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l. Resumen

En la presente investigacion se trabajo con 2 diferentes tipos de insecticidas agricolas; uno de la
familia de los piretroides (bifentrina) y otro de la familia de los neonicotinoides (imidacloprid), ambos
cuentan con propiedades fisicoquimicas diferentes entre ellos y son los representantes de cada familia
mas usados a nivel mundial. Sin embargo, debido a las dosis toxicas actualmente empleadas, un gran

ndmero de insectos se estan haciendo resistentes a sus efectos.

Una propuesta de solucién al problema es reducir la dosis de insecticida, por tanto, en el proyecto se
plantea reducir el tamafio de particula para aumentar la eficiencia y mejorar la adherencia, penetracion
y fijacion del ingrediente activo en la superficie de la planta durante la aplicacion, disminuyendo
pérdidas y por ende las dosis. La modificacion del tamafio estd directamente relacionada con la
eficiencia, ya que al disminuir el tamafio de particula y aumentar el area superficial tiende a aumentar
la actividad insecticida, comparada con el material de tamafio micrométrico (superior a 3 um),
actualmente de uso comercial. Esta actividad insecticida potencializada permitiria reducir la carga

guimica en la aplicacidn usando dosis mas bajas, menos téxicas al ambiente y al ser humano.

De acuerdo con la escasa informacion que se encuentra sobre nanocompuestos en el &rea agricola la
investigacion propuesta se enfocd en la sintesis de los nanomateriales y la caracterizacion de estos,
asi como al analisis y evaluacion de la eficiencia de las nanoparticulas determinando cual seria la

dosis 6ptima del insecticida a usar.

Las nanoparticulas de los insecticidas agricolas se sintetizaron mediante la técnica de ablacion laser
de solidos en liquidos, este proceso de sintesis permiti6 obtener las nanoparticulas del mismo material
de partida en un medio liquido inerte y sin contaminantes o compuestos diferentes a los deseados. Por

lo que permitié evaluar la actividad insecticida de las nanoparticulas directamente en el medio liquido.

En el caso de las nanoparticulas de imidacloprid se corroboré su formacién, sin embargo, no fue
posible mantenerlas estables en ningun medio liquido debido a su afinidad al agua y a los solventes

evaluados.

En pruebas realizadas con D. Melanogaster las concentraciones usadas de nanoparticulas de bifentrina
comparadas con las dosis de aplicacion actualmente usadas, la actividad insecticida se vio mejorada

empleando una concentracion de un orden de magnitud menor para un control total de los insectos.



Introduccion

La creciente demanda mundial de alimentos requiere técnicas modernas para minimizar las pérdidas
de produccion agricola en los cultivos, el transporte y el almacenamiento. Entre las principales causas
de las pérdidas agricolas se encuentran las plagas de insectos, bacterias y hongos. Una gran variedad
de productos quimicos han sido usados para el control de plagas durante muchos afios, sin embargo,
debido a la evaporacion, lluvia, filtracion, fotodegradacion e hidrolisis, entre otros muchos méas
factores, la mayoria de los plaguicidas empleados o una gran parte de ellos se pierden antes de llegar
al objetivo, por lo que actualmente se emplean cantidades excesivas todos los dias para compensar
dichas pérdidas. Sin embargo, como resultado de su uso indiscriminado, nos enfrentamos ante efectos
colaterales, como la contaminacién ambiental, contaminacién de mantos freaticos, el envenenamiento
humano, la reduccién en el nimero de enemigos naturales de las plagas, fitotoxicidad en los cultivos,

asi como la resistencia a los insecticidas por los insectos [1].

El camino idoneo para resolver parte de este problema es la nanotecnologia, al incrementar el area
superficial de los nano-plaguicidas se facilita la penetracion o la fijacion del ingrediente activo en la

superficie de la planta [2], como resultado la eficacia se ve significativamente aumentada [3, 4].

Los nano-plaguicidas son ambientalmente amigables y proveen nuevas y amplias perspectivas en la
aplicacion [5, 6], sin embargo, deben ser estudiados con anlisis minuciosos para los fines de uso
antes de llevarlos a la produccién masiva. Actualmente se encuentra en el mercado, el producto
Exodusmax (fungicida y bactericida), el cual estd compuesto por nanoparticulas de tamafios promedio

de 2 nm, el cual cuenta con certificacion OMRI para cultivos organicos.

El campo de la nanotecnologia se ha abierto para novedosas y potenciales aplicaciones para la
agricultura. Las aplicaciones de nanotecnologia estan actualmente siendo exploradas y usadas en
medicina y farmacologia, pero esta iniciando el interés en la proteccion de cultivos. Actualmente se
trabaja en el desarrollo de nano-dispositivos inteligentes con sistemas de liberacion controlada para
blancos especificos y nano-transportadores especificos que funcionarian para emisiones quimicas

controladas [7].

La nanotecnologia pueden mejorar las técnicas de cultivos existentes en corto y mediano plazo. Las
nano-capsulas pueden ayudar a evitar la fitotoxicidad en los cultivos por el uso de herbicidas

sistémicos usados contra las malas hierbas. La nano-encapsulacion puede ayudar para mejorar la
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penetracion a través de la cuticula y los tejidos, y permite una constante y lenta liberacion de las

sustancias activas.

La agricultura es uno de los principales pilares de crecimiento de la poblacién humana, proveyendo
a la humanidad de varios productos vitales, tales como los alimentos, el combustible, productos para
el cuidado de la salud y madera. Esta enorme produccién debe alimentar a 7 mil millones de personas,
y también generar varios insumos para muchos procesos industriales y aplicaciones comerciales. Con
el fin de combatir las numerosas bajas que son causadas por insectos en la agricultura, varios
productos quimicos se han usado para matar o inhibir sus habitos de reproduccién y alimentacion. El
uso de insecticidas es conocido desde la antigtiedad, con los documentos que proporcionan evidencias
desde el siglo XVI. El Papiro de Ebers, escrito por los egipcios, describe el uso de varias sustancias
quimicas y organicas utilizadas para controlar las pulgas, mosquitos y moscas, entre otros [8]. Hoy
en dia, los insecticidas se emplean ampliamente en todo el mundo. Varias sustancias conocidas son
extremadamente eficaces en el control parcial o incluso total de las plagas agricolas de importancia.
Este gasto tiene una produccién estimada de 2 millones de toneladas métricas de cientos de productos

guimicos y bioldgicos , con un presupuesto de 35 mil millones de délares en todo el mundo [6].

Los insecticidas se usan de diferentes maneras, basado en las caracteristicas fisicoquimicas de cada
sustancia, el area que necesita ser cubierta y el objetivo. La aplicacion tipica de insecticidas en los
cultivos se hace por pulverizacion de una solucion, emulsién o suspensién coloidal que contiene el
compuesto quimico activo, y la aplicacion se realiza mediante diferentes dispositivos como puede ser
una bomba de mano, un tractor o incluso un avién. Esta mezcla se prepara usando un liquido como
un vehiculo, normalmente agua, para asegurar una distribucién homogénea. Otros métodos para la
aplicacion de insecticidas son a través de nebulizadores o cebos granulares incrustados con el
compuesto activo, entre otros que son menos utilizados. Sin embargo, debido a varios procesos de
degradacion, tales como lixiviacion o la descomposicién por la luz solar, la temperatura, el
microorganismo o incluso el agua (hidrdlisis), s6lo una pequefia cantidad de estos productos quimicos
llega al sitio de destino. En este caso, las concentraciones aplicadas de estos compuestos han sido
mucho mas altas que las necesarias. Por otro lado, la concentracién que alcanza su objetivo podria
ser inferior a la minima eficaz. En general, en funcién del tiempo y el método de aplicacion, de la
cantidad de agroquimicos aplicados, hasta un 90%, puede no llegar a la meta, lo que implica que no
haya la respuesta bioldgica deseada. Por esta razon, la aplicacion repetida de plaguicidas se convierte
en necesaria para el control eficaz de las plagas, por lo tanto, aumenta el costo y no solo eso, sino que

el excesivo uso de plaguicidas esta causando consecuencias indeseables y graves a los ecosistemas
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asi como a la salud humana [9]. Debido a la falta de selectividad, su uso sin restricciones también
puede conducir a la eliminacion de los enemigos naturales de los insectos, lo que implica un rapido
crecimiento de la poblacidon de la plaga. Por otra parte, a menudo hace a los insectos resistentes a los
pesticidas.

Los avances de la ciencia y tecnologia en las Gltimas décadas se han aplicado al uso de insecticidas
en varias areas. Incluyendo el desarrollo de méas efectivas y nuevas formas de aplicaciéon de
plaguicidas como formulaciones de liberacion controlada. Los esfuerzos son directos hacia la
aplicacion exitosa de los compuestos en los cultivos y mejorar su eficacia, asi como la disponibilidad
del ingrediente activo de acuerdo con la necesidad de cultivo, lo cual conlleva a una reduccion de la
contaminacion del medio ambiente y la exposicién de los trabajadores a los plaguicidas. En esa linea,
se han desarrollado nuevos tipos de formulacion [10-12].

Actualmente los métodos mas comunes para sintetizar nano-plaguicidas es por los métodos de nano-
emulsion y nano-encapsulacién por entrecruzamiento polimérico. Las emulsiones estan formadas por
una fase oleosa (afin al plaguicida) y una fase acuosa, con el uso de surfactantes adecuados y con
agitacion a altas revoluciones por minuto (rpm) vy, se consigue la obtencion de nanogotas de aceite
dispersas en la fase acuosa, las formulaciones obtenidas son homogéneas y muy estables a lo largo
del tiempo, pero en la aplicacién no se observan diferencias con los productos convencionales
actualmente en el mercado (donde el ingrediente activo se encuentra disuelto). Por tal razén y para
mejorar la eficiencia de este tipo de formulaciones, se han empleado el uso de polimeros en la
emulsion que al recubrir el activo lo mantengan aislado del medio acuoso obteniéndose nanocapsulas,
las cuales durante la aplicacion se rompen y la liberacion del activo es prolongada y con menores

pérdidas por las condiciones ambientales[13-15].

La micromolienda mecénica, es una técnica donde se emplea bolas de éxido de cobre o zirconio de
tamafios menos a 0.5 mm, contenidas en una camara sellada donde se coloca una suspension acuosa
u oleosa del material a micronizar, las velocidades empleadas van desde 400 hasta 1500 rpm y en el

mejor de los casos los tamafios de las particulas obtenidos oscilan entre 150 y 500 nm de diametro.

Existen en el mercado productos elaborados a base de nanoparticulas de cobre, los cuales son usados
como bactericidas, estas nanoparticulas metalicas se han obtenido por sintesis de reduccién quimica
por microondas, sin embargo, estos métodos reactivos, no son viables a usarse para la obtencion de

nanoparticulas orgénicas [16].
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I1l1.  Hipdtesis

Mediante la técnica de ablacion laser de solidos en liquidos es posible obtener nanoparticulas de
compuestos organicos (insecticidas agricolas; imidacloprid y bifentrina) para aplicaciones en la

industria agroquimica.
IV. Objetivo General.

Sintetizar y caracterizar nanoparticulas de ingredientes activos (imidacloprid y bifentrina) usados en

la industria agroquimica y evaluar su actividad insecticida.
V.1 Objetivos especificos.

o Elaborar pastillas por compactacién de polvos de ingredientes activos, utilizando una prensa

hidraulica.

e Sintetizar y caracterizar nanoparticulas de (insecticidas) a partir de ingredientes activos en bulto
usados en la industria agroquimica, por la técnica de ablacion laser de sélidos en liquidos,

utilizando agua como medio liquido.

o Sintetizar y caracterizar nanoparticulas de (insecticidas) a partir de ingredientes activos en bulto
usados en la industria agroquimica, por la técnica de ablacion laser de sélidos en liquidos,
utilizando soluciones surfactantes como medio liquido.
1V.2. Metas

e Emplear la técnica de ablacion laser de solidos en liquidos para la obtencién de materiales
nanoestructurados de imidacloprid y bifentrina (ingredientes activos utilizados en la industria

agroguimica como insecticidas.

e Estudiar los fendmenos fisicoquimicos para llevar a cabo la sintesis de los nanomateriales por la
técnica de ablacion laser de solidos en liquidos. Controlando los pardmetros de presion,
temperatura, medio liquido empleado, tiempo de ablacion, frecuencia, area del spot y blanco

utilizado.

e Determinar las condiciones adecuadas donde la técnica de ablacion laser de sélidos en liquidos

permita asegurar la mayor produccion de nanomateriales.
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Caracterizar la estructura cristalina y la composicion elemental de las Nanoestructuras por
microscopia electronica de transmision y EDS.
Caracterizar las propiedades oOpticas de las soluciones con nanomateriales mediante UV-Vis

Determinar concentracion del ingrediente activo por la técnica de cromatografia de alta
resolucion de liquidos (HPLC).
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1. Fundamentos Teoricos

Los insectos son una de las mas grandes poblaciones de animales en el planeta con una historia
evolutiva muy exitosa, dado que se pueden encontrar practicamente en todos los entornos posibles
del mundo. Su éxito se puede atribuir a varios aspectos evolutivos importantes como alas,
exoesqueleto maleable, alto potencial reproductivo, habitos de diversificacion, resistencia de los
huevos a la desecacion y metamorfosis, s6lo por nombrar unos pocos [17]. Algunas especies de
insectos son especialmente valiosas para los humanos, debido a su capacidad para la produccion de
varios productos importantes, como la miel, colorantes, laca y la seda. Por otro lado, muchos insectos
son los responsables de muchas enfermedades, asi como del dafio en cultivos o maderas, afectando

grandemente a la salud y causando grandes pérdidas econémicas [9].

Entre todos los insectos identificados, mas de 500 000 especies se alimentan de las hojas verdes.
Alrededor del 75% de ellos tienen una dieta restringida, es decir que comen sélo un rango limitado
de especies, a veces siendo incluso especies especificas [18]. Este tipo de insecto es de gran
preocupacion para la agricultura. Su alta selectividad implica un ataque cercano de los insectos a los
cultivos. Se estima que alrededor de 10 000 especies de insectos son plagas, comprometiendo la
produccién de alimentos, ya sea en el campo o después de la cosecha [19]. Actualmente alrededor de
14-25% de la produccion total de la agricultura se pierde debido las plagas [20], pero como se
menciond anteriormente, estas cifras tenderan a aumentar a medida que aumente el calentamiento
global [21].

1.1. La Nanotecnologia En La Industria Agroquimica.

Debido a las limitantes que presentan los insecticidas convencionales en el control de plagas y debido
a la resistencia que éstas han desarrollado, en las Gltimas décadas ha sido extensamente investigada
la aplicacién de plaguicidas de liberacion controlada [5, 9, 22, 23], y han demostrado ventajas
similares para diferentes materiales, incluso para la liberacion combinada de fertilizantes y herbicidas

en un mismo dispositivo.

En los ultimos afios una serie de investigaciones relacionadas con la mejora de aplicaciones agricolas
han sido publicadas y patentadas, principalmente se enfocan en la formulacion de nano-emulsiones,
donde el ingrediente activo se encuentra disuelto en un solvente organico, posteriormente, se crean
en agua y bajo agitacion vigorosa nano-gotas del compuesto las cuales se mantienen dispersas con

ayuda de los aditivos empleados. Particularmente, la composicion puede comprender una fase
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continua acuosa que incluye un tensioactivo anionico y una fase hidrofoba discontinua que
generalmente estd formada por un &cido policarboxilico ramificado o de cadena lineal o un acido
monocarboxilico de cadena lineal. Posterior a la formacion de las nano-gotas la solucion puede ser
secada para obtener nanoparticulas dispersables [24—26]. Asi mismo se han disefiado soportes solidos
(arcillas o polimeros) para la fase dispersa y posteriormente en el secado del material obtener
nanoparticulas soportadas [27-30].

Una alternativa a la problematica ambiental que enfrentamos con el uso de plaguicidas y la cual tiende
a agudizarse es el uso de nanotecnologia. Esta permite optimizar ingredientes activos, los cuales se
utilizan actualmente en dosis altamente tdxicas para los seres humanos y para el medio ambiente. Al
hacer mas eficiente el insecticida y reducir la carga quimica evitamos la resistencia de las plagas a
estos insecticidas, ya que el modo de accion se ve mejorado al reducir el tamafio. Sin embargo, hay
muy pocos datos sobre el destino ambiental de estos nanomateriales, y no se sabe si las nano
formulaciones pueden evaluarse dentro de los limites actuales, Melanie Kah y colaboradores,
estudiaron los parametros de sorcion y degradacion de bifentrina en dos tipos de suelo, para (i) el
ingrediente activo puro, (ii) tres nano-formulaciones (nano-emulsion), y (iii) una formulacion
comercialmente disponible, los resultados mostraron una mayor absorcién y degradacion de las nano-
formulaciones, en los dos tipos de suelo, comparadas contra el ingrediente activo puro y la

formulacion comercial [31].

Yang y colaboradores [32] reportaron en su investigacion el ensamble de nanoparticulas cargadas con
aceite esencial de ajo en polietilenglicol (PEG), por el método de fusién-dispersién, alcanzando mas
de 80% de eficiencia de encapsulacion, con microparticulas esféricas de 240 nm de diametro en
promedio. Se evalud la actividad insecticida de las formulaciones encapsuladas frente al escarabajo
Tribolium castaneum. Mientras que el experimento de control fue hecho con aceite esencial de ajo
sin encapsular, este mostro que solo tuvo el 11% de la eficiencia durante un periodo de cinco meses,
la eficiencia de la formulacién encapsulada se mantuvo por encima de 80% después de cinco meses.
Esto se atribuyd a la liberacion lenta y controlada del aceite esencial, y por lo tanto puede ser utilizado

como un control de plagas eficaz para productos almacenados.

Liu Y.y colaboradores realizaron formulaciones de nanoparticulas de plaguicidas para producir una
mejor distribucion del plaguicida sobre las superficies de las hojas, lo que proporciona una mejor
eficiencia. Las nanoparticulas ya han sido bien estudiadas para el suministro de farmacos y la

liberacion sostenida, pero no para el caso de las ciencias agricolas, debido a la dificultad de generar
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nanoparticulas de plaguicidas estables con distribucion de tamafio de particula controlada y porque
los procesos para generar nanoparticulas suelen ser costosos. En este trabajo, un plaguicida modelo,
bifentrina, se ha preparado en forma de nanoparticulas encapsuladas mediante el proceso de nano
precipitacion y estabilizacion polimérica. Los tamafios de particula obtenidos por esta técnica oscilan
entre 60 y 200 nm. Mediante la utilizacion de diferentes solventes, el proceso implica un micro
mezclado rapido en una cdmara de mezcla controlada tipo vértex para obtener una sobresaturacion
rapida, que daria como resultado una répida nucleacion de particula. Tipicamente, la velocidad de
mezcla debe ser alta para producir particulas pequefias. El crecimiento de particulas se detiene
afladiendo un copolimero de bloque anfifilico al sistema, las nanoparticulas obtenidas se mantienen
estables hasta por 12 dias [33, 34].

Cui y colaboradores realizaron un estudio de una formulacién novedosa, eficiente y respetuosa con
el medio ambiente de lambda-cihalotrina, en forma de una nano-dispersién solida, se desarrolld
basandose en la fusion de una emulsién y cizallamiento de esta a alta velocidad. La nano-dispersion
solida presenta excelentes ventajas sobre las formulaciones de plaguicidas convencionales, en funcién
de formulacién tales como dispersabilidad, estabilidad y biodisponibilidad. La formulacién esté libre
de disolventes organicos y el uso de tensioactivo se reduce. Por lo tanto, la aplicacién de la nano-
dispersién solida en la produccion de cultivos mejorara la eficacia y reducira la presencia de residuos

de plaguicidas en los alimentos y la contaminacion ambiental por los plaguicidas [35].

Los nanomateriales empleados en aplicaciones que involucran a los seres humanos, animales y
plantas idealmente se desea que sean biocompatibles, biodegradables, altamente eficientes y a un
costo accesible. El desarrollo en la sintesis de nanoparticulas poliméricas es uno de los intentos
llevados a cabo con éxito en el campo de la genética para la administracion de farmacos y proteinas
[36, 37]. Se han sintetizado con éxito particulas poliméricas micro porosas las cuales se emplearon
en la administracion de farmacos en células [38, 39]. Chiang y colaboradores sintetizaron
nanoparticulas incorporadas dentro de particulas poliméricas micro porosas para la liberacion
controlada de farmacos [40]. Una limitacion de estads microparticulas es que no tienen la capacidad
para introducirse a través del citosol y buscar al blanco especifico, este problema podria facilmente

superarse con nanoparticulas altamente biocompatibles [41]

Estas caracteristicas especiales de los materiales nanoestructurados permiten su utilizacion en una
variedad de productos de consumo tales como médicos, alimenticios, envases de alimentos, y

productos agricolas. Algunas de las aplicaciones de las nanoparticulas en los alimentos, y areas
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relacionadas, incluyen biosensores, reguladores de crecimiento en plantas [42, 43], aditivos
alimentarios [44], mejoramiento genético de plantas y animales [45, 46], sistemas de entrega de

fertilizantes [47, 48] y nano-plaguicidas [48].

