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Resumen

En esta tesis se presenta un estudio, utilizando espectroscopia Raman, para la
deteccidn de contaminantes (pesticidas organofosforados) sobre algunas matrices agricolas,
asi como también su aplicacion en € campo de la agricultura, estudio de niveles de
clorofilay B-caroteno. Se presenta €l andlisis y registro de espectros Raman de muestras
estandares en el sistema NIR-Raman; se desarrolla un método para la deteccion de
pesticidas sobre una muestra agricola real. Ademas, se presenta una expresion matematica
aternativa para e andlisis cuantitativo de muestras liquidas. La cual fue usada para la
medicion de ingredientes activos de pesticidas, para la medicién de varios compuestos
(solventes) en mezclas y para la medicién de algunos compuestos, desde altas
concentraciones (porcentaje en volumen) hasta niveles de partes por millén. Se
implementaron dos técnicas de andlisis para €llo: andlisis de las muestras a través de viales

de vidrio transparente y andlisis de las muestras sobre un substrato de aluminio.



Prefacio

Todo € trabago que se encuentra involucrado aqui forma parte de mi Tesis Doctoral
en Ciencias (Optica) realizado en e Centro de Investigaciones en Optica, A.C. — CIO,
México.

El objetivo de este trabgjo fue € de encontrar un méodo para la deteccion de
contaminantes en la agricultura mediante espectroscopia Raman. En el recorrido de este
camino hemos encontrado varias dificultades que poco a poco hemos tenido que afrontarlos
e ir solucionandolos en la medida de nuestras posibilidades y de la realidad presentada. De
alguna manera, estas dificultades nos ayudaron para entender la espectroscopia Raman, y a
lavez, conocer sus ventgjasy desventajas como unatécnica analitica.

Este trabagjo no pretende abordar todos los puntos de la espectroscopia Raman, ya
que ésta es muy amplia en aplicaciones y en técnicas, para lo cual hay muchos libros
especializados. Pero alavez hemos querido considerar y reunir en esta tesis algunos puntos
como los fundamentos bésicos del efecto Raman y otros en los apéndices para que ala vez,
esta tesis, pretenda dar un alcance de los temas involucrados en esta técnica y sirva de
ayuda para los que, como yo, recién seinician en el estudio de esta rama de la ciencia. En
esta tesis la espectroscopia Raman fue orientada a una aplicacion especifica, obteniéndose
en e camino algunas técnicas de andlisis y expresiones matematicas alternativas para la
deteccion y medicion de los contaminantes utilizados en el trabgjo.

Esta tesis consiste de 5 capitulos y apéndices. El primer capitulo hace una
introduccién de la historia y de los principios basicos de la espectroscopia Raman, y
ademas, se prefirio incluir en este capitulo la discusion del tema principal de esta tesis en
una seccion, es decir como una aplicacion de la técnica Raman; €l segundo capitulo hace
unaintroduccion sobre los plaguicidas y sus efectos toxicos en la salud del ser humano y su

impacto en e ambiente; e tercer capitulo presenta los equipos usados y las técnicas de



andisis aplicadas en la realizacion del presente trabgo; € cuarto capitulo presenta los
resultados alcanzados en € trabajo y e andlisis respectivo; €l quinto capitulo presenta las
conclusiones obtenidas en todo el trabgjo, ademas de las perspectivas y aplicaciones de
trabajos futuros, y por Ultimo, se consideran unos cuantos apéndices para complementar €l

trabgjo de latesis.

Roberto Y sacc Sato Berru
Aguascalientes — México
2003
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Capitulo 1

Espectroscopia Raman

1.1 Historia de la espectr oscopia Raman

El efecto Raman fue predicho tedricamente por Smekal en 1923 pero fue
demostrado experimentalmente primero por Raman. En 1928, cuando Sir Chandrasekhra
Venkata Raman descubrié € fendmeno que lleva su nombre, Unicamente instrumentos
rusticos fueron disponibles. En el estudio de muestras liquidas, Sir Raman uso laluz del sol
como lafuentey un telescopio como e colector; sus ojos fueron usados como el detector.

Gradualmente, los progresos en los componentes diversos de la instrumentacion
Raman lo colocaron en su sitio. En el comienzo, los investigadores estuvieron concentrados
en el desarrollo de mejores fuentes de excitacion. Varias lamparas fueron desarrolladas (g.
Helio, bismuto, plomo, zinc). Aquellos probaron ser insatisfactorios a causa de la baja
intensidad de la luz. Las fuentes de mercurio también fueron desarrolladas, en principio

para otros propositos, pero desde 1930 fue utilizado para € fendmeno Raman hasta €l



advenimiento de los laseres. En 1962 |las fuentes |&ser fueron desarrolladas para usarlas con
|a espectroscopia Raman.

Los progresos también ocurrieron en los sistemas de deteccion para mediciones
Raman. Al principio las mediciones originales fueron hechas usando placas fotogréficas,
luego aparecieron los instrumentos fotoel éctricos, desarrollados después de la Segunda
Guerra Mundial. En este modo fotoeléctrico, un fotomultiplicador fue usado como el
detector en un equipo Raman. La camara CCD (Charge Coupled Devices) es otro de los
detectores acoplados recientemente en espectroscopia Raman.

Desarrollos en las épticas de la instrumentacion Raman empezo en la década de los
sesenta. Se descubrié que un monocromador doble remueve la luz de la fuente mas
eficientemente que un monocromador simple. Después, un monocromador triple fue
introducido, la cual fue més eficiente para remover la luz de la fuente. Las regillas
hologréficas aparecieron en 1968, las cuales se sumaron a la eficiencia de la coleccion del
esparcimiento Raman.

Esta breve descripcion del desarrollo en la instrumentacion Raman nos da una idea
del camino que tuvo que recorrer esta técnica en sus inicios. Ahora los espectros Raman se
pueden obtener por espectroscopia de transformada de Fourier, conocido como los
instrumentos FT-Raman, por espectroscopia Raman No-lineal, por microscopia Raman, por
espectroscopia Raman de aumento superficial (SERS), entre otras técnicas Raman, las
cuales, se pueden encontrar en libros especializados y publicaciones [1-6].

La espectroscopia Raman y sus diversas técnicas estan ahora encontrando
aplicaciones a través de un amplio rango de areas de investigacion, como en la bioquimica,
biologia, medicina, estado sdlido, quimica estructural, aplicaciones industriales entre otras
[7-10].



1.2 Efecto Raman

Cuando un haz de luz monocromética incide sobre un conjunto de moléculas, la
mayoria de los fotones son esparcidos elasticamente. Por |o tanto, los fotones esparcidos
tienen la misma energia (frecuencia) y longitud de onda como los fotones incidentes. Sin
embargo, una cantidad pequefia de luz (aproximadamente 1 en 10 fotones) es esparcida a
frecuencias Opticas diferentes, usualmente mas bajos que la frecuencia de los fotones
incidentes. El proceso que conlleva este esparcimiento inelastico es conocido como €l
efecto Raman.

Ladiferencia de energiaentre e foton incidente y el fotén Raman-esparcido esigual
a la energia de la vibracion de un enlace de la molécula en estudio. Una gréfica de la
intensidad de la luz esparcida versus una constante proporciona a la diferencia de energia,
es un espectro Raman.

Cuando la luz interacciona con la materia, dependiendo de |la energia de la fuente
de excitacion, se presentan varios procesos de esparcimiento de la luz. En la Figura 1 se

muestran estos diferentes mecanismos de esparcimiento.

3 Estado
1 12 elecironico
p excitado
. '
E  Estados
el virtuales
L]
™
I o ™
£
i
a
Estado
> > > 1: elecironico
h » » » » » l] ﬁmﬂmnenia].
a h c d 3

Figura 1. Mecanismos de varios procesos de espar cimiento de la luz. (a) Rayleigh, (b) Raman

no-resonante, (¢) Raman pre-resonante, (d) Raman resonantey (€) fluorescencia resonante.



De acuerdo alateoria clasica, €l esparcimiento Raman se produce por los cambios
que tienen lugar en la polarizabilidad («) de una molécula durante la vibracion. La
polarizabilidad es una medida de lafacilidad con la cua pueden distorsionarse las nubes de
electrones que estan alrededor de los d&omos en la molécula. Los &omos méas pesados
tienen nubes electronicas mas grandes 'y en consecuencia tienen mayores polarizabilidades
individuales. Cuando una molécula que vibra interactlia con el campo eléctrico de un haz

incidente de radiacion electromagnética (el haz |aser), se induce un dipolo oscilante,
Hing = OE, (1)

donde E es & campo eléctrico del haz incidente. Sin embargo, el campo eléctrico es

oscilante de frecuencia v que depende del tiempo, €l cual se puede escribir como:

E = E,cos2zvt. (1.2

Por otro lado, la polarizabilidad de una molécula puede describirse por una

expansion de Taylor, como:

da
a=a,+| — +..., 13
0 [ deOQ (1.3)
donde Q se refiere a la coordenada normal, es decir, éste es e término matematico del
conjunto completo de estiramientos de enlaces y flexiones de angulos que tienen lugar
durante una vibracién particular y (da/ dQ)0 es el cambio en la polarizacion durante la
vibracion descrita por la coordenada normal Q. Los subindices “0” indican que las

cantidades se valoran en la posicién de equilibrio de la vibracion.

Al sustituir estas dos Ultimas relaciones en la ecuacion (1.1), se obtiene:



Hing = {0{0 + (S—SJOQ}EO cos2rzvt. (1.4

Sin embargo, la coordenada normal también depende del tiempo:

Q = Acos2zvit, (2.5)

donde A esuna constantey v, es la frecuencia de la i-ésima vibracion. Por lo tanto, la

ecuacion (1.4) se convierte en:
da
g =| Qo+ E Acos2rvit |E,cos2zvt. (1.6)
0

Usando larelacion trigonométrica:

2C0SXCcoSY = Cos(X + Yy) + cos(X—Y),

en la ecuacion (1.6) y separando los términos, se tiene la ecuacion final para €

esparcimiento Raman:
Ly = QB COS2TU + %(:—g] *[cos2z(v +v,)t + cos2z(v —v)t]. (1.7)
0

El primer término de la ecuacion (1.7) representa un dipolo oscilante que radia luz
de frecuencia v (esparcimiento Rayleigh). El término segundo corresponde al

esparcimiento Raman de frecuencia (v +v,) nombrado como anti-Stokes, y de frecuencia
(v - vi) (Stokes). Para que los términos de derivadas no sean cero, a menos uno de los
componentes de la polarizabilidad, o, , «,,, €tc., debe de cambiar durante la vibracion

descrita por una coordenadanormal “ Q” [2, 7].



En mecanica quantica, € esparcimiento es descrito como una excitacion a un
estado virtual, mas bajo en energia que una transicion electronicareal (ver Figural), con la
desexcitacion casi inmediata (el evento de esparcimiento ocurre en 10 segundos o menos)
y un cambio en la energia vibracional, es decir, que los cambios de frecuencia en las bandas
Raman son determinados por la diferencia de energia de los niveles vibracionales entre los
cuales las transiciones toman lugar. A fin de encontrar que transiciones ocurren 'y con qué
intensidad, es necesario calcular las probabilidades de transicion, las cuales son
tratamientos méas especializados que salen del tema de este trabajo [1].

Para amplitudes pequefias de los nicleos de una molécula poliatdmica, las cuales
pueden ser consideradas como una superposi cion de osciladores armonicos, se puede tomar
en cuenta los resultados de la aproximacién del oscilador arménico en la molécula
diatdmica. Esto es, € espectro Raman (también el espectro de absorcién en € infrarrojo)

tiene laregla de seleccion:

Av,=+£1 (1.8)

para cada vibracion normal v,. Donde los osciladores, en esta aproximacion, son

independientes, ninglin salto simultaneo de dos 0 mas vibraciones pueden ocurrir.
Ladescripcion del estado virtual del esparcimiento es mostrada en la Figura 2.

F

_____ _ . Estado

& virtual

""" F
Foton S5tokes Fotén Anti-S5toles
Energia incidente incidenie
¥ Final Imicial
Niveles
Inicial ¥ Final vibracionales
{a) L))

Figura 2: Diagrama de niveles de energia para el esparcimiento Raman. (a) espar cimiento

Raman Stokesy (b) espar cimiento Raman anti-Stokes.



La diferencia de energia entre los fotones incidente y esparcido es representada por
las flechas de diferentes longitudes en la Figura 2. Numéricamente, la diferencia de energia
entre los niveles vibracionales inicial y final, o corrimiento Raman, en nimeros de onda

(cm™), es calculada a través de la siguiente ecuacion:

— 1 1
V= - , 19
I J (1.9

incidente ‘esparcido

enlacual, 4 gueme Y Aegparido SON |as longitudes de onda (en cm) de los fotones incidente y

Raman esparcidos, respectivamente. La energia vibracional es finamente disipada como
calor. Debido alabajaintensidad del esparcimiento Raman, la disipacion de calor no causa
un aumento de temperatura medible en el material.

A temperatura ambiente, la poblacion térmica de los estados excitados vibracionales
es bajo, aungue no cero. Por lo tanto, para la mayoria de las moléculas, € estado inicia es
el estado base, y el fotdn esparcido tendra energia més baja (longitud de onda més grande)
que el foton excitador (llamado corrimiento Stokes). Este esparcimiento de Stokes eslo que
normal mente se observa en espectroscopia Raman y se esquematiza en laFigura 2a.

De acuerdo a la distribucion de poblaciéon de estados de Boltzman, una pequefia
fraccion de las moléculas esta en estados vibracionamente excitados. El esparcimiento
Raman de las moléculas vibracionamente excitadas |levan a la molécula a estado base. El
foton esparcido aparece con energia més alta, como se muestra en la Figura 2b. Debido ala
poca cantidad de moléculas excitadas, €l espectro Raman de corrimiento anti-Stokes es
siempre méas débil que & espectro de corrimiento Stokes, ver Figura 3. Los espectros de

Stokes y anti-Stokes contienen la misma informacién de frecuencia



Ant-Stolees Stokes

P & &

I|.r,3,+1|.r

wib Vi V- Yarin

-=— Frecuencia ab=soluta

Figura 3: Espectro Raman, Stokesy anti-stokes.

1.3 Polarizabilidad

Sin embargo, debe sefialarse que la polarizabilidad en equilibrio(e,) es reamente

un tensor, yaque € dipolo inducidoy e campo el éctrico son cantidades vectoriales:

/uind (X) axx axy a E
/uind(y) = ayx ayy ayz Ey (110)
a, |E

/uind (Z) azx azy z z

Hay nueve componentes en el tensor de polarizabilidad, pero para la espectroscopia
Raman convencional se utilizan seis de ellos porque «,, = a,,, o, =a, Y a, =a, . Hay
dos propiedades invariantes (constantes a pesar de la orientacion de la molécula) en este
tensor: (1) e valor medio a y (2) laanisotropia y .

El valor medio puede ser escrito como:



E=}é(axx+aw+azz) (1.11)

y la anisotropia como:
7= Ylow-ay oy -anf + (@ -a, P+ 6 +aiva)]. (112

L a espectroscopia Raman tiene ventajas sobre |a espectroscopia infrarroja, porque €l
rayo laser empleado para excitar la muestra esta polarizado en un plano en la direccion
vertical. Esto es una caracteristica importante puesto que significa que para liquidos, gases
y cristales individuales orientados (pero no para materiales policristalinos o pulverizados),
es posible analizar la luz Raman dispersada tanto en forma paralela como perpendicular a

esta polarizacion incidente por medio de un analizador, Figura 4.

A
I,
Muesira I,
P ey
/1 Dhireccion de la lur
dispersada del rayo
X lazer incidente
Direccion del har laser
incidents
{plano de polarizacieon
en la direccion vertical)

Figura 4: Representacion esquemética de las mediciones del cociente de despolarizacion

realizadas en un experimento Raman con laser.



Al cociente de las intensidades de la luz dispersada en estas dos orientaciones se le

conoce como cociente de despolarizacion, p . Un tratamiento més extenso del cociente de

despolarizacion se puede encontrar en lasreferencias[7, 11].

. 2
_ I(perpendicular) _ Cj}/ : (1.13)
|(paraldla)  45a° +4y

Al ver los limites posibles de la ecuacion (1.13), es evidente que s, y>=0,
entonces p=0. Cuando ocurre tal situacion, se dice que la banda Raman esta

completamente polarizada. En la teoria de grupos, solo las vibraciones totamente
simétricas satisfacen esta condicion. Para todas las demés vibraciones (despolarizadas),
a®=0,y as la ecuacion (1.13) se reducira a 3/4. En general, es relativamente facil
identificar las bandas Raman debidas a las vibraciones totalmente simétricas por su

comportamiento de polarizacion, ya gque estos exhiben valores entre 0 y 0.75.

1.4 Intensidad de una banda Raman

La intensidad (1) de una banda Raman depende del cuadrado de la derivada de la
polarizabilidad:

|, = constante- 1,(v, — v)42‘(aij )mn‘z (1.14)
g

donde 1, es la intensidad incidente y «; representa las componentes del tensor de

polarizabilidad asociado con la transicibn m— n. Informacion adicional se puede

encontrar en laliteratura[11].



1.5 Vibraciones M oleculares

La energia de un modo vibracional depende de la estructura molecular y su
ambiente. En donde, la masa atdmica, € orden del enlace, sustitutos moleculares, geometria
molecular y todos los enlaces de hidrogeno afectan la constante de fuerza vibracionad, la
cual a su vez determina la energia vibracional. Por gjemplo, la frecuencia de stretching
(estiramiento) de un enlace foésforo-fésforo va desde 460 a 610 a 775 cm™* para los enlaces
simple, doble, y triple, respectivamente.

En moléculas diatdbmicas, la vibracion ocurre Unicamente a lo largo del enlace
guimico que conecta a los nicleos. En moléculas poliatdmicas, la situacion es complicada
porgue todos los nucleos desarrollan sus propias oscilaciones arménicas. Por lo genera la
molécula de N-&omos tiene 3N-6 grados de libertad, las cuales son necesarias para
especificar las posiciones de todos los d&omos (las 6 coordenadas describen e movimiento
traslacional y rotacional). Las moléculas lineales tienen 3N-5 grados de libertad, ya que no
existe libertad rotacional alrededor del eje molecular.

Estas 3N-6 vibraciones de una molécula poliatdbmica nolineal pueden ser descritas
cldsicamente por un correspondiente nimero de modos normales. Las cuaes pueden ser
clasificadas de acuerdo a sus simetrias. El andlisis es basado enteramente en la geometria
de la molécula en su configuracion de equilibrio, la cua es caracterizada por ciertas
operaciones simétricas. El ensamble de operaciones simétricas forma un grupo en € sentido
matematico. Esta aplicacion de la teoria de grupos permite que los modos normales sean
clasificados de acuerdo a ciertas especies simétricas (representaciones irreducibles) para
cada grupo. Sobre este tema se pueden encontrar capitul os enteros en la literatura [7-9, 12].
En el Apéndice 1 se muestra ala molécula de agua como un gjemplo sobre la utilizacion de
lateoria de grupos, con respecto a andlisis de sus vibraciones molecularesy en el Apéndice
2, a manera de revision, se muestran los grupos funcionales mas comunes de la quimica
organica.

