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Parte A

Introduccion



Capitulo |

Introduccion



Capitulo I. Introduccion

I-Agua y Contaminacion

El agua es el recurso natural mas importante, sin ella no seria posible la vida. La
existencia de agua en estado sdélido, liquido y vapor hace de la Tierra un lugar
adecuado para el desarrollo de la vida. Ya en las culturas ancestrales, el agua

representaba la esencia de la vida.

El agua total que se encuentra en el planeta Tierra se llama hidrésfera. Posee un
volumen aproximado de 1,360 millones de kilbmetros cubicos. Incluye aguas naturales
como lagos y rios; océanos y aguas contenidas en sistemas biolégicos. Los océanos
Artico, Atlantico, indico y Pacifico cubren el 71 % de la superficie terrestre y contienen
el 97 % del agua total. Menos de un 1 % forma parte de las aguas superficiales y

atmosféricas y de un 2 a un 3 % forma parte de glaciares y nieves permanentes.

Los procesos hidrosféricos constituyen distintos pasos por los que el agua circula en la
Tierra. Estos procesos incluyen la sublimacién del hielo, las precipitaciones, el
transporte a través de rios, etc. El ciclo natural del agua garantiza los recursos
hidricos. Pese a esto, la utilizacién de los recursos de agua dulce se ven reducidos
por su contaminacion. Segun IUPAC [Duffus, 1995], cualquier materia indeseable,
solida, liquida o gaseosa presente en el medio ambiente se denomina “contaminante o
polulante”. La cualidad de indeseable viene determinada por su concentracion y
permanencia en el medio. Se denomina contaminacién ambiental a la presencia de
sustancias en el ambiente, como consecuencia de procesos naturales o de actividades
humanas, en concentraciones y tiempo suficientes como para alterar la comodidad, la
salud o el bienestar de los seres vivos o perjudicar al medio. Segun el Informe de las
Naciones Unidas sobre el desarrollo de los Recursos Hidricos en el mundo [Unesco,
2003], unos 2 millones de toneladas de desechos son arrojados diariamente en las
aguas, incluyendo residuos industriales y quimicos, vertidos humanos y desechos

agricolas (fertilizantes, plaguicidas y residuos de plaguicidas).




[I-Clasificacién de contaminantes

Existen varias clasificaciones de los contaminantes, ya sea por su naturaleza fisica,
quimica o biolégica; por su toxicidad y bioacumulacion en el medio ambiente; por el

tipo de fuente que los genera; etc.

La contaminacién de las aguas puede proceder de fuentes naturales o antropogénicas.
Las fuentes de contaminacién natural son muy dispersas y no provocan
concentraciones altas de polucion, excepto en lugares muy concretos. La
contaminacion de origen humano, en cambio, se concentra en zonas concretas y son,
sin duda las mas peligrosas. Los cuatro focos principales de contaminacion
antropogénica incluyen: la contaminacion proveniente de las industrias, los vertidos

urbanos, las procedentes de la navegacién y de las actividades agricolas y ganaderas.

Las diversas fuentes de contaminantes pueden dividirse en “puntuales” o “no
puntuales”. Las llamadas fuentes puntuales representan aquellas actividades donde
los desechos son conducidos directamente a los cuerpos de aguas, por ejemplo, por
un conducto de descarga, donde pueden ser facilmente medidos y controlados. En
cambio, las fuentes no puntuales o difusas provienen de una amplia variedad de
actividades humanas para las que los contaminantes no poseen un punto de entrada
dentro de un curso de agua. Estas ultimas son mas dificiles de identificar, medir y

controlar que las fuentes puntuales [Ongley, 2009].

En esta tesis se adopta una clasificacion de contaminantes de manera tal de

discriminar los compuestos que son de interés para la misma, los plaguicidas.

Plaguicidas

La humanidad, desde sus inicios, ha tratado de controlar el crecimiento de pestes, ya
que es importante no sélo para la proteccién de los cultivos sino también para la salud
publica [Kim, 2006].

Segun la OMS, un pesticida o plaguicida es cualquier sustancia é mezclas de
sustancias, de caracter organico o inorganico, que esta destinada a combatir insectos,
acaros, roedores y otras especies indeseables de plantas y animales que son
perjudiciales para el hombre o que interfieren de cualquier otra forma en la produccion,
elaboracion, almacenamiento, transporte o comercializacion de alimentos, produccion
de alimentos, productos agricolas, madera y productos de madera o alimentos para

animales, también aquellos que pueden administrarse a los animales para combatir
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insectos aracnidos u otras plagas en o sobre sus cuerpos. Una clasificacion detallada
viene dada por el tipo de organismo blanco: Insecticidas, herbicidas, fungicidas,
rodenticidas, molusquicidas, acaricidas, antibiéticos y nematocidas. Los de uso mas

extendidos son los dos primeros.

Los plaguicidas pueden ser contaminantes del suelo como resultado de su
persistencia luego del uso, permeabilidad, derrames accidentales, y como residuos de
la industria de los mismos. En el ambiente acuatico los casos frecuentes de
contaminacion por plaguicidas se dan como consecuencia del almacenamiento y
distribucion inadecuados de los productos agroquimicos (aguas de desecho de
industrias agroalimentarias, aguas de desecho de plantas productoras de plaguicidas,
aguas de lavado procedente de contenedores y equipos de pulverizacién) [Devipriya y
Yesodharan, 2005].

La movilidad del pesticida y su potencial de ser transportado al agua depende de su
solubilidad, su constante de absorcién en el suelo (Koc), su coeficiente de particion
octanol/agua (Kow), su tiempo de vida media (DTs) y de la naturaleza del suelo. Por
ejemplo, un plaguicida es capaz de contaminar las aguas subterraneas si su
coeficiente de adsorcion es bajo, su tiempo de vida medio alto y su solubilidad alta.
Las nuevas generaciones de plaguicidas son polares, hidrosolubles y termolabiles con
el fin de disminuir su toxicidad y facilitar su desaparicién del ambiente. A su vez, debe
persistir tiempo suficiente como para controlar sus organismos blancos. Estas

caracteristicas favorecen su transporte a las aguas subterraneas.

El objetivo principal cuando se desarrollan pesticidas es hallar un compuesto con
potencialidad en el mercado, que no presente problemas residuales a corto 6 largo
plazo. Se conoce que solo una pequefia parte del pesticida alcanza su objetivo: los
organismos blanco, la mayor parte permanece en el suelo, el agua, el aire. No
obstante, son afectados por diferentes transformaciones que dan como resultado la
desaparicion en el medio. Si bien participan en este proceso reacciones quimicas,
como por ejemplo hidrdlisis, oxidacién y fotdlisis, el responsable principal de su
mineralizacion es el metabolismo microbiolégico. La microbiota del suelo utiliza los
plaguicidas como fuente de carbono y otros nutrientes. El tratamiento bioldgico de
degradacién de contaminantes, tanto en aguas de desecho como en suelos suele ser
el proceso mas econdmico. Sin embargo, cuando los contaminantes son muy téxicos y

persistentes, los procesos biolégicos no son eficientes.




Insecticidas

Mas de la mitad de los plaguicidas corresponden al grupo de los insecticidas. Desde
hace milenios la humanidad utiliza sustancias como cenizas, azufre, compuestos
arsenicales, tabaco molido, cianuro de hidrégeno, compuestos de mercurio, zinc y
plomo, etc., para luchar contra los insectos. Estas sustancias conforman el grupo de
los llamados insecticidas de primera generacién. Son, en general, muy téxicos, poco
efectivos como insecticidas y muy persistentes en el ambiente, por lo que el uso de la

mayor parte de ellos esta prohibido.

Los insecticidas de segunda generacién, de mucha mayor efectividad, pueden
clasificarse en grupos segun su estructura quimica. La familia de los organoclorados,
de los organofosforados y de los carbamatos son los mas utilizados. Aun hoy el
mercado mundial de pesticidas esta dominado por compuestos organoclorados y
organofosforados. Pero en las ultimas décadas se han desarrollado otros plaguicidas
con distintos modos de accion. Su toxicidad y persistencia en el ambiente estan adn
siendo investigadas en la actualidad. Ejemplos de ellos son las dinitroanilidas, los

fenilpirazoles, y los cloronicotinoides.

lll-Insecticidas Cloronicotinoides

La nicotina ha sido usada por siglos para el control de insectos en muchos cultivos. Su
éxito estuvo siempre limitado por su rapida degradacién en el ambiente, su falta de
selectividad y su toxicidad hacia vertebrados. Sin embargo, aun hoy es utilizado como

insecticida minoritario, particularmente en China [Tomizawa y Casida, 2005].

A principios de los ochentas investigadores japoneses subsidiados por la empresa
Bayer comenzaron el trabajo de sintesis y mejoramiento de nithiazin, la primera
molécula insecticida con un grupo nitrometilen que debido a su fotolabilidad nunca fue
comercializado [Menckel y Leschke, 2002; Tomizawa y Casida, 2005]. Luego de la
preparacion de aproximadamente 2000 compuestos, surgid en 1984 Imidacloprid
(IMD, 1-(6-cloro-3-piridil)metil-2-nitroiminoimidazolidina) (Fig | A1) y fue seleccionado
para uso comercial por su potencial insecticida, su fotoestabilidad, y efecto residual. El
insecticida cloronicotinoide, fue introducido en el mercado en 1991 y desde ese

momento se convirtid en un insecticida exitoso, altamente efectivo y ampliamente
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vendido en el mundo para uso agricola y veterinario para el control de insectos
ectoparasitos. Para uso agricola, fue registrado en mas de 120 paises y para ser
utilizado sobre 140 tipos de cultivos. La forma de aplicacion registradas incluyen
aplicacion spray foliar, irrigacién por goteo, inyeccién y aplicacion granular. Posee
amplia actividad contra numerosas especies de insectos succionadores; termitas, e
insectos masticadores. Por otro lado, las primeras investigaciones llevadas a cabo por
Bayer, comunicaban su inocuidad para muchos organismos benéficos como &caros
predatorios, y aranas independientemente del método de aplicacion empleado. Puede
ser aplicado sobre semillas, suelos y hojas en diferentes cultivos. Se comercializa en
la Argentina con el nombre de “Confidor” para aplicaciones foliares y tratamientos de
suelo, y para semillas bajo la marca “Gaucho”. Segun un informe de SENASA, en al
afo 2006 se importaron 154023 kg de IMD a nuestro pais, y en el 2005 se hallaba
entre los 30 pesticidas mas vendidos en la Argentina segun la Camara de Sanidad

Agropecuaria y Fertilizantes (CASAFE).

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos, se llevd a cabo un programa de
busqueda y desarrollo conjunto entre Bayer AG en Alemania, Nihon Bayer Agrochem
en Japon y Bayer Corporation en los Estados Unidos. Este programa llevé al
descubrimiento de Tiacloprid (THIA, 3-(6-cloro-3-piridilmetil)-2-tiazolidinilidena]
cianamida) (Fig. | A2), el segundo miembro de la familia cloronicotinoide, que sali6 al
mercado en 2001. Este compuesto posee las caracteristicas de una alta actividad
insecticida, y fue presentado como “seguro para abejas”’, ya que el IMD habia
presentado problemas en este sentido. En 1999 fue prohibido su uso en Francia por
atribuirle la disminucién de la poblacion de abejas. El THIA ademas, posee actividad
insecticida frente a varias especies de escarabajos y larvas de insectos. Tiacloprid ha

sido recientemente introducido en la Argentina con el nombre de “Calipso”.

Aparte de estos dos nicotinoides ciclicos de Bayer AG se comercializan otros de
cadena abierta, como el Acetamiprid (ACT, (E)-N-(6-cloro-3-piridilmetil)-N'-ciano-N-

metilacetamidina) de Nippon Soda (ver Figura | A3).
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Figura | A. Estructura molecular de los insecticidas cloronicotinoides utilizados en esta tesis,
(1) Imidacloprid, (2) Tiacloprid y (3) Acetamiprid. Las estructuras recuadradas son las citadas

como moléculas centrales en el texto.

La familia de los neonicotinoides es muy amplia. La estructura general posee dos
farmacéforos, es decir, dos partes de la molécula que producen los efectos fisioldgicos
especificos del insecticida. Uno de ellos es una molécula olefinica compuesta por
NNO,, CHNO, o NCN como grupo donor de electrones selectivo para el
reconocimiento de los receptores nicotinilacetilcolinicos (hnAChRs) en insectos, [Honda
y col., 2006] conjugado a anillos de imidazolidina, oxazolidina, tiazolidina, pirrolidina, o
un anillo heterociclico de seis atomos, o sus aciclicos correspondientes, que se suele
llamar molécula central (recuadradas en la Figura | A). Y por otro lado, el otro es un
compuesto heterociclico como 6-cloropiridil, 5-cloro-3-tiazolil o 3-tetrahidrofuranil unido

al N1 de la molécula central a través de un puente metileno [Kagabu, 2008].

La clase de los neonicotinoides es la mayormente desarrollada en las ultimas tres
décadas [Tomizawa y Casida, 2005]. En los ultimos afos se ha continuado
investigando la relacion entre estructura y actividad insecticida de estos compuestos
[Ohno y col., 2007; Kagabu y col., 2007]. Aunque su uso mayoritario es la proteccion
de cultivos, el control de insectos en animales domésticos también es un mercado

importante [Tomizawa y Casida, 2005].

Los insecticidas cloronicotinoides tiene un modo de accién distintivo: actian como
agonistas de los receptores nicotinilacetilcolinicos situados en el sistema nervioso
central de insectos [Nauen y Bretschneider, 2002]. Actian interfiriendo con la
transmision de impulsos nerviosos en insectos. Su accion prolongada desorganiza la
operacion normal del sistema nervioso y este desorden lleva, en la mayoria de los
casos, a consecuencias letales. Aunque también posee efectos subletales como
rechazo, reduccion o cesacion de alimentacion, reduccidon o cese de actividades

reproductivas, reduccién de movimiento, etc. [Matsuda y col., 2005].




Procesos de degradacion de neonicotinoides

Investigaciones llevadas a cabo por Bayer informan una rapida degradacion de los
neonicotinoides en medio acuatico. La fotodegradacion de IMD es considerada una via
de degradacién importante en aguas naturales como lagos, rios y aguas de lluvia
[Krohn y Hellpointner, 2002]. Aunque estos estudios consideran que el THIA es
resistente a la degradacion fotoquimica, afirman que se elimina rapidamente por

metabolismo microbiolégico [Krohn, 2001].

Se describieron transformaciones de estos insecticidas por microorganismos, plantas,
y animales que dan lugar a sustancias mas toxicas con pérdida de especificidad. La
degradacién metabdlica de IMD en animales y plantas produce el metabolito desnitro
que exhibe mayor toxicidad a mamiferos que a insectos [Matsuda y col., 2005; Chao y
Casida, 1997] De la misma manera, el metabolito desciano de tiacloprid presenta
mayor toxicidad hacia receptores nAChRs de mamiferos que de insectos [Honda y
col., 2006; Tomizawa y col., 2000]. Ademas, stenotrophomonas maltophilia aislada de
suelos es capaz de hidroxilar IMD a 5-hidroxi IMD, que se convierte en la olefina
correspondiente. Este metabolito exhibe mucho mayor actividad insecticida que el IMD
[Dai y col., 2006; Nauen y col., 2001]. Por el contrario, estas bacterias son capaces de
demetilar ACT, que retiene sélo una pequefna actividad frente a horsebean aphid.
Tanto la demetilacion como la degradacion disminuyen la bioeficacia de ACT para

aplicacion en suelos [Chen y col., 2008].

Gupta y col. publicaron que las soluciones acuosas de residuos de THIA y ACT se
degradan con luz solar con tiempos de vida media de varios dias o semanas [Gupta y
col., 2008]. Sin embargo, los productos de fotdlisis y la toxicidad asociados a estas
transformaciones no se conocen. Solamente, se conoce que los procesos
fotoquimicos de oxidaciéon avanzada causan un alto grado de oxidacion de los
insecticidas con una subsecuente disminucién de la toxicidad [Cernigoj y col 2007;
Kitsiou y col., 2009; Malato y col., 2001].

El uso acrecentado de estos neonicotinoides permitidos [Council Directive, 1991] pone
en riesgo el ecosistema acuatico natural, ya que las degradaciones bidticas y abitticas
naturales de estos insecticidas pueden resultar en la aupodepuracion de aguas o en la
generacién de especies mas peligrosas. En consecuencia, la investigacion de la
reactividad de los insecticidas neonicotinoides con especies reactivas presentes en

acuiferos naturales, la caracterizacién de los metabolitos formados y el estudio de su




biocompatibilidad y estabilidad, es de importancia fundamental para evaluar en forma

completa el impacto ambiental de su uso.

Para este estudio se han seleccionado, entre todos los miembros de la familia
neonicotinoide, aquellos que poseen un uso extendido y son comercializados en
Argentina. Con respecto a la estructura quimica, se escogieron tres insecticidas que
tuvieran una molécula comun (el anillo 6-cloropiridina) que se une por un puente
metileno a una estructura marcadamente diferente (un anillo imidazolidina en IMD, un
anillo tiazolidina en THIA y una cadena abierta acetamidina en ACT). La molécula de
piridina, nos permitira aproximar el comportamiento quimico de los insecticidas con el
estudio de una estructura mucho mas sencilla. Los resultados de estos ensayos se

mostraran en los Capitulos IV y VI.

V- Fotdlisis y generacién de especies reactivas

Entre los procesos bidticos y abidticos que puede sufrir un contaminante, la
fotodegradacion es un factor importante en la ocurrencia de los mismos. Este proceso
es significativo en los primeros centimetros del suelo, en la superficie de las plantas y

en los ecosistemas acuaticos superficiales [Burrows y col., 2002].

La fotdlisis puede ser directa, cuando la sustancia contaminante absorbe luz UV-
visible, y sufre una transformacion. En tanto que, durante la fotdlisis indirecta, la
energia es absorbida por otros constituyentes del medio. Las especies asi excitadas
pueden transferir energia a la sustancia, transferir electrones a la sustancia o conducir

a la formacion de especies reactivas [Konstantinou y col., 2001].

Muchos contaminantes, en particular pesticidas, presentan bandas de absorcion UV-
visible a longitudes de onda cortas. Ya que la luz solar que alcanza la superficie de la
Tierra, principalmente UV-A (400-315 nm) con cantidades variables de UV-B (315-280
nm) contiene so6lo una pequefa porcién de radiacién UV de longitud de onda corta, la
fotdlisis directa de muchos pesticidas por luz solar es de importancia limitada. No
obstante, esta irradiacion directa puede promover a los pesticidas a sus estados

excitados y sufrir homdlisis, heterdlisis, fotoionizacion, etc.

La fotdlisis directa de los insecticidas, con luz UV y irradiacion que simula el espectro
solar, seran tratadas en forma conjunta a la reaccién de los oxidantes en los Capitulos

[ll'y V, respectivamente.




Existen numerosos oxidantes y reductores ambientales acuaticos que se forman via
fotoquimica o térmica. Los reductores naturales son importantes en cuencas andxicas,
que constituyen los sistemas mas escasos. La gran mayoria de los ecosistemas
naturales cuenta con la presencia de oxigeno, y en ellos se generan especies

oxidantes, algunas de las cuales se trataran en esta tesis.

Estas especies altamente reactivas se encuentran en sistemas naturales en
concentraciones bajas y, por lo tanto, no es esperable una oxidacion fuerte o una
mineralizacion de la materia organica aunque las moléculas de contaminantes sean
atacadas. Por esta razén, la descontaminacion de los rios y lagos solo es posible si los
productos primarios formados son menos toxicos que los contaminantes de partida.
Sin embargo, la formacién de productos mas téxicos también es posible. En los
Capitulos 11l y V se exponen los resultados de toxicidad de los productos de oxidacion

y se comparan con la toxicidad de los insecticidas.

V-Especies reactivas de interés ambiental

a) Radical hidroxilo

El radical hidroxilo, HO-, es un oxidante fuerte que posee un potencial de reduccién de
2,7 V en soluciones acidas (pH=0) y de 2,3 V a pH 7 [Steenken, 1996] frente al ENH.

En soluciones fuertemente alcalinas (pKaon=11,9) el radical hidroxilo pasa a su base

conjugada O™

OH'+OH —=H,0+0"  RIA

La base conjugada reacciona mucho mas lentamente que el HO- con muchos

compuestos inorganicos. Frente a los compuestos organicos, el HO- reacciona como
electrofilo, en tanto que el O reacciona como nucledfilo [Buxton y col., 1988]. Esta

especie reacciona reversiblemente con O, para generar el radical ozénido O; que

tiene tiempos de vida mas largos, del orden de 10™s [Gonzalez y col., 1998].

En ausencia de otros sustratos las especies HO-y O se dimerizan con constantes del

orden difusional.




OH'+OH" - H,0, R IB1
OH'+0" ->HO, RIB2

0"+0" »>0,> RIB3

El HO- puede generarse por radidlisis de pulso, donde una radiacion ionizante de alta
energia se hace incidir sobre agua, lo que causa la ionizaciéon y excitacion de las
moléculas de agua que dan lugar a la formacién de radicales primarios, entre ellos el
radical HO- (R |1 C1). Ademas otra de las especies primarias, el electrén solvatado e,q,
puede generar HO- por reaccion con oxido nitroso N,O [Bielski y Cabelli, 1995].

H,0 — OH",e,",H",H,0" RIC1

aq ’

e, +H0+N,0>OH+OH +N, RIC2

Entre los métodos quimicos de generacion de radical hidroxilo se encuentra el reactivo
de Fenton o tipo Fenton. Involucran la descomposicién de peréxido de hidrogeno u
otros perdxidos, catalizada por iones acuosos de Fe*? o Fe*®. El llamado reactivo de
Fenton esta basado en la reaccion de Fe*? con H,0,. La reduccién de perdxido de

hidrégeno por iones Fe*? genera ion hidréxido y radical hidroxilo.
Fe™ + H,0, —» Fe”+OH +HO" RID1

Los radicales hidroxilo pueden subsecuentemente reducirse frente a Fe*,

recombinarse, reaccionar con peroxido de hidrogeno.

Fe? + HO" >Fe® +OH RID2
2HO" - H,0, R 1D3
H,O0, + HO* - HO,’+H,0 R1D4
Las reacciones Fenton y tipo Fenton han sido utilizadas ampliamente para la

degradacion de insecticidas y otro tipo de contaminantes [Chan y Chu, 2003; Chunjuan

y col., 2009; Malato y col., 2002; Ming-Chun y col., 1999].
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El radical HO- reacciona, a diferencia de otros oxidantes, por adicién con sustratos
organicos y también con aniones y metales. Algunos ejemplos se muestran en las

reacciones siguientes [Leffler, 1993; Tang, 2004]:

o o OH OH
H HO
HO- o T Y X2, + + H,0 RIE1
R
H

CI+ HO* =2 HOCI" <="= CIOH," 2 CI" +H,0 RIE2

Ademas, puede reaccionar abstrayendo atomos de hidrégeno como se muestra en la
reaccion R | E3 [Chandra y Uchimaru, 2000].

OH" +CH,Cl — *CH,CI+H,0 RIE3

Por ultimo, se ha publicado que el radical HO- puede dar lugar a reacciones de
transferencia electréonica, dependiendo del potencial de ionizacion de la molécula con

que reaccione [Tripathi, 1998].

El radical HO- posee un maximo de absorcién en 230 nm con un coeficiente de
absorcidn en su maximo de gp30 = 665 + 25 M's™. En la practica, el decaimiento del
radical HO- no puede seguirse en forma directa porque absorbe débilmente a
longitudes de onda < 200 nm donde absorben la mayor parte de los compuestos. De
formarse radicales intermediarios de reaccion con absorbancia apreciable a mayores
longitudes de onda, la reaccién podria seguirse observando su cinética de crecimiento,
siempre que la velocidad de descomposicion de este intermediario sea menor que la

velocidad de su formacion.

Se conoce que el nitrato induce la fotooxidacion de sustancias organicas en variedad
de condiciones ambientales, ya que genera el radical HO- [Zepp y col., 1987]. Las
aguas que contienen altas concentraciones de hierro generan HO- mediante
reacciones tipo foto-Fenton [Takeda 2004]. La concentraciéon de estado estacionario
de radicales HO- en las capas superficiales de los acuiferos se encuentran en el rango
de 10™7-107"° M [Vione y col., 2006].
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b) Oxigeno singlete y estados excitados de sensibilizadores

El estado electrénico fundamental del oxigeno molecular (329) es paramagnético
debido a dos spines electrénicos paralelos. Existen dos estados excitados
energéticamente mas proximos que surgen de la misma configuracion electrénica pero
con diferente paridad de spin 'Aq y el 'Z;" que poseen energias 94 y 158 kJ mol™
sobre el estado fundamental triplete 329 respectivamente [DeRosa y Crutchley, 2002].
El estado“Zg+ se desactiva rapidamente (130 ns en tetracloruro de carbono) a 1Ag de
forma que el primero no tiene posibilidades de reaccionar [Wilkinson y col., 1995]. Por
lo tanto, el término oxigeno singlete suele referir sélo a la especie O, (1Ag) (también
llamado '0,). La transicion del estado 'A, al °Z4 atin estando prohibida por las reglas
de seleccion, ocurre a 1268,7 nm, lo que convierte al estado singlete en una especie

de tiempo de vida relativamente largo.