En la figura 1 se describen los principales beneficios que aportan las formulaciones agricolas
empleando nanotecnologia [49].

( Reduccidndelas ) Mejora la adhesion y
dosis de aplicacion de penetracion en las
L plaguicidas ) l hojas
e
REdu_ce Ia! ; Reduce las pérdidas
contaminacion de los plaguicidas
\ ambiental ) plag
N NANO- —
Mejora la absorcién PLAGUICIDAS eauce fas

aplicaciones y la
frecuencia de

y \—_ tratamiento

del plaguicida por la
plaga objetivo

Disminuye el riesgo (Reduce el costo de las
de resistencia de q aplicaciones
plagas l >

Figura 1 Beneficios de las nano-formulaciones.

1.2. Bifentrina

La bifentrina es un compuesto quimico de formula C3H22CIF;0, con efecto insecticida, acaricida de
la familia de los piretroides, su modo de accién es por contacto o ingestion [50], en la figura 2 se

muestra su estructura quimica.
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Figura 2 Estructura molecular de bifentrina

Nombre IUPAC (2-methyl-3-phenylphenyl) methyl 3-[(Z)-2-chloro-3,3,3-trifluoroprop-1-enyl]-2,2-
dimethylcyclopropane-1-carboxylate. Nimero CAS 82657-04-3. En la tabla 1 se presentan las
propiedades fisicoquimicas del compuesto.

Tabla 1. Propiedades fisicoguimicas de bifentrina

Propiedad Valor
Apariencia Polvo blanco ceroso
Olor ligeramente dulce
Solubilidad en agua a 20 °C (mg/L) 0.001

Punto de fusion (°C) 79.6

Punto de descomposicion (°C) 280
Coeficiente de particion octanol agua a pH 7, 20 °C (Log P) 6.6
Gravedad especifica 1.26
Constante de Henry a 25 °C (Pa m® mol ) 7.74 X 10°%
Potencial de lixiviacion (GUS) -2.76

Peso molecular (g/mol) 422.872
Enlaces de Hidrogeno- donantes 0

Enlaces de hidrégeno — aceptores 5

Ndmero de enlaces rotativos 6
Complejidad 622

Area superficial polar topolégica (A™2) 26.3

Masa mono-isotrépica (g/mol) 422.126
Masa exacta (g/mol) 422.126
Compuesto candnico Si

Atomos pesados 29

Enlaces covalentes 1
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Los piretroides son una clase de insecticidas sintéticos que han sido disefiados y optimizados en base
a las estructuras de las piretrinas naturales (componentes de las flores de crisantemo), es uno de los
seis componentes insecticidas del insecticida natural piretro [51] (Elliott, 1995). Desde la década de
1970, los piretroides se han utilizados ampliamente para controlar las plagas de insectos en la
agricultura y la salud publica. A mediados de la década de 1990, el uso de piretroides habia crecido
hasta representar el 23% del valor en délares estadounidenses del mercado mundial de insecticidas,
ocupando el segundo lugar después de los compuestos de organofosforados (Casida y Quistad, 1998)
[52].

1.2.1. Aplicaciones

La bifentrina es usada en una amplia gama de cultivos para controlar plagas foliares, entre los
principales insectos se encuentran: hormigas de fuego; gorgojo azul de la hierba; gusanos ejército;
gusanos cortadores; ciempiés, grillos, tijeretas, milpiés; chinches; grillos topo; garrapatas, pulgas,

saltamontes, etc. [53].

La bifentrina tiene una baja solubilidad en agua y es un compuesto volatil. El riesgo de contaminacién
de los mantos acuiferos es bajo, debido a sus propiedades quimicas y no es persistente en el suelo.
Existen algunas preocupaciones sobre la bioacumulacion de este compuesto, ya que muestra una alta
toxicidad oral para los mamiferos, ademés de ser un destilador endocrino y un neurotdxico. Es toxico

para las aves, la mayoria de los organismos acuaticos, las abejas y las lombrices de tierra [54].

La EPA de EE. UU. Ha clasificado las formulaciones que contienen bifentrina como moderadamente
toxicas que pertenecen al insecticida de Clase 11 [55, 56]. La EPA también clasifica la bifentrina como
un carcindégeno de Clase C (posible humano) [57]. Los piretroides afectan negativamente el desarrollo
sexual, aumentan la incidencia de cancer de mama e interfieren con el sistema inmunitario. Los
piretroides pueden funcionar como alérgenos respiratorios y dérmicos. La exposicion a los piretroides
en humanos causa reacciones similares al asma y dermatitis de contacto. La toxicidad cronica produce
efectos mutagénicos, teratogénicos o cancerigenos [58]. La toxicidad aguda de la bifentrina en
humanos puede causar lagrimeo de los 0jos, estornudos, congestion nasal, aumento de la sudoracion
y la saliva, nduseas, diarrea / vomitos, dolor de cabezay los sintomas de intoxicacion severa incluyen
convulsiones, convulsiones, pardlisis, pérdida del conocimiento e incluso la muerte debido a

problemas respiratorios. fracaso [59][14].
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1.2.2. Riegos a la salud humana, medio ambiente y peligro fisico

De acuerdo a la clasificacion CLP (el reglamento sobre clasificacion, etiquetado y envasado de

sustancias y mezclas quimicas), la regulacion aprobada a nivel mundial, definen la naturaleza del

peligro fisico, para la salud humana y para el medio ambiente que representa el compuesto de

bifentrina de la siguiente manera [54]:

H300 mortal en caso de ingestion

H317 Puede provocar una reaccion alérgica en la piel

H331 Tdéxico por inhalacion.

H351 Posibles efectos cancerigenos.

H372 Riesgo de efectos graves para la salud en caso de exposicién prolongada y téxico por
inhalacion.

H400 Muy toxico para los organismos acuaticos.

H410 Muy téxico para los organismos acuaticos y puede provocar a largo plazo efectos negativos

en el medio ambiente acuético.

1.3. Imidacloprid

Compuesto quimico de férmula CyHi0CINsO, con actividad insecticida, pertenece a la familia

quimica de los neonicotinoides. El imidacloprid es un insecticida de amplio espectro con excelente

actividad sistémica y de contacto. Esta registrado para controlar plagas de insectos para usos agricolas

y horticolas, asi como para el control de larvas y termitas y para controlar pulgas y garrapatas en

mascotas y algunas clases de ganado [60]. En la figura 3 se muestra su estructura quimica.

El imidacloprid fue el primer insecticida neonicotinoide registrado para usos comerciales y es el

representante mas importante de la clase. La actividad insecticida se atribuye a la estimulacion de

receptores nicotinicos postsinapticos de acetilcolina (NAChR) en insectos, con baja toxicidad para las

especies de vertebrados debido a su actividad relativamente baja para los subtipos de nAChR en

vertebrados y la pobre penetracion de la barrera hematoencefalica [60].
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Figura 3 Estructura molecular de imidacloprid
Nombre IUPAC. N-[1-[(6-chloropyridin-3-yl) methyl]-4,5-dihydroimidazol-2-yl]nitramide.
CAS: 82657-04-3. En la tabla 2 se muestran las propiedades fisicoquimicas del compuesto.

Tabla 2 Propiedades fisicoquimicas de imidacloprid.

Propiedad Valor

Color Polvo crema

Olor Olor caracteristico
Solubilidad en agua 20 °C (mg/L) 610

Punto de fusion (°C) 144

Punto de descomposicion (°C) 230

Coeficiente de particion octanol agua a pH 7, 20 °C (Log P) 0.57

Gravedad especifica 1.54
Constante de Henry a 25 °C 1.7 X 1010
Potencial de lixiviacion (GUS) 3.74
Peso molecular (g/mol) 255.662
Enlaces de Hidrogeno- donantes 1
Enlaces de hidrégeno — aceptores 4
Ndmero de enlaces rotativos 3
Complejidad 319
Avrea superficial polar topologica (A*2) 86.3
Masa mono-isotropica (g/mol) 255.052
Masa exacta (g/mol) 255.052
Compuesto candnico Si
Atomos pesados 17

Enlaces covalentes 1




1.3.1. Aplicaciones

Los insecticidas neonicotinoides son una herramienta muy efectiva para reducir las pérdidas de
rendimiento de los cultivos debido a las plagas de insectos. Desde su introduccion del insecticida
imidacloprid en la década de 1990, su uso se ha expandido para que hoy comprendan alrededor del
30% en valor del mercado mundial de insecticidas [61]. Se aplican comUnmente a los cultivos como
tratamientos de semillas, y el insecticida es absorbido sistematicamente por la planta en crecimiento.

Hoy en dia, los neonicotinoides son la clase quimica mas importante de insecticidas introducidos en
el mercado mundial desde los piretroides sintéticos. Los neonicotinoides se registran en todo el
mundo en mas de 120 paises, y se encuentran entre los insecticidas mas efectivos para controlar las
plagas de insectos chupadores, como pulgones, moscas blancas, saltamontes, trips, algunos
microlepidépteros y varias plagas de coledpteros. El desarrollo sobresaliente de insecticidas
neonicotinoides para la proteccion moderna de cultivos, productos de consumo, asi como en el

mercado de salud animal [62]

Se debe evitar la aplicacion foliar durante la floracion, ya que el imidacloprid es muy toxico para las
abejas. El uso de acuerdo con las instrucciones de la etiqueta como tratamiento de semillas o

empapado del suelo reduce la exposicion de las abejas a niveles bajos.
1.3.2. Riesgos a la salud humana, medio ambiente y fisicos.

Poco se sabe sobre el posible efecto cronico de imidacloprid en humanos. Debido al rapido
metabolismo y a los bajos niveles de exposicion previstos, por lo cual no se esperan efectos cronicos
con la manipulacién de este compuesto. De acuerdo con los resultados de los estudios de
carcinogenicidad en ratas y ratones, el imidacloprid se clasifica en la categoria "E", lo que indica que

hay evidencia de no carcinogénesis en humanos.

De acuerdo a la clasificacién CLP (el reglamento sobre clasificacién, etiquetado y envasado de
sustancias y mezclas quimicas), la regulacion aprobada a nivel mundial, definen la naturaleza del
peligro fisico, para la salud humana y para el medio ambiente que representa el compuesto de
imidacloprid como moderadamente toxico, con potencial riesgo para el higado, rifion, tiroides,
corazon y bazo, y con los codigos siguientes [54]:

e H302 Nocivo en caso de ingestion.

e H400 Muy tdxico para los organismos acuéticos.
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e H410 Muy tdxico para los organismos acuaticos y puede provocar a largo plazo efectos negativos

en el medio ambiente acuético.
1.4. Evaluacion insecticida de las nanoparticulas

Drosophila melanogaster conocida como la mosca de la fruta o la mosca del vinagre, s un organismo
modelo en la biologia y se usa mas exhaustivamente en el campo de la genética desde el nacimiento
de esta disciplina [63]. Drosophila es un excelente modelo eucarionte, ya que comparte con el ser
humano muchos genes. Posee solamente 4 pares de cromosomas gque han sido mapeados en su
totalidad.

Figura 4 Sistemas en comin de D. melanogaster con el ser humano.

Actualmente se sabe que su genoma esta compuesto por 18 millones de pares de bases que codifican
para 14 mil genes y que el 75% de los genes que provocan enfermedades en los seres humanos tienen

homologos en la mosca [64].

Existe un amplio conocimiento de su biologia y genética que han hecho de este organismo un
excelente candidato para realizar estudios de diferentes aspectos, entre los que destacan procesos
celulares, genéticos (mutaciones puntuales, pérdida de cromosomas, mutaciones de no disyuncion,
recombinacion, deleciones, inserciones y traslocaciones, recombinacion mitética, induccion de genes
letales, etc.), y biologia del desarrollo entre otros [65-68]. Desempefia un papel importante en el area
de la Toxicologia Genética y ha servido para investigar una gran diversidad de agentes quimicos

mutagénicos y recombino génicos [69].
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Drosophila melanogaster presenta una serie de ventajas para la investigacion, entre las que destacan:
su dimorfismo sexual (figura 5), su tasa elevada de fertilidad, su tamafio (~3 mm estado adulto), que
permite cultivar un ndmero considerable de individuos en un espacio reducido; ademés de ser un
sistema economico y de fécil manipulacion. En condiciones de laboratorio 25 °Cy 60% de humedad
relativa su ciclo de vida es corto, aproximadamente de 10 a 12 dias. El ciclo de vida comprende cinco
fases que son: huevo, larva (de 1°, 2° y 3er. estadio), pupa, pre-pupa y adulto o imago. Se pueden
evaluar los efectos de cualquier agente en las diferentes etapas de su desarrollo [69, 70].

Figura 5 Dimorfismo sexual de D. melanogaster.

Drosophila es un organismo cosmopolita que comparte los mismos ambientes con el hombre [71].
Se cuenta con una gran cantidad de mutantes con los que se pueden disefiar diferentes protocolos.
También ofrece la posibilidad de realizar pruebas tanto en células soméaticas como en germinales[68].
Otra gran ventaja del sistema es que posee enzimas dependientes del citocromo P450 necesarias para
activar metabdlicamente gran cantidad de pro-mutagenos y pro-carcinégenos, estas funciones

enzimaticas son equivalentes a las que efectla la fraccion microsomal del higado humano [72].
1.5. Técnicas de Sintesis de Nanoparticulas.

Podemos obtener materiales nanodimensionales por dos enfoques. El primer enfoque incluye
adicionar/agregar una entidad de tamafo atomico, de una manera particular para hacerla crecer hasta
obtener materiales nanodimensionales. A los mecanismos que refieren hacer objetos de mayor tamafio
a partir de una coleccion de objetos méas pequefios se le Ilama tecnologia de abajo hacia arriba
(bottom-up). A diferencia de esto, la division de una sola particula de gran tamafio en varias mas

pequefias se denomina tecnologia de arriba hacia abajo (top-down). El proceso natural de la evolucion
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de la vida, la estructuracion del cuerpo de cualquier organismo vivo, la construccion de montafias,
rocas, etc., mediante particulas de polvo de menor tamafio estan dentro de la tecnologia bottom-up.
La mayoria de los métodos de sintesis quimicos tales como sol-gel, precipitacion quimica, reduccién
de citratos, micelas, hidrotérmico, solvotérmico, pir6lisis quimica, deposicién de vapor,
electroquimica, microemulsion, combustion, etc., son enfoques bottom-up de la sintesis de
nanomateriales [73]. Evaporar, fundir o romper materiales a granel en atomos o particulas mas
pequefias térmicamente o enfocando rayos laser, de electrones, de iones o moleculares son algunos
ejemplos de enfoques top-down. Los materiales objetivo a granel se fragmentan directamente en
particulas mas pequefias de tamafio nanométrico o se evaporan en d&tomos, iones 0 moléculas como
intermedios, que actian como bloques de construccion para el crecimiento de nanoestructuras.
Molienda con bolas, magnetron y pulverizacion por radiofrecuencia, diversos métodos litograficos,
ablacion por laser seguida de deposicion o condensacion, epitaxia por haz molecular y evaporacién
térmica son algunos de los métodos de sintesis de nanomateriales con enfoque top-down. Los
enfoques top-down y bottom-up también se conocen como métodos fisicos y quimicos,

respectivamente.

Para la realizacion de este proyecto hemos elegido un método fisico que por su simplicidad
experimental nos permite hacer un estudio a fondo de los hanomateriales obtenidos y sobre todo nos
permite la obtencion de materiales sin residuos quimicos que pudieran afectar su desempefio

biolégico.

La técnica de ablacién laser se eligi6 debido a que se pueden trabajar una gran variedad de materiales
solidos en una gran variedad de medios liquidos, permitiendo la conjugacion de una amplia gama de
resultados, ademas de ser una técnica rapida y sencilla nos permite la manipulacion del tamafio,
distribucion y concentracion de nanoparticulas con pocos cambios en el disefio experimental, esto es
de gran utilidad para el proyecto en la etapa de investigacion, ya que ahorra tiempos valiosos que

podrian emplearse al utilizar otras técnicas.
1.4.1 Ablacion Laser de Soélidos en Liquidos (ALSL)

En la ALSL los nanomateriales son obtenidos enfocando pulsos laser de alta potencia sobre un blanco
en bulto que estd inmerso en un medio liquido, el blanco puede ser una sola pieza o bien polvo
compactado, sin embargo, la dindmica del proceso de sintesis no varia. La formacion de las

nanoparticulas tiene lugar por varios mecanismos como nucleacion y crecimiento o la eyeccion de
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gotas calientes y fragmentos sélidos del blanco. Los pardmetros de sintesis estan divididos en dos
categorias: parametros del material (blanco en bulto, solventes y solutos, temperatura y presion del
sistema) y los pardmetros del laser (longitud de onda, duracién del pulso, energia, frecuencia, nimero
de pulsos laser y el area del spot en el blanco)[74], Otro tipo de sintesis asistida por laser, es la
dispersion de particulas en un medio liquido, en la cual las micro o nanoparticulas se irradian con
pulsos laser [75]. La irradiacion laser se utiliza generalmente para obtener el refinamiento del tamafio

de los nanomateriales, manteniendo su composicion inicial [76, 77].

Una pluma de plasma (material vaporizado del blanco por accion del laser y disociado en iones y
atomos excitados) desde el blanco sélido se genera en la interfaz entre la superficie del blanco y el
liquido de confinamiento, cuando la parte frontal del pulso de l&ser incidente irradia el blanco (figura
6a). A este plasma se le conoce como el plasma inducido por laser, ya que se genera directamente por

el pulso laser sobre el blanco sélido.

Entonces, a diferencia de ablacion laser pulsada en vacio, donde existe una libre expansion de la

pluma de plasma, en el liquido la expansion del plasma inducido por laser se limita por el liquido.

a Lager b

Liquido
Blanco v

Figura 6 La evolucién del plasma inducido por laser en liquido.

En la figura 6 se muestra el proceso de generacién de las nanoparticulas en diferentes etapas. En la
primera etapa (figura 6 a)), se genera el plasma inducido por laser debido a la irradiacion de la parte
frontal de la superficie del blanco. La segunda etapa, mostrada en la figura 6 b), consiste en la
expansion de la pluma del plasma en el liquido confinante. La expansion del plasma genera una onda
de choque que viaja hacia el frente del plasma formando a su vez una burbuja conocida como burbuja

de cavitacion. La presencia del liquido confinante ejerce una presion sobre la burbuja y el plasma en
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expansion. Posteriormente, como se muestra en la figura 6 ¢), ocurren 4 tipos de reacciones quimicas
en el interior del plasma y en la interfaz entre el liquido y la burbuja (la primera es la que tienen lugar
dentro plasma A*+B*, la segunda reaccion tiene lugar en el interior del plasma con un solo reactante
proveniente del blanco, originada por la elevada temperatura que se alcanza B*+B", las otras dos
reacciones corresponden a las especies reactantes del blanco y el medio liquido). Finalmente en la
figura 6 d) se observa que ocurren 2 condensaciones, una de la pluma del plasma en el liquido, de la
cual se obtienen recubrimientos superficiales en el blanco, y otra en la que se obtienen las

nanoparticulas en el liquido [78].

La modificacion fisica de la materia inducida por la ablacién laser, debida a la fragmentacion del
material en bulto produce nanoparticulas. En algunos de los casos también ocurre una modificacion
quimica de la materia para la formacion de nuevos compuestos y fases [79, 80]. Es por ello por lo que
ALSL involucra tanto la modificacion fisica como quimica dependiendo del medio liquido de

confinamiento.

Esta naturaleza fisicoquimica es reflejada en las ventajas y desventajas de la técnica. Las principales

ventajas son:

e Es la Gnica que puede trabajar con una variedad de materiales sélidos y una variedad de
medios liquidos. Una gran variedad de nanomateriales puede ser obtenida por ALSL, con una
minima variacion en los parametros del proceso.

e Es compatible con los 12 principios de la quimica verde, porque no necesariamente requiere
guimicos y no necesariamente produce desechos [75].

e Permite el desarrollo de nanotecnologia sostenible que es un requisito previo para cruzar la
frontera entre la investigacion y la tecnologia aplicada.

e Una vez que se cuenta con el equipo de ablacién, es un método de bajo costo ya que la
operacion manual y el arreglo experimental son minimos, los precursores quimicos son
remplazados por materiales en bulto y otros quimicos caros rara vez se utilizan.

e En muchos casos, pueden ser obtenidas nanoparticulas inorganicas recubiertas con moléculas
organicas en una sola etapa [75].

e Es una técnica de las més baratas, rapidas y limpias para producir nanomateriales con

tamarios menores a 100 nm en escala de miligramos.

Las desventajas de la técnica ALSL:
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e Aunque recientemente se ha reportado que la produccién de nanomateriales por la técnica
estd en escala de miligramos. La productividad esta todavia lejos de alcanzar la de otros
métodos como pirolisis por pulverizacion o sintesis quimicas.

e El control en la distribucién de tamafios de los nanomateriales actualmente es méas bajo que
el de métodos quimicos.

e El control en las formas de los nanomateriales no es posible, excepto en muy pocos casos
donde se emplean surfactantes o bien precursores quimicos [78].

e Comparar los resultados de diferentes grupos de trabajo resulta dificil, debido a que cada

laboratorio equipado con un laser pulsado puede producir sus propios nanomateriales.