A fin de visualizar las vibraciones normales. En la Figura 5 se presenta un modelo
mecanico de algunos gemplos de las vibraciones mas comunes. En e Apéndice 3 se

presentan |as frecuencias Raman de algunos grupos organicos.
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Figura 5: Modos vibracionales. (+) y (-) significan fuera del plano del papd.

1.6 Microscopia Raman

La microscopia Raman fue desarrollada en los 70's. Delhaye en 1975 [13] hizo la
primera medicion con un sistema micro-Raman. Este trabajo establecio la utilidad de la
espectroscopia Raman para €l andlisis de particulas microscopicas. La técnica proporciond
la capacidad de obtener espectro Raman analitico - cualitativo con una resolucion espacial
de 1 um, usando muestras en €l rango de |os picogramos.

Las caracteristicas importantes de la microscopia Raman estan directamente
relacionadas a dos consideraciones Opticas fundamentales: (1) la focalizacién del haz laser

sobre lamuestray (2) la coleccion de laluz esparcida.



El sistema Optico de un micro-Raman emplea la configuracion de backscattering,
ver Figura 6. Las muestras son colocadas sobre la base del microscopio y visualizada
usando luz blanca transmitida para una muestra transparente o luz blanca incidente para una
muestra opaca, a través del ocular o algln sistema de video con una camara. El area de
interés de la muestra es localizada centramente en el campo de vision y luego, la muestra

esirradiada por un haz laser.

! Ohjetive

Figura 6: Configuracién de backscattering.

La eleccidn de los objetivos depende del tipo de muestra a ser examinado. Si las
muestras consisten de microparticulas en el rango de tamafios de las sub-micras, € objetivo
debe tener una ata amplificacion y apertura numérica (A.N.) grande (un objetivo de
apertura numérica grande colectara la luz esparcida sobre un angulo sdlido mayor, es decir,
mas sefial Raman es detectable). Si 1os tamarfios de las muestras son de 5 micras 0 mas, un
objetivo de 50X 0 60X de 0.8 de A.N. es adecuado. Un objetivo de 10X con 0.3 de A.N. o
5X con 0.1 de A.N. es usado para la visualizacion inicia y localizacion de las areas de
interés[3, 4, 14].



1.7 Aplicacion de latécnica Raman en la deteccion de contaminantes

La técnica Raman se viene aplicando en diversas &reas de las ciencias [15-29]. Una
de las areas de gran interés en la actualidad, es la que corresponde a la deteccion de
contaminantes, las cuales también han sido analizadas con esta técnica [30-36]. En estos
trabajos se demuestra la aplicabilidad de esta técnica en la deteccion de diversas sustancias
y en diversas matrices, como por gemplo: agua, vegetales, frutas, tierra, tejido humano,
entre otras.

Como veremos en el capitulo 2, los contaminantes mas comunes y abundantes son
los plaguicidas [37-41], los cuales han sido estudiados y analizados por diferentes métodos
y equipos [42-53], como por ejemplo: cromatografia de gases, cromatografia liquida,
teniendo ventgjas en e bajo limite de deteccidn (en el Apéndice 4 se presenta un resumen
sobre estas técnicas), espectrometria de masas, entre otras; pero una de las desventgjas de
estas técnicas, es el demasiado consumo de tiempo en e andlisis de las muestras y ademas,
necesitan diversas técnicas de extraccion y preparacion de las muestras, las cuales se
presentan en forma resumida en el Apéndice 5, [54-61]. Todo esto, hace que € andlisis de
una muestra sea muy tardado, aparte de que cierto grupo de pesticidas solo se pueden
analizar en un determinado equipo o con un detector especifico.

En cambio, |a espectroscopia Raman es muy rapida en la obtencion de espectros, |os
limites de deteccién estan por el orden de 50 ppb [27], 8.5 pg [31], 10° M [62, 63] y 10 nM
[64], puede analizar una gran cantidad de diversos grupos de muestras, como veremos en
este trabgo. Ademés, por utilizar la luz como analizador, permite abrir nuevas
posibilidades de la deteccion de contaminantes en sitio mediante la implementacion de un
equipo Raman portétil y con € acondicionamiento de fibras Opticas. Las fibras Opticas son
aplicadas exitosamente en medicina [65].

En esta tesis se presenta un estudio para la deteccion de algunos contaminantes
(pesticidas organofosforados) sobre algunas matrices especificas. Comenzando desde €l
andlisis de las muestras estandares hasta su deteccion sobre una muestra real; se redliza el
andisis cuantitativo desde compuestos puros hasta niveles de partes por millon (en €

Apéndice 6 se presenta unarevision de las unidades de concentracion mas comunes).



Capitulo 2

Plaguicidasy Toxicidad

En este capitulo se hace una pequefia introduccion y clasificacion de los plaguicidas
0 pesticidas, ademés de los efectos que producen tanto en € ser humano como su impacto

en e medio ambiente.

2.1 Introduccion

Los plaguicidas o pesticidas se han venido utilizando desde épocas remotas. La
primera generacion incluye compuestos organicos extraidos de venenos producidos por
algunas plantas; y compuestos inorganicos provenientes de metales pesados como arsénico,
plomo y mercurio. Afios después, adquirieron importancia plaguicidas naturales que
resultaban de extractos vegetales como nicotina, rotenonay piretro.

En 1939 la aparicién del DDT produjo una revolucién cultural en cuanto al control
de plagas a volverse e plaguicida de mayor demanda mundial. En 1945 aparecen los
plaguicidas de segunda generacion, a desarrollarse estos productos a partir de sustancias

organicas sintéticas con cloro en su formula, los organoclorados.



A mediados de la década del 70 en paises desarrollados se empieza a restringir y
prohibir el uso del DDT y otros organoclorados por su elevada persistencia en e medio
ambiente. Aparecen los organofosforadosy carbamatos.

L os organofosforados surgen como resultado de investigaciones sobre gases toxicos
que afecten e sistema nervioso para uso en época de guerra. En ese momento se
consideraban como los sustitutos de los organoclorados por su menor persistencia. Sin
embargo, algunos compuestos fosforados resultaron ser més toxicosy perjudiciales paralos
seres vivos que los mismos clorados; es el caso del Paration. De ahi que el uso y mangjo de
plaguicidas siempre haya generado controversias de todo tipo. Existe mucha informacion al

respecto en Internet, agui solo referimos a tres de importancia [66-68].

2.2 Clasificacion delos plaguicidas

Los agroquimicos son productos sintéticos complejos utilizados en e sector
Agropecuario, para combatir las plagas, a través de los plaguicidas y para mejorar la
productividad de las cosechas y de los pastizales através de fertilizantes.

Los plaguicidas son sustancias o ingredientes activos destinados a una multiplicidad
de efectos dependiendo del tipo de plaga que combatan:

e Herbicidas: Sustancias que acaban con plantas que compiten con la especie
privilegiada.

¢ Fungicidas. Compuestos que atacan los hongos.

e Insecticidas. Atacan insectos y parésitos. Pueden ser ovicidas (atacan huevos),
ovolarvicidas (huevosy larvas), larvicidas (larvas) y adulticidas (atacan adultos).

e Acaricidas: Sustancias que atacan acaros (arafitas).

e Rodenticidas: Combaten roedores.

o Repeentes. Productos que algan plagas.

e Atrayentes. Productos que atraen plagas.

e Reguladores: Productos que modifican e funcionamiento normal de las plantas.



o Defoliantes: Afectan partes indeseables de una planta.
e Desinfectantes, etc.

La multiplicidad de los efectos que producen los plaguicidas permite diversas
utilizaciones, a nivel fitosanitario; en cultivos, en centros urbanos y rurales para
desinfeccion, desinsectacion y desrratizacion en infraestructuras publicas, privadas, y
medios de transporte; para uso e higiene personal y para uso domestico.

L os plaguicidas actiian como:

- esterilizantes inhabilitando |as plagas para su reproduccion,

- de contacto,

- Sistémicos cuando se transportan por € sistema circulatorio de la planta o del
animal. Afectan la plaga sin dafiar al huésped,

- tradlocables, son herbicidas que matan la planta cuando son absorbidos por raices,
tallosy hojas traslocados por medio de la planta,

- fumigantes matando las plagas a ser inhalados por ellas,

- selectivos resultan mas toxicos para unas especies vegetaes y animales que para
otras,

- no selectivos son toxicos parala mayoria de especies,

Desde € punto de vista de la naturaeza quimica los plaguicidas pueden ser

clasificados como:
- organoclorados,
- organofosforados,
- carbamatos,
- bipiridilosy
- piretroides.

Su formulacion requiere de un ingrediente activo, gque es la sustancia organica o
inorgénica, natural, sintética o biolégica que posee la accidn plaguicida, cuyo efecto se
regula o se potencia con la mezcla de otros componentes, tales como coadyuvantes o
aditivos. Los coadyuvantes tienen la capacidad de modificar las propiedades fisicas y
quimicas de los ingredientes activos y son: especificamente, tensoactivos, fluidificantes,

estabilizantes, etc. Los aditivos no tienen esa capacidad de transformacion, simplemente se



usan para cumplir prescripciones reglamentarias de los productos quimicos como

colorantes, repulsivos, eméticos, etc.

Los plaguicidas en la agricultura se utilizan antes de la siembra para disminuir las

plagas existentes como parte de la preparacion ddl terreno, Pre-siembra; otros se utilizan

antes de que surjan las plagas, Pre-emergentes; y durante € proceso de desarrollo del

cultivo, Post-emergentes. La aplicacion se realiza por viaterrestre y aérea.

2.3 Losplaguicidasy la salud

Los plaguicidas pueden producir en los agricultores y consumidores intoxicaciones

agudasy cronicas.

2.3.1 Clorados

a) Caracteristicas generales

En este grupo se incluyen los insecticidas cuya estructura quimica corresponde, en

general, a la de hidrocarburos clorados arométicos, aunque alguno de €llos

contienen otros el ementos, como oxigeno y azufre.

Dentro del grupo de organoclorados puede distinguirse cinco subgrupos:

DDT y compuestos andogos, tales como DDE, DDD, e dicofol,
metoxicloro y clorobencilato.

Cicloalcanos clorados, como los isomeros del hexaclorociclohexano, dentro
delos cuales el méas conocido es e lindano (isomero gamma).

Ciclodienos clorados, adrin, dieldrin, endrin, endosulfan, mirex, clordano.
Indenos clorados, clordano, heptacloro.

Terpenos clorados, conflecor o toxafeno.

Estos productos se presentan en forma de concentrados emulsionables, polvos

humectables o polvos y granulos, en concentraciones variables. A algunos de ellos

se les agrega estabilizantes, tales como epiclohidrinay urea.



L os organocl orados son poco solubles en agua, estables alaluz solar, ala humedad,
a airey a calor, lo que los hace bastante persistentes en el medio ambiente. Como
consecuencia de esto, muchos paises permiten su uso exclusivamente en camparias
de Salud Publica para combatir vectores de enfermedades de importancia
epidemiol6gica, como por gemplo, la malariay € dengue. En los paises donde se
han utilizado estos compuestos, es frecuente encontrar residuos de ellos en
alimentos (sobre todo en los de origen animal), precisamente por ser muy estables

en e ambiente.

b) Vias de absorcion
Los plaguicidas organoclorados pueden ingresar al organismo a través de los
sistemas digestivo respiratorio, o por lapiel intacta. En este tltimo caso, €l grado de
penetracién depende también del tipo de compuesto organoclorado que se trate. Por
giemplo e DDT es poco absorbido por la piel, mientras que los Drin — compuestos
(aldrin, endrin, etc.) lo hacen con mayor rapidez y en mayor proporcion. Por otro
lado, cuando estas sustancias se encuentran disueltas en grasas animales o vegetales

aumenta alln mas su absorcion.

¢) M ecanismos de accion sobre el organismo
La principal accion toxica de los organoclorados la eercen sobre el sistema
nervioso, interfiriendo con el flujo de cationes a través de las membranas de las

células nerviosas, aumentando lairritabilidad de |as neuronas.

d) Biotransformacion y excrecion
Los organoclorados son sustancias poco solubles en agua, cuando ocurre una
exposicion stibita, la sangre se satura rgpidamente debido al proceso de filtrado que
efectlia € glomérulo, para luego ser reabsorbidos por € tabulo renal (debido a su
membrana liposoluble). Como consecuencia de esta saturacion, |os organoclorados
se acumulan en los tegidos grasos, condicionando intoxicacion crénica por

liberacion de los depoésitos.



El metabolismo de los organoclorados se lleva a cabo lentamente en el higado por
accion de las enzimas microsomales, a través de mecanismos de oxidacion
(epoxidacién) y conjugacion, transformando a las moléculas liposolubles en
hidrosolubles, que si pueden ser eliminadas por el rifidon.

2.3.2 Fosforadosy Carbamatos
a) Caracteristicas generales

Fosforados
Los organofosforados son ésteres ddl acido fosférico (union de un &cido y un
acohol) y una variedad de acoholes, generalmente liposolubles. Poseen baja
presion de vapor, con excepcion de algunos pocos (por jemplo, diclorvos). Esto los
hace poco voldtiles. La principal forma de degradacion en el ambiente es la
hidrolisis, especiamente bajo condiciones acalinas, o que tiene importancia en €l
proceso de destruccion del plaguicida
Carbamatos
El grupo quimico de los carbamatos corresponde a ésteres derivados de los &cidos
N-metil 6 dimetil carbamico y comprende méas de 25 compuestos que se emplean

como insecticidas y algunos como fungicidas, herbicidas o nematicidas.

b) Toxicocinéticay Toxicodindmica
Vias de absor cion, procesos de biotransformacién y de eliminacion
Los organofosforados ingresan por la via cutanea, respiratoria 0 digestiva. La
primera constituye la ruta comun de penetracion, asi como la forma més frecuente
de intoxicaciones laborales.
Las propiedades liposolubles de estas sustancias y € tipo de disolvente que se
emplea con e ingrediente activo, es decir, la parte bioldégicamente activa del
plaguicida, unidos a las frecuentes erupciones 0 lesiones cutdneas que suele
presentar € individuo que las manipula, facilitan su penetracién por esavia.
Por inhalacién se absorben cuando se trabagja durante su formulacion, mezcla,

aplicacion o amacenamiento, o cuando se presentan incendios o derrames.



La eliminacion de los organofosoforados es rapida y tiene lugar por la orina 'y, en
menor cantidad, por hecesy aire expirado; su maxima excrecion se alcanzaalos dos
dias, luego disminuye rapidamente.

Al igua que los organofosforados, los carbamatos ingresan a organismo por via
cutanea, respiratoria o digestiva No se acumulan en e organismo; su
biotransformacion se realiza a través de tres mecanismos bésicos. hidrdlisis,

oxidacion y conjugacion. La eliminacion se hace principal mente por via urinaria.

¢) M ecanismos de accion sobre el organismo

Aunqgue los organofosforados y los carbamatos poseen grupos quimicos diferentes,
el mecanismo a través del cua producen toxicidad es idéntico y se asocia con la
inhibicion de la acetil colinesterasa (ACE), la enzima responsable de |a destruccion
y terminacién de la actividad biolégica del neurotrasmisor acetilcolina (AC). Con la
acumulacion dela AC se dterael funcionamiento normal de las fibras nerviosas.

Los organofosforados son inhibidores irreversibles de la ACE a diferencia de los
carbamatos que se consideran inhibidores reversibles, ya que en poco tiempo dgjan

laenzimalibre.

2.3.3 Piretrinasy Piretroides
a) Descripcion general
Las piretrinas son insecticidas de origen natura obtenidos de la flor del crisantemo,
y han sido utilizados por el hombre desde hace muchos afios. Son bastante
inestables a la exposicion a la luz y a calor, lo cud les resta utilidad para su
aplicacion en la agricultura. Son poco solubles en agua 'y se hidrolizan répidamente
por acdlisis.
Los piretroides son insecticidas sintéticos, con una estructura quimicasimilar alade
las piretrinas, modificada para mejorar su estabilidad en el ambiente. Se disuelven

mejor en el aguay, al igual que las piretrinas, son hidrolizados por los dcalis.



b) Toxicocinéticay Toxicodindmica
Vias de absorcion
Las piretrinas y los piretroides se absorben relativamente bien por los tractos
gastrointestinales y respiratorio. Su absorcién a través de la pie intacta es

relativamente baja.

¢) M ecanismos de accién sobre el organismo
Son neurotoxicos que actlian sobre los ganglios basales del sistema nervioso central,
por medio de la prolongacion de la permeabilidad a sodio durante la fase de
recuperacion del potencial de accion de las neuronas, 10 que produce descargas
repetidas. En ambos casos, el cuadro clinico es similar. Ni las piretrinas ni los
piretroides inhiben las colinesterasas.

d) Biotransformacion y excrecion
Ambos grupos de compuestos son biotransformados con gran rapidez por la
esterasas y oxidasas microsomales hepéticas y son eliminados en su mayor parte por
los rifiones. Esta rdpida metabolizacion, junto con la pobre absorcién, explican la

relativamente baja toxicidad de las piretrinas y piretroides paralos humanos.

2.3.4 Bipiridilos
a) Descripcion general
Los bipiridilos son herbicidas sélidos, insipidos e inodoros y muy solubles en agua.
Dentro de este grupo se consideran a paraquat y diquat. En su forma liquida, €
paraquat se utiliza como herbicida de contacto para destruir las partes verdes de las
plantas en presencia de luz solar. El uso més frecuente del diquat es como herbicida
acuatico.
Las soluciones concentradas de paraquat corroen algunos metales y se inactiva

rapidamente en contacto con los minerales arcillosos del suelo.



b) Toxicocinéticay Toxicodindmica

Vias de absorcion

Desde e punto de vista toxicolégico, la ruta de absorcion mas importante es la
digestiva, pues que es la més frecuentemente involucrada en casos de intoxicacion
(accidental o suicida). La absorcion, por lapiel intactay laviarespiratoria, es poca
Sin embargo, dada su corrosividad € paraquat puede ulcerar tanto la piel como la
mucosa respiratoria, pudiéndose incrementar su absorciéon por estas rutas. Igual
sucede si lapiel presenta abrasiones o heridas. Se han informado de casos fatales de
intoxicacion sistémica como resultado de contaminacion de heridas con esta

sustancia.

¢) M ecanismos de accion sobre el organismo
El dafio causado por el paraguat se debe principalmente ala peroxidacion lipidica de
la membrana.
La molécula de paraquat tiene mucho parecido con un receptor de membrana a nivel
alveolar; por dicha razdn, se considera que ocupa ese receptor y de ali su
especificidad por este tipo de tgjido, pero en general, tiene predileccion por tejidos
con mayor saturacion de oxigeno como e pulmaon, higado y rifion.
Las lesiones mas graves son las pulmonares, ya que dejan como secuela la fibrosis
pulmonar; generalmente los dafios hepéticos y renales son reversibles.
El mecanismo de accion del diquat parece ser similar, excepto en sus efectos sobre

los pulmones, que son Menos Severos.

d) Biotransformacion y excrecién
Tanto e paraguat como € diquat son poco metabolizados. La carga de las
moléculas, junto a su estructura electronica conjugada, les da la propiedad de
producir radicales libres que también son solubles en agua. Estos radicales libres
reaccionan avidamente con el oxigeno, formando radicales ionicos de superdxido y

peréxido de hidrogeno que regeneran el bipiridilo.



