorizada que contiene el equipo. En la
mayoria de los espectros tomados se utilizd el rango de nimeros de onda de 180 a
1800 cm™. Todos los espectros SERS fueron analizados usando software LAbSpec

5.45.09.
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Figura 4.6.: Espectrdmetro Raman con microscopio confocal. En la imagen se visualiza

la platina con microscopio confocal.

Ademas, el equipo cuenta con una celda accesoria Linkam THMS600 para
microscopia Raman, que permite realizar medidas Raman con variacion de
temperatura (Figura 4.7.). La misma posee un controlador de temperatura 795 System
Controller y una bomba de enfriamiento de nitrégeno liquido LNP95 que permite
realizar rampas de temperatura con una velocidad maxima de 150 °C/min. Ademas, el
sistema permite la circulacion de gas por el interior de la celda mediante valvulas. La
celda estd disefiada para poder ser colocada en la platina del microscopio. Esta celda
se empled para hacer ensayos principalmente con MB donde se fue variando la
temperatura en el rango de —160 a 60 °C; los resultados no seran expuestos de manera

extensa ya que escapan de los objetivos de la tesis.

Figura 4.7.: Celda Linkam THMS600 acoplada al espectrémetro Raman con

microscopio confocal.
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El didmetro de spot en microscopia Raman esta determinado por la longitud de
onda de excitacion del laser y el objetivo que se emplea [5, 6]. En la ecuacion 4.1. se
presenta la formula general que permite determinar el diametro del spot, donde A es
la longitud de onda del Iaser y NA es la apertura numérica del objetivo del microscopio.
La NA esta dado por el objetivo de microscopio y se encuentra detallado en el
recubrimiento externo de la lente e indica la cantidad de luz que puede captar y luego

enviar hacia la muestra.

1,222

A (4.1.)

Diametro de spot =

A lo largo de la tesis se empled mayoritariamente la longitud de excitacién de
647,1 nm con los objetivos de 10x (0,25 NA) para la toma de los espectros Raman de
los capilares de vidrio relleno con los sélidos de los analitos, solventes o soluciones y el
objetivo de 50x (0,75 NA) para la toma de los espectros SERS. Aplicando la ecuacién
4.1. para cada uno de los casos podemos determinar que el diametro del spot para el
objetivo de 10x (0,25 NA) es de ~ 3158 nm (~ 3 um) mientras que para el objetivo de
50x (0,75 NA) es de ~ 1053 nm (~ 1 um).
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CAPITULO 5

FABRICACION DE
SUSTRATOS SERS



5.2. Sintesis de nanoparticulas de plata

A lo largo de esta tesis doctoral, se sintetizaron dos tipos de nanoparticulas de
plata: nanoparticulas “esféricas” (AgNPs) y nanoestrellas de plata (AgNSs). Ambas
fueron caracterizadas mediante técnicas espectroscépicas y de microscopia electrénica
previamente a la fabricacion de los sustratos SERS flexibles. En las secciones
posteriores se hard referencia al proceso de sintesis como asi también a la

caracterizacion de las mismas.

5.2.1. Nanoparticulas de plata “esféricas” (AgNPs)

Para la sintesis de nanoparticulas de plata “esféricas” fue empleado un
procedimiento ya informado [1]. Esta preparacion se divide en dos etapas principales;
la primera de ellas involucra la sintesis de “semillas” de AgNPs y posteriormente, a

partir de las semillas sintetizadas se lleva a cabo el crecimiento de las mismas.

La sintesis de las “semillas” de AgNPs fue realizada por reduccion de AgNOs con
NaBH; en frio en presencia de citrato trisédico. Para ello, se prepararon 20,0 mL de
solucién acuosa 2,5x10™" mM de citrato trisédico al igual que de nitrato de plata.
Posteriormente, se afiadié a la solucién anterior 0,60 mL de solucidn de NaBH, 1,0x10*
mM previamente enfriada con hielo, y se agitd vigorosamente durante 2 h. La
dispersidon cambid de color pasando de incolora a amarilla después de la adicién de

NaBH4, como se observa en la Figura 5.1.a. Estas particulas sintetizadas fueron

utilizadas como “semillas” para la siguiente etapa de crecimiento.
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Figura 5.1.: Sintesis de nanoparticulas de plata. a) Sintesis de semillas de NPs. b)
Crecimiento de NPs por calentamiento a reflujo. c) Solucién 1:10 de la dispersién de

AgNPs.

Segln lo informado por Isanova y col. [1], el didmetro final de las
nanoparticulas de Ag se puede controlar variando la relaciéon molar Ag*/Agsemilas €N
solucién, donde Ag* hace referencia al nimero de moles total de AgNO3, mientras que
Agsemillas cOrresponde a los moles de Ag presente en las “semillas” de las NPs. De esta
manera, a medida que la relacion Ag'/Agsemilas €5 mayor, el tamafio de las
nanoparticulas se incrementa. La relacidn (Ag'/Agsemilas) empleada a lo largo de este
trabajo fue de 100:1. Para ello se llevaron a ebullicion 10,0 mL de AgNO3 1,0x10° M
con 90,0 mL de agua bidestilada seguido de la adicion de 2,0 mL de solucidn de citrato
trisédico al 1% y 4,0 mL de la dispersién de “semillas” de AgNPs llegando a un volumen
final de 106 mL (Figura 5.1.b). Luego de 1 h de ebullicién y agitacion, se dejé enfriar a
temperatura ambiente la dispersiéon de nanoparticulas de plata obtenidas, vy
posteriormente fueron caracterizadas mediante espectroscopia UV-Vis y microscopia
STEM. Finalmente, las AgNPs se almacenaron en la heladera hasta su uso. Esta sintesis
se repitid numerosas veces en el transcurso de la tesis. Adicionalmente, se determind
la estabilidad de las dispersiones de NPs a lo largo del tiempo, para lo cual se tomaron

espectros UV-Vis regularmente para evaluar su comportamiento.

En la Figura 5.2. se muestra el espectro UV-Vis de la dispersion de AgNPs
tomado inmediatamente después de la sintesis descrita anteriormente. Para realizar la
medida de los espectros se empled una dilucién 1:10 de la dispersion de AgNPs con

agua mili-Q (Figura 5.1.c). En los espectros se observé el maximo de absorbancia
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alrededor de 437 nm, con un ancho a media altura de ~ 157 nm, lo cual fue
coincidente con el valor reportado segun el tamafio de las AgNPs y teniendo en cuenta

posibles agregaciones [1].
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Figura 5.2.: Espectro de absorcidn UV-Vis de la dispersion de AgNPs. El espectro

corresponde a una dilucién de 1:10 de la dispersidon de AgNPs con agua mili-Q.

Complementariamente, como fue mencionado previamente, se determiné el
tamafio y morfologia de las AgNPs empleando microscopia STEM. En la Figura 5.3. se
muestran las imagenes STEM obtenidas de las nanoparticulas y en la Figura 5.4. se
presenta el histograma de distribucion de tamanos obtenido junto con el ajuste
realizado con una funcién logaritmica normal. Se determind a través del analisis de las
imagenes STEM que el didametro promedio de las NPs sintetizadas fue de 45,3 + 0,9

nm.
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Figura 5.3.: Imdgenes STEM de las nanoparticulas de plata sintetizadas. Determinacién

de tamafio y forma.
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Figura 5.4: Histograma de distribucion de tamafio de las AgNPs sintetizadas junto con

el ajuste logaritmico normal.
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Adicionalmente, se evalud la estabilidad de la dispersiéon de AgNPs a lo largo del
tiempo; en la Figura 5.5. se puede ver la comparacion de los diferentes espectros UV-
Vis recolectados en diferentes momentos a lo largo de transcurrido aproximadamente
1 afo de la sintesis. En la Figura es posible observar que el maximo de absorcién
presentd una caida de aproximadamente el 14% luego de transcurrido un afio,

mostrando la gran estabilidad de la dispersion de las nanoparticulas en el tiempo.
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Figura 5.5.: Espectros de absorcién UV-Vis de la dispersidn de nanoparticulas de Ag
obtenido inmediatamente luego de su sintesis (linea negra), y luego de 5 meses (linea
roja), 7 meses (linea verde) y un afio (linea azul) desde su sintesis. Todos los espectros

corresponden a una dilucién de 1:10 de las AgNPs con agua mili-Q.

5.1.2. Nanoestrellas de plata (AgNSs)

Las nanoestrellas de plata fueron sintetizadas, al igual que en el caso anterior,
empleando un protocolo ya reportado [2]. La suspensién coloidal de AgNSs fue
preparada por reduccién quimica de la Ag" en dos etapas, primero empleando un
agente reductor neutro, la hidroxilamina (NH,OH) y luego, en una segunda reduccién
utilizando citrato trisddico. El ion citrato es facilmente removido de la superficie por la
presencia de otros analitos, por lo que no interfiere en las medidas SERS. Basicamente,

la preparacidon de las AgNSs consiste en agregar a 9,0 mL de una solucién de AgNO;

83



1,0x10> M en agitacion intensa, 0,50 mL de una solucion de NH,OH 6,0x1072 M y 0,50
mL de NaOH 5,0x107% M. Esto provoca que la solucidn inicial cambie de incolora a gris
intenso por formacion de AgNSs, como se observa en la Figura 5.6. Luego de 5 min de
agitacion vigorosa, se afiadié 0,10 mL de la soluciéon de citrato trisédico 4,13x10° M a
la mezcla. La suspension final se agité durante 10 min, y posteriormente, se
caracterizaron las nanoparticulas obtenidas empleando espectroscopia UV-Vis y
microscopia TEM. Finalmente, se reservaron las AgNSs sintetizadas en la heladera

hasta su empleo.

Figura 5.6.: Dispersion de nanoestrellas de plata sintetizadas por cuadruplicado.

En la Figura 5.7. se pueden observar los espectros UV-Vis obtenidos de las
dispersiones de nanoestrellas de plata recolectadas de varias experiencias realizadas
durante este trabajo, y tomadas inmediatamente después de la sintesis mencionada.
Los espectros UV-Vis fueron medidos en solucién acuosa utilizando una dilucién de 1:1
con agua mili-Q. En los mismos, se observa el maximo de absorbancia ~378 nm que es
asociado al plasmdn resonante. A longitudes de ondas mayores (~ 750 nm) se observa
una cola de senal lo que podria ser atribuido a la absorcidn de nanoparticulas con
diferentes morfologias (numero de brazos o protuberancias, la presencia de
nanoparticulas esféricas y agregados entre particulas) que se encuentran junto a las
AgNSs [2,3,4,5]. Sin embargo, algunos autores han determinado con ayuda de cdlculos
computacionales [6] que la cola observada ~ 750 nm no esta determinada Unicamente
por la heterogeneidad en la cantidad de brazos de las NSs sino que se asocia a la
resonancia dipolar del plasmdn, es decir, se debe a una componente residual de la

excitacion resonante dipolar del plasmdn que para tamafios tan grandes de particulas
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se encuentra fuera de la region UV-Vis. Por esta razén, se midieron las dispersiones
concentradas de las AgNSs empleando un espectrofotometro computarizado de rango
UV-Vis-NIR (ultravioleta-visible-IR cercano). El espectrofotometro se encuentra
equipado con 3 detectores: fotomultiplicador, InGaAs y de sulfuro de plomo
refrigerado. Esta medida fue posible gracias a la colaboracién de la Prof. Dra. Maria
Antonieta Daza Millone. Para medir los espectros UV-Vis-NIR se empled una dilucidn
de 1:1 con agua mili-Q y se utilizd el rango de 200-1400 nm. En la Figura 5.8. se
observa el espectro UV-Vis-NIR obtenido donde se evidencia mas claramente el
incremento de la cola observada en la Figura 5.5., lo que se encuentra en concordancia

con lo previamente citado.
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Figura 5.7.:Espectros UV-Vis obtenidos inmediatamente después de las sintesis de

AgNSs correspondiente a la sintesis por cuadruplicado anteriormente mencionada .
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Figura 5.8.: Espectro UV-Vis-NIR obtenido de las AgNSs medido inmediatamente

después de su sintesis.

Como se menciond en secciones anteriores, para producir un incremento
notable de las sefiales Raman por efecto SERS, las particulas anisotropicas como los
conformados por las AgNSs no requieren agregacion como en el caso de las
nanoparticulas “esféricas” ya que forman puntos calientes o hot spots de grandes
intensificaciones del campo eléctrico en las puntas o bordes o entre el espacio entre

sus brazos.

Analogamente a lo realizado para las nanoparticulas de plata “esféricas”, se
determind el tamafio y morfologia de las AgNSs sintetizadas mediante miscroscopia
electrénica TEM. Las imagenes TEM evidencian que las AgNSs sintetizadas presentan
un tamano aproximado de 200-400 nm y un promedio de 8-12 brazos con un ancho de
~ 50 nm cada uno de ellos. Cabe sefialar que muchos de los brazos de las NSs
presentaron pequenas ramificaciones (en forma de helecho) como se presenta a

continuacion en la Figura 5.9.
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Figura 5.9.: Imagenes TEM de la dispersidn de las AgNSs sintetizadas con un tamano ~
200-400 nm y un promedio de 8-12 brazos ramificados con un ancho de ~ 50 nm cada
uno de ellos. Las imagenes fueron tomadas con un microscopio TEM, modelo TEM FEI

talos F200X con un voltaje de aceleracion de 200 kV

La estabilidad de la dispersion de nanoestrellas fue seguida e en el tiempo
mediante la toma de los espectros UV-Vis luego de 24, 48 y 72 h posteriores de su
sintesis. Durante todo este tiempo la dispersién fue conservada en la heladera y al
abrigo de la luz. De manera andloga al calculo realizado para evaluar la estabilidad de
la dispersion de AgNPs “esféricas” en el tiempo, se realizd para las AgNSs
observandose un decaimiento de la sefial aproximadamente del 14 % luego de las
primeras 72 h, que puede asociarse a la precipitacion de las particulas de mayor

tamafio (Figura 5.10.).
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Figura 5.10.: Seguimiento de la estabilidad de la dispersion de AgNSs inmediatamente

después de la sintesis (linea azul), 24 h (linea roja), 48 (linea verde) y 72 h (linea rosa)

posteriores a su sintesis.

5.3. Preparacion de sustratos SERS flexibles

Para la determinacién de residuos de plaguicidas en cascaras de frutas vy
vegetales se emplearon sustratos SERS flexibles soportados sobre dos tipos de
materiales: (1) gel de agar y (2) papel de filtro de celulosa. Estos sustratos presentan la
ventaja frente a los sustratos SERS rigidos de poder realizar determinaciones directas e
in situ sobre superficies rugosas como son las de los alimentos. Se desarrollaron,
caracterizaron y posteriormente se evaluaron 2 plataformas SERS; la primera de ellas
consistié en las AgNPs “esféricas” inmovilizadas en un gel de agar (sustrato 1) y en el
segundo caso, se utilizé papel de filtro de celulosa como soporte de las AgNSs (sustrato

2).

5.3.1. Gel de agar (Sustrato 1)

El gel de agar con las AgNPs se preparé de acuerdo con el procedimiento
informado por Platania y col [7]. Para ello se colocaron 10,0 mL de la dispersidn de
AgNPs sintetizada en un vaso de precipitado con 0,20 g de agar y la mezcla se calentd

en un microondas a 700 W hasta observar que la entre en ebullicién unos segundos.
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Posteriormente, la mezcla se vertié sobre una caja de Petri alcanzando una altura de
aproximadamente 0,5 cm. Una vez enfriada, la caja de Petri se envolvié con papel de
aluminio y se almacené en heladera hasta su uso. Ademas, se preparé gel de agar sin
AgNPs con fines de referencia y comparativos utilizando 10,0 mL de agua milli-Q en
lugar de la dispersidn de nanoparticulas. Luego de que el agar estuvo gelificado se
caracterizo el sustrato SERS mediante UV-Vis-DRS del gel de agar hidratado con y sin
nanoparticulas de plata. En la Figura 5.11. se puede ver el espectro de absorcion del
gel con AgNPs que presenta un mdaximo alrededor de 392 nm y un hombro a 437 nm.
El plasmon desplazado hacia el azul también fue reportado [8], y se sugirid que podria

deberse a la dispersion por la red del gel.
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Figura 5.11.: Espectros de absorcién UV-Vis DRS del gel de agar hidratado con AgNPs
(linea roja) y sin AgNPs (linea azul). Los espectros fueron tomados colocando cada gel

entre un portaobjeto y un cubreobjeto de vidrio, empleando como referencia BaSQO;,.

Es importante mencionar, que a lo largo de la tesis también se ensayd el
sistema formado por los sustratos basados en gel de agar con las AgNSs. El proceso de
elaboracién del sustrato requiere calentamiento de las NSs hasta ebullicién, y es
esperable que las AgNSs no sean estables a altas temperaturas [9]. Para verificar esto,
se realizaron ensayos mediante la toma de espectros UV-Vis de NSs que fueron
sometidas a calentamiento hasta ebullicion (temperatura de formacién del gel de
agar). En la Figura 5.12. se muestra un espectro obtenido para la dispersidn de AgNSs

luego de ser sometida a calentamiento y se observa que tiene caracteristicas similares
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al espectro de las nanoparticulas “esféricas” lo que sugiere la pérdida de las
ramificaciones. El efecto de la temperatura en las NSs fue evaluado previamente por
Barbosa y col. [9], donde los autores determinaron que la temperatura puede alterar la
estabilidad de la morfologia ramificada de las NSs, ya que las nanoparticulas
anisotrdépicas pueden reorganizarse facilmente a temperaturas superiores de 60 °C
mostrando luego de ser expuestas un espectro UV-Vis caracteristico de las

nanoparticulas con morfologia esférica.
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Figura 5.12.: Espectros de absorcion UV-Vis de las AgNSs antes (linea negra) y posterior

a exponerla a la temperatura de formacion del sustrato de gel agar (linea roja).

5.3.2. Papel de filtro (Sustrato 2)

Para el desarrollo de las plataformas SERS soportadas en papel de filtro con
AgNSs, primero se centrifugaron a velocidad media durante 1 h las dispersiones
acuosas de AgNSs con el objetivo de separar por tamafio las diferentes poblaciones de
NSs de las dispersiones obtenidas. Posteriormente, se separd el sobrenadante de las
nanoparticulas con ayuda de una micropipeta dejando un volumen final de 1,0 mL.
Debido al gran volumen requerido de las NSs para la preparacion de los sustratos SERS
se requirid la sintesis y centrifugacidon de la preparacion por cuadruplicado como se

observa en Figura 5.13.



Figura 5.13.: Nanoestrellas a) antes y b) después de la centrifugacién, por
cuadruplicado.

Para verificar o corroborar la correcta separacion de las nanoestrellas del
sobrenadante, se tomaron espectros UV-Vis de ambos componentes (Figura 5.14.),
detectando la presencia de casi la totalidad de las AgNSs en el precipitado, mientras
gue en el sobrenadante no se observd sefial alguna correspondiente a las NSs. Luego
se prosiguié a juntar los precipitados para su posterior utilizacién para preparar los

sustratos SERS.
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Figura 5.14.: Espectros UV-Vis de las AgNS antes (linea de punto), y después de
centrifugar la suspension. Centrifugado con dilucion 1:1 (linea rosa); centrifugado sin

dilucién (linea azul); y sobrenadante del centrifugado (linea roja).
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Para la preparacion de los sustratos SERS soportados sobre papel de filtro de
celulosa, inicialmente se evaluaron las condiciones mds éptimas para la fabricacién y
para su posterior uso para la extraccion de residuos de plaguicidas sobre las cascaras
de frutas y vegetales. Para ello, inicialmente se evaltuo el tiempo de secado de los
sustratos previo y posterior a la siembra de los plaguicidas. Adicionalmente, se decidid
sumergir el papel en la suspension concentrada de AgNSs en lugar de sembrar el papel
con AgNSs, ya que de esa manera se puedo asegurar mayor uniformidad del sustrato
SERS. Para ello, se sumergié un trazo de papel de filtro de ~ 3 cm? en la solucién
concentrada de AgNSs durante aproximadamente 10 segundos garantizando que todo
el papel se humedezca de manera homogénea. Luego, se escurrio el papel con cuidado
y se lo colocd sobre una superficie de vidrio para su secado parcial, teniendo la
precaucién de recubrirlo con papel aluminio debido a la facilidad de oxidacién frente al
aire. Luego de 10 min, el sustrato pierde suficiente agua de manera que se puede
manipular el sustrato humedecido para recortar trozos mas pequefios de ~ 1 cm’ y
colocarlos en portaobjetos vy fijarlos al vidrio con papel ojalillos (adhesivos circulares
plastificados). Cabe mencionar que el sustrato resultd ser mas eficiente en cuanto a las
sefales SERS obtenidas cuando se prepara en el momento de la medida, ya que las
particulas en el papel se encuentran muy expuestas a sufrir oxidacidon. En la Figura
5.15. se puede observar los principales pasos del proceso de preparacién de los

sustratos SERS en papel de filtro.

