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Resumen

Actualmente, en el sector agricola la mayoria de los insecticidas utilizan
compuestos derivados del petréleo, lo que genera una gran dependencia de este mercado
y aumenta su impacto ambiental. Sin embargo, en esta nueva era en la que el mercado
demanda productos de fuentes renovables, a bajo costo y amigables con el ambiente los
insecticidas tradicionales comienzan a perder popularidad. Con el fin de brindar una
respuesta a la problemdtica planteada en este trabajo se desarrollo un insecticida ready to
use y un concentrado emulsificable (CE) a base de fuentes renovables como lo es el
biodiesel y utilizando limoneno y a-pineno como ingredientes activos. Por medio de
distintos procesos de optimizacion se obtuvo que la formulacion final del Ready-to-use es:
4% de tensoactivos, 0,5% de ingredientes activos, 8,0% de biodiesel, 0,5% de 2-
fenoxietanol y 86% de agua; mientras que, la del concentrado emulsificable es: 17,4% de
tensoactivos, 1,8% de ingredientes activos, 80,3% de biodiesel y 0,5% de 2-fenoxietanol.
Las pruebas de estabilidad determinan una duracion de 4 meses para el CE. Por su parte,
las pruebas preliminares de laboratorio comprueban la efectividad del producto, dado que
a las 2 horas de colocado el 100% de la poblacion de larvas murid.

Actuellement, dans le secteur agricole la plupart des insecticides emploient des
produits dérivés du pétrole, ce qui génere une grande dépendance de ce marché et les
rends encore plus nocifs pour I’environnement. Néanmoins, dans cette nouvelle ére dans
laquelle le marché exige une demande de produits renouvelables, a prix bas et amicaux
avec ’environnement, les insecticides traditionnels commencent a perdre popularité. C'est
pourquoi, dans ce travail des composants renouvelables ont été utilisés, tels que biodiesel,
le limonéne et de I’ a-pinéne comme ingrédients actifs. En employant des différents
processus d’optimisation les pourcentages de la formulation du Ready-to-use ont été
déterminés : 4% m/m d’agents de surface, 0,5% m/m d’ingrédients actifs, 8,0% m/m
biodiesel, 0,5% m/m de 2-phénoxiéthanol et 86,0% m/m d’eau. Tandis que, ceux de la
formulation du concentré émulsifiable sont: 17,4% m/m d’agents de surface, 1,8% m/m
d’ingrédients actifs, 80,3% m/m biodiesel, 0,5% m/m de 2-phénoxiéthanol. Les études de
stabilité déterminent une duration de 4 mois pour le CE a 45 °C. D’une autre part, les essais
préliminaires du laboratoire confirment I'effectivité du produit puisque aprés 2 heures de
mit le produit le 100% de la population de larves ont mourut.



1. INTRODUCCION



El vector se define como todo aquel organismo vivo que transmite una enfermedad, ya
sea entre personas o de un animal a una persona. Los vectores mas estudiados son los
mosquitos; dentro de los cuales se encuentran el género Aedes que puede ser portador
del virus de la chikungunya, el dengue, la fiebre amarilla, el zika, etc., el género
Anopheles, portador de paludismo vy filariasis linfatica, y el Culex, portador de encefalitis
japonesa, fiebre del Nilo occidental y filariasis linfatica, en la Figura 1-1 se aprecian los

distintos géneros.

Anopheles Aedes Culex

Figura 1-1 Fotografia de los distintos géneros de los mosquitos.’

Actualmente, en 128 paises, existen mas de 3900 millones de personas que se
encuentran expuestas a contraer dengue; situacion que deriva en un aproximado de 96
millones de casos de este virus al afio." Ademads, los vectores mencionados anteriormente
pueden llegar a ser desencadenantes de pandemias y epidemias en regiones con
poblaciones crecientes tanto de personas como de animales’, ademds, éstos
contribuyen en gran parte a la mortalidad y morbilidad en los paises tropicales y
subtropicales.? Estas tasas aumentan rapidamente dentro de las poblaciones mds pobres y

pueden agravar aun mas su situacion dado que las personas que sobreviven a las




enfermedades transmitidas por los vectores pueden llegar a quedar desfiguradas o con
algun tipo de discapacidad.® A nivel macro, dichas enfermedades representan una gran
carga economica. En el afio 2013 se invirtié a nivel mundial USD 8900 millones en tan solo
el dengue.®” Es por estas razones sociales, econdmicas y de salud que la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) ha elaborado un plan denominado Respuesta mundial para el
control de vectores 2017-2030 ° en el cual se ofrece una orientacion estratégica a los
paises y los asociados de dicha organizacic’m.1 Dentro de este plan a largo plazo se plantea
la colaboracion entre las autoridades locales y las comunidades con el fin de monitorear
las poblaciones de los vectores y de ser preciso tomar las medidas necesarias, asi como la
mejora en los recursos para dicho control y el desarrollo de una investigacion basica y

aplicada, tal como se aprecia en la Figura 1-2.°

Control de vectores eficaz, adaptado
a las circunstancias locales y sostenibles
Factores determinantes

S {4} Liderazgo de los paises.
Rof | Mejorar a Actividades de promocion,
LETOZAr lds { ayr ‘e
i 1 fiar & lizacion de recursos y
Pilares de acclén - cid vigilancia di Ampliar & L IrGVHIZaClg
accionesy la participacion y los vectares ittt coondinasién con los

colaboracion la mowvilizacion

; el monitoreo v herramientas asociados.
intersectonal e de las

la evaluagcion y enfeques

dz | Apoyo en el material de
reglamentaciones, politicasy
normas,

intarsectonial. comunidades

Figura 1-2 Proyecto de respuesta mundial para el control de vectores 2017-2030.°



En Costa Rica, el zancudo del Aedes aegypti se ha ido adaptando a las distintas
condiciones que existen en el pais: antes preferia las zonas costeras con un clima célido y
una baja altitud; ahora estd en casi todo el pais incluso en zonas montafiosas con un clima
humedo y frio.® El Ministerio de Salud (MS) con el fin de realizar un manejo integral de
este vector propone realizar las siguientes medidas: control bioldgico, control quimico,
educacion, acciones de ordenamiento del medio, investigacion epidemioldgica vy
entomolégica del campo y promocién de la participacion ciudadana.’ Es como parte de
esta ultima medida que las autoridades en el tema sefialan la importancia de la
participacion ciudadana para el control de los mosquitos, para esto se le solicita a la
poblacién que no dejen posibles criaderos de este insecto en sus hogares.’® La campafia
de concientizacion se da a través de distintos medios de comunicacién como lo son
anuncios televisivos y el periddico, al igual que a través de las distintas redes sociales. A
pesar de las medidas preventivas tomadas por el Ministerio de Salud, algunas personas a
todo lo largo del pais siguen sin acatar las instrucciones. Esto genera criaderos de estos
insectos. Entonces el MS debe actuar ante las denuncias de grandes poblaciones
mosquitos en las comunidades y eliminar los criaderos aplicando el control quimico, es
decir: fumigando las zonas afectadas. Ademads, desde el inicio del 2016 se implementd
como control bioldgico el uso de la bacteria Saccharopolyspora Spinosa quien mata las
larvas de los mosquitos en un periodo de 48 horas.’ La bacteria se coloca en forma de
pastillas en el agua que se cree que haya un posible criadero, de haber larvas las bacterias
atacan el sistema nervioso de la larva lo que conlleva su muerte, mas no ataca a los

mosquitos adultos ni afecta a los humanos.™ A pesar del uso de esta bacteria el Ministerio



asegura que no son un remplazo de las otras medidas realizadas para el control del
zancudo y pretende no generar una falsa seguridad,! por lo que atn es necesario fumigar.
Es entonces cuando se pone en marcha el control quimico para eliminar los zancudos del
Aedes Aegypti por lo que se emplean dos métodos los cuales atacan dos fases del ciclo

biolégico del mosquito: larvicidas y adulticidas; para ambos casos se emplea Temephos a 1

g/100 mL también conocido como Abate® (ver Figura 1-3).