En otras palabras podremos decir que tanto €l paraquat como el diquat son poco
biotransformados y se excretan como tales en la orina y las heces (s fueron

ingeridos).

2.4 Los Plaguicidasy e Ambiente (Efectos sobre el ambiente)

Aunque los pesticidas han sido disefiados para ofrecer una alta especificidad de
accion, su uso genera innumerables efectos indeseados como |a generacion de organismos
resistentes, la persistencia ambiental de residuos téxicos y la contaminacion de recursos
hidricos con degradacion de la flora y fauna. Al aparecer resistencia en la especie a
combatir se requiere e incremento de las cantidades necesarias de pesticida o la sustitucion
por agentes mas toxicos paralograr controles efectivos. Los organoclorados son un gjemplo
de persistencia ambiental pues permanecen en los suelos sin degradacién significativa hasta
30 afios después de aplicados. Esa permanencia favorece la incorporacion a las cadenas
troficas, la acumulacion en los tgjidos grasos humanos y animales y la biomagnificacion.
La contaminacion de los cursos de agua se produce en forma directa por la aplicacion de
pesticidas en las aguas (arrozales), por lavado de envases 0 equipos y por descarga de
remanentes y residuos. Es igualmente importante la contribucion indirecta producida por
lixiviacion (infiltracion) de productos, caida por desniveles'y por contaminacién de suelos.
Las aguas contaminadas expanden € toxico a la flora y fauna produciendo la muerte de
especies, e aumento de la intoxicacioén humana, la pérdida del curso de agua como recurso
utilizable y la probable contaminacion de las reservas hidricas (acuiferos). Asimismo, la
aplicacion sistemética de plaguicidas alteralos equilibrios existentes en las cadenas troficas
normales a causar la desaparicion o disminucion de los enemigos naturales de distintas
plagas, de descomponedores de materia organica, de incorporadores de nitrogeno y de otras
especies vitales para el ambiente como por gemplo los polinizadores. Ademas de destruir
recursos genéticos y farmacoldgicos conocidos y otros ain no develados, €
empobrecimiento de la biodiversidad puede conducir a la proliferacion de las especies

antagonicas de aquellas extinguidas, provocando nuevos desequilibrios ecol 6gicos y nuevas



plagas. Los factores mencionados forman un ciclo cerrado que se retroalimenta y refuerza

profundizando los efectos adversos.

La persistencia (resistencia quimica a la degradacion) de los pesticidas favorece la
contaminacion de las aguas, la incorporacién a suelos, pasturas, vegetales y animales
comestibles, los que a ser consumidos actlian como transportadores de los pesticidas
facilitando su acumulacién en los organismos vivos. Asimismo, mediante los residuos y
desechos producidos, los plaguicidas o sus metabolitos vuelven al agua, a suelo, alaflora

y fauna, provocando e reforzamiento del ciclo [37-41].



Capitulo 3

Equiposy Técnicasde Andlisis

En este capitulo se mencionan los equipos que existen en e Laboratorio de
Espectroscopia Raman del Centro de Investigaciones en Optica, A.C., CIO, Unidad —
Aguascalientes. Las cuales fueron usadas para e desarrollo de la presente tesis doctoral.
Ademés, se presentan las técnicas de andisis, las cuales fueron desarrolladas e
implementadas en el laboratorio antes mencionado para € andlisis de las muestras en
estudio, es decir, se disefio un dispositivo, el cua puede ser adaptado al microscopio para €l
andisis de muestras liquidas contenidas en viales. Ademas, se utilizo el papel auminio, el
cual demostrd ser un excelente substrato, con diversos tipos de muestras. Este substrato fue
utilizado en el sistema Raman que tiene como fuente de excitacion un léser que trabaja en

el cercano infrarrojo.



3.1 Sistema VIS-Raman

Este sistema Raman utiliza, como fuente de excitacion, un laser de HeNe (632.8
nm) o también, se puede acondicionar un laser de Argon (514.5 nm). Este sistema fue
ensamblado en e |aboratorio.

A continuacion se hace referencia de las partes y equipos que conforman € sistema
Raman convencional:

e Lé&ser de HeNe, Melles Griot, 632.8 nm, 17 mW de potencia. Ademas, contamos con
otro tipo de laser como fuente de excitacion. El laser de Ar-ion, Spectra-Physics
Modelo Stabilite 2017, 514.5 nm, 5 W de potenciamaximay el sistema de refrigeracion
€s con agua.

e Opticas como lente convergente, objetivo de microscopio (5X) y espejos de primera
superficie, y ademés, soportes para el arreglo experimental.

e Filtro de interferencia, Edmund Scientific, tolerancia FWHM + 2 nm, para ambas
longitudes de onda.

s'™ para 632.8 nmy filtro Notch —

e Filtros notch: filtro holografico Super Notch — Plu
Plus™ (Kaiser Optical Systems, INC) para514.5 nm.

e Monocromador, Jobin-Yvon modelo HR 460, resolucién espectral 0.05 nm para 546
nm. Rejilla de difraccién de 1200 y 1800 lineas/mm.

e El detector es una camara CCD de 256-1024 pixeles, enfriado con aire, modelo CCD-
3000 Spectrum One.

e Tarjetadeinterface GPIB-IEEE 488 de la National Instruments.



e Software spectramax (Galactic) parael control del sistema Ramany
e Microscopio Axioskop 2.

En la Figura 7 se muestra el esquema del arreglo experimental que se viene utilizando
en e laboratorio; para € andlisis de las muestras se utiliza la configuracién de 180°

(backscattering).

Sistema convencional

Figura 7: Sistema Raman convencional. (1) laser de He-Ne-632.8nm, (2) diafragmas, (3)
espejos, (4) filtro deinterferencia, (5) filtro notch con angulo de 9°, (6) objetivo de
microscopio-5X, (7) muestra con opcion-6, (8) microscopio y muestra, (9) lente plano-convexo

f=100mm, (10) monocromador, (11) CCD y (12) fuentedela CCD.



3.2 Sistema NIR-Raman

Es un sistema comercia (Renishaw) modelo 1000B, Figura 8, tiene como fuente de
excitacion un diodo laser que emite en la region del cercano infrarrojo, 830 nmy con una
potencia maxima de 300 mW. Tiene un filtro notch, & cual es usado como un beam splitter
para guiar e haz laser hacia el microscopio ensamblado y también para eliminar la luz
Rayleigh en el camino de regreso. EI monocromador tiene una rejilla de difraccion de 600
lineas’mm que proporciona una resolucién de 4 cm™. El detector es una camara CCD,
RemCam, enfriado termoeléctricamente a —70 °C. Este sistema tiene acoplado un
microscopio Leica, DMLM, y utiliza el software GRAMS/32 para € control de todas las

funciones ddl sistema Raman.

4 System 1000B
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For |
|
= \@.
3 =5 ‘
1 1 1

Figura 8: Sistema 1000B. (1) haz laser-830nm, (2) filtro notch, (3) microscopio y muestra, (4)

camar a de video, (5) rendija, (6) monocromador y (7) camara CCD.



3.3 Técnicadeandlissusando € sissema i-45

Este sistema fue implementado en el laboratorio, el cua puede ser adaptado en €
sistema NIR-Raman y asi, se logra andizar muestras liquidas, las cuaes pueden estar
contenidas en viales. Con la ayuda de este dispositivo se puede analizar diversas muestras
liquidas o sdlidas con ato grado de toxicidad para € ser humano. Este dispositivo, Figura
9, consiste de un espegjo inclinado a 45°, € cua desvia en 90° el haz laser que sale del
microscopio, sin objetivo; luego mediante una lente plano-convexo de 50 mm de distancia
focal, el haz es direccionado y enfocado dentro del vial de vidrio, en € cual se encuentrala

muestra. Ademés, esta lente sirve para colectar laluz esparcida desde la muestra.

1 Nistema 1-45
| [—+2

10

Figura 9: Sistema i-45. (1) microscopio del sistema NIR-Raman, (2) nosepiece (3) haz laser -
830 nm, (4) espejo, (5) base del espej o, (6) lente plano-convexo, (7) vial devidrioy muestra, (8)

haz Raman, (9) distancia focal y (10) base con movimiento-z.



3.4 Técnicade andlissusando € substrato de Aluminio

En este trabajo se utilizo preferentemente un substrato, el cual esta conformado de
un papel aluminio alisado sobre un portaobjeto de vidrio, Figura 10. Este aluminio es f&cil
de adquirir, € cual después de ser utilizado puede ser desechado, evitando cualquier
contaminacion con la siguiente muestra. Como veremos después, este substrato presenta

varias ventajas con respecto a otros substratos.
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Figura 10: Utilizacion del substrato de aluminio. (1) sistema NIR-Raman, (2) nosepiece del

microscopio, (3) objetivo (50X), (4) haz laser 830 nm, (5) esparcimiento Raman, (6) substrato

dealuminioy muestra y (7) portaobjeto.



3.5 Procedimiento analitico

Los sistemas Raman fueron calibrados en frecuencia a pico 520 cm™ del espectro

Raman del silicio en cada experimento. Para €l andlisis cuantitativo en el sistema NIR-

Raman se tuvo en cuenta un procedimiento en la colocacion de las muestras y en la

evaluacion de los espectros Raman, es decir, se consideraron |0s siguientes pasos:

Para el andlisis de las muestras se consideraron dos arreglos experimentales. en viaes
mediante el sistema i-45 y en substratos mediante € substrato de aluminio. En este
altimo, las cantidades de muestra fueron del orden de los microlitros, en € cua, €
solvente se evapor6é a temperatura ambiente; luego los analitos del pesticida fueron
focalizados con e microscopio y anadizados en e sistema NIR-Raman.

Los espectros Raman fueron grabados 3 0 5 veces, para todas las muestras que se
encontraron en los viales. En e substrato, las muestras formaron microgotitas del
compuesto en estudio de tamarfios grandes y pequefios, se eligieron 5 microgotitas, las
mas representativas (los tamafos mas grandes y uniformes) para ser grabados sus
espectros Raman. Para cada condicién experimental (vial o substrato) y en cada
concentracion los espectros Raman fueron promediados.

Se dligieron algunos picos caracteristicos del compuesto en estudio, entre ellos e pico
més intenso.

La linea base de los picos elegidos fue corregida, es decir, se trazo una recta eligiendo

dos puntos en las bases de cada pico; luego, esta recta se substrae en intensidades con



los picos del espectro inicial, obteniéndose un espectro o banda linedizada. Las
intensidades de estos picos linealizados son consideradas para el estudio.

e En e rango de concentraciones de interés, las intensidades linealizadas de los picos en
estudio son normalizadas. Para los espectros obtenidos en viales, las intensidades son
divididas con respecto a pico més intenso del compuesto puro y para los espectros
obtenidos en los substratos, son divididas con respecto al pico mas intenso
correspondiente a la concentracion mas alta considerada, y finalmente multiplicado por
100.

e Por Ultimo se obtienen las gréficas de las intensidades normalizadas con respecto a la

concentracion o tamafio de las microgotitas.

Como se puede apreciar lineas arriba, se han considerado dos dispositivos
experimentales diferentes y un solo procedimiento de andlisis para los espectros, con los
cuales se obtuvieron los comportamientos de las intensidades Raman en diferentes
concentraciones, siendo sus resultados muy buenos y a la vez predecibles, como veremos
posteriormente. Un gjemplo del tratamiento de |os espectros Raman se muestra en la Figura
11, en el cua se andliza & pico més intenso del pesticida paration metilico (1345 cm™) en

diferentes concentraciones.



Registro de 3 0 5 espectros Raman
por condicion experimental,
los cuales seran promediados.

Espectros promedios en diferentes
concentraciones.

Linealizacién de un pico del
compuesto en estudio, los
cuales seran normalizados.

Gréficade las intensidades
linealizadas y normalizadas
versus la concentracion.
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Capitulo 4

Resultadosy Andlisis

En este capitulo se reline todo e trabgo de tesis que se ha realizado en €
laboratorio de espectroscopia Raman. Se hicieron mediciones de varias muestras,
cualitativas y cuantitativas. En el andlisis cualitativo se presenta la comparacion de los dos
sistemas Raman con muestras organicas, se compara €l substrato de aluminio con otros
tipos de substratos y se hace una simulacion de un método para la deteccion de pesticidas.
En el andlisis cuantitativo se proporcionay se evallia una expresion matematica alternativa
para la medicién de concentraciones. Ademas, en trabajos de laboratorio, se realizé la
aplicaciéon de la técnica Raman para € andlisis de muestras agricolas, como gemplo se
utilizd e chile ancho, € cua es una de las variedades de chile que mas se cultiva en €

Estado de Aguascalientes.



4.1 Analisis Cualitativo

En esta seccion se presentan |os resultados de diferentes casos de estudio, los cuales

forman parte del desarrollo de estatesis.

a) Comparacion de espectros Raman entre e sissema VIS- y NIR-Raman

Uno de los problemas observados en e sistema VIS-Raman fue la sefid de
fluorescencia, la cual se manifestd en las muestras organicas que se estudiaron en este
trabgjo. En la Figura 12, como un gemplo de este problema, se presentan los espectros
Raman de dos pesticidas obtenidos en e sistema VIS-Raman (632.8 nm), y a modo de
comparacion, en la Figura 13 se incluyen los espectros Raman de estos mismos compuestos
obtenidos con €&l sistema NIR-Raman (830 nm).

L as sustancias organicas, en este caso |0s pesticidas, presentan espectros Raman con
un significativo fondo de fluorescencia cuando se utilizan fuentes de excitacion en €
visible. Esto ocasiona que los espectros Raman se vean disminuidos en intensidad y en
muchos casos no se aprecien en lo absoluto. Como se puede observar en la Figura 12, los
espectros Raman del paration metilico y del malation son poco intensos, ocasionando que
los picos menos intensos de los compuestos no sean apreciables, en comparacion a los
espectros Raman de la Figura 13 que s se aprecian, los cuaes fueron obtenidos con un

l&ser que emite en el cercano infrarrojo (sistema NIR-Raman) [69].
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Figura 12: Espectros Raman del paration metilico (A) y malation (B) obtenidosen € sistema

VIS-Raman (laser de HeNe, 632.8 nm).
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Figura 13: Espectros Raman del paration metilico y del malation obtenidos en el sistema NI R-

Raman (diodo l&ser, 830 nm).



Las moléculas con enlaces P=S muestran una banda intensa en la region de 600—700
cm™* [2]. Esta banda es claramente distinguible para compuestos sin anillos bencénicos, por
ejemplo, en el compuesto del malatién se da en la banda 654 cm™. En cambio para
mol éculas que poseen estos anillos, la vibracion de estrechamiento P=S es traslapada por
las vibraciones del anillo, como en el caso del compuesto paration metilico. Ademés, €
paration metilico tiene e grupo NO, la cual presenta una banda muy intensa en 1345 cm™,
estos comentarios se pueden observar en la Figura 13. El espectro Raman del pesticida
paration metilico ha sido previamente reportado utilizando |a técnica SERS [32], €l cual es

semejante con el obtenido en este trabajo.

b) Analisis de muestras estandar es

Las muestras estandares juegan un papel importante en la identificacion de los
compuestos en estudio y ademds, como veremos posteriormente, también son importantes
en la medicién de las cantidades de dichos compuestos en ciertas matrices. Uno de los
objetivos en este trabgjo fue e de registrar la mayor cantidad disponible de muestras
estandares, es decir, crear una minibiblioteca de espectros Raman de compuestos
considerados contaminantes, y complementarlo con los espectros Raman que se pueden
encontrar en ciertas paginas de educacién en Internet [70-74].

Las muestras organicas de interés para nuestro estudio fueron los pesticidas. Estos
se clasifican, desde € punto de vista quimico, en: organofosforados, organoclorados,

carbamatos, bipiridilos y piretroides. Algunas de estas clases de pesticidas fueron



compradas, en el caso de los organofosforados y los bipiridilos, otras fueron prestadas por

el Laboratorio de Estudios Ambientales de la Universidad Auténoma de Aguascalientes,

como son los organoclorados. Ademas se consiguieron otros tipos de muestras, las cuales

también son consideradas como contaminantes, estos son los hidrocarburos polinucleares

aromaéticos.

A continuacion presentamos los tipos de compuestos que fueron analizados en el

sistema NIR-Raman. Los espectros Raman de estos compuestos son mostrados en €l

Apéndice7.

Pesticidas organofosforados: paration metilico 98.1%, malation 96.4%, azinfos metilico
99%, fention 100%, dursban 100%, monitor 100%, certificados por AccuStandard
(New Haven-USA). Los cuales fueron suspendidos en metanol de grado
cromatografico, en una concentracién de 1000 ppm.

Pesticidas organoclorados: metoxicloro 99%, DDT 99.7%, DDD 98.5%, DDE 99.5%,
lindano 99%, BHC 99.3%, aldrin 98%, dieldrin 98% heptacloro 99.5%, certificados por
Chem Service (West Chester-USA).

Pesticidas bipiridilos: diquat 99%, paraguat 98%, certificados por AccuStandard (New
Haven-USA). Los cuales fueron suspendidos en metanol de grado cromatogréfico, en
una concentracion de 1000 ppm.

Hidrocarburos polinucleares aromaticos: acenafteno, antraceno, fluoreno, fluoranteno,
naftaleno, fenantreno, pireno, version solida (neto), certificado por Supelco (Bellefonte-

USA).



Ademés en este trabgjo se consideraron muestras de uso comercial, las cuales tienen
un cierto porcentaje (ingrediente activo) de las muestras esténdares. Estas muestras fueron
de gran utilidad, ya que, son estos tipos de muestras las que mas cantidad se puede
conseguir. Uno de los pesticidas més utilizados en este trabajo fue e folidol (62.6% de
paration metilico); otras, que también fueron analizadas son: malation-1000 (88.7% de
malation), gusation (20.2% de azinfos metilico), prozicar (50% de carbendazim), benlate
(50% de benomilo), ficam (76% de bendiocarb), y otros compuestos. L os espectros Raman
y los nombres de |os compuestos considerados en esta tesis son presentados en €l Apéndice

7.

c) Aplicacion del papel Aluminio como substrato en micro-Raman

Se analizaron diferentes materiales en el sistema NIR-Raman para ser usados como
substratos, los cuales fueron analizados sin y con muestras solidas o liquidas, siendo estas
Ultimas, las que marcaron la utilidad de un substrato. En estos casos, se observo que, en
concentraciones del orden de 10 ppm los espectros Raman de las muestras liquidas
presentan sefidles de ruido debido al substrato utilizado. En este trabajo se presenta el
andlisis de los substratos en e sistema NIR-Raman, los cuales fueron analizados sin
muestra, y también algunos de estos y otros mas fueron analizados con muestras en ciertas

concentraciones, algunos de estos resultados se presentan en la Figura 14.
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Figura 14: Andlisisde diferentes substratos en el sistema NIR-Raman. a) sin muestray b) con

muestra (1700 ppm de par atién metilico).