La energia necesaria para generar el estado O, (1Ag) usualmente es transferida
mediante colisiones entre el oxigeno molecular y un compuesto que se encuentre en
estado excitado. Se conoce como sensibilizador a la sustancia capaz de absorber
radiacion y producir alteraciones fotoquimicas o fotofisicas en las especies
circundantes. Segun IUPAC, el sensibilizador no se debe consumir durante la reaccion
[Braslavsky, 2007]. El sensibilizador en su estado fundamental (S) absorbe un fotdn
(hv) y alcanza su estado excitado singlete, "S. Este estado suele relajarse a un nivel
excitado de menor energia 'S. En general, los estados excitados singletes de los
cromoforos organicos no son considerados de importancia en las fotooxidaciones
debido a sus tiempos de vida cortos (ns). El entrecruzamiento de sistemas permite la
generaciéon del estado triplete del sensibilizador, 38_ Los tiempos de vida
comparativamente mayores de los estados tripletes, del orden de los ys, permiten que
estos estados interaccionen con otras especies presentes en la soluciéon [Canodnica y
Tratnyek, 2003].

Los estados tripletes son capaces de reaccionar segun una de las dos formas
definidas como mecanismos tipo | y Il. EI mecanismo tipo | involucra la transferencia
electrénica entre el sensibilizador excitado y el sustrato, produciendo radicales libres
habitualmente el catién radical del sustrato y el anién radical del sensibilizador. Estos

radicales pueden a su vez reaccionar con el oxigeno formando el anién superoxido
(O2"). En el mecanismo tipo I, se genera el oxigeno singlete [02(1Ag)] por un proceso

de transferencia de energia durante la colisién del sensibilizador excitado y el oxigeno

molecular presente [Foote, 1991; Ergaieg y col., 2008]. Los mecanismos tipo | y Il
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pueden ocurrir simultdneamente, dependiendo del sensibilizador, el sustrato, el
solvente, la concentracién de oxigeno y la afinidad del sensibilizador y el sustrato
[Tennesen, 2004]. Los sensibilizadores que se utilizan en la generacion fotoquimica de
oxigeno singlete deben poseer ciertas caracteristicas. Deben ser suficientemente
soluble en el solvente 0 mezcla de solventes a utilizar, tener un alto rendimiento
cuantico para la produccién de oxigeno singlete, un alto coeficiente de absorcién a la
longitud de onda de excitacién, debe ser un mal quencher de oxigeno singlete y no
interactuar con el quencher a estudiar ni en el estado fundamental ni en el excitado.
Esta ultima propiedad no siempre se conoce, y en el caso de los insecticidas
cloronicotinoides estudiados, la reactividad de los mismos con el estado triplete del

sensibilizador surgié como consecuencia de este trabajo.

La excitaciéon del sensibilizador en estado basal (S) produce un estado excitado. La
relajacion de ese estado excitado al estado excitado de menor energia 'S seguido de
un intercambio de sistemas a estado triplete da lugar a la formacion de °S que posee
un tiempo de vida mayor (ms) que el estado 'S (ns) (R | F1). A partir de S se produce
la transferencia de energia al 02(329) (R I F2). Cada molécula de fotosensibilizador
produce tipicamente de 10° a 10° moléculas de O, ('A,) antes de ser degradada por

fotoblanqueamiento por O, (1Ag) 0 por otros procesos.

El oxigeno singlete puede desactivarse en forma no radiativa, por transferencia de
energia con el solvente (R | F3), en forma radiativa emitiendo luz (R | F4). También
puede interaccionar con un sustrato, por ejemplo insecticidas (Ins), transfiriendo su
exceso de energia mediante quenching fisico (R | F5) y finalmente reaccionar con Ins
para dar un lugar a la fotooxidacion (R | F6). Se designa constante total de quenching

(k) a la suma de los procesos fisicos y reactivos; ki = ki+kg.
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S+hy —» 'S—kes 433 RIF1

°$+0,(°%,)—=—S+0,("A,) RIF2

0,('A,)—2—0,(°z,) RIF3
0,('A,)—=—0,(°%; )+hv’ R | F4
0,('A )+ Ins—50,(°* ")+ Ins RIF5
0,('A )+ Ins——Ins RIF6

Debido a que el oxigeno singlete en solucién se desactiva transfiriendo energia
electrénica a las vibraciones del solvente (R | F3), el tiempo de vida depende
fuertemente del medio [Foote, 1995]. La relajacion es tanto mas eficiente cuanto
mayor sean las frecuencias vibracionales de la molécula de solvente. En
consecuencia, el tiempo de vida en agua, que posee una fuerte frecuencia de
vibracién cerca de 3600 cm™, es menor que en solventes organicos que poseen
frecuencias en 3000 cm™. Debido a los corrimientos a menores frecuencias por la
presencia de deuterio, el tiempo de vida se incrementa de 3-4 ys en H,O a 62 us en
D,0. El rendimiento cuantico de produccion del singlete con Rosa de Bengala (®,) en
D,O es 0,76 y en H,O es 0,75 [DeRosa y Crutchley, 2002; Neckers, 1989].

Esta especie electrofilica es muy reactiva y reacciona con variedad de compuestos
organicos. Esta reactividad elevada se atribuye a que muchas de las moléculas
organicas con las que reacciona poseen su estado fundamental singlete lo que
favorece la reaccion, singlete-singlete mas que si reaccionara con el estado basal del

oxigeno molecular.

Un tipo importante de reacciones que lleva a cabo el O, (1Ag) es la cicloadicion a 1,3-
dienos para formar endoperdoxidos (R | G1). Los sulfuros organicos se oxidan a
sulféxidos en presencia de oxigeno singlete (R | G2) [lesce y col., 2005]. Las aminas

terciarias sufren degradacion oxidativa a secundarias (R | G3).
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O O
i\ /7 + 0, —> RI1G1
I
S S
R Rt 10, 7 Ng RIG2

N—CH, + 10, — /N—H + CO, + H,0 R1G3

Para evaluar las constantes de velocidad total de la reaccién de los insecticidas con el
singlete, es necesario hallar una expresion para la concentracion estacionaria de esta

especie, teniendo en cuanta sus vias de formacion y decaimiento.

La velocidad de produccion de O, (1Ag) por el sensibilizador viene dada por la

expresion:

d'o]

=, x |, EclA
dt

Donde ®, es el rendimiento cuantico de produccién del O, (1Ag) e |5 es la intensidad de

luz absorbida.

La velocidad de consumo del singlete esta gobernada por todas las vias de

decaimiento planteadas en las ecuaciones R | F3 a F6.

d[102]
dt

=k, [ '0, ] +k,['0,] +k,[ 'O, |[Ins] +k,['O,][Ins]  EcIB

Si se considera condicion de estado estacionario, donde las velocidades de
produccion y consumo son iguales se llega a una expresion para la concentracion de

(o)) (1Ag) en estado estacionario:

1 — CD >(Ia
[ 02]33 kD+ke+(|iq+kr)[lns] EclC

En ausencia de quencher, Ins, la expresién se simplifica:

15




D x|
[102]ss_k:+k EcID

e

El decaimiento del O, (1Ag) en ausencia de quencher dependera del solvente
especifico en el que se esté trabajando (gobernado por ®,). ElI O, (1Ag) tendra un
tiempo de vida 1,° relacionado con la relajacién radiativa y no radiativa, es decir, con

los procesos R | F3 y F4, de la siguiente forma:

1
Ky =K tKp=—% EclE
TA
Cuando se agrega un quencher, ese tiempo de vida se relaciona con la constante de

velocidad observada,

K o= 1/ 7,5Kgy +k [Ins] ~ EcIF

Combinando las ecuaciones Ec | E y F se llega a la expresion de Stern-Volmer, Ec | G

que permite la evaluacién de la constante de velocidad de quenching total.

i=l0+kt[lns] EclG

Ty Ta

La absorcion de luz por los constituyentes de las aguas como materia organica
disuelta (DOM) puede generar especies excitadas capaces de transferir el exceso de
energia y provocar cambios quimicos. Las sustancias humicas (HS), conforman una
parte importante de la materia organica disuelta en aguas naturales y pueden actuar
como sensibilizadores. La absorcién UV-visible por parte de sustancias humicas
genera estados excitados triplete, [Zepp y col., 1985] que interactuan con los

compuestos presentes en el agua generando intermediarios como radical hidroxilo

(HO"), oxigeno singlete 02(1Ag), radicales alquilperoxilo (RO,"), electrdn solvatado (e a4

) y radical superdxido (O,). Sumado a la materia organica disuelta en las aguas, los
propios contaminantes pueden absorber luz en la zona del UV cercano, y sufrir
transferencia de energia o electrones hacia el estado fundamental del oxigeno disuelto
para dar 02(1Ag) [Garcia y Amat-Guerri, 2005]. Esta especie puede encontrarse en
aguas naturales en concentraciones de estado estacionario del orden de [102]Ss<10'12
M.
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La reaccién de contaminantes con otras especies quimicas en sus estados excitados
es una via probada de degradacién [Candnica y Tratnyek, 2003; Richard y Candnica,
2005]. A partir del proceso de absorcion de luz UV-visible se generan tripletes de las
sustancias humicas [David Gara, 2008] que pueden reaccionar con los insecticidas. La
transferencia de energia de los estados excitados de las sustancias humicas para
oxidar contaminantes ha sido estudiado por varios autores [Chen y col., 2009; Halladja
y col., 2007; Richard y col., 1997; Zhan y col., 2006]. Ademas, se han publicado
algunos resultados de competicion de distintos quenchers y oxigeno molecular por el
estado triplete del sensibilizador Rosa de Bengala, como por ejemplo, 2-clorofenol
[Miller, 2005] y 2,7-diclorofluoresceina [Bilski y col., 2002].

En el Capitulo V de esta tesis, se trataran en forma conjunta el quenching del estado
triplete de un sensibilizador por los insecticidas y la generacion y vias de decaimiento

de oxigeno singlete en presencia de los mismos.

c) Radical anién sulfato

Las tecnologias avanzadas de oxidacion (AOP, Advanced Oxidation Processes) son
procesos fisicoquimicos de oxidacion de compuestos organicos disueltos y /o
dispersos en agua, que comprenden métodos cataliticos y/o fotoquimicos en los que
se generan intermediarios reactivos capaces de iniciar la oxidacién [Legrini y col.,
1993]. Algunos ejemplos de ellos son H,O, / UV (luz ultravioleta), O3 / UV, O3 / H,O, /
UV, fotocatalisis de TiO, / vis y Fe (lll) / H,O, / UV-vis (foto-Fenton) [Gonzalez y
col.,1998; Litter, 2005]. La utilidad de estos procesos para el tratamiento de efluentes

se basa en su capacidad de generar fotoquimicamente radicales y estados excitados
altamente oxidantes, tales como HO-/O", SO, y complejos de Fe (IV). La eficiencia de

las AOP reside en las altas concentraciones de especies reactivas que se generan en

estado estacionario.

En particular, la destrucciéon de compuestos organicos mediante la oxidacion iniciada
por radicales, tecnologia ISCO (In Situ Chemical Oxidation), se aplica a desechos
contenidos tanto en suelos como en aguas [Liang y col., 2004]. Implica la introduccion
de un precursor de oxidante quimico en la zona afectada al que se activa por medio de
calor, luz o un catalizador con el fin de transformar los contaminantes del agua o del

suelo en especies quimicas menos peligrosas. Hay diferentes oxidantes que han sido

utilizados para estos tratamientos. El permanganato (MnO, ), el peroxido de hidrogeno
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(H,0,), el hierro (Fe, Fenton), el peroxodisulfato (S,0s%), y el ozono (O;) se
encuentran entre ellos. Las tecnologias ISCO basadas en MnO4, han sido mas

desarrolladas que con otros oxidantes. Las basadas en Fenton son complejas e
involucran numerosos intermediarios y mecanismos. El ozono es un oxidante fuerte,
pero tiene aplicaciones mas limitadas que las oxidaciones con permanganato y
Fenton. El peroxodisulfato es una técnica relativamente nueva que se ha utilizado
principalmente en escala piloto [Huling y Pivetz, 2006]. En los ultimos afos, la
destruccién de compuestos organicos empleando peroxodisulfato, en aguas y suelos
ha ganando interés como tecnologia de decontaminacién quimica oxidativa [Liang y
col., 2006; Rastogi y col., 2007; Rastogi y col., 2009; Watts y col., 2006]. El radical HO-

1l -2
es la especie mas utilizada en este tipo de procesos pero, los sistemas Fe /S,0, /

2
UV 6 S,0, /UV son menos difundidos pero igualmente eficientes [Litter, 2005]. Estas

especies pueden ser generadas por medios fotoquimicos o por otras formas de

energia y poseen una alta eficiencia en la oxidacion de materia organica.

El radical sulfato es un oxidante muy fuerte, con un potencial de reduccién entre 2,5y
3,1 V vs. ENH [Neta y col., 1988]. EI SO, reacciona por abstraccion de hidrogeno o
por adicion, al igual que el radical HO-, pero estas reacciones generalmente ocurren

con menores constantes de velocidad que aquellas de HO-. El radical anién sulfato

reacciona en forma mas selectiva que el HO-.

Este radical posee una banda ancha de absorcion con maximo en 450 nm cuyo
coeficiente de absorciéon molar es e450=1600 M™'cm™ [McElroy y Waygood, 1990]. Su
espectro consiste en una superposicion de dos bandas, una fuerte con maximo en 450

nm y otra mas débil con absorbancia maxima alrededor de 320 nm (ver Capitulo V).

En ausencia de otros sustratos, el decaimiento de este radical se ajusta a un orden
mixto debido a un decaimiento de segundo orden por recombinaciéon (R | H1) con
constante de velocidad ky; y un decaimiento de primer orden por reaccién con agua y

peroxodisulfato (R I H2 y R I H3) con constantes ky, y kys respectivamente.
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SO,"+S0,” —*' ,5.0.> R 1 H1

SO,"+H,0—*2 3 HSO, +OH" R1H2
S0, +S,0,> —* ,8,0,"+S0,> R1H3

Posee un tiempo de vida mas largo que el radical hidroxilo principalmente debido a la
preferencia por reacciones de transferencia electronica [Rastogi y col., 2009]. Es un
oxidante fuerte tanto de sustancias organicas como inorganicas [Clifton y Huie, 1989;
Huie y Clifton, 1990]. Puede reaccionar por abstraccion de electrones, como en el caso

de lareaccion R I 1.
SO,"+CI0, = SO,*+Cl0,” R

Ademas, puede reaccionar abstrayendo hidrogeno de enlaces N-H y P-H, por ejemplo,
[Maruthamuthu y Neta, 1978]

SO,"+HPO,> - S0,>+ HPO," RIJ

Las reacciones de adicion de SO, y posterior eliminacion de sulfato, son comunes en

compuestos aromaticos y dan lugar a la formacion de aductos de HO- [Merga y col.,

1994]. Por ejemplo, la reaccion R | K:

Y Y ) Y,
050 —>+ H0 o + HSO RIK
- e X H y
X + SO, - X X C.\H o Cr 4
H H

Las constantes de velocidad de este radical usualmente se determinan siguiendo el
decaimiento de su absorbancia a 450 nm; y en algunos casos se monitorea la

formacion del producto.

La aplicacion de esta tecnologia ISCO para la destruccion de los insecticidas
cloronicotinoides en forma puntual, ya sea en aguas o en suelos, es una alternativa
para el problema de contaminacién en zonas rurales. Por esta razén, se encaré el
estudio de la reaccién de los insecticidas IMD, THIA, y ACT con el radical sulfato tal
como sera detallado en el Capitulo IV.

Sumado a esto, la informacién existente en la literatura respecto de los mecanismos

de reaccion del radical sulfato con los anillos piridinicos sustituidos era muy escasa, y
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practicamente inexistente la informacion sobre la reaccion entre el radical sulfato y los
grupos isoxasoles. Para poder estudiar el mecanismo de reaccién de los insecticidas
cloronicotinoides con sulfato, se abordé el estudio cinético y mecanistico de moléculas
sencillas contenidas en la estructura quimica de los insecticidas: las piridinas

monosustituidas.

d) Radical anién carbonato

El anién radical carbonato (CO;") es una especie oxidante presente en aguas
naturales y sistemas biolégicos [Augusto y col., 2002; Bonini y col., 2004; Huang y
Mabury, 2000; Mazellier y col., 2002; Mazellier y col.,, 2007]. Es un oxidante
intracelular, ya que se forma eficientemente en condiciones fisioldgicas por reaccion
de peroxinitrito con diéxido de carbono [Candnica y col., 2005]. También, existen
evidencias de su formacion a partir de la oxidacion mediada por la enzima xantina
oxidasa de acetaldehido, hipoxantina o xantina en presencia de catalasa y bicarbonato
[Bonini y col., 2004]. En ambientes naturales puede generarse a partir de la reaccion

de aniones carbonato o bicarbonato con radicales OH' [Minero y col., 2008] (R |1 L1y

L2) y puede alcanzar concentraciones en estado estacionario de 10" a 10™ en

aguas superficiales [Huang y Mabury, 2000b].

HO® + HCO, — H,0+CO,” RIL1

HO'+ CO,* — HO +CO,” R1L2

El anién radical carbonato posee un importante potencial de oxidacion, 1,78 V vs.
ENH y reacciona con especies organicas o inorganicas en aguas naturales, aunque es
mucho mas selectivo que el radical hidroxilo [Huie y col., 1991]. Por esa razdn, posee

una concentracion de estado estacionario mayor, que dependera de la velocidad de

produccion del radical OH' y de la cantidad de materia organica disuelta que compita

por el OH'.

Asimismo, se describié su formacion a partir de sensibilizadores organicos, en

particular, cetonas aromaticas [Candnica y col., 2005].
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*Sens* + HCO,” —» H" +Sens™ + CO,” RIM1

*Sens* + CO,>* — Sens” + CO,” RIM2

Se ha empleado para su generacion, ademas de las anteriores reacciones, la reaccion
con el radical sulfato o la fotdlisis de complejos de cobalto [Busset y col., 2007;
Shafirovih y col., 2001], R 1 N1y R | N2 respectivamente.

SO,” +CO,*(HCO,) - CO,” +S0,>(HSO,) RIN1

[Co(NH,),CO,]" — Co* +CO,"+ 4NH, R N2

Esta especie posee un espectro de absorcion con maximo en la zona visible, 600 nm,
y cuyo coeficiente de absortividad molar a esa longitud de onda es mayor que las otras
especies radicalarias tratadas anteriormente (eg0o= 2000+100 M ¢cm ™) [Zuo y col.,
1999]. Estas propiedades hacen posible el estudio de sus reacciones siguiendo su

cinética de decaimiento en el maximo de absorcion.

El radical carbonato actua predominantemente como aceptor de electrones, oxidando
a compuestos organicos; como fenoles, anilinas, compuestos con azufre, histidina,
triptéfano; y compuestos inorganicos como metales, ioduro, nitrito, sulfito y tiocianato.
[Lymar y col., 2000]. La abstracciéon de hidrégeno por parte de este radical suele ser
lenta, [Crean y col., 2008] pero existen reportes de este tipo de reaccién [Busset y col.,

2007; Goldstein y col., 2004]. Se sugirié también, que puede involucrar reacciones de
transferencia de oxigeno u oxido [Neta y col., 1988]. La adicién del radical CO;  a
anillos aromaticos ha sido estudiada por Chen y colaboradores, quienes demostraron
el caracter electréfilo del CO; . Esta via de reaccion también fue propuesta para el

fungicida carbendazim [Mazellier y col., 2002].
Se ha publicado que el radical carbonato se protona para dar radical bicarbonato con

propiedades 6pticas similares [Chen y col., 1975; Zuo y col., 1999]. Pero los ultimos

trabajos concluyeron que el HCO3' es un acido fuerte con pKs< 0y, por lo tanto, que el

COs" es el Unico radical relevante en medio acuoso en condiciones de pH de 0 a 14

[Czapski y col., 1999].
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Tal como sucedid en el caso de radical SO,", no se encontré informacion en la

literatura sobre como reacciona el CO3~ con las moléculas piridinicas, que contribuya a

elucidar un mecanismo de reaccidn con los insecticidas neonicotinoides. Esta
reaccion, también tiene interés a nivel bioldgico, ya que las estructuras piridinicas
forman parte de moléculas con actividad organica [Abele y col., 2003]. Por lo tanto, se
encard del mismo modo el estudio detallado de la reaccién de radical carbonato con

piridinas 3-monosustituidas.

Ademas de los mencionados hasta aqui, pueden generarse otras especies oxidantes a
partir de iones inorganicos como los radicales de cloro, en ambientes naturales con
elevado contenido de iones cloruro [Buxton y col., 1999] y los radicales fosfato, a partir

de los iones fosfato presentes en aguas con restos de detergentes y fertilizantes.

Resumidamente, entre las especies reactivas que se pueden encontrar en acuiferos
naturales, en esta tesis se han estudiado al radical hidroxilo (Capitulo IIl) y al radical
anién carbonato (Capitulo VI); ademas se ha evaluado la reacciéon con el oxigeno
singlete y con el sensibilizador en estado excitado (Capitulo V). Asimismo, se ha
estudiado la reaccién con el radical anién sulfato como ejemplo de aplicacién de

tecnologia de oxidacion in situ (Capitulo 1V).
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VI-Objetivos

» Estudiar la reactividad quimica en medio acuoso de los
insecticidas cloronicotinoides con radicales inorganicos vy
estados excitados, denominados en conjunto especies
reactivas de importancia ambiental, para evaluar la capacidad
de los métodos abidticos en detoxificar las aguas
contaminadas con estos insecticidas.

Para alcanzar este objetivo se plantearon los siguientes objetivos

especificos, para cada una de las especies reactivas estudiadas

»  Investigar la naturaleza de los intermediarios de corta
vida generados durante el ataque de las especies reactivas a
los insecticidas a fin de establecer los sitios de mayor

reactividad de las moléculas.

> Identificar los productos de degradacion primaria de los

insecticidas.
> Postular los mecanismos de reaccion involucrados.

> Evaluar la toxicidad de los insecticidas y de las mezclas

de insecticidas con sus productos de degradacion.
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Capitulo Il

Materiales y métodos utilizados



Capitulo Il. Materiales y métodos utilizados

|-Reactivos utilizados y preparacion de soluciones

Para la realizacion de esta tesis se han utilizado los siguientes reactivos, tal como se

recibieron y sin purificacion previa:

Na,S,0s, HCIO,4, NaOH, NaClO,, Piridina (99,5%), peroxido de hidrogeno (330 g/L),

todos de Merck.

D,O, alcohol furfurilico (CsHeO,), Rosa de Bengala [3,4,5,7-tetracloro-2°,4°,5°,7" -
tetraiodo fluoresceina disodio] (CHoOsClslsNay), 3- cloropiridina  (99%), 3-
metoxipiridina (97%), 3-metilpiridina (99,5%) 3- cianopiridina (>97%), Imidacloprid,
Tiacloprid, y Acetamiprid, todos de Sigma Aldrich.

El tiocianato de potasio usado fue Mallinckrodt.

El agua destilada se hizo pasar por un sistema Millipore (>18 MQ cm, < 20 ppb de
carbono organico). El valor de pH de las soluciones fue ajustado por adicion de HCIO,
o NaOH y medido con un pHmetro Consort modelo C832. Cuando fue necesario, la

fuerza idnica fue ajustada por adiciéon de NaClO,.

Para la determinacién de las masas se utilizé una balanza electrénica marca A&D

modelo ER-182A cuya precision es de + 0,1 mg.

Las medidas de absorbancia se realizaron con dos espectrofotémetros. Uno de doble
haz Cary 3 UV-Visible (Varian, Australia), con ancho de banda entre 0,2 y 4,0 nm de
acuerdo con el ancho de rendija seleccionado. Otro de simple haz HP 8452 con
arreglo de diodos y ancho de rendija de 2 nm. Las celdas utilizadas fueron de cuarzo

de 1,0 cm de camino éptico.

Se trabajé con soluciones de insecticidas de concentraciones < 3 x 10“*M, y de
piridinas < 1 x 10° M, las cuales se prepararon inmediatamente antes de los ensayos.
En el caso de los experimentos realizados con piridinas, a menos que se indique lo

contrario, la fuerza idnica de las soluciones fue de 1,6 x 10 2 M.