\O S O/
S S

Figura 1-3 Estructura del Temephos.

A pesar de ser el Temephos el insecticida empleado por el pais para controlar la plaga,
durante el planteamiento inicial de este trabajo final de graduacién se pensé en la
utilizacién de cipermetrina como ingrediente activo (IA). Esto debido a la persistencia
moderada de la cipermetrina bajo las condiciones del campo, su alta potencia contra los
insectos y su baja toxicidad para los mamiferos.”? La cipermetrina es un insecticida
sintético de la familia de los piretroides (Figura 1-4) y debido a la complejidad de su

1213 | os piretroides bloquean el puente

sintesis se emplean todos los isémeros de ésta.
que permite el flujo de sodio generando una ola de impulsos nerviosos que matan al

insecto.®
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Figura 1-4 Estructura de la cipermetrina.

Sin embargo, se ha demostrado que la cipermetrina puede llegar a dafar el material
genetico: La ingesta de la misma o la exposicidn dérmica a este compuesto crea un
aumento de los microntcleos confirmando las alteraciones cromosémicas que sufre el
cuerpo.”*™® Asimismo, la agencia de protecciéon ambiental de Estados Unidos por sus
siglas en inglés US EPA colocé este insecticida dentro de su lista de posibles

12,16

carcinégenos. en la Figura 1-5 se pueden ver las distintas rutas de degradacién de la

o 5 . 17,18
cipermetrina en el ambiente.

Como se menciond anteriormente, el uso de estos ingredientes presenta efectos no
deseables tanto en la salud humana como sobre el ambiente, razén por la cual es
deseable la sustitucién de los mismos por otros compuestos mds amigables y menos
nocivos.” En este aspecto, los aceites esenciales (AEs) son productos de origen natural
que presentan un gran potencial como sustituto del ingrediente antes mencionado. Por
ejemplo, es conocido que los AEs dentro de las plantas tienen funciones como la atraccion
de insectos polinizadores, proteccién contra el frio o el calor y mecanismos de defensa
contra pestes y/o microorganismos.”’ Siendo esta Gltima funcién la que se desearia
aprovechar mediante la preparacidn de una formulacién insecticida. Por citar varios casos,

se ha reportado que el aceite esencial de las Citrus aurantium (naranja andaluza) cuyo



componente principal es el limoneno presenta una actividad insecticida contra el C

pipiens (mosquito comtn);** de igual forma, el aceite de la Citrus hystrix el cual es rico en

limoneno y B-pineno que ha reportado ser nocivo contra las larvas del Aedes aegypti.”?
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Figura 1-5 Distintas rutas de degradacién de la cipermetrina.'”*®



El inconveniente de utilizar AEs dentro de una formulacion que puede dar origen a un
producto de consumo a nivel masivo es el bajo rendimiento que se obtiene al extraer los
aceites de la fuente natural. Ademas, al ser mezclas complejas de compuestos organicos la
tendencia a sufrir reacciones de oxidacion que degraden los ingredientes es casi
inevitable. Es por estas razones, que se piensa en lugar de utilizar aceites esenciales
recurrir a sus ingredientes mayoritarios como una opcién viable al disefiar la formulacion
de un producto comercial a gran escala.’®> Un ejemplo de esto es el trabajo de Benelli et
al.’ quienes reportaron actividad larvicida del eugenol y el a-pineno (ingredientes del
aceite esencial de Plectanthus barbatus) contra el vector del dengue y de la malaria.

Muy recientemente, en el 2015, Pavela” reporté una lista de los constituyentes
mayoritarios de varios aceites esenciales que presentan actividad larvicida contra el
Aedes aegypti estando el limoneno, el a y B-pineno (Figura 1-6) dentro de los compuestos
que se encuentran con mayor frecuencia; por esta razén en este trabajo se decidié en
lugar de cipermetrina utilizar limoneno y a -pineno como los ingredientes activos de una

formulacion insecticida.

a) b) c)

Figura 1-6 Estructura de (a) Limoneno, (b) a-Pineno (c) B-Pineno.



De manera general, los ingredientes activos que han sido utilizados para preparar
insecticidas tradicionales son poco solubles en agua debido a su estructura no polar
(Figuras 1.3, 1.4 y 1.6), sin embargo, son altamente solubles en disolventes organicos, por
lo que, a la hora de realizar la formulacidon se emplean disolventes como el diésel, la

*%2 Estos productos derivados del petréleo poseen grandes

gasolina, el xileno y el tolueno.
inconvenientes dado que tienen una alta toxicidad y no son biodegradables. A esto, se le
suma que son muy volatiles y cancerigenos afectando por ende al usuario y al publico en
general.”> Por tanto, son considerados como productos que causan gran dafio tanto en el
medioambiente como en la salud humana.?® Asimismo, al ser estos compuestos derivados
del petréleo y no de fuentes renovables dependen de la explotacién de este material y de
su inestable precio, generandose asi posibles alzas en el precio de los productos.

Actualmente, los consumidores cada vez mas preocupados por el planeta en el que
vivimos buscan productos amigables con este,” asi como productos que no afecten su
salud, razén por la cual se ve una disminucion en la demanda de los insecticidas que
poseen este tipo de disolventes tan problematicos.

Todas estas razones llevan a una blsqueda en el sector comercial para satisfacer la
demanda de productos mas amigables con el planeta. Una buena opcidn para esto es el
uso de compuestos de fuentes renovables ya que su empleo no depende
econdmicamente del petrdleo ni de “los puntos calientes” (zonas en guerra). Ademads,
ayuda a mitigar la acumulacién de CO; en la atmdsfera, dado que este gas de efecto
26

invernadero es empleado por la biomasa a través de la fotosintesis para su crecimiento

volviendo a las fuentes renovables menos nocivas para nuestro planeta. Asimismo, los



nuevos disolventes que se buscan para remplazar los tradicionales deben de tener una
baja toxicidad, una baja presion de vapor, una baja solubilidad en agua y una alta
viscosidad con el fin de ser atomizado con facilidad.?® En este sentido, el biodiesel es uno
de los disolventes que cumple con estas caracteristicas. Este se obtiene tanto de aceites
vegetales como de grasa animal y puede ser producido utilizando distintas técnicas.
Igualmente, se puede producir a partir de la reutilizacién de aceites para el consumo

25,27
humano.

También, se ha descubierto que el biodiesel incrementa el porcentaje de
penetracién de algunos IAs en el tejido vegetal, mejorando asi la eficiencia en el control de
las plagas.28 Ademds, este disolvente ya ha sido estudiado en la formulacién de un
insecticida cuyo IA es la cihalotrina presentando resultados positivos.”

Otro de los puntos a favor del biodiesel es que durante su produccidn se genera
glicerina en una relacién molar de 3:1.” Este subproducto es uno de los auxiliares mas
comunes a la hora de desarrollar la formulacién de un pesticida. Dado que es un producto
no téxico, que sirve como un humectante que aumenta el tiempo de secado de una
solucién rociada.*® Ademds, al poseer un bajo precio su inclusién dentro de una
formulacién no deberia de representar una limitacién econémica.>

Por lo tanto, el objetivo general de este Proyecto Final de Graduacién es desarrollar
una formulacién insecticida utilizando materias primas de origen renovable. Para lograrlo
se propone determinar un sistema de co-disolventes adecuado para la formulacién del

insecticida y el desarrollo de un método de anélisis para la cuantificacion de los

ingredientes activos y estudio de la estabilidad.