Los trabajos pioneros de ablacion laser de sélidos confinados en liquidos para el procesamiento de
materiales, fueron reportados en 1987 [81]. Ellos sintetizaron éxido de hierro en una fase metaestable
a partir de un blanco de hierro en agua. Ogale y colaboradores [82] examinaron el potencial de la
ablacion laser pulsada de sélidos en liquidos para las aplicaciones de modificacién de superficies
metéalicas, asi como la oxidacion metdalica, nitruros y carburos. Ellos sintetizaron estructuras
metaestables usando ablacion laser pulsada de sélidos en diferentes liquidos, observaron la fase
diamante para pequefias particulas sintetizadas por pulsos de un laser de rubi, irradiando un blanco

de grafito inmerso en benceno.

Por otro lado, Fabro y colaboradores [83, 84], han discutido los aspectos fundamentales de la ablacion
laser de sélidos en liquidos, el mecanismo acerca de la termodinamica de la pluma del plasma
generada por la ALP basado en mediciones experimentales de espectroscopia de emision y el método
de onda de choque. Gringoropoulos y colaboradores [85, 86] dan a detalle una descripcion de los
comportamientos termodindmicos y cinéticos de nucleacion, el crecimiento y colapso de las burbujas
utilizando técnicas Opticas como reflectancia y mediciones de dispersiéon de luz.. Estos estudios
revelan que para la formacion de algunas estructuras metaestables se prefiere alta temperatura y
presion. Recientemente, Ogata y colaboradores [87, 88], han aclarado la importancia que tiene en una
reaccion quimica llevada a cabo entre la interface de la pluma del plasma y el liquido y la medicion
de los pardmetros termodindmicos de la pluma del plasma, implicando que varios compuestos puedan

sintetizarse en ambientes con alta temperatura y presion.

La diferencia més importante entre la ablacion l&ser de sélidos en vacio o en atmosfera gaseosa y los
liquidos, es el movimiento de la pluma del plasma, confinada en el liquido. Es por eso por lo que una

serie de procesos incluyendo el de generacion, transformacion y condensacion de la pluma del plasma
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que resulta de la ablacion laser de solidos en liquidos, tienen lugar bajo las condiciones del liquido
de confinamiento. Los liquidos de confinamiento pueden tener una gran influencia en las propiedades

cinéticas y termodinamicas de la evolucion de la pluma del plasma.
1.6. Fundamentos de las técnicas de caracterizacion

Existen varias técnicas para caracterizar nanoparticulas, las cuales dependen de la informacién que
se quiera obtener de las muestras, o de las propiedades que se quieran estudiar. Estas técnicas pueden
ser clasificadas en distintos tipos, como son: estructurales, opticas, y técnicas de caracterizacion

eléctrica, entre muchas mas.

El entorno en el que estan presentes las nanoparticulas define y restringe la técnica de medicién que
se puede utilizar para su caracterizacion. Las caracterizaciones in-situ de las nanoparticulas en medios

solidos, liquidos 0 gaseosos tienen sus propias especificaciones.

A diferencia de los s6lidos, donde los nanomateriales son inmovilizados dentro de su estructura 'y no
pueden ser alterados facil o involuntariamente, los nanomateriales en liquidos pueden moverse
libremente en el medio. A diferencia de los gases, donde la densidad del medio es tan escasa que su
efecto es generalmente despreciable, la densidad de los liquidos, asi como la cantidad de soluto,
pueden ser comparables a los s6lidos. Ademas, la cantidad de los materiales, que se pueden dispersar
o disolver en el liquido, es mucho mas amplia que la de los gases o solidos. Este hecho junto con una
alta movilidad de los solutos complica el analisis de las dispersiones liquidas de nanoparticulas. De
hecho, las microscopias electronicas de barrido o transmisién (TEM/SEM) para la caracterizacion de
los nanomateriales se aplican para muestras solidas en vacio [89]. Al mismo tiempo, técnicas como
el andlisis de movilidad eléctrica diferencial, que puede usarse para la caracterizacion de aerosoles
[89], se pueden aplicar dificilmente a liquidos. De manera similar, la caracterizacién ampliamente
utilizada de &rea de superficie especifica basada en las isotermas BET (Brunauer, Emmett y Teller)
de la adsorcién de gas es intrinsecamente aplicable solo para la investigacion de nanomateriales

solidos en medios gaseosos.
1.6.1. Difraccién de Rayos X

La difraccion de rayos X es una herramienta para la investigacion de la estructura de los materiales,
esta técnica tuvo sus inicios en 1912 descubierta por Max Von Laue, notando que la que difraccion

de rayos-X por un cristal, revelaba su estructura cristalina. Al principio, la técnica de difraccion de
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rayos X fue usada Unicamente para la determinacion de la estructura cristalina. Tiempo después
fueron desarrollados otros usos, tales como analisis quimico, mediciones de estrés, estudio de
equilibrio de fases y medicién de tamafio de particulas, en la determinacion de la orientacion de un

cristal en el ensamble o de agregados policristalinos [90, 91].

Los rayos- X son una radiacion electromagnética con energias en el rango de 200 eV a 1 MeV, este
intervalo se encuentra entre la radiacion gamma y la radiacion ultravioleta del espectro
electromagnético. Para las aplicaciones de difraccion, se usa Unicamente longitud de onda corta de
rayos-X en el rango de angstroms 0.1 A (1-120 KeV). La longitud de onda de estos rayos-X es
comparable a las distancias interplanares, por lo que son ideales para probar los arreglos estructurales
de atomos y moléculas en un amplio rango de materiales. Los rayos-X energéticos pueden penetrar a
profundidad dentro de los materiales y proveer informacion acerca de la estructura del material a
granel [92].

La difraccién de rayos-X se produce por la interacciéon entre un haz de rayos-X y los atomos
ordenados de un cristal, debido a que las distancias entre los centros de dispersion son del mismo
orden de magnitud que la longitud de onda de la radiacion. La cristalografia por difraccion de rayos-
X consiste en medir las intensidades de los haces difractados por la muestra, mediante un detector
adecuado Yy, a partir de estos reconstruir matematicamente la distribucién electrénica en la celda

unitaria, cuyos maximos corresponderan de forma aproximada a las posiciones atdmicas[90, 91].

Cuando un haz de rayos X incide en un material sélido, parte de este haz se dispersa en todas
direcciones a causa de los electrones asociados a los &tomos o iones que encuentra en el trayecto, pero
el resto del haz puede dar lugar al fenémeno de difraccion de rayos X, que tiene lugar si existe una
disposicién ordenada de atomos y si se cumplen las condiciones que vienen dadas por la Ley de
Bragg, que relaciona la longitud de onda de los rayos X y la distancia interatémica, con el angulo de
incidencia del haz difractado. Si no se cumple la ley de Bragg, la interferencia es de naturaleza no

constructiva y el campo del haz difractado es de muy baja intensidad [90, 91].

Consideremos los planos paralelos de la red con una distancia de separacién d entre ellos. La
diferencia de trayectos correspondientes a rayos reflejados en planos adyacentes es 2dsen 6,
midiéndose 0 a partir del plano. Se produce la interferencia constructiva de la radiacién procedente
de planos sucesivos cuando la diferencia de trayectos es un numero entero n de la longitud de onda
A, de modo que [92]
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NA = 2ASENO..cceeeeeeeiiineeneirererereesseeenens Ecuacion 1

Donde d es el espacio entre los planos atémicos en la fase cristalina y 4 es la longitud de onda de los
rayos-X. La intensidad de los rayos-X difractados es medida como una funcién de la difraccién del
angulo 20 y la orientacion de la muestra. El patron de difraccion es usado para identificar la fase

cristalina de la muestra y medir el tamafio del cristalito.

DRX es una técnica no destructiva y no necesita una preparacion de la muestra. El patrén DRX es
como una huella digital del material, y la mezcla de diferentes fases cristalinas puede distinguirse
facilmente comparando con el patron de referencia, el cual se encuentra generalmente en las bases de
datos electrénicas, tales como “Inorganic Crystal Structure Database (ICSD)”, o en “The Cambridge
Crystallographic Data Centre (CCDC)” [92].

1.6.2. Espectroscopia Ultravioleta Visible (UV-Vis)

La mayoria de los compuestos organicos y algunos compuestos inorganicos absorben radiacion en la
region ultravioleta visible. Al grafico de la absorcién dptica de un compuesto contra la longitud de
onda se le llama espectro de absorcidn; este tiene una banda que es caracteristica de un compuesto o
una clase de compuestos en particular. El espectro ultravioleta usualmente no da la suficiente
informacién para identificar un compuesto desconocido, sin embargo, cuando se combina con otras

técnicas analiticas o cromatograficas se puede alcanzar una identificacion correcta.

La espectroscopia de absorcién es una técnica no destructiva y es extremadamente sensible, por lo
cual es ideal para la caracterizacion de pequefias cantidades de compuestos. La aplicacion mas
importante de la técnica es la medicion de concentraciones de compuestos. Instrumentos modernos
estan disefiados para facilitar una medicidn precisa. Un mérito particularmente importante de esta
técnica es que pueden medir trazas de compuestos en la presencia de altas concentraciones de otros
componentes principales siempre y cuando exista la suficiente diferencia entre sus espectros de
absorcion. La técnica es mas adecuada para soluciones liquidas, sin embargo, pueden llevarse a cabo

mediciones en gases y s6lidos con métodos especiales.

La manipulacidn de las soluciones durante las mediciones de absorcién ultravioleta-visible no afectan
a la muestra de ninguna manera, incluso, para compuestos sensibles a la radiacion ultravioleta, los
cambios que pudiera presentar seran imperceptibles, debido a que las cantidades de radiacion

absorbida por la muestra, durante la medicion son muy pequefias [93]
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La espectroscopia ultravioleta visible emplea un haz de luz monocromatica, seleccionada con ayuda
de un monocromador del espectro total emitido de la fuente de luz, en esta regién del espectro
electromagnético. La relacion entre longitud de onda, frecuencia, nimero de onda y energia de la

radiacion es expresada en las ecuaciones siguientes:

L Ecuacioén 2

=107 R CV"  eerreerreeennns Ecuacion 3

donde:

c= la velocidad de la luz,

v= la frecuencia de luz,

A=longitud de onda de la luz (generalmente expresada en nandémetros),
E= la energia del foton de luz,

h= la constante de Planck,

v*= numero de onda (usualmente expresado en ciclos por centimetro).

La region ultravioleta-visible es parte del espectro electromagnético cercano, a los 190 nanémetros
se observan longitudes de ondas cortas (alta energia), abajo de esta se encuentra lo que llamamos la
region vacio ultravioleta, la cual puede ser estudiada solo con técnicas de medicion especiales. En
valores superiores nos encontramos con longitudes de ondas largas (bajas energias), el final de la
region visible es alrededor de 780 nanémetros. Avanzando en la escala de longitud de onda hacia
longitudes de onda maés largas, uno pasa a través de la region del infrarrojo cercano (NIR), y

finalmente llega a la regidn del infrarrojo (IR) [94].

Si una molécula orgéanica absorbe radiacion electromagnética, esta energia absorbida puede
incrementar el contenido de energia de la molécula en tres formas (rotacional, vibracional y excitacion
electronica). La energia rotacional de la molécula se incrementa por absorcién de luz con una menor
energia (mayor longitud de onda), para incrementar la energia vibracional de las moléculas es
necesaria mayor energia, estas transiciones de energia corresponden a la absorcion de la radiacién en
la region IR. La absorcion de la radiacion en la region ultravioleta-visible promueve la excitacion de
los electrones en los orbitales externos de la molécula, es decir, promueven a orbitales de los niveles
de mayor energia. La diferencia entre los niveles de energia de los dos orbitales (estado excitado y
estado fundamental), corresponde a la energia de la luz absorbida. En consecuencia, a la

espectroscopia ultravioleta-visible a menudo se denomina con el término de espectroscopia de
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excitacién electronica. De forma qué para explicar las caracteristicas de la absorcion de luz de
diferentes moléculas organicas, es necesario tomar en consideracion que la excitabilidad de un
electrdn en la molécula esta determinada, no solamente por definicion del &tomo al cual corresponde
dicho electron, sino también, en qué orbital se encuentra en estado basal. Esto significa que los
electrones excitables permanecen en los orbitales moleculares y su excitabilidad est4 determinada
predominantemente por su entorno en la molécula y por el enlace en el que participan [94].

Las bases de la quimica cuéntica establecen que el origen de las bandas de absorcion es debido al
hecho de que los niveles de energia en los orbitales de electrones estan cuantizados, es decir que el
electron puede ocupar orbitales de numeros finitos, que tiene energias fijas, tanto en el estado
fundamental como en el estado excitado. Naturalmente, el nimero de transiciones posibles entre estos

orbitales también es finito y una transferencia de energia bien definida se asocia con cada transicion.

Las bandas de absorcidon corresponden a tales transiciones Se podria decir que los espectros de
absorcion consistirian en una serie de lineas nitidas, cada linea correspondiente a la diferencia entre
los niveles de energia de los dos orbitales en cuestion. Sin embargo, los espectros solo se pueden

obtener cuando se investigan atomos o moléculas simples en la fase gaseosa.

La ley fundamental de espectrofotometria establece la relacidn entre la reduccién de la intensidad de
la luz causada por una absorcion de una solucidn, la concentracion y la longitud de la trayectoria de

la solucidn.

Consideremos un soluto con una concentracion c, en una celda de longitud b a través de la cual pasa
un haz monocromatico, con una intensidad lo y emerge con una intensidad I. La distancia b de la celda
es dividida dentro de una serie de distancias iguales db. Como la luz pasa a través de cada seccion, la
intensidad decrece de Iy I, Is,....In1,In. El rango de la reduccion de la intensidad de la luz es constante

a lo largo del total de la longitud de la trayectoria.

................. Ecuacion 4

De la ecuacion 4 expresada por ejemplo en el caso de una atenuacion del cinco por ciento por seccion.

11=0.95 Io; 1,=0.903 Io; I13=0.857 1o, etc.
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El valor absoluto de la atenuacion de la luz por seccién es proporcional a la intensidad de la luz
incidente sobre la seccion y sobre el espesor de la capa, la constante k es la constante de

proporcionalidad.
—(Ipq—1)=dI = k-1,_4-db Ecuacion 5

Se puede establecer una relacion cuantitativa entre las intensidades de luz que disminuyende lpa l y
la longitud de la celda b para producir la forma integral de la Ecuacion 6:
t dl b -
ftoT =kJ, db Ecuacion 6

Después de la integracion y el cambio del logaritmo natural al logaritmo en base 10, se obtiene la
Ecuacion 7:

logITO =K'-b Ecuacion 7

El logaritmo de la relacion de las intensidades de luz monocromatica la cual entra y emerge en un
cuerpo absorbente es independiente de la intensidad absoluta del haz de luz incidente, pero es
directamente proporcional al espesor de dicho cuerpo. Esta ley fue llamada la ley de Lambert
(Lambert 1760). Cabe destacar que este fendmeno habia sido descrito previamente en 1729 por
Bouguer [94].

El valor de k’ contiene el factor de conversion del logaritmo natural al logaritmo base 10, sin embargo,
la ecuacidn 7 es valida solo si la concentracion c de la sustancia absorbente se mantiene constante.
Fue Beer en 1852 quien investigd la dependencia de la absorcién de la luz con la concentracion.
Manteniendo el valor de la longitud de la celda constante (b), se puede proceder a establecer las
ecuaciones 6 y 7 similares, con la diferencia de que b se sustituye por c. Esto se expresa como sigue:
considerando el efecto del incremento de la concentracidn de la sustancia absorbente por un valor de
dc; la atenuacion de la intensidad de la luz es proporcional a la intensidad de la luz y al incremento
de la concentracion. La integracion desde 0 hasta c1 en la ecuacion diferencial establecida expresa los

cambios con la concentracion dando lugar a la ecuacion 8.

log 17" =k"-c Ecuacion 8
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Esta es la expresion matematica de la ley de Beer. Expresandolo en palabras, esto significa que en el
caso de una solucion en una celda de longitud de ruta constante, el logaritmo de la relacién de las
intensidades de la luz incidente y emergente es directamente proporcional a la concentracion del
soluto absorbente en la celda [94].

Se puede ver en las ecuaciones 7'y 8 donde el logaritmo lo/l por una parte es proporcional a la longitud
del camino y por otra parte a la concentracion. Por lo tanto, se puede deducir que las dos ecuaciones

se pueden reducir a la Ecuacién 9, que naturalmente requiere un nuevo coeficiente a.

A=logITO=a-b-c Ecuacion 9

Esta es la ecuacion fundamental de la espectrofotometria Es generalmente Ilamada en la literatura
como la ley de Lambert-Beer o la ley de Bouguer-Lambert-Beer. Dado que en la practica,
espectrofotometria es generalmente la dependencia de la atenuacion de la intensidad de la luz en una

concentracion x, a menudo se le conoce simplemente como la Ley de Beer.

El logaritmo lo/l es una cantidad de importancia fundamental en la espectrofotometria y, por lo tanto,
se le ha dado un nombre separado: absorbancia (A) o, en la literatura anterior, extincion (E). La
absorbancia es una funcidn lineal de la longitud del camino y la concentracion del soluto absorbente
pero es independiente de la intensidad de la luz incidente. La absorbancia es la cantidad que

generalmente es leida directamente en la escala de los espectrofotometros [94].

La constante a de la ecuacion 9 debe tratarse por separado. Esto no depende de la longitud del camino
y la concentracidn, pero es una funcion de la longitud de onda del haz incidente monocromatico y el
caracter de la sustancia absorbente. Si tanto la concentracién de la sustancia disuelta absorbente y el
espesor de la celda se seleccionan como unidad (1 g/100 ml o 1 mol/litro y 1 cm, respectivamente),

luego de acuerdo con la Ecuacion 9:

A= Qoo Ecuacion 10

I
Q

El valor de a depende del modo de presentacion de la concentracion. Si se expresa como w/v por
ciento, el factor de proporcionalidad a se denomina absorbancia especifica (41 %) o, inicialmente en
la literatura, extincion especifica (EL 2. Si la concentracién se expresa como molaridad, el nombre
de a es absorbitividad molar (g) o el coeficiente de extincién molar. La relacion entre los dos

coeficientes se puede dar mediante la ecuacion 11, donde M es el peso molecular.
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1% .
&= % Ecuacion 11

La Ecuacion 9 que expresa la Ley de Beer-Lambert proporciona una clave para las aplicaciones
cualitativas y cuantitativas de la espectrofotometria. De los datos en esta ecuacidn, A es una cantidad
medible, b es la longitud de la celda. Siempre que A% sea un valor conocido, se puede calcular la
¢ desconocida, es decir, el método se puede usar para la medicion de concentraciones o, por ejemplo,
la determinacion del contenido de ingrediente activo de materiales de medicamentos a granel y

productos terminados.

Cuando se conoce la concentracion en la Ecuacién 9, es decir, al pesar y diluir una sustancia pura,
esta ecuacion permite calcular la absorbancia especifica o la absortividad molar. Estos valores en las
longitudes de onda de los mé&ximos de las bandas de absorcidn son caracteristicos del analito y pueden
considerarse constantes fisicas eminentemente adecuadas para su caracterizacion e identificacion. De
los diferentes coeficientes de absorcion, € se usa en el caso de aplicar los datos espectrales a analisis

cualitativos e investigaciones estructurales mientras que en aplicaciones analiticas cuantitativas

A% o ase utilizan predominantemente.

Vale la pena mencionar que, especialmente en la literatura temprana, el término transmitancia (T) se
usaba con frecuencia. La definicién de transmitancia y su relacion con la absorbancia se dan en las

ecuaciones 12y 13:

T=— Ecuacién 12

A =log - Ecuacion 13

Hoy, la transmitancia es generalmente usada para caracterizar las soluciones coloreadas en la region
visible. En estos casos la transmitancia expresada como porcentaje (100 T) es presentada como el

requerimiento minimo [94].
1.6.3. Microscopia Electronica de Transmision (TEM).

La microscopia electrénica de transmision (TEM por sus siglas en inglés) es una potente herramienta
para la caracterizacion de materiales nanoestructurados ya que debido al uso de electrones la longitud

de onda que utiliza permite medir materiales a niveles nanométricos, asi para un voltaje de 100 kV la
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longitud de onda asociada a los electrones es 0.037 A (0.01 A para 1 MV). Lo cual permite observar
detalles de menos de 5 nm en la muestra, asi como informacién sobre la estructura cristalina, tamafio
de grano, y orientacion de los cristales, ideal para materiales nanoestructurados. Cuando se opera en
el modo de difraccion, se pueden hacer patrones difraccion de electrones (SAED por sus siglas en

inglés) en un area seleccionada para determinar la estructura cristalina de nanomateriales.

Esta técnica se ha convertido en un fuerte pilar en el repertorio de técnicas de caracterizacion de
nanomateriales. Sus cartas fuertes son su alta resolucion espacial lateral (mejor que 0.2 nm "Punto a
punto") y su capacidad de proporcionar tanto la imagen como la difraccion de una muestra. Ademas,
el altamente energeético haz de electrones utilizados en TEM interactta con la materia para producir
la radiacion caracteristica y particulas; estas sefiales a menudo se miden para proporcionar
caracterizacion de materiales mediante técnicas acopladas como espectroscopia de r-X dispersados,
espectroscopia electronica de perdida de energia, retro dispersion e imagenes de electrones

secundarios, entre otras.