Para los ensayos de radical carbonato se utilizé un buffer de K,CO3; y KHCO; de pH

7,7.
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En los experimentos de laser flash fotdlisis se trabajo con concentraciones de Na,S,04
de 5 x 10 2M. En las experiencias de flash fotélisis convencional se trabajé con 5x 10
M de Na,S,0s en experimentos con radical sulfato y 2,5 x 10 2M de Na,S,0sen los de

radical carbonato.

Los fangos activados utilizados para ensayos de toxicidad fueron obtenidos de la
plantas de tratamiento municipal de Alcoy (Este de Espafa). La cantidad de sélidos
suspendidos fue siempre mantenida en el rango de 1500-2000 mg/L. Las bacterias
bioluminiscentes liofilizadas (Vibrio fischeri, NRRL B-11177) se obtuvieron de

Macherey-Nagel y se mantuvieron a -18°C hasta que fueron utilizadas.

[I-Experimentos de irradiacion resueltos en el tiempo vy generacidn de especies

reactivas

Generalmente en los métodos resueltos en el tiempo la reaccion es iniciada por una
perturbacion (por ejemplo, un pulso de luz) y los cambios en el sistema causados por

esta perturbacion son estudiados utilizando métodos espectroscopicos [Porter, 1974].

Hacia mediados de la década del 40 el progreso en cinética quimica estaba limitado
por la deficiencia en técnicas para observar y estudiar radicales libres y otros
intermediarios de corta vida cuya presencia podia ser deducida de estudios cinéticos y

analisis de productos [Thrush, 2003].

En la técnica de flash fotdlisis se genera una situacion de no equilibrio en el sistema de
reaccion en un intervalo corto de tiempo. Permite obtener intermediarios inestables en
concentraciones mayores de las que pueden ser obtenidas por otros métodos. Es
aplicable a gases, liquidos y sdlidos. En esta técnica, un reactivo es irradiado con un
pulso intenso de luz infrarroja, visible o ultravioleta. La intensidad debe ser suficiente
para producir un cambio medible en la composicidon quimica, pero de corto tiempo

comparado con la reaccion que quiere ser estudiada.

La técnica de flash fotdlisis fue desarrollada en Cambridge por Norrish y Porter, la
primera publicacion de este tema del afio 1949 trataba flash fotdlisis en fase gaseosa y
por este desarrollo fueron premiados los autores en el afno 1967 con el premio Nobel.
Aunque para el estudio de una gran variedad de reacciones quimicas que ocurren en
el intervalo de tiempo entre microsegundos y segundos, la técnica de flash fotdlisis

convencional es satisfactoria, el desarrollo del laser, ha transformado el tiempo de
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resolucion de la técnica y provisto una fuente de irradiacion coherente y

monocromatica.

Las especies transientes que se producen por el pulso de excitacion deben ser
monitoreadas por espectroscopia flash o por espectrofotometria cinética. La primera,
usa un segundo pulso de corta duracion (espectroflash), la segunda utiliza un haz
continuo que mide el cambio en absorbancia a una longitud de onda determinada
luego del pulso de luz y asi provee informacién sobre la cinética de las especies

absorbentes a esa longitud de onda.

Existen varios materiales utilizados en la fabricacion de laseres. Nd-YAG es un mineral
sintético que consta de iones de Nd en una matriz de Y;Al;04, que se excita con una
lampara flash de xendn (laseres pulsados) o por una lampara de arco de tungsteno
para producir luz en la regién infrarroja del espectro a 1064 nm. Esta frecuencia
fundamental puede ser doblada, triplicada y cuadruplicada para emitir luz de 532, 355
y 266 nm. Los armonicos son separados usando un prisma o un divisor [Telle y col.,
2007; Tennesen, 2004].

Muchas técnicas diferentes pueden utilizarse para monitorear el progreso de una
reaccion fotoquimica: conductividad, espectrometria de masa, quimioluminiscencia son
algunas de ellas. Sin embargo, la técnica mas comunmente usada es la

espectrofotometria UV/visible.

Durante el desarrollo de esta tesis, los experimentos de flash fotélisis fueron llevados a
cabo usando lamparas de flash convencional o de laseres como fuente de irradiacion.
El aparato convencional utilizado (Figura Il A) es de la marca Xenon Corporation,
Modelo 720C con 6ptica y electrénica modificada para aumentar la sensibilidad de
deteccién. El pulso de luz se obtiene por la descarga de capacitores sobre las
lamparas (L) que consisten en dos tubos de cuarzo conteniendo xendn a presion
moderada y ubicados a ambos lados de la celda de reacciéon (C). La tension de
descarga de los capacitores se encuentra entre 0,8 y 7,2 kV y se fij6 en 5 kV. Las
lamparas, Xenon Corp. P/N 890-1128 (full width at half maximum, FWHM < 20 ps)
poseen una distribucion continua entre 200 y 600 nm y un maximo a 450 nm. La

lampara de analisis (LA) es una de alta presién de mercurio Osram HBO-100W.

La celda de reaccion de cuarzo con diametro interno de 1 cm posee una longitud de
paso optico de 10 cm. El haz de analisis es colectado por un monocromador (M)

Bausch & Lomb de alta intensidad directamente acoplado a un fotomultiplicador (F)
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cuya salida se conecté a un osciloscopio digital (O, HP 54600B). Los datos son
almacenados en una PC. Cuando se requiere la emisién de las lamparas del flash es
filtrada con una solucion altamente concentrada del compuesto estudiado con el fin de

evitar la fotdlisis del sustrato.

-
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Figura Il A. Disposicion experimental del equipo de flash fotdlisis convencional utilizado; L:
lamparas; C: celda; LA: lampara de analisis; M: monocromador; F: fotomultiplicador; O:

osciloscopio; T: disparador.

Los experimentos de laser flash fotdlisis fueron realizados con dos equipos. El primero
de ellos es un equipo Litron de Nd: YAG del que se utilizd el cuarto arménico (2 ns
FWHM y 6 mJ por pulso a 266 nm). El esquema del equipo se muestra en la Figura Il
B. El haz de analisis de una lampara (LA) de 150 W de arco de xendn, pasa por la
celda de cuarzo (C) de 1 cm de camino 6ptico se enfoca en un monocromador (M) PTI
1695 y se detecta con un fotomultiplicador (F) 1P28 PTM. Los decaimientos son
promediados, almacenados en un osciloscopio (O) Agilent Infiniium 500MHz. En el

caso de las experiencias con piridinas, las soluciones usadas, con una absorbancia de
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0,3 a 266 nm, y la fotdlisis del sustrato fue despreciable bajo estas condiciones

experimentales.

Figura Il B. Esquema del equipo de laser flash fotdlisis Litron utilizado;L: lampara; C: celda; LA:

lampara de analisis; M: monocromador; F: fotomultiplicador; O: osciloscopio.

El segundo laser utilizado fue un Continuum, Surelite Nd:YAG. El sistema de descarga
de las lamparas de flash utiliza un pulso negativo de 200 ps de duracion FWHM. El
gas en las lamparas es xenén a una presion de 1 a 3 atmésferas. Se utilizaron las
emisiones del segundo (532 nm) y cuarto armonico (266 nm) de la longitud de onda
fundamental segun fue necesario. El haz de luz es enfocado en un monocromador PTI
1695 y amplificado en un fotomultiplicador 1P28 PTM. La salida se conecta a un
osciloscopio Tektronix 520A, 500MHz. Las sefiales obtenidas se analizaron en una
PC.

Tanto en los experimentos de laser como flash fotdlisis convencional donde se
midieron cambios de absorbancia, los datos obtenidos se convirtieron en AA de

acuerdo a la ecuacion:
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AA=log(l,/1,) Ecll A

Donde | es la intensidad de luz de analisis previo al pulso de luz, e |; es la intensidad

de luz transmitida luego del pulso de luz.

Métodos de generacion de especies reactivas

Radical hidroxilo

Este radical fue generado mediante fotdlisis UV (AL < 260nm) de soluciones

conteniendo H,O, en el equipo de flash fotélisis convencional.
H,O,+ hv 52 OH" Rl A1

Se conoce que el radical HO- reacciona con los halégenos y pseudohaldégenos para
dar productos de adicion que generan radicales aniones tipo X,*.En particular, el SCN’
es un pseudohalégeno muy utilizado para calcular la reactividad de diversos sustratos
con HO- [Baxendale y col., 1968; Gligorovski y Hermann, 2004; Kozicki y col., 2003;

Kujawa y col., 1998]. Las reacciones que tienen lugar en estos sistemas se muestran a
continuacion (R 11 A1 a R Il A5).

H,0,+ hy—* 52 HO' R Il A1
OH® + Ins—*2— Productos RII A2

OH" + SCN —% >SCNOH" RII A3
SCNOH™ —% 5 SCN"+OH R Il A4

SCN'+SCN' —' 5(SCN),”  RII A5

El radical SCN- posee un espectro con Amax @ 330 nm [Behar y col., 1972] y el (SCN),"

posee un maximo de absorcion a 472 nm [Schuler y col., 1980]. Este mecanismo fue
estudiado en detalle por varios autores quienes midieron ks=1,1 x10'° M1s™ [Buxton y
col., 1988] y ks=1,24 x10'° M"1s™ [Chin y Wine, 1992] a 298 K.

En este método, los iones tiocianato son usados como scavengers que compiten por el
HO-. Conociendo la constante de velocidad de reaccién R Il A3, la constante de
velocidad de segundo orden entre el HO- y el reactivo de interés puede ser calculada a

partir de la expresion:
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A g = koo lins]

EcllB
A ks ~ [SCN'] ¢

donde A, es la absorcion maxima del transiente (SCN), en ausencia de reactivo y A

es la absorbancia de ese transiente en presencia de una cierta cantidad de reactivo.

De la pendiente del grafico de (Ag/A)-1 vs. [Ins]/[SCN] se obtiene la constante de

velocidad buscada.

Radical anién sulfato

El radical anion sulfato se produce por la reduccion del anién peroxodisulfato con
varios agentes reductores. Para estudios cinéticos se utiliza el electrén hidratado en
experimentos de radidlisis de pulso (R Il B1), y en el caso de esta tesis se ha utilizado

la fotdlisis UV, como se muestra en la reaccion R || B2.
e,, +S,0,° > S0,*+S0," R Il B1
S,0,>+hv —2S0,~ RII B2

En las tecnologias ISCO se genera mediante catalisis con metales como Fe®*, y en
solucion, en presencia de altas concentraciones de acido sulfurico por reacciéon con
HO-, R Il C1y R Il C2 respectivamente. También puede generarse mediante activacion

térmica [Mora y col., 2009].
S,0,>+Me™ — SO, " +Me™"*+S0,>* Rl C1

OH'+HSO, — H,0+S0," RII C2

Oxigeno singlete y estados excitados del Rosa de Bengala

El oxigeno singlete puede formarse por via quimica o fotoquimica. Un ejemplo de la
primera es la reaccion de peroxido de hidrégeno en medio alcalino con NaClO,
Ca(ClO),, Br,, entre otros. Otra fuente quimica de O, (1Ag) es la descomposicion

térmica de endoperoéxidos aromaticos.
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La generaciéon fotoquimica requiere la presencia de un fotosensibilizador, S, que
transfiera energia al oxigeno en estado fundamental mediante colisiones. En este
trabajo de tesis el oxigeno singlete se generé mediante la excitacién de un
sensibilizador, Rosa de Bengala. Como fuente de excitacion se utilizé el segundo
armonico de un laser Nd:YAG (Continuum) descripto anteriormente con emisién a 532

nm atenuada.

Radical anién carbonato

Para la generacion del COs* se ha utilizado la fotolisis de soluciones conteniendo

S,0¢% y aniones carbonato/bicarbonato. Tal como se mencioné en la Introduccién, la
fotdlisis de soluciones conteniendo peroxodisulfato produce radicales sulfato, que

luego reaccionan con los aniones carbonato/bicarbonato para originar los radicales
CO;" tal como se muestra en las reacciones R Il B2 y R | N1, ya planteadas

anteriormente.

S,0,>+hv — 2S0," R I B2

SO,” + CO,*(HCO, ) - CO,” +S0,>(HSO,) RIN1

Determinacién de las constantes de quenching total de 'O, y triplete del RB

La determinacion de la constante de desactivacion global de oxigeno singlete (k;) se
realizd6 mediante deteccion de la fosforescencia resuelta en el tiempo (TRPD) emitida
por esta especie a 1270 nm. Se evaluaron, mediante esta técnica, los tiempos de vida
del O, (1Ag) en ausencia (1,°) y en presencia de quencher (en este caso, los
insecticidas) (t,). Debido a que la intensidad de la sefal de fosforescencia | es

proporcional a la concentracién de O, (1Ag) y decae exponencialmente con el tiempo

Lo s . -t/
siguiendo una cinética de primer orden, | = |, x e / A (donde |y es la

intensidad de fosforescencia en ausencia de quencher, t es el tiempo), esta técnica
permite evaluar la constante de velocidad de quenching total, k; = k. + kq, a partir del

grafico 1/tpen funcién de la concentracion de quencher [Ins]; Ec. | G.

=i+kt [Ins] EclG

0

1
TA TA
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La radiacion emitida por la solucién irradiada conteniendo insecticidas y sensibilizador
es detectada perpendicularmente a la direccion del laser, usando un detector de
germanio (Judson 116 8Sp, de 5 mm de diametro) provisto de un sistema interno de
filtros apropiados que colecta la irradiacion en 1270 + 50 nm. La sefal eléctrica
proveniente del detector es digitalizada por el osciloscopio (Tektronix 520A, 500MHz)
y almacenada. Las senales se analizan luego en una computadora. La soluciones
fueron preparadas con D,0 y los valores de pD fueron calculados como pD = pH + 0,4
[Martire y col.,1993].

La determinacién de la velocidad de quenching del triplete del sensibilizador Rosa de
Bengala (*RB*) por insecticidas fue determinada con el laser Continuum descripto
anteriormente. El triplete, °RB*, se generé excitando con una longitud de onda de 532
nm. Las sefiales fueron promediadas con 8 disparos. Las soluciones acuosas de
insecticida fueron previamente burbujeadas con argén por 15 minutos para eliminar el
oxigeno disuelto. La absorbancia del triplete se monitore6 a 620 nm para diferentes

concentraciones de insecticidas.

[lI-Experimentos de irradiacién continua

En los ensayos de irradiacion continua el método utilizado para generar el HO- fue
también la fotdlisis de perdxido de hidrégeno con una lampara de baja presion de

mercurio que emite radiacion a 254 nm.

Estos experimentos realizados en Espafia se llevaron a cabo en un reactor cilindrico
de vidrio de un litro de capacidad sumergido en un bafo termostatizado y fue
burbujeado con un flujo continuo de oxigeno (Figura Il C). El reactor esta equipado con
una lampara de inmersion axial Heraeus TNN 15/35 (baja presién de mercurio). El
reactor fue cargado con 250 ml de una solucion de insecticidas de 80 mg/L;
eventualmente se agregé peréxido de hidrégeno 5 x 10° M. El pH de las soluciones se
mantuvo cercano a la neutralidad. Periddicamente se extrajeron muestras para los

analisis.

32




Figura Il C. Reactor con lampara de baja presion de mercurio utilizado para fotdlisis continuas
UV 'y UV/ H,0..

Para la determinacion de los productos de reaccién de oxigeno singlete con los
insecticidas y para la evaluacion de la toxicidad de las mezclas, se fotolizaron
soluciones utilizando un simulador solar (Figura Il D) marca Oriel Instruments, modelo
81160 equipado con una lampara de 300 W de xendn, cuyo espectro se ajusta al que
llega a la superficie de la Tierra, y posee una irradiancia de 67 W / m? en la zona de
320 a 400 nm. Los experimentos se realizaron en un vaso cilindrico abierto (7,5 cm
diametro y 8 cm alto) conteniendo 250 ml de la solucion de insecticidas. Se mantuvo
agitacion magnética durante la reaccion y el efecto de la evaporacién fue corregido
agregando suficiente cantidad de agua. La cubierta del simulador es una armazén de
aluminio que contiene la lampara de arco, el interruptor de la lampara, el integrador

optico, lentes de colimacién, compuerta y fuente de alimentacién [Newport, 2009].
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Figura Il D. Simulador solar Oriel y vaso conteniendo la solucion de insecticidas y Rosa de

Bengala.

La evaluacién de las constantes de quenching reactivo y fisico del O, ('Ag), k: y kg,
usualmente se realiza por competencia del quencher (Ins) con otro sustrato de
referencia (R) para el cual se conoce la constante de quenching reactivo k.X. A partir
de soluciones de R 6 Ins de concentraciones conocidas, manteniendo constante la
concentraciéon de sensibilizador y la geometria del sistema, se mide el consumo de O,
disuelto en funcién del tiempo de irradiacién. También puede medirse la formacion de
producto en funcién del tiempo de irradiacion, o la desaparicién del quencher. En el
caso de esta tesis, se siguid la concentracion de los insecticidas y el consumo de

oxigeno molecular en funcién del tiempo de irradiacion.

La velocidad de consumo de oxigeno puede escribirse

_% =k, x [Q] x [0,('A)l, EcliC

donde Q representa el quencher Ins, o la referencia, R. Integrando la ecuacion de

velocidad y considerando [02(1Ag)]ss constante, se llega a la expresion logaritmica,
In([0,]/[0,],) =K., xt  EcliD
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Ya que no se conoce [0x('Ag)lss, el valor de k'™, puede obtenerse comparando las
pendientes (kiapp) de las lineas rectas obtenidas al graficar In([O,])/[O2]p) vs. t en

presencia de insecticida, k",,,, y €n presencia del compuesto de referencia, k™app.

klnsapp _ klnsr % [InS]
kR kR x [R]

app r

EcllE

Para evaluar las constantes k™, y calcular la estequiometria de reaccién entre los
insecticidas y '0, las soluciones fueron irradiadas en un reactor cilindrico de vidrio
(125 ml) con una lampara de cuarzo-halégeno de 150W. Se colocé entre la celda y la
lampara un filtro de corte (450 nm) para que solo el sensibilizador absorbiera la luz. El
reactor posee en la parte superior un esmeril que permite el cierre hermético cuando
se coloca el soporte del electrodo medidor de oxigeno. Este soporte esta provisto de
un pequefio buzo magnético colocado aproximadamente 1 cm debajo de la membrana
del electrodo. Se monitored el consumo de O, disuelto con un electrodo galvanico
acoplado a un instrumento multiparamétrico Consort C932. La sustancia elegida como
referencia fue alcohol furfurilico, cuya constante de velocidad de reaccion se conoce
(k® =1,2 x 108 M seg™” [Miskoski 1993]) y es independiente del pH. Se trabajé con
concentraciones de sustrato de 1 x 10* M para conservar la condiciéon de
pseudoprimer orden. Como sensibilizador se utilizé Rosa de Bengala, un colorante
ampliamente usado por sus propiedades fotofisicas y fotoquimicas [Neckers, 1989]. El
mismo se agrego6 en forma tal que la absorbancia a la longitud de onda de irradiacion
del experimento, 532 nm, fuera del orden de 0,5-0,6. Las soluciones se prepararon con
agua destilada, el pH de las mismas se ajusté con KOH o HCIO, segun corresponda.
Ademas, en experimentos en las mismas condiciones, se siguid la cinética de
consumo de insecticidas por HPLC. Debido a que el consumo de O, disuelto se debe
realizar en un recipiente cerrado, se siguié su cinética de consumo, y a distintos
tiempos finales se detuvo la irradiacién y se determindé la variacion de la concentracién
de insecticidas por HPLC. El equipo utilizado fue un HP1050 que se describira a

continuacion.
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IV-Andlisis de los productos de reaccién

Cromatografia liquida y gaseosa

La concentracion de cada insecticida fue determinada por medio de cromatografia
liquida con dos equipos diferentes. El primero de ellos es el equipo HP1050 Series
con un detector de longitud de onda multiple e inyector automatico utilizado en los
laboratorios de Argentina. El mismo se encuentra equipado con una columna C18
Restek modelo Pinnacle Il (250 mm X 2,1 mm de didmetro interno y tamano de
particula 5 um) y usando una mezcla de acetonitrilo/agua 25/75(v/v) con 0,1% de acido
acético como eluente a flujo constante de 0,5 ml por minuto. El volumen de inyeccion
fue de 20ul. Y el segundo, un Perkin Elmer XL Autosystem (Figura Il E) equipado con
un detector de arreglo de diodos y un inyector automatico, utilizado en Espafia. Para
este Ultimo se utilizé una columna de fase reversa LiChrospher® 100 RP-18 (5um) de
la marca Merck, con una mezcla isocratica de acetonitrilo (35%) y H.SO4 1 x 10° M

(65%) como eluente con un flujo de1 mL/min.

En ambos equipos la deteccién de los insecticidas se realizé a 270 nm para IMD y 240
nm para THIA 'y ACT.

Figura Il E. Equipo de cromatografia liquida de alta resoluciéon Perkin Elmer.

Los productos de reaccién fueron detectados e identificados tanto por cromatografia

liquida de alta eficiencia-espectrometria de masa (HPLC-MS) en ensayos realizados
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en Argentina; como por cromatografia gaseosa acoplada a espectrometria de masa

(GC-MS), equipo ubicado en Espana.

El equipo HPLC-MS Agilent 1100 posee arreglo de diodos e ionizacién electrospray
(ESI), deteccion de cuadrupolo simple y esta equipado con una columna C18 Restek
modelo Pinnacle Il (250 mm x 2,1 mm de diametro interno y tamafo de particula 5
um.) y usando una mezcla de acetonitrilo/agua 1/1(v/v) como eluente a flujo constante
de 0,5 mL por minuto. Los limites de deteccion fueron normalmente de 1 ppm. El
detector de masa estaba equipado con una interfase electrospray en modo positivo
con deteccién de masas entre 50 y 300 amu. Las muestras para la deteccién de
productos fueron obtenidas irradiando con 10 pulsos de luz soluciones saturadas en

aire de concentraciones 5 x10%M H,0, y 1x10° M de los insecticidas en los ensayos
con radical OH' y soluciones saturadas de aire conteniendo 5 x 10 > M S,04% y 2 x10°
M de piridinas o 1x10° M de insecticidas irradiadas con diez pulsos de luz en los
ensayos con radical SO, . Los sustratos organicos remanentes en las soluciones

fueron extraidos con una mezcla 1:1 CH.Cl,: MeOH, la fase organica fue separada y
evaporada a 1/3 de su volumen y luego diluido con la misma fase maévil. El volumen de

inyeccion fue de 10 pL.

Para los andlisis GC-MS, las muestras fueron previamente concentradas por
extraccién en fase sélida (SPE): 100 mL de las soluciones acuosas se hicieron pasar
por un cartucho LiChrolut EN 200 mg (Merck). Los sustratos organicos fueron
recuperados pasando 3 mL de metanol. Los extractos metandlicos fueron inyectados
en un cromatégrafo GCMS-QP2010S (Shimadzu, Figura Il F) equipado con una fuente
de ionizacion de impacto de electrones y un analizador cuadrupolar. Las muestras se
inyectaron en modo split con una temperatura de inyector de 200 °C. La temperatura
se incremento de 60°C a 250°C con una velocidad de 5°C/min. Se utiliz6 helio
(Praxair) como gas portador. La columna utilizada fue Meta X5 Teknokroma de 30 m
de longitud, 0,25 mm de didmetro y recubrimiento interno (fase estacionaria) de 0,25

pm.
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Figura Il F. Equipo de cromatografia gaseosa con detector de masas utilizado.

Carbono organico total

El carbono organico total (TOC) fue determinado con un aparato Shimadzu modelo
TOC-V CSH, mostrado en la Figura Il G. Posee una valvula de inyeccion automatica,
un horno con un catalizador de platino sobre un soporte de alumina, trampa para

halégenos y deshumidificador. El gas portador usado fue oxigeno de alta pureza.

Figura Il G. Equipo analizador de carbono organico total.
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V-Ensayos bioldgicos

Estos ensayos fueron realizados en las instalaciones del Departamento de Ingenieria

Textil y Papelera de la Universidad Politécnica de Valencia, en Alcoy, Espania.

Respirometria

La medida de la respirometria se basa en el consumo de oxigeno por parte de los

microorganismos contenidos en los fangos activos.