10



2. METODOLOGIA



2.1. Materiales y equipos.

Las pruebas de estabilidad se realizaron en un cromatégrafo de gases marca Hewlett
Packard 5890 serie |l, provisto de una columna SH-Rxi-5Sil MS (30 m x 0,25 mmID; 0,25 pm
df) y un detector FID. Se trabajé a una presién de 12 psi, el puerto de inyeccion vy el
detector se mantuvieron a 200 °C y el programa de temperaturas fue: 80 °C (5 min),
25 °C/min, 200 °C (10 min), el gas de arrastre fue nitrégeno. El equipo ultrasonico es
marca Cole-Parmer 8893, se trabajo con tiempos de 40 minutos. La espectrometria de
masas se realizd en un equipo Shimadzu, equipado con una columna SH-Rxi-5Sil MS (30 m
X 0,25 mmlD; 0,25 um df} y con un detector GCMS-QP2010SE, la presion empleada fue de
55,5 kPa, el inyector se mantuvo a 200 °C y el programa de temperaturas fue: 80 °C (5
min), 25 °C/min, 200 °C (10 min). La estufa utilizada es de la marca Blue M modelo SW-

11TA.

El biodiesel de la Escuela de Quimica fue donado por la Seccién de Quimica Organica de
la Escuela de Quimica. El limoneno al 100%, el acetato de etilo y el 4cido oleico son de Ia
casa Merk, el biodiesel (B-Eco) es de la marca Energias Biodegradables, el Tween 80® y el
Tween 20* se adquirieron del proveedor Quimicas Macias, el a-pineno al 100% es de la
casa Kodak, el 2-fenoxietanol es de Riedel-de Haén, el octadecano de la casa comercial

Aldrich y el diclorometano de OmniSolv.
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2.2. Determinacion del HLB del biodiesel.

Se realizo 3 baterias de HLB cuyo valor varia entre 4 y 14. Se peso en viales las mezclas
(cuadros 1, Il y Ill), se colocaron en un bafio maria hasta fundir los componentes, se

agitarony se dejaron en reposo 24 horas.

Cuadro I. Masa de Tween 80® y monoestearato usadas para la determinacién del HLB.

Masa de Tween 80* (g) 000 | 201 |352] 551 | 7,50 9,04
Masa de monoestearato (g) 10,12 818 | 6,52 | 4,51 2,58 1,14
HLB de la mezcla 380 | 601 |7,73| 9,96 | 12,13 | 13,75

Cuadro Il. Masa de Tween 20® y monoestearato usadas para la determinacion del HLB.

Masa de Tween 20% (g) 0,54 2,00 3,55 5,48 6,51 8,00
Masa de monoestearato (g) 9,57 8,02 6,54 4,58 3,49 2,04
HLB de la mezcla 4,49 6,37 8,34 10,83 | 12,20 | 14,08

Cuadro lll. Masa de aceite de ricino y monoestearato usadas para la determinacion del

HLB.
Masa de aceite de ricino (g) 0,54 2,03 3,51 5,02 7,00 8,50
| Masa de monoestearato (g) 9,48 8,03 6,48 4,93 2,93 1,47
HLB de la mezcla 4,46 6,26 8,09 9,96 | 12,40 | 14,20

Se tomd aproximadamente 1 g de las mezclas de Tween 80®-monoestereato descritas
anteriormente y se mezclaron con aproximadamente 1 g de biodiesel. Se colocaron todas
las muestras en un bafio maria, se homogenizaron y se dejaron en reposo durante un dia.
Posteriormente se les agregd a los viales 2000 pL mas de biodiesel, se calentaron en un
bafio maria y se dejaron en reposo durante una noche. Este mismo procedimiento se

repitio con biodiesel marca BioAditivos.
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2.3. Diagrama ternario (tensoactivos-biodiesel-agua).

Mediante una hoja de cdlculos en Excel y variando las cantidades de los componentes

tal como se explica a continuacion se realizé un diagrama ternario.

2.3.1. Variando la cantidad de agua.

Se colocé en 10 viales distintos las cantidades de agua descritas en el cuadro 1V, se

colocé en un bafio maria y se dejo reposar durante 24 h.

Cuadro IV. Masas para la determinacién del diagrama ternario variando el agua.

# vial 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Masa MTW80(g) | 1,03 | 1,00 |1,05|1,01|1,06|096 0,98 |1,02 |1,01 1,00
Masa B-Eco (g) 1,12 |100 |1,11|1,16|1,00|1,01 1,01 1,15 |0,98 1,02
Masa agua (g) 1,02 | 2,00 |3,02 4,02 |5,02]|6,28|7,02)|8,01 |12,03 | 18,00

2.3.2. Variando la cantidad de B-Eco.

Se colocé en 9 viales distintos las cantidades descritas en el cuadro V, se colocé en un

bafio maria y se dejo reposar durante 24 h.

Cuadro V. Masas para la formacion del diagrama ternario variando el B-Eco.

# vial TREEE IE IE AE AE AN AR
Masa MTWS80 (g) | 1,02 | 1,08 | 0,97 | 0,97 | 0,98 | 1,04 | 1,04 | 1,07 | 1,03
Masa B-Eco (g) 2,01 | 3,02 | 4,03 | 5,02 | 599 | 7,37 | 8,01 | 12,06 18,03
Masa agua (g) | 1,02 | 0,98 | 1,01 | 1,07 | 1,06 | 0,99 | 1,02 | 1,02 | 1,01
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2.4. Optimizacion de la formulacion.

2.3.1. ¢El orden de la materia prima altera el producto?

Se pesaron las masas abajo descritas y se aplicaron dos procedimientos distintos:

Del vial 1 al 5: Se pesd el MTWS80 y el B-Eco, se calentd en un bafio maria, se agito y se le

agrego el agua mezclandolo bien.

Del vial 6 al 10: Se pesé el MTWS80 y el agua, se calentd en un bafio maria, se agitd y se le

agrego el B-Eco mezclandolo bien.

Todos los viales se dejaron reposar durante un periodo de 24 horas. El vial nimero 9 de la

seccion anterior (4.3 Diagrama ternario) pasa a ser en esta seccién el vial nGmero 5.

Cuadro VI. Masas para el estudio del orden de los productos en la formulacion.

Agregando primero el biodiesel

# vial 1 2 3 4 5
Masa MTW80 (g) | 1,08 1,00 1,00 0,99 1,01
Masa B-Eco (g) 1,32 1,83 2,33 2,83 0,98
Masa agua (g) 11,81 11,32 10,92 10,29 12,03
regando primero el agua
# vial 6 7 8 9 10 g
Masa MTW80 (g) | 1,06 1,07 0,97 1,01 1,02
Masa B-Eco (g) 1,30 282 1] 28 2,80 1,01
Masaagua(g) | 11,82 | 1130 | 1093 | 10,33 12,04

2.3.2. Grado de separacioén.

Se prepar6 100 g de la formulacién cuyas en proporciones equivalentes a las del vial 3.

Para eso se pes6 7,04 g de MTW80; 16,36 g de B-Eco, se calentd en un bafio maria y se
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agrego 76,62 g de agua, se agitd y se colocd en una probeta de 100 mL. Se midio el grado

de separacion segun el tiempo, ver cuadro VIII.

Cuadro VIII. Resultados del estudio del grado de separacién en funcién del tiempo.

Tiempo transcurrido (horas) 0 1 17 24
Fase separada (cm) 0,0 0,1 0,2 0,3
Altura total (cm) 17,0 17,0 17,0 17,0
% Separacion 0,0 0,6 1.2 1,8

2.3.3. Optimizacion de los tensoactivos.

Se realizd tres nuevas formulaciones en las que se varié la cantidad de tensoactivo. Se

siguid el procedimiento descrito en el apartado anterior, en el que se pesa la MTW80, el

biodiesel, se caliente y se agrega el agua agitando.

Cuadro IX. Masas medidas para la optimizacion de la cantidad de tensoactivos.

Nombre 8% m/m 9% m/m 10% m/m
Masa MTWS0 (g) 8,07 9,03 10,01
Masa B-Eco (g) 16,02 16,07 16,25
Masa agua (g) 76,02 75,03 74,06

2.3.4. Formulacidn final con los ingredientes activos.
Se prepard en un balén aforado de 100,0 mL una disoluciéon de 0,4291 g limoneno y
0,8213 g de a-pineno, el disolvente empleado fue B-Eco, a esta disolucién se le llamo

madre de B-Eco + IAs.