Después de haber redizado varias mediciones de muestras liquidas con los
diferentes substratos y en diferentes concentraciones, se lleg6 a determinar que el substrato
de aluminio presenté mas ventgjas que los otros, es decir, este substrato fue més facil de
adquirir (por ser de bgjo costo), de implementar (por ser moldeable), se puede desechar
(evitando contaminacion de las muestras) y ademés, la caracteristica mas importante es que
introduce menos ruido que los otros substratos. Es por estas caracteristicas que en este
trabajo de tesis se prefirid utilizar el substrato de aluminio paralos andlisisy mediciones de
los contaminantes. Como informacién adicional, se sabe que los substratos de la técnica

SERS necesitan un tratamiento previo [6, 33, 75, 76].

d) Simulacién de extraccion y contaminacién con pesticidas

Como un primer paso en el desarrollo de una técnica para la deteccion de pesticidas
en muestras agricolas; se inicio con larealizacion de una ssimulacion y de una verificacion,
es decir, observar s e sistema NIR-Raman puede determinar ciertos pesticidas en una
matriz de B-caroteno [69], éste es el constituyente principal en las frutasy verduras. Paralo
cual, serealizo una extraccion del B-caroteno de la cascara de tomate con metanol.

La cascara de tomate previamente secada a temperatura ambiente, se coloco en un
vial en contacto con metanol. Se observo que € solvente adquiere la coloracion rojiza del
tomate; luego se separaron las dos fases, desechandose el material solido y colocando la

fase liquida en otro vial. Por un lado, se tom6 0.5 ml del extracto para su andlisis, € cual



nos sirvié como referencia. Otra porcion del extracto (0.5 ml) se contaminé con 0.5 ml de
la solucién de malation y 0.2 ml de la solucion de paration metilico, ambos a una
concentracion de 1000 ppm. Después de agitar brevemente las muestras, una pequefia
porcion de cada una de ellas se colocd en € substrato de aluminio para su andlisis en €l
sistema NIR-Raman. Los espectros se obtuvieron una vez que el metanol se evapor6 a
temperatura ambiente.

Un gjemplo de aplicacion de la técnica Raman, es el andlisis de muestras vegetales,
animales o inclusive tgido adiposo de ser humano, expuestas a contacto con pesticidas, tal
como fue descrita lineas arriba. El -caroteno es un elemento constitutivo en toda sustancia
organica y es uno de los responsables de las coloraciones en las frutas, verduras y
hortalizas, ademéas de ser e precursor de la vitamina A. En la Figura 15A se observa el
espectro Raman caracteristico del 3-caroteno [77] obtenida al analizar una gota del extracto
no contaminado sobre el substrato de aluminio. En la Figura 15B se observa e espectro
Raman de los pesticidas en la matriz del extracto de cascara de tomate En este espectro se
observan los picos méas intensos y caracteristicos del paration metilico (857, 1347 y 1590
cmY) y del malation (655 cm™) conjuntamente con el espectro Raman del -caroteno (1158
y 1523 cm™). Las mediciones se realizaron en las mismas condiciones experimentales. No
se usd ningunatécnica adicional para concentrar en un volumen reducido alos pesticidas.

Como se puede apreciar en la Figura 15B los picos caracteristicos del 3-caroteno
son més intensos que de los contaminantes, 1o cual ocasiona que estos Ultimos no se
aprecien muy bien. Se puede redlizar una sustraccion de espectros para disminuir y en

algunos casos hasta eiminar € espectro que no es de interés. La Figura 16 muestra €



espectro Raman resultante de la Figura 15B, después de la sustraccion del espectro del -
caroteno y una correccion de la linea base. En este espectro se puede apreciar con mayor
definicion los picos mas intensos y caracteristicos de los dos pesticidas considerados en

este ggemplo, con lo cual selogrademostrar laversatilidad del equipo NIR-Raman.
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Figura 15: a) Espectro Raman del B-carotenoy b) espectro Raman de una mezcla de extracto

de B-caroteno con malation y paration metilico.
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4.2 Analisis Cuantitativo en viales

Otra parte del trabajo, aparte de la deteccion, consistio en encontrar y utilizar una
expresion matemética simple que nos ayude a relacionar las intensidades de los picos
Raman con la concentracion de la muestra, en este caso, se hace la descripcion para
muestras liquidas contenidas en viales de vidrio y transparentes. Se pueden encontrar
muchos trabajos referentes al andlisis cuantitativo en muestras liquidas, solidas o sobre
substratos [62-64, 78-91] y ninguna de ellas esigual a andlisis planteado aqui [92].

Laintensidad de los picos Raman depende de una expresion compleja que involucra
el tensor de polarisabilidad de la molécula, ecuacion (1.14), [11]. Un planteamiento menos
riguroso puede ser usado, €l cual es andlogo ala Ley de Lambert-Beer [93], es decir, se
tiene una expresion en el cua, la intensidad de un pico Raman es proporciona a la
concentracion de la muestra, de laforma:

| e = KV C 1, (4.1)
donde I, es la intensidad de la radiacion de excitacion, V es el volumen de la muestra

iluminada por la fuente y observado por e espectrometro, C es la concentracion de la
muestray K eslaconstante para cada banda.

En este trabgjo se ha utilizado una expresién similar, la cual es més simple para
determinar los valores de sus coeficientes desde algunos datos experimentales. Se considerd

gue laintensidad normalizada de un pico Raman puede ser expresada como:

Il ==>C; (4.2)



donde s esun coeficiente de proporcionaidad, C eslaconcentracion de lamuestra, v es el

corrimiento Raman y n, es la proporcion entre el pico més intenso y los otros (incluido el

primero) en &l espectro Raman del compuesto puro (o estandar).
La normalizacion se obtiene después de linealizar (procedimiento 3.5 del capitulo
3), es decir, se divide €l espectro de la muestra por € pico més intenso en el espectro del

compuesto puro y se multiplica por 100.

1 =t wq00, (4.3)

lqa
considerando esta relacién en la ecuacion (4.2), se obtiene una expresion para la intensidad

Raman de la muestra, con la cual, “los espectros Raman en diferentes concentraciones

pueden ser predichos desde el compuesto puro”.

|,;='1%*nic; (4.4)

n, esuna proporcion de intensidades en el espectro Raman de un determinado compuesto
puro y sus valores se determinan mediante la siguiente relacion:

_ lg (pico mas intenso)
|, (pi cos del espectro)

(4.5)
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Los vaores que se obtienen con la relacion (4.5) son usados para cambiar € valor del
coeficiente de proporcionalidad “<s” en cada uno de los picos, prediciendo las curvas
(lineas) paralos picos menos intensos, como veremos mas adel ante.

El valor de“ s”, parae pico mas intenso, es determinado por un andlisis smple. Se
utiliza la ecuacion de la pendiente de una recta entre dos puntos de interés, es decir, se

utilizala siguiente relacion:



s=mz =l (4.6)
CZ_Cl

al considerar |as intensidades normalizadas en la expresion anterior se obtiene:

max
S— 1 * std,Cz_I
max
CZ_Cl Istd

4.5 %100, (4.7)

max

donde 157, Y lgac, €S€ pico Raman mas intenso en dos diferentes concentraciones (en el

rango de interés) del compuesto puro.
Ademés, despegjando la ecuacion (4.4) se obtiene la siguiente expresion para la

concentracion:

o ﬂ[i* 100} . 4.8)

s|ly
Por superposicion de la ecuacion (4.4) se puede obtener una expresion que depende
de las concentraciones y asi generar €l espectro de mezclas desde los compuestos puros.
Para esto, se considera que cada punto de los datos en el espectro de la mezcla presenta una
intensidad dada por la suma de los puntos equivalentes en |os espectros de los compuestos,

los cual es estén escalados de acuerdo a sus respectivas concentraciones [78].

mix A B
| = A8y
T T WO LR NN (4.9)

100 n, * 100 ng °
donde C, y C, son las concentraciones de los compuestos A y B en lamezcla. Todas estas

ecuaciones y andlisis matemético fueron evaluados usando el programa Excel.
Para €l andlisis de la ecuacion (4.2) se hicieron varios gemplos con diferentes

compuestos, los cuales son presentados a continuaci on.



Como primer giemplo se utilizo el alcohol etilico, cuyo espectro Raman se puede
observar en el Apéndice 7. Se eligieron para el andlisis los picos 882, 1052 y 1274 cm™y
sus intensidades 15240.3, 4130.2 y 1693.4 u.a., respectivamente, en el espectro Raman del
estandar. A fin de encontrar los coeficientes para ser introducidos en la ecuacion (4.2) se
midi6, para el pico 882 cm™, las intensidades Raman del etanol puro (15240.3 u.a) y dos
disoluciones del etanol (15240.3 y 258.1 u.a.) en las concentraciones de 99.9 y 1 %(v/v),
respectivamente. Estos valores fueron introducidos en las ecuaciones respectivas, ver 4.7y
4.5, para encontrar los valores de s (v/v) = (1/ (99.9-1)) * ((15240.3-258.1) / 15240.3) *
100 = 1, nggy = (15240.3 / 15240.3) = 1, nyosp = (15240.3 / 4130.2) = 3.69 y Nyo74 = (15240.3
/ 1693.4) = 9.0. Los datos experimentales de varias disoluciones del etanol en aguay los

datos predichos con la Ec. (4.2) son presentados en laFigura 17.

Intensidad (u.a.)

Porcentaje en volumen (%)

Figura 17: Datos experimentales (puntos) y predichos con la Ec. 4.2 (lineas) cor respondientes

alaintensidad delos picos del etanol (a) 882 cm™, (b) 1052 cm™y (c) 1274 cm™.



Otro ggemplo, serealizd con larodamina-6G (R-6G), cuyo espectro Raman se puede
observar en el Apéndice 7, los picos en 1361, 1505 y 1180 cm* fueron elegido para el
andlisis, y las concentraciones de 20.88 y 0.52 (mM), respectivamente. Siguiendo los
mMismos pasos, como arriba, la ecuacion (4.2) fue aplicada con los valores calculados. s
(mM) = 0.378, Nizs1 = 1, Nisps = 1.16 y Ny150 = 3.55. Los datos experimentales de varias

disoluciones de R-6G con metanol y |os datos predichos son presentados en la Figura 18.

Intensidad (u.a.)

Concentracion (mM)

Figura 18: Datos experimentales (puntos) y predichos con la Ec. 4.2 correspondientesa la

intensidad de los picos del R-6G (a) 1361 cm™, (b) 1505 cm™y (c) 1180 cm™.

L os datos experimentales de |os dos picos menos intensos del etanol y R-6G fueron

usados como gjemplos; ellos fueron comparados con |os datos predichos desde la ecuacion

(4.2) usando los respectivos valores de n, (Figs. 17b-17c-18b-18c), y una buena



correspondencia fue encontrada. Por lo tanto, la ecuacion (4.2) puede ser usada para €l
andisis cuantitativo con los picos menos intensos cuando la identificacion, debido al
traslapamiento del pico més intenso, no es posible. El andlisis de regresion lineal de los
datos experimentales fue calculado, asi también como los coeficientes de correlacion, los
cuales estuvieron en el rango desde 0.990 a 0.999. Estos resultados no se muestran en las
Figuras 17 y 18 para no causar superposicion, y a la vez, estos resultados presentaron
similitud con reportes previos [35, 78, 79].

Ademés, se presentan algunos otros gemplos. Se rediz6 el andisis de muestras
alcohdlicas usando la ecuaciéon (4.8). Se andlizaron bebidas alcohdlicas comerciales
mexicanas y una bebida peruana, las cuales tienen etanol como un compuesto en una
concentracién similar, el pico 882 cm” del etanol (n=1) y el valor de s = 1, fueron usados.
L os resultados son mostrados en la Tabla 1.

Tablal

Andlisis de etanol en productosy bebidas acohdlicas

Muestra I (ua) I (ua) Experim. Esperado D (*)
etanol muestra (%) (%) (%)
etanol (70°) 15184.7 10467.1 68.93 70 1.53
etanol (96°) 15184.7 14620.7 96.29 96 0.30
TequilaArraigo 15184.7 5600.8 36.90 38 2.89
TequilaHerradura  15184.7 5838.5 38.43 40 3.93
Tequila Sembrador  15184.7 5967.9 39.30 40 175

Pisco Ocucaje 15751.0 6912.3 43.88 44 0.27




*)

D

_ |experimental — esperado 10
esperado

También se analiz6 un contaminante, pesticida folidol, que es de uso comin en la
agricultura. Este organofosfato tiene 62.6% (v/v) de ingrediente activo (paration metilico)
en su composicién quimica.

En un primer paso, se verificd la cantidad de ingrediente activo. El pico 1345 cm™*
del espectro Raman de los pesticidas folidol y paratién metilico de grado técnico 80% (v/v)
fue tomado para e andlisis. Luego, la ecuacion (4.2) fue usada con losvaloresdes=1y n
= 1. Unvalor de 62.9 % (v/v) fue encontrado, obteniéndose un error de 0.48%.

Ademas, se hicieron varias disoluciones con diferentes concentraciones del
pesticida folidol con metanol. Estas disoluciones estuvieron en el rango de concentraciones
desde 1.5 M a6.25 mM. Paraeste rango, €l valor de” s” fuede 25.1. El valorde“s” y n=
1 (para € pico més intenso) fueron usados en la ecuacion (4.8) para determinar las
concentraciones del pesticida en molaridad. Los resultados son mostrados en la Tabla 2. El
andisis fue realizado en viales de vidrio transparentes y sellados, evitando cualquier

contacto con el pesticida.



Tabla?2

Pesticida folidol con metanol en diferentes concentraciones

Concentraciones | (u.a) Experim. (M) Esperado (M) D (%)

Compuesto puro 101579.88

Dilucion-1 24566.30 0.963442 1 3.66
Dilucion-2 10831.84 0.424804 05 15.04
Dilucion-3 6360.11 0.249431 0.25 0.23
Dilucion-4 2632.20 0.103230 0.1 3.23
Dilucion-5 1393.92 0.054667 0.05 9.33
Dilucién-6 721.67 0.028302 0.025 13.21
Dilucién-7 379.74 0.014893 0.0125 19.14

Otros gemplos; se realizaron mezclas de dos, tres, cuatro y cinco solventes. El pico
mas intenso en cada solvente, excepto para la acetona, y los valores de s = 1 fueron usados
para el andlisis. El espectro Raman para cada una de las mezclas fue predicho con la
ecuacion (4.9). Como gemplo, la Figura 19 muestra los espectros Raman individuales
generados desde los componentes puros (metanol, etanol, isopropanol, acetona y
ciclohexano). La Figura 20 muestra e espectro resultante a sumar las intensidades
individuales de la Figura 19 y por ultimo, las concentraciones de los compuestos se
encuentran por comparacion de este espectro con € espectro experimental. Los resultados

de algunas mezclas considerados en este trabajo son mostrados en la Tabla 3.



3 1 Metanol (28.3%)
2 Etanol (19.2%)

5 4 Acetona (20.0)
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Figura 19: Espectros Raman de varios solventes en difer entes concentraciones gener ados con
laEc. 4.9.
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Figura 20: Espectro Raman resultante al sumar los espectrosdela Fig. 19.



Tabla 3

Andlisisde mezclas de solventes

M ezclas | gst(u.a.) n picos (cm'l) Experim.% Esperado% D (%)
Etanol 16506.1 1 882 39.2 40 20
Metanol 10965.1 1 1034 60.8 60 1.3
Etanol 16506.1 1 882 41.4 40 35
2-propanol  32620.8 1 819 58.6 60 23
Etanol 18546.0 1 882 338 33.3 15
M etanol 11599.3 1 1034 324 333 27
2-propanol  34570.2 1 819 33.8 333 15
Acetona 32447.1 6.67 1711 204 25 18.4
Etanol 18546.0 1 882 24.6 25 1.6
M etanol 11599.3 1 1034 28.7 25 14.8
2-propanol  34570.2 1 819 26.3 25 5.2
Ciclohexano 82191.5 1 801 95 10 50
Etanol 18546.0 1 882 19.2 15 28.0
M etanol 11599.3 1 1034 28.3 30 5.7
2-propanol  34570.2 1 819 23 20 15.0

Acetona 32447.1 6.67 1711 20 25 20.0




En € andlisis de un compuesto y en el espectro predicho para una mezcla de dos o
tres solventes fueron muy buenos. Para cuatro y cinco mezclas de solventes los valores no
fueron tan buenos como los de dos y de tres. Sin embargo, a pesar de que estas mezclas
tienen bastante interacciones intermoleculares entre las moléculas, debido a la presencia de
la acetona en algunas mezclas, las cuaes influencian en la sefid Raman; varios compuestos
pueden ser estimados con valores de desviacion (D) menores que e 10%. Pensamos que

profundizando un poco mas, mejores resultados podrian ser logrados.

4.3 Andlisis Cuantitativo en € substrato de Aluminio

El siguiente paso en & andlisis cuantitativo de muestras liquidas fue €l de extender
la expresion matematica encontrada en la seccion 4.2 hacia €l andlisis de estas muestras en
el substrato de auminio [94]. Para esto, se ha considerado que laintensidad normalizada de

un pico Raman puede ser expresada de la siguiente manera:

1Y = A(ic]; (4.10)
n

donde, a igua que la seccion anterior, s es un coeficiente de proporcionalidad, C esla

concentracion de la muestra, v es el corrimiento Raman (cm™), n, es la proporcion entre
el pico més intenso y los otros (incluido e primero) en e espectro Raman del compuesto
puro y A=aC ™. “A” es una funcién, “a” y “b” son pardmetros necesarios para

encontrar los datos cuando una gréfica curva es obtenida antes de unarecta. El valor de“ s”



fue determinado por un andlisis geomeétrico ssmple, igual que en la seccion anterior, e cual
necesita dos puntos de |os datos experimentales. Ademas, € valor de“ A” en estos puntos,

esdecir Aly A2, pueden ser encontrados usando la ecuacion (4.10). Luego en € andlisis

de dos ecuaciones simples, es decir utilizando la funcion A=aC ™ en estos dos puntos y
usando logaritmos, los valores de “a” y “b” de esta funcion pueden ser encontrados.
Todas estas ecuaciones fueron evauadas usando e programa Excel. Para €l pico mas
intenso en un cierto rango de concentraciones, la intensidad maxima es igual a 100 y €
minimo es un porcentgje de este; con estos dos puntos, los valoresde “s” y “ A” pueden
ser estimados, a igua que los valores de “a” y “b”. Para @ andlisis, € valor minimo
puede ser cambiado para predecir una curva, € cua tenga e vaor mas pequefio de la
desviacion estandar residua (RSD) con respecto a los datos experimentales, y luego, para
los otros picos, n, necesita ser cambiado.

Se utilizo un pesticida, como gjemplo, para la evauacion de la expresion propuesta
en esta seccion. Se observé que a ser colocadas las muestras liquidas (pesticida diluido en
un solvente) sobre € substrato de aluminio, se formaban microgotitas del compuesto en
estudio después de evaporarse € solvente.

Las intensidades Raman de las microgotitas de pesticida desde 10 a180 u#m fueron

analizadas. Para una concentracion de 1000 ppm, en la Figura 21 se muestra los datos
experimentales (puntos) para dos picos Raman y las curvas predichas con la ecuacion
(4.10) (lineas). Se encontré que el RSD para los picos 1345 cm™ y 1110 cm™* fueron de 8.8
y 7.2, respectivamente. En las muestras se observaron que las microgotitas fueron pequefas

y grandes, las cuales varian de acuerdo a la concentracion a la que se encuentren. Las



microgotitas méas grandes (por ejemplo: para 1000 ppm las de 160 xm en promedio)

formadas sobre €l substrato de aluminio fueron usadas para € andlisis cuantitativo del

pesticida en estudio.
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Figura 21: Intensidad Raman vstamaros de las microgotitas de paratién metilico

correspondiente a los picos seleccionados (a) 1345y (b) 1110 cm™.