En un microscopio electrénico de transmision, los electrones se obtienen de una fuente conocida
como cafion de electrones. Estos electrones penetran en la muestra dispersandose a través de ella y
después se vuelven a enfocar con un lente objetivo y se amplifican mediante un proyector para
finalmente producir la imagen deseada. Esta imagen se forma porque los atomos interactdan y
absorben electrones en diferente extensién. Un esquema del funcionamiento de un microscopio

electronico de transmision se puede ver en la Figura 7.
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Figura 7 Esquema de funcionamiento de un microscopio electronico de transmision.

La distancia promedio atravesada por los electrones se conoce como paso libre medio, y para una
dispersion normal de electrones esta varia desde varias decenas de nanémetros para elementos ligeros
a varias centenas para elementos pesados. Las mejores muestras tienen un grosor similar al paso libre
medio. Muestras demasiado delgadas exhiben una dispersién demasiado pequefia para poder ofrecer
iméagenes Utiles, mientras que, en las muestras gruesas, se produce una imagen borrosa y dificil de

interpretar.

La parte principal de un haz de electrones transmitidos por la muestra consta de electrones que no
han sufrido dispersion, pero también contiene electrones que han perdido energia por dispersion y
electrones que han sido reflejados por varios planos cristalograficos. Si la abertura se coloca de tal
forma que solo permite el paso de electrones sin desviacion, la imagen producida se conoce como
imagen de campo claro. Si la apertura se coloca para seleccionar uno solo de los haces reflejados por
uno de los planos cristalograficos, la imagen que se genera en la pantalla se conoce como imagen de

campao oscuro.
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1.6.4. Cromatografia de Gases acoplado a Espectroscopia de Masas (GC-MS)

La cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS por sus siglas en inglés) es
una herramienta poderosa para el analisis cuantitativo y cualitativo de una amplia variedad de
compuestos relativamente volatiles. Es una técnica madura, que muestra excelentes perspectivas en

una variedad de &reas de aplicacion [71,72].

GC — MS es una combinacién de dos potentes herramientas analiticas: la cromatografia de gases (GC)
para la separacion altamente eficiente en fase gaseosa de componentes en mezclas complejas, y la
espectrometria de masas para la confirmacidn de la identidad de estos componentes, asi como para la

identificacion de las incdgnitas.

La cromatografia de gases es un método de separacion fisica en el que los componentes de una mezcla
se distribuyen selectivamente entre la fase mdvil, que es un gas portador inerte, y una fase
estacionaria, que esta presente como un recubrimiento en el relleno o pared interior de la columna. El
proceso cromatografico se produce como resultado de pasos repetidos de sorcion / desorcion durante
el movimiento de los analitos a lo largo de la fase estacionaria por el gas portador. La separacién se
debe a las diferencias en los coeficientes de distribucion de los componentes individuales en la
mezcla. Al ser un método de separacion en fase gaseosa, la GC requiere que los analitos se volatilicen
antes de su separacion. Como tal, la aplicacion de GC esta limitada a componentes con suficiente
volatilidad y estabilidad térmica. La separacion por GC puede realizarse en columnas empaquetadas,

asi como en columnas capilares abiertas.

La instrumentacion para GC consiste en una unidad de control de gas, un sistema de introduccion de
muestras o un inyector, una columna alojada en el horno de columna programable por temperatura y
un detector o linea de transferencia y/o interfaz al espectrometro de masas. La unidad de control de
gas realiza el flujo o el control de presidn de los flujos de gas a través del inyector, la columna y el
detector de gas portador y, si es necesario, gases auxiliares. El gas portador (hidrégeno, helio o
nitrogeno) se aplica tipicamente a una presion inferior a 0,3 MPa. El caudal es de aproximadamente
20 ml/min para una columna empaquetada y 1 ml/min para una columna capilar abierta. En
mediciones GC-MS, el helio se aplica con mayor frecuencia como gas portador. Antes de su uso, el
gas portador debe limpiarse por medio de una trampa de humedad y oxigeno para eliminar el oxigeno,
el agua y los hidrocarburos. La presencia de oxigeno en el gas portador tiene un efecto perjudicial

sobre la fase estacionaria en la columna GC.
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La introduccion de la muestra es un paso muy critico en la operacion de GC. El objetivo es introducir
la muestra completa en una banda estrecha en la parte superior de la columna, es decir, sin
degradacion térmica y/o discriminacion de componentes debido a las diferencias en la volatilidad.
Las técnicas de inyeccion mas utilizadas son las llamadas inyeccion split (inyeccion dividida) la cual
vaporiza y elimina la mayor parte de la muestra al venteo, inyeccidn splitess (inyeccion completa)
donde vaporizay transfiere la mayor parte de la muestra a la columna y por tltimo la inyeccion directa
en la columna (Tabla 3).

En la inyeccion “Split” la muestra se introduce en el inyector y es dividida (tipicamente en una
proporcién en el rango de 1:10 a 1:100, con la mayor proporcion de division utilizada para la columna
de didmetro interno mas pequefio), en este tipo de inyeccion se puede usar un volumen de muestra
relativamente grande, por ejemplo, 1 pl. En la inyeccion “splitless”, el volumen de la muestra es mas
pequefio, la inyeccion se realiza sin divisién, la ventilacién del divisor se cierra durante un tiempo
especifico, generalmente de 50 a 120 s, mientras que la muestra fluye hacia la cabeza de la columna.
Después de eso, el respiradero del divisor se abre para purgar la muestra restante y el solvente del
inyector. La temperatura inicial de la columna en la inyeccion “splitless” es un parametro critico que
depende del punto de ebullicion del disolvente. Una comparacién de las caracteristicas importantes

de las tres inyecciones se muestran en la tabla 3.

Tabla 3 Comparacion de caracteristicas de las técnicas de inyeccién de muestra por columnas capilares.

Inyeccion directo a la

Inyeccion Split

Inyeccion Splitless

columna

Aplicacion

Mayor cantidad de
componentes

Trazas y mayor cantidad de
componentes

Trazas y mayor cantidad de
componentes.

Cantidad maxima

Depende del radio de la

50 ng por componente

100 ng por componente

inyectable division
Prgcmon_ ge la Pobre Buena Excelente
inyeccion.
Ter_nperatg’r ade 250-320 °C 250-320 °C Temperatura de la columna
inyeccion
Temperatura inicial . 20'40. C abajo del punto de Cerca del punto de ebullicién
Ninguna ebullicién del componente
de la columna . o del solvente
mas volatil.
Variando la relacion del T
. oo e Menor discriminacion en la
Ventajas Split-division se protege de Cuantificacion directa ) e
muestra; cuantificacion directa.
una sobre carga
Pérdida de muestra; . . )
AR S Dificultades experimentales;
. discriminacion de la Eleccion limitada de . !
Desventajas riesgos de contaminacion de la

muestra; analisis pobre de
trazas.

solventes aplicables.

columna.
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La columna en cromatografia de masas se coloca en un horno de columna programable por
temperatura. Durante la cromatografia, la temperatura del horno se incrementa linealmente a una
velocidad de 4 a 20 °C/min. Como resultado, los componentes con puntos de ebullicion més altos y/o

una retencién mas fuerte en la fase estacionaria se liberan sucesivamente.

La temperatura méaxima depende del tipo de fase estacionaria aplicada. Operar la columna cerca de
la temperatura méaxima de operacion generalmente produce un sangrado mas severo de la columna
(desprendimiento del recubrimiento), lo que a su vez conduce a una contaminacién mas rapida de la

fuente de iones de espectroscopia de masas.

Los compuestos con una volatilidad insuficiente en el rango de trabajo de la columna no son
susceptibles para un andlisis de cromatografia de gases, a menos que puedan cambiarse a derivados

mas volatiles

En lugar de un espectrometro de masas, se pueden utilizar otros tipos de detectores en cromatografia
de gases. Los mas utilizados son la deteccidn de conductividad térmica y la deteccidn de ionizacién
de flama. Ademas, hay disponibles varios tipos de detectores mas especificos, por ejemplo, deteccién

de captura de electrones, deteccion termoidnica y deteccion fotométrica de flama.
1.6.4.1. Columnas de Cromatografia de Gases

Las columnas capilares abiertas se aplican con mayor frecuencia en las aplicaciones actuales de GC-
MS. Una columna capilar abierta tipica esta hecha de silice fundida con un recubrimiento externo de

poliamida.

La longitud tipica de la columna es de 10 a 100 m, dependiendo de la aplicacion. Las columnas mas
cortas se aplican para un andlisis rapido, por ejemplo, para compuestos sensibles al calor y de alto

punto de ebullicion. Las columnas mas largas se aplican en separaciones de alta resolucion.

Los diametros internos tipicos de la columna son de 0.25 a 0.53 mm, con un espesor de pelicula de
fase estacionaria de 0.1 a 2 um. En GC-MS, se aplican en su mayoria columnas de didmetro interno

de 0.25 mm, ya que permiten el flujo de gas a la velocidad 6ptima.

La columna (aproximadamente 300 mm/s para helio, correspondiente a aproximadamente 1 ml/min)
se adapta idealmente a la capacidad de bombeo de la mayoria de los sistemas de mesa de trabajo GC-

MS. Las columnas de 0.53 mm de didmetro ancho, que muestran una mejor inercia y/o una mayor
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capacidad de muestra, pueden usarse en combinacion con un separador de chorro. Con el fin de
reducir el sangrado de la columna, generalmente un enlace quimico o inmovilizado se aplica la fase
estacionaria. Una pelicula mas delgada es util para un alto punto de ebullicion y compuestos sensibles

al calor, mientras que una pelicula més gruesa es mejor para compuestos de bajo punto de ebullicién.

1.6.4.2. Parametros Cromatograficos

La separacion en GC es alcanzada en el modo de elucion. La muestra se introduce en la parte superior
de la columna, y con el gas portador las bandas de analito se mueven con diferentes tasas a través de
la columna y eluyendo una columna tras otra. La tasa promedio a la que migra un analito depende de
la fraccion del tiempo transcurrido en la fase estacionaria, y por lo tanto en la afinidad del analito a

la fase estacionaria.

Varios parametros importantes para caracterizar la eficiencia de la separacion se pueden deducir
directamente del cromatograma. El tiempo de retencion (Tr) del componente i es el tiempo de
residencia del componente i y se puede medir directamente desde el cromatograma como el tiempo
entre la inyeccion de la muestra y la parte superior del pico debido al componente i. A partir de esto,
una serie de otros parametros se pueden calcular (tabla 4).

Tabla 4 Parametros cromatograficos para un cromatograma.

Parametro Ecuacion NUmero de ecuacion

Relacion de capacidad ,_Littm Ecuacion 14
L tm

Factor de Separacion _— k_]’ L Ecuacioén 15
=K =

Resolucién 2(tr — ) Ecuacion 16

Numero de platos N t2; Ecuacion 17

[ O_tz'i

Altura del plato u L Lof Ecuacion 18

Nt

Ademaés de su tiempo de retencidn, el ancho de un pico cromatogréafico es un importante pardmetro.
Dado que se supone tedricamente que los picos cromatograficos son picos gaussianos simétricos, el
ancho del pico se mide como la desviacion estandar del pico oy, desde la mitad del ancho a 0.607 de

la altura del pico (w¢i=4 ot para un pico gaussiano, donde w; es el ancho del pico en la base). A partir
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del tiempo de retencion y el ancho del pico, se puede calcular la resolucion Rs entre dos picos iy j
(Ecuacion 16).

Por lo tanto, la resolucion depende de la altura del plato, la longitud de la columna, el factor de
separacion y la relacion de capacidad. La altura del plato debe ser lo més pequefia posible. La
resolucion aumenta con la raiz cuadrada de la longitud de la columna. Se puede lograr una resolucion
dos veces mejor con una columna cuatro veces mas larga, sin embargo, también el costo del anélisis
de un tiempo cuatro veces mayor y una caida de presion cuatro veces mayor se incrementa. El factor
de separacion es la herramienta mas poderosa para influir en la resolucion, pero también la mas dificil

de controlar, ya que su valor esta directamente relacionado con la fase estacionaria utilizada.
1.6.5. Espectrometria de Masas

El principio de espectroscopia de masas (MS por sus siglas en inglés), es la produccion de iones de
fase gaseosa gque posteriormente se separan y detectan segun su relacion masa-carga (m/z). El espectro
de masas resultante es un gréfico de la abundancia (relativa) de los iones generados en funcién de la
relacién m/z. Se puede obtener una selectividad extrema, que es de suma importancia en el analisis

cuantitativo de trazas.

El espectrometro de masas hoy en dia es un instrumento altamente sofisticado y computarizado.
Consta de cinco partes: introduccion de muestras, ionizacion, analisis de masas, deteccion de iones'y
manejo de datos. En los espectrometros de masas modernos se tienen un control total por computadora

sobre sus diferentes partes.

En los sistemas GC-MS, la introduccién de muestras se realiza desde la columna cromatografica
capilar abierta, ya sea directamente o mediante un acoplamiento de divisién. La ionizacion de los
analitos se realiza generalmente por ionizacion de electrones o por ionizacién quimica. Después de la
produccion de iones, estos se separan de acuerdo con su relacién m/z en el analizador de masas.
Aunque los analizadores de cuadrupolo lineales son los mas ampliamente usados en la actualidad,
también se usan otros tipos de analizadores como, de sector (magnético), trampa de iones de
cuadrupolo y de tiempo de vuelo. La deteccion de iones se realiza principalmente por medio de un

multiplicador de electrones.

En los sistemas GC-MS, la ionizacion de analitos, el anélisis de masas y la deteccion de iones tienen

lugar en un sistema de alto vacio. En la mayoria de los sistemas de GC-MS, el sistema de vacio
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consiste en una camara de bombeo, evacuada por medio de una pequefia bomba turbo molecular,

respaldada por una bomba delantera mecénica.

Los medios eficientes para recopilar y gestionar las enormes cantidades de datos que se generan en
la operacién de un espectrometro de masas, especialmente en combinacién con cromatografia, son de
suma importancia. Por lo que actualmente estdn disponibles programas informéticos altamente

avanzados para la gestion, interpretacion y notificacion de datos.

La técnica de ionizacion mas antigua y mas frecuentemente aplicada es la ionizacion de electrones
(El por sus siglas en inglés). En El, el vapor del analito se somete a bombardeo por electrones
energéticos (tipicamente 70 eV). La mayoria de los electrones se dispersan elasticamente, otros al
interactuar con el analito causan la excitacion electronica de las moléculas, mientras que algunas
excitaciones causan la eliminacion completa de un electrén de la molécula. El Gltimo tipo de

interaccién genera un radical catidnico, generalmente denotado como M™, y dos electrones:
M+e™ > M*™ + 2e”

El ion se llama ion molecular. Su relacion m/z corresponde a la masa molecular M, del analito. Los
iones generados en El se caracterizan por una distribucién de energias internas, centradas alrededor
de 2a6¢eV. El exceso de energia interna del ion molecular puede dar lugar a reacciones de disociacion
unimolecular que dan como resultado iones de fragmentos dependientes de la estructura. Las
reacciones tipicas de fragmentacion de una molécula M después de la ionizacién de electrones dan
como resultado la formacién de un fragmento ionizado acompafiado por la pérdida de un radical R'o

un N neutron:
M* - Ft +R°
M** > FF +N
Ff*>Ff +R*

La ionizacion electronica se realiza en una fuente de iones de alto vacio (presion tipica <1072 Pa),
excluyendo las colisiones intermoleculares. Los espectros de ionizacion de electrones son altamente
reproducibles. Se encuentran disponibles extensas bibliotecas electronicas de espectros de masas en

las que se pueden realizar basquedas para ayudar a la identificacion de compuestos.
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El analizador de masas de cuadrupolo lineal es un filtro de masa. Se compone de cuatro barras
hiperbdlicas que se colocan paralelas en una matriz radial. Las barras opuestas se cargan mediante un
potencial de corriente continua U positivo o negativo en el que se superpone una tension de
radiofrecuencia oscilante Vocos ot. Este Ultimo refuerza y supera sucesivamente el campo de la
corriente directa. Los iones se introducen en el campo del cuadrupolo por medio de un bajo potencial
de aceleracion, tipicamente solo unos pocos voltios. Los iones comienzan a oscilar en un plano
perpendicular a la longitud de la barra a medida que atraviesan el filtro cuadrupolo. Las trayectorias
de los iones de un m/z particular son estables. Estos iones se transmiten hacia el detector. Los iones
con otros m/z tienen trayectorias inestables y no pasan el filtro de masa porque la amplitud de sus
oscilaciones se vuelve infinita. Los iones de diferentes m/z pueden ser transmitidos consecutivamente
por el filtro cuadrupolo lineal hacia el detector cuando los potenciales de CC y CA se barren, mientras

gue sus relaciones y frecuencias de oscilacion se mantienen constantes.

El analizador cuadrupolo actla, asi como un filtro de paso de banda, cuya resolucién depende de la
relacién de los potenciales de CC y CA. En general, la resolucién de "unidad de masa" se logra, lo
gue indica que, por ejemplo, m/z =100 y m/z=101 se pueden distinguir, pero m/z = 100 y m/z=100.1
no se pueden. El filtro de masa cuadrupolo es adecuado para la determinacion de las masas hominales
de un compuesto y sus iones fragmentarios. El cuadrupolo es facil de usar. Los voltajes eléctricos
pueden variarse rapidamente controlando por la computadora, lo que permite un escaneo rapido. El

filtro de masa cuadrupolo es el analizador de masas de mayor aplicacion en GC-MS.
1.6.5.1.  Adquisicién y procesamiento de datos

Hay dos modos generales de adquisicion de datos disponibles en MS: adquisicion de escaneo
completo y monitoreo selectivo de iones (SIM). En el analisis de escaneo completo, se adquiere una
serie continua de espectros de masas durante la ejecucion cromatografica. Para columnas de GC
capilares abiertas de alta eficiencia, se requiere un escaneo lo suficientemente rapido como para
adquirir un numero suficiente de puntos de datos (tipicamente 10 a 20) para describir adecuadamente
el perfil de pico cromatografico. Sin embargo, en el analisis cuantitativo de rutina de un nimero
limitado de componentes, se obtienen mejores resultados en términos de limites de deteccion mas
bajos mediante el uso de SIM, en el que se monitorea la intensidad de un nimero de ion (es). La
eleccion entre escaneo completo y adquisicion de SIM en una aplicacion particular depende del limite

de deteccidn requerido y del contenido de informacion.
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Como resultado de la adquisicion de datos, se genera una matriz de datos tridimensional a lo largo
del tiempo de ejes, m/z e intensidad de iones en el sistema de datos. Esta matriz se puede procesar de
varias maneras. En el cromatograma de iones totales (T1C), la intensidad de iones totales por espectro
se representa en funcion del tiempo. Esto proporciona una deteccibn mas universal, con un
cromatograma comparable a un cromatograma FID. Desde los picos en las TIC, se puede obtener un
espectro de masas. Con el fin de minimizar los efectos de concentracion en la calidad del espectro en
picos de GC estrechos, a menudo se obtiene un espectro de masas promedio. La sustraccion de fondo
también se puede aplicar para mejorar la calidad del espectro. El espectro de masas se puede buscar
en una biblioteca de espectros de masas para permitir la identificacion provisional. Una alternativa a
las TIC es el cromatograma de masas extraido o cromatograma de corriente iénica (XIC), donde la

intensidad de iones de una m/z seleccionada se representa en funcion del tiempo.

Ademas de estos modos generales de procesamiento de datos, hay disponibles una variedad de
procedimientos mas especializados, por ejemplo, para el analisis cuantitativo, que incluye la

integracion y calibracion de picos completamente automatizados mediante regresion lineal.
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2. Metodologia.

La sintesis de nanoparticulas de imidacloprid y bifentrina se llevo a cabo utilizando la técnica de
ablacion laser de solidos en liquidos (ALSL), usando como medios agua y soluciones acuosas con
surfactantes. De esta manera el liquido empleado en la sintesis puede usarse directamente en las
aplicaciones finales.

La versatilidad de esta técnica permite utilizar una gran variedad de compuestos para la sintesis de
nanoparticulas, ha sido ampliamente estudiada la sintesis de nanoparticulas metalicas y de éxidos
metalicos por ALSL, sin embargo, también es posible usar como material de partida compuestos

organicos y obtener como resultado nanoparticulas del mismo material.
2.1. Elaboracién de las pastillas de imidacloprid y bifentrina.

Para la elaboracion de blancos de imidacloprid y bifentrina se partié de polvos con porcentajes de
pureza conocida, el polvo se pesé con ayuda de una balanza analitica y se colocaron 5 g de cada uno
de los diferentes polvos en un troquel (figura 8), el cual tiene un didmetro interior de 2.5 cm y al
compactar 5 g de los polvos de los diferentes compuestos, la pastilla alcanza aproximadamente 5 mm

de espesor.

Figura 8. Troquel usado en la compactacion del polvo.

El troquel fue colocado dentro de una prensa hidraulica (figura 9) y se dejé bajo presion por un

periodo de 30 min, usando 10 t de fuerza.
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Figura 9 Prensa Hidraulica de 10 t.