Se realizé un lote del insecticida siguiendo el procedimiento ya descrito en apartado

4.4.2 y las masas del cuadro X.
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Cuadro X. Masas para la primera prueba del formulado con los |As.

Materia prima Masa (g)
MTW80 16,16
Madre B-Eco + 1As 31,36
2-fenoxietanol 0,21
Agua 153,09

Se realizé un nuevo lote de 200 g con las cantidades del cuadro Xl y se le agregé 5 mL

de etanol.
Cuadro XI. Masas para la segunda prueba del formulado con los |As.
Materia prima Masa (g)
MTWE80 16,12
Madre B-Eco + IAs 32,04
2-fenoxietanol 1,02
Agua 162,00

Se formuld 200 g con las cantidades del cuadro XII.

Cuadro Xll. Masas para la tercera prueba del formulado con los IAs.

Materia prima Masa (g)
MTWS80 8,68
Madre B-Eco + |As 16,06
2-fenoxietanol 1,01
Agua 161,53

2.5.Pruebas de estabilidad del formulado.
2.5.1. Preparacion de las muestras.
Se preparé una disolucién madre de los IAs colocando en un balén de 100,0 mL 0,4803

g de limoneno y 0,9466 g de pineno y aforando con B-Eco. Se tomd una alicuota de 10,00



ml de esta disolucién, se vertid en otro balén de 100,0 mL y se aford de nuevo con B-Eco.
A esta dilucidn se le llamé B-Eco+ IAs. Seguidamente, se realizo el lote con las masas

descritas en el cuadro XlII.

Cuadro XIIl. Masas del lote para las pruebas de estabilidad del RTU.

Materia prima Masa (g)
MTW80 9,50
Madre B-Eco + |As 17,1356
2-fenoxietanol 1,01
Agua 174,58

Se colocd en viales aproximadamente 10 g de la formulacidn preparada anteriormente.
La mitad de los viales fueron colocados en una gaveta mientras que la otra mitad se
colocd en una estufa a 44 °C, esta temperatura se corroboré a todo lo largo de la prueba,
ver Figura A.4. El siguiente cuadro muestra las masas exactas que se colocaron en cada
vial. Las muestras en la gaveta se llamaron custodia y se les colocé como cédigo la letra C,

a las que se encuentran en la estufa se les colocé el cddigo T.

Cuadro XIV. Masas de las muestras de la formulacién para las pruebas de estabilidad.

Nuamero de vial Masa de las muestras C (g) Masa de las muestras T (g)
1 10,0672 9,8578
2 9,9790 10,1673
3 9,8835 10,0098
4 10,1922 9,7748
5 9,6736 9,7519
6 10,0424 9,6284
7 10,0101 9,4692
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2.5.2. Preparacion de los patrones.

Usando diclorometano como disolvente se preparo dos disoluciones concentradas en
balones de 100,0 mL. En la primera se coloct 0,2061 g de limoneno y 0,4060 g de pineno,
a la segunda se le agregd 0,2124 g de octadecano. A partir de las dos disoluciones
anteriores se preparo 5 patrones de 10,00 mL cada uno y cuyas concentraciones variaron
entre 60 mg/L y 120 mg/L de pineno, 30 mg/L y 100 mg/L de limoneno, el cuadro XV
describe los volimenes que fueron agregados de cada una de las disoluciones segun el

patron. Se empled diclorometano como disolvente.

Cuadro XV. Volumenes empleados en para la preparacion de los patrones.

Patron Disolucion madre de limoneno y de Disoluciéon madre octadecano (pL)
pineno (uL)
1 150 250
2 250 250
[ -3 350 250
4 425 250
5 500 250

2.5.3. Andlisis de las muestras.
Se trasvasO cuantitativamente la muestra Cl1 a un embudo separador utilizando
diclorometano para los lavados. Se separd la fase orgdnica de la acuosa. La fase con
diclorometano se llevo a un balén de 25,0 mL y se aford. Se inyectd 1 plL de esta dilucién

en el cromatégrafo de gases.

19



2.5.4. Pruebas de extraccion.
Se realizdé 200 g de con las mismas proporciones que la formulacién final del RTU. Y se

aplicaron distintas pruebas:

Fresca: A 10,0035 g del preparado se le agregd 10 mL de diclorometano y se extrajo.

Sal: Se tom¢é 10,0137 g del preparado, se le agregd 5 mL de salmuera y 10 mL de

diclorometano y se extrajo.

Ultrasonido: Se colocd 10,0159 g de la formulacién con 10 mL de diclorometano en un

bafio ultrasénico por 40 minutos.

Sal + Ultrasonido: A 10,0139 g de la formulacién se le agregé 5 mL de salmuera, 10 mL de

diclorometano y se colocd en el bafio ultrasénico por 40 minutos.

Acetato de etilo: Se le agregd 10,0239 g de la formulacion 20 mL de acetato de etiloy 5
mL de salmuera y se extrajo. Ademads, se realizé un patrén de 50 mg/L de limoneno y

octadecano y 100 mg/L de pineno con acetato de etilo como disolvente.

Tolueno: A 10,0139 g de la formulacién se le agregd 5 mL de salmuera, 10 mL de
diclorometano y se colocd en el bafio ultrasénico por 40 minutos. Se realizé un patrén de

50 mg/L de limoneno y octadecano y 100 mg/L de pineno con tolueno como disolvente.
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2.6.Concentrado emulsificable.

2.6.1. Formulacién del concentrado emulsificable.
Se probé con distintas formulaciones para los concentrados, las masas se pueden
observar en el cuadro XVI. Para esto se pesd el biodiesel, los tensoactivos, se calentd en

un bafio maria y se agregé el 2-fenoxietanol.

Cuadro XVI. Cantidades de las materias primas empleadas segtin cada concentrado.

Materia prima I Masa (g)
Concentrado 1
MTWS0 1025
Madre B-Eco + |As 4,39
2-fenoxietanol 0,50
B-Eco 73,15
Concentrado 2
MTWS80 27,51
B-Eco + 1As 49,51
2-fenoxietanol 3,31
Concentrado 3
Tween 80 ® 10,02
B-Eco 87,22
Limoneno 0,6122
Pineno 1,0161
2-fenoxietanol 0,53
Concentrado 4
Tween 80 ® 9,04
Acido oleico 141
Limoneno 0,5584
Pineno 1,0244
B-Eco 69,50
2-fenoxietanol 0,58 R, ¢
_ Concentrado 5 g S 4
Tween 80 *® 13,55
Acido oleico 1,54 -
B-Eco 69,58
Limoneno 0,5185
Pineno 1,0289 |
2-fenoxietanol 0,56 l




2.6.2. Pruebas de estabilidad.

Para la curva de calibracién empleada se siguid el mismo procedimiento que en la
seccion 4.5.2 Preparacion de los patrones. El procedimiento para el analisis de las pruebas
fue el siguiente: Se pesé aproximadamente 1 g de la muestra, se colocd en un balén de
25,00 mL, se le agregd 1250 plL de la disolucién concentrada de octadecano, se aforé con

diclorometano y se inyectd 1 uL en el cromatégrafo de gases.

2.7.Pruebas de efectividad realizadas en el laboratorio.