Usando la consideracion previa, €l pesticida paration metilico (folidol) en el rango
de concentraciones desde 10 000 a 40 ppm fue analizado. La Figura 22 muestra los datos
experimentales y las curvas predichas con la ecuacion (4.10), el cua fue usado con los
siguientes valores: s = 0.0069, a = 2081.36, b = 0.79 y “ A” en € rango de 1.45 hasta
113.18. El RSD para los picos 1345 cm™ y 1110 cm™ fueron de 4.1y 1.4, y los valores

para n, fueron 1y 1.7, respectivamente.
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Figura 22: Datos experimentales (puntos) y curvas predichas con la Ec. (4.10) (lineas)

correspondientes a la intensidad de los picos del paration metilico (a) 1345y (b) 1110 cm™.

Para el pico 1345 cm™, la comparacion entre los datos experimentales y el modelo
de Langmuir es mostrado en la Figura 23. El RSD fue de 12.3 para este pico. Como se
puede apreciar, este modelo falla para describir el comportamiento experimental observado
en aguellas magnitudes de concentraciones y condiciones experimentales. Ademas, el RSD
es mayor que el RSD obtenido con el modelo propuesto aqui. Para el pico 1110 cm™ se

observo la mismatendencia, es decir lagraficaes similar que la Figura 23.
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Figura 23: Datos experimentales (puntos) e isoterma de Langmuir (linea) de microgotitas de

paration metilico para el pico 1345 cm™.

Para el rango de concentraciones desde 100 a 10 ppm, las curvas predichas para los
dos picos Raman son mostradas en la Figura 24. El RSD para los picos 1345 cm™ y 1110
cm* fueron de 5.3 'y 1.8, respectivamente. El modelo simple, ecuacion (4.10), predice muy
bien e comportamiento lineal en las concentraciones estudiadas en esta parte. Los valores
des=1037,a=043,b=-018y “ A” en e rango de 0.64 hasta 0.96 fueron utilizados.
Para ambos picos, €l andisis de regresion linea de los datos experimental es fue calculado,
y el coeficiente de correlacion, r?, fue de 0.996. Estos resultados no son mostrados en la

Figura 24 para no causar superposicion con las otras curvas.
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Figura 24: Datos experimentales (puntos) y curvas predichas con la Ec. (4.10) (lineas)

correspondientes a la intensidad de los picos del paration metilico (a) 1345y (b) 1110 cm™.

En € rango de concentraciones desde 10 000 a 2 000 ppm, los espectros Raman del
pesticida medido sobre € substrato de aluminio y en un via de vidrio (muestras liquidas)

fueron comparadas, |os cuales demostraron que e aumento de la sefial, intensidad Raman,

fue del orden de 10°.



4.4 Estudio de clor ofilay B-caroteno en chile ancho

El cultivo de chile (Capsicum annuum L.) constituye una fuente importante de
recursos para €l estado de Aguascalientes. Los principales tipos de chile cultivados en esta
region son los conocidos como: Ancho, Mirasol y Pasilla, aunque también se cultivan
pequefias &reas con otros tipos de chile.

Debido a tipo de pesticida, € cual es de contacto, y al tipo de muestra ha andlizar;
se presenta en esta seccién el estudio superficial realizado a un tipo de chile, conocido con
el nombre de chile ancho, en el cual se encontrd informacion adicional, es decir, se observo
unatendencia en el andlisis de las proporciones de |os picos caracteristicos de la clorofilay
del B-caroteno. Estos componentes, en forma separada, ya han sido estudiados
anteriormente [95-97]. Las muestras de chile fueron cedidas por € Instituto Nacional de
Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP) ubicado en Pabellon de
Arteaga, Ags., las cuales consistieron de 3 tipos de muestras que tenian diferentes etapas de
maduracion: tardia, media y total. Estas muestras fueron analizadas en el sistema NIR-
Raman, obteniéndose sus respectivos espectros Raman, las cuales fueron evaluadas. Se
eligi6 e pico de la clorofila en 1604 cm™ y el pico del B-caroteno en 1523 cm™ para el
estudio; luego, en cada espectro Raman, se encontrd la proporcién entre ambos picos,

utilizando la siguiente relacion de proporcionalidad:

_ I il?)??)fila (4 11)
p= |1523 ’ :
S —caroteno



donde “ p” indica € nivel de clorofila respecto a la cantidad de [B-caroteno, ambas

sustancias indican fases opuestas en 1o que respecta a la maduraciéon de un determinado

fruto.

Niveles altos de clorofila ( p > 1) indica que € fruto aun tiene el color verde, fase
temprana de maduracién. En la Figura 25 se presenta el espectro Raman caracteristico del
chile ancho cuando tiene e color verde, se pueden observar |os picos caracteristicos de la
clorofila (1606 cm™) y del p-caroteno (1157 y 1527 cm™). Ademés, se observa que las
intensidades de los picos del B-caroteno aun son pequefias, las cuales aumentan de

intensidad cuando el fruto comienza a madurar, como veremos posteriormente.
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Figura 25: Espectro Raman dd chile ancho en fase temprana de maduracion (color verde).



Niveles altos de B-caroteno (p < 1) indican que € fruto tiene el color rojo, fase
Ultima en e proceso de maduracion. En la Figura 26 se presenta el espectro Raman
caracteristico del chile ancho cuando tiene € color rojo, se pueden observar los picos
caracteristicos del -caroteno, los cuales son muy intensos. Los picos Raman 1157 y 1516

cm® provienen de las vibraciones de estiramiento de los enlaces C-C y C=C,

respectivamente.
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Figura 26: Espectro Raman del B-caroteno, chile ancho de color rojo.



Utilizando larelacion (4.11), las proporciones entre los picos Raman de la clorofila
y del B-caroteno fueron encontrados. En la Figura 27 se presenta |os resultados obtenidos
para € chile ancho en tres diferentes etapas de maduracion; tardia tiene el color verde
oscuro, media tiene el color verde claro, y total tiene e color rojo. Estos colores solamente

muestran una tendencia del color observado en los experimentos.
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Figura 27: Proporcion entrelaintensidad de la clorofila (1604 cm™) y p-caroteno (1523 cm™)

con respecto a la etapa de maduracién del chileancho (1: tardia, 2: mediay 3: total).

Ademés; en estas muestras se observo que las diferentes partes de la superficie del
chile empezaron a madurar (cambio de color: del verde al rojo) en forma independiente, no

importando el tamafio en el cual se encontraron. Para este aparente problema se determind



otrarelacion, paralo cua se considerd la siguiente aternativa: en un conjunto de espectros
Raman (mayores de 10 y obtenidas en diferentes partes de la superficie del chile) de una
misma muestra, se determina la intensidad méxima del pico de la clorofila (1604 cm™) y
del B-caroteno (1523 cm™), luego se encuentra la proporcion entre ellos de la siguiente

manera

| 1523

q — S —caroteno , (412)

I 1604
clorofila

en donde, valores pequefios de “ q” indican que e fruto aun se encuentra en las etapas
iniciales de crecimiento. Vaores altos de “q” indican que € fruto se encuentra en las

etapas de maduracion, esta relacion es propuesta de esta forma por conveniencia. Como
gjemplo, se presentan las Figuras 28 y 29, las cuaes corresponden a diversas etapas de
crecimiento del chile ancho. En la Figura 28, los tres tipos de muestras fueron de color
verde, |o cual se puede observar en los valores pequeiiosde” q”. En la Figura 29 se aprecia
el valor significativo del grupo 3, en e cual la muestra fue de color rojo.

L os resultados obtenidos en esta seccidén muestran las posibilidades de aplicacion de
la técnica Raman hacia estas &reas, con lo cual se analizaria a nivel molecular las etapas de
desarrollo de una fruta especifica. Los trabgjos en esta linea aun se encuentran en
investigacion, aun falta en encontrar el valor adecuado de “ q”, € cual debe de representar
el momento propicio parala cosecha del fruto y también, aplicar estas mismas ideas a otros
tipos de frutos. El andlisis de las proporciones entre estos picos también podria ser usado

para el estudio de plantas sanasy enfermas.
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Figura 28: Proporcion entrelaintensidad dela clorofila (1604 cm™) y B-caroteno (1523 cm™)

con respecto al tamafio del chile ancho (1: chica, 2: medianay 3: grande).
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Figura 29: Proporcién entrelaintensidad dela clorofila (1604 cm™) y B-caroteno (1523 cm™)

con respecto a la etapa de maduracién del chileancho (1: tardia, 2: mediay 3: total).



4.5 Deteccion de paration metilico y malation en chile ancho

Las muestras de chile ancho utilizadas en este trabajo también fueron cedidas por €l
INIFAP. Las cuales fueron contaminadas en e laboratorio de quimica con uno u otro
pesticida, paration metilico o malation, en frutos y fechas diferentes. La aplicacion del
pesticida se realiz6 con un atomizador, simulando la aplicacion que se realiza en €l campo;
la disolucién fue realizada con aguatridestiladay la concentracion fue de 1000 ppm, € cual
es sugerido en el envase comercial.

Las muestras fueron analizadas en € sistema NIR-Raman después de 24 horas de la
aplicacion del pesticida. En un primer monitoreo de la superficie del chile a través del
microscopio se observo que no quedaron rastros del pesticida, ni de ningln otro liquido,
luego, estas muestras fueron analizadas en el equipo obteniéndose |os espectros Raman, |os
cual es presentaron |os picos caracteristicos de la clorofilay del B-caroteno, Figuras 25y 26,
pero no se identificd ninguno de los picos que caracterizan al pesticida en estudio. Después
de este primer paso, las mismas muestras fueron introducidas en un refrigerador. Las
cuaes, después de un lapso de tiempo (20 horas, aproximadamente), se sacaron del
refrigerador y se degjaron a medio ambiente. Después de algunos minutos, sobre la
superficie del chile se formaron gotas de agua debido ala condensacion del aire en contacto
con la muestra fria; luego en e caso inverso, con la evaporacion del agua, quedaron
algunos rastros. Estos rastros (microgotas) fueron observados a través del microscopio
(Figuras 30 y 31), las cuales fueron analizadas en el equipo Raman y se obtuvieron sus

respectivos espectros, las cuales se muestran posteriormente.



Figura 30: Rastros de pesticida, paration metilico, sobre la superficie del chile ancho

Figura 31: Rastros de pesticida, malation, sobre la superficie de chileancho.



Las Figuras 32 y 33 presentan |os espectros Raman de las microgotas que quedaron
absorbidas sobre la superficie del chile. En estos espectros se pudo identificar el pico mas
intenso o algunos picos caracteristicos del pesticida en estudio, aparte de los picos de la
clorofilay del B-caroteno. Por este método se hicieron visibles las microgotas de pesticidas,
residuos que quedaron impregnados en la superficie del chile. Ademés, se colocaron
pequefias gotas de agua extraida de la superficie del chile (gotas condensadas) sobre €l
substrato de aluminio. Después de que el agua fue evaporada a temperatura ambiente
quedaron microgotas del pesticida, cuyos espectros Raman fueron féciles de identificar.

En la figura 32a se observa el espectro Raman caracteristico del -caroteno (chile
color rojo) y el pico 1347 cm?, e cual es caracteristico del pesticida paration metilico. En
la figura 32b se observa superpuesto € espectro Raman del paration metilico y del chile
ancho en color verde.

En la figura 33a se observa el espectro Raman caracteristico del B-caroteno (chile
color rojo) y e pico 654 cm*, el cual es caracteristico del pesticida malation. En la figura
33b se observa €l espectro Raman del chile ancho en color verde 'y e pico 655 cm™ del
mal ation.

Cabe seffalar que el espectro Raman del 3-caroteno es muy intenso, lo cual ocasiona que los
picos caracteristicos de los pesticidas en estudio se aprecien débilmente. Esto no implica
gue el pesticida se encuentre en bagjas concentraciones; estudios a respecto aun faltan en

implementar.
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Figura 32: Espectros Raman de las microgotas residuales sobre la superficie de chile ancho

contaminado con paration metilico. a) chilecolor rojoy b) chile color verde.
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Figura 33: Espectros Raman de las microgotas residuales sobre la superficie de chile ancho

contaminado con malation. @) chile color rojoy b) chile color verde.



Capitulo 5

Conclusiones

En este capitulo se presentan las conclusiones del trabajo realizado y ademés, se

presentan las perspectivas y aplicaciones de trabgjos futuros.

a) Conclusiones generales:

1) Seconcluyey se demuestra que la espectroscopia Raman, mediante una simple técnica
de extraccion, puede detectar pesticidas sobre matrices agricolas. Como gjemplo se
presento la deteccidn de dos tipos de pesticidas (paration metilico y malation) sobre la
superficie de muestras de chile ancho, |as cuales fueron muestras reales del campo.

2) La espectroscopia Raman en el cercano infrarrojo puede ser usado en la deteccién y
medicion de los niveles de clorofila'y B-caroteno en muestras agricolas como plantas,
verduras y frutas. Se observd, en muestras de chile ancho, la excelente tendencia de

estos dos componentes en |as diversas etapas de maduracion dd fruto.



3)

b)

La expresion matematica propuesta en este trabgo para e andlisis cuantitativo es
satisfactoria. El cual fue usado para encontrar las concentraciones de uno o0 varios
compuestos en una mezcla liquida dada. Ademas, en las condiciones experimentales
propuestas en este trabgo, se puede medir desde los compuestos puros hasta

concentraciones tan bagjas como 1 ppm.

Conclusiones complementarias:

Los espectros Raman de muestras organicas (pesticidas) son obtenidas facilmente con
un sistema NIR-Raman. El sistema Raman en € visible presenta una débil ganancia de
lasefial Raman de muestras organicas, debido alafluorescencia.

La espectroscopia Raman no necesita grandes voliUmenes de solventes para la
extraccion de las muestras y la obtencion de los resultados es relativamente rapida. En
los espectros Raman presentados aqui, €l tiempo de obtencion de cada espectro fue de
60 sen el sistema NIR-Raman.

La técnica Raman no necesita demasiada manipulacion de las muestras, es decir, se
puede evitar todo contacto con sustancias téxicas, las cuales pueden ser andizadas a
través de un viad de vidrio transparente 0 sobre un substrato en cantidades muy
pequefias.

El substrato de aluminio implementado y utilizado en este trabgjo fue ampliamente
satisfactorio. Es decir, fue muy facil de manipular, no requirié de ningun tratamiento
previo, ademas se encuentra disponible comercialmente. Este substrato puede ser usado
como una primera alternativa, en cierto rango de concentraciones, en comparacion alos
substratos utilizados en la técnica SERS, los cuales s requieren de un tratamiento
previo parasu utilizacion.

Cada espectro Raman es una huella digital del compuesto a estudiar. Uno o unos pocos
picos caracteristicos son suficientes para proporcionar identificacion espectral de un

compuesto quimico.



1)

2)
3)
4)

5)
6)

La utilizacion de las intensidades normalizadas, nos proporcioné un comportamiento
més predecible en el andlisis de las concentraciones de las muestras estudiadas aquii.

Larelacion n, incluida en la expresion matemética, nos permite considerar cualquier

otro pico del espectro Raman para el andlisis cuantitativo en una mezcla. Esto es a
causa del trasdapamiento de las bandas, por lo cua en algunas mezclas es dificil de
identificar, como primera aternativa, € pico mésintenso del compuesto.

La utilizacion de las microgotitas de paration metilico sobre € substrato de aluminio es
unabuenatécnicade andlisis, lacual puede ser extendida a otros tipos de muestras.

Para € pesticida paration metilico se encontré que la sefial Raman medida sobre el
substrato es ~10° més intenso que la sefill Raman obtenida en e via de vidrio
transparente. Por |o tanto, €l substrato no tiene las condiciones para ser considerado
substrato activo SERS. En este dltimo la amplificacion de la sefial, segun la literatura,

es de 107 - 107 veces.

Per spectivasy aplicaciones en trabajos futuros:

La espectroscopia Raman es una herramienta alternativa para la deteccion de una gran
variedad de pesticidas y contaminantes en general, las cuales pueden estar presentes en
diversas matrices como en agua, tierray vegetales. Es decir, la técnica Raman se puede
aplicar al estudio y deteccién de pesticidas organoclorados en tejido adiposo; a estudio
y deteccion de hidrocarburos polinucleares arométicos en tierras contaminadas; entre
otros contaminantes.

Ampliacién de la aplicacion del substrato de aluminio hacia otros tipos de muestras.
Aplicacion de la espectroscopia Raman para el estudio de plantas sanasy enfermas.
Estudio del nivel de clorofila y B-caroteno en la maduracién de frutos mediante
espectroscopia Raman.

Andlisis cuantitativo de contaminantes en matrices agricol as especificas por Raman.

Ampliacién y reporte de lalibreria de espectros Raman de diversos compuestos.



Apendices



Apéndice 1

Vibraciones de la molécula de agua: H,O

Aqui se presenta un gjemplo, en el cua se obtienen los modos vibracionales de una
molécula utilizando los conceptos de simetria y teoria de grupos [7, 98]. Uno de los

ejemplos mas féaciles de visualizar, es la molécula de agua.

d

Sistema de coor denadas y elementos simétricos de la molécula de agua.



1) Grupo puntual y tabla de car acteres:

Analizando los elementos simétricos de la molécula de agua, se encuentra que tiene

un ge C,, dos planos o, y de hecho la identidad E. este grupo de 4 elementos simétricos

caracterizan a grupo puntual Cy,.
Ca = E Cy, 0,(X2), ov(y2)
Ahora, consideremos la traslacion de la molécula sobre e ge “y”, donde la

direccién sera representado por vectores unitarios sobre los atomos, e imaginamos como

cambiaran cuando sufran las operaciones simétricas de Cy,.

z 0— 0— 0— 0—
VAN A AW
’ | E | Cy | . (23] [ ()

* 0— —0 —0 0—
ya \_' |-/ AN / AN yd \_I
H— — - ~H - —H  H— —
+1 -1 -1 +1

Efectos de operaciones simétricas en C,,, traslacién alo largo del gje“y”.

Observando en la figura anterior; laidentidad (E) no alterala posicion de las flechas
(+1). Larotacion arededor del ge C, causa al vector +y a cambiar a —y, entonces es (-1).
Lareflexion en el plano o, (xz) causaa+y acambiar a—-y (-1), pero lareflexion en el plano

de la molécula, o, (yz), resulta en que los vectores no cambian (+1). El grupo de las 4

etiquetas (+1, -1, -1, +1) generados en este andlisis congtituye una representacion

irreducible en e grupo puntua Cy,.



Un vector unitario en ladireccion “+x”, las etiquetas +1, -1, +1, y -1 son generadas.
Un vector en ladireccion “+2" no serd cambiado por ninguno de las operaciones simétricas
y seradescrito por € grupo: +1, +1, +1, +1.

Se genera la cuarta representacion irreducible a considerar la rotaciéon de la

mol écula alrededor del gje“z”, como se aprecia en la siguiente figura:

kot 4
SV A NN A NVaN
¥ [ E lﬁa lm(m} l e (¥E)

P

DD U
P I

Efectos de operaciones simétricas en C,,, rotacion alrededor del ge”z".

Ambas operaciones, E 'y C, dgjan ladireccion sin cambio (+1), pero lareflexion en
alguin plano causa unainversion en el sentido de la flecha (-1). El resultado es +1, +1. -1,y
-1.