Los ensayos respirométricos continuos fueron llevados a cabo usando un respirometro
de fangos activados BM3-LAB (Neurtek) equipado con un sensor de oxigeno (WTW-
Cell Ox). La velocidad de consumo de oxigeno, (Oxygen Uptake Rate, OUR) fue
obtenida por la diferencia en la concentracion de oxigeno en los fangos cuando son
bombeados al sensor a través de dos caminos de diferente longitud. Los experimentos
de inhibicion de la velocidad de consumo de oxigeno se realizaron de acuerdo con la
modificacion del test de OECD 209: 500 mL de fango activado se llevan a su tasa
maxima de respiracion (maximum Oxygen Uptake Rate, OUR.x) por agregado de 1 g
de acetato de sodio sdlido. Luego se adiciona 250 mL de la solucion acuosa de los
insecticidas y se mide el consumo final de oxigeno (OURy). La inhibicién se calculé

COomo:
OUR,., -OUR;
OUR .

inh(%)= x100 EcllF

La dilucién de los fangos por la adicion de una muestra liquida es responsable de una
disminuciéon en la OUR como se determina en los experimentos blanco (inhg); de

forma que la inhibicién corregida se calcula con la Ecuacién Il G.

inh-inhg
00-inhg

corr.inh(%)= 100 EcllG
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Inhibicidn de luminiscencia de Vibrio fischeri

Esta técnica es mucho mas sensible que la respirometria de fangos activos y puede
notar variaciones muy pequefias en la toxicidad, por el contrario, no se pueden
extrapolar los resultados obtenidos a lo que puede pasar en un reactor biolégico. Su
gran ventaja es el uso de una variedad de bacterias cuya respuesta es la misma en
cualquier periodo de tiempo y en cualquier lugar por lo que se pueden comparar los

resultados.

Los ensayos de luminiscencia fueron llevados a cabo de acuerdo a la norma
estandarizada 1SO 11348-3, usando la bacteria liofilizada V. fischeri. Las bacterias
fueron reconstituidas usando una solucién salina provista por Macherey-Nagel. La
luminiscencia fue medida con un luminémetro BioFix® Lumi-10 Macherey-Nagel GMBH
& Co. KG que trabaja a una longitud de onda entre 380-630 nm (Figura Il H). Las
cubetas de medida utilizadas fueron de 50 x 12 mm. La toxicidad de 500 uL de
solucion conteniendo una 80 mg/L de cada insecticida fue determinada luego de 15
minutos de incubacién con 500 yL de solucion de bacterias reconstituidas a 15 ° C.
Se realizé un blanco de la suspension de bacterias con 2% NaCl, y un control con una
solucion de 2,2 mg/L de ZnS0,.7H,O que produce una inhibicidon conocida. Las
muestras fueron neutralizadas antes del andlisis. Cuando fue necesario, el remanente

de H,0, en las soluciones se elimind por adicién de enzima catalasa.

Figura Il H. Lumindmetro utilizado para los ensayos con bacterias Vibrio fischeri.
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La inhibicidon de la luminiscencia de las bacterias (INH %) debido a la presencia de un

toxico se determina como:

INH%=100- x100 EcllH

donde, IBy y ITy son las luminiscencias del blanco y la muestra a tiempo cero t =0,
respectivamente, y IB15 y IT15 son los valores de luminiscencia del blanco y la muestra
medida luego de 15 minutos de exposicion, respectivamente [Parvez y col., 2006]. La
concentracion efectiva de téxico (mg/L) que causa un 50% de reduccién de la luz

luego de 15 minutos de exposicion se designa ECs.
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VI-Métodos de célculo

Analisis de regresion bilineal

Para cada una de las condiciones experimentales, se obtuvieron varios perfiles de
decaimiento a diferentes longitudes de onda de deteccidn, se obtiene asi absorbancia
como una funcién de la longitud de onda y el tiempo. Se aplicé a la matriz
experimental de absorcion, un andlisis de regresion bilineal, que tiene en cuenta la
linealidad de la absorbancia con el coeficiente de absorcion y la concentracion, para
obtener informacién del nimero minimo de especies y su perfil de concentracién
relativa y espectro de absorcién [San Roman y Gonzalez, 1989]. La absorbancia
puede escribirse en forma matricial como [a]=[¢][c], donde [a] es la matriz de
absorbancia, [¢] la de coeficientes de absorcion y [c] la de concentracion. Esta
ecuacion puede ser considerada como una funcién lineal de las concentraciones a
una longitud de onda constante o como funcion lineal de los coeficientes de absorcion
a tiempo constante. El procedimiento se basa en un calculo alternativo de las matrices
[€] y [c] por regresidn lineal en forma iterativa hasta convergencia. Se asigna en forma
inicial un valor a la matriz [¢] o [c]. Se aplica la condiciéon de minimos cuadrados para
calcular ya sea la matriz resultante [c] o [e] ¥ se repite en forma iterativa. Se incluye
una matriz de error que permite calcular una matriz de absorbancia corregida [a°]. El
numero de especies se selecciona como el minimo numero de especies que permite

una aproximacion razonable entre [a°] y [a].

Calculo del espectro de los intermediarios con la teoria funcional de densidad
dependiente del tiempo TD-DFT

Los calculos de los espectros fueron realizados por el Dr. Carlos J. Cobos en el
INIFTA.

Se ha demostrado que la generalizacion de la TD-DFT proporciona resultados
notables para las energias de transicién de estados electronicamente excitados de
una gran cantidad de moléculas [Wiberg y col., 1998]. En particular, la teoria da una

descripcion bien balanceada para moléculas conjugadas y sistemas de capa abierta,

42




como los estados excitados de radicales [Hirata y Head-Gordon 1999]. En este estudio,
se empled la aproximacion O3LYP que combina el funcional de intercambio local
OPTX [Hoe y col., 2001] con el funcional de correlacion LYP [Lee y col., 1988]. Para
una comparacion mas confiable con los experimentos, los efectos del solvente se
evaluaron con el modelo del conductor continuo polarizable, CPCM [Barone y Cossi,
1998], usando para el agua una constante dieléctrica de 78,39. Esta es una
aproximacién conveniente en tanto y en cuanto no haya interacciones especificas
entre el soluto y las moléculas del solvente. Todos los calculos se realizaron con el
programa Gaussian 03 [Frisch y col., 2004]. Primero, se optimizaron todos los
parametros estructurales de cada molécula en estado fundamental (sin restricciones
de simetria) con el funcional O3LYP/6-31G(d) usando métodos de gradiente analitico.
En todos los casos, se obtuvieron frecuencias vibracionales positivas, indicando que
las estructuras moleculares derivadas corresponden a especies estables. En un
segundo paso se calcularon las energias electronicas para las transiciones verticales,
las longitudes de onda asociadas a los maximos de las bandas, Anay, Y las fuerzas del
oscilador. Para las piridinas se utilizé el nivel de teoria CPCM-O3LYP/6-311++G(d,p)

y para los insecticidas el CPCM-B3LYP/6-311++G(d,p). El valor del operador <S?> no

fue superior a 0,8 el cual es cercano al valor exacto de 0,75 esperable para estados
dobletes. Esto indica que la contaminacion de spin debido a estados excitados es muy

pequeia para los intermediarios investigados.

Los calculos DF-DFT no tienen en consideracion el ensanchamiento vibracional. Por lo
tanto, para compararlos con los resultados experimentales, se obtuvieron espectros
simulados representando cada transicion electronica con funciones gaussianas
centradas en el maximo A Finalmente, los espectros completos se obtuvieron

sumando todas las transiciones.

Con el objeto de investigar la exactitud de las predicciones en los espectros de los
intermediarios formados durante la reaccion de SO,  con piridinas 3-sustituidas,
primero se calcularon los reactivos, los cuales tienen espectros conocidos. Para hacer
coincidir los datos calculados con los experimentales, se requirieron pequefios
corrimientos de la Anax calculada. Ademas, en ausencia de bases tedricas para poder
reproducir la forma de los espectros, se eligieron diferentes valores de ancho, o, a la
altura 1/e de la banda gaussiana. De esta manera, para la piridina, 3-cloropiridina, 3-
cianopiridina, 3-metoxipiridina y 3-metilpiridina se requirieron corrimientos AAn.x de 27,

-3, 7,15y 6 nmy valores de o de 1600, 3200, 2400 y 1600 cm™’ respectivamente. Los
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coeficientes de absorcion resultantes son entre un 5%, para 3-metoxipiridina, y un
37%, para 3-metilpiridina, mayores que los experimentales. Teniendo en cuenta los
buenos resultados obtenidos, los espectros de los aductos de hidroxipiridinas se
estudiaron con el mismo nivel de teoria. Por simplicidad, se empled un valor de ¢ de

1600 cm™ para todos los intermediarios piridinicos. Por otra parte, para todos los
intermediarios formados entre radical SO, y los insecticidas se utilizo el valor ¢ =

2400 cm™.

VII-Ecuaciones utilizadas para el ajuste de las sefales

Los perfiles de absorbancia de los transientes observados en los experimentos de
flash fotdlisis, se ajustaron con cinéticas de primer orden, segundo orden, u orden
mixto a una longitud de onda dada (ver Apéndice para la deduccién de las

ecuaciones).
Para cinética de primer orden: A(A4,t)=A,(4,0)xexp(-axt)+d(1) Ec. Il'|

Donde A, es el cambio de absorbancia observado inmediatamente luego del pulso de
luz, a es la constante de primer orden y d(1) corresponde a la absorcién de especies

de vida larga que se forman después de |la desaparicion del transiente.

Para cinética de segundo orden: A(A4,t)= 1 EcllJ

(%\ou,mj* o(4) xt

Donde A, tiene el mismo significado, y a partir de c(1) = 2k/el puede calcularse la

componente de segundo orden ( 2k / €).

a
A(A.1)= +d (1
(2.4 b(1)xexp(axt)-c(4) *) Bk

Para una cinética de orden mixto:

donde b(4) = (a/ Ao) + ().
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Capitulo Il

Estudio de la reaccion de insecticidas
cloronicotinoides con radical hidroxilo y

fotolisis UV



Capitulo 1ll. Estudio de la reaccion de insecticidas cloronicotinoides con radical

hidroxilo y fotdlisis UV.

I-Fotdlisis UV de los insecticidas

Como se menciono el capitulo introductorio, la fotdlisis de los contaminantes puede ser
una via de decaimiento importante para los mismos. Por tal motivo, es necesario tener
en cuenta su influencia cuando se trabaja con radiacion para generar las especies

oxidantes por accion de la luz UV como es el caso de esta tesis.

Se irradiaron soluciones acuosas de los insecticidas (0,33-1)x10° M con luz UV (254
nm). Las mismas muestran la disminucion de la concentracién de los insecticidas con
el tiempo de fotdlisis. En la Figura Ill A se muestra que, para alcanzar el 90 % de
disminucion se necesitan de 3 a 4 horas de irradiacion, mientras que se observd
menos del 3% de remocion de TOC en todos los casos. Las constantes de velocidad
de consumo de pseudo primer orden, kyy, se obtienen de las pendientes de los
graficos log [Ins] vs. tiempo, y se muestran en la Tabla Ill A. Se calcularon los
coeficientes de extincién a 254 nm, &,54 nm, de cada insecticida a partir de espectros de
absorcion, estos resultados se muestran en la Tabla Il A. Con los mismos y
considerando que la irradiacién de los tres insecticidas se realiz6 en idénticas
condiciones, los rendimientos cuanticos de fotélisis a 254 nm, ¢254nm, de THIA y ACT

relativos a IMD, pueden ser calculados con la Ecuacion Il A (ver Apéndice).

¢ THIA,ACT k THIA,ACT
254 uv

IMD IMD
¢254 kUV

De esta forma, ¢osanm " = 0,27 x dossnm ™ Y dosanm ' = 0,84 x dossnm . Asumiendo

Eclll A

12

que dosanm™° coincide con el valor publicado para su maximo de absorcién del IMD
dozonm > = (9 £ 2)x10™, [Redlich y col., 2007] los valores de dosanm " Y Gosanm ="

THIA esta de

estimados se reportan en la Tabla Il A. El valor estimado para ¢zs4nm
acuerdo con el valor 3,5 x 10 informado para la fototransformacién de THIA en agua

con luz de A > 290 nm [Krohn, 2001].
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Tabla lll A. Valores de coeficientes de extincién a 254 nm, €254 nm, CONstante de degradacion

de pseudo primer orden debido a la fotdlisis a 254 nm, kyy, y el rendimiento cuantico estimado

a 254 nm, do54nm, Obtenidos para los diferentes insecticidas.

Insecticida &sanm | Mtecm™ kov (™) Po54nm
IMD 10910 + 30 9,2x10™ (9+2)x10*
[Redlich y col.,
2007]
THIA 13210 + 30 2,5x10™ ~2x10™*
ACT 15447 + 40 1,5x10 ~7x10™
o
Q
(@]

0 50 100 150 200 250

tiempo/min

Figura 1l A. Decrecimiento de la concentracién de los insecticidas (3,3 x 10™ M) en
experimentos de fotdlisis con luz de 254 nm (V) IMD, (H) THIA, (@) ACT.
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[I-Radical hidroxilo. Experimentos de fotdlisis resueltos en el tiempo.

La determinacion de las constantes de velocidad para la reaccion de los insecticidas
IMD, THIA y ACT con los radicales HO- (R Il A2) se llevé a cabo mediante el método

competitivo con SCN" descripto anteriormente [Kozicki y col., 2003].

OH* + Ins—*2— Productos R Il A2

Se fotolizaron soluciones conteniendo 5 x 102 M de H,0, y1x10 3 M de KSCN en
ausencia y con cantidades crecientes de cada insecticida. De forma de tener en
cuenta el efecto de filtro interno debido a la absorciéon de luz por el insecticida, se
coloco en la camisa externa de la celda una solucién con la mitad de la concentracion

de insecticida de la solucién a fotolizar.

La Figura lll B muestra los perfiles de absorbancia del radical anion (SCN),” a 480 nm

en soluciones en ausencia y presencia de distintas concentraciones de THIA. Del
ajuste de estas trazas por una cinética de primer orden se obtienen los valores de Ay y
A. Estos datos se graficaron de acuerdo a la Ecuacion Il B (Capitulo Il) para obtener la

constante k, como se muestra en la Figura Ill C para cada uno de los insecticidas.

0.16
0.12 A

£ o008

<
0.04 1
0.00 g Tt

0.000 0.001 0.002 0.003 0.004

tiempo/s

Figura 1ll B. Perfiles de absorbancia para la especie (SCN),” a 480 nm en ausencia (traza
negra) y presencia de 1,5 x 10 M (trazaroja)y 1,3 x 10 “M (traza verde) de THIA.
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Figura lll C. Graficos A¢/A vs. [Insecticida]/[SCN] obtenido con soluciones de pH 7 conteniendo
1 x 10° M KSCN, 5 x 10%M H,0, y cantidades variables de insecticidas para (a) ACT; (b) IMD
y (c) THIA.

Tomando el valor ks = 1,1x10"° M s, [Buxton y col., 1988] los valores de las
constantes k, obtenidos para los tres insecticidas son difusionales y se muestran en la
Tabla Il B.

Tabla Ill B. Valores de constantes de velocidad k, para la reaccion de insecticidas con radical
hidroxilo a 20+3°C.

Insecticida ko(M7s™)
IMD (6+1) x 10
THIA (7,5¢1) x 10™°
ACT (5,5¢1) x 101°

llI-Radical hidroxilo. Experimentos de fotdlisis continua en presencia de H,O,

Con el fin de investigar los productos de degradacion de los insecticidas iniciada por
HO- y la toxicidad de las mezclas de reaccion, se realizaron experimentos de
irradiacion continua en presencia de 5 x 10°M H,0,. La Figura Ill D muestra que el 90
% de los insecticidas fueron eliminados luego de 30-45 minutos de fotdlisis con H,0,.
Se observa ademas que, las velocidades de degradacién de ACT y THIA se ven
claramente acelerada por el peréxido de hidrégeno, aunque menos del 1% de la luz
sea absorbida por el mismo en las condiciones experimentales usadas ya que €54 nm
(H,0,) = 19,6 M cm™. Las velocidades de degradacion de THIA y ACT resultan un
orden de magnitud mayor en presencia de H,O, que en ausencia de la misma,
indicando que hay una pequena contribucion de la fotdlisis de los insecticidas en
experimentos con H,O,. Las velocidades de degradacion de ACT y THIA son del
mismo orden bajo las mismas condiciones experimentales de fotdlisis con H,O,, como
es de esperar por sus constantes de velocidad con los radicales HO- mostradas en la
Tabla Ill B. El decaimiento mas rapido observado en idénticas condiciones para IMD
se atribuye a la contribuciéon de la fotdlisis del mismo. Es posible estimar esta

contribucién con los datos obtenidos en la fotdlisis en presencia de H,O, y la constante
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de velocidad de IMD con HO-. Tomando el valor k ~ 1,1x10° s™ para la constante de
velocidad de pseudo primer orden para ACT y THIA con HO-, calculada del ajuste de
la Figura lll D, y k, ~ 6,5x10" M™ s la concentracién de estado estacionario de
radicales HO- en estos experimentos fue del orden de 1,2 x 10" M. Teniendo en
cuenta esta concentracién de estado estacionario y los valores de k; y kyy para IMD de
las Tablas Ill Ay B, se puede predecir que la constante aparente de primer orden para
IMD en experimentos de irradiacion continua en presencia de HyO, es kapp = (1,7 %
0,3) x 10° s'. Este valor concuerda con el obtenido del ajuste de la traza

correspondiente en la Figura lll D, (1,2 £ 0,5) x 10> s™.

C/Cq

0 50 100 150 200 250
tiempo/min

Figura lll D. Consumo de los insecticidas en soluciones de concentracion inicial 3,3 x 10 M en
experimentos de fotdlisis con luz de 254 nm, en ausencia y presencia de 5 x 10° M H,0,
(simbolos llenos y vacios, respectivamente) (V) IMD, (H) THIA, (®) ACT.

La concentracion estacionaria de HO- obtenida fue aproximadamente un orden de
magnitud mayor que la concentracion de radicales HO- encontrada en reservorios
acuaticos (ver Capitulo 1). Aun asi, es lo suficientemente baja para asegurar

principalmente la formacion de productos de oxidacién primaria. Esto también se ve
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sustentado por el hecho de que las medidas de TOC muestran menos de un 3 % de
disminucion incluso luego de 3 horas de irradiacién. En consecuencia, las moléculas
de insecticida se oxidan solo parcialmente, sin llegar a mineralizarse a CO,, H,O y

sales inorganicas.

IV-ldentificacién de productos estables de reaccidn

Con el fin de detectar los intermediarios formados inmediatamente luego de la
reaccion R Il A2, se irradiaron con 10 pulsos de luz soluciones acuosas conteniendo
5%x10°M H,0, y 1x10° M de los insecticidas. Para detectar los productos de oxidacién
subsecuentes, las mismas soluciones fueron irradiadas en forma continua durante 3
horas. La Tabla Ill C muestra los picos y fragmentos detectados en el espectrometro

de masa para los productos de degradacion de los tres insecticidas.

Tabla Il C. Productos de degradacién formados luego de 10 pulsos de luz en presencia de
H,0,, 3 h de irradiacién continua en presencia de H,O,, y 3 h de fotdlisis continua con luz de
254 nm de soluciones acuosas de IMD, THIA, y ACT. R(min) son los tiempos de retencién y

m/z las relaciones masa/carga.

Insecticida m/z (10 | m/z  (3h irrad./ | m/z (3h fotblisis | Asignacion de
pulsos/H205) H20>) 254 nm) productos
272 (271+ H+), R¢ hidroxiimidacloprid,
=17 compuesto 3, Esq. lll A.

239, 211, 126, | N-(1-[(6-cloro-3-
99, Ri= 39,5 piridil)metil]-N-nitroso-2-
imidazolidinimina,

compuesto 1, Esq. lll A.

225, 211, 197, 182, Mezcla de compuestos
169, 140, 126, 113, oxidizados 4ay 4b, Esq.lll
IMD 99, Rt = 39,2 A.

212 (211+ H'), Ry | 211, 168, 140, 126, | 211,126, 99, Ry = | N-(1-(6-cloro-3-piridil-
=1,98 99, Ri=37,4 37,4 metil)imidazolidin-2-ona),
compuesto 2 Esq. Il A.

157, 140, 112, Ry= | 157, 140, 112, Ry | Acido 6-cloronicotinico
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21,6 =216

141, 140, 112, R = Aldehido 6-

15,0 cloronicotinico.
285 (284+H+), R; di-hidroxitiacloprid,
=4,3 compuesto 6, Esq. Il B.
269 (268+ H+), 3-[(6-cloro-3-piridin-
Ri=2,7 il)metil]-4-hidroxi-2 -

tiazolidinilideno}
cianamida compuesto 5,

THIA Esq. Ill B.

242, 214, 182, 167, Compuesto 7, Esq. Il B.
126, R¢= 36,8

157, 140, 112, Ry= | 157, 140, 112, R | Acido 6-cloronicotinico
21,6 =216

209 (208 + HY), N’-ciano-N-metil
Ri¢=2,6 acetamidina, compuesto
8, Esq. Il C.

157, 140, 112, Ry= | 157,140,112, R; | Acido 6-cloronicotinico

21,6 =216
ACT
156, 140, 112, Ry= | 156, 140, 112, R; | Aldehido 6-
15,0 =150 cloronicotinico.
97, 82, 67, Rt = | 97, 82, 67, R; = | N-[(6-cloro-3-piridil)metil]-

18,6 18,6 N’-ciano acetamidina,

compuesto 9, Esq. Il C.

Productos de degradacién de Imidacloprid: En base a los intermediarios detectados,
en el Esquema Ill A se propone un mecanismo probable para la formacion de los
primeros productos de fotdlisis y los primeros pasos de oxidacion de IMD mediada por
HO-. Debido a que la irradiacion de soluciones acuosas conteniendo H,O, e IMD
muestra la contribucion de ambas, la fotdlisis de IMD y de H,O,, ambos procesos

contribuyen a la formacion de los productos observados y se trataran conjuntamente.

Dos productos principales de fotdlisis, N-1-[(6-cloro-3-piridinil)metil]-N-nitroso-2-

imidazolidinimina (compuesto 1) y N-1-(6-cloro-3-piridil-metil)imidazolidin-2-ona
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(compuesto 2), fueron detectados luego de tres horas de fotélisis con luz de 254 nm.
Los productos observados concuerdan con los publicados para la fotdlisis visible en
agua y en solventes organicos. [Moza y col.,, 1998; Schippers y Schwack, 2008;
Wambhoff y Schneider, 1999]. De acuerdo a los productos observados y la evidencia
publicada en la literatura [Krohn y Hellpointer, 2002], la principal via de fotdlisis bajo
estas condiciones experimentales involucra la fotoreduccién del grupo nitro al derivado
nitroso, compuesto 1 (via a en Esquema Ill A). Una posterior reorganizacion de la
molécula de nitroso-imidazolidinimina en el compuesto 1 a iminodiazohidréxido y
pérdida de nitrégeno molecular (via b en Esquema Ill A) que genera el derivado
imidazolidin-2-ona compuesto 2, tal como fuera postulado por Schippers [Schippers y
Schwack, 2008].
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Esquema lll A. Vias primarias de oxidacion por radical HO- y fotoquimica segun los productos

observados para IMD. Los compuestos entre corchetes se proponen pero no fueron
observados.
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La conversion de IMD al compuesto 2 no puede ser explicada por el ataque del radical
HO- al grupo C=N-NO,, ya que involucraria una adicion electrofilica desfavorable al
atomo de carbono del grupo imino que presenta una densidad de carga positiva
debido a su estructura resonante C*-N=N(O)-O". Entonces, considerando que el
compuesto 2 es un producto de fotdlisis importante de IMD, se sugiere que éste es el
principal mecanismo que lleva a su formacion (vias a y b) en soluciones fotolizadas
conteniendo H,0,. La oxidacién subsiguiente mediada por HO- del compuesto 2 en el
grupo metileno que une ambos heterociclos genera el producto 4a (via c). Por otro
lado, la oxidacion mediada por HO- del compuesto 2 en el grupo metileno del
heterociclo (posicion 5), da el producto 4b (via d). Una oxidacion posterior de los
productos 4a y 4b conduce a la formacién del aldehido 6-cloronicotinico y el acido 6-
cloronicotinico. La oxidacion de IMD al compuesto 3 (via e en Esquema Il A) involucra

el ataque de HO- al grupo metileno del heterociclo (posicion 5).

Debido a que el IMD muestra propiedades basicas débiles [Krohn y Hellpointer, 2002],
el mecanismo de oxidacion mediada por HO- en los grupos a al nitrdgeno aminico en
soluciones acuosas oxigenadas, podria ser similar al propuesto por von Sonntag y col
y Das y col. para aminas terciarias no protonadas [Das y col., 1987; von Sonntag y
Schuchmann, 1997]. EI mecanismo involucra una abstraccién de hidrégeno inicial por
radicales HO- para dar H,O y un radical a-aminoalquilico (R 11l A1). Estos radicales se
conocen por sus propiedades reductoras [Hiller y Asmus, 1983] y pueden reducir el
oxigeno molecular a radical anién superoxido, O, , [von Sonntag y Schuchmann,

1997] oxidandose a hidroximetilamina luego de la adicién de agua (R Il A2).