Se colocd en 6 beakers a temperatura ambiente 300 mL de agua con larvas de Aedes
Aegypti. A tres de los beakers se le agregd adicionalmente 3 mL del concentrado y se
comenzé a medir el tiempo en que estas mueren. Se tomd como muertas las larvas

cuando perdieron su movilidad y se depositaron en el fondo del reci;:Ji(—‘:nte.g’2
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3. RESULTADOS Y DISCUSION
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Los insecticidas “ready-to-use” (RTU) o listos para usarse son aquellos que, como su
nombre lo dice, no necesitan una dilucién previa para su uso y se pueden aplicar
inmediatamente.®® Estos consisten en una pequefia cantidad del ingrediente activo
disuelto en un solvente organico,*® generalmente se forman emulsiones de los solventes
con agua es decir emulsiones de aceite en agua u “oil in water" (O/W). Por lo que, para
realizar este larvicida es importante determinar inicialmente el equilibrio hidréfilo-lipofilo
(HLB por sus siglas en inglés) del biodiesel dada la inmiscibilidad del agua y del biodiesel
que obliga a la utilizacidon de tensoactivos. Dicha determinacién se puede realizar de dos

maneras:

-Tedricamente: Es necesario conocer la naturaleza de los componentes de la mezcla y con

base en tablas ya estudiadas se calcula el HLB resultante aplicando la ecuacién 1.%
HLB = (% m/m, * HLB,). (1)

Por ejemplo, una mezcla de 70% m/m de Tween 80® (HLB=15) y 30% m/m Span 80*

(HLB=4,3). *
HLBmezcla = 70% m/m * 15 + 30% m/m * 4,3 = 11,8

-Experimentalmente: Se analiza la relacion 6ptima de dos tensoactivos en la cual un aceite

genera la mejor emulsién. Por lo tanto, el HLB de la relacion dptima obtenida es el HLB

35,36

requerido para el aceite y se calcula mediante la ecuacién 2, quien deriva de la

ecuacion 1. Se toma W,, como el peso del compuesto.

_ T Wp+HLB,

HLBgceite = YW (2)
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En este proyecto, se empled el segundo método para determinar el HLB requerido del
biodiesel. Para esto se realizd una bateria de HLB, es decir, una serie de distintas
relaciones entre los tensoactivos que varian de 4 a 14 en su valor de HLB vy, en este caso,
adicionalmente se usé distintas mezclas de surfactantes siendo éstas las siguientes:
monoestearato de glicerilo - Tween 80%, monoestearato - Tween 20® y monoestearato -
aceite de ricino. Un tensoactivo hidréfilo y uno lipdfilo es la mezcla mas eficiente a la hora
de realizar una formulacién® es por este motivo que se eligié el monoestearato (hidréfilo)
junto con su contraparte lipdfila como lo es el aceite de ricino, el Tween 80* o el Tween
20™. Por otro lado, las relaciones de monoestearato:emulsificante complementario que
aseguran el rango de HLB deseado fueron las siguiente: 1:0, 4:1, 1:2, 1:1, 1:3 y 1:9 para el
Tween 80™ y para el aceite de ricino y el Tween 20* las relaciones empleadas fueron: 19:1,
4:1, 2:1, 1:1, 1:2 y 1:4. En la Figura 2-1 se puede apreciar una fotografia de una de las
baterias realizadas para la determinacion del HLB requerido, asimismo, se observa que el
resultado es una mezcla homogénea, de color blancuzco y sélida en el caso el Tween 80%,

para el Tween 20* sucede lo mismo.

Figura 3-1 Bateria de HLB realizada con monoesterato y Tween 80%.



Una vez trascurridas 24 horas desde la formacion de las mezclas y analizar los
resultados observados, se selecciono la bateria de la mezcla monoestearato -Tween 80*®
dado que la mezcla con el aceite de ricino se separd y la mezcla con el Tween 80 es un
semisélido haciendo mds fécil su manipulacién, contrariamente al sélido obtenido para el
Tween 20*. Seguidamente, se analizd la relacion mdxima por lo que se tomaron masas
iguales de la mezcla de surfactantes y de biodiesel suministrado por la Escuela de Quimica,
se mezclaron y se dejaron en reposo durante otras 24 horas, al no separarse ninguna de
las muestras se le agregd 2000 pL mas de biodiesel. Se realizd este mismo procedimiento
para el biodiesel marca Energias Biodegradables (llamado de ahora en adelante como B-
Eco), al ser la muestra del vial 6 la Unica en no separarse ni estar en su estado sélido se
determind, en ambos casos de biodiesel, que el HLB requerido del biodiesel es de 14, a
continuacidn se le seguira llamando MTWS80 a la mezcla monoestearato-Tween 80% en
una relacion 1:9 la cual es de un color amarillento y su textura es similar a la de la
mantequilla. A partir de este punto se trabajo Unicamente con el biodiesel B-Eco, dado
que el biodiesel de la Escuela de Quimica estaba contaminado con jabdn y presentaba dos
fases (Figura 2-2). Esta condicion puede atribuirse a la mala implementacion del método
de preparaciéon de este compuesto. El biodiesel B-Eco por su parte es mayoritariamente

palmitato de metilo, ver Figura A-1.

Figura 3-2 Fotografia del biodiesel de la Escuela de Quimica.
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Posterior a la determinacién del HLB, se realizé un diagrama ternario con el fin de
determinar la o las zonas donde se forman una emulsién estable con los tres
componentes principales de la formulacion, es decir: agua, biodiesel y los tensoactivos.
Con esta finalidad, se realizé una serie de pruebas variando tanto el porcentaje de agua
como el porcentaje de biodiesel; el porcentaje de surfactantes no se vario dado que no es
econdmicamente provechoso para una formulacion tener altos porcentajes de este ultimo

componente.

Al variar las cantidades de agua se presentd en los viales 1 y 2 un sdlido, ese se debe a
la alta cantidad de tensoactivos presentes ambos viales, siendo de 33% m/my 25% m/m
respectivamente. Al ser la mezcla MT80 un sdlido y al haber un alto porcentaje de
emulsificantes, los liquidos que se agregan solo ablandan un poco la mezcla formando asi
una emulsion de textura parecida a la mayonesa. En los viales del 3 al 7 se presentd una
separacion de fase, sefialada con una flecha, debido a que no se alcanzd el equilibrio
hidrofilo-lipofilo requerido por lo que de un lado se tiene el agua con algunos surfactantes
y del otro el aceite con el resto de los tensoactivos, tal como se observa en la Figura 2-3.

Los tres siguientes viales (8, 9 y 10) si alcanzaron el equilibrio y presentan una sola fase.




Por su parte, al variar la cantidad de biodiesel se obtuvo en los primeros cuatro viales
un solido (11-14 de la Figura 2-4), reflejando un alto porcentaje de surfactantes como en
el caso anterior. Los cinco viales restantes presentaron dos fases, sefialando una
separacion entre una parte del biodiesel y una emulsion inversa, donde al haber tanto
biodiesel la emulsion en lugar de ser de aceite en agua es de agua en aceite. Estos
resultados reflejan que se ocupa una baja proporcion de biodiesel dentro de la
formulacién, siendo esto ventajoso econémicamente ya que disminuye los costos de
produccion dado el bajo costo del agua en comparacién a otros solventes, por ejemplo: el

agua tiene un valor de 1,70 CRC/L *’ mientras que el biodiesel 790 CRC/L.

w# 1
WE |

|
=

Figura 3-4 Fotografia del resultado de la prueba “Variando la cantidad de B-Eco”.

Por consiguiente, con los datos obtenidos de las dos pruebas antes estudiadas se pudo
realizar un diagrama ternario (Figura 2-5) y con ayuda de este Ultimo analizar la zona en la
que la formulacién tendria una sola fase. Se aprecia que, para obtener un larvicida con
una unica fase, es necesario menos de un 20% m/m de biodiesel, menos de un 10 % m/m

de tensoactivos y mas de un 70 % m/m de agua. Estas proporciones son beneficiosas en

g~
—r
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términos monetarios, como ya se menciond, la materia prima mas barata es el agua y al
ser esta la predominante en la formulacién disminuye los costos de produccidn. A partir
de estos datos, se realizé una optimizacién de la formulacién y los resultados se fueron
agregando al diagrama ternario con el fin de tener un panorama mas amplio, es por este

motivo que la figura 11 presenta mas de 19 puntos.