Figura 5.15.: Esquema del proceso de preparacion de los sustratos SERS basados en
AgNSs soportados en papel de filtro (sustrato 2); a) dispersién de AgNSs concentrada;
b) papel de filtro luego de ser sumergido en la dispersiéon AgNSs; y c) sustrato SERS

adherido al portaobjeto.
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Al igual que los sustratos basados en nanoparticulas inmovilizadas en gel de

agar, los sustratos flexibles de celulosa también se caracterizaron mediante la técnica

UV-Vis-DRS. Para ello, se recogieron espectros del sustrato 2 con y sin AgNSs Figura

5.16.
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Figura 5.16.: Espectros de absorcién UV-Vis DRS del sustrato 2 del papel de filtro

empleado para la preparacion del sustrato (linea roja) y sin AgNSs (linea azul), ambos

fueron tomados empleando como referencia BaSO,.
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CAPITULO 6

EVALUACION DE LA
EFICIENCIA SERS CON
AZUL DE METILENO



6.2. Introduccion

El azul de metileno (MB, del inglés methylene blue) es un colorante catidnico
(Figura 6.1.), ampliamente utilizado en la industria y en productos para el hogar.
Ademas, es empleado como farmaco para tratamientos de isquemia, shock séptico y
otras enfermedades [1,2]. Por otro lado, el MB es de uso comin como molécula de
prueba en estudios de espectroscopia SERS ya que el mismo presenta actividad
SER(R)S conocida y permite determinar la eficiencia de los sustratos debido a sus
grandes intensificaciones [3,4,5,6,7]. En este trabajo de Tesis, el MB fue empleado
como molécula sonda para evaluar, cuando fue posible, la eficiencia de las plataformas
SERS desarrolladas. Los resultados obtenidos del estudio del MB se presentan en este

capitulo.

CHs Cl <|3H3
+
N N
H3C/ = \CH3
/
N

Figura 6.1.: Férmula molecular del azul de metileno.

El MB es una molécula extensamente estudiada y reportada debido a sus
propiedades quimicas y sus usos en varias disciplinas. Una de las propiedades mas
estudiadas en la literatura es la capacidad de formar dimeros de manera reversible
(ecuacion 6.1.) donde la especie dominante, mondmero o dimero, esta determinada

por factores tales como: concentracién, temperatura, solventes, entre otras.

2MB = (MB), (6.1.)

Las fluctuaciones observadas en las intensidades relativas de las bandas de MB
presentes en los espectros UV-Vis, RRS y SER(R)S [8,9] han sido asociadas a la

presencia de MB en forma de mondmero y dimero. Del mismo modo, se han
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reportado estudios de los efectos SERRS del MB adsorbido en plata en forma de
monocapa y fueron estimadas posibles orientaciones del adsorbato sobre la superficie
metalica [9,10,11,12]. Las bandas asociadas a la presencia dominante de dimeros y

mondmeros de MB se discutirdn con mas detalle mas adelante en el capitulo.

En este capitulo se presentan los resultados obtenidos al evaluar los sustratos
SERS preparados en este Trabajo de Tesis empleando al MB como molécula prueba.
Antes de realizar los ensayos SERS, se caracterizd al MB por espectroscopia UV-Vis y

FTIR.

6.3. Preparacion de muestras

> Espectroscopia UV-Visible y FTIR

Previamente a las medidas de los espectros Raman y SERRS como se mencioné
en el capitulo 4, se caracterizé el MB mediante técnicas espectroscépicas de rutina:
espectroscopias UV-Vis y FTIR. Para ello, se prepard una solucién de MB en etanol
absoluto de 1,0x10° M para realizar la medida del espectro UV-Vis en el rango de 210-
900 nm. Para la obtencidn de los espectros FTIR se prepararon pastillas del analito en
KBr para evaluar el espectro vibracional en el rango de 4000-400 cm™. En ambos
casos, se tomaron los espectros correspondientes y posteriormente se compararon

con los espectros reportados previamente en la literatura.

> Espectroscopia Raman y SERS

Con el objetivo de evaluar la capacidad SERS de los sustratos, se prepararon 10
soluciones de MB utilizando etanol absoluto como solvente. A partir de la solucién
madre de MB (1,0x107°M), se prepararon distintas soluciones de diferentes
concentraciones por diluciones sucesivas (1,0x10_3, 1,0x10™  1,0x107, 1,0x10_6,
1,0x1077, 1,0x10°%, 1,0x10™° y 1,0x107*° M) (Figura 6.2.). Adicionalmente se prepararon
capilares sellados del solvente utilizado y del compuesto sdélido con el fin de estudiar

los espectros Raman en ambos casos.

Para evaluar el sustrato SERS basado en AgNPs inmovilizadas en gel agar, se

colocd un volumen de 10,0 plL de cada solucidn de MB, preparadas en el mismo dia, en
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diferentes geles de agar de 1 cm? (con una altura de ~ 0,5 cm); los mismos, fueron
colocados en portaobjetos de microscopio (Figura 6.2.a). Posteriormente, los geles se
dejaron deshidratar completamente a temperatura ambiente protegidos de la luz
durante aproximadamente 24 h. Ademas, para examinar el blanco o fondo del
sustrato, se colocé 10,0 pL de etanol sobre un sustrato y luego se dejé deshidratar 24
h. Para el estudio del segundo sustrato, basado en AgNSs impregnadas sobre papel de
filtro de celulosa, se colocd 10,0 uL de las diferentes concentraciones del analito sobre
el sustrato y posteriormente se dejaron secar durante ~ 1 h al abrigo de la luz antes de
colectar los espectros SERS (Figura 6.2.b). En ambos sustratos se colectaron al menos 5

spots para cada una de las concentraciones evaluadas.

a)

b) c)
N E A
g as. (®e-
A SIS &

Figura 6.2.: a) Preparacion de soluciones de diferentes concentraciones de MB en
etanol b) Sustratos SERS basados en AgNPs inmovilizadas en gel agar sin contaminar e
hidratados c) Preparacién de sustrato SERS basados en AgNSs sobre papel de filtro de

celulosa contaminado con MB.

6.4. Resultadosy discusion

6.4.1.Espectroscopia UV-Vis

En la Figura 6.3. se muestra el espectro UV-Vis obtenido de la solucién

etandlica de MB (1,0x10° M), en el que se observan las principales bandas
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caracteristicas del analito centradas en ~ 246, 292 y 655 nm, con un pequeiio hombro
alrededor de 610 nm, lo que concuerda con el espectro electrénico del MB reportado
en la literatura [11]. Puede concluirse, a partir de la comparacién con datos de
literatura, que en estas condiciones de trabajo el analito se encuentra

mayoritariamente en forma monomérica.

0,35 - 655
0,30-.
0,25-.
0,20-.

] 292
0,15 -+

Absorbancia

0,10 -+

1 246
0,05

0,00 1

" 1 " 1 " 1 " 1 " 1 " 1
200 300 400 500 600 700 800

Longitud de ondas (nm)

Figura 6.3.: Espectro de absorcién UV-Vis de una solucién etandlica de MB 1,0x10™ M

(celda de cuarzo de 1 cm de camino 6ptico).

Segun lo informado por varios autores [8,13], las intensidades relativas de las
bandas de los espectros absorcién UV-Vis alrededor de 655 nm y el hombro en ~ 610
nm, se encuentra determinado por la concentracion de analito. A bajas
concentraciones de MB (~ 1,0x10 M) y a temperatura ambiente, se produce un
incremento en la intensidad de la banda presente a ~ 655 nm, asociada a la especie
monomérica, debido a que es esta la especie predominante, mientras que a mayores
concentraciones se incrementa en mayor medida la banda presente a ~ 600 nm debido

a la formacién de dimeros de MB [13,14].
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Como se mencion6 anteriormente, el espectro electréonico de un analito aporta
informacién sobre posibles efectos Raman de resonancia o preresonancia que pueden
tener lugar segun la longitud de onda del Iaser de excitacion empleado. En este caso,
segln el espectro UV-Vis de absorcion de MB, se espera que tanto la especie
monomérica como los dimeros de MB que absorben en la cercania del rango de

longitud de onda del laser de Kr* exhiban efecto Raman resonante o SERRS [9].

6.4.2.Espectroscopia FTIR

En la Figura 6.4. se muestra parte del espectro FTIR del MB tomado en la regién
4000-400 cm™. En la Tabla 6.1. presentada en la proxima seccién se muestran de
manera conjuntas las bandas principales FTIR y RR de la molécula de MB obtenidas
experimentalmente con las asignaciones tentativas realizadas a partir de bibliografia

previamente reportada.

0,12 1 1599

1396 CHj cl~ CHjy

0,10

0,08

0,06

Absorbancia

0,04

0,02

0,00

T T T T T T T T T T T T T 1
1800 1600 1400 1200 1000 800 600 400
Numero de ondas (cm )
Figura 6.4.: Espectro FTIR del MB sélido en la regién de 1800-400 cm ™. Barridos: 64;

. -1
Resolucion: 4 cm™.
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6.4.3.Espectroscopia Raman y SERRS

Previamente a la evaluacién de los sustratos SERS, se tomaron los espectros
Raman del sdlido de MB y del solvente que se empleé para la preparacién de las
soluciones de MB, en ambos casos en capilares sellados a la llama. Las medidas Raman
se llevaron a cabo empleando el objetivo de 10x (0,25 NA) y las muestras fueron
excitadas empleando el laser rojo de 647,1 nm a una potencia de salida del laser de
100 mW. En la Figura 6.5. se puede ver el espectro Raman normal del MB sélido; el
mismo coincide con los espectros Raman previamente reportados [8] donde se
observan las bandas mas intensas en a ~ 1628, 1396, 772, 594, 500 y 460 cm™. Los
picos sefialados a ~ 460 y 500 cm ™ fueron atribuidos a los modos de deformacién en el
plano del C—N—C, donde C se refiere a los carbonos de los grupos metilo, y la banda
presente a 1396 cm™* fue asignada principalmente al estiramiento del enlace C-N
unido directamente a los grupos metilos de la molécula [11]. La banda observada a ~
1622 cm™ se encuentra asignada en la literatura a las vibraciones v (C—C) y v (C—N) del
anillo. Los resultados descriptos anteriormente, junto con la literatura consultada [8],

permitid caracterizar la molécula de MB mediante su estructura vibracional.
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Figura 6.5.: Espectro Raman normal de MB sélido. Longitud de onda de excitacién:

647,1 nm; Potencia de salida del laser: 100 mW,; Tiempo de adquisicién: 10 s; 16

acumulaciones; Objetivo de 10x (0,25 NA).

Tabla 6.1.: Numeros de ondas obtenidos experimentalmente del espectro FTIR y RRS

de MB y sus asignaciones segun trabajos previos reportados.

Numero de ondas (cm'l)

FTIR RRS
ETIR RRS Asignacion € [8]
reportado ® Reportado b
experimental Experimental
(8] [8]
V (C—C) anilio; v
1625 1628 1625
(C_N) anillo
V (C—C) anilio; v
1599 1599 1601
(C_N) anillo
1541 1541 1543 v (C9-N10)
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1490 1494 1496 3 (CH,)
1445 1447 1445 0 (N—C—H) amg
1420 1422 1422 d (N-C—H)
v (C9—N10); v
1396 1394 1396 1390
(C3—-N2)
A% (C_C) anillos B
1356 1357 1356
(CH)
A% (C_N) anillo, V
1337 1336 1336
(C-N) ame
1303 1302 1305 1300 B (CH); v (C-N)
1250 1254 1255 B (CH)
1223 1218 1222 B (CH)
1181 1177 1181 1179 p (CHs)
1141 1146 1147 B (CH)
1065 1066 1052 1066 Y (CH,)
1040 1040 1042 1035 B (CH); v (C-S)
949 947 954 948 p (CH,)
) (C_C_C) anillos 0
858 859 858
(C—N—C)
840 838 ¥ (C=H) anilio
802 805 805 ¥ (C=H) anilio
770 769 772 772 Vv (C—N) amg
668 669 672 669 3 (C—C—C) anilio
614 611 600 ¥ (C—H) anilio
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537 532 8 (C-N—C)

509 513 505 0 (C-N-C)

449 447 451 450 8 (C-N—C)

v= estiramiento, 6= deformacién en el plano; y deformacién fuera del plano; AMG:
unido directamente a los grupos metilos.

® Ndmeros de ondas de FTIR sélido ® RRS de MB en solucién acuosa (0,1 M) ©
Frecuencias vibracionales Raman de la molécula MB estimado en medio acuoso

B3LYP/6-311++G (d, p) [8].

Sustrato 1: Gel agar-AgNPs

Para evaluar el primer sustrato SERS desarrollado inicialmente se midié el
espectro SERS del mismo sin analito empleando como fuente la linea de excitacion de
647,1 nm. El espectro del gel de agar con AgNPs deshidratado (sin analito) presentd
una ventana espectral limpia en la regién de ~ 3500-250 cm™ (Figura 6.6.), lo cual
concuerda con la baja actividad Raman de los polisacdridos que componen el sustrato
[15]. La banda intensa observada a ~ 225 cm™* puede ser atribuida al modo de
vibracion Ag—0 [16], la que estuvo presente en todos los espectros recolectados (con y
sin analito) y su intensidad se fue incrementando cuando el sustrato se expuso en

mayor medida a la radiacion laser y/o al aire.
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Figura 6.6.: Espectro Raman del sustrato 1 gel agar AgNPs deshidratado. Longitud de
onda de excitacion: 647,1 nm; Potencia del Idser: 100 mW,; Tiempo de adquisicién: 10

s; 4 acumulaciones; Objetivo de 50x (0,75 NA).

Como se describid anteriormente en la seccidon experimental, se sembraron
10,0 pL de diferentes soluciones del MB con concentraciones entre 1,0x1072 y 1,0x10°
1 M sobre ~ 1 cm? de los sustratos. Luego de la evaporacion del solvente y la
deshidratacion de los geles (~ 24 h), se procedié a colectar los espectros SERS
utilizando la linea de excitacién roja (647,1 nm). Es importante remarcar que, a medida
que el gel se fue deshidratando las sefales SERS fueron incrementandose, fenédmeno
qgue fue descripto anteriormente [15] y se atribuyé a la formacién de los puntos
calientes (hot spots) dinamicos por las agregaciones de AgNPs y, en consecuencia, a la

intensificacion del campo electromagnético.

El azul de metileno presenta una fuerte absorcidon electrénica a ~ 650 nm, por
lo que el empleo de la linea de excitacién de 647,1 nm proporcionada por el laser Kr*
permitio realizar experimentos SERRS, logrando grandes intensificaciones debido a que
algunas de las sefiales Raman de MB se intensifican por resonancia con la excitacion
electrdénica y adicionalmente a ello por el efecto de la superficie metdlica. En la Figura

6.7. se muestran los espectros SERRS para diferentes concentraciones superficiales de
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MB sobre los sustratos medidos luego de que los mismos se encuentren deshidratados.
No fue posible observar ninguna sefial para la solucién mas diluida empleada (1,0x10™

10 M)

30000 -
| 1619
1,0x10°M

- 479
25000 1389 1

20000 +
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)N T TAT
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- ~ — A

Intensidad Raman

—

— T T T T T 1,0x10°M
1600 1400 1200 1000 800 600 400
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Figura 6.7.: Espectros SERRS representativos de azul de metileno obtenidos con el
sustrato AgNPs gel de agar. Longitud de onda de excitacidn del laser: 647,1 nm;
Potencia de salida del laser: 100 mW (~ 1,5 mW sobre la muestra); tiempo de
adquisicion: 1 s para las soluciones de 1,0x107 a 1,0x10° M y 10 s para las soluciones

1,0x10° a 1,0x10° M; 4 acumulaciones; objetivo de 50x (0,75 NA). Espectros con

correccidon de linea de base.

La banda Raman mds intensa observada en el espectro SERRS a ~ 1619 cm ™ ha
sido previamente asignada a estiramientos v(C—C) y v(C—N) del monémero MB [8].
Durante la colecta de los espectros SERS se observaron fluctuaciones en las sefiales
comprendidas en la regién de 600-300 cm™ que pueden atribuirse al equilibrio
monomero-dimero [8,9,11]. Debido a lo mencionado, se seleccion6 la sefial mas
intensa y definida del espectro, banda centrada a ~ 1619 cm™ y se construyé una
curva de calibracion; para ello se midié la altura de dicha banda para al menos 5 de los

spots medidos para cada una de las concentraciones y se graficd la intensidad
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promedio en funcién de la concentracion superficial del analito sobre el sustrato
(Figura 6.8.). Dado que la intensidad de SERS es proporcional al numero de moléculas
adsorbidas en el sustrato, el grafico presentado en la Figura 6.8. puede considerarse
como una isoterma de adsorcion [17,18]. La muestra mas concentrada fue excluida
para el ajuste ya que las sefiales SERRS permanecen sin cambios con respecto al punto
anterior sugiriendo la saturacion del sustrato. Es importante sefialar, que la calibraciéon
(altura del pico frente a la concentracidn superficial) de MB se realizé empleando las
intensidades de las bandas medidas mediante la altura del pico y el area, ya que
presenta una banda intensa y aguda en ~ 1619 cm™2. Sin embargo, en los capitulos
posteriores las curvas de calibraciones fueron realizas teniendo en cuenta las areas de

las bandas correspondientes para cada uno de los casos.
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Figura 6.8.: Dependencia de la intensidad SERRS de MB medida en ~ 1619 cm™? (altura
del pico) con la concentracién superficial de MB (ng/cmz) en el sustrato de AgNPs en
gel de agar. Los puntos corresponden al promedio de cinco mediciones en diferentes
spots y las barras de error indican la desviacion estandar para cada concentracién.

Ajuste lineal: log | = 2,622 (+ 0,095) + 0,576 (+ 0,051) log C; R?=0,96.

La desviacidn estandar para cada concentracion se indica en la figura mediante
las barras de error, los datos fueron ajustados mediante un ajuste lineal (R>=0,96) en

el rango de 1,0x10™* de 1,0x107*° de las soluciones de MB. La minima concentracion
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superficial detectada para el MB empleando el sustrato AgNP gel de agar con la linea
de excitacién de 647,1 nm fue de ~ 3 pg/cm?, lo que corresponde a aproximadamente
60 moléculas/spot considerando que el tamafo del punto laser es de
aproximadamente 1 um2 [19,20]. Adicionalmente, se midieron espectros SERS
empleando la longitud de onda de excitacién de 514,5 nm, obteniendo resultados
inferiores con respecto a la longitud de onda de excitacidon de 647,1 nm, ya que no fue
posible observar los espectros Raman después del tratamiento del sustrato con
soluciones de concentraciones inferiores a 1,0x10™° M. Este efecto se atribuye a que la

luz verde se encuentra fuera de la resonancia de excitacion electronica del MB.