Muchas de las propiedades simétricas de un grupo puntual, incluyendo sus
operaciones caracteristicas y representaciones irreducibles, son presentadas en unatabla.

Cy|E C o,x20 o,(y2

Ar |1 1 1 1 z X2y, 7
A1 1 -1 -1 R, |xy

B: |1 -1 1 -1 X, Ry | Xz

B (1 -1 -1 1 Y, Rx | yz




2) Representacion reducible:

Se representa los grados de libertad para cada &omo con los vectores de
desplazamientos cartesianos, en donde los vectores “z” son paralelos a €e de rotacion de

mas alto giro de lamolécula.

z
I
O—
Il I
x
<

x x

Vector es de desplazamiento cartesianos para H»O.

Los caracteres de la representacion reducible son determinados a considerar los
efectos combinados de cada operacidn simétrica sobre |os vectores atdmicos.

En la molécula de agua |los &tomos que no cambian paralas operacionesEy o, (yz)

son los tres atomos y para las otras dos operaciones, solamente el oxigeno se mantiene sin
cambio.

La contribucion para cada atomo se obtiene, +3 para la operacion de identidad
porgue los tres vectores no son afectados. En €l caso de C,, €l vector “z” sobre el atomo de
oxigeno permanece estacionario mientras los vectores “x” y “y” son movidosa“-x",y “-y”,
respectivamente, produciendo un valor de -1.

Derivacion de la representacion reducible parala molécula de agua:

E C o (2 o, (y2)

atomo sin cambio 3 1 1 3
Contribucion por &omo 3 -1 1 1
T, 9 -1 1 3

tot




Usando laformula de reduccion,

= (K) 2, (K). (AL-1)

Para descomponer la representacion, se debe de aplicar a cada uno de las cuatro

representaciones irreducibles en el grupo puntual Cy:

A an=(14IO)M@Q) + (HM@) + (OO + DD =3

Az an= (14O + (DM@ +(OEHA) + D@ =1
Bi:  an=UA9DAD) + (DHEDH() + (DDA + DD =2
B2 an=(UA(DD) + (DEDH() + (DEDD) + DD =3

Asi, larepresentacion reducible esresueltaen: 3 A1, 1 Az, 2By, y 3 Bo.

Para obtener de este grupo tota |las representaciones para la vibracion, es necesario
restar las representaciones para las otras dos formas de movimiento: rotacion y traslacion.
Se pueden identificar en la tabla de caracteres de C,,. Los tres modos de traslacion
perteneceran a las mismas representaciones como las funciones basicas de “x”, “y”,y “z”,

y los modos de rotacion se transformaran como Ry, Ry, ¥ R..

Ftot =3A;1+A>+2B;1+3B>
'[Ftrans: A1 + Bi+t BZ]
-[Frot: A+ Bi+ Bz]
Fvib =2A;+B,

En la literatura se puede encontrar mayor informacion y eemplos de otras
moléculas, asi como, tratamientos alternativos para determinar 1os modos vibracionales de
una molécula.



Apéndice 2

Grupos Funcionales en la Quimica Organica

La quimica organica es la quimica de los compuestos del carbono. Se puede
encontrar un curso completo sobre este temaen laliteratura[99].

A. Grupos funcionales que forman parte del esqueleto molecular

a) Alcanos
CcC—C

Son hidrocarburos saturados, contienen Unicamente enlaces sencillos Carbono-
Carbono, aciclicos. Cumplen con laférmula molecular:

Cn H 2n+2
donde, n es & nimero de &omos de carbono.
Para nombrar todos los hidrocarburos saturados se utiliza laterminacién “-ano”. Los
grupos gue estén unidos ala cadena principal se llaman sustituyentes.
Cicloalcanos
Son hidrocarburos saturados que tienen, al menos, un anillo formado con domos de
carbono, ciclicos. Los cicloalcanos se nombran colocando € prefijo “ciclo-* al
nombre del alcano que corresponde a mismo nimero de d&omos de carbono del

anillo.



GruposAlquilo

Son sustituyentes saturados que solo contienen carbono e hidrégeno. Un grupo
alquilo se nombra a partir del nombre del alcano con el mismo nimero de atomos de
carbono y se cambialaterminacién “-ano” por “-ilo”. Como simbolo genera se

utilizalaletra“R”.

b) Alquenos
Ze=c

Son hidrocarburos no saturados, contienen enlaces multiples, enlaces dobles
Carbono-Carbono, y por lo tanto contienen menos hidrogeno por carbono que los
alcanos. Cumplen la férmula molecular:

Cn H 2n
Para designar un doble enlace carbono-carbono, se utiliza la terminacion “-eno”.
Cuando se encuentran mas de un doble enlace, la terminacion cambia a “-dieno”, “-
trieno”, etc.
Cuando en una misma molécula estan presentes dos 0 mas enlaces multiples:
e Acumulados: C=C=C=cC
e Conjugados: C=C-C=C
e Aidados: c=C-C-C=cC
Los compuestos que contienen un doble enlace y un triple enlace se llaman “-

eninos’.

¢) Alquinos
==
Son hidrocarburos no saturados, contienen enlaces multiples, enlaces triples
Carbono-Carbono, y por lo tanto contienen menos hidrégeno por carbono que los
alcanos. Cumplen la férmula molecular:
CnHZn—z



En un triple enlace C = C se utiliza la terminacion “-ino”, dos triples enlace se usa
“-diino”, etc.

Cuando en una misma molécula estan presentes dos 0 mas enlaces multiples:

e Acumulados: C=C=C=C

e Conjugados. C=C-C=C

e Aidados: C=C-C-C=C
d) Arenos
7
Son hidrocarburos aromaticos. Los seis hidrogenos del benceno son quimicamente
equivalentes.
Grupo Arilo:

Para representar a este grupo se utiliza e simbolo “Ar”. En los compuestos
aromaticos, frecuentemente se presentan dos grupos, que tienen nombres muy
especiales. Son € grupo feniloy el grupo bencilo.

B. Grupos funcionales que contienen oxigeno

1. Con enlaces sencillos car bono-oxigeno

a) Alcoholes
—OH
Los acoholes tienen laformula general:
R-OH

Estructuralmente son semejantes a agua (H — O — H), en donde uno de los
hidrogenos se ha reemplazado por un grupo aquilo (R). Su grupo funcional es €
grupo hidroxilo: — OH



Segun IUPAC, el grupo hidroxilo de los acoholes se indica con la terminacion -
ol”. Y comUnmente, se antepone la palabra “alcohol” al nombre del grupo aquilo,

terminado en “-ilico”.

Clasificacion de los alcoholes
Los acoholes se clasifican como: primarios (1°), secundarios (2°) y terciarios (3°),
lo que depende de que estén unidos por uno, dos o tres grupos alquilo a aomo de

carbono que esta unido a grupo hidroxilo.

b) Fenoles
—0OH
Los fenoles tienen el mismo grupo funcional que los alcoholes (-OH), pero unido a
un anillo aromético (Ar).
Ar —OH

c) Eteres
—0—
Los éteres se denominan generamente con el nombre de cada uno de los grupos
alquilo (R) o arilo (R' 0 Ar), en orden afabético, seguido por la palabra“éter”.
Formula general:
R-O-R
Grupo Alcdxido: — OR

c.1 Epoxidos (oxiranos): Son éteres ciclicos con un anillo de tres miembros

gue contiene un aomo de oxigeno.

c.2 Eteres Ciclicos. Se conocen éteres ciclicos con anillos mayores que los

epoxidos, que son detres  miembros.



2. Con dobles enlaces car bono-oxigeno

a) Aldehidos

0

—t-m

Tienen por 10 menos un aomo de hidrégeno unido a grupo carbonilo. El grupo
restante puede ser otro aomo de hidrogeno o cualquier grupo organico.

—-CHO
Grupo Carbonilo

=0

Es el grupo funciona mas importante en quimica: C = O (CO, representa un doble

enlace)

a.1l Formaldehido
H -CHO
a.2 Aldehido Alifético
R-CHO
a.3 Aldehido Aromatico
Ar —CHO
Segun IUPAC, la terminacion caracteristica para los aldehidos es “-a” (de la
primera silaba de aldehido) del alcano correspondiente. En el caso de los aldehidos
ciclicos, se utiliza el sufijo “-carbaldehido”.

b) Cetonas
En las cetonas el d&omo de carbono del grupo carbonilico est4 unido a otros dos
atomos de carbono.
b.1 Cetona Alifatica
R-CO-R
b.2 Alquil Aril Cetona
R-CO- Ar



b.3 Cetona Aromética
Ar —CO - Ar
b.4 Cetona Ciclica
(Anillo)C =0
Segun ITUPAC, se utiliza la terminacion “-ond" (de la ultima silaba de cetona) del

alcano correspondiente.

3. Con enlaces dobley sencillo carbono-oxigeno

a) Acidos Carboxilicos
Los acidos carboxilicos son los &cidos organicos més importantes; su grupo
funcional es e grupo carboxilo. Este nombre surge de una contraccién de las

siguientes partes: € grupo carboniloy € grupo hidroxilo.

Grupo Carboxilo: -COOH
0
_t—on
Férmula molecular del &cido carboxilico:
RCOOH o RCO.H
Para los derivados de &cidos; el grupo “-OH”, de un &cido, se ha reemplazado por

otras funciones: “-OR”, haldgenos (X= Cl, Br) y otros grupos.

b) Ester
L os ésteres se obtienen a remplazar € grupo —OH de los acidos por un grupo -OR
0
— g —0OR

Ry R' pueden ser adquilo o arilo.
R-CO-OR



¢) Anhidridos de Acido
Los anhidridos de &cido son derivados de &cidos que se forman a quitar una
mol écula de agua a dos grupos carboxilicosy al unir los fragmentos.
0 0O
I |
—C—0—C—

R-CO-0-CO-R

C. Grupos funcionales con nitr 6geno

a) Aminas

Las aminas son compuestos organicos relacionados con el amoniaco, que se forman
al reemplazar uno, dos o los tres hidrogenos del amoniaco (NH y NR, representan un enlace
simple para este caso) por grupos organicos. Las aminas son bases.

a.1 Amoniaco

H-NH-H
a.2 AminaPrimaria
—NH,
R-NH -H
a.3 Amina Secundaria
— NHR
R-NH -R
a4 AminaTerciaria
—NR,

R-NR-R



R, puede ser grupos alquilos o arilos.
El grupo amino: -NH;
En algunas aminas secundarias o terciarias, € nitrogeno puede formar parte de un

anillo.

b) Nitrilo (cianuro)

D. Grupos funcionales con oxigeno y nitr 6geno

a) Amida Primaria

i
—C—NH;
R-CO-NH,
b) Compuestos Nitro
_ﬁfﬂ
o
E. Gruposfuncionales con azufre
a) Tioles
—SH

Los tioles son semejantes a los acoholes y fenoles, excepto porque € oxigeno se

ha reemplazado por azufre (S).

a.1 Tiofenoles



b) Tioéter

¢) Acido Sulfénico

F. Grupos funcionales con hal6genos

a) Halogenuro de Alquiloo dearilo

—X

b) Halogenuro de Acido (de Acilo)
L os halogenuros de acilo son los derivados més reactivos de |os écidos carboxilicos.
0
tex

R-CO-X



Apéndice 3

Frecuencias Car acteristicas Raman

Estainformacion fue obtenida de D. Lin-Vien, N.B. Colthup, W.G. Fateley and J.G.
Grassdlli, “The Handbook of Infrared and Raman Characteristic Frequencies of Organic
Molecules’, Academic Press, Boston, 1991.

Frecuencia Vibracién Compuesto

(cm™)

0 —500:

178 Symmetric Cl, stretch Cl4 (solid)

160-200 Skeletal deformation Aliphatic nitriles

267 Symmetric CBr, stretch CBr4 (liquid)

335-355 Skeletal deformation Monoalky!| acetylenes
150-425 Chain expansion n-Alkanes

437 Symmetric Cl 3 stretch CHI; (in solution)

459 Symmetric CCl, stretch CCly

483 Symmetric Cl, stretch CHoal,

475-484 Skeletal deformation Diakyl diacetylenes
485-495 Cl stretch, Tyun conformation Tertiary iodoalkanes
485-495 Cl stretch, Sy conformation Secondary iodoakanes
480-510 SS stretch Diakyl trisulfides

500 — 1000:

500-510 Cl stretch, Py conformation Primary iodoalkanes
510-520 CBr stretch, Tryyy conformation Tertiary bromoalkanes
523 Cl stretch CHal

510-525 SS stretch Dialkyl disulfides

539 Symmetric CBrj3 stretch CHBr3

535-540 CBr stretch, Sy conformation Secondary bromoalkanes



560-565
560-570
S77
609
590-610
605-615
615-630
640-655
659
650-660
668
688
650-690
703
703
709
620-715
720-730
733
690-735
585-740
650-760
730-760
700-785
802
815
818
820-825
720-830
832
832
834
749-835
836
840-851
866
877
899
850-900
890-900
837-905
906
914
830-930
933

CBr stretch, Py conformation
CCl stretch, Tynn conformation
Symmetric CBr; stretch

CBr stretch

Cl stretch, Pc conformation
CCl stretch, Syy conformation
Ring deformation

CBr stretch, Pc conformation
Symmetric CSC stretch

CCl stretch, Py conformation
Symmetric CCl3 stretch

Ring breathing

Pseudosymmetric N=C=S stretch

Ring breathing

Symmetric CCl, stretch

CCl stretch

CSstretch (1 or more bands)
CCl stretch, Pc conformation
Ring breathing

C=Sdtretch

CSstretch (1 or more bands)
Symmetric skeletal stretch
C40O skeleta stretch

Ring vibration

Ring breathing

Ring breathing

Ring breathing

C30 skeleta stretch

Ring breathing

Ring breathing

Ring breathing

Ring breathing

Skeleta stretch

Ring breathing
Pseudosymmetric CON stretch
Ring breathing

OO stretch

Ring breathing

Symmetric CNC stretch
Ring breathing

CC skeletal stretch

ON stretch

Ring breathing

Symmetric COC stretch
Ring breathing

Primary bromoalkanes
Tertiary cloroalkanes
CH5Br»

CH3Br

Primary iodoalkanes
Secondary cloroakanes
Monosubstituted benzenes
Primary bromoalkanes
Pentamethylene sulfide
Primary cloroakanes
CHCI;
Tetrahydrothiophene
Alkyl isothiocyanates
Cyclooctane

CH.Cl,

CHCl

Dialkyl disulfides
Primary cloroakanes
Cycloheptane
Thioamides, thioureas (solid)
Alkyl sulfides

tert-Butyl group

Tertiary acohols

Alkyl cyclohexanes
Cyclohexane (chair form)
Piperidine
Tetrahydropyran
Secondary alcohols
Para-disubstituted benzenes
Morpholine

Thiophene

1,4-Dioxane

| sopropy! group
Piperazine

O-Alkyl hydroxylamines
Cyclopentane

Hydrogen peroxide
Pyrrolidine

Secondary amines

Alkyl cyclopentanes
n-Alkanes
Hydroxylamine
Tetrahydrofuran
Aliphatic ethers

Alkyl cyclobutanes



939
992
992
985-1000

1000 — 1500:

1001
990-1010
1026

1029

1030
1010-1030
1015-1030
990-1040
1020-1060
1065
1040-1070
1111

1112

1130
1100-1130
1140

1144
1125-1145
950-1150
1165-1172
1188
1188-1196
1205

1212
1200-1220
1200-1230
1266
1251-1270
1276
1240-1280
1275-1282
1280-1300
1295-1305
1175-1310
1250-1310
1290-1314
1320
1330-1350
1345-1355

Ring breathing
Ring breathing
Ring breathing
Trigonal ring breathing

Ring breathing

Trigonal ring breathing
Ring breathing

Ring breathing

Trigonal ring breathing
Trigonal ring breathing
In-plane CH deformation
Ring vibration

Ring vibration
C=Sstretch

S=0 stretch (1 or 2 bands)
NN stretch

Ring breathing

1,3-Dioxolane

Pyridine

Benzene

2- and 4-Substituted pyridines

Cyclobutane

Mono-, meta- and 1,3,5-subst. benzenes

Trimethylene imine (azetidine)
Trimethylene oxide (oxetane)
Pyridine

3-Substituted pyridines
Monosubstituted benzenes
Pyrazoles
Ortho-disubstituted benzenes
Ethylene trithiocarbonate
Aliphatic sulfoxides
Hydrazine

Ethylene sulfide

Pseudosymmetric C=C=0 stretch  Ketene
Symmetric C=C=C stretch (2 bands)Allenes

Ring breathing

Ring breathing
Symmetric SO, stretch
CC stretches

Symmetric SO; stretch
Ring breathing
Symmetric SO, stretch
CeHs-C vibration

Ring breathing

Ring vibration

Ring vibration

Ring breathing

In-plane CH deformation
Symmetric N=N=N stretch
Ring stretch

Symmetric NO; stretch
CC bridge bond

CH; in-phase twist

CH, twist and rock
Amidelll band

In-plane CH deformation
Ring vibration

CH deformation
Symmetric NO; stretch

Furan

Pyrrole

Diakyl sulfones
n-Alkanes

Alkyl sulfonates
Cyclopropane

Alkyl sulfates

Alkyl benzenes

Ethylene imine (aziridine)
Mono- and 1,2-diakyl cyclopropanes
Para-disubstituted benzenes
Ethylene oxide (oxirane)
cis-Diakyl ethylenes
CH3N3

Epoxy derivatives

Alkyl nitrates

Biphenyls

n-Alkanes

n-Alkanes

Secondary amides
trans-Dialkyl ethylenes
1,1-Diakyl cyclopropanes
I sopropyl group

Tertiary nitroalkanes



1360-1375
1368-1385
1370-1390
1380-1395
1385-1415
1400-1415
1340-1440
1442

1398-1443
1400-1450
1465-1466
1446-1473
1460-1480
1470-1480
1500

1500 —2000:

1490-1515
1535-1545
1548
1550-1555
1550-1560
1566
1573
1575
1465-1581
1547-1596
1614
1571-1616
1540-1620
1623
1550-1630
1622-1634
1637
1638
1647
1638-1648
1640-1648
1625-1649
1590-1650
1642-1652
1649-1654
1656
1644-1658
1610-1660

Symmetric NO; stretch

CH3 symmetric deformation
Ring stretch

Symmetric NO; stretch
Ring stretch

Symmetric CO," stretch
Symmetric CO;," stretch
N=N stretch

Ring stretch
Pseudosymmetric N=C=0 stretch
CH3; deformation

CHs, CH; deformations
Ring stretch

OCHg3, OCH, deformations
Symmetric C=C stretch

Ring stretch
Antisymmetric NO, stretch
N=N stretch
Antisymmetric NO, stretch
Antisymmetric NO, stretch
C=C stretch

N=N stretch

Symmetric C=C stretch
C=C dtretch

C=C dtretch

C=C stretch

C=C stretch

Three or more coupled C=C stretch

C=C stretch

Ring stretches (doubl et)
Antisymmetric NO, stretch
Symmetric C=C stretch
C=0 stretch