0 = 100 Sélido

O Dos fases

> Unafase

@ Proporciones del Ready-to-use
@ Proporciones del concentrado

50 50

% Agua % Tensoactivos

40

: ; ; ' * 0
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
% Biodiesel

Figura 3-5 Diagrama ternario biodiesel-agua-surfactantes para la formulacion del larvicida.

Si se comparan los datos obtenidos con los de otras formulaciones en el mercado,

como por ejemplo el Raid todo insecto aerosol®*® (Figura 2-6) se constata que en la




formulacién propuesta se emplea aproximadamente la mitad del vehiculo, el Raid emplea
entre un 40% m/m y un 60 % m/m de vehiculo mientras que en el larvicida se utilizaria
maximo un 20% de este. Lo cual se ve reflejado en una baja de los costos del producto

respecto a este componente, ademas, de ser més amigable con el ambiente dado el uso

de biodiesel y agua.

HOJA DE DATOS DE SEGURIDAD RAID TODO INSECTO AEROSOL
Feche de emisén  : Mayo 2007 CODIGO : 609445
ificacis 3
4.~ Muy Alta
Il
2.-Moderada
1-Ligera
0.-Insignificantc
Seccitn 2 : COMPOSICION HINGREDIENTES
Naturalera Quirnicn ngredicntes | Componentes
NCAS INGREDIENTE PESO (™) LIMITE EX#OSICION
Te06-12:0 | Tetrametrins <05 No establecuio
5530 | Permctring <05 No establecido
m d- Aletrning <95 No oxtablocudo
Hadrocarburo bsoparafinsce, solvente | 40 - 60 106 ppm ™A {solvente stodar)
Miescla de Hidrocarburos Propelonte -6 1000 ppens OSHA

Figura 3-6 Composicidn del RAID todo insecto, aerosol®.

Durante la optimizacion de la formulacion se estudié el orden en que la materia prima
se afiade con la pregunta éel orden de los factores altera el producto? Para llegar a la
respuesta de esta interrogante se realizo cinco parejas de proporciones diferentes siendo
los viales que poseen las mismas proporciones los siguientes: 1y 6; 2y 7;3y 8,4y 9y
finalmente 5 con 10. Entre cada pareja la variacién consiste en el orden de los reactivos:

Para los cinco primeros viales se agregd primero el biodiesel junto con los tensoactivos y
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luego el agua; mientras que, para el resto de los viales se agregd primero el agua y luego
el biodiesel. La Figura 2-7 muestra claramente que en este caso el orden de los factores si
altera el producto, las muestras a las cuales se les agregd agua de primero se separaron
inmediatamente, mientras que las muestras a las cuales se les agrego el biodiesel primero
no se separaron luego de 24 horas a pesar de que las proporciones variaban. Por lo tanto,
el procedimiento para realizar la formulacion es: Pesar inicialmente el MTW80 y el B-Eco,
calentar en un bafio maria hasta tener una mezcla homogénea y agregar el agua con

agitacion constante.

Figura 3-7 Fotografia del estudio del orden de la materia prima en la formulacion.

Al realizar la formulacién con los porcentajes del vial 3 a una escala mayor y tras un
periodo de 24 horas se determind que el porcentaje de separacién de 2 % m/m. Al existir
esta pequefia separacion se decidid aumentar ligeramente el porcentaje de los
surfactantes de 7 % m/m, que seria el porcentaje de tensoactivos con el que se trabajé
durante la optimizacion, a 8 % m/m, 9 % m/m y 10 % m/m. La mezcla con 10% m/m de
surfactantes se separdé inmediatamente mientras que la mezcla con 9% m/m se separo al

dia siguiente, se atribuye este fendmeno a la saturacion del medio. Por su parte, la mezcla




con 8% m/m de tensoactivos no se separé después de 24 horas. En la Figura 2-8 se
observan estas tres formulaciones al haber transcurrido las 24 horas. Se continuo

trabajando con un 8,0% de tensoactivos.
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Figura 3-8 Fotografia la optimizacion de los tensoactivos en la formulacion.

Una vez la formulacion optimizada se procedio a agregar los ingredientes activos en la
formulacion, siendo estos solubles en el biodiesel se preparé una disolucion de 4291 mg/L
de limoneno y 8213 mg/L de una mezcla de a-pineno. Posteriormente se prepard un lote

con las siguientes proporciones: 8,0% m/m de MTWS80, 16,0% m/m de B-Eco + IAs, 0,1%
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m/m de 2-fenoxietanol y 75,9% m/m de agua. Se trabajo con casi 20 veces mds de la
cantidad deseada en la formulacion final de los 1As para observar si se daba alguna
separacion de los IAs de la formulacion, que no se produjo. Ademads, se agregd el
2-fenoxietanol como un preservante dada su actividad fungicida, sin embargo, a la semana
el lote presentd la formaciéon de hongos, por lo que se realizé un nuevo lote con las
siguientes proporciones: 8,0% m/m de MTW80, 16,0% m/m de B-Eco + IAs, 0,5% m/m de
2-fenoxietanol y 75,5% m/m de agua. En este nuevo lote ya no se formd hongos, pero si
una separacion de las fases. Se continué formulando con distintos co-disolventes como el
etanol y variando la cantidad de agua hasta obtener las proporciones éptimas para la
formulacién de este larvicida: 5,0% m/m de MTW80, 8,5% m/m de B-Eco + |As, 0,5% m/m
de 2-fenoxietanol y 86 % m/m de agua. En comparacién a las proporciones antes
obtenidas hay un menor porcentaje de biodiesel y de surfactantes los cuales son las
materias primas mas caras por lo que, este cambio de formulacién se veria reflejado en

una baja en el costo del producto final.

Con la formulacién finalmente optimizada y funcional se procedio a realizar las pruebas
de estabilidad, esta vez con la cantidad deseada de 1As dentro de la formulacién, es decir
una concentracion de 50 mg/L para el limoneno y 100 mg/L de pinenos, siendo estas
concentraciones el LCso estimado por Pavela.” Para llevar a cabo las pruebas se analizé
siempre una muestra control la cual se mantenia a temperatura ambiente y se realizé una
prueba acelerada en la cual los viales permanecieron en una estufa a 45 °C hasta el final

de la prueba, se eligié esta temperatura ya que Costa Rica pertenece a la zona IV: calida /

- 39
himeda.
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Debido a los puntos de fusion del pineno y del limoneno se eligid realizar un analisis
por cromatografia de gases con un patrén interno el octadecano cuyo peso molecular y
una polaridad similar a los IAs. Ademas, para disminuir el tiempo del analisis y asegurar
una buena resolucion de los analitos se configuré una rampa térmica iniciando en 80 °C y
terminando en 200 °C. A la semana de haber iniciado con la prueba de estabilidad se
midié tanto la curva de calibracién como la primera muestra, la cual en la primera
inyeccién presento dareas muy bajas y por lo tanto una concentracion por debajo del limite
de deteccién. En una primera instancia se pensd que habia dos causas posibles:
descomposicion de los |IAs o una mala extraccidn de éstos. La primera hipdtesis se rechazé
cuando al realizar un nuevo lote y analizarlo inmediatamente, las dreas seguian siendo

muy bajas.

La extraccidn de los ingredientes activos del RTU se realizd para simplificar la matriz del
analisis, con dicho fin se empled diclorometano como disolvente. En la Figura 2-9
pareciera que dicho disolvente es el adecuado ya que logra romper con la emulsién agua-
biodiesel, ademas, tanto el limoneno como el pineno y el octadecano son solubles en este
compuesto. Sin embargo, el resultado del andlisis indica lo contrario. Con el fin de lograr
romper la emulsidon formada y extraer con mayor facilidad los compuestos, se realizaron
dos pruebas: a una de las muestras se le agregé una disolucién saturada de salmuera que
modifica la fuerza idnica en el medio separando las emulsiones y la otra se colocé por 40
minutos en un bafio ultrasénico, pese a presentarse una leve mejoria con respecto al
primer procedimiento de extraccion, ambos métodos estan aproximadamente un orden

por debajo de lo que deberian de obtenerse, ya que son muestras recién preparadas.
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También, se tratd con una mezcla de ambos métodos mas tuvo el mismo resultado que las
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pruebas anteriores.