Para determinar la uniformidad del sustrato 1 se llevaron a cabo mapeos
SERRS. Para ello, se sembré 1 cm? de sustrato de gel de agar con 20,0 pl de solucién
etandlica de concentracién 1,0x10> M de MB y se dejé secar al abrigo de la luz durante
24 h. Posteriormente a su deshidratacién, se midieron mapas SERRS del sustrato
empleando el laser de 647,1 nm, que consistieron en la toma de 625 espectros SERRS
del MB (mapa de 25 x 25 um de darea de sustrato, tomados cada 1 um). En la Figura
6.9.a se muestra uno de los mapas colectados para el MB y en la Figura 6.9. b. se
observa la representacién del histograma para los 625 puntos del mapa, presentando
un area promedio de 29290 + 13681 a.u. integrada para la banda en ~ 1619 cmtentre
1700y 1570 cm™ del MB. En las Figura 6.9.a y b se observa cdmo las intensidades del
MB fueron decayendo a medida que el laser fue recorriendo la superficie del sustrato,
dando lugar a seiales menos intensas comparadas principalmente con las intensidades
medidas en la primera linea del mapeo SERRS. Este efecto podria ser atribuido a la
exposicidn continua de la muestra al laser de excitacién, lo que conlleva a un
calentamiento continuo del gel provocando dafios sobre la muestra y de este modo
reduciendo las intensidades SERRS del MB [21]. Sin embargo, como se observa en el
mapa y en su histograma existe una uniformidad relativa de MB sobre el sustrato 1, ya
gue la gran mayoria de los spots colectados del mapa SERRS presentan intensidades
comparables, permitiendo garantizar resultados confiables de las medidas SERRS

mediante la toma y analisis de una pequefa cantidad de spots recolectados.
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Figura 6.9.: a) Mapa de 25 x 25 um de area del sustrato 1 sembrado con 10,0 pl de
solucién etandlica de concentracién 1,0x10° M de MB (Figura 6.9.a). El drea de cada
espectro fue integrada para la banda en ~ 1619 cm™ entre 1700 y 1570 cm™* b)
Representacion del histograma para los 625 puntos del mapa con un drea promedio de
29290 + 13681 a.u. Longitud de onda de excitacién: 647,1 nm; potencia de salida del
l[dser: 100 mW; tiempo de adquisicidon 1 s; 2 acumulaciones; objetivo 50x (0,75 NA),

espectros tomados cada 1 um.

Como se menciondé anteriormente, durante la toma de los espectros SERRS de
MB se observaron fluctuaciones en las intensidades relativas de las sefiales en la
region espectral 600-300 cm ™, que puede atribuirse al calentamiento local del laser,
gue promueve el aumento y disminucién de la concentracion superficial relativa de
mondmeros de MB acompafado de cambios de adsorciones del MB sobre la superficie
de plata. A medida que el analito absorbe fotones, esto provoca un incremento en la
temperatura local y como consecuencia la desorcidn de especies de MB en forma de
dimeros, lo que resulta en un aumento de la intensidad relativa de la banda ubicada en
479 cm™* asociada al mondémero con respecto a las bandas en ~ 449 y 502 cm™
asignadas a dimeros del MB [9,11]. Este fendmeno se observa al cambiar el sitio de la
superficie del sustrato a medir (spot), es decir, se recupera la concentracién superficial
original o inicial y las intensidades relativas de las mismas al varias el spot o las
coordenadas XY. En la Figura 6.10. se muestran espectros SERRS del MB con una

misma concentracién superficial (1,0x10™ M) sobre un sustrato AgNPs de gel de agar
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deshidratado donde se observan cambios en las intensidades relativas de las bandas

antes mencionadas en la region espectral de ~ 600-300 cm ™ al modificar el spot.

Mondémero
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Figura 6.10.: Espectros SERRS de MB conteniendo 1,0x10™*M sobre el sustrato AgNPs
de gel de agar deshidratado donde se observan cambios en las intensidades relativas
de las sefiales en la regién de 600-300 cm ™ al modificar el spot. Longitud de onda de
excitacion del laser: 647,1 nm; Potencia del ldaser: 100 mW (~ 1,5 mW sobre la

muestra); 4 acumulaciones, tiempo de adquisicion: 1 s; objetivo de 50x (0,75 NA).

Continuando con los cambios observados en las bandas de MB asociadas a las
especies en forma de mondmero o dimero, como se menciond en el capitulo 4 se ha
trabajado con la celda Linkam (accesorio Raman) que permite operar a diferentes
temperaturas (20 a =160 °C) para estudiar el MB. Si bien no serd profundizado en esta
Tesis, se expondran algunos de los resultados preliminares obtenidos. Para estudiar los
cambios de temperatura del MB se preparé un gel de agar con 1,0x10> M de MB y
luego de su deshidratacion se tomaron espectros SERRS con la celda Linkam
empleando una rampa de temperatura en el rango de 20 a —160 °C a una velocidad de
5 °C/min. Como ya se menciond, en los espectros SERRS del MB se observan cambios

en las intensidades relativas de las bandas que se encuentran asociadas con las
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distintas especies de MB. Uno de los factores que modifican las poblaciones relativas
de mondmero o dimero adsorbidas sobre la superficie nanoestructura es la
temperatura [9,10,11]. En la Figura 6.11. se muestran los espectros SERRS del MB
(1,0x10” M) obtenidos a diferentes temperaturas de trabajo empleando la celda
Linkam. De manera opuesta al efecto observado por el aumento de temperatura por el
laser de excitacidén sobre la muestra (gel de agar sembrado con MB), en el que se
observa que la especie predominate esta en forma de mondémero, esta experiencia
permite poner en evidencia que a bajas temperaturas la especie dominante segun las
asignaciones de las bandas ~ 449 y 502 cm ™ es el dimero de MB. Esto concuerda con
lo previamente reportado en la literatura [9,11]. Si bien, estos son resultados de
estudios preliminares existe todavia grandes interrogantes que quedan por ser
explorados e interpretados, que se encuentran fuera del alcance de los objetivos de
esta Tesis, pero que forman parte de futuros trabajos por parte de nuestro grupo de

investigacion.
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Figura 6.11.: Espectros SERRS del MB (1,0x10~°M) obtenidos de sustrato 1 a diferentes
temperaturas de trabajo (20 a —160 °C) empleando la celda Linkam. Longitud de onda
de excitacion del laser: 647,1 nm; Potencia del laser: 200 mW; 4 acumulaciones,
tiempo de adquisicidn: 1 s; objetivo de 50x (0,75 NA). Las medidas se realizan con

objetivo de larga distancia focal (LWD) 50x (0,5 NA).
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Sustrato 2: Papel de filtro-AgNSs

De la misma manera antes mencionada se intenté evaluar la eficiencia del
segundo sustrato flexible desarrollado formado por AgNSs soportado sobre papel de
filtro de celulosa (sustrato 2). Sin embargo, no fue posible obtener sefiales del analito
en estas condiciones debido a la presencia de fluorescencia del MB. Por esta razén, el
sustrato 2 se evalud directamente frente a los fungicidas, como se hara referencia en

los capitulos posteriores.

6.5. Conclusiones

Inicialmente se caracterizé el azul de metileno mediante los espectros de
absorcién UV-Vis de una solucién en etanol diluida de MB (1,0x10™° M) permitiendo
identificar en base a trabajos previos, al monémero del MB como la especie
predominante, debido al incremento relativo de la banda de absorciéon a ~ 655 nm con
respecto a la nada a ~ 600 nm. Ademas, mediante esta técnica fue posible seleccionar
la longitud de onda de excitacion del laser que posteriormente nos permitié realizar
experimentos RRS y SERRS, ya que tanto los mondmeros como dimeros del MB

absorben en la cercania del Iaser rojo (647,1 nm).

En cuanto a los estudios SERRS de MB, en una primera instancia se evalud el
sustrato SERS basado en nanoparticulas de plata inmovilizadas en gel de agar. Se
observd un incremento de las sefiales SERRS en el sustrato desarrollado cuando el
sustrato de gel de agar se encontraba completamente deshidratado, lo que se asocié a
la agregacion de las AgNPs en el gel de agar [15]. Adicionalmente, se logré realizar una
curva de calibracion SERRS logrando un ajuste lineal (R*> = 0,96) empleando los
sustratos de ~ 1 cm? con diferentes concentraciones superficiales de MB (1,0x107* a
1,0x10™° M) alcanzando a detectar concentraciones superficiales de ~ 3 pg/cm2
(1,0x10° M) lo que corresponde a aproximadamente 60 moléculas/spots
considerando que el tamano del punto laser es de aproximadamente 1 umz. Por
ultimo, se determind la homogeneidad del sustrato SERS desarrollado mediante el
analisis de mapas SERRS conteniendo la molécula de prueba, permitiendo garantizar
resultados confiables de las medidas SERS mediante la toma y analisis de una pequena

cantidad de spots recolectados.
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Se han observado cambio en los espectros SERRS de la molécula de MB con las
concentraciones y con la temperatura lo que han sido asociados a cambios en las
poblaciones relativas de especies en forma de mondmero o dimeros de MB en la
superficie metdlica. Estos cambios se han logrado seguir mediante las intensidades
relativas de las bandas, principalmente la banda de 479 cm™ lo cual fue asociada al
mondmero y las bandas en ~ 449 y 502 cm™* asignadas para el MB en forma de
dimeros [9,11].

En cuanto a la evaluacion del sustrato SERS basado en AgNSs soportados en
papel de filtro de celulosa, no fue posible obtener sefiales SERS de MB ya que el mismo
presentd mucha fluorescencia con el empleo de las lineas de los laseres disponibles.
Por este motivo se decidid determinar la eficiencia del sustrato 2 frente a los

plaguicidas, detallado en los capitulos siguientes.
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CAPITULO 7

TIRAM



7.2. Introduccion

Como fue mencionado en el capitulo 3, el tiram (Figura 7.1.) es un fungicida de
la familia de los ditiocarbamatos empleado cominmente en frutas y vegetales de
modo preventivo frente a enfermedades causadas por hongos [1]. En este sentido, a lo
largo de esta seccidn se presentard el estudio realizado para este compuesto,
partiendo desde su identificacion hasta su deteccion en las cdscaras de frutas y
vegetales. En la Tabla 7.1. se proporcionan los limites maximos de residuos (LMR) de
este plaguicida en las frutas y vegetales estudiados en esta Tesis establecidas tanto por

los organismos nacionales como internacionales [2,3,4].

HsC s
\
N
H3C/ S—s5 CHj
/
N
S CHs

Figura 7.1.: Estructura molecular del fungicida tiram.

Tabla 7.1.: Valores establecidos como LMR para el plaguicida Tiram segun diferentes

organismos.
UNION EUROPEA
Fruta y vegetales SENASA (mg/Kg) EPA (mg/Kg)
(mg/Kg)
Manzana 2 7 5
Morrén Exento - 0,1
Frutilla 3 7 10
Tomate 3 - -
Berenjena Exento - -
Cereza 1 - -
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7.3. Preparacion de muestras

> Espectroscopia UV-Visible y FTIR

Para caracterizar al tiram se estudid el compuesto empleando las técnicas
espectroscépicas UV-Vis y FTIR. Para la toma del espectro UV-Vis, se prepard una
solucién de tiram de 1,0x10° M en etanol y los espectros fueron colectados en el
rango de 210-900 nm. Para las medidas de los espectros FTIR fueron preparadas
pastillas de KBr con tiram para su estudio en la regién de 4000-400 cm ™'y pastillas de
polietileno con tiram para la zona mas baja 600-100 cm . Los espectros obtenidos de
UV-vis como FTIR se emplearon de modo comparativo con informacién previamente
informada para la identificacidon del plaguicida y el espectro UV-Vis se empled para

determinar si se esperaria que el analito presente el fendémeno de SERRS.

> Espectroscopia Raman y SERS

Se prepard una solucién madre 1,0x1072 M de tiram utilizando acetona como
solvente, y a partir de dicha solucidn por diluciones sucesivas se prepararon diferentes
soluciones de tiram de las siguientes concentraciones: 1,0x1073, 4,0x10™* 1,0x107%,
1,0x107, 1,0x10°°, 1,0x1077, 1,0x10°8, 2,0x10°°, 1,0x10° y 1,0x10 *° M. Las soluciones
se prepararon en el mismo dia de la utilizacién de las mismas. Para la obtencién de los
espectros Raman normales de tiram, se preparé un capilar del polvo del plaguicida y se
sellé a la llama; del mismo modo se prepard la muestra del solvente empleado para

preparar las soluciones de tiram (Figura 7.2.).
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Figura 7.2.: Preparacion de soluciones de tiram por diluciones sucesivas. Las mismas se

preparan para ser empleadas en el dia de la preparacién de muestras Unicamente

Para evaluar la efectividad de los sustratos SERS basados en AgNPs
inmovilizados en gel de agar (sustrato 1) en la deteccién de tiram, se procedié del
mismo modo que se mencioné en el capitulo precedente con el MB. Es decir, se
cortaron los geles de agar conteniendo AgNPs de 1 cm? (con una altura de ~ 0,5 cm) y
se contamind con 10,0 pyL de distintas soluciones de tiram preparadas en el dia;
posteriormente se colocaron en portaobjetos de microscopio y se dejaron deshidratar
al abrigo de la luz durante ~ 24 h (Figura 7.3.). Por otro lado, se prepararon las
muestras para ser analizadas por espectroscopia SERS del segundo sustrato SERS
flexible desarrollado, formado por AgNSs impregnadas sobre papel de filtro de celulosa
(sustrato 2). Para ello, se sembraron 10,0 pL de las distintas soluciones de tiram sobre
1 cm? del sustrato y se dejé secar durante 1 h previo a la toma de los espectros SERS

(Figura 7.4.).
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Figura 7.3.: Sustratos SERS basados en AgNPs inmovilizados en gel agar (sustrato 1)
sembrado con diferentes concentraciones de tiram a) sin deshidratar y b)

deshidratados.

Figura 7.4.: Sustratos SERS basado en AgNSs soportado sobre papel de filtro de
celulosa (sustrato 2) sembrados con diferentes soluciones de diferentes

concentraciones tiram.

La preparacion de muestras empleadas para la deteccién de tiram en cdscaras
de frutas y vegetales empleando para cada uno de los sustratos se describird mas

adelante en el capitulo en la seccién 7.3.5.

7.4. Resultadosy discusion
7.4.1.Espectroscopia UV-Vis y FTIR

En la Figura 7.5. se muestra el espectro UV-Vis obtenidos para una solucién de
tiram en etanol (1,0x10°> M) medido en el rango de 240-900 nm con una celda de

cuarzo de 1 cm de camino dptico. En el espectro electrénico se observa una banda de
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alrededor de ~ 280 nm que corresponde al tiram. El estudio del analito por
espectroscopia UV-Vis permitié determinar que no se espera que el tiram presente
fendmenos de resonancia al ser estudiado mediante espectroscopia Raman y SERS con

laseres visibles.

2,0-
18-
1,6
14
12-
1,0-
0,81
0,61
0,41
0,21
0,0

280 nm

Absorbancia

200 250 300 350 400 450 500

Longitud de ondas (nm)

Figura 7.5.: Espectro UV-Vis de una solucién de tiram en etanol (1,0x10~ M) (cut-

Offetanoi: 210 nm).

La espectroscopia FTIR es una técnica complementaria de la espectroscopia
Raman que permite corroborar la identidad estructural de una molécula. Por esta
razén, se estudid el espectro FTIR del analito y se compararon con la literatura
previamente reportada. En la Figura 7.6. se observa el espectro FTIR del tiram
obtenido experimentalmente medido en la zona de 4000-400 cm™' ademds, en la

Figura 7.7. se muestra la region de 600-180 cm ™.
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FTIR de tiram en pastilla de polietileno con tiram. Region de 600-

200 cm™. Numero de acumulaciones: 128; Resolucidn: 4 cm™.

En el espectro FTIR de la Figura 7.6. se observan las bandas mas intensas del

tiram que se encue

ntran alrededor de 1500, 1375 y 1235 cm™, las cuales fueron
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asignadas en base a los autores en la literatura [5,12]. Las bandas de ~ 1500 y 1375
cm™! son asociadas principalmente a las deformaciones de los grupos (~CHs). En la
region de mas baja frecuencia (Figura 7.7.) se observan 3 bandas predominantes a
560, 440 y 400 cm™, en la que las dos primeras son asignadas a la deformacién o
(CH3;—N—CHs), mientras que la banda en ~ 400 cm ™" se asocia al estiramiento v (S—S)
[5]. El espectro IR de la molécula de tiram de la zona alta del espectro (desde 400 cm™)
ha sido ampliamente descrito en la literatura. Sin embargo, son escasos los reportes de

la zona baja del espectro IR (600-200 cm™).

Tabla 7.2.: Valores experimentales obtenidos de los espectros FTIR de tiram con sus

asignaciones tentativas.

NUmero de ondas . ., .
1 Asignacién tentativa [5]

(em™)

1500 v NC

1375 ds CH3
1235 pCHs

1146 Vas (CH3—N—CHs)

Tiram sdlido

1039 p CH;
970 p CHs
848 Vs (CH3—N—CHs)
560 8 (CH3—N-C)
440 0 (CH3—N—CHs)
400 v (5-5)

v =estiramiento, 0 = deformacidn, p = balanceo, a = antisimétrico, s = simétrico
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7.4.2.Espectroscopia SERS

Sustrato 1: Gel de agar-AgNPs

Si bien el sustrato flexible de AgNPs en gel de agar fue evaluado con la molécula
de prueba MB (Capitulo 6), también se determind la eficiencia del sustrato frente al
tiram para posteriormente extender su estudio a la deteccion de este analito sobre
cascaras de frutas y vegetales. Para ello se tomaron espectros SERS de los geles
contaminados intencionalmente con 10,0 uL de tiram de diferentes concentraciones
tomando para cada uno de ellos entre 5-10 spots. En la Figura 7.8. se presentan los
espectros representativos obtenidos al analizar el area de la banda a ~ 1379 cmt para
cada concentraciéon de tiram evaluada. Ademas, se recolectaron mapas SERS; en la
Figura 7.9.a. se muestra un mapa SERS de 25 x 25 um de area del sustrato 1 que
contenia 24 ng/cm? del fungicida, el mismo contiene 625 espectros (25 x 25), lo que

permitié determinar la uniformidad del sustrato.

25000 A
20000 -
c
[4°]
€
& 150001
E 2,4x10° ng/cm”
(%]
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E 2,4x10° ng/cm2
5000 - 2,4x10" ng/cm’
/\,J\_ P N, W 2,4 ng/cm’
. . N e 2,4%10°” Ng/cm’

1400 1200 1000 800 600 400

Ndmero de ondas (cm™)

Figura 7.8.: Espectros SERS representativos de tiram obtenidos con el sustrato AgNPs
en gel de agar (sustrato 1). Longitud de onda de excitacidon del laser: 647,1 nm;
Potencia de salida del laser: 100 mW; 4 acumulaciones, tiempo de adquisicién: 10 s;

objetivo de 50x (0,75 NA).
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Figura 7.9: a) Mapa SERS de 25 x 25 um de area del sustrato 1 conteniendo 24 ng/ cm?
de tiram (10,0 pL de solucidn de 1,0x10~°M). El drea de cada espectro fue integrada
entre 1405 y 1350 cm™ b) Espectros SERS seleccionados de 3 regiones de diferentes
intensidades (A) intensidad alta (B) intensidad media y (C) intensidad baja. c)
Representacion del histograma de los 625 espectros tomados y ajustado con log-
normal (R?=0,95). Longitud de onda de excitacién: 647,1 nm; potencia de salida del
l[aser: 200 mW; tiempo de adquisicidon 1 s; 2 acumulaciones; objetivo 50x (0,75 NA),

espectros tomados cada 1 um.