-H,C-N< + OH" — -HC*-N< + H,O RIITAT

-HC*-N< + 0, + H,0 — -HC(OH)-N< + 0,” + H"* Rl A2

Este mecanismo es el que da origen al compuesto 3. Los radicales superéxido
formados se recombinan para dar oxigeno molecular y H,O,, reacciones R Ill B1y R
Il B2 [Gonzalez y col., 2004]. Un mecanismo similar, que involucra a los radicales
reductores a-hidroxialquilicos [Gonzalez y col., 2007], y que conduce a la generacién
del correspondiente oxo-derivado, es decir, compuestos 4a y 4b, puede plantearse

para la oxidaciéon mediada por HO- de la molécula hidroximetilamina (-CH(OH)N<).
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0,” +H &==2> Ho, R Il B1

HO," + 0,” + H" ->H,0, + O, RIII B2

La conversion de IMD al compuesto 2 y posterior oxidacion a acido 6-cloronicotinico
ha sido propuesta en estudios de degradacion del insecticida por procesos foto-Fenton
y basados en fotocatalisis solar con TiO, [Malato y col., 2001]. Todos los productos de
oxidacion detectados han sido identificados como metabolitos en la degradacion
biolégica de IMD [Dai y col., 2006; Dai y col., 2007; Guez y col., 2003; Krohn vy
Hellpointer, 2002; Schulz-Jander y col., 2002].

Puede concluirse que, de acuerdo a los productos de fotdlisis y oxidaciéon observados,
la molécula de piridina es la parte menos reactiva del IMD, ya que permanece intacta

en condiciones de oxidacion media y bajos niveles de fotdlisis.

Productos de oxidacion de Tiacloprid: Los productos primarios detectados son los
derivados mono y di hidroxilados de THIA. El producto observado con peso molecular
268 se asigna al compuesto 5 (Esquema Ill B), ya conocido como un metabolito
oxidado de THIA [Klein, 2001]. La hidroxilacion en el grupo metileno unido al anillo de
piridina se desprecia por la naturaleza de los productos de oxidacion siguientes. Tal
como se discutié para IMD, el THIA también presenta baja basicidad [Jeschke y col.,
2001]. Por lo tanto, el mecanismo propuesto conlleva la abstraccion de hidrégeno de la
posicién 5 del anillo tiazolidinico para generar el radical a-aminoalquilico. Este radical
reacciona con oxigeno molecular para dar el derivado monohidroxilado 6, via f en el
Esquema Ill B, como se discutié anteriormente y se muestra en las reacciones R 11l A1
y A2. Una abstraccion de hidrogeno posterior de la posicion 4 en el compuesto 5,
seguido de una adicion de HO- genera el derivado dihidroxilado 6, via de reaccion g.
La deshidratacion de 6 y ya sea, la hidrdlisis del grupo imino [Smith y March, 2007] o
posterior oxidacion del grupo cianoimino por HO- (de la que no se ha encontrado
evidencia en la literatura), pueden conducir a la formacion del compuesto 7, via de
reaccion h. El pico mas importante, que aparece luego de las 3 h de reaccién muestra
tiempos de retencion y fragmentos de masa idénticos a los encontrados para el acido

6-cloronicotinico. Este compuesto puede formarse por la oxidacion del compuesto 7.

Luego de 3 horas de fotdlisis con luz de 254 nm se observa por GC- MS un consumo

parcial de THIA y la formacién de acido 6-cloronicotinico. Esta informacion es
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insuficiente para elucidar un mecanismo de fotdlisis. Se ha publicado que los
productos de fotdlisis de THIA se disipan rapidamente bajo luz UV [Gupta y col., 2008].

Esquema lll B. Vias primarias de oxidacion observadas para tiacloprid.
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C\ / \
| NN s
= |
@ N N, THIA
CN
+HO + O, ‘
-0;7-H*
HO

N N
CN
+2HO
g
-H,0
HO OH
C\: :
| N H,N_ S
gl | °
N N,
CN
-H>NCN h
0
C\i \
DL
Cl N/ o

Productos de oxidacion de Acetamiprid: Basados en los productos detectados vy
considerando la baja basicidad que presenta el ACT [EPA, 2009], se proponen dos
vias de oxidacion i y j, en el Esquema Il C que conducen a N-1-[(6-cloro-3-

piridil)metil]-N"-ciano acetamidina, compuesto 8; y a acido 6-cloronicotinico y N’-ciano-
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N-metil acetamidina, compuesto 9, respectivamente. Ambas vias involucran una
abstraccién de hidrégeno inicial por radical HO- del carbono o al nitrégeno de la amina
de ACT (del grupo metilo en la via i, y del grupo metileno puente en la via j) para dar
los radicales a-aminoalquilo, los cuales, luego de oxidarse con oxigeno molecular
producen las correspondientes hidroximetilaminas, como se ha visto anteriormente.
Una hidrdlisis posterior de estos compuestos conduce a la formacién de aminas
secundarias (compuestos 8 y 9) y a los aldehidos hidratados (formaldehido y
cloronicotinaldehido, no detectados) [Das y col., 1987]. En condiciones oxidantes, los
hidratos de aldehido se oxidan facilmente a los acidos correspondientes (acido
carbénico y acido cloronicotinico). En la literatura se encontré que la demetilacion de
ACT por la bacteria Stenotrophomonas maltophilia también genera N’-ciano-N-
metilacetamidina, compuesto 8 [Chen y col.,, 2008]. Una fuerte oxidacion del

compuesto 8 puede conducir a la formacién de 6-cloronicotinamida.

Luego de 3 horas de fotdlisis de ACT con luz de 254 nm se observa la ruptura del
insecticida para formar 6- cloronicotinamida y cantidades menores de &cido 6-
cloronicotinico. Tal como se observé para THIA, los productos primarios de fotdlisis
parecen disiparse rapidamente bajo irradiacion con luz UV. La informacién obtenida es

insuficiente para dilucidar el mecanismo de fotdlisis.

Como se observé para IMD y THIA, el ataque del radical HO- al ACT tiene lugar
principalmente en el grupo metilo y metileno puente de la molécula, el radical no ataca

el anillo de piridina.
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Esquema lll C. Principales vias de oxidacién observadas para Acetamiprid. Los compuestos

en corchetes se proponen pero no han sido detectados.

CH:Z /CH3
| N N CH,
Joy
Cl N N
ACT CN

+OH-, +O,
i H* +0,
C D g n
| STH W/CHs /Jiitj/ CH,
_ | Y
CI” N N
\_ CN_J

o U

l +H,0

N H
2
| N OH CH3 OH X C\H
@ N N, HO™ ™y = Y
CN Cl N N
CN
9 8
+1/20,, -H,0 +1/20,, -H,0
COOH
| N H,CO,
~
Cl N

V-Toxicidad de los insecticidas vy de las aguas contaminadas con los insecticidas y sus

productos de degradaciéon con HO-

Los valores de ECsy basados en V. fischeri fueron calculados de los valores de INH%

obtenidos para las diferentes concentraciones de los insecticidas como se muestra en

la Figura lll E. La Tabla Ill D presenta los valores de ECsy determinados.
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Figura lll E. Inhibicion de la luminiscencia de V. fischeri vs. concentracion de insecticida, (@)
THIA, (O) IMD, (¥) ACT, y (A) acido 6-cloronicotinico.

Tabla Ill D Valores de ECs, luego de 15 minutos de exposicion frente a V. fischeri para los tres
insecticidas, y valores de INH% para soluciones 80 mg/L de insecticidas antes y después de la
fotdlisis en presencia y ausencia de H,O, hasta la desaparicién de insecticida. Clgs, es el

intervalo de confianza.

Insecticida Solucién de Fotélisis 254 Fotdlisis 254 | ECs0(Clgsy) €n
Insecticida nm nm en mg/L
(INH%) (INH%) presencia

de H,0O,

(INH%)
IMD 32+7 30+£15 60+12 101 (96 — 110)

THIA 51+ 11 87 +15 79 (68 —90)
ACT 28+6 21+4 3217 129(120 — 145)
acido6- | e | e 178 (170 -185)
cloronicotinico
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La INH% de soluciones de 80 mg/L de cada insecticida antes y después de la fotdlisis
(254 nm) en presencia y ausencia de H,O,, hasta una degradacion > 99% de los

insecticidas, fueron evaluadas y se muestran en la Tabla Il D.

La tendencia creciente en la toxicidad (decrecimiento de ECsy) basado en V. fischeri es
ACT < IMD < THIA. Si bien la toxicidad de una sustancia puede variar dependiendo
del organismo blanco, la tendencia hallada concuerda con la publicada para el efecto
inhibitorio de los insecticidas sobre la enzima citosdlica de higado de conejo DT-
diaforasa [Schulz-Jander y col., 2002] y también con los descriptos para

Caenorhabditis elegans y Eisenia fetida [Gomez-Eyles y col., 2009].

La evolucién de los valores de INH% observados luego de la fotdlisis y el ataque de
HO- a los insecticidas indican que la toxicidad de los productos primarios es similar a
la de los insecticidas correspondientes, ya que no se observa una detoxificacion
importante en ningun caso. Luego de la fotdlisis la concentracion de los insecticidas es
despreciable (menor a 5 mg/L), pero las medidas de TOC no decrecen
significativamente del valor inicial. Por lo tanto, la toxicidad observada puede

adjudicarse a la presencia de intermediarios tdéxicos en la solucion.

Se publicé que los metabolitos primarios de IMD presentan efectos téxicos para
microorganismos y animales [Suchail y col., 2001] por ejemplo, el metabolito oleofinico
(Figura 1l F) encontrado en plantas tratadas con IMD, que se forma luego de la
deshidratacion del compuesto 3 en el Esquema lll A, es mas toxico a los insectos que

el propio IMD.

Cl

Figura lll F. Metabolito oleofinico del IMD.

Ensayos de toxicidad oral aguda y crénica de 5-hidroxiimidacloprid y el metabolito
oleofinico en Apis mellifera muestran una toxicidad cercana al IMD [Suchail y col.,
2001]. Se ha publicado ademas que en ensayos con Periplaneta americana L., los
metabolitos hidroxi y dihidroxiimidacloprid poseen mayor actividad insecticida que IMD
[Kagabu y col., 2004]. Podemos afirmar que, dado que los productos observados para

bajos niveles de oxidacion de los insecticidas son muy similares estructuralmente con
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los insecticidas de partida, deben ser los responsables del mantenimiento de la
toxicidad luego de la oxidacion y fotdlisis de IMD. En general, los estudios de toxicidad
publicados del acido 6-cloronicotinico muestran una baja toxicidad, lo que coincide con

los altos valores de ECsg hallados con V. fischeri [Suchail y col., 2001].

Se ha informado que, tanto la demetilacién y la degradacién de ACT, contribuyen a la
débil bioeficiencia de ACT en aplicaciones en suelos [Chen y col., 2008]. Estos
resultados muestran la formacion del producto demetilado luego de la reaccién con
HO- para dar el compuesto 8 (Esquema Il C). Soluciones conteniendo el compuesto 8
y productos de oxidacion superiores muestran menor toxicidad que ACT, lo que esta

de acuerdo con lo observado por Chen y colaboradores [Chen y col., 2008].

Soluciones de los tres insecticidas fueron sometidas a ensayos respirométricos
[Garcia-Ripoll y col., 2007]. La inhibiciéon de la respiracion de los fangos activados
observada estuvo alrededor de un 10% para los tres insecticidas. La toxicidad
observada es del orden del error experimental y, por lo tanto, no es util para seguir los
cambios de toxicidad por oxidacion de los insecticidas. La baja sensibilidad de los
fangos activados puede atribuirse a una alta resistencia a los contaminantes [Gutiérrez
y col., 2002]. Sin embargo, los bajos valores determinados en este caso contrastan
con las altas inhibiciones encontradas con pesticidas fosforados. Estas diferencias
podrian ser atribuidas a la elevada selectividad de los neonicotinoides frente a
insectos. Sin embargo, la combinacién de los resultados de los ensayos de fangos
activados y V. fischeri indican que, si bien ni los insecticidas ni sus productos de
degradacion primarios interfieren en la actividad de una planta de tratamiento de

aguas residuales, si resultan potencialmente peligrosos para la vida acuatica.
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VII-Conclusiones parciales

El radical hidroxilo reacciona con IMD, THIA y ACT, reaccion R Il A2, con velocidades
controladas difusionalmente. De acuerdo con las estructuras de los productos
primarios de oxidacion detectados, los sitios preferidos de ataque del HO- en los tres
insecticidas son los atomos de carbonos vecinos al nitrdgeno aminico (posiciéon 5 en

IMD y THIA, grupo CH3 unido al N en ACT, y metileno puente, ver Figura Ill G).

_NO, _CN
\H2 N N \ N
/ ~ I

H,
C— N C
X N H X >N~ "CH
DY) NN o
7 N
Cl N/ CH:_CHz ’
2

Figura lll G. Estructuras de los insecticidas (IMD, THIA'Y ACT, de izquierda a derecha) con los

sitios preferidos de ataque del HO- marcados con flechas.

El mecanismo de abstraccion inicial de hidrégeno por radical HO- al grupo metilo o
metileno vecino al N de la amina, es apoyado por los valores publicados de las
constantes de velocidad de estas reacciones, [Hiller y Asmus, 1983; Ross y col., 1998]
que son del orden de los encontradas para la reaccion de HO- con los insecticidas. No
tiene lugar el ataque del radical HO- al anillo de piridina. De hecho, las constantes de
velocidad de adicién de HO- a piridinas sustituidas son menores, del orden de 10°
para piridina y 3-metilpiridina [Solar y col., 1993] indicando que la oxidacién del anillo
de piridina es cinéticamente menos favorable. Para mayores grados de oxidacion
todos los insecticidas generan acido 6-cloronicotinico como intermediario, lo que

concuerda con estas ultimas conclusiones.
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Capitulo IV

Estudio de la reaccidon de insecticidas
cloronicotinoides y piridinas sustituidas
con radical sulfato



Capitulo IV. Estudio de la reaccion de insecticidas cloronicotinoides y piridinas

sustituidas con radical sulfato.

|-Radical anidn sulfato

Se fotolizaron soluciones acuosas conteniendo S,0g 2 0,02 M saturadas en aire de
pH 2,5y 9. Del analisis de las trazas adquiridas en el rango de 320 a 530 nm, se
obtuvo el espectro de una especie transiente que coincide con el publicado para el

radical sulfato, tal como se muestra en la Figura IV A.

1.0 o
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Figura IV _A. Espectro del radical sulfato obtenido 97 pusegundos después de irradiar con un

pulso de luz, soluciones 0,02M de peroxodisulfato. La linea sélida representa el espectro de
bibliografia para el radical sulfato [David Gara y col., 2008; McElroy y Waygood, 1990]
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A-Experimentos con piridinas monosustituidas

[I- Constantes de velocidad de reaccion de piridinas e iones piridinio

Se estudio la cinética y el mecanismo de la reaccién de radical SO, con piridina
(Py), 3-cloropiridina (3-CIPy), 3-cianopiridina (3-CNPy), 3-metoxipiridina (3-MeOPy) y
3-metilpiridina (3-MePy). En general, se llamaran a estas piridinas, de aqui en mas,

XPy, donde X representa el sustituyente.

La fotélisis de soluciones de S,0s> en presencia de bajas concentraciones (< 5x10°
M) de las piridinas sustituidas muestran trazas de absorcién a longitud de onda de

deteccién A > 350 nm, cuyo espectro inmediatamente luego del pulso de luz también
concuerda con el del radical SO, pero con velocidades de decaimiento mayores (ver

Recuadro a de Figura IV B). La absorbancia experimental A, puede ajustarse a una
cinética de primer orden, Ecuacién Il I, donde a representa la constante de velocidad

de primer orden (ver Capitulo I1)

A(/l,t):AO(/1,O)><exp(-a><t)+d(/%) Eclll

La constante obtenida a partir de este ajuste a, representa la constante de velocidad
aparente, kpp. Esta constante es independiente de la longitud de onda A y aumenta
linealmente con la concentracion analitica de sustrato, [XPy]o, tal como se muestra
en las Figuras IV Ba y IV Bb para experimentos con soluciones de pH 2,5y 9,
respectivamente. Una pequefia absorbancia remanente [d (1) en Ec. Il I] se asocia a

especies con tiempo de vida mayor, principalmente los radicales organicos formados

a partir de la reaccion del SO, con las piridinas, reaccion R IV A.

SO,” + XPy —»— SO,” +producto de radical organico R IV A
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Figura IV B. Constante de velocidad aparente, Kqpp, VS. [XPy]o para 3-metoxipiridina (@), 3-
metilpiridina (O), piridina (+ ), 3-cloropiridina (V), y 3-cianopiridina (m). Soluciones de (a) pH
2,5y (b) pH 9. Recuadro a: Cambio de absorbancia obtenido a 450 nm para experimentos
con soluciones acuosas de 5x10° M S,05” de pH 2,5 en ausencia y en presencia de 5x10®

M 3-metoxipiridina (trazas superior e inferior respectivamente).

Los pKa, de las piridinas sustituidas que se muestran en la Tabla IV A dependen
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fuertemente del sustituyente [Albert y Serjeant, 1971; Williams, 2005]. Los
experimentos con soluciones de pH 9 dan informacion de la reaccién de radicales
sulfato con las piridinas. Sin embargo, los experimentos realizados a pH 2,5 brindan
informacion de la reaccion de los radicales sulfato con los iones piridinio con X = -
OCHjs, -CHg, -H y sélo parcialmente para —CI (pKs = 2,84) y —CN (pKa = 3,71). Se
evitaron soluciones de menor pH ya que por debajo de pH 1 se forma el acido

conjugado del radical sulfato (HSO,) cuyo espectro es idéntico al del radical sulfato.

Las pendientes de las lineas rectas que se muestran en las Figuras IV Ba y Bb
representan la constante de velocidad absoluta para las reacciones de radicales
SO, con los iones piridinio y las piridinas sustituidas, Kxpyr+ Y Kxpy, respectivamente,
excepto para los sustituyentes cloro y ciano. Para los iones 3-cloro y 3-ciano piridinio
los valores para las constantes de velocidad absoluta se obtuvieron a partir de la
Ecuacion IV A (ver Apéndice para su deduccién) asumiendo un equilibrio acido base
rapido y tomando las pendientes s de las lineas en la Figura IV Ba. La Tabla IV A

presenta todas las constantes de velocidad absoluta calculadas.

X Ks 1S EcIVA
H
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Tabla IV _A. Valores de pKa, parametros de Hammett y constantes de velocidad a pH 2,5y 9

para las diferentes piridinas sustituidas.

Sustituyente PKa oo+ kxpy (M's™) Kxpyrs (M's™)
1=1,6x10°M I=5x102M

CH;0- 4,88 -0,780 (2,5+1)x10° (8,6+0,8)x10°

CHg- 5,68 -0,310 (4,0+1)x10° (3,620,5)x10®

H- 5,17 0,000 (1,8+0,2)x10° (1,4%0,1)x10®

Cl- 2,84 0,110 (1,0+£0.2)x10° (3,3+0,3)x10’

CN- 3,71 0,700 (5,0+0.1)x10’ (1,4%0,2)x10’

Se investigo la influencia de la fuerza ionica en la constante de velocidad de la
reaccion R IV A para piridina, kppy, € ion piridinio, kypyn:. La constante de velocidad
knpy NO depende, dentro del error experimental de la fuerza ionica para | < 0,4 M, tal
como se muestra en la Tabla IV B. Por el contrario, Kupyn:, S€ incrementa por el
decrecimiento de la fuerza ibnica como se muestra en la Ecuacion IV B, y como es
de esperarse para la reaccién acuosa de dos iones de carga opuesta con log k°upyr.=

8,3, el logaritmo de la constante de velocidad a fuerza iénica cero.

logK, e, =8,3-0,41x1Y? EcIVB
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Tabla IV _B. Influencia de la fuerza idnica en las constantes de velocidad de piridina e ion

piridinio con SO, .

Fuerza I6nica, | Kupy(Ms™) Kupyn+(M™'s™)
0,016 (1,8 + 0,2)x10° -
0,05 - (1,4 +0,1)x10®
0,1 (1,8 + 0,2)x10° (1,5 + 0,1)x10®
0,2 (1,8 + 0,2)x10° (1,1 + 0,2)x10®
0,4 (1,9 +0,3)x10° (1,0 + 0,2)x10®

Para estudiar en forma cuantitativa el efecto del sustituyente en el anillo de piridina
se realiz6 un andlisis de Hammett. Este tratamiento es una correlacién de energia
libre que asigna un valor ¢ a cada grupo sustituyente teniendo en cuenta los efectos
electrénicos (resonancia y carga) cuando ese grupo esta unido a un anillo. La
constante p depende del tipo de reaccién y describe la suceptibilidad de la reaccion
al sustituyente. Este tratamiento ha sido usado y correlaciona bien para muchas

reacciones y grupos funcionales [Smith y March, 2007].

Se han utilizado los valores ¢* ya que son una buena opcion para la correlacién de
Hammett en reacciones donde un sustituyente dador de electrones interacciona con
una carga positiva en desarrollo en el estado de transicion, como es el caso de estas
reacciones. Como es de esperar para una especie electrofilica como el radical
sulfato, los valores de kxpy Y Kxpyn+, decrecen con el poder atractor de electrones del

sustituyente. La Tabla IV C también muestra los parametros sigma de Hammett, cp*
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[Segura, 1985; Smith y March, 2007]. El efecto del sustituyente se representa
cuantitativamente en un gréafico logaritmico de Hammett de la constante de velocidad
absoluta versus ", [Gonzalez y Martire, 1999], como se muestra en las Figuras IV C
y D. Los gréaficos usando los parametros ¢’ 0 ', N0 dan una buena correlacion

como la observada para los valores de c”.

Las pendientes p* de las lineas rectas en la Figura IV C y D son, dentro del error
experimental, coincidentes (p* = —1,1 + 0,3) a pesar de que la reactividad del radical
SO, decrece con las diferentes familias de compuestos derivados de benceno >

piridina > ion piridinio.

-0.8 -0.4 0.0 0.4 0.8

Figura IV C. Grafico logaritmico de kxp,(O) vs. c*,. Las abreviaciones H, Me, OMe, Cl y CN
representan a los sustituyentes hidrégeno, metilo, metoxi, cloro y ciano respectivamente. Se
muestran ademas, las constantes de velocidad publicadas [Neta y col., 1988] para la reaccion
entre los correspondientes bencenos sustituidos y los radicales sulfato (A). Las lineas sélidas
representan la correlacion lineal entre log ky ¢*, (I = 0,93). Las curvas punteadas muestra el

intervalo de confianza del 95 %.
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Figura IV D. Grafico logaritmico de kypyn+ Vs. op . Las abreviaciones H, Me, OMe, Cl y CN
representan a los sustituyentes hidrégeno, metilo, metoxi, cloro y ciano respectivamente. La
linea solida representa la correlacion lineal entre log k y o, (rl= 0,917). Las curvas

punteadas muestra el intervalo de confianza del 95 %.

[ll-Radicales organicos formados en la reaccion de SO, con piridinas 3-sustituidas e

iones piridinio

Con el fin de caracterizar los radicales organicos formados en la reaccion R IV A, se
irradiaron soluciones 5x10° M S,0g* saturadas en argén y aire de pH > 7 con
concentraciones de piridinas > 5x10™ M ya sea con una lampara convencional de
flash 0 con un laser (hexe = 266 nm). En estas condiciones el tiempo de vida del
radical SO," es < 2 us. Dependiendo de la naturaleza del sustituyente, el transiente

que se observa muestra un maximo de absorcion en el intervalo de longitudes de

onda de 300 a 400 nm. El espectro del transiente se muestra en las Figuras IV E, F,
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G (principal), G (recuadro), y H, para 3-metoxipiridina, 3-metilpiridina, piridina, 3-

cloropiridina, y 3-cianopiridina, respectivamente.

Para cada piridina sustituida, se tomaron varios perfiles de decaimiento a diferentes
longitudes de onda de deteccion en el intervalo de longitudes de onda de 290-560
nm. Se aplico el analisis de regresion bilineal a la matriz de absorbancia para obtener
informacion del nimero minimo de especies. Para los experimentos con flash fotdlisis
convencional, el andlisis bilineal muestra que los datos obtenidos para las diferentes
piridinas pueden ser descriptas por dos especies absorbentes: un transiente organico
presente 100 ps luego del pulso de luz, cuyo decaimiento da un producto estable de
menor absorbancia, como se representa para 3-metoxipiridina en el recuadro de la
Figura IV E.