Figura 3-9 Fotografia de la extraccidon de los analitos en el RTU con diclorometano.

Como mejora para proximos analisis se recomienda también analizar el biodiesel que
se separa. Probablemente en esta fase oleosa se encuentran los ingredientes activos,
mientras se sospecha que en la otra fase se encuentra el diclorometano junto con una

porcion de los surfactantes que solubilizan el agua en este disolvente.

A pesar del intento fallido, se demostré que el problema yacia en la extraccién de los
compuestos, dado que se logré apreciar en el cromatograma un aumento en el area de la
mezcla de la salmuera con el ultrasonido, revelando que las moléculas no se habian
descompuesto, sino que se encontraban en una muy fuerte emulsidn. Se sabe entonces
que la solucién es realizar una extraccion mas eficiente de los analitos. Con tal fin se

cambié el disolvente empleado y probé con acetato de etilo y tolueno como dltima

- — s -



alterativa. Se eligié estos dos disolventes como remplazo dado que son menos nocivos con
el ambiente, al degradarse el tolueno genera benzaldehido y posteriormente &cido
benzoico,’® mientras que el acetato de etilo se degrada en &cido acético. No obstante,
estos dos disolventes también obtuvieron resultados negativos. Al ser tan dificil romper la
extraccion se ve reflejada la robustez de la emulsion formada y el buen funcionamiento de
los tensoactivos elegidos. Sin embargo, para evitar danar el equipo las pruebas de
estabilidad no pueden poseer agua, es por esta razén que se decidid realizar un

concentrado emulsionable.

Los concentrados poseen como ventaja ante las formulaciones “ready-to-use” que son
menos costosos en términos de tratamiento por unidad de area, no son abrasivos y son
mas faciles de transportar, de almacenar y de manipular.®® Los concentrados se pueden
vender en dos distintas presentaciones, en su forma sélida como por ejemplo los polvos
mojables o los polvos solubles y la forma liquida cuyo ejemplo seria un concentrado

emulsionable.

La primera formulacién tuvo las siguientes proporciones al agregar a 2 mL del
concentrado 8 mL de agua: 2,1% m/m MTW80, 15,9% m/m B-Eco, 0,1% m/m fenoxietanol
y 81,9% m/m agua. En comparacién a la formulacion del “ready-to-use” se redujo la
cantidad de surfactantes y se aumentd la de B-Eco dado que una alta cantidad de
tensoactivos podria formar una masa semisélida y no el liquido buscado, sin embargo, la
mezcla se separd 24 horas después, probablemente debido a la falta de surfactantes. Si
bien es cierto esto no deberia de presentar un problema ya que al concentrado se le

agregaria agua una vez que se desee usarlo no es lo recomendado, si en algin caso el
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usuario desea guardar la formulacion restante y esta se separa un dia después podria
darse una aplicacion inadecuada por falta de agitacion y homogenizacion. Es por esas
razones que se decidio realizar otros concentrados. También se determind la eficiencia de
este primer concentrado, para lo cual se trabajé con muestras de agua gue contenian
larvas de Aedes aegypti y se les adiciond 3 g del concentrado emulsificable. Al cabo de 2
horas el 100% de la poblacién habia muerto reflejando el poder larvicida del producto y
que este es funcional, tal como se aprecia en la Figura 2-10 donde se pueden ver las larvas
flotando antes de colocar el concentrado (Figura 2-10 a.). Después de 2 horas estas ya no
flotan y se encuentran inmoviles en el fondo del beaker, por lo que se toman por muertas

(Figuras 2-10 b.).

Figura 3-100 Fotografia del estudio de la eficiencia del larvicida. a. Antes de agregar el
larvicida. b. 2 horas después de haber agregado el larvicida.

El segundo concentrado, C,, se prepard tal que al agregar 12 mL de agua a 2 mL del
concentrado las proporciones quedasen de la siguiente manera: 4,6% m/m MTW80, 8,3%

m/m B-Eco, 0,6% m/m fenoxietanol y 86,5% m/m agua; es decir igual a la formulacién del
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“ready-to-use”. No obstante, el concentrado se separé con la presencia de un sdlido en el
fondo (Figura 2-11), este sdlido son los tensoactivos, mas especificamente, el
monoestearato que es el Unico sdlido presente en la formulacion. Se procedidé entonces a
realizar un concentrado gue no tuviese monoesterato (Cz), inicialmente se realizé una
formulacién con solo Tween 80® dada la similitud de su HLB (15), con el HLB requerido del
biodiesel que es de 14. Esta vez el concentrado no se separo, pero la emulsion en agua si,
suponiendo que le faltaba el componente hidréfilo que aportaba el monoestearato se

agrego etanol, mas se siguio separando la formulacion.

Figura 3-111 Fotografia del concentrado C,.

Con una guia mas clara sobre lo que habia que cambiar en la formulacion del
concentrado, es decir: cambiar el monoestearato de glicerilo por un emulsificante que sea
hidréfilo y liguido se consiguid como remplazo el acido oleico quién posee un HLB de 1y
es liquido. Se preparé el concentrado 4, Cs, con el dcido oleico y Tween 80 *® de tal forma
que el HLB de la mezcla resultante fuese de 14 y tal como se predijo, esta vez el
concentrado presenté una unica fase. De igual forma, se aumenté la cantidad de agua

afiadida, se agregé 100 mL de agua a 1 mL de C4 con el fin de que el concentrado tenga



una mayor durabilidad y asi tener un producto que rinda mucho a un bajo costo. Sin
embargo, este se separd ligeramente razon por la cual se aumentd un poco la cantidad de
surfactantes y se dobld la cantidad de concentrado que se debe agregar a 100 mL de agua
para finalmente dar con el concentrado 5 (Cs). La formulacidn final del concentrado posee
17,4% m/m de tensoactivos, 0,6% m/m de limoneno, 1,2% m/m de pinenos, 80,3% m/m

de B-eco y 0,5% m/m de 2-fenoxietanol.

Al igual que con el RTU se le realizaron pruebas de estabilidad al concentrado, se siguid
el mismo procedimiento de las pruebas de estabilidad anteriores, a excepcién de la
extraccidon. Las curvas de calibracion para el anélisis de limoneno y pineno se pueden
observar en la Figura 2-12, al realizar estas curvas y los analisis de las muestras, se tomé
en cuenta los dos picos correspondientes a los dos isdémeros del pineno vy los tres picos
principales correspondientes al limoneno y no solo los picos principales de cada uno como
se hizo en las pruebas anteriores. Esta decisiéon se tomd al ver un aumento considerable
de los picos secundarios en las curvas de calibracidn conforme aumentaba la
concentracién y que en ciertas ocasiones tenian valores similares de area a las del pico

principal.

39



| 3,0000 -

| 8 2;5000 T A FinenoxAnctade:ano i 0’0031 CnPinenn + 0’041
- 8 R? = 0,9981 .
I S 2,0000 + ¢ Limoneno
+I
§ 1,5000 - A Pineno
]
g 1,0000 +
<
-_‘?: 0'5000 10 A leoneno/Aactadecano i 0f0024 CnLimcnenc ¥ 0!0064
E R?=0,9997
<  0,0000 — ~. 1 1
0 200 400 600 800 1000
Concentracion (+ 3 ppm)

Figura 3-122 Curvas de calibracion del limoneno y pineno para las pruebas de estabilidad.

Una vez finalizadas las pruebas de estabilidad se realizé un ajuste de Arrhenius,

ecuacion 3, con el fin de determinar el tiempo en el que se alcanzaria un 10% de la dosis

inicial.
A — ekt (3)

Donde Ag es el drea inicial, A es el area de la muestra analizada, t es el tiempo y k es

una constante que incluye la constante cinética.
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Figura 3-133 Ajuste de Arrhenius de las pruebas de estabilidad para el limoneno y pineno.