En la Figura 7.9.b. se muestran 3 espectros SERS seleccionados del mapa de
diferentes regiones del sustrato. En el mismo se observan zonas de diferentes
intensidades medidas como el 4rea integrada bajo la curva de la banda de 1379 cm™
entre 1405 y 1350 cm ™ sefialadas en la imagen como A) de intensidad alta (~ 11x10° a.
u.), B) de intensidad media (~ 7x10% a. u.) y C) de baja intensidad (~ 3x10°% a. u.). La
representacion del histograma Figura 7.9.c para los 625 puntos del mapa SERS fue

ajustado con la funcién log-normal presentando un area promedio de 6920 + 155 a.u.
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El analisis del mapa permitié determinar la uniformidad relativa del tiram sobre el
sustrato 1, determinando la fiabilidad del sustrato para el andlisis de tiram con tan solo

pocas medidas SERS (pocos spots).

Sustrato 2: Papel de filtro-AgNSs

Para evaluar el sustrato 2, en primer lugar se tomaron espectros Raman de los
sustratos (papel sin analito) con la linea de excitacién de 647,1 nm. El espectro sin
analito o de fondo presentd una ventana espectral bastante limpia en la regiéon de ~
1800-200 cm™ (Figura 7. 10.). En la zona de ~ 220 cm ! se observa una banda gue se
encuentra presente en todos los espectros Raman tomados (con o sin analito),
atribuida a la vibracién Ag—0 [6] y cuya intensidad se fue incrementando a medida que

el sustrato se expuso a la radiacién laser y/o al aire.
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Figura 7.10.: Espectro Raman (blanco) sin corregir del sustrato 2. Longitud de onda de
excitacion: 647,1 nm; Potencia de salida del laser: 100 mW,; Tiempo de adquisicion: 10

s; 4 acumulaciones; Objetivo de 50x (0,75 NA).

Posteriormente, se determind la eficiencia del sustrato 2 frente al plaguicida.
Para ello se sembraron sustratos con 10,0 uL de soluciones de tiram de diferentes
concentraciones (1,0x10_2; 5,Ox10_3; 1,Ox10_3; 5,Ox10_4; 1,0x104; 5,0x10_5; 1,0x10_5;

5,0x10°°; 1,0x107° M) preparadas en el dia. Luego de su secado (~ 1 h) se colectaron de
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5 a 10 spots para cada uno de los sustratos contaminados intencionalmente con cada
una de las soluciones del fungicida. En la Figura 7.11. se observan los espectros SERS
seleccionados como representativos teniendo en cuenta el drea integrada bajo la curva
de la banda de 1379 cm™ comprendida entre 1405 y 1350 cm™t. No fue posible
observar ninguna sefial SERS para la solucidon mas diluida. A partir de la sefial a 1379
cm™?, se construyé una curva de calibracién donde el 4rea de la banda 1379 cm™ fue
promediada para 5-10 puntos diferentes para cada una de las concentraciones y se
representd frente a la concentracidn superficial previamente sembrada sobre cada uno

de los sustratos (Figura 7.12.).
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Figura 7.11.: Espectros SERS de tiram representativos obtenidos con el sustrato AgNSs
en papel de celulosa. Longitud de onda de excitacidon del laser: 647,1 nm; Potencia de
salida del laser: 100 mW; 4 acumulaciones, tiempo de adquisicidon: 10 s; objetivo de

50x (0,75 NA).
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Figura 7.12.: Dependencia de la intensidad SERS de tiram medida en 1379 cm ™ con la
concentracién de sembrada en el sustrato 2. Los puntos corresponden al promedio de

los diferentes spots tomados y las barras de error indican la desviacién estandar.

Como se comenté en el capitulo 6, dado que la intensidad SERS es proporcional
al nimero de moléculas adsorbidas en el sustrato, el grafico presentado en la Figura
7.12. puede considerarse como una isoterma de adsorcién. Adicionalmente, en la
figura se puede observar la variabilidad de las medidas como la desviacidén estandar
(SD) de los spots tomados aleatoriamente (5-10 spots) mediante la barra de error para
cada concentracién de tiram mostrando mayor dispersién en el sustrato 2 en relaciéon

con el primer sustrato.

7.4.3.Caracteristicas espectrales del tiram

Si se observa la estructura de la molécula de tiram (Figura 7.1.) se puede
considerar que consiste en dos unidades planas de dimetilditiocarbamato (DMDTC),
(CH3),NC(S)S—, unidas a través de un enlace disulfuro [7]. En las Figuras 7.13. y 7.14. se
muestran el espectro Raman de tiram sdlido utilizado para realizar todos los ensayos
de este analito, medido en un capilar de vidrio sellado a la llama, y ademas se muestra
junto con el espectro SERS del plaguicida sobre el sustrato de gel agar con las AgNPs

conteniendo 2,4x102 ng/cm2 de tiram.
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Figura 7.13.: a) Espectro Raman (regién 1600-200 cm ™) de muestra de polvo de tiram
(Longitud de onda de excitacion: 647,1 nm; potencia de salida del laser: 100 mW;
tiempo de adquisicidn: 20 s; 16 acumulaciones; objetivo 10x (0,25 NA)). b) Espectro
SERS (regién 1600-200 cm™) de tiram sobre el sustrato de gel AgNPs que contiene
2,4x10° ng/cm2 de tiram (10,0 uL de solucidn 1,0x10™* M) (Longitud de onda de
excitacion: 647,1 nm; potencia de salida del laser: 100 mW; tiempo de adquisicién: 10

s; 8 acumulaciones; objetivo 50x (0,75 NA)).
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Figura 7.14.: a) Espectro Raman (regién 3000-2600 cm™) de tiram con longitud de
onda de excitacion de 647,1 nm; potencia de salida del laser: 100 mW; tiempo de
adquisicion: 20 s; 16 acumulaciones; objetivo de 10x (0,25 NA), b) Espectro SERS
(regién 3000-2600 cm™) de tiram sobre sustrato SERS (1) conteniendo 2,4x10? ng/cm2
de tiram (10,0 pL de solucién 1,0x10™*M) (Longitud de onda de excitacién 647,1 nm;
potencia de salida del laser: 100 mW; tiempo de adquisicion: 10 s; 8 acumulaciones;

objetivo 50x (0,75 NA)).

Como se puede observar en la Figura 7.13., el espectro SERS de la molécula de
tiram presenta cambios significativos en comparacién con el espectro Raman normal
de la muestra solida. Dichos cambios pueden comprenderse considerando que el
adsorbato presenta en su estructura atomos de S que exhiben gran afinidad por las
superficies metdlica de Ag. Por esta razén, los grupos tioles normalmente se utilizan
para funcionalizar las superficies metalicas [8]. Como fue mencionado anteriormente y
se informa en la literatura [7], el tiram, al igual que otros compuestos que presentan
enlaces disulfuros, al interaccionar con la superficie metdlica como en este caso sobre
la Ag, se quimisorbe, fragmentandose a través del enlace S-S, resultando en la

formacién de dos unidades de DMDTC como se observa en la Figura 7.15.
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Figura 7.15.: a) Estructura del tiram y escisién del enlace disulfuro b) Absorcién de

tiram a la superficie metdlica de plata.

En la Figura 7.13. se muestra una representacion esquematica del fragmento
de DMDTC adsorbido como la forma de tioureido, que se ve favorecida cuando el
fragmento se quimisorbe en la superficie metalica. Esto podria ser explicado debido a
que el par de electrones libres del &tomo de N induce una transferencia de carga desde
el atomo de N al metal que conduce a la formaciéon de un compuesto tioureido [8,9].
La escisién del enlace S-S del tiram en la superficie del metal también puede sugerirse
por la similitud del espectro SERS del tiram cuando se compara con los espectros
Raman normales informados de las sales DMDTC, como ziram (Zn (DMDTC);) [9],
NaDMDTC [10], Ni(DMDTC), [11] y los espectros SERS reportados para sales de
DMDTC [10,12].

Las asignaciones vibracionales de los espectros Raman y SERS de la molécula de
tiram han sido reportadas por varios autores, muchas veces con discrepancias sobre
algunas de sus bandas [5,13,14]. Las primeras asignaciones de las bandas vibracionales
de SERS del plaguicida adsorbido sobre plata en la regién por debajo de 1600 cm™
empleando la longitud de onda de excitacion de 647,1 nm fue reportada en 1992 por
Narayanan y col. [13]. Por otro lado, en un estudio publicado recientemente [14] se
realizd la asignacion de las bandas vibracionales para los espectros Raman y SERS del

fungicida comparando los espectros experimentales con los calculados por los

métodos de la Teoria Funcional de la Densidad (DFT) para el tiram aislado y la unidad
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de DMDTC unida a un solo atomo de plata o a un grupo de atomos Ag. Ademas, se
hicieron andlisis de coordenadas normales de los modos de vibracién de tiram que han
sido informados previamente por Coleman y col. [5]. Del mismo modo, se han

reportado el andlisis de coordenadas normal para el complejo de Ni (DMDTC), [11].

En la Tabla 7.3. se muestran las principales bandas Raman observadas en el
espectro de la muestra solida y el espectro SERS de tiram registrado en este trabajo,
junto con los valores informados previamente por otros autores. Un punto importante
para tener en cuenta es que si asumimos la escisidn del enlace S-S de la molécula de
tiram, el espectro SERS del analito adsorbido corresponde a una especie diferente, por

lo que es necesario redefinir la asignacién vibracional.

Tabla 7.3.: NUmero de ondas (cm'l) de las bandas observadas en el espectro Raman

normal (muestra sélida) y en el espectro SERS del tiram.

Ndmero de ondas (cm™) Asignaciones b
Muestra sélida Reportadas
previamente
2930 (m) 2933¢ Vas CHs
2850 (vw) 2849°¢ vs CH3
1460 (w, br) 1463¢,1460° 8, CHs
1398 (m) 1397¢,1396° 8 CH3
1375 (m) 1372¢,1371¢ 8s CHs
1146 (w) 1149°,1146° Vas (CH3—N—CH3)
1088 (vw) 1088°,1085° p CHs
1039 (vw) 1040°,1042° p CHs
Tiram solido
976 (s) 975¢, 973¢ p CHs
954 (m, sh) 954° (sh), 952¢ v (C=S)
851 (m) 849°, 850° vs (CH3—N—CHs)
560 (vs) 558 ¢ & (CH3—N—C)
444 (m) 441%° 8 (CH3—N—CHs)
396 (s) 393¢, 392¢ v (S-9)
362 (m) 360% ¢ & (CH3—N—C)
318 (m) 316%¢ 8 (S=C-9)
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2921 (m) 2937° Va (CHa)
2846 (w) 2852° v (CH,)
2793 (w) Vs (CHa)
1509 (m) 1514°,1510° v (C—N)
1442 (m) 1448°, 1444° 8a CHs
Tiram sobre 1379 (vs) 1386°, 1376' 8sCH;
sus'(carlato 1279 (w) Vas (CH3—N—CH3)
SERS 1235 (w) p CH;
1144 (m) 1145°,1136' p CHs
930 (w) 933¢, 930" Vas (S—C=5)
560 (s) 563¢, 558" v, (S—C=S)
439 (m) 441° 438 & (CHs—N—CHs)
340 (m) 341°, 338 v (AgS)

%vs = muy fuerte, s = fuerte, m = medio, w = débil, vw = muy débil, v= estiramiento,
0= deformacion, p= balanceo, a = antisimétrico, s = simétrico, sh = hombro, br = ancho.

b La asignacion tentativa se realizd basdndose principalmente en la prediccién del
calculo de B3LYP/6-31+G* para tiram aislado y una unidad de dimetilditiocarbamato
(DMDTC) unida a un atomo de plata. “[13]; Espectro Raman del s6lido, Aexcitacien = 514,5
nm ¢ [5]; Espectro Raman del s6lido, Aexcitacion = 514,5 nm. € [9]; FT-SERS Espectro de
solucién de thiram 10 M en etanol-coloides de plata, Aexcitacion = 1064,0 nm. f [7];
Espectro SERS de 1000 ng/uL de solucidn de etanol con sustrato de plata, A excitacion =

647,1 nm.

La banda mas intensa presente en los espectros SERS se encuentra en ~ 1379
cm'ly puede asignarse al modo de deformacion simétrica CHs, Esta banda se utilizé en
esta Tesis para calibrar la intensidad SERS en funcion de la concentracién de tiram. La
intensificacion de este modo vibracional en el espectro SERS podria deberse a la
orientacién perpendicular del analito con respecto al metal [9]. La banda presente en ~
1509 cm ™ en los espectros SERS se puede asignar a v (C—N), lo que indica por su
posicion la fuerza de la interaccion entre el fragmento DMDTC vy la superficie. El
caracter de doble enlace presente en el C—N sugiere que se absorbe la forma de

tioureido de la unidad DMDTC.
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7.4.5.Deteccion de residuos de tiram en cascaras de frutas y
vegetales

Sustrato 1: Gel agar-AgNPs

Para la deteccidn in situ de residuos de tiram en las superficies de las cascaras
de frutas y verduras (manzana, frutilla, morrén verde, berenjena, cereza y tomate), se
cortaron las cascaras de 1 cm? previamente lavadas con agua de la canilla y enjuagadas
con agua destilada y se contaminaron intencionalmente las superficies con 25,0 plL de
las soluciones de tiram en acetona de diferentes concentraciones alcanzandose
concentraciones de 6,0x10> a 6,0x10™* ng/cmz. Posteriormente, luego de evaporado el
solvente, se realizé el proceso de microextraccion sobre cada una de las cdscaras
sembradas. El proceso de microextraccion se basa en dos pasos; el primero de ellos
consiste en colocar 25,0 puL de acetona sobre las superficies de las frutas y vegetales
sembradas anteriormente para disolver el plaguicida absorbido o que ha penetrado en
el interior de las cascaras, seguido de un segundo paso donde se frota la superficie de
la piel de las frutas y vegetales con el sustrato de gel de agar de 1 cm? durante
aproximadamente 15 s. En la Figura 7.16. se puede ver el esquema general del
proceso. De manera conjunta se prepararon los blancos de cada una de las frutas
estudiadas, para lo que se colocé sobre las superficies de las frutas y vegetales
recortadas 25,0 uL de acetona, se esperd a que se evapore y se volvié a sembrar con
25,0 pL como en el proceso de microextraccion y luego se frotaron las cascaras
empleando el gel de agar con la AgNPs. En ambos casos, tanto los geles con muestras
como los blancos se dejaron secar colocados en portaobjetos de microscopio y al
abrigo de la luz durante aproximadamente 24 h hasta su total deshidratacién para

poder llevar a cabo las medidas SERS.

134



w 1
Lavado y
TE1

cortedela
[ A BT

: frutade 1 cm?
L ] 2
ws BE @l .
Contaminacién 5
de la fruta con

sgroquimicos.  DETECCION DE ~ Me%dSER
RESIDUOS DE "~ %471"m
PLAGUICIDAS EN
CASCARAS DE
FRUTAS Y -
VEGETALES

SERS

4

Secadoa
temperatura
ambiente

a8

Figura 7.16.: Representacion esquematica del proceso general de deteccién de

plaguicidas sobre cascaras de frutas y vegetales empleando la plataforma SERS de

AgNPs inmovilizada en gel de agar.

Los espectros Raman de los experimentos de control o blancos de las cascaras
de frutas y vegetales no mostraron sefiales significativas, lo que demuestra que las
posibles moléculas presentes en las superficies de las cdscaras lavadas no interferiran
en la deteccién de tiram. En la Figura 7.17. se pueden observar los espectros Raman de
los blancos de las diferentes frutas y verduras estudiadas. Si bien los blancos de las
cascaras parecen tener sefales, las mismas corresponden al blanco del sustrato de gel

agar (sin analito) mostrado anteriormente en la Figura 6.6. del capitulo precedente.
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Figure 7.17.: Espectros Raman de los blancos de frutas y vegetales estudiados
empleando el sustrato desarrollado de 1 cm? de AgNPs en gel de agar. Longitud de
onda de excitacion: 647,1 nm; potencia de salida del ldser: 100 mW; acumulaciones: 4;
tiempo de adquisicion: 10s; objetivo 50x (0,75 NA). Las lineas de base de los espectros

no fueron corregidas.

La Figura 7.18.a muestra espectros SERS representativos de los sustratos de gel
de agar con AgNPs deshidratados empleados para extraer el fungicida de cascaras de
vegetales y frutas (morrén verde, tomate y manzana) contaminadas con diferentes
concentraciones de tiram. La intensidad de las bandas SERS del tiram decayeron
significativamente a medida que disminuyé la concentracion superficial del fungicida.
En algunos casos se decidié obtener un espectro en una regién acotada de nimeros de
ondas, para evitar el dafo por radiacidon de las muestras, especialmente para las de
menor concentracion de tiram. La Figura 7.18.b muestra adicionalmente la relacién
lineal entre el pico caracteristico principal de tiram adsorbido (~ 1379 cm™) vy la
concentracion superficial. Dentro de cada grafico se muestran los parametros
obtenidos para la regresion lineal junto con el coeficiente de correlacién al cuadrado

(R?).
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Figura 7.18.: a) Espectros SERS seleccionados de tiram sobre los sustratos de gel de agar con

AgNPs frotados sobre las diferentes cascaras de frutas y verduras contaminadas con tiram.

(Longitud de onda de excitacidon: 647,1 nm; potencia de salida del laser: 100 mW; tiempo de

adquisicion: 10 s; 4 acumulaciones; objetivo 50x (0,75 NA)) b) intensidad SERS de tiram medida

a 1379 cm™* (4rea integrada entre 1405 y 1350 cm™) en funcidén de la concentracién superficial

de tiram (en ng/cmz) en las cascaras de frutas y verduras. Los cuadrados corresponden al

promedio de mediciones en diferentes puntos y las barras de error indican desviacién estandar.
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En la Figura 7.19. se pueden observar las intensidades SERS de las mediciones
individuales para cada concentracién superficial medidas a 1379 cm™ (4rea integrada
entre 1405 y 1350 cm™) para distintos spots seleccionados aleatoriamente en los
sustratos de gel de AgNPs frotados sobre cdscaras de tomate, morrén y manzana

contaminadas con diferentes cantidades de tiram.

a) b)
2,0x10% 1 5x10°+ 2x10° 2,0x10°
Tomate 1,6x10°+ 2x10° Morrén
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Figura 7.19.: Intensidad SERS medida a 1379 cm™ (4rea integrada entre 1405 y 1350
cm™) recolectados de puntos de deteccidn aleatorios en los sustratos de gel de AgNPs
frotados sobre cascaras de frutas y verduras contaminadas con diferentes cantidades

de tiram a) cascara de tomate; b) cascara de morrdn; c) cascara de manzana.
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Para obtener informacién sobre la reproducibilidad de los resultados
obtenidos, se repitieron las mediciones seleccionadas. Para ello, se tomaron espectros
SERS para diferentes trozos o pedazos de una determinada fruta o verdura
contaminada con la misma concentracion superficial de tiram. En la Figura 7.20. se
observan dos espectros SERS representativos de diferentes cdscaras de manzanas
contaminado con la misma concentracién superficial. Los espectros SERS obtenidos
muestran una variacidon de intensidad similar a la obtenida en diferentes puntos del

sustrato de la misma muestra.
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Intensidad Raman
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150 1200 90 600 300

Ndmero de ondas (cm™)
Figure 7.20.: Espectros SERS seleccionados de sustratos de gel de AgNPs deshidratados
gue contienen tiram extraido de diferentes cdscaras de manzana (6,0x10° ng/cmz).
(Longitud de onda de excitacion: 647,1 nm; potencia de salida del laser: 100 mW;

tiempo de adquisicion: 10s; 4 acumulaciones; objetivo 50x (0,75 NA)).