Figura IV _E. Espectros de absorcion de los transientes observados en experimentos de flash
fotolisis convencional con soluciones saturadas con aire (O) y argén (@) de pH 7 y 5x10° M

S,05” y 5x10™° M 3-metoxipiridina. Las lineas punteadas representan los espectros
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calculados mediante TD-DFT para los aductos 3-hidroxi-5-metoxipiridina (linea a) y 2-hidroxi-
5-metoxipiridina (linea b). Las estructuras de los hidroxiaductos se muestran en las llamadas.
La linea sdlida ¢ representa la combinacion lineal a+2,6xb. Recuadro: Contribucion a las
trazas de absorcion a 350 nm del transiente y el producto estable (trazas superior e inferior
respectivamente) para experimentos saturados con argén de la figura principal. Se muestra

superpuesto a la curva experimental el ajuste a una ley de segundo orden.

Considerando que todo el radical sulfato que se forma reacciona con las piridinas
para formar el transiente organico, es posible estimar el limite inferior para el
coeficiente de absorcion del transiente organico a partir de su maximo de
absorbancia. Estos resultados se muestran en la Tabla IV C. La concentracion de
radicales sulfato se calcula a partir de las trazas obtenidas en ausencia de piridinas
bajo idénticas condiciones experimentales considerando &ssonm = 1600 M* cm™
[McElroy y Waygood, 1990].

Tabla IV C. Constantes de decaimiento del aducto de hidroxipiridina (ks), longitud de onda del
maximo de absorcion (Ana) Y limite menor para el coeficiente de absorcién a Anax (€)
calculado. Se muestran ademas aquellos valores de coeficientes de absorcién previamente
publicados, *[Solar y col.,1993],**[Cercek y Ebert,1967].

Sustituyente 2 x ka/M*s™ Amax: (M cm™)
CH30- (2,7+0,3)x10® 350(>3790)
CHs- (3,2+1,5)x10° 320(>990, 2700* )
H- (7,5+1)x10° 320(>1060, 2400** , 4900%)
Cl- (1,00,2)x10° 320(>3400)
CN- (3,3+0,5)x10° 350(>1350)

73




Los decaimientos de los transientes organicos siguen, en todos los casos, una ley de
segundo orden, como se muestra en las Figuras IV E (recuadro), F (recuadro), y H
(recuadro) para 3-metoxipiridina, 3-metilpiridina y 3-cianopiridina, respectivamente. A
partir del coeficiente calculado en el méximo de absorcion, se obtienen la constante
de velocidad de recombinacién 2 x ks para cada transiente organico y también se

muestra en Tabla IV C.

Para 3-metilpiridina y piridina, el espectro de los transientes y las velocidades de
decaimiento estan de acuerdo con los publicados para los aductos de radical HO-, o
radicales hidroxiciclohexadienilos de piridinas, correspondientes [Solar y col., 1993]
(ver Figuras IV F y G) y pueden ser asignados a estas especies. Sin embargo, el
limite menor de los coeficientes de absorcién obtenidos son la mitad de los valores

informados por Solar y colaboradores.

1000 c
£ 0.004
o
800 :3(‘7') 0.002
600 0.000 L
0.000 0.002

€ /M_1 cm_1

400 e ]
200 / \C./j/CHs
A @ H#\
0 | o % oo HO N
300 400 500
A/ nm

Figura IV F. Espectro de absorcidn del transiente observado en experimentos de pH 9 y (O)
1x10° M S,047, 1x10 M 3-metilpiridina, saturadas con argén (experimentos con laser), y (@)
5x10° M S,05%, 1x10™ M 3-metilpiridina, saturadas con aire (experimentos con flash fotélisis
convencional). (A) Espectro publicado para el aducto de hidroximetilpiridina [Solar y col.,
1993]. La linea solida representa el espectro calculado por TD-DFT del aducto de 2-hidroxi-
5-metilpiridina. Se muestra ademas su estructura. Recuadro: Traza de absorcion obtenida en
soluciones saturadas en argon a 310 nm en el experimento de laser de la figura principal. La

traza solida corresponde al ajuste de una ley de segundo orden.
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Los espectros de absorcion de los transientes y las velocidades de decaimiento de
los mismos, en experimentos saturados en argon y en aire, resultan coincidentes
como puede verse en las Figuras IV E a H. Los perfiles de decaimientos de los
transientes fueron ajustados a cinéticas de orden mixto, primero y segundo, con el fin
de evaluar su reactividad frente a oxigeno. Se obtuvieron residuos aceptables para el

ajuste de primer orden si la constante es menor a 1000 s™.

1200

1000
800
600

300 350 400 450
Al nm

400

e/ Mtcm?

200 [ ] PS

Figura IV_G. Espectro de absorcion del transiente (@) observado en experimentos de
irradiacién en soluciones saturadas con argén 5 x10°% M S,05> de pH > 7 conteniendo 6 x10™
M de piridina. (A) Espectro normalizado reportado para el aducto hidroxipiridina [Solar y col.,
1993]. La linea soélida representa el espectro normalizado del aducto 2-hidroxipiridina
calculado por TD-DFT. Recuadro: Espectro de absorcion del transiente observado en
experimentos con soluciones 5 x10° M S,04” de pH 7 con 5 x10™ M of 3-cloropiridina en
soluciones saturadas con (O) aire y (@) argén. La linea sélida representa el espectro
normalizado del aducto 2-hidroxi-5-cloropiridina calculado por TD-DFT. Se muestran las

estructuras de los aductos en ambos casos.
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Figura IV _H. Espectro de absorcidn del transiente observado en experimentos de irradiacion
con soluciones de pH 7 saturadas con aire conteniendo 5x10° M S,05% y 5x10™* M 3-
cianopiridina La linea sélida representa el espectro normalizado del aducto 2-hidroxi-5-
cianopiridina calculado por TD-DFT. Recuadro: Absorcion resuelta en el tiempo a 350 nm
para los experimentos en la figura principal. La linea punteada representa el ajuste a ley de
velocidad de segundo orden.

IV- Identificacion de productos estables de reaccion de SO, con piridinas

Los principales productos formados en experimentos saturados en aire son los

piridinoles sustituidos, como se muestra en la Tabla IV D para cada piridina.

76




Tabla IV _D. Productos detectados mediante HPLC-MS vy valores de tiempos de retencion y

m/z luego de la irradiacion de soluciones acuosas de piridinas 1 x 10 ® M saturadas en aire.

Sustituyente

Tiempos de retencion (Rt, min) y

principales picos de masa (m/z)

Estructuras

CH50-

Rt= 1,4min, m/z=148 (125+Na"), 126
(125+H%), 96 (95 +H")

Rt= 1,3min, m/z=126(125+H"), 96(95
+H")

HO

OMe

CHs-

Rt= 1,5min, m/z=110 (109+H")

Rt= 1,5min, m/z=126(125+H")

Rt= 1,4min, m/z=118 (95+Na’), 96
(95 +H")

Cl-

Rt= 1,4min, m/z=118 (95+Na’), 96
(95 +H")

Rt= 1,1min, m/z=130 (129+H")

CN-

Rt= 1,3min, m/z =143 (120+Na")

Rt= 1,3min, m/z =159 (136+Na")
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V- Conclusiones parciales

Los resultados previos muestran que la reaccién de 3-metilpiridina y piridina con
radicales sulfato resulta en la formacion de los respectivos aductos hidroxipiridina.
De la buena correlacién entre log kxpey Y 10g kxpyn+ Y 1a constante del sustituyente, o,",
mostrada en las Figuras IV C y D respectivamente, puede esperarse que un
mecanismo similar de reaccion, que da lugar a la formacion de los aductos
hidroxipiridinas sustituidos, opere para todas las piridinas estudiadas. Debido a que
los gréficos de Hammett dan la mejor correlacién con el pardmetro o,", la adicién del
radical sulfato al anillo de piridina en la posicién para al sustituyente y orto al a&tomo

de N debe ser el sitio de ataque preferido.

Los aductos de piridina y metilpiridinas poseen constantes de disociacion acido-base
gque son aproximadamente 0,5-0,6 unidades de pH menores que los valores de pKa
de las piridinas correspondientes [Solar y col., 1993]. Los espectros de los
transientes organicos que se muestran se obtuvieron en soluciones de pH >7 vy, por
lo tanto, se espera que los hidroxi-aductos observados se encuentren en su forma de

base conjugada.

Para confirmar la hipétesis previa, se calcularon los espectros de los aductos 2-
hidroxi-piridina-5 subtituidos mediante TD-DFT y se compararon en las Figuras IV E
a H. La estrecha coincidencia que se obtuvo entre los espectros de transientes
calculados y experimentales, excepto para 3-metoxipiridina, indican que se puede
asignar estos transientes a los aductos de 2-hidroxipiridina correspondientes. El
espectro del transiente observado para 3-metoxipiridina puede ser interpretado como
la contribucibn de ambos aductos 2-hidroxi-5-metoxipiridina y 3-hidroxi-5-
metoxipiridina en una relacién 2,6:1 de acuerdo con la formacion de los productos
de reacciéon 2 o 4-hidroxi y 3-hidroxi-5-metoxipiridinas, tal como se ve en la Tabla IV
D.

Los graficos de tipo Hammett con pendientes p'= -1,1 + 0,3; Figura IV C y D,

sugieren que los radicales SO, reaccionan por, transferencia electronica y por

adicién [Gonzalez y Martire, 1999]. La formacion de los aductos de hidroxipiridina

luego de la reaccion con radical SO, ~ puede ser explicado por esas vias de reaccion.
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El potencial de oxidacion publicado para piridina en acetonitrilo - BuyNPF¢ (0,1 M) es
2,46 V vs. Fc/Fc™ (Fc: ferroceno, E° (Fc/Fc* en agua) = +0,4 V vs. ENH [Barrette y
col., 1984; Reitstéen y Parker, 1991] y, por lo tanto, el potencial de reduccion de la
piridina resulta 2,86 V vs. ENH. Considerando que el potencial de reduccién del

radical sulfato en agua es 2,5 V vs. ENH [Wardman, 1989] la reaccién de

transferencia electrénica desde la piridina al SO,  es termodindAmicamente

desfavorable. Ademaés, se conoce que los radicales SO,  reaccionan selectivamente

con los bencenos sustituidos por una via de adicion-eliminacién para dar los

radicales hidroxiciclohexadienilos (HCHD) [Rosso y col., 2003]. Por lo tanto, una via
probable de reaccién seria la adicion del radical SO, al anillo de piridina y posterior

eliminacién para dar el aducto ciclohidroxipiridina como se muestra en el Esquema IV

A. Un mecanismo similar puede aplicarse a las piridinas protonadas.

Esquema IV A. Mecanismo de la reaccion de radical sulfato con piridinas 3-sustituidas.

H X H X
X \
~ K, \C-/:\ k, C-/\
| + S0, —— H>k HJ\ P
~ - Z + -H+,-S0,2
N < -0,S07 N H20. “  HO N
1 ky| x2
-H,0

X S,
(Y- T
N HO N

La adicién de SO, a las piridinas sustituidas involucra la formacion de un aducto de

sulfato (1 en Esquema IV A, no observado) que luego de la eliminacion de anion
sulfato y adicion de agua genera el aducto de OH. La desproporcionacion de estos
aductos, (ks) en Esquema IV A, da lugar a la formacion de los piridinoles

correspondientes.

La diferencia en los mecanismos de reaccion observados entre el radical SO, vy el

radical OH" (ver Capitulo Ill), se deben fundamentalmente, a la habilidad del radical
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sulfato como grupo saliente. El anién SO, es mejor grupo saliente que el OH". Esta
caracteristica hace que el tiempo de vida del aducto piridina-sulfato sea muy corto,
tal como se publicé para el aducto benceno-sulfato [Steenken, 1996]. Por lo tanto, el
aducto con sulfato no puede observarse en la ventana de tiempo accesible con el
equipamiento utilizado. Considerando el mecanismo propuesto en el Esquema IV Ay
asumiendo que la concentracion del aducto del radical sulfato (1 en Esq IV A) se
k,xK,

—1+ 2

encuentra en un estado estacionario, se puede plantear que K, = Si la

reaccion de hidrélisis es mas rapida que la descomposicién, o sea, k., >> k_; entonces
ks = k; tal como es de esperar por la fuerte dependencia de ks con el sustituyente

unido al anillo piridinico.

La adicion del radical SO, al anillo de piridina ocurre preferencialmente en la

posicién para al sustituyente y orto al nitrdgeno. Ademas, la posible reaccién del
radical sulfato con el nitrégeno de la piridina puede descartarse puesto que no se
observé entre los productos de reaccién la formacion de piridinas N-O6xido. Estos

resultados concuerdan con los publicados, donde no hay ningun indicio definitivo del
ataque del OH' al nitrégeno [Dey y col., 2002; Steenken y O’Neill, 1978] y los

resultados de los calculos SCF MO publicados, indicando que la deslocalizacion del
electrén desapareado en el aducto hidroxipiridina favorece su formacion, mas que la

adicioén del radical hidroxilo al atomo de nitrégeno [Anthony y col., 1982].

Dey y colaboradores [Dey y col.,, 2002] sugieren que la via preferida de reaccién
entre la 3-aminopiridina y radical sulfato es una transferencia electrénica. El potencial
de oxidaciéon de las piridinas sustituidas disminuye considerablemente con el
aumento del poder dador de electrones del sustituyente [Reitstéen y Parker, 1991].
Debido a que el grupo NH;, presenta poder dador de electrones mayor que los
sustituyentes estudiados en este trabajo, la diferencia observada puede ser explicada
si el potencial de reduccion del catién radical de 3-aminopiridina es < 2,4 V vs. NHE,
y en consecuencia, la reaccion de transferencia es termodinamicamente posible sélo

para ese caso patrticular.

La abstraccion de hidrégeno del grupo metilo en el caso de la 3-metilpiridina puede
ser una via posible de reaccién que compite con la adicién de radical sulfato al anillo

de piridina. Sin embargo, los resultados obtenidos no presentan evidencia de
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la formacion de otro transiente organico distinto del aducto de hidroximetilpiridina, ni
tampoco por la formacién de productos oxidados en el grupo metilo o productos
donde dos moleculas de piridina se encuentren unidas mediante un puente metileno.
En consecuencia, la abstraccion de hidrogeno no es significativa en este caso y la
constante de abstraccién de hidrogeno por sulfato a la 3-metilpiridina se espera que

sea, Kyaps < 4x10%® M st Asimismo, ha sido publicado que la abstraccion de
hidrogeno del grupo metilo de 3-metilpiridina por radicales HO" no es una via de

reaccion importante [Solar y col., 1993].

La formaciéon de 3-hidroxipiridina como producto en la reacciéon de 3-cloropiridina
puede explicarse por la reaccion del radical SO, en la posicion ipso al Cl, la

formacion del isémero ipso del aducto hidroxipiridina, y posterior pérdida de HCI. Un
mecanismo similar fue publicado para la reaccion de radical sulfato con clorobenceno
[Rosso y col., 2003].

Los resultados obtenidos muestran que tanto la formacion como el decaimiento de
los aductos de hidroxipiridinas 3-sustituidos no son sensibles, dentro del error
experimental, a la presencia de oxigeno molecular en soluciones saturadas con aire.
Por lo tanto, la oxidacion de la molécula de piridina ocurre principalmente mediante la
desproporcionacion de los aductos hidroxipiridina para dar los correspondientes
piridinoles como se muestra en el Esquema IV A. Por otro lado, se conoce que los
radicales hidroxiciclohexadienilos (HCHD) obtenidos por la reaccion de radical sulfato
con bencenos monosustituidos (a en Esquema IV B) reaccionan en forma reversible
con oxigeno molecular para producir radicales peroxilo (b en Esquema IV B), que
luego de un reordenamiento a endoperoxidos (¢ en Esquema IV B) conduce a la
formacion de productos oxidados de cadena abierta [Caregnato y col., 2009; Rosso
y col., 2003; von Sonntag y Schuchmann, 1997]. En consecuencia, se espera que los
bencenos sustituidos sean mas facilmente mineralizados que las piridinas 3-

sustituidas.
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Esquema IV _B. Mecanismo de la reaccion de radical sulfato con bencenos sustituidos

[Caregnato y col., 2009; Rosso y col., 2003; Von Sonntag y Schuchmann, 1997]

X N H X H
+ SO, , 0SO, — > @OH
— R C,\ . C-\
H H
a
+ (O
X H
b OH
H
Oo—o0.
/H H
C
c O-0| OH
H
X

Productos oxidados de cadena abierta

Considerando la concentracién de oxigeno molecular en soluciones saturadas en
aire ([0,] = 2,5x10™M), se estima que la constante de velocidad para la reaccién de
los transientes organicos con O, es kox < 4x10° M s, La constante publicada para
la reaccion del hidroxi-aducto de 3-aminopiridina con O, es kox = 7x10° M s [Dey y
col., 2002]. Las constantes de velocidad de los radicales HCHD de bencenos con O,
se incrementan con el aumento del poder dador de electrones del sustituyente [von
Sonntag y Schuchmann, 1997]. Asumiendo un comportamiento similar para los

aductos de hidroxipiridina, las constantes de velocidad para los aductos estudiados
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en esta tesis deberian ser < 7x10° M™* s®, lo que concuerda con lo observado
experimentalmente. Por otro lado, se publicé que la constante de velocidad para la
reaccion del hidroxi-aducto de 2-aminopiridina con O, es kox = 1x10® M* s [Dey y
col.,, 2002], indicando que la posicién del sustituyente influencia fuertemente la

facilidad de mineralizacion de la molécula de piridina.
B- Experimentos con insecticidas cloronicotinoides

VI-Constantes de velocidad de los insecticidas con SO,

Los ensayos realizados con concentraciones de los insecticidas de 1 x 10° M y
peroxodisulfato 0,02 M muestran la formacién de un Gnico transiente al irradiar con

luz de 200 a 600 nm, cuyo espectro coincide con el del radical sulfato Figura IV A.

El decaimiento del radical puede ajustarse en estas condiciones por una cinética de
orden mixto, tal como se menciono en el Capitulo I, y como se observa en la Figura
IV 1. Las trazas de absorcion de soluciones de S,0> 5x10°M en presencia de bajas
concentraciones de insecticidas (< 1x10° M) a pH 3 y pH 9 muestran un espectro
que coincide con el del radical sulfato pero con velocidades de decaimiento mayores

(ver Figura IV |, recuadro).
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Figura IV 1. Perfiles de absorbancia obtenidos a 450 nm (curva superior) y a 510 nm (curva
inferior) en experimentos de flash fotdlisis convencional para 2 x 10 M de peroxodisulfato de
sodio. Las lineas grises muestran el ajuste de orden mixto. Recuadro: Trazas obtenidas a 450
nm para soluciones con 2 x 102 M de peroxodisulfato de sodio en ausencia (curva negra) y

en presencia (curva gris) de 1 x 10° M de IMD.

La absorbancia de estas trazas en presencia de insecticidas puede ajustarse por una
cinética de primer orden, Ecuacion Il I. De este ajuste de las sefiales obtenidas a 450

nm se obtiene la constante de velocidad de reaccion aparente, k'”sapp,

En la Figura IV J se observa que k'”saIOID depende linealmente con la concentracién de
insecticida para IMD, THIA y ACT, a pH 3y pH 9. Los valores de las constantes de
segundo orden obtenidas de las pendientes de las rectas se muestran en la Tabla IV
E.
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Concentracion insecticida/M

Figura IV J Gréfico de k™,,, vs. [Insecticida] obtenido para IMD (simbolo lleno) y THIA
(simbolo vacio) con 5 x 10° M de S,05” a pH 3(0) y pH 9(V).Recuadro: Gréfico de kapp Vs.
concentracion de ACT obtenido en soluciones de S,05% 5 x 10° M a pH 9(V) y pH 3(®).
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Tabla IV _E. Constantes de velocidad de segundo orden de los insecticidas IMD, ACT y THIA

con radical SO, apH 3y pH 9.

Insecticida IMD ACT THIA

pH3 | (3+1)x10° | (1,1+0,6)x 10° (3 1) x 10°

k(M*s™
pHO9 | (3,5+1)x10% | (1,0+0,8)x 10° | (4,5 +1) x 10°

Las velocidades obtenidas a pH 3 y pH 9 son coincidentes, dentro del error
experimental, para los tres insecticidas. Por lo tanto, los pK, de los insecticidas

deben encontrarse fuera del rango de pH estudiado.

Vll-Radicales organicos formados en la reaccion de SO, con los insecticidas

Con el fin de caracterizar los radicales organicos formados se irradiaron soluciones
conteniendo  5x10° M S,0¢” saturadas en argén y aire de pH > 7 con
concentraciones de insecticidas > 1x10™ M con una lampara convencional. La
fotolisis de soluciones saturadas en aire de peroxodisulfato 5 x 10° M en presencia de
cada uno de los insecticidas estudiados en concentracién 2 x 10°M para IMD, 1x107
M THIA y 1 x 10° M para ACT da como resultado méas de una especie transiente que

absorben en la zona de 300 nm a 500 nm.

Tal como se realizé para las piridinas sustituidas, se tomaron varios perfiles de
decaimiento en el intervalo de longitudes de onda de 300 a 500 nm. Se aplico el
analisis de regresion bilineal a la matriz de absorbancia para obtener informacion del

namero minimo de especies. Con este andlisis los datos obtenidos
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experimentalmente pueden ser descriptos por dos especies absorbentes: un
transiente organico con absorbancia maxima en 330-350 nm y 440-450 nm, presente

100 ps luego del pulso de luz, cuyo decaimiento da un producto estable con maximo
en la zona de 300-350 nm. Entonces, es posible plantear que el radical SO,

reacciona con los insecticidas de acuerdo a la reaccién R IV B.
SO,” +Ins -— SO,* +producto de radical organico R IV B

Los espectros de los transientes obtenidos en soluciones saturadas en aire y en

argén se muestran en las Figuras IV K, IV L y IV M para IMD, ACT y THIA

respectivamente.
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Figura IV K. Espectro de absorcion del transiente observado en experimentos (O) 1x10° M
S,057, y 2x10° M IMD, saturadas con argén, y (@) 5x10° M S,05”, 2x10° M de IMD,
saturadas con aire La linea sélida representa el espectro calculado por TD-DFT del radical
situado en el carbono o al nitrégeno. Se muestran ademas los espectros calculados mediante
TD-DFT para el radical en el metileno puente (linea punteada) y para el radical cation en el
nitrégeno (linea alternada). Recuadro: Contribucion a la traza de absorciéon a 340 nm del
transiente y el producto estable (linea superior e inferior respectivamente) en el experimento

saturado en aire de la figura principal. En linea llena se muestra el ajuste de primer orden.
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Figura IV L. Espectro de absorcion del transiente observado en experimentos de flash
fotélisis convencional con soluciones de pH 7 y 5x10° M S,05” y 1x10° M ACT saturadas
con argon (O) y aire (@). La linea llena representa el espectro calculado mediante TD-DFT
para el radical en el metilo o al nitrégeno de ACT. La linea punteada representa el espectro
calculado para el radical en el metileno puente y la linea alternada esquematiza el espectro
calculado para el radical cation en el nitrégeno aminico. Recuadro: Contribucion a la trazas de
absorcion a 300 nm del transiente y el producto estable (trazas llena y traza punteada
respectivamente) para experimento saturados con argén en la figura principal. Se muestra en

gris el ajuste a una ley de segundo orden.
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Figura IV _M. Espectro de absorcion del transiente observado en experimentos de flash
fotdlisis convencional con soluciones de pH 7 y 5 x10° M S,0¢” y 1x10° M THIA saturadas
con argén (O) y aire (@®). Las lineas alternadas representan los espectros calculados
mediante TD-DFT para el radical en el carbono alfa del heterociclo en THIA (linea a) y el
radical en el metileno puente del THIA (linea b). La linea sélida c representa la combinacion
lineal 0,9xa+0,5xb. La linea punteada muestra el espectro calculado para el radical cation en
el nitrégeno aminico. Recuadro: Contribucién a la traza de absorcién del transiente obtenida a
320 nm en el experimento con soluciones saturadas en argén. La traza gris corresponde al

ajuste del decaimiento de ley de segundo orden.

Para todos los insecticidas se observa que, dentro del error experimental, los
espectros de los transientes no dependen de la concentracion de oxigeno disuelto en

solucion. Sin embargo, los perfiles temporales de los transientes dependen
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de la presencia de oxigeno. El decaimiento sigue una cinética de segundo orden en
soluciones saturadas en argon, con una constante 2xkrec/e(A) (Capitulo 1) y una ley
de pseudoprimer orden en soluciones saturadas en aire. Si se considera que la
concentracion de oxigeno disuelto en soluciones saturadas en aire a 25 °C es
2,5><1O'4 M, y teniendo en cuenta la constante de decaimiento aparente de los
transientes en soluciones saturadas en aire (obtenida del ajuste de las trazas de
absorcion de los transientes), es posible calcular la constante de velocidad absoluta
de los transientes con oxigeno molecular ko,. Los valores obtenidos de 2xkrec/e(M) ¥y

ko2 se presentan en la Tabla IV F.