C=C dtretch

C=C stretch

N=0 stretch

C=C dtretch

NH, scissors

C=N stretch
Symmetric C=0 stretch
C=C stretch

C=C stretch

C=N stretch

Secondary nitroalkanes
n-Alkanes
Naphthalenes

Primary nitroalkanes
Anthracenes

Dipolar and anionic « amino acids
Carboxylate ions (aqueous sol ution)
Azobenzene

2-substituted thiophenes

| socyanates

n-Alkanes

n-Alkanes

2-Furfurylidene or 2-furoyl group
Aliphatic ethers

Cyclopentadiene

2-Furfuryl group
Tertiary nitroalkanes
1-Pyrazoline

Secondary nitroalkanes
Primary nitroalkanes
Cyclobutene
Azomethane (in solution)
1,3-Cyclohexadiene
lodoalkenes
Bromoalkenes
Cyclopentene
Chloroakenes

Polyenes

Ethylene (gas)

Benzene derivative

Alkyl nitrates

Isoprene

Ethylene dithiocarbonate
Cyclopropene
H,C=CHR

Alkyl nitrites

Allyl derivatives

Primary amines
Thiosemicarbazones (solid)
Carboxylic acids
Cyclohexene, cycloheptene
RZC:CHZ

Hydrazones (solid)



1649-1660
1650-1660
1654-1660
1636-1663
1650-1665
1652-1666
1630-1670
1655-1670
1672
1666-1673
1675
1665-1676
1664-1678
1679
1665-1680
1636-1686
1651-1687
1644-1689
1695
1694-1712
1715-1720
1700-1725
1727-1734
1736
1714-1739
1720-1740
1734-1741
1729-1743
1744
1730-1770
1782
1792
1795
1800
1799-1805
1807
1788-1810
1820
1840-1870
1958-1964
1974

2000 — 2500:

2049
2094

C=N stretch

Amide | band

C=C stretch

Symmetric C=N stretch
C=N stretch

C=N stretch

Amidel band
Conjugated C=0 stretch
Symmetric C=0 stretch
C=N stretch
Symmetric C=0 stretch
C=C stretch

C=C stretch

C=C stretch

C=C stretch

Amidel band

C=C stretch

C=C stretch
Nonconjugated C=0 stretch
C=C stretch

C=0 stretch

C=0 dtretch

C=0 dtretch

C=C stretch

C=C stretch

C=0 stretch

C=0 stretch

C=0 stretch

C=0 dtretch

C=0 stretch

C=0 dtretch

C=C stretch

C=0 dtretch

C=C stretch

Symmetric C=0 stretch
C=0 stretch

C=0 stretch

Symmetric C=0 stretch
Symmetric C=0 stretch

Antisymmetric C=C=C dtretch

C=C dtretch

Pseudoantisymmet C=C=0 stretch

C=N stretch

Aldoximes

Secondary amides

cis-Dialkyl ethylenes
Aldazines, ketazines
Semicarbazones (solid)
Ketoximes

Tertiary amides

Uracil, cytosine and guanine derivativ
Formic acid (aqueous sol ution)
Aldimines

Acetic acid

trans-Diakyl ethylenes
Trialkyl ethylenes

M ethylene cyclobutane
Tetraalkyl ethylenes

Primary amides (solids)
Alkylidene cyclopentanes
Monofluoroalkenes

Uracil derivatives (aqueous solution)
RCF=CFR

O-Alkyl formates

Aliphatic ketones

O-Alkyl propionates
Methylene cyclopropane
C=CF; derivatives

Aliphatic aldehydes

O-Alkyl acetates

Cationic « amino acids (ag. solution)
Cyclopentanone

Halogenated aldehydes
Cyclobutanone

FzC:CFCHg

Ethylene carbonate

F,C=CF, (gas)

Noncyclic anhydrides
Phosgene

Acid halides

Acetic anhydride

Saturate 5-memb ring cyclic anhydrides
Allenes

Acetylene (gas)

Ketene
HCN



2104 Antisymmetric N=N=N stretch CH3N3
2140-2156  C=N stretch Alkyl thiocyanates

2100-2160 C=C dtretch Alkyl acetylenes
2134-2161 N=C stretch Aliphatic isonitriles
2172 Symmetric C=C-C=C dtretch Diacetylene

2000-2220 C=N stretch Dialkyl cyanamides
2100-2220  Pseudoantisymmet N=C=S stretch  Alkyl isothiocyanates
2232-2251  C=N dtretch Aliphatic nitriles
2259 C=N dtretch Cyanamide
2251-2264  Symmetric C=C-C=C stretch Alkyl diacetylenes
2250-2300  Pseudoantisymmet N=C=0 stretch |socyanates

2231-2301 C=C stretch (2 bands) R-C=C-R
2233-2316  C=C stretch (2 bands) R-C=C-CHjs

2500 — 3000:

2560-2590  SH stretch Thiols

2700-2850 CHO group (2 bands) Aliphatic aldehydes
2849-2861  Symmetric CH, stretch n-Alkanes
2883-2884  Symmetric CHs stretch n-Alkanes
2912-2929  Antisymmetric CH, stretch n-Alkanes
2965-2969  Antisymmetric CH; stretch n-Alkanes

2974-2986  Symmetric NHs" stretch
2980-2990  Symmetric =CHj, stretch

Alkyl ammonium chlorides
C=CH derivatives

3000 — 3400:

3026 Symmetric =CH;, stretch Ethylene (gas)
3000-3040 CH dtretch C=CHR derivatives
3057 Aromatic CH stretch Alkyl benzenes
3062 CH stretch Benzene

3070-3095  Antisymmetric =CH,, stretch
3000-3100  Aromatic CH stretch

C=CH, derivatives
Benzene derivatives

3020-3100  CHj; stretches Cyclopropane
3103 Antisymmetric =CH, stretch Ethylene (gas)
3154-3175 Bonded NH stretch Pyrazoles
3145-3190  Bonded symmetric NH; stretch Primary amides
3290-3310 Bonded NH stretch Secondary amides
3250-3300 Bonded symmetric NH; stretch Primary amines
3300-3335  =CH stretch Alkyl acetylenes

3300-3350 Bonded NH stretch Secondary amines
3325-3355  Bonded antisymmetric NH, stretch Primary amides
3374 CH dtretch Acetylene (gas)
3340-3380 Bonded OH stretch Aliphatic alcohols
3330-3400  Bonded antisymmetric NH stretch Primary amines




Apéndice4

Técnicas Quimicasde Andlisis

L a Cromatogr afia

Es la técnica para separar |0s componentes o solutos de una mezcla sobre la base de
las cantidades relativas de cada soluto, distribuidos entre un fluido que se mueve, Ilamado
la fase movil, y una fase estacionaria adyacente. La fase movil puede ser un liquido, un
gas o un fluido supercritico, mientras que la fase estacionaria puede ser un liquido o un
solido. EI movimiento cinético molecular continuamente intercambia las moléculas del
soluto entre las dos fases. Si, para un soluto en particular, la distribucion favorece a la fase
movil, las moléculas gastarian la mayor parte de su tiempo migrando con € fluido, y
podrian ser transportadas lejos de las otras moléculas que son mas retenidas por la fase
estacionaria. En Internet existe abundante materia sobre este tema[100-102].

Una mezcla de solutos es introducida en e sistema en una region confinada o
estrecha (el origen), con lo cua las especies diferentes son transportadas a diferentes
proporciones en la direccién del flujo del fluido. La fuerza conductora para la migracion es
el fluido en movimiento y la fuerza resistiva es la afinidad del soluto por la fase
estacionaria; la combinacion de esas fuerzas es |o que produce la separacion.

La cromatografia es una de las varias técnicas de separacion, definida como una
"migracion diferencial" desde una zona inicial estrecha. La Electroforésis es otro
miembro de este grupo (sin que sea un método cromatogréfico). En este caso, la fuerza
conductora es un campo eléctrico, €l cua eerce diferentes fuerzas sobre los solutos de
diferente carga ionica. La fuerza resistiva es la viscosidad del solvente que no fluye. La

combinacion de esas fuerzas da una movilidad ionica caracteristica para cada soluto.



Tipos comunes de fases en las técnicas de separacion

Técnica

Fase M ovil

Fase estacionaria

Cromatografia Gaseosa
(GO

Gas (helio, nitrogeno, 6
Hidrégeno)

Liquidos viscosos como
polietileno, glicol, 6
polimetil siloxano. Sdlidos
adsorbentes como silica,
tami ces moleculares,
alimina, y polimeros
porosos. Lafase es
mantenida en una columna
devidrio, metal o desilica
fundida

Cromatografia Liquida
(HPLC)

Agualiquida 6 solventes
organicos tales como
metanol, acetonitrilo,

propanol, 6 hexano.

Silica sblida o un polimero
como un polisacérido 6
poliestireno mantenido en
una columna hecha de
vidrio 6 acero inoxidable.

Electroforésis Capilar (CE)

Un electrolito 6 una
soluci6n buffer

Columnacapilar Ilenada
con un bufer sometido a un
alto voltge que creauna
migracion de | as especies
cargadas.

Cromatografia de Fluido
Supercritico (SFC)

Dioxido de carbono en
estado supercritico; puede
tener un modificador tal
como metanol. Otras
incluyen pentano, hexano,
hexaflururo de azufre e
isopropanol.

Silicas modificadas 6
polimeros en columnas
empacadas y polimetil
siloxanos entre cruzados en
columnas capilares.

Cromatografia lonica (1C)

Soluciones acuosas de
acidos, bases 0 sales. Estas
soluciones son algunas
veces modificadas con
solventes organicos
mi scibles con agua como
acetonitrilo o metanol.

Resinas de intercambio de
iones, silica enlazada con
cadenas alquidicas porosas
y polimeros estirene-
divinilbenceno.

Cromatografia Planar
(Cromatografiaen Capa
Delgada, TLC)

Mezclas de solventes como
hexano/acetona,
cloroformo/ acetato de etilo,
acetato de etilo - metanal,
butanol/ &cido acético /
agua 6 metanol/acetonitrilo.

Capasdesilicagel pre
recubierto, 6xido de
aluminio, celulosa, hojas
plasticas o laminas de
aluminio.




Tiposde muestrasy rango de sensibilidad

Técnica

TipodeMuestra

Rango de Sensibilidad

Cromatografia Gaseosa
(GC): muy versdtil,
econdémicay ampliamente
usada

Sdlidos, liquidos, 6
Compuestos organicos

permanentes inorgani cos

gase0sos 0 volatiles y gases

Partes por trillén 6
nanogramos/ litro hasta
niveles de porcentaje 6 g/ |

Cromatografia Liquida
(HPLC): usadaen todo €
mundo, unatécnica
analiticalider para aquellos
componentes que No son
féciles de volatilizar

Compuestos organicos e
inorgénicos, liquidos
volétilesy no volétilesy
compuestos biol 6gicos,
polimeros, compuestos
térmicamente | biles,
pequefios ionesy
macromol éculas

Partes por billén 6
microgramos/ litro hasta de
porcentaje6 g/ |

Electroféresis Capilar (CE):
andisis de biomoléculas,
requiriendo solo nanolitros
de muestra

Liguidos polaresy
compuestos no polares,
algunos elementos,
organicos no iénicosy
ionicos, macromoléculasy
compuestos quirales

Partes por billén 6
microgramos/ litro hastade
porcentaje6 g/ |

Cromatografia de Fluido
Supercritico (SFC):
puede hacer |os tipos de
andisisdelaGCylalLC;
instrumentacién méas bien
complga

Analitos solidos, liquidos, 6
gaseosos termoldbilesy no
volatiles como lamayoria
de las muestras que se
analizanpor GC6LC

Partes por trillén 6
nanogramos/ litro hasta
niveles de porcentaje 6 g/ |

Cromatografia l6nica (IEC):
facilitala separacion de
iones inorganicosy iones
organicosy especies
ionizables

L iquidos inorganicos,
aniones 0 cationes, &cidos
organicos, aminas, amino
acidos, carbohidratos y
&cidos nucleicos

Partes por billén 6
microgramos/ litro hasta de
porcentaje6 g/ |

Cromatografia Planar
(TLC): simple,
alternativaeconémicaala
LC con € andlisis
simulténeo de un gran
ndmero de muestras

Igual que parala
Cromatografia Liquida

Partes por billon 6
microgramos/ litro hasta
escala preparativa

Fraccionamiento por Flujo
de Campo (FFF): Una
técnica emergentey

Igual que parala
Cromatografia Liquida
pero méscon

prometedora

macromol éculas

Partes por billén 6
microgramos/ litro hasta de
porcentaje6 g/ |
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Preparacion de Muestrasy Técnicas de Extraccion

1) Introduccion

El muestreo y € proceso de preparacion de la muestra empiezan en e sitio de la
recoleccion y se extienden hasta el paso de la medicién.

La recoleccion apropiada de la muestra durante el proceso de muestreo (llamado
muestreo primario), el transporte de esta muestra representativa desde e punto de la toma
hasta el laboratorio analitico, la seleccion de la muestra (Ilamado muestreo secundario), y €l
método de preparacion de la muestra usado para convertir la muestra en una forma
apropiada para la etapa de la medicién, pueden tener el mayor efecto sobre la exactitud total
y la confiabilidad de los resultados que e proceso de medicion mismo. Al respecto, varias
técnicas han sido desarrolladas [54-61, 102].

2) Finesy Objetivos de la Preparacion de Muestras

La preparacion de muestras de una manera exitosa tiene un objetivo triple,
principalmente, entregar los componentes de la muestra de interés. En solucion; libres de
interferencias desde los elementos de la matriz y a un nivel de concentracion apropiado

paraladeteccion y lamedicion

3) Técnicas de Separacion y Preconcentracion en la Preparacion dela Muestra
Existen tres aproximaciones basicas en la medicion de un analito en la presencia de

especies que interfieren, las cuales se encuentran en lamatriz de la muestra:



e La primera, uno puede considerar una técnica analitica selectiva que pueda medir €l
analito directamente sin necesidad de aislarla.

¢ Una segunda aproximacion (sin aislamiento del analito) es convertirla"in situ" en otra
especie quimica. En esta aproximacion, una reaccion de derivacion selectiva puede ser
usada para transformar el analito cuantitativamente en una especie que pueda ser
medida més féacilmente.

e Unatercera aproximacion, eslaremocion del analito desde la matriz por un proceso de
extraccion o separacion

Esta dltima aproximacion es la mas usada. En ocasiones, para muestras
extremadamente complegjas, tales como fluidos biologicos o residuos sdlidos, una
separacion inicia esllevada a cabo para simplificar o remover parte de la matriz. Este paso
es llamado limpieza preliminar de muestra ("cleanup”) y puede incluir uno 0 mas procesos
de separacion.

A menudo, cuando el andlisis incluye la medicion de cantidades a nivel de trazas
de una sustancia, es deseable aumentar la concentracion del analito a un nivel donde este
pueda ser medido més fécilmente. La concentracion de un analito puede realizarse
transfiriendo desde una fase de gran volumen a otra con un volumen mas pequefio. Este

paso de pre-concentracion se realiza a menudo en serie con la preparacion de la muestra.

4) Tipos de Muestras

Las matrices de muestras pueden ser clasificadas como organicas e inorganicas. Las
muestras biol 6gicas se consideran como una clase de las muestras organicas.

Los analitos organicos son a menudo clasificados como volétiles, semivolétilesy no
volatiles. La muestra inicial puede estar en varias formas. solida, semisolida (incluyendo
cremas, geles, suspensiones y coloides), liquida, o gaseosa. Por |o tanto, alguna forma de
pre-tratamiento de la muestra es casi siempre requerida para aislar el andito de interés
desde la matriz antes de que esta sea inyectada en un cromatégrafo o medida a través de
alguin instrumento espectroscopico.

Las siguientes tablas proveen una corta descripcion de algunas tecnologias para €

andlisis de muestras:



M étodostipicos de muestreo y pre-tratamiento para gases.

M étodo Principio dela Técnica Comentarios
Muestreo por Lamuestra gaseosa es Usado principalmente para
Captura empujada hacia un bulbo de compuestos volétiles en aire.
(Grab sampling) vidrio o metalico o unalata

evacuados por una jeringa.

Capturaen Fase

La muestra gaseosa es pasada a

Usado para compuestos organi cos

Solida través de un tubo empacado con semivoldtilesen aire. Los
(Solid Phase un adsorbente; |os analitos absorbentes més popul ares
Trapping) atrapados son diluidos con un incluyen silicagel, alimina,
solvente fuerte. polimeros o carbén activado.
Lamuestra gaseosa es La proporcién de flujo debe ser 1o
Capturaen burbujeada a través de una suficientemente bajo parano
Liquido solucion que sea un buen Crear espuma o aerosoles; agentes

(Liquid trapping)

solvente paralos analitos; los
analitos tienen una mayor
afinidad por el solvente.

de acomplegamiento pueden ser
adicionados para ayudar a
solvente en la captura.

Lamuestra (sdlida o liquida) es
colocada en un vial devidrio
cerrado y termostatizado hasta

Usada principamente parala
determinacién de concentraciones
a nivel de traza de sustancias

Muestreo que €l equilibrio seaacanzado. | volatiles en muestras dificiles de
Headspace En € equilibrio, los analitos se manejar por técnicas
(Headspace particionan entre lafase de convencionales de GC. Algunas
sampling) vapor y lafase solida (o veces se adiciona agua u otro
liquida) en unarelacién solvente paraayudar ala
constante, después lafase de dispersion de la muestra o para
vapor esinyectadaen el GC | liberar los compuestos organicos
parael andlisis. desde la matriz, especialmente
para solidos y sedimentos.
Lamuestraes colocadaen un | Usado cuando los anditos estan
Purgay Trampa contenedor cerrado y en muy baja concentracion o
(Headspace termostatizado, sus vaporesen | tienen un coeficiente de particion
dindmico) el headspace son removidos de | demasiado bajo para un muestreo
Purgeandtrap | maneracontinuapor mediodel | por headspace estético; algunas
(dynamic HS) flujo de un gasinerte con €l veces [lamado "captura en fase
subsecuente atrape de los gaseosd’ (gas phase stripping).
componentes de la muestra por
unafase sdlida, los que luego
son desorbidos térmicamente.
Extraccion Unaformade HS dinamico, la Usado para compuestos
Térmica muestra es calentada hasta semivoldatiles.
(Thermal temperaturas altas, por decir
extraction) hasta 350 °C.




M étodostipicos de pre-tratamiento de muestras para liquidosy suspensiones

M étodo

Principiosdela Técnica

Comentarios

Extraccion en
Fase Sdlida
Solid Phase

Extraction (SPE)

El liquido es pasado através de
una fase sdlida, la cual
sel ectivamente remueve €l
andito; €l analito es eluido con
un solvente mas fuerte.

Estan disponibles una gran
variedad de fases estacionarias
paralaremocién selectivade los
compuestos organicos o
inorgénicosy biologicos.

Micro Extraccion
en fase Sdlida
Solid Phase
Microextracction
(SPME)

Lamuestra (gaseosa o liquida)
€s puesta en contacto con una
fibra, polisiloxano, en un
recipiente cerrado y
termostatizado, sobre la cual se
establece un equilibrio.

Usado para compuestos vol &tiles
y semivolatiles. Se deben
estandarizar variables como el
tiempo de exposicion, la
temperaturay €l tiempo de
desorcioén.

Extraccion
Liquido - Liquido
(Liquid- liquid
extraction)

Lamuestra es particionada
entre dos fases inmiscibles
escogidas de tal manera que
maximicen las diferencias en
solubilidad; se utilizaun
embudo de separacion para
muestra pequefios.