Para determinar si el sustrato desarrollado es eficiente como herramienta
analitica, se ha calculado el limite de deteccion. Segun la IUPAC (del inglés,
International Union of Pure and Applied Chemistry) se define como “Limite de
detecciéon (LD) como un numero expresado en unidades de concentracién (o cantidad)
que describe el mds bajo nivel de concentracién (o cantidad) de una sustancia que
puede determinarse como estadisticamente diferente del blanco analitico”. El limite

de deteccion (LD) de tiram se calculd utilizando la ecuacién (7.1.) [15,16,17].
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LD = % (7.1.)

donde S,, corresponde a la desviacién estdndar de la intensidad SERS medida como el
area integrada entre 1350-1405 cm ™" para controles en blanco (~220 u.a.) y “b” la
pendiente de las curvas de calibracién (intensidad SERS vs concentracién de tiram). El
limite de deteccién (LD) para tiram en cascara de manzana calculado usando la
ecuacion 7.1. fue de 2,0 pg/cm2 mientras que el LD obtenido para cascaras de tomate y

morron verde fue de 1,4x102 pg/cmz.

Por otro lado, se determind la capacidad del sustrato 1 de conservar la sefial a
lo largo del tiempo. Con este fin, el gel de agar con AgNP deshidratado y conteniendo
tiram extraido de una cascara de manzana contaminada con 2,4x10° ng/cm® se
conservd a temperatura ambiente y se midié periédicamente para evaluar su
capacidad para conservar el analito. Las sefiales del plaguicida se observaron
practicamente con la misma intensidad durante al menos 10 meses después de su

preparacion (Figura 7.21.).
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Figura 7.21.: Espectros SERS seleccionados de un sustrato de gel de agar con AgNPs
deshidratado que contiene tiram extraido de una cascara de manzana (2,4x10°
ng/cm?): recién preparado (linea roja), después de 4 meses (linea azul) y después de 10
meses (linea verde) (Longitud de onda de excitacién: 647,1 nm; potencia de salida del

l[dser: 100 mW; tiempo de adquisicion: 10s; 4 acumulaciones; objetivo 50x (0,75 NA)).
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Un buen sustrato SERS debe tener la capacidad de ser utilizado en diferentes
sistemas complejos. Con el fin de verificar la aplicacién prdctica del sustrato de gel
AgNPs, se contaminaron con tiram otras cascaras de frutas y verduras (cereza, frutilla y
berenjena). La Figura 7.22. muestra los espectros obtenidos para la menor
concentracion superficial detectada de tiram en las frutas y verduras mencionadas:
6,0x10%, 60 y 12 pg/cm2 para las cascaras de berenjena, cereza y frutilla,
respectivamente. Las variaciones en la sensibilidad pueden atribuirse a las diferencias
en las propiedades superficiales de las cascaras de frutas y verduras y la fuerza de

interaccion entre el tiram con cada una de ellas.
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Figura 7.22.: Espectros SERS de tiram (LD) en: a) cdscaras de frutilla, b) cereza y c)
berenjena. (Longitud de onda de excitacién: 647,1 nm; potencia de salida del laser: 100

mW,; tiempo de adquisicion: 10 s; 4 acumulaciones; objetivo 50x (0,75 NA)).
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Sustrato 2: Papel de filtro-AgNSs

Para la deteccidon de residuos del fungicida tiram en las cascaras frutas y
verduras seleccionadas, se procedié de la misma manera que con el sustrato antes
mencionado, es decir, se cortaron céscaras de 1 cm” previamente lavadas con agua de
la canilla y enjuagadas con agua destilada y se contaminaron intencionalmente las
superficies con 10,0 pL de soluciones de tiram en acetona de diferentes
concentraciones. Luego de la evaporacion del solvente de la superficie se llevé a cabo
el proceso de microextraccion. Para ello se colocd sobre las superficies de los frutos
10,0 pL del solvente y se froté la superficie de las cascaras con el sustrato 2 de 1 cm?
durante 15 s. Posteriormente, los sustratos se colocaron en portaobjetos de
microscopio y se les colocé papel ojalillo plastico para sujetarlos al vidrio. Se dejaron
secar los sustratos durante ~ 1 h antes de realizar las medidas SERS. Ademas, se
prepararon sustratos sin analito como control o blanco de las cdscaras de frutas y
vegetales estudiadas; para lo que se colocé sobre las superficies de las frutas y
vegetales recortadas 10,0 uL de acetona, se esperd a que se evapore el solvente y se
volvio a adicionar 10,0 uL como en el proceso de microextraccion, luego se frotaron las
cascaras empleando el sustrato 2. Los sustratos se colocaron en portaobjetos de
microscopio y se les colocé papel ojalillo para sujetarlos al vidrio. Finalmente, se
dejaron secar los sustratos durante ~ 1 h antes de las medidas SERS. En la Figura 7.23.
se muestra esquematicamente el proceso general de deteccion de residuos de tiram

sobre céscaras de frutas y vegetales.
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Figura 7.23.: Representacién esquematica del proceso general de deteccién de tiram
sobre cascaras de frutas y vegetales empleando el sustrato SERS flexible basado en

AgNSs impregnada en papel de filtro de celulosa.

Los espectros Raman de los de controles de las cascaras de manzana y morrén
no mostraron sefiales que pudieran interferir en el proceso de deteccién del
plaguicida, asegurando de esta manera que las sefiales que se observen en los
espectros SERS corresponderan al analito en estudio. En la Figura 7.24. se pueden ver
los espectros Raman de los blancos sin correccién de las cdscaras de manzana y

morron verde.
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Figura 7.24.: Espectros Raman de los blancos de manzana (linea roja) y morrén verde
(linea verde) empleando el sustrato 2 de 1 cm® de AgNSs sobre papel de filtro.
(Longitud de onda de excitacion: 647,1 nm; potencia de salida del laser: 100 mW;
acumulaciones: 4; tiempo de adquisicion: 10 s; objetivo 50x (0,75 NA)). Los espectros

Raman no fueron corregidos.

Las Figura 7.25. y 7.26. se muestran los espectros SERS representativos de
tiram empleando los sustratos de AgNSs sobre papel de filtro para extraer el fungicida
de cascaras de manzana y morrén verde, contaminadas con soluciones de diferentes

concentraciones de soluciones de tiram.
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Figura 7.25.: Espectros SERS seleccionados de sustratos de AgNSs sobre papel de filtro
frotados sobre las cascaras de manzana contaminadas con tiram (Longitud de onda de
excitacion: 647,1 nm; potencia de salida del laser: 100 mW; tiempo de adquisicién: 10

s; 4 acumulaciones; objetivo 50x (0,75 NA)).
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Figura 7.26.: Espectros SERS seleccionados de sustratos de AgNSs sobre papel de filtro
frotados sobre las cascaras de morrén contaminadas con tiram (Longitud de onda de
excitacion: 647,1 nm; potencia de salida del laser: 100 mW; tiempo de adquisicién: 10

s; 4 acumulaciones; objetivo 50x (0,75 NA)).
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7.5. Conclusiones

En la Tabla 7.4. se puede observar una comparacion de los LD reportados para

la deteccion de tiram en distintas cascaras de frutas y vegetales empleando diferentes

sustratos SERS. El método descripto empleando el sustrato 1 (AgNPs-gel de agar), ha

resultado eficiente para la extraccién del plaguicida sobre las cdscaras de frutas y

vegetales comparados con los LD previamente reportados. El LD logrado en este

trabajo para el tiram en cdscaras de tomate fue 30 veces mas bajo que el mejor valor

informado utilizando sustratos SERS flexibles [18] y si se comparan los resultados

obtenidos para la deteccion en cdscara de manzana esto resulta ain mejor en relacion

con los limites de deteccidn reportados, siendo este ~ 100 veces mas bajo [19].

Tabla 7.4. Comparacién de los diferentes sustratos SERS reportados para la deteccion

de tiram en cdscaras de frutas y vegetales.

Longitud
de onda LD Céascaras de
Sustratos SERS de 5 frutasy Referencias
excitacion (ng/cm ) Vegetales
(nm)
Pelicula de nanoislas de Au 785 5 Manzana [20]
Microesferas de Fe304
recubiertas con nanovarillas 785 100* Manzana [20]
de Au
NPs de éxido de silicio (1V)
recubiertas por nanocapas 785 38 Manzana [20]
de Ag

AuNPs sobre cinta adhesiva Ver(.jluras verde.s,

) 633 0,24 pepinos, naranja [19]
comercial
y manzana
Nanolaminas de
514,5 240 Manzana [19]
AgNPs sobre TiO,
Manzana, uva,

Au@Ag NPs 532 1,46 [19]

peray durazno
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NPs Au@Ag 532 7,23 Mango [19]
AgNPs en papel de filtro 785 36 Tomate [19]
AgNPs en papel de filtro 785 24 Manzana [19]
AgNPs en papel de filtro 785 7,2 Banana [19]
Nanov.arlllas.dei Ag sobre 785 2,4 Manzana [19]

polidimetilsiloxano
AgNPs en papel de filtro 785 4,6261 Manzana [19]
AgNPs en papel de filtro 785 5,1799 Pera [21]
AgNPs en papel de filtro 785 5,7061 Uva [21]
AgNPs en matriz de .
polidimetilsiloxano 3D 633 10 Pepino y uva [21]
AgNPs e!'\ matnz de 633 1,6 Manzana [21]
polidimetilsiloxano 3D
Repoll
AgNPs en nanocelulosa 785 0,5 epofioy [22]
manzana
Matriz de nanoparticulas de
Au@Ag intercalada entre Manzana,
cinta adhesiva de polimero 633 5 tomate y Pepino. [18]
acrilico y pelicula de
tereftalato de polietileno
i Tomate, Esta Tesis.
AgNPs en gel 647,1 0,60 berenjenay
morrén verde, | Sustratol
. Esta Tesis.
AgNPs gel 647,1 0,060 Cereza
Sustrato 1
. Esta Tesis.
AgNPs gel 647,1 0,012 Frutilla
Sustrato 1
. Esta Tesis.
AgNPs gel 647,1 0,0060 Manzana
Sustrato 1

* Concentraciones superficiales detectadas
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El sustrato 1 (AgNPs-gel de agar) fue evaluado eficientemente frente al
fungicida, mostrando gran homogeneidad y reproducibilidad en los resultados. En
cuanto a la extraccién y deteccidn de residuos de plaguicidas sobre cascaras de frutas y
vegetales, la plataforma resulto eficiente permitiendo detectar el plaguicida por
debajo de los LD previamente informados por diferentes autores y ademas, por los
limites mdximos de deteccidon establecidos por entes de regulacidon nacionales e
internacionales. Si bien se observaron variaciones en la sensibilidad para la deteccién
en diferentes frutas y vegetales, los mismos fueron atribuidos a las diferencias en las
propiedades superficiales de cada una de las cdscaras y la fuerza de interaccién entre
el tiram y cada una de ellas. Adicionalmente, se demostré6 mediante tomas de
espectros SERS periddicas a partir de una de las plataformas desarrolladas y empleada
para extraer el plaguicida que el sustrato es capaz de conservar la sefial SERS del

analito en el tiempo por lo menos durante 10 meses.

Mediante el andlisis de los espectros FTIR, Raman y SERS del plaguicida y con el
apoyo de bibliografia previamente informada, se logré establecer una asignacion
vibracional de la molécula de tiram. Asi mismo, se determind mediante los cambios
observados en los espectros Raman y los espectros SERS del analito el mecanismo de
adsorcién de la molécula de tiram sobre la superficie metalica, resultando en la

escision del enlace S-S para quimisorberse a la plata.

El sustrato 2 (AgNSs) ha sido evaluado exitosamente frente al plaguicida,
permitiendo detectar trazas de tiram. Los valores minimos de concentracién superficial
en donde se observan sefiales de tiram en los espectros SERS del plaguicida extraidos
de las cascaras de frutas y vegetales empleando el sustrato 2 fueron comparables al
sustrato 1, pero mostraron un grado mayor de dispersiéon y por lo tanto menor
reproducibilidad en las medidas. La plataforma ha mostrado, a pesar de los intentos de
optimizar las condiciones de trabajo, mayor variabilidad que el sustrato 1. Esto puede
ser atribuido al efecto de las diferentes variables asociadas al proceso, entre ellas, el
tiempo de secado del sustrato, la difusién del analito sobre el papel de filtro al ser
sembrado y la oxidacién de la plata (detectada a través de la senal Raman atribuible al

enlace Ag-0) al estar en constante contacto al aire, por lo que no fue posible conservar
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la sefial en el tiempo. A pesar de que se hicieron esfuerzos por realizar medidas

cuantitativas o semicuantitativas con el sustrato 2, esto no fue posible.

Los sustratos SERS desarrollados para la detecciéon de tiram fueron muy
promisorios para el estudio de trazas del plaguicida presentes en cascaras de frutas y

vegetales, permitiendo extraer y detectar el agroquimico ensayado.
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CAPITULO 8

COMPUESTOS
BENZIMIDAZOLICOS



8.2. Introduccion

El tiabendazol (TBZ) y el carbendazim (CBZ) (Figura 8.1.) son fungicidas que
pertenecen al grupo de los compuestos bencimidazdlicos, conforme a la clasificacién de
grupos funcionales de los plaguicidas detallado en el capitulo 3 [1]. Ambos compuestos
son extensamente empleados para el control de hongos y mohos en tratamientos de
frutas y vegetales, principalmente en tratamientos postcosecha, ya que los mismos
actuan interfiriendo el proceso de divisidn celular de las células fungicas. En la Tabla 8.1.
se proporcionan los limites maximos de residuos (LMR) de los plaguicidas estudiados en
este capitulo establecidos por los distintos organismos de regulacién nacionales e

internacionales [2,3,4].

a) b)
I

Figura 8.1.: Estructura molecular del a) tiabendazol (TBZ) y b) carbendazim (CBZ).

0
N
\ OCH;
——N
H
N
H

Tabla 8.1.: Valores establecidos como LMR para los fungicidas tiabendazol y carbendazim

segln diferentes organismos de regulacion.

FUNGICIDAS TIABENDAZOL CARBENDAZIM
Frutasy SENASA EPA UNION SENASA EPA UNION
vegetales (mg/Kg) | (mg/Kg) EUROPEA (mg/Kg) | (mg/Kg) FUROPEA
(mg/Kg) (mg/Kg)
Manzana/ Pera 3 12 4 1 1 0,2
Morrén Verde - - 0,01 0,1 0,1 0,1
Tomate - - 0,01 1 1 0,3
Berenjena - - 0,01 0,5 - -
Frutilla - 5 0,05 2 2 0,1
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8.3. Preparacion de muestras

> Espectroscopias UV-Visible y FTIR

Para determinar posibles efectos de resonancia o prerresonancia Raman a las
longitudes de onda de excitaciéon de los ldseres disponibles, fueron estudiados los
espectros de absorciéon UV-Vis de los plaguicidas. Para ello, se prepararon soluciones de
diferentes concentraciones de TBZ en metanol (5,Ox10_5 a 5,0x10°° M) y de CBZ en etanol
(1,0x10° M); los espectros UV-Vis fueron adquiridos en los rangos de 205-900 y 330-900
nm, respectivamente. Adicionalmente, se caracterizaron los sélidos de los fungicidas
mediante la técnica espectroscépica FTIR mediante la toma de sus espectros
vibracionales en la zona de 4000-400 y 600-50 cm para este fin se prepararon pastillas
de los analitos con KBr y polietileno, respectivamente. Los espectros obtenidos mediante

ambas técnicas se compararon con bibliografia previamente reportada.

> Espectroscopia Raman y SERS

Para la obtencién de los espectros Raman, se prepararon capilares sellados a la
llama conteniendo los plaguicidas sélidos como también los solventes empleados en la
preparacion de las soluciones (metanol y acetona). Los espectros de las muestras fueron
tomados empleando el objetivo de 10x (0,25 NA). Para evaluar los sustratos desarrollados
mediante espectroscopia SERS, se prepararon inicialmente las soluciones madres de
ambas sustancias; 1,Ox10'2 M de TBZ en metanol y 1,Ox10_3 M de CBZ en acetona. A partir
de las soluciones madres se prepararon mediante diluciones soluciones de las siguientes
concentraciones: 1,0x107, 5,0x107, 1,0x107, 7,5.10, 5,0x10, 2,5.107, 1,0x107,
7,5x107, 5,0x10™°, 2,5x10°, 1,010, 5,0x10 °y 1,0x10° M.

Para evaluar la eficiencia del primer sustrato desarrollado, constituido por AgNPs
soportado sobre gel de agar (sustrato 1) frente a los fungicidas, se cortaron geles de 1 cm?
y se contaminaron cada uno de ellos con 20,0 uL de las soluciones de diferentes
concentraciones preparadas en el dia de TBZ y CBZ. Posteriormente los geles
contaminados colocados en portaobjetos de microscopio se dejaron deshidratar durante
aproximadamente 24 h al abrigo de la luz. Adicionalmente, se colecté el espectro SERS
blanco del sustrato 1 (sin analito), para ello se colocaron en los sustratos de gel de agar

20,0 uL del solvente empleado para cada uno de los fungicidas, y posteriormente se dejo

153



deshidratar durante 24 h. Inicialmente, el sistema formado por AgNPs inmovilizado sobre
gel de agar contaminado con TBZ fue estudiado con las distintas longitudes de ondas de
excitacion disponibles (476,5; 496,5 y 514,5 nm provistas por el laser de Ar'y 647,1 y
676,4 nm proporcionado por el laser de Kr') para determinar la longitud de onda de
excitacion mas eficiente para intensificar las sefiales SERS del TBZ. Con este fin, se
selecciond un sustrato SERS de gel agar contaminado con 4,0 ug/cm2 de TBZ deshidratado
durante 24 h y se midieron los espectros SERS; esto permitid determinar las condiciones

Optimas para realizar las medidas SERS.

Para determinar la eficiencia del segundo sustrato SERS flexible, basado en AgNSs
impregnado sobre papel de filtro de celulosa (sustrato 2) frente a los fungicidas,
primerolos sustratos fueron cortados en cuadrados de 1 cm” e inmovilizados sobre los
portaobjetos de microscopio con ojalillos plasticos autoadhesivos. Seguidamente se
colocd 10,0 uL de las distintas soluciones de diferentes concentraciones de TBZ y CBZ
sobre los sustratos; finalmente se dejo secar al abrigo de la luz durante ~ 1 h antes de
realizar la toma de los espectros SERS. De la misma manera que para el sustrato 1, se
evalué el blanco del sustrato 2 (sin analito). Para ello se colocé 10,0 uL del solvente
empleado para preparar las soluciones de cada plaguicida sobre los sustratos y se dejaron

secar durante ~ 1 h.

La preparacién de muestras empleadas para la deteccién de los fungicidas sobre
cascaras de frutas y vegetales realizadas para cada uno de los sustratos se describira en

este capitulo en la seccién 8.3.

8.4. Resultadosy discusion

A lo largo de esta seccién se expondran los resultados obtenidos y la discusion de
cada técnica empleada para ambos plaguicidas (tiabendazol y carbendazim). Para facilitar

su lectura se dividieron a su vez de acuerdo al fungicida estudiado.

8.4.1.Espectroscopias UV-Vis y FTIR

8.4.1.1. Tiabendazol

En la Figura 8.2. se muestran los espectros UV-Vis obtenidos para el TBZ en
metanol en diferentes concentraciones (5,0x10° a 5,0x10°° M). En el espectro

electrénico se observan fuertes absorciones en ~ 206, 235, 242 y 299 nm. El espectro
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UV-Vis del TBZ ha sido estudiado experimentalmente por varios autores empleando
destinos solventes como metanol [1, 5] y cloroformo [6]. Recientemente, se ha
reportado e interpretado el espectro de absorcién UV-Vis del TBZ en términos de las
transiciones electréonicas mediante el analisis de orbitales naturales de enlace (NBO) [7],
mostrando consistencia con los resultados experimentales de este trabajo. El espectro
UV-Vis sugiere la ausencia de resonancia o prerresonancia del analito a las longitudes de
ondas de excitacion de trabajo. De modo complementario, se ha determinado a partir
de los espectros electrénicos obtenidos a diferentes concentraciones para el TBZ el
coeficiente de extincion ( €99nm=24172187 M_lcm_l, R2=O,99993) obtenido para la

absorcion de 299 nm (Figura 8.3.).