Considerando que los transientes organicos son los Unicos intermediarios formados
luego de la reacciéon R IV B, puede asumirse que su concentracion es igual a la de
radicales sulfatos formados por fotdlisis de S,0¢”. Al igual que se calculé para
piridinas, la concentracion de radical sulfato formada se calcula de las trazas de
absorbancia en ausencia de insecticidas, pero en idénticas condiciones
experimentales asumiendo g450 = 1600 M cm™. De esta manera, se estima el limite
inferior del coeficiente de absorcion de los transientes organicos, gmin para cada
insecticida, los cuales se muestran en la Tabla IV F. Tomando estos valores de ¢™"
es posible calcular la constante de recombinacion absoluta de los transientes para
cada insecticida (2xk.ec) cuyos valores son 2,6x10° M?*s™?, 1,6x10® M™'s™, y 6x10® M’

s para los transientes de IMD, ACT y THIA, respectivamente.

89




Tabla IV_F. Constantes de decaimiento de segundo orden, 2xkpec/e(A), constantes de
velocidad absoluta para la reaccidn con oxigeno molecular, ko, limite inferior de los

coeficientes de absorcion, emin, y valores tedricos de los coeficientes de absorcion, ¢ 7, a

una longitud de onda determinada A , para los transientes organicos observados para cada
insecticida e identificados como los radicales a-aminoalquilicos IMDR, THIAR1 y THIAR2, y

ACTR en los Esquemas IV C, D y E, respectivamente.

Insecticida IMDR ACTR THIAR1+THIAR2
2xKrecle(A) (cm sY) | 3x10°(350 nm) | 1,2x10°(300 nm) 5x10° (320 nm)

koo (M s™) 1,2x10’ 5x10° (4 - 6)x10°
&) (Mtem™) 860 (350 nm) 1320 (300 nm) 1200 (320 nm)

270 (450 nm)

g™ () M*cm™) | 700 (350 nm) | 1x10%(300 nm) 1,45x10* (320 nm)

380 (450 nm)

Debido a la compleja estructura molecular de los insecticidas, es necesario evaluar
distintos sitios de reaccién con el radical sulfato. El ataque del radical SO," a la

molécula de piridina de los insecticidas para dar un producto con el anillo piridinico
hidroxilado se descarta ya que ni los productos de reaccion, ni los espectros de los
intermediarios justifican esta via de reacciéon. Por otro lado, la abstraccion de
hidrogeno por parte del radical sulfato, también da lugar a los radicales a-

aminoalquilo de los insecticidas tal como se muestra en la reaccién R IV C para IMD.

N /CHZ\N/ \NH 5o HSO /CHz\ ’ '_\NH
| _ \ / 41" RIVC
o N |

N
IMD AN \

NO NO,
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Este mecanismo de abstraccion de hidrogeno por radical sulfato ha sido publicado
para alcoholes [Clifton y Huie, 1989] y para éteres y alcanos [Huie y Clifton, 1989].
Sin embargo, las constantes de velocidad de abstraccion de hidrogeno de estos
compuestos son del orden de 10°-10" M™s™, en contraste con los valores de
constantes encontradas en esta tesis para radical sulfato y los insecticidas

estudiados.

La transferencia electrénica desde el nitrégeno aminico al radical anién sulfato para
dar el radical cation en el nitrégeno, ha sido publicada para aminas alifaticas
[Padmaja y col., 1993], pirimidinas [Luke y col., 2003], 4cido cianurico [Manoj y col.,
2002], purinas [Vieira y col., 1999], arginina [Ito y col., 2009] y tript6fano [Bosio y col.,
2005]. Considerando que los insecticidas poseen un nitrégeno en la molécula central
de sus estructuras, esta transferencia electrénica es una via de reaccién que debe

ser evaluada.

Es posible calcular la variacion de energia libre estandar AgrG° para la reaccion de
transferencia electrénica entre los insecticidas y radical sulfato (Esquema IV B) a

partir de la ecuacién Ec IV C.
AG.,° =-nxF x[E°(SO,” /SO,*)-E°(Ins** /Ins)] EclvVC

donde n es el nimero de electrones transferidos, F la constante de Faraday y E° los

potenciales redox del aceptor (SO,") y del donor (Ins) respectivamente.

El potencial de reduccidn del radical sulfato se encuentra entre 2,5y 3,1 V vs. ENH.
Como se discutird en el capitulo siguiente, es de esperar que los potenciales de
reduccion de los insecticidas sean menores a 1,2 V, y en consecuencia, AerGP < - 96
kJ/mol (considerando el menor potencial de reduccion citado de radical sulfato). Por
lo tanto, la reaccidon de transferencia electrdonica de los insecticidas al radical sulfato

se espera que sea termodinamicamente favorable.

Los valores obtenidos para las constantes de velocidad de insecticidas con SO,

concuerdan con los valores de las constantes de transferencia electrénica de un

nitrégeno aminico al radical sulfato [Padmaja y col., 1993].

El Esquema IV B muestra el mecanismo de transferencia electrénica propuesto para
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los insecticidas teniendo en cuenta las estructuras resonantes de amidinas

mencionadas [Aly y Nour-EI-Din, 2008]

Esquema IV B. Reaccion de transferencia electrénica desde el N de la molécula de amidina
en IMD (con R1= -CH,-, R2 = -NH-, y R3= -NO,), ACT (con R1=-H, R2 = -CHz, y R3=-CN) y
THIA (con R1= -CH,-, R2 = -S-, y R3= -CN).

i} r
/CH +’CH2
O JOA
-<— S
X Y Cl N N
Cl N N \
“R3 R3
- Tl 2-
+50,7, - SO +S0, . -S0,
||?1 R1
'CHZ +’CH2
+ =
= N R [ NUR2
S Y - > < \'%
\ AN
R3 R3

Varios trabajos coinciden en que, si en la posicion a al nitrégeno aminico existe un
atomo de carbono con un hidrégeno, el mismo se pierde como H* a partir del catién
radical y da lugar al radical a-aminoalquilico [Ito y col., 2009; Luke y col., 2003;
Padmaja y col., 1993] que se encuentra estabilizado por la alta densidad electrénica
en el par libre del nitrogeno adyacente. En el caso de los insecticidas es posible la
pérdida de H* y la formacion del radical a-aminoalquilico, a ambos lados del &tomo
de nitrégeno. Los radicales a-aminoalquilo muestran una absorbancia significativa
alrededor de 500 nm y se conoce que dan lugar a reacciones de recombinacion
controladas difusionalmente en isooctano [Marriott y col., 1982] y a reacciones con
oxigeno molecular [Hiller y Asmus, 1983; Lalevée y col., 2007] como se observo para
los transientes de los insecticidas. Por lo tanto, se pueden identificar a los transientes

observados con los radicales a-aminoalquilicos.

92




Para contribuir a la identificacion de los transientes, se han calculado mediante TD-
DFT los espectros de diferentes radicales a-aminoalquilos y los espectros de los
radicales cationes en el nitrdgeno aminico de los insecticidas. Estos resultados se
muestran junto con los datos experimentales en las Figuras IV K, L y M. Se puede
observar una muy buena coincidencia entre los espectros de los radicales a-
aminoalquilos calculados en el heterociclo y los obtenidos experimentalmente,
excepto para THIA. El transiente que se observa para THIA, puede ser interpretado
como contribucion de ambos radicales a-aminoalquilos: en el grupo metileno del
heterociclo, a y en el metileno puente, b. La mejor coincidencia se obtiene con la
combinacion lineal de los espectros 0,9xa+0,5xb, (linea ¢ en Figura IV M). Puede
interpretarse que 1,8 moles de radicales a-aminoalquilos de THIA se encuentran
situados en el grupo metileno del heterociclo por mol de radicales a-aminoalquilo

situados en el metileno puente.

Los valores de ko, publicados para distintos radicales a-aminoalquilos se hallan
entre (0,04 - 3)x10° M™* s [Lalevée y col., 2007]. Por el contrario, para ACT y THIA
se obtuvieron valores de 5x10° M™'s™, lo que sugiere que en estos compuestos el
radical a-aminoalquilo es deficiente de electrones. Se ha sugerido que la interaccién
del electrén radicalario con el par de electrones en el nitrégeno en los radicales a-
aminoalquilos da lugar a la absorcibn en el espectro hasta 500 nm y a una
estabilizacion del radical [Marriott y col., 1982]. Es de esperar entonces que esta
deslocalizaciéon del electrén en los radicales de THIA y ACT sea responsable de

disminuir la constante de velocidad con oxigeno y la constante de recombinacion.

Vll-ldentificacion de productos estables de reaccion de SO, con insecticidas

Los productos detectados mediante HPLC-MS para las soluciones saturadas con aire
de insecticidas y radical SO,” luego de 30 pulsos de luz se detallan a continuacion
enla Tabla IV G.
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Tabla IV G. Productos de degradacion formados luego de 30 pulsos de luz en presencia de

S,05 % de soluciones acuosas de IMD, THIA, y ACT. R; son los tiempos de retencion y m/z las

relaciones masa/carga.

Asignacion de

Insecticida m/z R¢(min) Estructura
productos
272(271+H" 1,7 N-[1-[(6-cloro-3- HO\
piridil)metil]-4,5-dihidro- N HC
N
5-hidroxiimidazol-2- ij/\ YN
illnitramida, compuesto cl N Nl
~N
lenEsqg. IV C. NO,
288(287+H") 1,6 N-[1-[(6-cloro-3- HO  OH
piridil)metil]-4,5-dihidro- N S/C_C\H
N
IMD 4,5-dihidroxiimidazol-2- | Y
o c” N |
illnitramida, compuesto N
3enkEsqg. IVC. NO,
270(269+H") 2,1 N-[1-[(6-cloro-3- o)
p|r|d|I)mequ]?4,5—d|h|dr0— | XN N>\ \N
5-oxoimidazol-2- | _ \(
illnitramida, compuesto c N L,\
2 en Esq. IV C. NO,
269(268+H") 2,7 3-[(6-cloro-3-piridil- HQ
il)metil]-4-hidroxi-2 - N HC
N s
tiazolidinilideno » Y
o c” N |
cianamida N
CN
compuesto 4
THIA HO\
0 3-[(6-cloro-3-piridin-
Siecorosp )
ilhidroxi-metil]- -2 - | N s
tiazolidinilideno o N m/
cianamida, compuesto 5 N\CN

en Esqg. IV D.
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209(208+H") 2,6 N-[(6-cloro-3-

H
/
S N N
piridil)metil]-N"-ciano /@/\ CH,
—
i
N
“cN

acetamidina, compuesto
7enEsqg. IVE.

ACT
237(236+H") 6,7 N-[(6-cloro-3-piridil)

COH
. . . N N
metil]-N’-ciano-N-formil- /(j/\ YCH:
=
cI” N |
N
~cN

acetamidina, compuesto
6 en Esq. IVE.

Debido a que sOlo se ha estudiado la formacién de productos en soluciones
saturadas en aire, los mecanismos que se plantean tienen en cuenta el oxigeno

molecular.

Productos de oxidacion de Imidacloprid: Teniendo en cuenta los espectros de los
intermediarios obtenidos y los productos identificados se plantea el mecanismo de
reaccién que se muestra en el Esquema IV C. El mecanismo involucra la abstraccion
de un electrén por el radical sulfato para dar anion sulfato y el radical catién en el
atomo de nitrégeno del IMD, via de reaccién a. Una posterior pérdida de H* da lugar
a la formacion de un radical a-aminoalquilo (-HC--N<), via b. Las propiedades
reductoras de estos radicales a-aminoalquilicos [Hiller y Asmus, 1983] fueron
enunciadas en el Capitulo Ill ya que también se forman en la reacciéon con radical
OH’, por un mecanismo de abstraccion de hidrégeno [von Sonntag y Schuchmann,
1997]. La adicion de oxigeno al radical alquilico genera un radical peroxilo, la
combinacion de dos de estos radicales da lugar a la formacién del derivado
monohidroxilado compuesto 1, del derivado carbonilico, compuesto 2 (via c) y
oxigeno molecular. La oxidacion en el metileno puente también daria lugar a la
formacion de productos con la misma relacion m/z que los compuestos 1y 2, pero no
se planteé la formacion del radical a-aminoalquilo en el metileno puente ya que el
espectro del intermediario calculado mediante TFD DT coincide con el del radical a-
aminoalquilo en el heterociclo y no en el puente. Los mismos pasos que llevaron a la

formacion del compuesto 1 a partir del IMD, darian lugar a la formacién del derivado
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dihidroxilado, compuesto 3, y otros compuestos mas oxidados a partir del compuesto

1 (via de reaccion d).

Esquema IV C. Principales vias de oxidacion propuestas para la reaccion de Imidacloprid con

SO, .
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Productos de oxidacion de Tiacloprid: Con la informacion obtenida para THIA, puede
plantearse el Esquena IV D. En el caso de THIA, el espectro obtenido experimental
puede ser explicado como una contribucién de los espectros calculados mediante
TD-DFT de los radicales formados tanto en el C alfa del heterociclo y el C alfa del
puente metileno (ver Figura IV L). Por lo tanto, en el esquema de reaccién se
plantean ambas vias a partir del radical cation en el nitrégeno, vias fy g en el

Esquema IV D.

La abstraccion de un electrén por el radical sulfato da lugar a la formacién del radical
cation centrado en el nitrdgeno del heterociclo (via e). La posterior pérdida de proton
da lugar a la formacion del radical a-aminoalquilico en el metileno puente (via de
reaccion f) o en el heterociclo (via g). Estos radicales reaccionan con oxigeno
molecular para dar peroxilos (via h para el radical en el metileno puente y via i para
el radical en el heterociclo) que luego se recombinan para dar los productos
hidroxilados 4, 5 (3-[(6-cloro-3-piridil)metil]-4-hidroxi-2-tiazolidinilideno cianamida), y
los productos carbonilicos correspondientes (no detectados), ademéas de oxigeno.
Los compuestos 4 y 5 poseen la misma relacibn masa/carga y deberian obtenerse
en los cromatogramas dos picos el mismo valor de m/z. Sin embargo, no fue posible
distinguir en el cromatograma ambos picos, y por ello, no se descarta la formacion de

ninguno de ellos.
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Esquema IV D. Vias primarias de oxidacion por radical SO,~ segun los productos observados

para THIA. Los compuestos entre paréntesis se proponen pero no fueron observados.
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Productos de oxidacion de Acetamiprid: En el Esquema IV E se propone el
mecanismo de reaccion de ACT con radical sulfato. La formacion del radical cation
en el nitrdgeno del heterociclo es el paso inicial de la reaccion (via j). La eliminacion

del proton da lugar al radical en el carbono o al nitrégeno (via k), que luego de la
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adicion de oxigeno genera el radical peroxilo. Este radical se desproporciona (via |)
para dar el aldehido 6; la hidroximetilamina (no detectada) y oxigeno molecular.
Posteriormente, la hidroximetilamina se hidroliza para dar el ACT demetilado,
compuesto 7, y formaldehido; tal como se postulé en el Esquema Ill C para la

reaccion de ACT y radical OH".
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Esquema IV _E. Principales vias de oxidacion observadas para Acetamiprid con radical

sulfato.
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En los mecanismos propuestos para la oxidaciéon de los insecticidas se hallan
involucrados radicales peroxilos, que absorben por debajo de 300 nm [von Sonntag y
Schuchmann, 1997]. Sin embargo, debido a la fuerte absorcion de las soluciones por

debajo de 300 nm, estos radicales no pudieron ser detectados.

VIlI-Conclusiones parciales

Debido a que los espectros tedricos calculados para los transientes de insecticidas
coinciden con los de los radicales en el carbono alfa del heterociclo, para IMD y ACT,
y como contribucién del radical en carbono alfa del heterociclo y en el metileno
puente para THIA, se presume que la pérdida de H* del radical cation que se forma

inicialmente en los tres insecticidas es un paso rapido en el mecanismo de reaccion.

La formacion del radical a-aminoalquilo podria darse por un mecanismo de
abstraccién de hidrogeno por parte del sulfato, sin embargo, debido a que las
velocidades de reaccién de los insecticidas son del mismo orden que las velocidades
encontradas para la transferencia electrénica del par libre del nitrogeno de aminas
sencillas al radical sulfato, se propone este mecanismo de reaccion y no la
abstraccién de hidrogeno. Por otro lado, también se demostré que la variacion de la
energia libre para la transferencia de un electrén es negativa, y por lo tanto, este

mecanismo de reaccion es termodinamicamente posible.

No fue posible medir la toxicidad de las soluciones conteniendo los insecticidas y sus
productos de oxidacion con radical sulfato debido a la alta toxicidad generada por el
anién peroxodisulfato remanente en la solucién. Sin embargo, debido a que los
intermediarios de reaccion aqui observados no difieren de los encontrados para la
reaccién con radical hidroxilo, es esperable que no se produzca una detoxificacién de
las aguas conteniendo insecticidas y sus productos de oxidacion primarios con

radical sulfato.
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Capitulo V

Estudio de la reaccion de insecticidas
cloronicotinoides con oxigeno singlete
molecular y desactivacion del triplete de
rosa de bengala



Capitulo V. Estudio de la reaccién de insecticidas cloronicotinoides con oxigeno

singlete molecular y desactivacion del triplete de Rosa de Bengala.

I-Experimentos de laser flash fotdlisis con deteccion de fosforescencia a 1270 nm

Para determinar la constante de velocidad de quenching total con oxigeno singlete k;,
fue conveniente preparar soluciones de los insecticidas en D,O, tal como se comenté
en el Capitulo Il. Las trazas obtenidas fueron ajustadas a un decaimiento de primer
orden de cuyo exponencial se obtuvo el tiempo de vida 1,. El grafico 1/t, vs. [Ins] (Ec |
G) se muestra en la Figura V A para IMD, THIA y ACT.

i=i+kt [Ins] EclG

TA TAO
El valor de t,° = 66 us en D,O se obtuvo de la ordenada al origen del mismo grafico y
coincide con el valor de literatura [Wilkinson y col., 1995]. Los valores de k; para los
tres insecticidas se obtuvieron de las pendientes de las regresiones lineales y se

muestran en la Tabla V A.
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Figura V_A. Gréafico de Stern-Volmer del quenching de fosforescencia a 1270 nm para
soluciones en agua deuterada de THIA (V¥), IMD (@) y ACT (H) a 25°C en presencia de Rosa

de Bengala. Recuadro: Emisiéon de fosforescencia a 1270 nm, li79, obtenida en los

experimentos de la figura principal con soluciones en ausencia y en presencia de 7,5 x 10 M

de THIA (trazas superior e inferior respectivamente). La linea sdlida representa el ajuste de

primer orden.

Tabla V_A. Constantes absolutas de velocidad total, k;, para la reaccién de oxigeno singlete

con los insecticidas estudiados, y constante de desactivacion del triplete de Rosa de Bengala

k.
Insecticida ki(M's™) kr (M?*s™)
Imidacloprid (5,5 +0,5) x 10° (4,8 £ 1)x10’
Tiacloprid (3,9 1)x 107 (1,5 £ 1)x10°
Acetamiprid (1,3+1)x10° (3,6 + 1)x10’

Las trazas de fosforescencia del oxigeno singlete muestran disminucion en la

intensidad de emision inicial como puede verse en el recuadro de la Figura V A. Esto

indica que el precursor de oxigeno singlete, el triplete del Rosa de Bengala (RB, ver R

| F2), es capaz de reaccionar con los insecticidas, reaccion RV A.
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3RB + Ins —XT_, productos de oxidacién RVA

Con el fin de investigar la reaccion del triplete de RB con los insecticidas, se realizaron
experimentos de laser flash fotdlisis irradiando soluciones de RB y los insecticidas

libres de oxigeno.

[I-Evaluacion de la constante de desactivacion del estado triplete del Rosa de Bengala

Se obtuvieron, en experimentos de laser flash fotdlisis, trazas de absorcién a 620 nm
donde *RB posee su maximo de absorcién. Del ajuste de los decaimientos de las
trazas por una cinética de primer orden (Ec Il I) puede obtenerse informacion del
tiempo de vida del triplete en ausencia (°) y en presencia (t) de los insecticidas. La
Figura V B muestra los graficos de kapp VS. [Ins] para los tres insecticidas. De las
pendientes de las lineas rectas se obtienen las constantes para la reaccion del estado
triplete de RB con los insecticidas, kr que se muestran en la Tabla V A. Los valores de
kr pueden también calcularse a partir de los graficos de emisién inicial de
fosforescencia de oxigeno singlete en ausencia (Po) y en presencia (P) de una dada
cantidad de insecticida vs. la concentracion del mismo, Po/P =1 + kaTOX[lnS], donde t°
es el tiempo de vida de *RB en soluciones saturadas en aire en ausencia de
insecticida. Los valores calculados de esta manera coinciden, dentro del error

experimental, con los obtenidos a partir de la Figura V B.
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Figure V B. Constantes de reaccion aparente, kqpp, VS. [Ins] para soluciones acuosas saturadas
en argoén conteniendo 10 mg/L de RB y concentraciones variables de insecticidas: THIA (V¥),
IMD (@). Recuadro: Constante de reaccion aparente, kqpp vS. [Ins] para ACT (M) en presencia
de 10 mg/L de RB.

La absorbancia inicial de *RB observada en diferentes experimentos no depende de la
concentraciéon de insecticida y, por lo tanto, puede descartarse cualquier reaccién de
los insecticidas con el estado excitado singlete del RB ('RB), el precursor de *RB. Esta
conclusion concuerda con el corto tiempo de vida < 1 ns de 'RB [Lambert y Kochevar,
1997].

[ll- Experimentos de irradiacidn continua para la determinacion de la constante de

desactivacion reactiva de oxigeno singlete

Los consumos de oxigeno molecular y de los insecticidas fueron medidos a diferentes
tiempos de irradiacion de soluciones acuosas inicialmente saturadas en aire

conteniendo RB y los insecticidas.

Aunque las condiciones experimentales fueron optimizadas para minimizar la fotdlisis
de los insecticidas durante la irradiacion de RB (ver Capitulo 1) se realizaron
experimentos en ausencia de RB. En la Figura V C se muestra los graficos

semilogaritmicos del consumo de los insecticidas en funcion del tiempo en presencia y
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ausencia de RB. La disminucién en la concentracion de THIA y ACT es significativa
solo en presencia de RB, lo que indica que la contribuciéon de la fotélisis de los
insecticidas en estas condiciones es despreciable. Entonces, es posible obtener
informacion de las constantes reactivas k; a partir de estas pendientes. Sin embargo,
el IMD presenta un consumo mas rapido en ausencia de RB, indicando que la fotdlisis

del mismo es la via de reaccion principal en las condiciones experimentales usadas.

0.00 - ~**._.__,_V, __________
<-0.04 1
Q
@)
£ n
-0.08 - €
o
0.4 €
o)
<
-0.12 - 0.0 - -
0 50 100 150 200
t/min

Figura V C. Gréficos semilogaritmicos de la concentracion relativa de insecticidas vs. tiempo
para soluciones acuosas saturadas en aire conteniendo 3,3x10* M de IMD (@), THIA (V) y
ACT (M) irradiadas con luz de A > 480 nm en ausencia (simbolos llenos) y presencia (simbolos

vacios) de 10 mg/L de RB. Recuadro: Espectros de absorcién normalizados de los insecticidas,

() IMD, (—) ACT vy (") THIA.

En el recuadro de la Figura V C se muestran los espectros de absorcion normalizados
de los tres insecticidas y puede observarse que IMD posee su maximo de absorcion
desplazado unos 30 nm mas hacia el visible que ACT y THIA, y a diferencia de estos
ultimos, posee una absorbancia residual por encima de los 450 nm, rango donde
fueron realizadas las experiencias de irradiacién continua. Esta caracteristica seria

responsable del aumento de la fotdlisis del IMD que se observa al irradiar con la luz
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visible. Este comportamiento del IMD también se observé al inicio del Capitulo I

donde se trato la fotolisis UV.