En la figura 10 a) se presenta la apariencia del material en bulto de imidacloprid, usado para la

elaboracion de las pastillas.

En la figura 10 b) se muestran 3 pastillas, en la parte superior la pastilla beige pertenece al compuesto

imidacloprid, la parte inferior las dos pastillas blancas corresponden al compuesto bifentrina.

Figura 10. a) apariencia del polvo de partida b) imidacloprid (pastilla superior) y bifentrina (pastillas inferiores)
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2.2. Metodologia de la Sintesis de Nanoparticulas.

En los experimentos se utilizé un laser Nd:YAG que emite a 1064 nm en el modo fundamental y un

armonico para emision a 532 nm. La duracion de los pulsos es de 5 ns, con una frecuencia de

repeticion de 10 Hz, las energias que se utilizaron en los diferentes experimentos se variaron desde

10 hasta 180 mJ y los tiempos de sintesis también se variaron de 5 a 90 minutos.

El blanco fue colocado y fijado en el fondo de un vaso de precipitados de 50 mL, posteriormente se

agreg6 el medio liquido (agua o soluciones acuosas con surfactante) hasta superar el blanco con una

distancia variable sobre la superficie de este. En la figura 11 se presenta el diagrama de flujo del

experimento de ablacion, la etapa de separacién del coloide puede requerir o no el reposo de la

suspensidn antes de separarlo de la pastilla, asi como la etapa de filtracién puede o no realizarse en

los diferentes experimentos.

del material

Colocacion de la pastilla

Mediry colocar el medio
liquido (agua)

Medir la distancia del
medio liquido sobrg_il )

deseado en el en el vaso. superficie g
fondo del vaso i del blanco
.
v
Colocar ¢l vaso sobre la Ajustar la Programar y
mesa rotatoria. distancia de medir la
> la lente de energia a
enfoque al
blanco

Programar el
tiempo de
ablacion.

Iniciar con el proceso de
ablacion.

Filtrar el coloide
para retirar

grandes.

particulas [ oy

Caracterizacion del
coloide.

Figura 11 Diagrama de flujo del proceso de ablacion.
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El esquema experimental empleado se muestra en la figura 12. El laser se dirige al blanco previamente
pegado en el fondo del vaso, a través de una serie de espejos y finalmente se enfoca con una lente de
20 cm de distancia focal a la superficie del blanco. El laser atraviesa el medio liquido hasta llegar a
la superficie del blanco, el vaso se encuentra en movimiento con ayuda de una mesa rotatoria la cual
gira aproximadamente 15 rpm para evitar el dafio localizado en el blanco. El I&ser induce la formacion
de un plasma el cual es rdpidamente condensado dentro del medio liquido, formando las
nanoparticulas, generando asi el coloide de nanoparticulas del compuesto.

Figura 12 esquema del experimento.

Los pardmetros que se pueden controlar durante el proceso de sintesis son: la energia de salida del
laser; la longitud de onda empleada; el tiempo de ablacion; la distancia de la lente al blanco; la
distancia del liquido sobre el blanco y el medio liquido empleado. Estos parametros se variaron de

manera diferente con los dos tipos de compuestos empleados.

2.3. Técnicas Empleadas en la Caracterizacion de las Nanoparticulas de

Imidacloprid y Bifentrina

La morfologia y el tamafio de las nanoparticulas de imidacloprid y bifentrina, asi como la
caracterizacion de distribucion de tamafios se estudiaron por microscopia electronica de transmision
(TEM), utilizando un microscopio JEOL JEM-2010Ex con un filamento de hexaboruro de lantano y
un voltaje de aceleracion de 200 kV. La muestra para el anélisis TEM se prepar6 colocando una gota
de un coloide de agua que contiene las nanoparticulas directamente sobre una rejilla de cobre

recubierta con una pelicula de carbono y permitiendo la evaporacion del agua a temperatura ambiente.
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La presencia de nanoparticulas sintetizadas en agua puede ser estudiada por la técnica UV-Vis, debido
a que las nanoparticulas de estos materiales tienen un espectro caracteristico localizado en el
ultravioleta (entre 200 y 300 nm), sin embargo, algunas de las nanoparticulas sintetizadas en la
solucion acuosa con surfactantes no pudieron ser estudiadas por esta técnica debido a que la longitud
de onda en que absorbe la luz el surfactante se traslapa con la sefial de las nanoparticulas.

Asi mismo, la técnica UV-Vis permitio realizar el estudio de concentracion de las nanoparticulas,
realizando una curva de calibracién disolviendo el material en bulto en una mezcla 1:1 de alcohol
etilico: agua y posteriormente mezclando el coloide obtenido de la sintesis con alcohol etilico 1:1 'y
midiendo directamente en el espectrofotémetro.

Para determinar la composicién de las nanoparticulas obtenidas, se emple6 un cromatografo de gases
acoplado a masas modelo CG 7890 B y MSD 5977A con detector MS y FID, comparando el espectro

de masas con el del material en bulto y también con la literatura en una libreria de NIST.
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2.4. Metodologia para determinar la concentracion de nanoparticulas de bifentrina.

1.- Se prepar6 una solucion de bifentrina en bulto, disuelta en una mezcla de etanol-agua (1:1) con
una concentracion de 30.5 ppm

2.- De esta solucion madre de 30.5 ppm, se realizaron 6 diluciones de concentraciones conocidas. La

dilucién se hizo con una mezcla etanol-agua (1:1)

3.- Posteriormente se realiz6 una medicion de absorbancia en UV-Vis de las 7 muestras antes
mencionadas. Se tomo el valor de absorbancia en 225 nm para cada una de las muestras.

Tabla 5 Valores de concentracion y absorbancia de las muestras usadas para la elaboracion de la curva de
calibracion.

Concentracion Absorbancia
(ppm) en 225 nm
1.53 0.0937

3.05 0.1825

7.63 0.4892

9.15 0.5616
15.25 0.9489
21.35 1.2739
30.50 1.8258

4.-Se graficaron los datos de absorbancia (en 225 nm) vs concentracion (dato conocido de la dilucién),

y se obtuvo una R? = 0.9994 y la ecuacién de la recta (figura 13)

Nota. Se agreg6 un punto en el origen a la recta.
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Concentracion (ppm)

y =-0.172 + 16.712x

0.5

Figura 13 Curva de calibracion muestras de bifentrina en bulto.
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5.- Se sintetizaron diferentes muestras de nanoparticulas en agua, con valores de absorbancia

diferentes, se tomo el espectro de absorbancia de las muestras medidas después de la sintesis una vez

filtradas y se registré el dato de absorbancia en 225 nm (banda correspondiente a las nanoparticulas).

6.- Posteriormente se realizdé una mezcla de los coloides con etanol en una relacién 1:1, se midio el

espectro de absorbancia de estas mezclas, y se registro el valor de absorbancia en 225 nm.

7.- Usando la curva de calibracion y el valor de absorbancia de la dilucion (paso 6) se obtuvo la

concentracion de la dilucion.

Tabla 6 Valores UV-Vis obtenidos para la elaboracion de la curva de calibracion

Absorbancia de la Concentracion de la Absorbancia de la Concentracion de la
Muestra dilucién dilucién (ppm) muestra directa muestra directa (ppm)
BIF 137A2 0.1451 2.253 0.4564 4.503
BIF 137A3 0.3329 5.391 0.9328 10.781
BIF 136A3 0.2632 4.220 0.6927 8.450
BIF 138A1 0.0778 1.127 0.1414 2.250
BIF 138A2 0.1320 2.033 0.2696 4.066
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8.- como sabemos que la dilucidn se realiz6 en una relacién 1 a 1, basta con multiplicar la
concentracion de la dilucion por 2 y de esta manera se obtuvo el valor de concentracion de la muestra

directa.

9.-Como era conocido el valor de absorbancia en 225 nm de la muestra directa se pudo graficar la
absorbancia de la muestra directa contra la concentracion y de esta manera se obtuvo una segunda
curva de calibracion (figura 14), la cual es Gtil para determinar la concentracion de los coloides de
manera directa sin necesidad de hacer la mezcla con etanol, teniendo Unicamente el valor de la
absorbancia en 225 nm. La segunda curva de calibraciéon presenta una R?= 0.9779 la cual

estadisticamente esta dentro de una medicion de confianza.

10 ~

y =0.208 + 12.1742x

Concentracion (ppm)

0 T T T T T T T T
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8

Absorbancia
Figura 14 Curva de calibracion UV-Vis muestras coloidales.

Este mismo procedimiento se realiz6 para determinar la concentracion en las muestras sintetizadas
en el surfactante S-4894, con la diferencia de que a la solucién madre también se agregd el mismo

porcentaje del surfactante que se empleo para la sintesis de las muestras.

En este caso se parti6 de una solucion madre de bifentrina con una concentracion de 55.5 ppm la cual

se habia disuelto en una mezcla etanol-agua 1:1 y 0.05 % del surfactante S-4894.

55



En la tabla 7 se presenta los valores de absorbancia y concentracion para la realizacion de la curva de
calibracion.

Tabla 7 Valores de concentracion y absorbancia de las muestras usadas para la elaboracion de la curva de
calibracion.

Absorbancia
225.6 nm Concentracion (ppm)
0.000 0.00
0.139 2.78
0.392 6.94
0.738 13.87
1.099 20.81
1.475 27.75
2.195 41.62
2.839 55.5

En la figura 15 se muestra la curva de calibracion resultante, la cual tiene una R? de 0.9992, a partir

de esta curva se determind la concentracion de coloides mezclados con etanol 1:1.

60

50 ~

40

30 +

20

Concentracion (ppm)

10 - =-0.356 + 19.387x

T T T T T T T T T T T T T

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0
Absorbancia

Figura 15 Curva de calibracion de bifentrina + S-4894
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Con la informacion obtenida de las curvas de calibracion es posible determinar la concentracion
obtenida en las muestras sintetizadas.

2.5. Metodologia de las pruebas bioldgicas.

En la realizacion de las pruebas bioldgicas se utilizd la cepa silvestre Drosophila melanogaster
cantén-S. la metodologia empleada se describe en la figura 16.

1. Se prepara el medio de

cultivo Carolina 4-24
(hojuelas de maiz),
a) con agua destilada (para el
control) y
b) con el coloide (para el
tratamiento).

2. Se colocan en un tubo
homeostatico el medio de
cultivo sin tratamiento y se

etiqueta como control. Este
procedimiento se realiza por

triplicado.

3. Se prepara otro tubo con el
medio de cultivo con el
tratamiento, y se etiqueta con el
nombre de la muestra empleada.
Se realiza por triplicado.

4. Se colocan dentro de los tubos
25 individuos hembra y 25
individuos macho.

5. Los tubos se mantienen a las
condiciones de 60% de humedad
y una temperatura de 25°C.

6. Se monitorea el tratamiento
sobre los individuos cada hora
después de la aplicacion,
realizando un conteo visual a

través de los tubos.

7. La prueba termina a las 24 horas
y se realiza el conteo para obtener
los datos estadisticos

Figura 16 Metodologia de las pruebas biolégicas.
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3. Resultados y discusion.

En el este capitulo se presentan los resultados de la sintesis y caracterizacion de las nanoparticulas de
imidacloprid y bifentrina y del material en bulto. Inicialmente se muestran los resultados de la
caracterizacion de los materiales en bulto, posteriormente, debido a que los materiales estudiados
tienen comportamientos muy diferentes, se asigna una seccién para los resultados de imidacloprid y
otra seccion para los resultados de bifentrina y por Gltimo se presenta una seccion de pruebas
bioldgicas.

3.1. Caracterizacion de los materiales en bulto (imidacloprid y bifentrina).

Se realiz6 una caracterizacion de los materiales en bulto para conocer las propiedades y comparar
estos resultados con el material nanoestructurado, por otro lado, en la literatura hay poca informacién
estructural de los materiales usados y contar con la caracterizacion del material en bulto es de suma

importancia para tener un punto de referencia.
3.1.1.1. Difraccion de Rayos X

Debido a la escasa informacion sobre la estructura de los materiales disponible en la literatura, fue
necesario llevar a cabo un andlisis de difraccion de rayos X del material a granel, con el fin de obtener
las distancias interplanares correspondientes a los materiales bajo estudio. En las figuras 17 a) y b) se
muestran los difractogramas de imidacloprid y bifentrina respectivamente, con los valores de
distancia interplanar para los diferentes planos de difraccion. Los valores de las distancias
interplanares indicados son aquellos que coinciden con los valores obtenidos como resultado del
modelado de la molécula de imidacloprid y bifentrina hecha por el software “cristal maker". Estas
distancias sirvieron como guia para la comparacion de las distancias interplanares de las

nanoparticulas obtenidas en HRTEM. Las distancias fueron calculadas a partir de la ley de Bragg.

n A= 2d sinf
Donde:
n es el orden de difraccion
A es la longitud de onda

d es la distancia interplanar de los planos paralelos considerados

58



Maés adelante se muestra como las distancias interplanares de las nanoparticulas obtenidas por
HRTEM fueron asociadas con las distancias interplanares del material de partida, lo cual garantiza
que se conservé la composicion quimica del material nanoestructurado, asi como la misma estructura

cristalina.
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Figura 17 Patrones de DRX del material en bulto y distancias interplanares correspondientes a) imidacloprid, b)
bifentrina

3.1.1.2. Espectroscopia UV-Vis

Se colocaron 0.5 g de polvo del material en bulto en 100 mL de agua desionizada y sometié durante
15 minutos a agitacion ultrasonica con la finalidad de integrar la mayor cantidad posible del material
al agua, posterior a los 15 minutos de ultrasonido se dejé reposar por 30 minutos y se extrajo el liquido
con ayuda de una jeringa, separandolo por completo del polvo que permanecié sin incorporarse y del

sedimento.

El espectro de absorbancia se midié tomando como linea base el agua desionizada y el espectro
obtenido para bifentrina se muestra en la figura 18 a), donde se aprecia una banda en 265 nm
correspondiente a las interacciones del enlace C-F3 y otra banda en 207 nm la cual se atribuye a los
anillos benceno de la molécula. En la figura 18 b) se muestra el espectro de absorbancia de
imidacloprid, donde se aprecia una banda en 270 nm la cual se atribuye a la interaccion de la parte de
la molécula compuesta por imidazol nitramida y la banda de 212 nm corresponde a la interaccion de

los enlaces presentes en la cloropiridina.
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Figura 18 Espectro UV-Visible del material en bulto de a) bifentrina y b) imidacloprid.
3.1.1.3. Cromatografia de Masas

Debido a la falta de referencias sobre la estructura cristalina del compuesto y la dificultad que se
pudiera presentar al momento de asignar las distancias interplanares a las nanoparticulas medidas en
TEM, es importante reforzar los resultados de la determinacion de la composicion quimica de las
nanoparticulas con la técnica de espectroscopia de masas, para lo cual se llevo a cabo una medicion
del material en bulto para conocer su espectro, a pesar de gque los espectros de masas de bifentrina e
imidacloprid son bien conocido de las fuentes bibliograficas, en la sintesis de las nanoparticulas se
partio de un material con pureza de 98%, lo cual puede generar ligeras diferencias en el espectro con

respecto a los que se encuentran en las bases de datos.

El espectro del material en bulto disuelto en acetona de imidacloprid y bifentrina se muestran en las
figuras 19 a) y 20 a) respectivamente y se compara con la biblioteca del NIST (figuras 19 b) y 20 b)),

donde podemos ver que las diferencia a pesar de la pureza no son significativas.
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Figura 19 Espectro de masas del imidacloprid a) bulto con pureza 98%, b) base de datos NIST
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3.2. Nanoparticulas de Imidacloprid

Se realiz6 una ablacion colocando la pastilla en el fondo del vaso y agregando agua destilada con una
altura sobre el blanco de 5 mm de espesor, la lente de enfoque se colocé a 3 cm fuera de foco y una
energia de 140 mJ (longitud de onda de 1064 nm), la pastilla fue ablacionada durante un minuto, el
coloide observado present6 turbidez por lo que antes de tomar el espectro de UV-Vis se dejo reposar
durante 30 minutos. Al término de este tiempo el coloide se torné practicamente traslucido, tomando
como linea base al agua destilada, lo que se observé después de haber ablacionado el blanco durante
1 minuto, fue un espectro que satura el equipo y no permite distinguir las bandas completas tipicas

del compuesto.
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Figura 21 Espectro UV-Vis del coloide de imidacloprid e imidacloprid en bulto

En la figura 21 se aprecia el espectro del coloide medido directamente después de la ablacion, asi
como una dilucion de ese coloide al 5% Yy se presenta comparativamente el espectro del material en
bulto elaborado a una concentracién de 30 ppm, como se puede apreciar ambos espectros (la dilucién
del coloide y del material en bulto) presentan una banda en 270 nm y la banda cercana a 200 nm
presenta una ligera diferencia ya que la dilucion del coloide presenta mayor intensidad en esta banda
y un corrimiento del maximo hacia 200 nm, a groso modo y de acuerdo con la intensidad de
absorbancia en la banda de 270 nm de la dilucién al 5% del coloide y del material en bulto se pudo

deducir que la dilucién del coloide presenta una concentracion cercana a 30 ppm y la muestra sin
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diluir tendria una concentracion mayor a 600 ppm, lo cual resulta poco creible por el corto tiempo de

sintesis empleado.

Aunque el espectro UV-Vis del material en bulto y de las nanoparticulas es muy parecido se procedid
a realizar un estudio del coloide por cromatografia de gases-espectroscopia de masas para determinar
la composicion y en la figura 22 se muestra el espectro de masas obtenido del coloide comparado con
el material en bulto, como se puede observar los espectros de ambas muestras son iguales por lo cual

podemos concluir que el material se mantuvo estable y el coloide estd formado Unicamente por

imidacloprid.
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Figura 22 Espectroscopia de masas del coloide de imidacloprid (superior) y material en bulto de imidacloprid

(inferior) el inserto corresponde a los cromatogramas de masas de ambas mediciones.

Se dio un seguimiento al espectro UV-Vis con respecto al tiempo y lo que vemos en la figura 23 es
que después de 50 dias el espectro se mantuvo sin variaciones significativas en la banda de 270 nm,
sin embargo, en la banda cercana a 200 nm la segunda medicién tiene el aspecto mas parecido al
material en bulto (figura 18 b), ya que la intensidad de esta banda disminuy6 después de un tiempo y
el méaximo de esta banda se mueve a 212 nm correspondiente al maximo del material en bulto. Por lo
anterior se concluye que la disminucion de la intensidad de absorcion de la muestra en reposo es
debida a la pérdida de las nanoparticulas por aglomeracion o disolucion y por tal motivo, la banda en

212 nm asociada al material en bulto aparece con el paso del tiempo.
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Figura 23 Seguimiento de la estabilidad del coloide a lo largo del tiempo

Para corroborar la presencia de nanoparticulas en el medio, se procedi6 a realizar una caracterizacion
del coloide por microscopia electronica de transmision, el coloide se monté sobre una rejilla de cobre
con cubierta de carbono dos dias después de la sintesis. La medicion en UV-Vis se mantuvo en la
misma intensidad y forma que el espectro tomado después de la sintesis, por lo que se pensaria que
el coloide se ha mantenido estable, sin embargo, al buscar nanoparticulas en TEM solo se pudo
observar algo parecido a residuos organicos y no fue posible determinar la presencia de

nanoparticulas.

Se contindo trabajando con una serie de experimentos modificando los diferentes parametros y
repitiendo las caracterizaciones por UV-Vis y TEM. Se realiz6 un experimento en agua destilada con
una altura sobre el blanco de 8 mm de espesor, la lente de enfoque se colocé a 3 cm fuera de foco y
una energia de 70 mJ, usando una longitud de onda de 1064 nm, (experimento Imida-12), la pastilla
es ablacionada durante un minuto, y en esta muestra se determiné la presencia de nanoparticulas por
TEM. Como se observa las condiciones de sintesis de la muestra fueron parecidas a la antes descrita,
sin embargo, la diferencia consistio en que el coloide una vez traslicido se montd en la rejilla,

aproximadamente una hora después de la sintesis.

En la figura 24 se presentan dos micrografias de la muestra imida-12 donde es posible observar la

presencia de nanoparticulas, asi como también particulas grandes las cuales podrian provenir
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directamente de desprendimientos del blanco. En la figura 24 b) se inserté la distribucién de tamafio,

donde se puede observar que los tamafios mas probables a encontrar estan debajo de 10 nm.
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Figura 24 a) y b) Micrografias de nanoparticulas de imidacloprid y distribucion de tamafio

De lo anterior se pudo concluir, que efectivamente se forman las nanoparticulas de imidacloprid
durante la sintesis, pero al paso del tiempo se estan incorporando (disolviendo) al medio, por lo que,
al realizar el andlisis de microscopia, después de un tiempo (2 dias) ya no se detectaron. Sin embargo,
en el espectro UV-Vis podemos seguir observando las bandas correspondientes al material sin que

haya modificaciones significativas (figura 23), debido a que corresponden al material en bulto.