Absorbancia

200 250 300 350 400

Longitud de ondas (nm)

Figura 8.2.: Espectros UV-Vis de soluciones de TBZ en metanol de diferentes
concentraciones. 5,0x10 M (linea roja); 3,3x10™ (linea azul); 2,5x10™ (linea rosa);

1,0x107° (linea verde) y 5,0x10°° M (linea negra). (Cut off del metanol: 205 nm).
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1,67

147 ¢ =24172(+87)M'cm’
1294 R’=0,99993
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081
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0.4

0,2 4

0,0 T T 1
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Figura 8.3.: Grdafico de absorbancia en funcién de las concentraciones de TBZ.
Coeficiente de extincion a 299 nm €=24172+87 M ‘cm™ obtenido a partir del ajuste

lineal (R=0,99993).

En la Figura 8.4. se muestra el espectro FTIR de TBZ sélido medido en la regidn
de 4000-600 cm ™. Tabafiez y col. [7] analizaron el espectro tedrico obtenido a partir de
métodos computacionales y determinaron que el espectro teérico mostraba gran
concordancia con el espectro IR experimental en la zona de 1800-800 cm ™. En la Tabla
8.3. que se presenta en la préxima seccion se indican los nimeros de ondas
vibracionales obtenidos experimentalmente y reportados para el analito, con las

asignaciones tentativas propuestas para el plaguicida.
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Figura 8.4: Espectro FTIR del TBZ sélido. Regidn: 3200-2400 y 1800-400 cm™*. Barridos:

64; Resolucién: 0,50 cm 2.

En la Figura 8.5. se muestra el espectro FTIR del TBZ en la regién de 600-150 cm ™.
Segun calculos tedricos reportados [7] para el espectro FTIR del TBZ, la banda observada
en ~ 270 cm ™ estd asociada a la torsién del grupo imidazol; mientras que las bandas en ~
490, 433 y 330 cm™ son asignadas a las torsiones de los grupos tiazol, fenil y a las

deformaciones de los anillos respectivamente.

0,08 1

536

0,06 1 433
490

0,041 270

Absorbancia

330
0,02 1

0,00 T T T T T T 1
600 550 500 450 400 350 300 250

Ndmero de ondas (cm™)

Figura 8.5.: Espectro FTIR del TBZ sélido. Region: 600-250 cm ™. Barridos: 32; Resolucién:

-1
4cm .
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8.4.1.2. Carbendazim

En la Figura 8.6. se muestra el espectro UV-Vis de una solucién etanolica 1,0x10™

M de CBZ medido en la region de 250-400 nm, en la que se observa el maximo de
absorcién en 287 nm. El espectro UV-Vis sugiere que no se esperan efectos Raman de

resonancia o prerresonancia cuando se emplean laseres visibles como fuente de

excitacion.

1,0 1

287 nm
0,8 1 280 nm

0,6

Absorbancia

0,4 -

0,2 1

070 v 1 v 1 v 1 v 1 v 1 v 1
250 275 300 325 350 375 400
Longitud de onda (nm)
Figura 8.6.: Espectro de absorcion UV-Vis de CBZ en etanol. (Cut off de la acetona: 210

nm).

En la Figura 8.7. se muestra el espectro FTIR de CBZ (muestra sdlida) medido en la
region de 4000-400 cm™ El espectro vibracional y las asignaciones de CBZ se encuentra

reportadas en la literatura [8,9,10] y en esta Tesis se discutiran mas adelante de manera

conjunta con el espectro Raman.
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Figura 8.7.: Espectro FTIR del CBZ sélido en la regién 3600-2200 y 1800-400 cm .

Barridos: 64; resolucién: 4 cm™™.

8.4.2. Evaluacion de los sustratos SERS frente a compuestos
benzimidazdlicos

A lo largo de esta seccidn se hard referencia a la evaluacién de los dos sustratos
desarrollados frente a los analitos en estudio, con el fin de extender posteriormente su
estudio a la deteccién de residuos de estos plaguicidas sobre cascaras de frutas y

vegetales.

8.4.2.1. Tiabendazol

Sustrato 1: Gel agar-AgNPs

Como se describié anteriormente, se determind la longitud de onda de excitaciéon
mas eficiente para las medidas SERS del sustrato 1 conteniendo TBZ. Para ello se exploré
un sustrato de gel de agar deshidratado y contaminado con ~ 4,0 ug/cm2 de TBZ con
diferentes lineas de excitacion. Como se puede observar en la Figura 8.8. las intensidades
de las sefiales SERS de TBZ obtenidas fueron mayores para las longitudes de ondas de
excitacion proporcionadas por el laser de Kr* (647,1 y 676,4 nm) siendo mas intensa la
linea de 647,1 nm. Todos los espectros SERS de TBZ fueron adquiridos empleando 100

mW como la potencia de salida del [3ser, a excepcidn de la longitud de onda de excitacidn
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de 476,4 con la que se trabajé a 50 mW por la gran fluorescencia de los espectros. Por
esta razon, se selecciond la linea roja (647,1 nm) para llevar a cabo todas las medidas

Raman y SERS.

14000 -
12000 -
10000 -

8000 -

6000

Intensidad Raman

4000 A

0000 e A

P ~

T T T T T T T T T
1600 1400 1200 1000 800

NUmero de ondas (cm™)

Figura 8.8.:. Espectros SERS de TBZ obtenidos para un sustrato de gel de agar
deshidratado conteniendo ~ 4,0 Mg/cm2 de TBZ medidas a diferentes longitudes de onda
de excitacién proporcionadas por el ldser de Ar* 476,5 nm (linea roja); 496,5 nm (linea
negra) y 514,5 nm (linea azul), y el ldser de Kr* 647,1 nm (linea rosa) y 676,4 nm (linea
verde). Potencia de salida del Idser de 100 mW (496,5; 514,5; 647,1y 676,4 nm) y 50 mW

(476,5 nm); tiempo de adquisicién: 10 s; 4 acumulaciones; objetivo 50x (0,75 NA)).

Luego de determinar la longitud de onda mas eficiente para realizar las medidas
Raman y SERS de TBZ, se colectd el espectro SERS del blanco del sustrato 1 (sin analito)
empleando el laser rojo (647,1 nm), el cual no presento sefiales que pudieran interferir en
los estudios posteriores. Seguidamente, se determind la eficiencia del sustrato 1 frente al
TBZ. Para ello, se midieron los espectros SERS de TBZ tomando entre 5-10 spots por cada
gel deshidratado. Los geles fueron contaminados intencionalmente con 20,0 uL de
diferentes concentraciones de TBZ en metanol (1,Ox10'2; 5,Ox10_3, 1,Ox10_3, 7,5x107%,
5,0x107*, 2,5x10™, 1,0x107™*, 7,5x107, 5,0x107, 2,5x107, 1,0x10™, 5,0x10°°, 1,0x10°° M).
En la Figura 8.9. se pueden observar los espectros SERS representativos para cada
concentracion de TBZ, donde se observa que la sefales decaen a medida que disminuye

la concentracién superficial sembrada.
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Figura 8.9.: Espectros SERS representativos de TBZ sobre geles de agar deshidratados y
sembrados con 20,0 uL de diferentes concentraciones de TBZ. (Longitud de onda de
excitacion: 647,1 nm; potencia de salida del laser: 100 mW; tiempo de adquisicién: 10 s; 4

acumulaciones; objetivo 50x (0,75 NA)).

Como se discutird mas adelante, las intensidades relativas de algunas bandas
Raman parecen cambiar en los espectros SERS no solo con la concentracidn superficial de
TBZ sino también con el spot medido. Ademas, también se observaron fluctuaciones en la
intensidad de varias bandas durante el tiempo de exposicidén del Iaser, principalmente en
la region comprendida entre 1275 y 1700 cm ™. Sin embargo, las bandas presentes en
1009 y 782 cm™! se mantuvieron estables durante la exposicion al laser y no mostraron
cambios significativos entre los espectros recolectados aleatoriamente. Por estas razones,
estas sefales se seleccionaron para posteriores analisis semicuantitativos.
Adicionalmente, como se menciond en el capitulo 6 el blanco del sustrato 1 presenta una
banda ~ 1000 cm™* que dificulta la medida del 4rea de la banda del TBZ ubicada ~ 1009
cm™, especialmente a de bajas concentraciones del analito. Por este motivo, se

selecciond la banda en 782 cm™ para realizar los anélisis posteriores.

A lo largo de la Tesis, se sintetizaron en diferentes oportunidades las AgNPs
(diferentes “batch”) y con ellas también se fabricaron distintos sustratos SERS lo que
permitid explorar la existencia de variaciones de los diferentes sustratos frente al TBZ,

fundamentalmente ocasionadas por usar batch diferentes de AgNPs. Como se menciond
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en el capitulo 5, las dispersiones de AgNPs permanecen relativamente estables durante
un periodo de 1 afio, por lo que se prepararon geles de agar empleando dispersiones de
NPs que fueron conservadas en la heladera. Es decir, cada sustrato es distinto ya que
puede provenir de Ag NPs preparadas en diferentes sintesis o que haya pasado ya un
tiempo de su preparacion. Por este motivo en cada experiencia se realizaron curvas de
calibraciones con el gel fresco. Para ello se graficd el area promedio calculada como el
drea bajo la curva de la banda seleccionada como representativa de TBZ, a 782 cm
frente a las diferentes concentraciones superficiales evaluadas para cada uno de sustratos
preparados, ya sea por pertenecer a un “batch” de AgNPs diferente o por haber
transcurrido diferentes tiempos desde su preparacion. Como se comentd anteriormente
en el capitulo 6, dado que la intensidad de SERS es proporcional al nimero de moléculas
adsorbidas en el sustrato, el grafico presentado en la Figura 8.10. puede considerarse
como una isoterma de adsorcién [11]. En esta Figura se presentan las isotermas de
adsorciones medidas como el drea de la banda a 782 cm™ en el espectro SERS frente a las
concentraciones superficiales de TBZ sembradas en los distintos sustratos desarrollados
en tiempos diferentes. Adicionalmente, en la figura se puede observar la variabilidad de
las medidas como la desviacién estandar (SD) de los spots tomados aleatoriamente (5-10
spots) mediante la barra de error para cada concentracién de TBZ. Como se puede
observar en la Figura 8.10., las sefiales obtenidas de los diferentes sustratos desarrollados
presentan un comportamiento semejante, aunque se observan variaciones con respecto

a las areas medidas
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Figura 8.10: Curvas de calibraciones (area del pico a 782 cm? integrada en el intervalo de
801 y 762 cm ! frente la concentracion superficial del TBZ) de los sustratos SERS
preparados en dias diferentes. Los espectros SERS fueron colectados en la regién 1800-
200 cm™* sobre el sustrato de gel de agar con AgNPs. (Longitud de onda de excitacion:
647,1 nm; potencia de salida del laser: 100 mW; tiempo de adquisicién: 10 s; 4

acumulaciones; objetivo 50x (0,75 NA)).

En la Figura 8.10 y con mas detalle en la Figura 8.11.a se observa que a bajas
concentracion de TBZ (0,10 a 0,40 pg/cmz) la intensidad SERS del analito se incrementa
linealmente con la concentracién sembrada de TBZ, lo que sugiere la adsorcion del
fungicida a la superficie metalica. A concentraciones mas elevadas las intensidades de las
bandas SERS se incrementan hasta que el sustrato se satura (a ~ 2,0 pg/cm?). A
concentraciones aun mayores, las intensidades SERS de TBZ decrecen (~ 5,0 ug/cmz) lo
gue podria sugerir posibles interacciones intermoleculares entre las moléculas adsorbidas
de TBZ en la superficie metalica. En la Figura 8.11.b. se muestra la zona de baja
concentracion donde se distingue el comportamiento lineal para dos sustratos
preparados en diferentes dias; este intervalo lineal se puede emplear con fines analiticos
semicuantitativos. Adicionalmente, en la Figura 8.11.b se puede ver el ajuste lineal de los
dos sustratos seleccionados a partir de las curvas de calibracion. Después de analizar el

comportamiento de los sustratos preparados en dias diferentes, se determiné que es
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recomendable para las determinaciones semicuantitativas realizar la curva de calibracion
junto con las medidas a realizar para la deteccion del analito, empleando el mismo
sistema (batch de nanoparticulas y gel de agar), ya que se pueden presentar pequefias
variaciones en las intensidades relativas del analito. Por otro lado, esto no es necesario si
el sustrato SERS se utiliza solo para realizar una prueba del tipo presencia-ausencia del
analito, donde no es necesario determinar la cantidad de sustancia presente sino su

presencia dentro de los limites de deteccidn de la técnica.
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Figura 8.11: a) Ampliacion de la zona lineal de la curva de calibracién de dos sustratos
SERS de gel de agar contaminados con diferentes concentraciones de TBZ. b) Regresion
lineal para dos calibraciones llevadas a cabo con sustratos SERS de batch de AgNPs de

diferentes dias.

El LD de TBZ se calculé usando la ecuacién 8.1. mencionada anteriormente en el
capitulo 7, donde S,, corresponde a la desviacidon estandar de la intensidad SERS del

blanco medida en el mismo intervalo de numeros de ondas, integrando la banda
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representativa de TBZ y “b” representa la pendiente de las curvas de calibracion en la
region lineal descripta anteriormente [12]. El valor de LD obtenido para ambas curvas de

calibracion que se muestran en la Figura 8.11.b fue de 30 ng/cmz.

LD = % (8.1.)

Por otro lado, con el fin de determinar la uniformidad y fiabilidad de los sustratos
frente al plaguicida se tomaron mapas SERS de los geles sembrados y deshidratados con
diferentes concentraciones del fungicida. En la Figura 8.12. se muestra uno de los mapas
SERS registrados, de 60 x 60 um tomados cada 5 um, de un sustrato SERS conteniendo
0,40 ug/cm2 de TBZ. El area de cada espectro fue integrada entre 801-762 cmt y
representada mediante un histograma que muestra los 121 espectros tomados y ajustado
con una curva normal. El analisis del mapa permitié estudiar la uniformidad del TBZ sobre
el sustrato SERS flexible basado en AgNPs soportado en el gel de agar, determinando la

fiabilidad del sustrato para el analisis de TBZ con tan solo pocas medidas (spots) SERS.
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Figura 8.12.: a) Mapa SERS de (60 x 60 um, tomado cada 5 um) del sustrato de gel de agar
deshidratado conteniendo 0,40 ug/cm2 de TBZ. El 4drea de cada espectro fue integrada
entre 801y 762 cm . b) Representacién del histograma de los 121 espectros tomados y
ajustado con una curva normal <A>= (2922 + 946) a.u. (Longitud de onda de excitacion:
647,1 nm; potencia de salida del laser: 100 mW; tiempo de adquisicion: 10 s; 2

acumulaciones; 50x objetivo (0,75NA)).
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Para comprender mejor el comportamiento del sustrato 1, se exploraron y
analizaron otros factores como son el cambio en las sefales SERS segun el grado de
deshidratacion del sustrato 1 conteniendo TBZ, su durabilidad en el tiempo (sin sembrar),
y su capacidad para encapsular al analito y conservarlo junto con su respuesta SERS a lo
largo del tiempo. Un mejor conocimiento del sustrato SERS permite optimizar las sefiales
SERS, lo que permite a su vez disminuir el limite de deteccién del analito, en este caso, de

TBZ.

La intensificacion de las sefiales SERS del TBZ en el sustrato 1 se ven afectadas por
el grado de hidratacion del sustrato SERS que contiene el analito. Cuando se llevan a cabo
las medidas SERS se observa un gran aumento de las sefiales cuando el gel de agar se
encuentra completamente deshidratado, lo que lleva aproximadamente 24 h. Este
fenédmeno se puede observar en la Figura 8.13., donde se muestran dos espectros SERS
de un mismo sustrato SERS de gel de agar que contiene 4,0 ug/cm2 de TBZ medido antes
y después de la deshidratacion. Este efecto de la deshidrataciéon puede ser interpretado
en términos de agregacion de las AgNPs por el secado del gel, promoviendo la formacién
de hot spots que conducen a mayores intensificaciones del campo electromagnético,
como se ha informado previamente en la literatura [13]. Las moléculas atrapadas en el gel
se distribuyen homogéneamente en el gel deshidratado, al menos cuando |Ia

concentracion de TBZ en la superficie es superior a 0,10 ug/cmz.

166



800 ~
700 -
600 -
500 -
400 - Gel de agar deshidratado

300 -+

Intensidad Raman

200 -+

100 4 Gel de agar hidratado

O N 1 N 1 N 1 N 1 N 1 N 1 N 1
1800 1600 1400 1200 1000 800 600 400

NUmero de onda (cm’)

Figura 8.13: Espectros SERS de TBZ medidos sobre un sustrato SERS flexibles de gel de
agar contaminados con 4,0 ug/cm2 de TBZ medidos recién preparado (hidratado) y luego
de 24 h (deshidratado). (Longitud de onda de excitacién: 647,1 nm; potencia de salida del

l[aser: 100 mW; tiempo de adquisicion: 10 s; 4 acumulaciones; objetivo 50x (0,75 NA)).

Adicionalmente, se realizaron pruebas experimentales para determinar si la
intensidad de las sefiales SERS del TBZ sobre el sustrato 1 se modificaba al realizar las
medidas de los espectros del lado donde se contamind el gel agar o si se realizaba del
lado opuesto. Para ello, se tomaron espectros SERS de ambos lados de un sustrato
contaminado con ~ 2,0 ug/cm2 de TBZ. Este estudio permitié reforzar lo mencionado
anteriormente, ya que las intensidades SERS del TBZ no se vieron afectadas, es decir, no
depende del lado del sustrato que se mida, una vez atrapado el analito en la matriz de
agar, el espectro puede recogerse de la superficie que estuvo en contacto con la muestra
o del otro lado, indistintamente. En la Figura 8.14. se muestra los espectros SERS
seleccionados de TBZ en sustrato de gel de agar que contiene 2,0 ug/cm2 recogidos de

ambos lados del sustrato.
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Figura 8.14.: Espectros SERS de TBZ medidos en la superficie del sustrato 1 que se
contaminé (linea rosa) y del lado opuesto no contaminado directamente (linea negra).
(Longitud de onda de excitacién: 647,1 nm; potencia de salida del laser: 100 mW; tiempo

de adquisicién: 10 s; 4 acumulaciones; objetivo 50x (0,75 NA)).

Como se menciond anteriormente, otro factor evaluado fue la capacidad del
sustrato SERS contaminado para conservar las sefiales SERS en el tiempo. Para ello, un
sustrato SERS seleccionado de gel de agar deshidratado que contenia 2,0 ug/cm2 de TBZ
se conservo a temperatura ambiente, protegido de la luz, y se midié periédicamente para
evaluar su capacidad para conservar las senales SERS en el tiempo. Las sefnales SERS se
observaron, con casi la misma intensidad, a lo largo de 22 meses después de su
preparacién y contaminacion con el plaguicida (Figura 8.15.). La capacidad de conservar
las moléculas atrapadas en el gel de agar, asi como la capacidad de conservar su actividad
SERS a largo tiempo, fue observado previamente para otros analitos, como el tiram

mencionado en el capitulo anterior [14], y el clorhidrato de cocaina [15].
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Figura 8.15.: Espectros SERS de TBZ de un sustrato 1 deshidratado y contaminado con 2
pg/cm2 de TBZ medidos a diferentes tiempos. Sustrato SERS fresco (linea negra); luego de
5 meses (linea roja); 16 meses (linea azul) y 22 meses (linea rosa). (Longitud de onda de
excitacion: 647,1 nm; potencia de salida del laser: 100 mW; tiempo de adquisicion: 10 s; 4

acumulaciones; objetivo 50x (0,75 NA)).