Por este método se determind el tiempo que duraria el concentrado en tener un 10%
de las concentraciones iniciales de los ingredientes activos. Mediante un despeje de la

ecuacién 3 se obtiene la ecuacidn 4, la cual permite el célculo de dicho tiempo.

t=——= (4)

Por lo tanto, el tiempo calculado para que se alcance un 10% de la concentracion
original es de aproximadamente 4 meses para el pineno y 5 meses para el limoneno. Es
importante resaltar que estos ensayos son preliminares y el método es de prueba, por

ende, este no estd validado. Se recomienda validar el método si se desean resultados mas

exactos.
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Asimismo, las pruebas aceleradas no presentaron cambio durante el periodo del
analisis, por lo que no se esperaria ningin cambio fisico en el concentrado, sin embargo,

estos analisis no siempre predicen estos cambios fisicos.**



4. CONCLUSIONES
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Se determind que el HLB requerido del biodiesel es de 14, mediante este dato se pudo
realizar un diagrama ternario el cual indicé las zonas en las cuales la formulacién larvicida

presenta una sola fase, guiando asi su optimizacion.

Las proporciones encontradas para una buena formulaciéon RTU de un larvicida a base
de limoneno y a-pineno con biodiesel como vehiculo son: 5,0% m/m de MTWS8O0,

8,5% m/m de B-Eco+ |As, 0,5% m/m de 2-fenoxietanol y 86,0% m/m de agua.

De igual forma, se determind que el orden adecuado para realizar la formulacion del
RTU es pesar en una primera instancia los tensoactivos y el biodiesel con los ingredientes
activos ya disueltos en este, calentar y posteriormente agregar el agua. De lo contrario, la

mezcla se separara.

Al realizar las pruebas de estabilidad del RTU no se logrd separar el limoneno vy el
a-pineno del biodiesel, a pesar, de haberse tratado con salmuera, ultrasonido y
cambiando el disolvente por acetato de etilo o tolueno. Al no ser las pruebas de
extraccion exitosas se decidié realizar un concentrado emulsificable donde no hay que

realizar un proceso de extraccién para hacer las pruebas de estabilidad.

El concentrado emulsificable posee 17,4% m/m de tensoactivos, 0,6% m/m de
limoneno, 1,2% m/m de pinenos, 80,3% m/m de B-eco y 0,5% m/m de 2-fenoxietanol. Su
duracién es de aproximadamente 4 meses segln las pruebas de estabilidad realizadas. Las
pruebas aceleradas predicen que esta formulacién no llegara a presentar cambios fisicos.
Asimismo, al cabo de 2 horas las pruebas preliminares de campo mostraron una eficiencia

del 100% del producto al matar a toda la poblacion.
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Se propone para realizar una validacion del método de analisis de los ingredientes
activos. Ademads, realizar por un periodo mas largo y con varias réplicas de cada muestra

con el fin de tener resultados mas exactos.

De igual forma, es necesario realizar mds pruebas de efectividad del producto; tanto de
cada uno de los ingredientes activos solos como de un blanco sin los ingredientes activos.
Junto con la realizacién de pruebas de campo, en un ambiente ya no tan controlado como

o es un laboratorio.

Finalmente se propone la realizacion de estudios de mercado, de costos y el registro

del producto con el propésito de lanzarlo al mercado.
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Anexo 1: Resultados obtenidos de la espectrometria de masas.

Sase Peak: 747 10,000
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Figura A. 1 Espectro de masas del B-Eco.
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Figura A. 2 Espectro de masas del a-pineno.
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Figura A. 3 Espectro de masas del limoneno.
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Anexo 2: Control estabilidad de la estufa durante las pruebas de estabilidad.
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Figura A. 4 Control de la temperatura de la estufa durante las pruebas de estabilida del
RTU.
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Figura A. 5 Control de la temperatura de la estufa durante las pruebas de estabilida del
concentrado.
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Réplica 1 Réplica 2
Prueba Muestra - - - - - : I
Pineno 1 | Pineno 2 | Limoneno 1|Limoneno 2|Limoneno 3| Octadecana| Pinenc 1 | Pineno 2 | Limoneno 1|Limonene 2 |Limenena 3|Octadecand)
. Patron1 | 105195,0 24204,7 | 16301,6 | 106856,0 247493 17547,6
. Patrén 2 13373,6 2823,9 13676,3 | 133394 2837,7 16277,3
i Patrén 3 24767,2 5352,5 15447,6 | 232367 5007,5 15412,1
4 Patrénd | 357422 7933,6 15416,9 | 324589 7062,9 14497,5
Patrén5 | 403751 ‘88578 14598,6 | 40375,1 88578 14598,6
> Patrén 6 | 47000,9 103889 133154 | 480705 10652,2 144983
; Fresca 235,3 28562,7 20047,3 | 1929 - 209953,0- 25135,5
" sal 4576,2 1300,2 14561,5 | o 20395,4
2781 _ 70 16580,7
5 9069,6 22899 207096 | 7912,4 19035,2
» OACl 2 115177,9
. | PruebaEtoAc | 8991 2150 | * 8327 | «
i : | 20 ) S |
Patrén1 | 53794,6 | 68583 5653,7 | 1195480 | 52973,0 | 6804,3 | 3919,5 5632,9 | 119600,0
: 7.3 1 6: 9 1] 25295 ¢ :
Patrén3 | 171748,0 | 22776,9 19826,7 | 114577,0 | 154421,0| 20476,7| 12003,7 | 367816 | 177412 | 11328200
Patrén 4 f 225572,0 | 30075,6 26 i . 172027 968
c Patron 5 | 264878,0 | 35070,8 30404,1 | 111994,0 | 275343,0] 36563,8| 21578,9 | 672939 | 318635 | 1153590,0
0 0 : 42782,4 75160 | 28130} 25555,7 }iigs9 8 54 | 1177460,0
n co 77213,9 41527 | 106578,0 16211,8 | 11827,4 | 377046 131323,0
c o 22779, 250 | 946733 | 210637 ; 7
e T1 91009,9 9550,2 | 107784,0 | 90593,8 | 13278,8 | 79887 | 295137 | 36164,3 | 109860,0
n 3 274 115395 g 1?7
t T2 35260,0 85953,3 | 421280 | 6322,7 122947 | 3514,1 | 913344
r ( 52320,9 } 918 824 | 76436 } 257574 | 99187 5,
a T3 719419 | 10 62204 | 884416 8401,8 | 16339,1 | 21531,3 | 46389 | 80423,1
0 T4 38275,3 3612,3 | 98541,9 | 39662,8 | 6587,4 | 2647,1 | 123304 | 41612 | 989642
1 54 17047,8 | 113217,0 | 157002,0| 20891,4 | 7767,3 '{ 376098 | 16961,7 |;112067,0
Patrén 4 (13/12){ 210269,0 | 279735 | 16361,0 22716,8 | 113092,0 | 214091,0| 28477,6 | 165692 | 518773 | 231172 | 1122280
Patrén 3 (21/12)f 147519,0 | 196692 114554 | 36409,7 114856,0 | 144718,0] 19099,2 | ‘11111,2 | 34427 | 159284 | 100660,0
Patrén 4 (13/01){ 231049,0 | 310443 | 173369 | 58113,1 | 263584 | 90013,6 | 225755,0] 30129,5| 168280 | 565352 | 255432 | 104790,0
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Figura A. 6 Areas resultantes de los andlisis de las pruebas de estabilidad realizadas.

Anexo 4: Resumen de la formulacidn final.

Cuadro A.l: Cantidades de materia prima para el concentrado emulsificable

Materia prima Masa (g)
Tween 80 © 13,55
Acido oleico 1,54
B-Eco ) e = 69,58 N
Limoneno 0,5185
Pineno 1,0289
2-fenoxietanol 0,56
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