En la figura 25 se presenta un patron de difraccion de electrones de la muestra imida-12, con las
distancias interplanares correspondientes, las distancias determinadas en el patron de difraccion
(2.549 A, 1.917 A), se relacionan con el difractograma de la figura 17 a) del material en bulto, en los
valores 20 de 35° y 47.5° respectivamente, y se corrobor6 de esta manera que la estructura del material

Se conserva.
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Figura 25 Patron de difraccion de electrones de las nanoparticulas de imidacloprid.

Los resultados demostraron que la solubilidad del material en agua es la que estaba ocasionando la
alta absorbancia en los espectros UV-Vis y no el material nanoestructurado. De igual forma, pudiera
ser que el material en contacto con el laser favorece la incorporacion en el agua. Por lo que para
corroborarlo se dejo en contacto la pastilla con agua y se vibr6 por 1 minuto, el agua quedo muy
turbia por lo que se tuvo que dejar reposar hasta que se encontrara traslicida, posteriormente se
procedio a realizar una medicion de UV-Visy lo que se observo fue el mismo espectro de absorbancia

obtenido con las muestras procedentes de la ablacién.

Debido a los resultados obtenidos, lo que se concluye es que el material nanoestructurado no es
estable en el medio acuoso y facilmente se disuelve, como lo corroboraron las caracterizaciones por
UV-Vis de las muestras el compuesto esta presente pero disuelto, no suspendido en forma de

nanoparticula como se pretendia obtener.

Para solucionar la problemética antes mencionada se propusieron dos opciones: una saturar el medio
acuoso con una sal que permitiera seguir el espectro correspondiente a imidacloprid; y la otra opcién

fue utilizar otro medio liquido de sintesis en el cual el material fuera completamente insoluble.

La banda de absorbancia de imidacloprid se encuentra entre 230 y 310 nm por lo que se busco

encontrar un compuesto soluble en agua que no absorbiera la luz en este intervalo, y de esta manera
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poder hacer un seguimiento por UV-Vis del compuesto para corroborar que la solubilidad haya

disminuido.

Tabla 8 Compuestos utilizados en la saturacion del medio liquido para la sintesis de imidacloprid.

Compuesto Solubilidad en agua banda
(9/100 mL)

Sulfato de manganeso 52 Absorbe abajo de 230 nm
Lignosulfonato de sodio 60 Absorbe desde 380 nm
Sulfato de zinc 96.5 Absorbe debajo de 300 nm
Polivinil pirrolidona 15 Absorbe desde 300 nm
Sulfato de amonio 70.6 Absorbe debajo de 210 nm
Benzoato de sodio 66 Absorbe desde 300 nm
Fosfato mono potésico 22.6 Debajo de 200 nm
Carbonato de potasio 112 Desde 240 nm
Carboximetil celulosa 2 Desde 290 nm
Pantotenato de calcio 5 Desde 250 nm
Nitrato de calcio 122 Desde 330 nm
Cloruro de calcio 74.5 Desde 220 nm
Nicotinamida 100 Desde 310 nm
BHT 0.5 Desde 230 nm
Urea 108 Desde 250 nm
Sulfato de magnesio 355 Desde 200 nm

Se realizaron experimentos con los compuestos resaltados en la tabla 8 utilizando la solucion saturada
como medio liquido de sintesis, estos compuestos fueron seleccionados de acuerdo con su espectro
UV-Vis, el cual no interfiere con el espectro de imidacloprid. Las soluciones saturadas permitieron

la incorporacion de las nanoparticulas de imidacloprid al medio.

Se muestran los resultados obtenidos usando una solucién saturada de cloruro de calcio (CaCly)
disolviendo 74.5 g en 100 mL de agua. El espectro de la solucién saturada se muestra en la figura 26
y solo cuenta con una banda de absorbancia en 200 nm, cuando se coloca la pastilla de imidacloprid
en contacto con la solucion saturada y se toma el espectro antes de irradiar, aparecié la banda
correspondiente a imidacloprid en 270 nm, posteriormente la pastilla se dejo en contacto con la
solucién saturada y se volvi6 a medir el espectro de absorbancia dos dias después, y lo que se observé
fue que la banda correspondiente a imidacloprid habia incrementado hasta saturar el equipo, ya no
fue posible ver la banda completa, por otro lado, al observar la solucién en un microscopio éptico

vimos que habia pequefios cristales del cloruro de calcio que se habian formado.
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Figura 26 Espectros de solucién saturada de CaCl. + imidacloprid

Por los resultados de solubilidad vistos en UV-Vis se descartd la solucion saturada de cloruro de
calcio como medio liquido para la sintesis de nanoparticulas de imidacloprid, debido a la rapida
recristalizacién del CaCl,, ya que la afinidad que tiene este compuesto es menor a la afinidad de

imidacloprid y es facilmente desplazado.

Se retomaron los experimentos usando una solucion de urea saturada por el espectro que presenta esta
solucién tomado contra el agua como linea base vemos que la banda de absorbancia inicia desde 250
nm por lo que es posible que la banda de imidacloprid no esté bien definida. Al igual que el
experimento anterior se puso en contacto la pastilla de imidacloprid con la solucién de urea saturada
para determinar si habia un cambio en el espectro, tomando como linea base la solucion saturada, lo
que se observa en la figura 27 es que la muestra presenta una absorbancia desde 350 nm vy
posteriormente sube hasta saturar el equipo y no se puede apreciar la banda, para corroborar que esta
absorbancia corresponde a imidacloprid se realizé una dilucién al 50% con la solucién saturada de
urea y podemos ver la banda de imidacloprid ain con una alta absorbancia, sin poderse definir del
todo pero efectivamente por la posicién en 270 nm vemos que si corresponde a imidacloprid pero ain
en la solucién saturada de urea sigue teniendo alta solubilidad, por lo cual este compuesto es

descartado también como medio liquido para la sintesis de nanoparticulas.
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Figura 27 espectros UV-Vis de la solucion saturada de urea + imidacloprid

Se realizé un experimento empleando una solucién saturada de sulfato de magnesio (MgSO.), antes
de realizar la ablacion se procedié a comprobar si este compuesto evitara la solubilidad de
imidacloprid en el medio, realizando una medicién en UV-Vis, primero de la solucion saturada
tomando como linea base agua destilada solo para ver que el espectro de la solucién no interfiere con
la banda de imidacloprid, como se observa en la figura 28 la solucién saturada solo presenta una
banda en 200 nm, lo cual permite ver todo el espectro de imidacloprid sin problema. Posteriormente
se realizd una medicion de la solucion saturada en contacto con la pastilla de imidacloprid y se
observo la banda, aunque a diferencia de los experimentos anteriores la intensidad en la absorbancia
no es muy alta. Se dejé la pastilla en contacto con la solucion durante dos dias y lo que vemos en la

figura 28 es que la intensidad de la absorbancia no aumentd, al contrario, disminuy6 un poco.
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Figura 28 espectros de la solucion saturada de MgSos + imidacloprid.

Esta solucion saturada que ha estado en contacto con la pastilla se tom6 como medio liquido para la
sintesis de las nanoparticulas y lo que obtenemos es un coloide que muestra una absorbancia alrededor
de 1.25 (absorbancia parecida a las diluciones al 5% de las muestras sintetizadas en agua), por la baja
absorbancia obtenida y sabiendo que se encuentra en un medio saturado, podemos relacionar este
espectro al material coloidal y no disuelto en el medio como ocurria con los experimentos realizados

en agua pura.

El coloide se volvid a medir una y dos semanas después y lo que vemos en la figura 29 es que el
material se integré al medio ya que la absorbancia estd aumentando cada vez mas, es probable que el
material en bulto que quedo6 en el sedimento haya sido el responsable del incremento de la sefial, por
otro lado pudimos ver en la muestra la formacién de pequefios cristales como los que se habian visto
con la solucion de cloruro de calcio, lo cual nos indica que el sulfato de magnesio esta siendo

desplazado por el imidacloprid y es por ello que la sefial se increment6 con el paso del tiempo.
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Figura 29 Espectros UV-Vis de nanoparticulas de imidacloprid sintetizadas en MgSQOa4

De esta manera las soluciones saturadas son descartadas para el uso como medio liquido en la sintesis

de nanoparticulas de imidacloprid, debido a que la alta afinidad de este compuesto al agua promueve

la recristalizacion de las sales, impidiendo la conservacion de las nanoparticulas.

Debido a la inestabilidad de las soluciones saturadas se busco usar un solvente, que mantuviera a las

nanoparticulas de imidacloprid estables. En la tabla 9 se presentan los solventes de los cuales se tomé

su espectro UV-Vis para determinar si se podian usar en la sintesis.

Tabla 9. Solventes usados para sintesis de nanoparticulas de imidacloprid.

Nombre comercial Quimica Banda
Augeo SL Mezcla racémica de (+/-)-2,2-dimetil-4-hidroximetil-1,3- Desde 320 nm
dioxolano
Rhodiasolv green 25 Mezcla solventes 2- etilhexil acetato y acetofenona Desde 370 nm
lon solve Desde 260 nm
isopar H Nafta (petroleo), pesado hidrogeno tratado C11-C12 Desde 300 nm
Isopar L Combinacion compleja de hidrocarburos obtenida al tratar una | Desde 260 nm
fraccion de petroleo con hidrégeno en presencia de catalizador.
C11-C13
MEG Monoetilenglicol Desde 220
MES Metil ester de soya Desde 340 nm
MPG Monopropilenglicol Desde 230
OME Oleato de metilo Desde 360 nm
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PEG Polietilenglicol Desde 230 nm

siloxano Eter siloxano Desde 310 nm

Aceite mineral Aceite obtenido de la destilacion del petréleo Desde 350 nm

Algunos de los solventes permiten tener una ventana en la region de interés en el espectro UV-Vis,
por lo que se procedié a dejar en contacto el solvente con la pastilla por un lapso de un minuto y
posteriormente tomar el espectro de absorbancia para corroborar que el compuesto no sea soluble, sin
embargo, al probarlos todos presentan de una ligera hasta una gran solubilidad del compuesto, por lo
cual no fue posible sintetizar las nanoparticulas de imidacloprid en ninguno de los solventes

evaluados.

El coeficiente de particién octanol-agua mostrado en la tabla 2 de propiedades fisicoquimicas es
cercano a cero, nos indica que el compuesto imidacloprid presenta una solubilidad similar, tanto en
un solvente polar (agua), como en uno apolar (octanol), las concentraciones de solubilidad en agua
no es muy alta ( 6 g/L), comparadas con las que se usan actualmente en las aplicaciones en campo
(350 g/L), sin embargo, es lo suficientemente alta como para no poder determinar una concentracion
de nanoparticulas del compuesto, ya que como se mencioné anteriormente los rendimientos de la

técnica de ALSL son bajos.

Debido a este problema, se concluyé que no es posible por la técnica de ablacion laser de sélidos en
liquidos sintetizar nanoparticulas de imidacloprid y por lo tanto se termina con la sintesis de este

compuesto.
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3.3. Nanoparticulas de Bifentrina

Inicialmente se realizaron ablaciones en tiempos cortos (< 5 min), energias menores a 50 mJ y

diferentes distancias en la lente de enfoque. Se utilizaron longitudes de onda de 532 y 1064 nm.

En la figura 30 se muestran los espectros UV-Vis de 5 experimentos realizados, donde las muestras
1y 2 presentan un espectro parecido al material en bulto con una banda en 265 nm. Sin embargo,
cuando la muestra bif 1 se analizé en TEM no se encontro la presencia de nanoparticulas, Gnicamente
se observaron particulas muy grandes procedentes probablemente del desprendimiento de trozos de
la pastilla durante la ablacién, por lo cual este espectro esta relacionado Unicamente con el material

en bulto.

Por otro lado, las muestras bif 4 y 5 presentan un espectro con una banda en 216 nm y otra en 225
nm, sin embargo, las muestras correspondientes a estos espectros no se analizaron en TEM ya que

después de dos dias desaparecieron por completo estas bandas.
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Figura 30 Espectros UV-Vis de los experimentos bif 1 -bif 5

Los resultados obtenidos en los primeros experimentos demuestran que no es posible obtener
nanoparticulas de bifentrina cuando se trabajé con tiempos menores a 5 minutos y energias menores
a 50 mJ. Por lo que se continGio con una serie de experimentos mas, donde se emplearon tiempos
desde 5 hasta 30 minutos de sintesis, la distancia de la lente de enfoque se vari6 a 3 posiciones, una

en el foco y las otras de 4 y 6 cm fuera del foco y energias que van desde 20 hasta 115 mJ.
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En la figura 31 se presentan los espectros UV-Vis de las muestras mas representativas de la serie de
experimentos antes descrita, las cuales cuentan con espectros bastante diferentes entre si. En la tabla

10 se muestran las condiciones de sintesis usadas en la fabricacion de estos coloides.

Tabla 10 condiciones de sintesis de las muestras bif 6-9.

Altura sobre el Tiempo Distanciade | Longitud de
Experimento | blanco (mm) (min) Energia (mJ) | lalente (cm) onda (nm)
Bif 6 5 20 20 14 532
Bif 7 10 30 70 16 1064
Bif 8 5 18 20 16 1064
Bif 9 5 5 115 20 1064

En la figura 31 se observa que la muestra bif 6 presenta una banda definida en 265 nm, y otras 3
bandas bien definidas en 200 nm, 216 nmy 225 nm, por otro lado, vemos que la muestra bif 7 presenta
solo las ultimas 3 bandas, por otro lado, vemos que el espectro correspondiente a la muestra bif 8
presenta solo una banda en 200 nm y con una baja intensidad de absorbancia. y por Gltimo la muestra
bif 9, al igual que todas las muestras que fueron sintetizadas con la lente en el foco
(independientemente de la energia empleada) presenta un espectro con una Gnica banda entre 200 y

205 nm.
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Figura 31 Espectros UV-Vis de las muestras Bif 6- bif 9

Como se puede apreciar en la figura 31 al modificar las condiciones de sintesis en las muestras, los

espectros obtenidos presentaron una forma completamente diferente. Es importante conocer el
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espectro correspondiente a la bifentrina nanoestructurada. Se eligieron muestras que presentaron
diferentes espectros con bandas ya sea en 200, 205, 216, 225 0 265 nm para realizar un estudio de
espectroscopia de masas y determinar cual es el espectro que corresponde al compuesto de bifentrina
y poder seguir el estudio enfocandonos a la obtencion de un espectro en especifico.

En la figura 32 se muestran los resultados de cromatografia de gases acoplado a masas de 4 muestras
que presentaban diferentes espectros entre si, asi como los espectros UV-Vis correspondientes a las
muestras, también se incluye como comparativo el cromatograma correspondiente al material en
bulto. Como se observa en los cromatogramas la banda correspondiente a bifentrina que aparece entre
el minuto 8.93 y 8.95, se encuentra presente en todas las muestras, con diferente intensidad debido
muy posiblemente a la diferencia en las concentraciones. Al extraer el espectro de masas de estos
cromatogramas (figura 32) vemos el mismo espectro para todas las muestras, por lo que se concluye
gue todas las muestras analizadas estdn compuestas por bifentrina, a pesar de tener diferentes
espectros, los resultados indican que la composicién quimica de las diferentes muestras analizadas es
la misma. Es posible que la diferencia en los espectros UV-Vis sea debido a la morfologia del

compuesto y no a la composicién.
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Figura 32 Estudio de espectroscopia de masas de los coloides bif 5, 6 ,10 y 11 y el material en bulto, inserto el

espectro UV-Vis correspondiente de cada muestra.
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Las sefiales caracteristicas del espectro de masas del compuesto bifentrina aparecen en los valores
m/z de 165 y 181, como se puede observar en la figura 33 estas sefiales estan presentes en todas las
muestras. Las diferencias en el espectro de masas contra el material en bulto es principalmente la
sefial que aparece en m/z = 18, esta sefial corresponde al agua debido a que los coloides son medidos
directamente en agua, Unicamente realizando una filtracion, mientras que la medicion del material en
bulto se hizo disolviendo el compuesto en acetona grado HPLC y posteriormente filtrando e
inyectando al equipo.
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Figura 33 espectros de masas de muestras de bifentrina

Con los analisis de cromatografia de gases-espectroscopia de masas podemos concluir que las
diferentes muestras sintetizadas estdn compuestas del mismo material, ahora es importante conocer
la estructura y morfologia que presentan para determinar cuél es el espectro UV-Vis que se relaciona
con la formacién de nanoparticulas. Por tal razon se analizaron muestras con diferentes espectros por
TEM.

Se inici6 el analisis TEM con 3 muestras que presentan un espectro con bandas bien definidas en 200,
216y 225 nmy una ligera banda no definida aproximadamente en 265 nm. En la figura 34 se muestran

los espectros UV-Vis de estas muestras y se puede apreciar que las diferencias entre ellos es que la
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muestra bif 12 tiene las bandas mejor definidas que la muestra bif 7 y la bif 13, sin embargo, la bif

13 presenta una absorbancia ligeramente mayor.
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Figura 34 espectros UV-Vis de las muestras bif 7, 12 y 13.

En la muestra bif 7 fue posible observar la presencia de nanoparticulas esféricas aisladas (figura 35
a), con tamafios menores a 10 nm principalmente, en el inserto de la figura 35 a) se presenta la
distribucion de tamafio de las nanoparticulas. En la figura 35 b) se puede observar presencia de
particulas grandes, en forma de placas, sin embargo, en esta figura podemos ver que embebidas en

estas particulas grandes hay presencia de nanoparticulas.

Se obtuvieron también micrografias de alta resolucion y patrones de difraccion de electrones, de esta

manera es posible obtener informacion acerca de la estructura de las nanoparticulas ademas de la

morfologia.
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Sintesis y Caracterizacion de Nanoparticulas de Imidacloprid y
Bifentrina y su uso en la Industria agroguimica.

Figura 35 a) y b) Micrografias TEM de las nanoparticulas de la muestra bif-7, en el inserto se muestra la
distribucion de tamafios de la muestra, asi como un patrén de difraccion de electrones.

En la figura 36 se presentan micrografias de alta resolucion de la muestra bif 7 y las distancias
interplanares determinadas se relacionan con las distancias calculadas en el difractograma del
material en bulto de la figura 17 b). En las figuras 36 a) y b) vemos las distancias 3.43 A, 2.24 Ay
2.14 las cuales las encontramos en el difractograma en el valor de 20 de 25°, 40° y 42°

respectivamente.

Figura 36. Micrografia HRTEM de nanoparticulas de bifentrina muestra Bif-7, en el inserto se muestran las

distancias interplanares correspondientes.

79



Con la informacién obtenida en TEM corroboramos la informacion que se obtuvo en el andlisis
llevado a cabo en cromatografia de gases-espectroscopia de masas, donde se determind que la
composicién quimica de los coloides es la misma que la del material de partida (bifentrina), adicional
a esta informacion podemos observar por el anélisis de TEM que las nanoparticulas conservan la

misma estructura cristalina que el material en bulto.

Por otro lado, continuando con el analisis TEM de las muestras de bifentrina en la figura 37 se
presentan dos micrografias correspondientes a la muestra bif 12, en ellas se observan una gran
cantidad de nanoparticulas aisladas y algunas particulas grandes, en estas particulas grandes no se
observan embebidas nanoparticulas como en las placas de la muestra bif 7, parecieran ser particulas

aisladas que permanecen sin sedimentarse aun.

Es importante considerar que, debido a la gran turbidez de las muestras sintetizadas y a pesar de que
se dejaron reposar para que estuvieran trasllcidas, hay una alta probabilidad de que se arrastraron

pedazos grandes cuando se prepararon las muestra para observarse en TEM.

BIFx_014 — BIFx_018

Print Mag: WMI@”}. Print Msg: 5290“!@70-
02:08:58 1218020 02:08:24 121820

TEM hlode: Imaglru i : TEM hlode: Imaauu

Camera: ORCAFLASHA0CHAM, Exposure(ms): 1792.0. Gain: 1, Bin: 1 Camera: ORCAFLASHA0CHAM, Exposure(ms): 1792.0. Gain: 1, Bin: 1
Gamma: 1.00, No Sharpening, Normal Contrast Gamma: 1.00, No Sharpening, Normal Contrast
T T

Figura 37 micrografias de bif 12, en el inserto se muestra la distribuciéon de tamafios de la muestra.

En el inserto de la figura 37 b) se presenta la distribucion de tamafio de la muestra bif-12, donde se
puede observar que los tamafios son muy homogéneos, menores de 10 nm principalmente, muy
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parecidos a la muestra bif 7. En este estudio las particulas grandes observadas en la muestra no se

consideraron ya que tienen mayormente diametros de 200 a 500 nm.

Po otro lado, en la figura 38 se presentan las micrografias correspondientes a la muestra bif 13 la cual
se sintetizd con longitud de onda de 1064 y lente en el foco, lo que vemos en esta muestra es una

mezcla de particulas esféricas con particulas alargadas y lo que parecieran ser residuos organicos

Figura 38 micrografias TEM de la muestra bif 13, en el inserto se muestra la distribucién de tamafios de la
muestra.

En el inserto de la figura 39 b) se muestra la distribucion de tamafio y como se puede observar la
muestra bif 13 presenta una distribucion de tamafio mas amplia que las muestras anteriores, con el
maximo entre 20 y 30 nm.