Finalmente, se investigd el tiempo que el sustrato de gel de agar con AgNPs
preparado en una caja de petri y conservado en la heladera puede ser utilizado como
plataforma SERS. Luego de su preparacién, el sustrato gel se conserva en heladera hasta
su uso; el gel puede ser utilizado dentro de aproximadamente los 10 dias de haber sido
elaborado, como se mencioné en un trabajo anterior informado [14]. La Figura 8.16.
muestra espectros SERS seleccionados de los sustratos de gel de agar con AgNPs de
diferente antigiiedad (todos conservados en la heladera), contaminados con 4,0 ug/cm2
de TBZ. Este analisis permitié determinar que a medida que el tiempo de conservacién del
sustrato fabricado aumenta, la respuesta SERS disminuye. Esto podria ser debido a que en
la heladera el gel comienza a deshidratarse, lo cual provoca que el sustrato pierda parte
de su capacidad encapsulante del analito comprometiendo su actividad SERS. Por esta
razén, para obtener mejores resultados SERS es recomendable utilizar, como ya se
menciond anteriormente, al sustrato dentro de los 10 dias posteriores a su preparacion.

El hecho de que deba emplearse un sustrato “fresco” para las medidas SERS puede ser
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compensado por la gran estabilidad de la dispersion de AgNPs ya que las mismas se
conservan estables por al menos un afio (capitulo 5) y el sustrato se prepara de manera

rapida y sencilla.
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Figura 8.16.: Espectros SERS seleccionados de sustratos de gel de agar conteniendo
AgNPs sembrados a diferentes tiempos de su preparacién. Los sustratos SERS fueron
contaminados con 4,0 pg/cm2 de TBZ para ser evaluado. Sustrato de 3 meses (linea
negra), 2 meses (linea roja), 1 mes (linea azul) y sustrato SERS de 4 dias de preparacién
(linea rosa). (Longitud de onda de excitacidon: 647,1 nm; potencia de salida del laser: 100

mW,; tiempo de adquisicion: 10 s; 4 acumulaciones; objetivo 50x (0,75 NA)).

Sustrato 2: Papel de filtro-AgNSs

Para determinar la eficiencia del sustrato 2 frente al tiabendazol, se impregné el
papel de filtro durante 15 s con la dispersién concentrada de AgNSs, y se dejé secar
durante aproximadamente 5 min. Posteriormente se cortaron papeles de 1 cm? y se
colocaron en un portaobjeto de microscopio sujetandolos con un papel de ojalillo
plastico. Los sustratos se contaminaron con 10,0 L de las distintas soluciones de TBZ de
diferentes concentraciones (1,Ox10_2; 5,0x107% 1,0x107%; 5,0x10™* 1,0x107% 5,0x10;
1,0x10™°; 5,Ox10'6; 1,0x10'6 M). Se dejo evaporar el solvente durante aproximadamente 1
h para posteriormente realizar el registro de los espectros SERS tomando por lo menos 5-

10 spots para cada concentracion. Todas las medidas SERS se llevaron a cabo empleando
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la longitud de onda de excitacion de 647,1 nm con el objetivo 50x (0,75 NA). En la Figura
8.17. se puede observar los espectros representativos de TBZ para cada una de las
concentraciones; el limite maximo alcanzado fue de 0,20 ug/cmz. Como se observa en la
Figura la minima concentracién detectada de TBZ con sustrato 2 fue similar al detectado
empleando el sustrato 1. De la misma manera al analisis realizado para el TBZ con el
sustrato 1, se trazd una curva de calibracidon para el sustrato 2 contaminado con
diferentes concentraciones de TBZ. En la Figura 8.18. se observa la curva de calibracién
medida como el drea de la banda presente a 782 cm™t (integrada en el intervalo de 801 a
762 cm™?) frente a la concentracién superficial de TBZ sembrada para los sustratos SERS
flexibles. Los espectros SERS fueron colectados en la region 1800-200 cm™ sobre el
sustrato 2. Si bien, como se observa en la Figura 8.18.b. es posible trazar una regién lineal
en la curva de calibracién en la zona de baja concentraciéon de TBZ, debido a las grandes
dispersiones obtenidas para este sustrato, se empled Unicamente el sustrato 2 con el fin

de determinar la presencia o ausencia del plaguicida.
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Figura 8.17: Espectros SERS de TBZ empleando sustrato SERS flexible basado en papel de
filtro impregnado con las AgNSs. (Longitud de onda de excitacién: 647,1 nm; potencia de
salida del laser: 100 mW; tiempo de adquisicion: 10 s; 4 acumulaciones; objetivo 50x (0,75

NA)).
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Figura 8.18.: a) Curva de calibracién de TBZ empleando el sustrato 2 (area integrada en el
intervalo de 801 a 762 cm™* frente a la concentracién de TBZ sembrada). (Longitud de
onda de excitacion: 647,1 nm; potencia de salida del laser: 100 mW,; tiempo de
adquisicion: 10 s; 4 acumulaciones; objetivo 50x (0,75 NA)). b) Representacién lineal de la

zona de baja concentraciones. Ajuste lineal; A =996 (+ 30) + 518 (£ 23) x C; R?=0,996.

8.4.2.2. Carbendazim

Para evaluar el segundo plaguicida (CBZ) se procedié de la misma manera antes
mencionada para el TBZ con ambos sustratos SERS desarrollados. Con este fin, el
plaguicida sélido fue inicialmente evaluado mediante espectroscopia Raman empleando
las diferentes longitudes de ondas de excitacidn visibles disponibles. Sin embargo, no fue
posible obtener senales del analito con ninguna de ellas debido a la fluorescencia de la
muestra sélida, que impidié visualizar las sefiales del CBZ. Estos resultados fueron
atribuidos a la presencia de impurezas en el plaguicida sélido adquirido. Como se
menciond en el capitulo 2, el problema de la fluorescencia se atenua utilizando lineas de
excitacion en el infrarrojo cercano como por ejemplo 1064,0 nm, donde es menos
probable que se exciten las transiciones electrdnicas de los analitos, de las impurezas o de
los materiales utilizados para fabricar los sustratos SERS. Se ha conseguido medir y
obtener el espectro FT-Raman del carbendazim sélido empleando la longitud de onda de
excitacion de 1064,0 nm mediante el empleo del espectrometro FT-Raman adquirido
recientemente por el CEQUINOR. El espectrémetro BRUKER; Modelo INVENIOR posee un
maoédulo Raman con un laser IR de Nd:YAG de 1064,0 nm, con una potencia maxima de

500 mW y un detector de Ge criogénico, con portamuestras motorizado XYZ. En la Figura
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8.19. se muestra el espectro FT-Raman de CBZ sélido junto con su espectro FTIR, y en la

Tabla 8.2. se resumen las asignaciones tentativas del CBZ en base a la literatura reportada

[16,17,18,].
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Figura 8.19.: Espectro FTIR de CBZ en pastillas de KBr (Barridos: 64; resolucién: 4 cm™) y
FT-Raman de CBZ sélido (Barridos: 32. Longitud de onda del Iaser: 1064,0 nm. Potencia de
salida del laser: 200 mW).

Tabla 8.2.: Asignaciones tentativas de las bandas principales de los espectros FTIR y FT-

Raman de CBZ sdlido, junto a las asignaciones tentativas de literatura.

Numero de ondas (cm™) .

Asignaciones

ETIR FT-Raman Raman Reportados tentativas

previamente

3058 3059 3064° v (C-H)

2950 2953 29552 v (C-H)

1713 1715 1714° v (C=0)

1525 1539 1538° d (NH)/ v (C—-N)

1475 1475 1475°% 1473°,1473¢ d (CH)/ & (CN)
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1287 1271 1271°, 1268°,1270° 8 (CH)/ & (CN)
1267 1264 1262°,1260°, 1260° 8 (CC)/ 8(NH)
1224 1225 1225°, 1218° 8 (NH)

1016 1021 1020°,10185, 1000°, 1018° 5 (CN)/ S(CCH?)/ V(0=
956 961 961°,960° 8 (CH), 8 (NCOOCH;)
753 754 751° & (CH)/ 8(CN)

732 725 724° 722", 723, 728° 8 (CC) / & (C—O—CHs)
619 620 6182 617°,617%,630° Vanillo; & (CC) anillo

v= estiramiento, 8= deformacién, ® [16]; ®[17]; € [18] °[19]

A pesar de los esfuerzos invertidos, no fue posible obtener sefiales SERS de CBZ
con los sustratos flexibles desarrollados. Este efecto puede ser interpretado en términos
de la poca afinidad de la molécula de CBZ sobre la nanoestructura metdlica de Ag, ya que
esto provocaria que la molécula no se aproxime lo suficiente a la superficie y no se
produzca el efecto SERS. Sin embargo, se ha publicado recientemente un gran volumen
de trabajos experimentales y calculos tedricos asociados a la deteccion del plaguicida
mediante espectroscopia Raman y SERS soportado sobre superficies de plata [16,18]. Esto
nos llevd a suponer que el CBZ no presenta afinidad por los sustratos que fueron
desarrollados en este trabajo. Es importante sefalar que la presencia de impurezas no
justifica la ausencia de sefiales SERS, si bien pueden interferir las medidas de los
espectros Raman a las concentraciones de trabajo en espectroscopia SERS el efecto de

impurezas no se observa en los espectros (no hay fluorescencia).
8.4.3. Caracteristicas espectrales del TBZ

En la Figura 8.20. se observa el espectro Raman y SERS del TBZ medidos con la
linea de excitacion de 647,1 nm. El espectro Raman del TBZ fue obtenido del sélido de
TBZ en un capilar de vidrio sellado, mientras que el espectro SERS de TBZ corresponde a
un sustrato 1 sembrado con ~ 2,0 ug/cm2 de TBZ. Ademas, en la Figura 8.21. se presenta
el espectro Raman de una solucion saturada de TBZ (4,0x107% M), junto con el espectro

Raman del metanol puro. En la Figura se observa que el espectro de la solucion
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concentrada del plaguicida se encuentra completamente dominado por las bandas del
metanol, que se superponen con las mas intensas observadas para TBZ, que se

encuentran aproximadamente en las mismas posiciones que el sélido.
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Figura 8.20.: Espectro Raman de TBZ (muestra sélida) (linea negra). (Longitud de onda de
excitacion: 647,1 nm; potencia de salida del laser: 200 mW; tiempo de adquisicién: 10's; 4
acumulaciones; objetivo 10x (0,25 NA)). Espectro SERS del TBZ sobre el sustrato AgNPs de
gel de agar conteniendo ~ 2,0 pg/cm2 de TBZ. (Longitud de onda de excitacién: 647,1 nm;

potencia de salida del laser: 100 mW; tiempo de adquisicién: 10 s; 8 acumulaciones;

objetivo 50x (0,75 NA)).
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Figura 8.21.: Espectro Raman de una solucién concentrada de TBZ en metanol (linea roja)
(Longitud de onda de excitacion: 647,1 nm; potencia de salida del laser: 200 mW; tiempo
de adquisicidon: 120 s; 8 acumulaciones; objetivo 10x (0,25 NA)) comparada con el
espectro Raman del metanol (linea negra). (Longitud de onda de excitacién: 647,1 nm;
potencia de salida del laser: 200 mW; tiempo de adquisicion: 20 s; 8 acumulaciones;

objetivo 10x (0,25 NA)).

Las bandas mas importantes de espectro Raman de TBZ sdlido, en solucién
metandlica y las bandas del espectro SERS se resumen en la Tabla 8.3. junto con sus
asignaciones tentativas. En la Figura 8.22. se presenta la numeracién de atomos de la
molécula de TBZ empleada para las asignaciones. La estructura de la molécula de TBZ est3
formada por un grupo bencimidazol y otro tiazol. Asimismo, el resto bencimidazol

consiste en anillos de fenilo e imidazol.

Figura 8.22.: Molécula de TBZ con la numeracion de atomos utilizado para las

asignaciones en la Tabla 8.3.
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Tabla 8.3.: Nimero de ondas (cm™) del espectro FTIR, Raman normal (muestra sélida), Raman de

la solucién concentrada (4,0x10™* M) y del espectro SERS del TBZ.

Ndmero de ondas (cm™)
B3LYP- . .
FTIR Raman Raman TBZen | D2/6 SERS Asignaciones
FTIR | Reportados | ., Reportados . SERS | Reportado | tentativas
solido a —b solucién | 31G /d,p
(7] [1°,77] [1]
[7]
1622 1622 1620 16243;1623b 1592 1629 1622 1624 v (C=C) Ph
1591 1592 1588 15807 1593° 1593 1596 1580 v (C=C) Ph
1579 1579 1575 1579° 1576 1574 1574 v(C3—C4)
1491 1492 1489 1494° 1501 v(C3-C2)
1480 1481 v (C4—N1)
1457 1455 1453 | 1456°% 1456" 1461 v (C2=N) Thi
1413 1412 1414 1416° 1419 | 1436 v (C4—-N3) Imi
1401 1403 1397 1357° 1369 | 1393 v (C~C) Ph
1357 1358 1355 1357° 1369 1349 v (C3—-N2) Thi
1309y v (C5—-N3)
a, b
1305 1306 1302 13067; 1303 1317 1334
1277 1278 1275 1276°% 1278° 1278 1275 1275 v(C5-N3)
1254 1254 1255 | 1256% 1257° 1273 & (N=H)
1231 1231 1233 1231° 1227 v (C6-N1)
1196 1197 1198 1199% 1201° 1207 1198 1198 0 (C2-H);
4 (C1-H)
1158 1158 1155 1157° 1157 - § (CH) Ph
1119 1120° 1119 - § (CH) Ph
1012 1013 1010 1014b,1011c 1017 1009 1009 v (C-C) Ph
986 986 984 989" 983 & (NCN) Imi
927 927 965 970" 967 Y (CH) Ph
6 (C3N2C1) /
903 902 896 900y 900° 893y 885 | 900
y y 8 (CC) Ph
875 874 875 879° 867 884 Vsimet (C1SC2)
770 780 778 782% 782" 779 783 782 782 Vot (C1SC2)

% v = estiramiento, & = deformacién en el plano, Ph = vibraciones del grupo fenilo, Thi = vibraciones
del anillo tiazol, Imi = vibraciones asociadas al grupo imidazol. ® Numero de ondas reportadas para
TBZ; B3LYP-D2/6-31G/ (d,p) y experimentales previamente reportados [7]; ¢ asignacion propuesta de
los espectros Raman y SERS experimentales [1].
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El espectro Raman del TBZ junto con las asignaciones ha sido reportado
previamente por varios autores como resultado de trabajos experimentales y tedricos
[1,7,20,21]. La asignacidn tentativa de la Tabla 8.3. se realizd no solo comparando las
reportadas en la literatura sino también utilizando el espectro calculado obtenido por la
Teoria del Funcional de la Densidad (DFT) (B3LYP/6-31+ G(d)). Los cambios mas
significativos en el espectro SERS en comparacién con el espectro Raman de TBZ sdlido
son; por un lado, el aumento de las bandas correspondientes a los modos de estiramiento
CH (banda ancha a ~ 3075 cm™), el aumento relativo en la banda a ~ 884 cm ™ que se
puede atribuir al modo de estiramiento simétrico CSC del resto tiazol y las bandas a 782 y
1009 cm™* asignadas al vanii (CSC) y v (C—C) del grupo fenilo, respectivamente. Por otro

lado, la regidén espectral entre 1574 y 1276 cm™

presenta modos de vibraciones que
involucran estiramientos de CN muestra una superposicion de bandas fluctuantes que
varian con la concentracién de TBZ y de spot a spot. Los cambios en la intensidad de las
sefiales pueden estar relacionados con la orientacion de la molécula de TBZ sobre la
superficie metalica [1]. Teniendo en cuenta la estructura molecular de TBZ, las moléculas
podrian adsorberse a través del par de electrones libres de los dtomos de N o S (o
ambos), lo que daria como resultado una orientacidn vertical hacia la superficie de las NP
de Ag, o a través de los electrones m del anillo, lo que daria como resultado una
orientacién plana de la molécula en la superficie (Figura 8.23.) [1,20,21]. El hecho de que
los modos vibracionales mas intensificados mostrados recientemente correspondan a
estiramientos junto con la fuerte presencia de las sefiales asignadas al resto tiazol de la
molécula de TBZ en el espectro SERS concuerda con una posible interaccion a través del
anillo tiazol dado lugar a una orientacion mas perpendicular a la superficie metdlica.
Olivera, M. J. S. y col. [1] propusieron basandose en calculos DFT de reactividad local que

la interaccién mas probable de la molécula de TBZ sobre una superficie de AgNPs tendria

lugar a través del atomo de S como se observa en la Figura 8.23.b.
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Figura 8.23.: Posibles orientaciones de la adsorcién de la molécula de TBZ sobre la
superficie de Ag a) orientacion plana de la molécula TBZ sobre sustrato de AgNPs y b)
orientacién oblicua de la molécula MB sobre sustrato de AgNPs. Esquemas tomados de

bibliografia [1,21].

Como se menciond al comienzo del capitulo, los espectros SERS obtenidos de TBZ
cambian no solo con la concentracidn superficial de TBZ sino también al cambiar de un
spot a otro, fundamentalmente en la regién de 1700-1275 cm™. En la Figura 8.24. se
presentan los espectros SERS de TBZ medidos con los sustratos 1 deshidratados vy
contaminados con 4,0 y 0,40 pg/cm? de TBZ, donde se recolectaron 10 spots diferentes
para cada una de las concentraciones. En los mismos se observaron cambios en los
espectros mayoritariamente en la regién espectral antes mencionada. Estas variaciones
podrian estar relacionadas con diferentes orientaciones de la molécula de TBZ sobre la
superficie metdlica [22,23] provocado por la diferencia de concentracién superficial de
TBZ. Ademads, el efecto del laser sobre la muestra, por el calentamiento local, por
ejemplo, puede afectar la orientacién de las moléculas adsorbidas provocando las

fluctuaciones observadas en los espectros SERS medidos.
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Figura 8.24.: a) Espectros SERS de TBZ contaminados con 4,0 pg/cm? de TBZ tomados en
10 spots aleatorios del mismo sustrato SERS de gel de agar. b) Espectros SERS de TBZ
contaminados con 0,40 pg/cm?” de TBZ tomados en 10 spots aleatorios del sustrato de gel

de agar.

8.4.4. Deteccion de residuos de plaguicidas en cascaras de frutas y
vegetales

Sustrato 1: Gel agar-AgNPs

Para la deteccidn in situ de residuos de TBZ en las superficies de las cadscaras de
frutas y verduras seleccionadas (manzana, frutilla, morrén verde, berenjena, pera vy
tomate), se procedié como se menciond en el capitulo 7. Se cortaron las cascaras de 1
cm” previamente lavadas y se contamind intencionalmente la superficie de cada una de
ellas con 20,0 o 25,0 L de soluciones metandlicas de TBZ de diferentes concentraciones
alcanzandose concentraciones superficiales desde 5,0x10* hasta 4,0 ng/cm. Luego de
unos minutos de evaporado el solvente, se realizd el proceso de micro-extraccién sobre
cada una de las cdscaras de frutas y vegetales contaminadas. Para ello, se colocaron
primero 20,0 o 25,0 uL de metanol sobre las superficies de las frutas y vegetales
previamente sembradas, es decir el mismo volumen empleado en la contaminacién, para
disolver el fungicida que fue absorbido o que penetrd en la cdscara. En un segundo paso
2

se frotd cada superficie de cascara de las frutas y vegetales con el sustrato 1 de 1 cm

durante aproximadamente 15 s. Finalmente, los sustratos SERS se colocaron en
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portaobjetos de microscopio y se dejaron deshidratar a temperatura ambiente durante
24 h antes de las medidas SERS. Adicionalmente, se prepararon controles de cada una de
las frutas y verduras seleccionadas. Para ello, se colocaron 20,0 o 25,0 uL de metanol
sobre cada una de las superficies de las frutas y vegetales previamente lavadas con agua
de la canilla y enjuagadas con agua milli-Q. Después de secado el solvente, se colocé
nuevamente el mismo volumen de solvente empleado en el paso anterior y se frotaron
las cdscaras empleando el gel de agar con las AgNPs. Los geles de los controles (blancos)
de las cdscaras de frutas y vegetales también se dejaron secar durante aproximadamente
24 h hasta su total deshidratacién sobre portaobjetos para poder llevar a cabo las
medidas SERS. En la Figura 8.25. se muestran algunas de las frutas y verduras
seleccionadas lavadas y cortadas de 1 cm? para el proceso de contaminacién,

microextraccion y deteccién de TBZ.