Se pueden formar emulsiones; las
cuales se pueden romper con
calor, adicion de sdles, y
filtracion através de papel de
filtro.

Dilucion
(Dilution)

Lamuestraesdiluidacon un
solvente que sea compatible
con latécnicaanaliticade
medicion paraevitar
sobrecargar la columna
cromatogréfica o para estar
dentro del rango lineal del
detector 0 espectrofotémetro.

El solvente deberia ser
compatible con latécnica
analitica de medicion
seleccionada; el solvente no
deberia ser demasiado fuerte para
lacondicion delafase mévil en
lainyeccién en el HPLC, yaque
Se pueden causar
ensanchamientos de banda o
distorsiones como dobles picos.

Evaporacion
(Evaporation)

Lamuestraliquida es removida
por calentamiento a presion
atmosférica, con flujo deaireo
gasinerte o bgjo vacio.

No evapore demasiado rgpido; la
evaporacion stbita puede hacer
perder parte de la muestra; revise
por perdida de muestra sobre las
paredes del recipiente.

Destilacién
(Ditillation)

Lamuestra es calentada hasta el
punto de ebullicion del solvente
y los analitos volétiles son
concentrados en lafase de
vapor, luego condensados y
col ectados.

Principal mente para muestras que
puedan ser volatilizadas; la
muestra puede descomponerse si
se calienta demasiado; la
destilacion a vacio puede ser
usada para compuestos no
volatiles.




Microdialisis
(Microdialysis)

Unamembrana semipermeable
es colocada entre dos fases
liquidas acuosas y los solutos
delamuestra se transfieren de
un liquido a otro basados en €l
diferencial de concentracion.

L as técnicas de enriguecimiento
son requeridas para concentrar e
dializado; lamicrodidlisis es
usada para analizar eventos
quimicos extra celulares en
tgjidos vivos

Liofilizacion
(Lyophilization)

L as muestras acuosas son
congeladasy €l aguaes
removida bao vacio por
sublimacion.

Muy bueno para organicos no
volatiles; se pueden manejar
grandes volumenes de muestra;
posible perdida de analitos
volétiles; los compuestos
inorganicos son concentrados.

Filtracion
(Filtration)

El liquido es pasado através de
un filtro de papel o de
membrana para remover las
particul as suspendidas.

Altamente recomendada para
prevenir problemas de presion en
HPLC y para preservar lavidade

las columnas en cromatografia;
asegurese que losfiltros de
membrana sean compatibles con
el solvente tal que no se disuelvan
0 se hinchen durante e
experimento; use filtros de gran
porosidad (>2 um) paraflujos
maximos o filtros de menor
porosidad (<0.2 um) para evitar
las bacterias.

Centrifugacion
(Centrifugation)

Lamuestra es colocada en un
tubo de centrifugay hecharotar
aunagran fuerzay forzada
contrael fondo del tubo; el
liquido es decantado.

Laremocion cuantitativade la
muestra solida desde el tubo
presenta al gunas veces problemas
précticos; la ultra centrifuga no se
usa normamente parala
remocion de material simple.

Sedimentacion
(Sedimentation)

La muestra se degja sedimentar
mientras no se perturba en un
tanque de sedimentacion; la
proporcién de asentamiento
depende del radio de Stokes.

Es un proceso extremadamente
lento, la recuperacion manual de
los diferentes tamarios de
particulas depende de la
proporcién de sedimentacion.




M étodos de Extraccion Tradicionales para muestras solidas

M étodo

Principiosdela Técnica

Comentarios

Extraccion Solido
Liquido
(Solid-liquid
extraction)

Lamuestra es colocada en un
recipiente con tapa, se afiade
un solvente que disuelva el
andito de interés; la solucion
es separada desde el solido
por filtracion (algunas veces
[lamado el método del
agitador / filtro).

El solvente es usualmente

calentado a ebullicion para

mejorar la solubilidad; |a muestra
esta en un estado finamente

dividida. Lamuestra esfiltrada,

decantada o centrifugada para
separarlo desde |os solidos

insolubles.

Extraccion Soxhlet
(Soxhlet extraction)

Lamuestra es colocada en un
recipiente como un dedal
poroso desechable; e
solvente es constantemente
refluido através del dedal y
percola para extraer los
analitos, los cuales son
continuamente recogidos en
el balon de ebullicion del
solvente.

La extraccion ocurre en solvente
puro; la muestra debe ser estable
en €l punto de ebullicion del
solvente. El proceso eslento pero
laextraccion sellevaacabo sin
supervision permanente hasta que
se complete. Se comporta mejor
con polvos que dejen fluir el
solvente facilmente, dan
excel entes recuperaci ones.

Homogenizacion
(Homogenization)

Lamuestra es colocada en
unalicuadora a prueba de
explosiones, se adiciona
solventey lamuestrase
homogeniza hasta un estado
finamente dividido; €
solvente es removido
posteriormente para continuar
el proceso de andlisis.

Usado paraplantasy tgidos
animales, alimentos, muestras
ambientales. Se pueden utilizar
solventes acuosos u organicos; la
adicion de hielo seco o tierras
diatoméceas ayudan ahacer la
muestra més fluida. La muestra
finamente dispersada promueve
una extraccion mas eficiente.

Sonicacion
(Sonication)

La muestra finamente
divididaesinmersaen un
bario de ultrasonido con
solventey sometidaala
radiacion ultrasonica
También se pueden usar una
sonda ultrasdnica.

Ladisolucion es ayudada por €l
proceso ultrasonico; se puede
adicionar calor parauna
extraccion adicional. El proceso
es seguro 'y rgpido; se comporta
mejor con materiales gruesos y
granulares.

Disolucion
(Dissolution)

La muestra es tratada con
solventey llevada
directamente a solucién con o
sin cambio quimico.

L os sblidos inorganicos pueden
requerir &cidos o bases para
disolverse completamente; las
muestras organicas pueden
disolverse directamente en e
solvente.




M étodos M oder nos de Extraccion para Muestras Solidas

M étodo

Principio dela Técnica

Comentarios

Extraccion con
Solvente Acelerado
(Accelerated
(enhanced) solvent
extraction (ASE or
ESE))

Lamuestra es colocada en un
recipiente sellado y calentada
por encima de su punto de
ebullicion, lapresion en el
recipiente sube; lamuestra es
removida automaticamente y
transferidaaun via para
tratamiento posterior.

Se incrementa enormemente la
velocidad para el proceso de
extraccion liquido-solidoy es
automatizado. El recipiente debe
resistir altas presiones; la muestra
extraida en forma diluidarequiere
posterior concentracion.

Extraccién con
Soxhlet
Automatizado
(Automated Soxhlet
extraction)

Es una combinacion de
percolacién con solvente en
caliente y laextraccion
Soxhlet; lamuestraes
colocada en un dedal inmerso
en € solvente en ebullicion,
luego el dedal eslevantado
para hacer alaextraccion
soxhlet.

Se encuentran disponibleslas
versiones manualesy
automatizadas; usa menos
solvente que el Soxhlet
tradiciona y el solvente es
recuperado para un posible
reutilizacion. El tiempo dela
extraccion es reducido debido al
proceso en dos etapas.

Extraccion con
Fluido Supercritico
(Supercritical fluid

extraction (SFE))

Lamuestra es colocada en un
recipiente que permita el flujo
y se hace pasar un fluido
supercritico (tal como CO2)
através delamuestra;
despuésdela
despresurizacion, el anaito
extraido esrecogido en un
solvente o atrapado sobre un
adsorbente, seguido de una
desorcion con solvente.

Se encuentran disponibleslas
versiones manualesy
automatizadas; para afectar la
"polaridad” del fluido
supercritico la densidad debe ser
variaday/o adicionar
modificadores del solvente. La
muestra recogida estd usual mente
concentraday purayaque e CO2
es removido después de la
extraccion.

Extraccion Asistida
por Microondas
(Microwave-
assisted extraction
(MASE))

Lamuestra es colocada en un
recipiente abierto o cerrado y
calentado por energiade la
radiacion de microondas
provocando la extraccion de
los analitos.

El solvente de extraccion va
desde €l rango de los que
absorben microondas hastalos
gue no absorban radiacion de
microondas; en €l primer caso la
muestra es colocada en un
recipiente que no absorbe
microondas aatapresiony
calentada por encima de su punto
de ebullicion. En e segundo caso,
el recipiente puede ser abierto, sin
aumento de presion.




Apéndice 6

Unidades de Concentracion

La concentracion es la cantidad de soluto presente en una cantidad dada de solucion
0 solvente. Antes de nombrar los tipos de unidades hay que revisar ciertas definiciones

basi cas, existe abundante informacion al respecto [103-105].

Masa molar
Es definido como la masa (en gramos o kilogramos) de 1 mol de unidades (tal como
atomos 0 moléculas) de una sustancia. Si se conoce la masa atdmica de un elemento,

entonces se conoce su masa molar.

Ejemplo:
Masa atébmica (Z) de Naes 22.99 uma, entonces, la masa molar es 22.99 gr

Masa atébmica (Z) de P es 30.97 uma, entonces, la masa molar es 30.97 gr

Masa molecular (Weight Molecular — MW)
Es la suma de las masas atdmicas (en uma) en la molécula. Si se conoce las masas
atdmicas de los &omos componentes, entonces, se puede calcular la masa molecular de la

molécula.

Ejemplo:
Masa molecular CgHsOs = 6(12.01 uma) + 8(1.008 uma) + 6(16.00 uma) = 176.12 gr.



NuUmero de Avogadro

1 mol = 6.0022045x10% particulas (dtomos, moléculas, otros)

Ejemplo: ¢Cuantos moles de soluto hay en 100 mg de soluto?

moles de soluto =100 mg de soluto* L mol de soluto (A6-1)
masa molar (o molecular) del soluto

masa molar (o molecular) del soluto
1mol de soluto

gramos de soluto = moles de soluto* (A6-2)

Tipos de Unidades de Concentracion

1. Porcentajepor masa: (Porcentaje por peso)
Es la proporcion de la masa de un soluto ala masa de la solucién (solvente + soluto),
multiplicado por 100 %.

Porcentaje de masa del soluto = del soluto *100% (A6-3)

masa del soluto + masa del solvente

2. Fraccién molar: (X)
Es una cantidad adimensional que expresala proporcion del nimero de moles de un

componente al nimero de moles de todos |os componentes presentes.

fraccion molar del componente A= X, = moles del soluto (A6-4)

suma de moles de los componentes




3. Molaridad: (M)
Molaridad o concentracién molar, es e nimero de moles de soluto en 1 litro de
solucién (mol/L).

_ moles del soluto
litros de la solucion

(A6-5)

4. Molalidad: (m)
Es el niumero de moles de soluto disuelto en 1 kilogramo (1000 gr) de solvente
(mol/Kg).

e moles del soluto (AG-6)
masa del solvente

5. Partespor millén: (ppm = mg/L)
(partes por billon, ppb @ x g/L)

mg de soluto gr de soluto

= o] m= AB-7
litro de disolucion PP 10°gr de disolucion ( )

ppm

Disoluciones

Ladisolucion es € procedimiento para preparar una solucion menos concentrada de
otra méas concentrada.

En e proceso de la disolucién, es Util recordar que afadiendo més solvente a una
cantidad dada de la solucién almacenada, cambia (decrece) la concentracion de la solucion

sin cambiar el nimero de moles del soluto presente en la solucion.



moles del soluto antes de la disolucion = moles del soluto despues de la disolucion

MV, =MV, (A6-8)

donde M, y M, son las concentracionesinicia y final de la solucién (molaridad), V. y V,

son los volumenesinicial y final dela solucién.

Conversiones:

Desde: a multiplicar por:

mg % 19 % 1000
mg/L 10

19 % mg % 0.001
mg/L 0.01

g/L mg/L 1000

Molar mg/L 1000 * peso atémico
ppm 1000 * peso atdmico/ p

(donde; p esladensidad o gravedad especifica de la solucion.)

ppm g/L 0.001 p

mg/L P

Molar 1 /(1000* peso atémico)
mg/L mg % 0.1

£9% 100

g/L 0.001

ppm Vp

Molar 1/(1000* peso atdmico)



Apéndice 7

Espectros Raman de diver sos compuestos

L os espectros Raman mostrados en este trabajo fueron obtenidos en e Laboratorio
de Espectroscopia Raman del Centro de Investigaciones en Optica, A.C. — Unidad
Aguascalientes. En estos espectros, algunos fueron obtenidos a través del vial de vidrio
(organoclorados, aromaticos, solventes y muestras liquidas), otros fueron diluidos con
metanol y luego, colocados sobre el substrato de auminio (organofosforados y bipiridilos)
y las muestras solidas fueron colocadas en forma directa a laser.

Se utilizo el sistema Raman en el cercano infrarrojo (830 nm). El ancho de laranura
del monocromador fue de 0.60 mm (resolucién ~4 cm™) y el detector fue una cdmara CCD,
Rem Cam, enfriado termoeléctricamente a —70 °C. Dependiendo del tipo muestra a
analizar, se utilizaron diferentes potencias del laser en las muestras, 160 — 1.6 mW; el
tiempo de adquisicion fue de 10 s. La linea base de la mayoria de los espectros fue
corregida por e método de multipuntos y ademas, € sistema Raman fue calibrado en

frecuenciaalalinea Raman (520 cm™) del silicio.

1. Compuestos estandares:

a) Pestidas or ganofosfor ados: analizados sobre substrato de aluminio.

- azinfos metilico (99.0%)
- dursban (100%)
- fention (100%)

- maation (96.4%)



- monitor (100%)
- paration metilico (98.1%)
- paration etilico (98.0%)

b) Pesticidas organoclorados. analizados através del vial.

- adrin (98.0%)
- BHC (99.3%)
- clordano (mezcla de isOmeros)
- DDD (98.5%)
- DDE (99.5%)
- DDT (99.7%)
- dieldrin (98.0%)
- heptacloro (99.5%)
- lindano (99.0%)
- metoxicloro (99.0%)

c) Pesticidas bipiridilos. analizados sobre substrato de aluminio.
- diquat (99.0%)
- paraquat (100%)

d) Hidrocar buros Polinuclear es Arométicos: anaizados através del vial.

- acenafteno (neto)
- antraceno (neto)
- fenantreno (neto)
- fluoranteno (neto)
- fluoreno (neto)
- naftaleno (neto)

- pireno (neto)



2. Pesticidas comer ciales;

a) Pesticidas carbamatos. analizados sobre substrato de aluminio.

- baygon (propoxur 2%)

- benlate (benomilo 50%)

- ficam (bendiocarb 76%)

- prozycar (carbendazim 50%)

b) Otros pesticidas. analizados sobre substrato de aluminio.

- esteron (acido 2,4-D 79.8%)
- labor-30 (fosfonometil 41.0%)
- person (permetrina 5.0%)

3. Solventestipico: analizados através del vial.
- agua
- alcohol metilico
- acohal etilico
- acohol isopropilico
- acetona
- ciclohexano
- hexano
- tolueno

- xileno



4. Otros compuestos. analizados sobre substrato de aluminio (solidos) y através del vial
(liquidos).

- aceitedesilicio

- é&cido benzoico

- &cidonitrico

- &cidofdlico

- coumarin 35

- fenal

- glicerina

- glucosa

- rodaminaB

- rodamina 6G

- tiamina(vitaminaB1)

- riboflavina (vitamina B2)

- piridoxina (vitamina B6)



651.5

Azinfos metilico

«©

o 5

~ N

8 3 g
0 © o

— T T T T T " T T 1
600 800 1000 1200 1400

1800

200 400 1600
Corrimiento Raman (cm™)
N
o
2 Dursban
<
i
<
o

—
200

T
400

— T T T T T T T T 1
600 800 1000 1200 1400

Corrimiento Raman (cm™)

T
1600

1800



647.9
1063.5
1223.7

716.6

N
i
N
Jo
H
n
o
o
n
[\. —
o}
g
© b —
o
Ny & ©
N 0 o
No o
MM <

e T B B s e e e e S R S
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800

Corrimiento Raman (cm™)

Malathion

653.2

193.7

55
302
§983

1 T ' T T 1T " T 7 T
1600 1800

T
200 400 600 800 1000 1200 1400

Corrimiento Raman (cm™)



392.6

699

7747

200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800
Corrimiento Raman (cm™)
N
Paration metilico g
—
S
3
<
Q
3
T T T T T T T T T T T T T T T
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800

Corrimiento Raman (cm™)



Paration etilico
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ListadeFiguras

Figura 1. Mecanismos de varios procesos de esparcimiento de la luz. (a) Rayleigh, (b)
Raman no-resonante, (¢) Raman pre-resonante, (d) Raman resonante y (€) fluorescencia

resonante. 3

Figura 2: Diagrama de niveles de energia para el esparcimiento Raman. (a) esparcimiento

Raman Stokesy (b) esparcimiento Raman anti-Stokes. 6
Figura 3: Espectro Raman, Stokesy anti-stokes. 8

Figura 4: Representacion esquemética de las mediciones del cociente de despolarizacion

realizadas en un experimento Raman con | éser. 9
Figura5: Modos vibracionales. (+) y (-) significan fueradel plano del papel. 12
Figura 6: Configuracion de backscattering. 13

Figura 7: Sistema Raman convencional. (1) laser de He-Ne-632.8nm, (2) diafragmas, (3)
espgos, (4) filtro de interferencia, (5) filtro notch con angulo de 9°, (6) objetivo de
microscopio-5X, (7) muestra con opcién-6, (8) microscopio y muestra, (9) lente plano-
convexo f=100mm, (10) monocromador, (11) CCD y (12) fuente de la CCD. 28

Figura 8: Sistema 1000B. (1) haz laser-830nm, (2) filtro notch, (3) microscopio y muestra,
(4) camarade video, (5) rendija, (6) monocromador y (7) camara CCD. 29



Figura 9: Sistema i-45. (1) microscopio del sistema NIR-Raman, (2) nosepiece (3) haz
laser-830 nm, (4) espejo, (5) base del espgo, (6) lente plano-convexo, (7) vial de vidrio y
muestra, (8) haz Raman, (9) distanciafocal y (10) base con movimiento-z. 30

Figura 10: Utilizacion del substrato de auminio. (1) sistema NIR-Raman, (2) nosepiece del
microscopio, (3) objetivo (50X), (4) haz laser 830 nm, (5) esparcimiento Raman, (6)
substrato de aluminio y muestra y (7) portaobjeto. 31

Figura 11: Procedimiento para el andlisis de |os espectros Raman. 34

Figura 12: Espectros Raman del paratiéon metilico (A) y malation (B) obtenidos en €
sistema VIS-Raman (laser de HeNe, 632.8 nm). 37

Figura 13: Espectros Raman del paration metilico y del malation obtenidos en el sistema
NIR-Raman (diodo laser, 830 nm). 37

Figura 14: Andlisis de diferentes substratos en el sistema NIR-Raman. a) sin muestra 'y b)

con muestra (1700 ppm de paration metilico). 41

Figura 15: &) Espectro Raman del B-caroteno y b) espectro Raman de una mezcla de

extracto de -caroteno con malatién y paration metilico. 44

Figura 16: Espectro Raman resultante de la Fig. 15B después de una sustraccion de

espectrosy correccion de lalinea base. 44
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