En la figura 39 se presenta una micrografia de alta resolucién y se puede observar que los valores de
las distancias interplanares calculados coinciden con el difractograma del material en bulto, por lo
que se puede apreciar que a pesar de presentar una morfologia diferente la estructura cristalina sigue
siendo la misma que la del material de partida.
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Figura 39 HRTEM de muestra bif 13, en el inserto se presentan las distancias interplanares calculadas

Como se observé en los espectros UV-Vis ambas muestras presentaban las mismas bandas pero la
diferencia entre ellas era que la muestra bif 12 tenia las bandas mejor definidas, por lo que en
conclusion, con los anélisis de TEM de las 3 muestras antes expuestas, vemos que unas bandas mejor
definidas en los espectros UV-Vis corresponden a una muestra mas homogénea en cuanto a la
presencia de nanoparticulas, mientras que las bandas menos definidas nos muestran presencia de
nanoparticulas mezcladas con particulas grandes, incluso nanoparticulas embebidas en lo que
parecieran ser residuos organicos del mismo material. Entre mas intensa o definida sea la banda de

265 nm las particulas grandes estaran presentes.

Por otro lado se observd una inestabilidad en el espectro de la muestra bif 13, donde las bandas se
perdian rapidamente al paso de los dias, esta inestabilidad puede ser debida a la gran diversidad de
morfologias que presentd dicha muestra, ya que favorecieron la aglomeracion y sedimentacion, por
lo que con base en este estudio de TEM, se concluyd que es favorable contar con espectros UV-Vis
que presentan las 3 bandas bien definidas para obtener muestras con particulas esféricas y tamafios

homogéneos y muestras mas estables.

Por otro lado, un espectro que fue comun obtener cuando se trabajé el laser en el foco, es el que se
muestra en la figura 40, donde aparece una banda entre 200 y 205 nm. A pesar de haberse modificado

la energia, en todos los experimentos donde se enfoco el haz se obtuvieron espectros similares, la
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intensidad de absorbancia fue mayor que en las muestras que presentaron las bandas en 200, 216 y
225 nm, por lo que estas muestras con una sola banda en 200 nm parecieran ser muestras mas
concentradas. En la figura 40 se presenta el espectro UV-Vis de una muestra sintetizada con la lente

en el foco, 60 mJ de energia y un tiempo de sintesis de 10 minutos.
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Figura 40 espectro UV-Vis de la muestra Bif 14

En la figura 41 se muestran las micrografias correspondientes a la muestra bif 14, donde a pesar de
presentar un espectro muy diferente a las muestras antes descritas, es evidente la presencia de
nanoparticulas, sin embargo, estas no se encontraban dispersas en toda la muestra, sino que se
mantienen embebidas principalmente en placas. En toda la muestra se observaron estas placas que
pudieran ser residuos organicos del material fundido. Es probable que, al enfocar el haz, la alta energia

depositada desintegrara parte del material generando este resultado.
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Figura 41 Micrografias TEM de la muestra Bif-14, en el inserto se muestra la distribucion de tamafios de la

muestra, asi como un patrén de difraccion de electrones.

En el inserto de la figura 41 a) se presenta la distribucion de tamafio de esta muestra, sin embargo, las
placas no se consideraron para este estudio, lo que vemos es que la distribucion es bastante amplia a
diferencia de las mostradas anteriormente con particulas que van desde 1 hasta 100 nm, pero se sigue

manteniendo el tamafio mas representativo en didmetros alrededor de 10 nm.

Por otro lado, en la figura 41 b), podemos ver que la estructura cristalina de estas muestras no cambia
ya que en las micrografias de alta resolucion podemos ver que la distancia interplanar observada de
3.108 A, se relaciona con la distancia del difractograma del material en bulto (figura 17 b) 3.015 A
en el valor 20 de 29.71°.

Por lo tanto, con estos analisis de TEM podemos deducir que la informacion obtenida en UV-Vis
respecto a la forma de los espectros, nos da informacion tanto de la presencia de nanoparticulas, como
si contamos con nanoparticulas aisladas y dispersas en toda la muestra o bien si se encuentran

embebidas en residuos del mismo material.

Ahora que se conoce el espectro deseado para el coloide, lo que se busca es aumentar la absorbancia
la cual consideramos que esta ligada a la concentracion. Hasta ahora hemos visto que tiempos mas
largos aumentan la absorbancia, sin embargo, por la cantidad de particulas desprendidas del blanco
durante la sintesis, llega un momento en que el medio estad demasiado turbio y ya no permite seguir
ablacionando el blanco.
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En la figura 42 se muestra la apariencia del coloide después de ablacionar 30 minutos, como se puede
observar el medio liquido es muy turbio y es dificil seguir ablacionando bajo estas condiciones, es
por ello que se realizaron pruebas por etapas donde se ablaciond durante 10 o 15 minutos iniciales y
una vez que la muestra se habia puesto turbia se dejé reposar por lo menos durante una hora, para que
al realizar la siguiente etapa de ablacion el medio esté de nuevo traslicido y se pudiera seguir

aumentando la concentracion.
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Figura 42 apariencia del coloide después de 30 minutos de ablacion

El problema con continuar con la sintesis después de dejar reposar la muestra fue que por todos los
residuos que se habian sedimentado en la muestra, esta se volvia turbia desde el primer minuto de
ablacion ya que se levantaba todo el sedimento nuevamente y lo Gnico que se seguia ablacionando

era el coloide, pero el laser ya no conseguia llegar hasta el blanco.

Debido a la rapida turbidez de la muestra se optd por realizar una decantacién, después de dejarla en
reposo y una vez que la muestra se sedimentd, con ayuda de una jeringa se sacO el liquido
cuidadosamente para no remover el sedimento y se volvié a colocar en el vaso con la pastilla

previamente limpia y de esta forma se continu6 con el proceso de ablacion.

A continuacion, se presenta una muestra que se sintetizé en 6 etapas, en la tabla 11 se muestran los

pardmetros de sintesis empleados.

Tabla 11 Parametros de sintesis de la muestra bif 15

Altura sobre el Tiempo Energia Distanciade la | Longitud de
Experimento blanco (mm) (min) (mJ) lente (cm) onda (nm)
Bif 15-Al 14 15 80 14 532
Bif 15-A2 14 15 135 14 532
Bif 15-A3 14 15 135 14 532
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Bif 15-A4 14 25 135 14 532
Bif 15-A5 14 20 135 14 532
Bif 15-A6 12 15 181 16.5 532

En la etapa 1 de sintesis de la muestra bif 15 en la figura 43 se observaron las bandas muy marcadas
empleando 80 mJ, en la etapa 2 después de dejar reposar y decantar el coloide y empleando 135 mJ
de energia y manteniendo el resto de las condiciones constantes, la absorbancia se incremento
significativamente y las bandas se siguieron manteniendo bien definidas, fue necesario aumentar la
energia después de la primera etapa a pesar de haber decantado el coloide después de reposar, debido
a que aun presentaba cierta turbidez y la energia de 80 mJ no era suficiente para ablacionar por 15
minutos mas. En la etapa 3 solo se hizo limpieza del coloide y se mantuvieron todas las condiciones

constantes y aun asi hubo un incremento en la absorbancia con las bandas bien marcadas.

En la etapa 4 a pesar de haber vuelto a limpiar el coloide y mantenido todos los parametros igual, la
absorbancia incremento, pero las bandas empezaron a deformarse. Posteriormente en la etapa 5 se
continué bajo las mismas condiciones y lo que vemos es que ya no hubo incremento en la absorbancia
y las bandas de 225 y 215 se mantuvieron igual que en la etapa 4, sin embargo, algo interesante que
podemos observar entre la etapa 4y 5 es el incremento en la intensidad de la banda de 265, esta banda
como ya hemos visto corresponde al material en bulto. El incremento de la banda y la deformacién
de las bandas de 225 y 215 nm, nos indican que lo que estamos sumando al coloide son particulas

grandes y no nanoparticulas.

Para ver si era posible recuperar la muestra se realiz6 una sexta etapa de sintesis usando 180 mJ de
energia durante 15 min, lo que observamos en la figura 43 es que las bandas en 225 nm y 215 nm

volvieron a aparecer, sin embargo, la banda en 265 nm permaneci6 constante.
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Figura 43 Espectros UV-vis de la muestra bif 15 en sus 6 diferentes etapas de sintesis.

En la figura 44 se puede apreciar como 48 horas después de la sintesis, la muestra ha perdido

practicamente las bandas correspondientes a las nanoparticulas y solo se conserva estable la banda de

265 nm.
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Figura 44 Espectros UV-Vis de muestra bif 15 a lo largo del tiempo.
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Para comprender mejor el comportamiento que present6 la muestra bif 15, al final de la sexta etapa
de sintesis y después de haber reposado 1 hora, la muestra se monté en una rejilla para poder
analizarse en TEM. En la figura 45 lo que vemos es que efectivamente de acuerdo con la informacion
que nos da el espectro de UV-Vis predomina la presencia de particulas grandes en toda la muestra
con presencia de nanoparticulas en algunas zonas. Haciendo un acercamiento a las particulas de la
figura 45 a) se observo que presentaban nanoparticulas embebidas (figura 45 b)).

Figura 45 a) y b) micrografias TEM de la muestra bif 15

La estructura que presentan estas particulas es la misma que la del material en bulto (figura 46). La
diferencia con las nanoparticulas es que esta muestra presenta distancias diferentes a las distancias
que tipicamente se observaron en las muestras anteriores de nanoparticulas.
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Figura 46 Micrografias HRTEM de la muestra bif 15, en el inserto se muestra un patrén de difraccion de

electrones y la distancia interplanar correspondiente.

Para comprender lo que esta pasando con las nanoparticulas a lo largo del tiempo, se realizé el
experimento bif 16, en la tabla 12 se muestras las condiciones usadas en la sintesis. Al terminar la
sintesis de esta muestra, se mont6 en una rejilla después de haber reposado durante 3 horas y otra
rejilla con la misma muestra después de dejarla reposar por 24 horas y se realizé un analisis por TEM

para observar como habia cambiado.

Tabla 12 pardmetros de sintesis de la muestra bif 16

Altura sobre el Tiempo Distanciade | Longitud de
Experimento blanco (mm) (min) Energia (mJ) | la lente (cm) onda (nm)
Bif 16-Al 10 10 80 145 532
Bif 16-A2 10 5 157 145 532
Bif 16-A3 12 15 157 16.5 532
Bif 16-A4 12 15 181 16.5 532

En la figura 41 se aprecian los 2 espectros de la muestra Bif 16 a 3y 24 horas de la sintesis. En ambos
espectros se muestran definidas las bandas de 225 y 215 nm. La intensidad de la absorbancia
disminuyd ligeramente después de 24 horas, sin embargo, las bandas se siguieron manteniendo

definidas

Generalmente durante la sintesis se dejaba la muestra una hora en reposo para poder continuar con

una segunda etapa de ablacion, sin embargo, en este caso para mantener el coloide mas limpio antes
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de montarlo en la rejilla se espero hasta que se veia completamente traslicido (3 horas después de la

sintesis), y posterior a este tiempo se montd la muestra en la rejilla
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Figura 47 Espectros UV-Vis de la muestra bif 16 después de 3 y 24 horas de la sintesis.

En la figura 48 se presentan las micrografias de TEM correspondientes a la muestra que se mont6 3
horas después de la sintesis, lo que vemos es presencia de nanoparticulas aisladas y también la
presencia de particulas grandes. En algunas zonas de la muestra se puede observar cémo las

nanoparticulas se adhirieron a las particulas grandes, como si estuvieran soportadas en ellas.
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Figura 48 Micrografias TEM de la muestra Bif 16, 3 horas después de la sintesis, en el inserto se muestra la

distribucion de tamarios de la muestra.

En el inserto de la figura 48 b) podemos apreciar la distribucion de tamafio, donde el diametro méas
abundante en la muestra es menor a 10 nm. En la figura 49 se presenta una micrografia de alta
resolucion con distancias interplanares de 2.88, 2.95 y 3.37 A, las cuales estan relacionadas con las
distancias interplanares del difractograma del material a granel de la figura 17 b) en los angulos 26;

30.79°, 30.16° y 26.59° respectivamente.

2.95+0.06 A
28+0.1A

W 33+009A

Figura 49 Micrografias HRTEM de la muestra Bif 16, 3 horas después de la sintesis, en el inserto se muestran las

distancias interplanares correspondientes.
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Después de 24 horas de reposo la muestra se observé nuevamente en el microscopio y como se aprecia
en la figura 50, las nanoparticulas se habian aglomerado y ahora era dificil encontrar nanoparticulas
dispersas en la muestra, todas tendieron a unirse a las piezas méas grandes del material. En la figura
50 b) se observan esferas mayores a 100 nm que parecieran ser particulas individuales, pero al
acercarse a estas esferas, se observd que estaban conformadas por la aglomeracion de muchas

nanoparticulas que se habia unido.

Figura 50 Micrografia TEM de la muestra Bif 16, 24 h después de la sintesis.

En esta muestra fue posible obtener micrografias de alta resolucion que se muestran en la figura 51,
donde vemos distancias interplanares de 2.29 'y 2.27 A, las cuales también estéan relacionadas con el
difractograma del material en bulto con la distancia 2.23 A en el valor 20 40.33°, por lo cual vemos
que el material se siguié manteniendo estable en su composicion y estructura, lo que cambia es la

dispersion de las nanoparticulas en la muestra.
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Figura 51 Micrografia HRTEM de la muestra Bif 16, 24 h después de la sintesis, en los insertos se muestran la

FFT, asi como la distancia interplanar correspondiente.

El comportamiento que presentaron las nanoparticulas a unirse y formar aglomerados es muy
importante para explicar por qué a los pocos dias las bandas en 225 y 215 nm desaparecen. El proceso
de aglomeracion esta sucediendo de una manera inmediata a la sintesis, es por ello por lo que en
mediciones de UV-Vis realizadas después de periodos largos, el espectro conserva Unicamente la
banda correspondiente al material en bulto. Por este motivo es necesario buscar alternativas para

mantener a las nanoparticulas estables por méas tiempo.
3.3.1. Optimizacion de la Sintesis

Las alternativas que se plantearon para disminuir el mecanismo de aglomeracion inmediata fueron la
eliminacion de las particulas grandes que estan generando las fuerzas de atraccion y dejar la muestra
lo mé&s homogénea posible. Asi como también el uso de un medio diferente al agua, el cual podria

mantener las nanoparticulas sin movimientos y por lo tanto més estables.

Si consideramos que una posible causa de la aglomeracion de las nanoparticulas es la formacion de
iones, los cuales al quedar cargados tienden a buscar la neutralidad uniéndose con las nanoparticulas
causando la aglomeracion de éstas y posteriormente la sedimentacion. El agua como medio es ideal
para la aplicacion final, ya que el uso de solventes podria alterar el resultado insecticida que se
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pretende evaluar en las nanoparticulas, por lo que se buscé utilizar un aditivo inerte en solucién

acuosa para estabilizar las cargas sin alterar las propiedades de las nanoparticulas.

Una manera de evitar la presencia de iones o particulas con cargas es el uso de un surfactante que
mantenga estables las particulas. Existen tres principales rutas para la estabilizacion de soluciones
coloidales.

e Estabilizacion electrostatica
e Estabilizacion estérica
e Estabilizacion electrostérica.

En el caso de la estabilizacion electrostética los ligandos més adecuados para estabilizar las
nanoparticulas en solventes polares (en este caso) son iones (0 a veces moléculas muy polares) que
al ser adsorbidos proporcionan una carga eléctrica a la superficie de cada particula. Estas cargas
eléctricas atraen a las cargas opuestas que se encuentren en el entorno de la particula, y generan un

potencial de Coulomb, suficientemente intenso como para evitar la aglomeracion de las particulas.

En la estabilizacion estérica se emplean moléculas largas como acidos organicos, tioles, polimeros o

aminas, el objetivo es cubrir toda la superficie de la particula para impedir la interaccién con otras.

La estabilizacién electrostérica consiste en la adsorcién de polimeros cargados, de forma que, a
distancias de separacién cortas de las particulas, el impedimento estérico es el responsable de la
estabilizacién, mientras que a distancias grandes la estabilidad se ve favorecida por la repulsion

electrostatica

En la figura 52 se presentan esquematicamente como es el funcionamiento de los diferentes tipos de

estabilizacion coloidal.
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Figura 52 Tipos de estabilizacion coloidal a) estabilizacidn electrostatica b) estabilizacion estérica c) estabilizacion

electrostérica.

Se eligieron dos tipos de surfactantes para usarse en la sintesis de las nanoparticulas, estos se
seleccionaron de acuerdo con el tipo de estabilizacién que presentan. La descripcion se presenta en
la tabla 13.

Tabla 13 Descripcion de los surfactantes a emplear en la sintesis de nanoparticulas de bifentrina

Nombre comercial Quimica Tipo de surfactante Tipo de estabilizacion
Celvol 250 Alcohol polivinilico polimérico Impedimento estérico
(PVA)
Terperse 4894 Trietilenglicol No iénico Repulsion electrostérica
monododecil éter

Los espectros de absorbancia de los dos surfactantes seleccionados para la sintesis de nanoparticulas
se muestran en la figura 53 se puede apreciar como el alcohol polivinilico (PVA), presenta una banda
de absorcion desde 250 nm, por lo cual no serd posible realizar un seguimiento de las muestras por
UV-Vis cuando se sinteticen con este compuesto, por otro lado vemos que la solucién de tersperse
4894 (S-4894) presenta una ligera absorbancia hasta los 200 nm por lo cual permite ver a la bifentrina

y se podra realizar una caracterizacion de estas muestras por UV-Vis.
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Figura 53 Espectro UV-Vis del alcohol polivinilico y S-4894

3.3.1.1.  Uso del surfactante alcohol polivinilico (PVA)

A continuacion, se sintetizaron nanoparticulas en una solucion de alcohol polivinilico (PVA) al 5%.
Esta solucion es viscosa y trasllcida, lo que se esperaba es que la viscosidad dificultara a las
nanoparticulas unirse y formar aglomerados por impedimento estérico, la intensién de estos

experimentos es fue hacer un seguimiento de la estabilidad de las nanoparticulas por TEM.

Las condiciones que se usaron en la sintesis de la muestra bif 17 fue de una etapa de ablacion de 15
minutos, con una energia de 70 mJ y longitud de onda de 1064 nm, la lente desenfocada 5 cm, y una

altura del medio liquido sobre el blanco de 10 mm.

La muestra quedo bastante turbia después de la ablacién, por lo que fue necesario dejar reposar por

24 h, antes de montarla en una rejilla para su analisis en TEM, para evitar tomar particulas grandes.

En la figura 54 a) se muestran las micrografias de la muestra, donde se observan por un lado particulas

grandes, asi como también la presencia de nanoparticulas aisladas.
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Bif 82 PVA

Figura 54 micrografia TEM de la muestra bif 17 sintetizada en PVA, en el inserto se muestra la distribucién de

tamafios de la muestra, asi como las distancias interplanares correspondientes.

Debido a los residuos de PVA que quedaron sobre las nanoparticulas, es dificil saber si se encuentran
embebidas en particulas grandes como en las muestras anteriores o bien, si son los residuos de PVA
los que estan recubriendo a las nanoparticulas. Sin embargo, a pesar de tener una capa de PVA fue
posible obtener imagenes de alta resolucion (figura 54 b)) y obtener distancias interplanares de 3.337
y 2.713 A, las cuales son relacionadas con el difractograma de la figura 17b) con los valores 20 de
26.59° y 30.7° respectivamente, con lo cual pudimos comprobar que la composicién quimica del
material, asi como su estructura, se mantuvieron estables usando este medio liquido en la sintesis y

que no hay interacciones quimicas que pudieran generar la formacion de otro compuesto.

En el inserto de la figura 54 a) se muestra la distribucion de tamafios de la muestra donde encontramos
que el tamafio més frecuente oscila entre 1 y 10 nm, estos tamafios son muy parecidos a las muestras

sintetizadas bajo estas condiciones en agua.
3.3.1.2.  Uso del surfactante Trietilenglicol Monododecil Eter (S-4894)

Se realizo la sintesis de una muestra usando el surfactante S-4894 a una concentracion 0.1%, las
condiciones de la muestra Bif 18 fueron las mismas que las que se emplearon en la sintesis de la
muestra con PVA, 15 minutos de ablacion con una energia de 70 mJ, usando una longitud de onda de

532 nm y una lente desenfocada 5 cm.
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La muestra que se obtuvo fue turbia y se dej6 reposar por una hora antes de realizar la medicién de
UV-Vis. En la figura 55 se muestra el espectro donde vemos que hay una banda entre 200 y 204 nm
y posiblemente otra que logra definirse en 250 nm. Para corroborar la presencia de particulas en la

muestra esta se goted en una rejilla y se analiz6 en el microscopio.
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Figura 55 Espectro UV-Vis de la muestra Bif 18, sintetizada en una solucién de S-4894.

En las figuras 56 podemos observar la presencia de nanoparticulas, aunque no parecen estar muy
dispersas, se observan algunas particulas soportadas en material organico, sin embargo, no es posible

diferenciar si corresponde a restos del surfactante o si son del mismo material.
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lBif 107

Figura 56 Micrografias TEM de la muestra Bif 18 sintetizada con S-4894, en el inserto se muestra la distribucién

de tamarios de la muestra.