Figura 8.25.: Cascaras de frutas y vegetales (frutilla, morrén verde y manzana) cortadas

de 1.cm?.

Los espectros SERS para la mayoria de las cascaras de frutas y vegetales controles
no mostraron sefiales significativas, lo que demuestra que las posibles moléculas
presentes en las superficies lavadas de las cdscaras no interferirdn en la deteccién de TBZ.
Una de las excepciones observadas fue para el control de la cascara de morrén que
mostro sefales que podrian estar asociadas a la presencia de TBZ en bajas

concentraciones (Figura 8.26.).
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Figura 8.26.: Espectros SERS de los blancos o controles de las cascaras de frutas vy
vegetales lavadas luego del proceso de microextraccién con el sustrato 1. Las lineas de
base de los espectros seleccionados fueron corregidos. (Longitud de onda de excitacion:
647,1 nm; potencia de salida del laser: 100 mW; tiempo de adquisicién: 10 s; 4

acumulaciones; objetivo 50x (0,75 NA)).

Es importante destacar que dos de las tres peras seleccionadas para estudiar el
fungicida en este trabajo de Tesis presentaron en su control sefiales; una de ellas
presentd un espectro consistente con el TBZ, mientras que la otra presentd sefiales muy
intensas que no pudieron asignarse a ninguna sustancia. En la Figura 8.27. se muestran
los espectros SERS de los blancos de las cascaras de peras. Cada espectro corresponde a
una pera diferente, comprada en verdulerias diferentes. Es importante destacar que para
realizar los ensayos que permitieron determinar hasta qué concentraciones superficiales
es posible detectar TBZ con el método propuesto se emplearon cdscaras cuyos espectros

blancos estaban libres de seriales.
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Figura 8.27.: Espectros SERS de los blancos de las cascaras de peras. Cada espectro
corresponde a una pera diferente comprada en verdulerias diferentes. Las superficies se
trataron con el mismo volumen de metanol empleado en el proceso de contaminacion.
(Longitud de onda de excitacién: 647,1 nm; potencia de salida del laser: 100 mW; tiempo

de adquisicidon: 10 s; 4 acumulaciones; objetivo 50x (0,75NA)).

En la Figura 8.28. y Figura 8.29. se observan los espectros SERS de TBZ extraido de
las cdscaras de frutas y vegetales (berenjena, morrén verde, tomate, frutilla, manzana y
pera) empleando el sustrato 1. Como se observa en la primera figura, para la berenjena y
el morrdén verde el limite de deteccién mas bajo de TBZ fue de 50 ng/cmz, mientras que
para la cascara de tomate la concentracion superficial mas baja que se pudo detectar fue
de 0,50 ug/cmz. Como se puede observar en la Figura 8.29. para la frutilla el valor mas
bajo detectado en este trabajo fue de 0,50 pg/cm? mientras que para las cascaras de

manzana y pera fueron de 0,20 },lg/cm2 y 40 ng/cmz, respectivamente.
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Figura 8.28.: Espectros SERS del TBZ extraido de a) Cascara de berenjena; b) Cascara de

morrén verde; c) Cascara de tomate. Longitud de

onda de excitacién: 647,1 nm; potencia

de salida del laser: 100 mW; tiempo de adquisicion: 10 s; 4 acumulaciones; objetivo 50x

(0,75 NA).
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Figura 8.29.: Espectros SERS del TBZ extraido de a) Cascara de frutilla; b) Cascara de
manzana; c) Cascara de pera. Longitud de onda de excitacidon: 647,1 nm; potencia de
salida del laser: 100 mW; tiempo de adquisicion: 10 s; 4 acumulaciones; objetivo 50x (0,75
NA).
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Durante este trabajo, se evalué ademas la capacidad de recuperacion de TBZ,
mediante el proceso de microextraccidon, de las distintas frutas y vegetales. Para
determinar el porcentaje de recuperacion de TBZ sobre cada una de las cascaras de frutas
y vegetales empleando el sustrato 1 se utilizé la curva de calibraciéon en la zona lineal
correspondiente al dia de la medida de la fruta o verdura y Unicamente se estimé la
recuperacién para valores de areas obtenidos dentro de ese rango lineal, ya que para
concentraciones superficiales elevadas los valores de area obtenidos caen dentro de la
zona de saturacién del sustrato. Las recuperaciones del fungicida se estimaron
comparando la concentracién superficial sembrada intencionalmente sobre las cascaras
con los valores obtenidos después de medir el area de la banda de 782 cm e ingresando
con este valor en la curva de calibracion. Los porcentajes de recuperaciones mas altos
estimados se obtuvieron para el morrén verde y berenjena, aproximadamente el 100 %
del fungicida se recuperd de las cdscaras durante la primera extraccién, mientras que,
para las cdscaras de pera, tomate y manzana, las recuperaciones estimadas resultantes
fueron comparables, siendo ~ 60-50 % para todos ellas. El valor de recuperacion mas bajo
se obtuvo para la frutilla ya que solo se pudo recuperar ~ 12 % del TBZ adicionado a la
superficie mediante el método propuesto. Las variaciones observadas en el grado de
recuperaciéon de TBZ sobre las distintas superficies de las frutas y vegetales se atribuyen a
las diferencias en las propiedades superficiales que tienen las mismas, ya que afecta el
grado de penetracién del fungicida hacia el interior de la fruta o vegetal. Estas diferencias
son las responsables de los diferentes limites de deteccién de TBZ en las diferentes
cascaras de frutas y verduras. Ademas, se examind el grado de recuperacion luego de
sucesivas microextracciones con el sustrato 1 sobre una cascara de manzana de un 1 cm?
contaminada con 0,40 ;,tg/cm2 de TBZ. Para ello se realizaron varias microextracciones
hasta no observar sefial SERS del TBZ. En la Figura 7.30. se muestran espectros SERS de
TBZ obtenidos luego de las extracciones sucesivas realizadas sobre la superficie de una
cascara de manzana que fue contaminada inicialmente con 0,40 ug/cm2 de TBZ. Después
de la primera extraccion, el porcentaje de TBZ recuperado de la cascara fue ~ 60 %,
dejando una concentracién superficial de ~ 0,16 pg/cm® Luego de una segunda
microextraccidn sobre la misma cascara de manzana el analito recuperado fue de ~ 70 %,

lo que deja una concentracién superficial de ~ 0,050 ug/cmz. Finalmente, en una tercera
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microextracciéon no se observo seiial de SERS, lo que estd de acuerdo con el limite

alcanzado para la cdscara de manzana de 0,20 ug/cmz.
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Figura 8.30.: Espectros SERS de TBZ luego de varias extracciones realizadas sobre una
misma cascara de manzana contaminada inicialmente con 20,0 pyL de una solucidn
1,00x10* M de TBZ. Longitud de onda de excitacion: 647,1 nm; potencia de salida del

l[aser: 100 mW; tiempo de adquisicion: 10 s; 4 acumulaciones; objetivo 50x (0,75 NA).

Finalmente, para comparar la minima concentracién detectada en este trabajo de
Tesis para la cascara de manzana con los LMR establecido por los sistemas de
regulaciones para el TBZ, se calculé la concentracidon minima detectada de TBZ en ppm.
Para ello, se hicieron algunas consideraciones. Por un lado, se considerd una manzana de
forma esférica y se midié el didmetro, lo que arrojé un valor de ~ 8 cm, comparable con el
tamafio promedio de las manzanas [24] y, ademas, se considerd que el plaguicida esta
presente Unicamente en la cascara de la misma. Con estas consideraciones se determiné
que la cantidad total de TBZ que se pudo detectar fue de ~ 40 ug (0,20 ug/cm2 x 200
cmz)(superficie aproximada de la manzana calculada como 4 w r?). Por otro lado,
considerando el peso de la manzana de alrededor de 220 g, la concentracion minima
estimada (en ppm) detectada por el método desarrollado fue de ~ 0,20 ppm por
manzana. Esto permitidé comparar la concentracion superficial minima detectada con los
valores de LMR establecidos por las agencias gubernamentales, siendo los LMR

establecidos un orden de magnitud superior al detectado con esta metodologia.
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Sustrato 2: Papel de filtro-AgNSs

Para la deteccidon de residuos del fungicida en las cascaras de frutas seleccionadas
(manzana y pera), se cortaron cascaras de 1 cm” previamente lavadas y se contaminaron
intencionalmente las superficies con 10,0 pL de soluciones de TBZ de diferentes
concentraciones. Luego de que las soluciones se secaran de la superficie de las frutas se
llevd a cabo el proceso de microextraccion. Para ello, se colocé sobre las superficies de los
frutos 10,0 uL de metanol y se frotd la superficie de las cascaras con el sustrato de papel
de filtro de celulosa impregnado de AgNSs de 1 cm” durante 15 s. Posteriormente, los
sustratos se colocaron en portaobjetos de microscopio dejandolos secar
aproximadamente 1 h. Adema3s, se prepararon sustratos sin analito como control o blanco
de las cdscaras de manzana y pera. Para ello, se frotaron las cdscaras con el sustrato

durante 15 s luego de adicionar 10,0 puL de metanol (Figura 8.30.).
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Figura 8.30.: Cascaras de frutas (manzana y pera) y sustratos SERS flexible empleado para

la microextraccion .

Los espectros SERS de los de controles de las cédscaras de frutas no mostraron
sefiales que pudieran interferir en el proceso de deteccidn del plaguicida, asegurando de
esta manera que las bandas observadas en los espectros SERS corresponden al analito en
estudio. En la Figura 8.31. y Figura 8.32. se muestran los espectros SERS representativos
de la extraccién de las cdscaras de manzana y pera de los 5-10 spots colectados para cada
concentracion. Las minimas concentraciones detectadas luego de la extraccién sobre las

cascaras de manzana y pera fueron de 1,0 y 0,20 pg/cm?, respectivamente.
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Figura 8.31.: Espectros representativos extraido de las cascaras de manzanas
previamente contaminadas con 10,0 uL de diferentes concentraciones de TBZ. (Longitud
de onda de excitacion: 647,1 nm; potencia de salida del Idser: 100 mW; tiempo de

adquisicion: 10 s; 4 acumulaciones; objetivo 50x (0,75 NA)).
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Figura 8.32.: Espectros representativos extraido de las cascaras de pera previamente
contaminadas con 10,0 plL de diferentes concentraciones de TBZ. (Longitud de onda de

excitacion: 647,1 nm; potencia de salida del laser: 100 mW; tiempo de adquisicién: 10 s; 4

acumulaciones; objetivo 50x (0,75 NA)).
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8.5. Conclusiones

Inicialmente, se caracterizaron los plaguicidas TBZ y CBZ mediante el andlisis de los
espectros de absorcién UV-Visible y FTIR. Estas técnicas permitieron la identificacién de
ambos fungicidas basados en literatura previamente reportada. Ademas, mediante esta
técnica se descartd la posibilidad de observar efectos Raman resonantes o

prerresonantes con las lineas de excitacion visibles disponibles.

El sustrato SERS flexible basado en AgNPs inmovilizada en gel de agar (sustrato 1)
resulto eficiente para la determinacion de TBZ mostrando uniformidad y reproducibilidad.
En cuanto a la evaluacién del segundo sustrato, AgNSs soportado sobre papel de filtro
(sustrato 2), los resultados fueron inferiores que a los del gel. Las pruebas realizadas para
determinar si las sefiales SERS del TBZ sobre el sustrato 1 se modificaban al realizar las
medidas del lado donde se contamino el gel de agar o del lado opuesto permitid
determinar que las intensificaciones no dependen del lado del sustrato que se mida, ya
gue, una vez atrapado el analito en la matriz de agar el espectro puede recogerse de la

superficie que estuvo en contacto con la muestra o del otro lado, indistintamente.

Los limites de deteccién mas bajos alcanzadas de TBZ extraido de las frutas y
vegetales empleando el sustrato 1 para el morrén y berenjena fueron de 50 ng/cm?. La
concentracion mas baja que fue posible detectar de TBZ en cascaras de tomate vy frutilla
fue de 0,50 ug/cm2 y para manzana y pera de 0,20 ug/cm2 y 40 ng/cmz, respectivamente.
Con el empleo del sustrato 2 empleado para extraer el fungicida, la concentraciéon mas
baja detectada para cascara de manzana y pera fue de 1,0 y 0,20 p.g/cm2
respectivamente. En la Tabla 8.5. se muestra una comparacién de los LD alcanzados con
diferentes sustratos SERS flexibles empleados para la extraccidon de TBZ sobre diferentes
frutas y vegetales reportados en la literatura. Como se puede observar, los métodos
descritos en este trabajo para TBZ muestran LD comparables en las cascaras de frutas y

vegetales cuando se comparan los limites obtenidos con los reportados previamente.
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Tabla 8.5.: Comparacién de los limites de deteccion de diferentes sustratos SERS

desarrollados reportados para la extraccion de TBZ sobre cascaras de frutas y vegetales.

" Concentracién su perficial detectada.

Sustrato SERS Matriz estudiada LD Referencia
Sustrato de cinta adhesiva con A Superficie de _
. & per 10°M [25]
nanovarillas espinacas
fici
Sustrato de matriz de nanovarillas de Au Superficie de 0,06 ppm [26]
manzana
Nanoparticulas de Au/Ag sembradas sobre Superficie de 15,1 27]
acetato de celulosa manzana ng/cm’
: f
Micela de poliuretano/coloide Ag Cascara de frutas y 20 ng/mL [28]
vegetales
Coloide de Au Manzana 0,1 ug/g [29]
. . Superficie de
D A h
endritas de Ag en hisopo manzana 0,1 ug/g [30]
Nanofibras de celulosa recubiertas con
AgNPs Manzana 5 ppm [31]
AgNPs en hidrogel Cascara de naraja 2,5 [32]
g g J ng/cmz
3 0,20 jS.
AgNPs gel Cascara de } ) Esta tesis
manzana He/cm Sustrato 1
Céscara de pera 40 .
E. .
AgNPs gel ng/em? sta tesis
Sustrato 1
Cdscara de tomate 50 Esta tesis
AgNPs gel y frutilla ng/cm’ '
Sustrato 1
Céascara de 0,50 £ .
) ) 5 sta tesis.
AgNPs gel berenjenay morrén | pug/cm
Sustrato 1
) Céascara de 1,0 i Esta tesis.
AgNSs papel manzana ug/cm
Sustrato 2
) Céscara de pera 0,20 L | Esta tesis.
AgNSs papel ug/cm
Sustrato 2
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CAPITULO 9

CONCLUSIONES
GENERALES



9.1. Conclusiones generales

Este trabajo de Tesis Doctoral se ha desarrollado con el objetivo general de
desarrollar y caracterizar nuevos sustratos SERS para ser empleados en la deteccion de
contaminantes, fundamentalmente plaguicidas. Una vez desarrollados los sustratos
capaces de determinar las sustancias de interés, se planteé como objetivo desarrollar
metodologias que permitan el empleo de dichos sustratos para la deteccion in situ de
la presencia de estos plaguicidas seleccionados en cascaras de frutas y vegetales
(manzana, pera, frutilla, tomate, morrén verde, berenjena, cereza). Inicialmente, se
sintetizaron dos tipos de nanoparticulas de plata de diferentes morfologias (AgNPs:
nanoparticulas “esféricas” de Ag y AgNSs: nanoestrellas de Ag) y se caracterizaron
mediante espectroscopia UV-Vis y microscopias electrénicas (STEM y SEM), lo que
permitid determinar la longitud de onda correspondiente a la resonancia de los
plasmones superficiales, asi como también, las distribuciones de forma y tamafio de las
nanoparticulas sintetizadas. Ademads, las dispersiones de NPs preparadas fueron
evaluadas para determinar su estabilidad en el tiempo mediante su seguimiento por
espectroscopia UV-Vis, mostrando que las dispersiones de AgNPs “esféricas”
resultaron estables por al menos un afio. Las NPs sintetizadas se emplearon en el
desarrollo de dos sustratos SERS flexibles; por un lado, el sustrato 1 a base de AgNPs
soportadas en un gel de agar y por el otro, un sustrato formado por papel de filtro de
celulosa impregnado con AgNSs, sustrato 2. Ambos sustratos presentan bajos costos,
son de facil fabricacién y permiten la realizaciéon de determinaciones directas e in situ
de los analitos de interés sobre las superficies planteadas, en el caso de esta Tesis
cascaras de frutas y vegetales. Las plataformas fabricadas fueron caracterizadas por
espectroscopia UV-Visible DRS y evaluadas inicialmente frente a la molécula de prueba
azul de metileno (MB), para luego evaluar su actividad frente a los plaguicidas
seleccionados y ser aplicadas en la deteccidn de los mismos sobre las superficies de
cascaras de frutas y vegetales. El sustrato 1 resultd ser el mas sensible llegando a
detectar concentraciones superficiales de ~ 3 pg.cm™2 para el MB lo que corresponde a
aproximadamente 60 moléculas/spot, considerando que el tamafio del spot laser es de

aproximadamente 1 umz. El sustrato 2 no pudo ser evaluado frente al MB ya que se
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observé mucha fluorescencia en las medidas Raman. Por dicho motivo, se determind

su eficiencia directamente empleando los plaguicidas seleccionados.

Los plaguicidas estudiados fueron: tiram, tiabendazol y carbendazim. Todos
fueron evaluados con ambos sustratos, determinando las mejores condiciones
experimentales y los LD alcanzados para cada sustancia con cada sustrato. El sustrato 1
presentd gran uniformidad frente a las especies estudiadas. Las sefiales SERS
provenientes del analito se incrementan a medida que el sustrato se deshidrata, ya
que durante el proceso de deshidratacién el gel de agar encapsula al analito mientras
se acercan las AgNPs, incrementando el niumero de hot spots y por ende la respuesta
SERS de la molécula en estudio. Los sustratos deshidratados conteniendo los
diferentes analitos analizados mostraron sefiales SERS luego de varios meses de
preparados, demostrando la capacidad que presenta el gel de agar de encapsular y

conservar tanto a las moléculas de analito como a las particulas metalicas.

Finalmente, se emplearon los sustratos SERS flexibles para detectar residuos de
plaguicidas (tiram, tiabendazol y carbendazim) en cdscaras de diferentes frutas y
vegetales mediante el desarrollo de diferentes metodologias in situ para extraer los
plaguicidas de las cascaras, para posteriormente realizar las determinaciones. Las
plataformas SERS flexibles desarrolladas y empleadas como “sello” permitieron extraer
y detectar trazas de los agroquimicos ensayados en cascaras de frutas y vegetales por
debajo de los limites establecidos por los entes de regulacién nacional e
internacionales. En este trabajo se ha llegado a detectar concentraciones superficiales,
por ejemplo para la cdscara de manzana de 0,006 ng/cm2 de tiram con el sustrato 1y
0,024 pg/cm? con el sustrato 2, mientras que para el tiabendazol fue posible detectar
0,20 ug/cm2 empleando el sustrato 1y 1,0 ug/cm2 con el sustrato 2. Adicionalmente,
mediante el analisis comparativo de los espectros Raman y SERS, junto con la literatura
reportada, se lograron proponer los mecanismos de adsorcidon de las moléculas de

tiram y tiabendazol sobre la superficie de las NPs de plata.
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