Debido a la presencia de residuos organicos en la muestra no fue posible obtener imagenes de alta
resolucion, de tal manera que, para corroborar la composicion quimica de las nanoparticulas
observadas, se analizd la muestra en espectroscopia de masas. En la figura 57 se presenta el
cromatograma de gases, donde se observan varias bandas correspondientes al surfactante, asi como
la banda de bifentrina en el minuto 9.34, en la parte inferior de la figura se presenta el espectro de

masas correspondiente a este pico, con el cual podemos corroborar que corresponde a bifentrina.
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Figura 57 Cromatdgrafo de gases- espectro de masas de la muestra Bif 18.

se mantiene constante a lo largo del tiempo como se muestra en el resto de los espectros.

estabilizado.

Se realiz6 un seguimiento en las mediciones por UV-Vis (figura 58) para ver el comportamiento a lo
largo del tiempo y lo que vimos es que la intensidad de las curvas va disminuyendo a medida que
avanzan los dias, cabe sefialar que la primera medicién realizada el dia cero aun presentaba una
correccion en la altura por la presencia de una ligera turbidez en el coloide, por lo que parece haber

habido un decremento mayor en los primeros 7 dias, sin embargo, es muy probable que la disminucion

El hecho de que el espectro no cambi6 su forma pudiera estar relacionado con la disminucion del

fendbmeno de aglomeracion de las nanoparticulas, sin embargo, no es una garantia de que se hayan
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Figura 58 Espectro UV-Vis de la muestra Bif 18 a lo largo del tiempo.

Algo interesante que se pudo observar con la muestra sintetizada en el medio S-4894, es que con solo
una etapa la intensidad de absorbancia es méas alta comparada con las muestras sintetizadas en agua,
considerando que la absorbancia esta ligada a la concentracion de nanoparticulas en el medio, es
posible que en este medio la concentracion alcanzada sea mayor que cuando se sintetiza en agua y de

esta manera ya no seria necesaria la sintesis en varias etapas.
3.3.1.3.  Uso de filtracién en el proceso de sintesis

Como se habia propuesto anteriormente otra alternativa para mejorar la estabilidad de las
nanoparticulas y evitar la aglomeracion, es la filtracion del coloide, para ello se eligio un filtro de

teflon de 0.2 micras de diametro de poro.

El uso de la filtracion es con la finalidad de retirar las particulas grandes que son desprendidas del
blanco durante la sintesis y de esta manera evitar las fuerzas de atraccion que estas ejercen sobre las

nanoparticulas provocando la aglomeracion.

La filtracion también favorece a los tiempos de sintesis entre etapas, ya que no es necesario esperar a
que la muestra sedimente para continuar con la etapa siguiente. Y el coloide queda completamente

traslucido.
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En la figura 59 se muestra el coloide sin filtrar dentro de la jeringa y filtrado en el frasco y se puede

apreciar la diferencia en la turbidez, asi como el filtro empleado en este proceso.

Figura 59 Procedimiento de filtrado

Las condiciones de sintesis de la muestra se presentan en la tabla 14.

Tabla 14 pardmetros de sintesis de la muestra bif 19.

Altura sobre el Tiempo Energia Distanciade | Longitud de
Experimento blanco (mm) (min) (mJ) la lente (cm) onda (nm)
Bif 19-Al 12 15 115 15 532
Bif 19-A2 12 15 115 15 532
Bif 19-A3 12 15 115 15 532
Bif 19-A4 12 15 115 15 532
Bif 19-A5 12 15 115 15 532
Bif 19-A6 12 15 175 15 532

El proceso de filtracion se llevo a cabo después de cada etapa de sintesis, el nico inconveniente es
que ademas de retener todas las particulas grandes, el filtro también retiene una cantidad de
nanoparticulas, ya que la absorbancia se ve reducida después de cada filtracion. En la figura 60 se
muestra el espectro de la primera etapa medido después de la sintesis sin esperar que se sedimentara

la muestra y esta comparado con el espectro de la misma muestra después de filtrarse.
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Figura 60 Espectro UV-Vis de muestra Bif 19 sin filtrar y filtrada

En la figura 60 se puede apreciar que en la primera medicion después de la sintesis, la muestra tenia
una altura de 0.534 y después de la filtracion presentd una intensidad de 0.341, sin embargo, las
bandas en 225, 215 y 200 nm permanecieron bien definidas y con la misma forma, por otro lado,
también es notable que con la filtracion la banda en 265 nm, se ve menos pronunciada que en la

muestra sin filtrar, esto debido a que se estan retirando todas las particulas grandes.

En la figura 61 se muestran los espectros de la muestra en las diferentes etapas de sintesis medidos

después de la filtracion.
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Figura 61 Espectros UV-Vis de la muestra Bif 19 filtrada después de cada etapa de sintesis.

Posterior a la filtracion de la Gltima etapa, la muestra se mont6 en una rejilla de TEM y se analizé en
el microscopio y lo que se observé es la presencia de muchas nanoparticulas dispersas en toda la
muestra (figura 62). En el inserto de la figura 62 a) se muestra la distribucién de tamafio de la muestra,
la cual fue muy parecida a las obtenidas en las sintesis anteriores con tamafios principalmente menores

a 10 nm.
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Figura 62 Micrografias TEM de la muestra Bif 19 filtrada.

En la figura 63 b) se presenta una micrografia de alta resolucidén y sus respectivas distancias
interplanares determinadas (3.68 y 5.168 A) las cuales al relacionarlas con el difractograma del

material en bulto (figura 17 b) corresponden a los valores 20 de 17.8° y 16.93° respectivamente.

/ 3.6+0.08A

Figura 63 a) micrografia TEM y b) HRTEM de la muestra bif 19 filtrada, en los insertos se muestran las distancias
interplanares calculadas.

Para corroborar si hubo una mejora en la estabilidad de la muestra con la filtracion, se realizé una
medicién en UV-Vis de la muestra a lo largo del tiempo. En la figura 64 se muestran los resultados
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de este seguimiento. Se pudo observar que las bandas se fueron perdiendo, pero ya no de una manera
tan rapida como sucedia sin el filtrado, sin embargo, esta alternativa no fue del todo efectiva para la

conservacion de la muestra.

Después de 1 dia de la sintesis el espectro era practicamente igual al medido después de la sintesis,
después de 4 dias, aunque las bandas estaban aun bien definidas, la absorbancia empez6é a disminuir.
65 dias después de la sintesis la muestra perdié por completo las bandas correspondientes a las

nanoparticulas.

—— Bif 19 - 0 dias
——Bif 19 - 1 dia
——BIif 19 - 4 dias
—— Bif 19 - 6 dias
—— Bif 19 - 15 dias|
—— Bif 19 - 20 dias|
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Figura 64 Espectros UV-Vis de la muestra Bif 19 medidos a lo largo del tiempo.

Debido a que la estabilidad de las nanoparticulas habia sido optimizada con los métodos anteriores

se realiz6 una sintesis usando el surfactante S-4894 y empleando también el proceso de filtracion.
3.3.1.4.  Uso de filtracién y surfactante

Ya que los resultados del uso de un surfactante en la sintesis mejoré notablemente la estabilidad, asi
como el uso de la filtracion después de la sintesis, pero no quedd completamente estable el coloide,
se busco implementar el uso de ambos métodos para obtener coloides mas estables. Se sintetizé una
muestra en dos etapas de 10 minutos cada una, usando una energia de 70 mJ, lente desenfocada 5 cm

y longitud de onda de 532 nm, en una solucion de S-4894 filtrando los coloides después de cada etapa
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y como se puede observar en la figura 65, en la etapa 2 (total de 20 minutos) se lograron alcanzar
absorbancias mayores a 1 en 225 nm, donde al comparar con las muestras sintetizadas en agua donde

para alcanzar intensidades de absorbancia similares eran necesarios 60 minutos de ablacion.
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Figura 65 Espectros UV-Vis de la muestra Bif 20 en sus dos etapas de sintesis.

En la figura 66 se presenta la muestra final sin filtrar y la muestra filtrada, como se puede apreciar
hubo una disminucién en la intensidad de la absorbancia, sin embargo, no fue tan marcada la

disminucién de la intensidad como sucedia con las muestras sintetizadas en agua.
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Figura 66 Espectro UV-Vis de la muestra Bif 20 sin filtrar y filtrada.

Se realiz6 un estudio de TEM de la muestra filtrada (figuras 67), en toda la muestra se observé la
presencia de nanoparticulas dispersas de manera homogénea, en la figura 67 b) aln se observan
particulas en forma de circulos huecos que parecen provenir de los residuos del surfactante, ya que
no se pudieron observar planos en estas particulas y el patron de difraccion en esta zona no mostro

cristalinidad. Seria muy complicado eliminar el surfactante para realizar la medicién en TEM.

Se inserta la distribucion de tamafios de las nanoparticulas en la figura 67 a), como se observa a
diferencia de la muestra bif-18 la cual fue sintetizada con el surfactante, los tamafios de particulas

grandes se eliminaron con la filtracion y se volvié mas estrecha la distribucion.
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Figura 67 Micrografias TEM de la muestra Bif-20

Por otro lado, fue posible obtener imagenes de alta resolucion de las nanoparticulas, como se muestra

en las figuras 68, donde se pueden ver las distancias interplanares las cuales corresponden a bifentrina.

2.1+0.08A

245+01A

Figura 68 Micrografia HRTEM de la muestra Bif 20, en los insertos se muestran las distancias interplanares

calculas a partir de la FFT.

Se dio un seguimiento por espectroscopia UV-Vis a lo largo del tiempo para examinar la estabilidad
de la muestra, en la figura 69 se pueden apreciar mediciones hechas durante de 6 meses, donde los

espectros se mantuvieron con la misma forma y solo hay una disminucion en la intensidad, sin
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embargo, esta disminucion de la intensidad ya no es tan marcada como en la muestra sin filtrar,

ademas de que en esta muestra se dio un seguimiento mas prolongado gue en la muestra sin filtrado.
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Figura 69 Espectros UV-vis de la muestra Bif 20 medida a lo largo del tiempo

Por lo que se concluye que empleando el uso del surfactante en la sintesis y la filtracion del coloide
la estabilidad de la muestra aumenta considerablemente, las nanoparticulas se mantienen dispersas
por mayor tiempo, aunque si se observa cuidadosamente después de seis meses la disminucién de la
intensidad de la banda provoca la formacion de una pequefia banda en 260 nm, por lo que el proceso

de aglomeracion solo se retrasa, pero no se elimina por completo.
3.4. Pruebas biologicas

Debido a la inestabilidad de las nanoparticulas de imidacloprid, no se llevaron a cabo las pruebas
biolégicas, ya que en una prueba preliminar de un coloide en el cual se habian observado
nanoparticulas de imidacloprid por TEM, no hubo diferencia en la actividad biol6gica con el material
en bulto. Esto debido a la rdpida solubilidad del material en agua, por lo cual para poder estudiar su
efecto insecticida las pruebas bioldgicas deberian realizarse inmediatamente después de la sintesis ya

que la disolucién del material es inmediata.
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La bifentrina en bulto, al ser uno de los insecticidas mas ampliamente usados a nivel global, es
comercializado por diferentes marcas, bajo diversos nombres y en distintas presentaciones y
formulaciones. Las concentraciones tipicas en las que se suele encontrar es de 100 g/L de bifentrina
y el resto de los ingredientes son surfactantes, aditivos y solventes. El producto comercial de 100 g/L
de concentracion, tiene como recomendacion de uso dos diferentes dosis de aplicacion por hectarea,
que son: 400 y 600 mL, la dosis empleada dependera del tipo de cultivo y la infestacion presente, las
recomendaciones de agua para mezclar también dependen del tipo de cultivo y el tipo de aplicacion
a realizar, pero se tom6 como promedio un volumen de agua de 200 L por hectarea, con lo cual nos

queda una dosis de aplicacion recomendada de 200 ppm y otra de 400 ppm.

Para corroborar que las dosis recomendadas en la etiqueta son efectivas, se realiz6 una dilucién de un
producto comercial de bifentrina en bulto. El tipo de formulacion usada fue una suspension
concentrada (el ingrediente activo se encuentra suspendido en un medio acuoso con la ayuda de

surfactantes), el tamafio de particula D90 es de 3 micras (segln el certificado de calidad).

Se realizé una dilucion en agua con una concentracién de 400 mg/L (de acuerdo con la mayor dosis
de aplicacion recomendada) y a partir de esta concentracidn se realizaron otras diluciones para probar

el material.

Los resultados de las pruebas del material en bulto demuestran que las dosis de aplicacién
recomendadas son efectivas. Con la dosis de 400 ppm se alcanz6 una viabilidad de los insectos del
0% (es decir que tuvo un control total), usando una concentracion de 300 ppm, se alcanz6 una
viabilidad de 2% (mat6 al 98% de los insectos) y por Gltimo con una dosis de 200 ppm la viabilidad
obtenida fue del 10% (mat6 al 90% de la poblacién). Debido a la disminucion en la eficiencia con la

dosis de 200 ppm, ya no se realizaron diluciones mas bajas.

Se realizaron unas pruebas bioldgicas usando los coloides sintetizados en agua, con concentraciones
de 6, 9y 13 ppm, en la figura 70 se muestra la viabilidad de las moscas durante una prueba de 18
horas, en el inserto de la figura se presentan los espectros UV-vis de las muestras empleadas y su

correspondiente concentracion.

Como se puede observar en la imagen la concentracion mas baja usada de 6 ppm no presenta actividad
sobre los insectos llegando al final de la prueba a una viabilidad del 95%, es decir que solo el 5% de
los insectos murieron después de este tiempo. Al usar la concentracion de 9 ppm vemos que a pesar

de que inicia sin actividad, después de 12 horas de tratamiento, se controlé al 50% de la poblacion,
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terminando la prueba con una viabilidad del 48%. Resulta interesante conocer esta concentracién ya
gue de aqui se determiné la DL50 de las nanoparticulas de bifentrina. Por ultimo, la concentracion
mas alta de 13 ppm presentd actividad desde las primeras dos horas de la prueba y continud
disminuyendo la viabilidad de los insectos hasta las 18 h, donde termind con una viabilidad de 10%,
es decir que el 90% de los insectos murieron durante la prueba.
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Figura 70 Viabilidad de D. Melanogaster usando coloides de bifentrina en agua.

Los resultados obtenidos en esta prueba son muy interesantes ya que al comparar las concentraciones
usadas en la figura 70 contra las dosis de aplicacion recomendadas, vemos que la concentracion
necesaria para el control de los insectos usando nanoparticulas es 15 veces menor que el material en

bulto.

Se realizd otra prueba bajo las mismas condiciones ahora empleando un coloide sintetizado en el
surfactante PVA, este coloide se sintetiz6 en las condiciones que se muestran en la tabla 15. Debido
a que este surfactante no permite observar las bandas de bifentrina por UV-Vis no fue posible
determinar la concentracion, sin embargo, de acuerdo con los resultados de las pruebas biologicas se

infiere que tenia una concentracion mayor que las pruebas sintetizadas en agua.
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Tabla 15 parametros de sintesis de la muestra bif 102 -PVA

Altura sobre el Tiempo Distanciade | Longitud de
Experimento blanco (mm) (min) Energia (mJ) | la lente (cm) onda (nm)
Bif 102-PVA-Al 12 15 70 125 532
Bif 102-PVA-A2 12 15 104 125 532
Bif 102-PVA-A3 12 15 150 125 532
Bif 102-PVA-A4 12 15 150 125 532

Para esta prueba se utilizé como control agua y también la solucién de PV A, en la figura 71 se observa
que en ambos casos no hay ninguna actividad en los controles, ya que al finalizar la prueba ambos

presentan un 100% de viabilidad.
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Figura 71 Viabilidad de D. Melanogaster usando coloides de bifentrina en solucion de PVA

A pesar de no conocer la concentracion era muy importante realizar la prueba para conocer la
disponibilidad de las nanoparticulas, ya que al ser sintetizadas en una solucion de PVA la cual es
bastante viscosa y como se pudo apreciar en TEM el PVA fue dificil de retirar de las nanoparticulas
porque se encontraba recubriéndolas. Sin embargo, los resultados nos muestran que no hay ningtn
impedimento para que estas inicien a trabajar inmediatamente después del contacto, ya que desde la
primera hora del tratamiento se observo un control de la poblacion de aproximadamente del 10% y la

mortalidad de las moscas se sigue incrementando, llegando al 0% de viabilidad después de 9 horas

del tratamiento.
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En la figura 72 se presenta la curva de viabilidad de las pruebas bioldgicas realizadas con un coloide
sintetizado en el surfactante S-4894, se puede apreciar que la muestra llegé al 0% de viabilidad a las

7 horas del tratamiento. Dos horas menos que con la muestra con PVA.
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Figura 72 Viabilidad de D. Melanogaster usando coloides de bifentrina en solucion de S-4894

La ventaja que tiene el surfactante S-4894 sobre el surfactante PVA, es que es posible determinar la
concentracion de los coloides por UV-Vis realizando una curva de calibracién, en la figura 73 se
presenta el espectro de absorbancia de una dilucion 1 a 1 de la muestra Bif 126 sintetizada en S-4894.
La concentracién a la que corresponde es de 24.4 ppm diluida por lo que tendria una concentracién
de 48.8 la muestra empleada en las pruebas bioldgicas, como se puede ver la concentracion en esta
muestra es mayor que la que se empled en las muestras sintetizadas en agua y por ello que el control
sobre los insectos necesita menor tiempo y alcanza el 0% de viabilidad. Sin embargo, a pesar de ser
mayor la concentracion usada en esta muestra, si se compara con las dosis de aplicacion
recomendadas del material en bulto, la concentracién de las nanoparticulas alin se encuentra un orden
de magnitud por debajo.
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Figura 73 Espectro UV-vis de la muestra bif 126

Para comprobar la efectividad del coloide después del tiempo, se realizo un experimento en el cual
se prepard una muestra y se separ6 en 2 partes iguales, una fue usada después de la sintesis en una
prueba bioldgica, mientras que la otra se dejo reposar una semana, posteriormente se realizé una
prueba bioldgica en las mismas condiciones que la primera y se evalud su efectividad. En la figura
74, se muestran los resultados de viabilidad y como se puede observar la muestra etiquetada como
nano dia 0, presenta la misma viabilidad que la muestra etiquetada como nano dia 7, con esto se

demuestra que n una semana las nanoparticulas se mantienen completamente estables.
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Figura 74 Viabilidad de D. Melanogaster usando coloides de bifentrina en solucion de S-4894 fresco y de una
semana después.

Los resultados obtenidos después de una semana de reposo del coloide demuestran que el uso del
surfactante y la filtracion benefician la estabilidad de las nanoparticulas, sin embargo, seria necesario

ampliar el tiempo de reposo para obtener un resultado mas concreto sobre la estabilidad y asegurar la

eficiencia de las nanoparticulas a lo largo de un tiempo mayor.
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4. Conclusiones

La técnica de ablacion laser de sélidos en liquidos permite la obtencién de nanoparticulas de
compuestos organicos en diferentes medios liquidos de una manera sencilla y rapida obteniéndose
tamafios menores a 10 nm y con una distribucion de tamafio bastante uniforme, con lo cual esta técnica
de sintesis demuestra la versatilidad de materiales de partida que se pueden usar para la obtencion de

nanomateriales.

En la literatura se encuentran una gran variedad de materiales nanoestructurados sintetizados por la
técnica de ablacion laser de s6lidos en liquidos, sin embargo, en su mayoria son materiales metalicos
y Oxidos metélicos, la sintesis de nanoparticulas organicas por esta técnica ha sido poco reportada,
por lo cual los resultados de la presente investigacién demuestran que a pesar de la complejidad de
mantener estable el material bajo las diferentes condiciones de sintesis, es posible la obtencién del

material organico nanoestructurado.

El medio liquido empleado en la sintesis de las nanoparticulas es de gran importancia para la
estabilidad de estas, asi como para el incremento en las concentraciones de estas. La Unica limitante
gue se presenta es que el compuesto debe ser completamente insoluble en el medio liquido de interés,
para poder obtener nanoparticulas estables, en caso contrario una solubilidad (aunque sea baja)
permitira la permanencia de las nanoparticulas en el medio solo por un tiempo limitado, como ocurri6

con las nanoparticulas de imidacloprid.

El uso de surfactantes en la sintesis ayuda al incremento de la concentracion de las nanoparticulas en
el medio, debido a que al reducir la tensién superficial del agua se incrementa la formacion de las

nanoparticulas, y se mejora la estabilidad de estas a lo largo del tiempo.

El procedimiento de filtracion fué de suma importancia para la estabilidad de las nanoparticulas de
bifentrina debido que, al provenir de un compuesto organico compactado, durante la sintesis hay una
incorporacién alta de particulas grandes que tienden a atraer a las nanoparticulas para formar
aglomerados, al retirar estas particulas grandes se elimina la fuerza de atraccion y las nanoparticulas

pueden estar por mas tiempo en el medio sin aglomerarse.

Resultan muy interesantes las dosis de nanoparticulas que se necesitaron para controlar el 100% de
la poblacion de insectos, ya que comparadas con el material en bulto vemos que son de un orden de

magnitud menor, lo cual resulta prometedor para su futura aplicacion.
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