La pendiente del consumo de los insecticidas es proporcional a k; si la reaccién de O,
(1Ag) con los insecticidas es la principal via de consumo, sin embargo, este no es el
caso de los insecticidas estudiados debido a la ocurrencia de la reaccién con °RB, R V
A. La solucion del sistema de ecuaciones diferenciales para el mecanismo propuesto
en experimentos con insecticidas y con la referencia, lleva a una relacion compleja

para k"™ app/k app-

Se plantea nuevamente el mecanismo que involucra al estado excitado del

sensibilizador (S) y al oxigeno singlete,

S+hy— 383 RV B1

’S +0,(°s,)—20,('A,) +S RVB2

0,('A,)—2—0,(°%)) RV B3
0,('A,)* R—“ SR, RV B4
0,('A,)* Ins—*—Ins RV B5
°S +Ins—— Ins_, RV B6

Considerando que en nuestras condiciones experimentales kp > kRx[R] , kp > kX[Ins],

Y ko2X[O2] > krx[Ins] se llega a la Ecuaciéon V A (ver Apéndice para su deduccién).

klnsapp =( kr + kakD ] EcV A

o K, Ko X[0, 15K,

app

Los valores obtenidos de k, a partir de la ecuacion Ec V A tomando ko, = 1,6x10°M's™
[Miller, 2005], kp = 2,5%10° s [Wilkinson y col., 1995], y k%, = 1,2x10® M's™” [Haag y
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Hoigné, 1986] y los valores medidos para kr (Tabla V A) son (4 + 1)x10” y (9 % 6)x10°
M's™ para THIA y ACT, respectivamente. Estos valores indican que el quenching de
oxigeno singlete por los insecticidas es casi enteramente debido a la oxidacién de los

insecticidas (R V B5) y ki = k.. Por lo tanto, como los valores de k; fueron medidos con

mayor precision que ky, es recomendable estimar k. con los valores de k;.

IV-ldentificacién de productos estables y estequiometria de reaccidn con oxigeno

singlete

La estequiometria de la reaccion entre los insecticidas y el oxigeno singlete puede
estimarse a partir de la pendiente del grafico [Ins]/[Ins]y vs. [02]/[Oz]o, siendo [Ins] la
concentracidon de los insecticidas a tiempo t y [Ins]p la concentracién inicial
(determinadas mediante HPLC) y [O,] la concentracion de oxigeno disuelto a tiempo t
y [O2]o la concentracién inicial (determinadas mediante el electrodo galvanico). En la
Figura V D se muestran los graficos para IMD (recuadro), THIA y ACT. El niumero de
moléculas de oxigeno consumidas por molécula de IMD, THIA, y ACT son 1,9, 1,5y

1,5 respectivamente, lo que indica un mecanismo de reaccion complejo.

1.8
1.0
1.6 1 _.2
S,
1.4 1 07 =
(@]
g\l 1.2 1 0.4
= 0.7 0.8 0.9 1.0 o
S 1.0 [IMD}/[IMD]
2 e S v * v
0.8 1 e
0.6 - v
0.4 =il : : . . .
0.70 0.75 0.80 0.85 0.90 0.95 1.00 1.05

[Ins)/[Ins]g

Figura V D. Gréfico de concentracion relativa de oxigeno disuelto en funciéon de concentracion

relativa a la inicial de insecticidas para ACT (@) y THIA (V). Recuadro: Concentraciones
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relativas de oxigeno disuelto vs. IMD. Las curvas punteadas muestra el intervalo de confianza
del 95 %.

Los productos observados mediante GC-MS para los tres insecticidas fueron acido 6-
cloronicotinico y 6-cloronicotinamida. En el caso de ACT, también fue detectado N-1-
[(6-cloro-3-piridil)metil]-N"-ciano  acetamidina. Basados en los intermediarios
detectados, se propone una via para los primeros productos de oxidacion con O, (1Ag)

en los esquemas siguientes.

Productos de oxidacion de ACT. Estos productos formados pueden ser explicados por
una transferencia de carga que genera radicales aniones superéxido, O, ", y el radical

cation de ACT (ver Esquema IV A, via a) tal como se reportd para la reaccion de O,
(1Ag) con aminas sustituidas. La eliminacién de H* [Das y col., 1987; von Sonntag y
Schuchmann, 1997] produce un radical a-aminoalquilico, ya sea en el grupo metilo

unido a la amina (via b en Esquema IV A) o en el grupo metileno puente (via c, Esq IV
A). Se menciond en los capitulos anteriores que los radicales a-aminoalquilicos (-HC:-

N<) poseen propiedades reductoras [Hiller y Asmus, 1983]. Son capaces de reducir
entonces oxigeno molecular a radical superoxido [von Sonntag y Schuchmann, 1997]
oxidandose a hidroximetilaminas luego de la adicién de agua. Una hidrdlisis posterior
de estos compuestos lleva a la formacion de aminas secundarias 1y 2 en el Esquema
V A, y a los hidratos de aldehido -correspondientes (formaldehido y 6-
cloronicotinaldehido, no detectados). En condiciones oxidantes, estos hidratos se
oxidan a los acidos equivalentes (formico y 6-cloronicotinico). Una oxidacién mas
avanzada del compuesto 1 puede dar la formacion de 6-cloronicotinamida. La
naturaleza de los productos formados coincide con los observados para la reaccion de

oxigeno singlete con benzildimetil amina [Baciocchi y col., 2004].

El ataque del oxigeno singlete al ACT ocurre principalmente en el grupo amino de la
molécula y no en el anillo piridina, como es de esperar por la baja reactividad

reportada para 02(1Ag) con aminas sustituidas [Young y Brewer, 1976].
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Esquema V_A. Mecanismo para la reaccion de ACT con 02(1Ag). Los compuestos estables

entre paréntesis son propuestos, pero no han sido detectados.

H
“ CZ\N/CH3 10 a CH
IO U Y
~ |
CI” °N N
CN

b c -H*
-H*
H
YCH
Cl Y
CN

+0, +0,

-H*,-O,7, + 2 H,0 -H*-0,7, +2H,0

H, oH HN’CH3

C~\/ C—OH CH
X N 3

<COZH4> + CH, | SYH + Y
_ | _ N
cl” N N, cl” N CN
1 CN 2
l +1/20 (0]
i
| N C—OH
—
Cl N

Tal como se menciond en el Capitulo lll, los radicales superéxido formados en estas
reacciones se recombinan para dar oxigeno molecular y H,O,, reacciones RIlIB1y R
[l B2 [Gonzalez y col., 2004].
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0, +H &==£> HO,’ R 11l B

HO," + 0, +H »>H,0, + 0, RIIIB2

Segun los resultados previos de este capitulo, el quenching de *RB por parte del
insecticida también es una reaccion importante en soluciones saturadas en aire y, por
lo tanto, los productos observados deben poder explicarse a partir de esta reaccion (R
V A). El estado triplete de RB sufre reacciones de transferencia de carga, actuando
como donor o aceptor de electrones [Lambert y Kochevar, 1997]. Ya que las aminas
son excelentes donores de electrones [Darmanyan y col., 1998; Young y col., 1974],
una transferencia de carga desde la amina al °RB también da lugar al radical catién
de ACT, reaccion a en Esquema V B. El radical anién de RB puede reaccionar con el
oxigeno molecular para dar radical superéxido, reaccion b. Las reacciones posteriores
del radical cation de ACT en presencia de oxigeno son las mismas que las mostradas

en el Esquema V A.

Esquema V B. Mecanismo de reaccién de ACT y el triplete de Rosa de Bengala (*RB).

H, cH 2 CH,
NN 5 a XN + RB-
| CH, 4+ 3RB —— > | +, CH,
— m/ ~ |
cl N N Cl N N b +0,
\CN CN

Productos de oxidacion de IMD y THIA. Ya que las reacciones de IMD y THIA con
oxigeno singlete y *RB también llevan a la formacién de acido 6-cloronicotinico y 6-
cloronicotinamida, se espera un mecanismo similar que el observado para ACT. El
Esquema V C muestra la transferencia de carga que lleva a la formacién del radical
catién de IMD y THIA por la reaccién con oxigeno singlete o con *RB (reacciones a'y b
en Esquema V C, respectivamente). Una posterior eliminacién de H* genera un radical
a-aminoalquilico en el metileno puente (reaccion c). La adiciéon de oxigeno al radical
alquilico genera un radical peroxilo (via d), la combinacién de dos de estos radicales

da lugar a la formacion del derivado monohidroxilado compuesto 3, del derivado
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carbonilico, compuesto 4 y oxigeno molecular (via €). Los mismos pasos que llevaron
a la formacion de los compuestos 3 y 4 a partir del IMD, darian lugar a la formacion del
acido 6-cloronicotinico (via de reaccion f). La formacién del radical a-aminoalquilico en
el grupo metileno del heterociclo puede ser una via posible de reacciéon que genera 6-
cloronicotinamida luego de la oxidacion de productos intermediarios parcialmente
oxidados. Sin embargo, como no se observaron otros intermediarios con la técnica de

GC-MS utilizada, estas reacciones no se muestran en el Esquema V C.
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Esquema V C. Mecanismo de reaccion de IMD y THIA con oxigeno singlete y °RB. Los

compuestos estables en paréntesis son propuestos, pero no detectados.

C\N/w + 021

C\/W
cl |N/ Y ] /O/ N

+3RB, -RB"~
_—
b
para THIA: X=Se Y=CN c | -H*
IMD: X=NHeY =NO,
B EKNQ
—
cI” N /
Y
d +O2
0—0-
C
NN
= /
cl”” N N,
Y
e l X2
(IDH (0]
W Y X W Y
N
0, + | X |+ | X
? = 2 [
c” N N N,
Y Y
3 4
f ‘_H+
‘+02,x2
Lo /1 i
| N + HNYX + | X N/\X
_ | _ i +t 0,
Cl” °N N\Y c” N N

La variacién de energia libre estandar AG° para la reacciéon de transferencia
electrénica que involucra el estado excitado triplete RB (reaccién a del Esquema V B

y reacciéon b del Esquema V C) puede ser expresada segun la Ecuacién IV C, que
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relaciona los potenciales redox E° del aceptor (RB) y del donor (l), y la energia del
triplete de RB, AEq en J mol™ [Braslavsky, 2007]. El término de trabajo electrostatico w
tiene en cuenta la atraccion coulémbica en los productos (RB™ / I'+). Los simbolos e y

Na representan la carga del electron y el numero de Avogadro.
A G°=N, x((e xE°(I'"/l) - e x E°(RB/RB" )+ w(I"RB")) - AE,, Ec.IVC

Debido a que el potencial de reduccion para RB es EO(RB/RB") =-0,54 Vvs. ENH y
que la energia de su estado triplete es 168,56 kJ mol™ [Lambert y Kochevar, 1997],
cualquier quencher de ®RB con un potencial de reduccién menor que 1,23 V vs. NHE
puede sufrir una transferencia del quencher a *RB. Ya que se observé que *RB
reacciona con los insecticidas es de esperar que los potenciales de oxidacion de los
mismos se encuentren por debajo de 1,2 V. El término w contribuye en forma

exergonica a AgrGP.

V-Toxicidad de las aquas contaminadas con los insecticidas y sus productos de

oxidacidn con oxigeno singlete

La toxicidad de la mezcla de RB y los insecticidas en presencia de oxigeno fue
determinada antes y después de 3 hs de irradiacion. La tendencia que se observa
para la toxicidades iniciales estan de acuerdo con los valores de ECs, descriptos en el
Capitulo Ill: ACT < IMD < THIA y se muestran en la Tabla V B. Las inhibiciones
medidas luego de 3 horas de irradiacién fueron mayores que las iniciales, 67% en
todos los casos. Sin embargo, estas soluciones contienen ~ 10 mg/L de RB, cuyo
intenso color pudo interferir en los ensayos de toxicidad. Por lo tanto, la inhibicion de la
luminiscencia de V. fischeri por una solucion de esa concentracion de RB fue
determinada antes y después de 3 horas de irradiacién. Aunque los valores de
toxicidad obtenidos son significativos (ver Tabla V B), no toda la toxicidad observada
para las soluciones de insecticidas tratadas puede atribuirse al RB. Entonces, se
puede concluir que no se observa detoxificacion de la soluciéon de insecticidas por
reaccion con oxigeno singlete. Este resultado concuerda con lo visto en el Capitulo IlI

para el radical hidroxilo, en cuyo mecanismo se observaron intermediarios similares.
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Tabla V B. Valores de INH% para soluciones de insecticidas (80 mg/L) antes y después de la

irradiacion visible en presencia de 10 mg/L de RB.

Compuesto ECs0(Clgsy) €n | Solucién del | Fotdlisis visible del
mg/L sustrato compuesto en
(INH%) presencia de RB
(INH%)
IMD 101 32 67
THIA 79 51 67
ACT 129 28 67
RB 23 16

VI- Conclusiones parciales

Los valores calculados de las constantes de velocidad reactiva entre el O, (1Ag) y los
insecticidas, k;, son aproximadamente tres 6rdenes de magnitud menores que los
determinados para la reaccion con el radical hidroxilo (ver Tabla Ill B, Cap lll). Por el
contrario, la concentracién en estado estacionario de O, (1Ag) en aguas naturales es
varios 6rdenes de magnitud mayor que la de HO-, y en consecuencia, la reaccion de
los insecticidas con 'O, es de importancia en sistemas acuaticos naturales. En aguas
expuestas a la luz solar, la concentracion de estado estacionario de oxigeno singlete
es del orden de 1072- 10" M [Zepp, y col 1977]. Los valores de k; calculados indican
que la vida media de ACT, IMD, y THIA, debida a la reaccién con oxigeno singlete en
reservorios acuaticos naturales se encuentra entre 7 horas y 21 dias. Aunque la
velocidad de reaccion de 'O, con los insecticidas sea baja, la vida media de los
insecticidas en aguas naturales debido a estas reacciones son del mismo orden que
las mas reactivas con HO- y por lo tanto, ésta también es una via de degradacién

abidtica significativa en aguas naturales.

Los insecticidas IMD, ACT, y THIA reaccionan con oxigeno singlete y el estado triplete

del RB con constantes de velocidad en el rango de 1x10° a 4 x10’ M s " para '0, y
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de 4 x10” a 1,5 x10® M s " para ®*RB. Ambas reacciones involucran una transferencia
de carga desde los insecticidas a 'O, o °RB, caracteristica de las aminas terciarias. La
reaccion de los insecticidas con estados tripletes excitados posee consecuencias
importantes a nivel ambiental, ya que la absorcion de luz de 355 nm por la materia
organica disuelta da lugar a estados tripletes con energias de ~ 160 kJ mol”'[Bruccoleri
y col., 1990; Bruccoleri y col., 1993]. Los resultados de este capitulo muestran que
estos tripletes pueden iniciar en forma eficiente la degradacién de los insecticidas en

aguas contaminadas con muy baja concentracién de oxigeno disuelto.
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Capitulo VI

Estudio de la reaccion de insecticidas
cloronicotinoides con radical carbonato



Capitulo VI. Estudio de la reaccion de insecticidas cloronicotinoides con radical

carbonato.

I-Radical anién carbonato

Se realizaron fotdlisis de soluciones conteniendo 0,025 M de S,0:%> , 1 M de HCOjy
saturadas en aire de pH 7,7 £ 0,5. Se observo en estos experimentos la formacion de
una especie que absorbe en el rango de longitudes de onda de 500 a 700 nm, el

espectro tomado inmediatamente después del pulso de luz esta de acuerdo con el
publicado en literatura para el CO; ', y se muestra en la Figura VI A [Behar y col.,

1970] [Czapski y col., 1999].
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Figura VI _A. Espectro del radical CO; formado 0,4 ms luego del pulso de luz sobre una
solucion acuosa conteniendo S,05 2 2,5 x 10 2 M, HCO; 1My pH 7,7.
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A-Experimentos con piridinas monosustituidas

[I-Constantes de velocidad de reaccidn de piridinas e iones piridinio

Se estudid la cinética y el mecanismo de la reaccién de radical COs;  con 3-
metoxipiridina (3-MeOPy), 3-metilpiridina (3-MePy), piridina (Py), 3-cloropiridina (3-
CIPy) y 3-cianopiridina (3-CNPy).

La fotdlisis de estas soluciones conteniendo 0,025 M de S,0¢> , 1 M de HCOj;
saturadas en aire en presencia de bajas concentraciones (< 1x10* M) de las piridinas
sustituidas presenta trazas de absorcién a longitud de onda de deteccién A > 500 nm,
cuyo espectro inmediatamente luego del pulso de luz también concuerda con el del
radical CO3" pero con velocidades de decaimiento mayores (ver recuadro de Figura VI
B). La absorbancia experimental A puede ser ajustada a un decaimiento de orden
mixto a la Ecuacion Il K (ver Capitulo 1) donde el decaimiento de primer orden se debe
a la reaccion del radical carbonato con las piridinas. A partir de esta ecuacion se
obtiene informacion de la constante de velocidad aparente, kapp, que aumenta

linealmente con la concentracion de piridinas, tal como se muestra en la Figura VI B.
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Figura VI B. Constantes de velocidad aparente en funcién de la concentraciéon de piridinas
para:(®) 3-CNPy, (V) 3-CIPy, (H) Py, (&) 3-MePy, (A) 3-MeOPy. Recuadro: Perfiles de
decaimiento a 600 nm para soluciones en ausencia (superior) y presencia (inferior) de 1 x 10 ™

M de 3-MeOPy. Se muestran superpuestos los ajustes de orden mixto para cada curva.

Los pK;'s de las piridinas sustituidas ya fueron expuestos en la Tabla IV A (Capitulo

IV) y de acuerdo con ellos, los experimentos que se realizaron con carbonato a pH 7,7
dan informacién sobre la reaccion de radicales CO;  con las piridinas, R VI A. Los

constantes absolutas obtenidas, k ¢ xpy, S€ muestran en la Tabla VI A.

CO,+XPy »>—>  RVIA
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Tabla VI A. Valores de parametros de Hammett y constantes de velocidad a pH 7,7 para la

reaccion de radical anién carbonato con las piridinas monosustituidas a 20+3°C.

k c xpy/M_ls_l

Sustituyente Op
CH3O- -0,78 (1,0£0,1) x 10
CHa- -0,31 (3,410,2) x 10 °
H- 0,00 (3,7£0,2) x 10 *
Cl- 0,11 (2,2¢0,1) x 10 *
CN- 0,66 (1,5¢0,2) x 10 *

Tal como se estudid para la reaccion de SO, con piridinas, se correlacionaron las

constantes de velocidad obtenidas con el parametro op” de Hammett, Tabla VI A. El

grafico logaritmico de la constante de velocidad de radical carbonato con piridinas

sustituidas en funcion de op’ se muestra en la Figura VI C. Se representa también el

grafico de Hammett para la reaccién de carbonato con bencenos sustituidos [Chen y

col., 1975; Umschlag y Herrmann, 1999].
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Figura VI C. Grafico logaritmico de k¢ vs. op’ para (O) piridinas 3.monosustituidas y (A)
bencenos monosustituidos, excepto Cl. Las abreviaciones H, Me, OMe, Cl y CN representan a
los sustituyentes hidrogeno, metilo, metoxi, cloro y ciano respectivamente. Las lineas sélidas
representan la correlacion lineal entre log k ¢y ¢, (/= 0,88 para piridinas y | rl= 0,97 para

bencenos). Las curvas punteadas muestra el intervalo de confianza del 95 %.

El valor obtenido de la correlacion lineal de Hammett de CO;™ y piridinas es p=-2,0 +
0,8. La diferencia obtenida en los valores de p para la reaccion de piridinas sustituidas
entre el radical SO, (p=-1,1+0,3)y el CO3" (p=-2,0 + 0,8) puede explicarse debido a
la mayor selectividad del radical carbonato en comparacion con el sulfato [Anbar y col.,
1966] y, en consecuencia, mayor pendiente en el grafico de Hammett. A su vez, el
valor de la pendiente para la reaccién de piridinas con radical carbonato coincide,
dentro del error experimental, con el obtenido en el grafico de la Figura VI C a partir de

datos de literatura para los bencenos sustituidos (p=-2,4 + 0,8).

Como se ha mencionado para el radical sulfato, un valor negativo de la constante de
reaccion, p indica una gran demanda electrénica en el centro de reaccién, de lo que se
puede concluir que la reaccion involucra la generacion de un complejo deficiente de
electrones [Smith y March, 2007].
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Sin embargo, a diferencia de lo observado para el radical sulfato, la reactividad del
radical CO;”~ es menor para la familia de los bencenos sustituidos que para las

piridinas sustituidas lo que indicaria diferencias en el mecanismo de reaccion.

lll-Radicales organicos formados en la reaccién de COs”con piridinas 3-sustituidas

Con el objetivo de caracterizar los radicales organicos formados en la reaccién R VI A
se irradiaron soluciones de pH 7,7 conteniendo 0,025 M S,06%, 1 M HCO;,1x10™* M
piridinas, saturadas en argén y aire, con una lampara convencional de flash. Se

observaron para todos los casos intermediarios en la zona de 300 a 640 nm. Debido a

la forma de generacion del CO3™ y a la considerable reactividad de estas piridinas con
SO, , estudiada en el Capitulo IV, fue necesario utilizar altas concentraciones de
HCOs, para asegurar la reaccion R VI A y evitar la reaccion de sulfato con piridinas.

Tal como se comentd en el capitulo introductorio, el CO;~ posee un coeficiente de

absorcién alto, y por esta razdn, en los experimentos realizados con todas las piridinas

se observo la presencia de un transiente cuyo espectro coincide con el de este radical.

Para cada una de las piridinas sustituidas, se obtuvieron varios perfiles de decaimiento
a diferentes longitudes de onda de deteccion en el rango de 300-640 nm. Las trazas
de absorbancia se analizaron mediante un programa de regresion bilineal para obtener
informacién del numero de especies transientes. El analisis muestra que esta matriz

puede describirse adecuadamente con dos especies absorbentes: un transiente que
puede ser atribuido al radical CO; cuyo decaimiento da otro transiente de

absorbancia mucho menor. Se muestra en el recuadro de la Figura VI D, los espectros

resultantes de la regresion bilineal para 3-MeOPy.
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Figura VI D. Perfiles de concentracidon obtenidos por analisis bilineal de los transientes
observados en soluciones saturadas en aire conteniendo 1 x 10 M de 3-MeOPy, 0,025 M de
82082' y 1 M de HCOj3 a pH 7,7 £ 0,5. Recuadro: Espectro de absorcion de los dos transientes

observados en el experimento de la figura principal.

Tal como se observa para MeOPy, el espectro del transiente organico que se forma
posee una absorbancia muy baja y no pueden determinarse sus maximos de

absorcion. Los perfiles de concentracion calculados para todas las piridinas muestran
que el transiente organico formado por decaimiento del COs;’, se mantiene en

concentracion baja y sin variacion en el tiempo del experimento, por lo tanto, podria
proponerse que se encuentra en estado estacionario. Esto implica que la velocidad de

formacion del transiente es mas lenta que la velocidad de desaparicion del mismo.

Se ha propuesto que el radical carbonato reacciona por adicién a anillos aromaticos
como bencenos monosustituidos [Chen y col., 1975] y a estructuras tipo benzoimidazol
[Mazellier y col., 2002]. Sin ambargo, otros trabajos no son concluyentes y plantean
tanto la adicion como la transferencia electrénica [Umschlag y Herrmann, 1999]. Si el
radical carbonato reaccionara por adicibn a piridinas monosustituidas, deberia
esperarse la formacion de hidroxiaductos (ver Esquema IV A, Cap IV) que poseen

maximos de absorcion en el rango 300-400 nm, dependiendo de la naturaleza del
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sustituyente. Estos hidroxiaductos decaen en tiempos 1073 s, por lo que, de estar

presentes, se encontrarian en estado estacionario.

Sin embargo, como se discutié anteriormente, la mayor reactividad de CO;" con la

familia de las piridinas en comparacion con la de bencenos, no puede ser justificada
por un mecanismo de adicién. La mayor electronegatividad del nitrégeno de la piridina,
en comparacion con un carbono en el anillo de benceno, produce una densidad
electrénica positiva en el anillo de la piridina y por lo tanto, cualquier reaccion de

adicion electrofilica deberia ser mas lenta para el anillo heterociclico.

Por ello, con la informacion que se cuenta hasta el momento el mecanismo de

reaccion de piridinas con carbonato permanece abierto a ambas posibilidades: la
adicion del radical CO3™ o la transferencia electronica de piridinas al radical, tal como

se muestra en el Esquema VI A y como también ha sido esbozado para bencenos

sustituidos por Umschlag y Herrmann [Umschlag y Herrmann, 1999].
Esquema VI A. Mecanismo de reaccion de piridinas 3- monosustituidas con radical carbonato.

Productos de adicidn

Productos de transferencia electrénica

IV- Identificaciéon de productos estables de reaccion

Los resultados que se obtengan en la determinacion de productos de reaccion

mediante HPLC-MS permitiran determinar en forma fehaciente cual es el mecanismo
operante en la reaccion de piridinas con CO; . Durante la realizacién de estos ensayos

con radical carbonato no se ha podido disponer del equipo HPLC-MS utilizado

anteriormente durante el desarrollo de la tesis.
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V-Conclusiones parciales

Debido a su gran selectividad, el radical carbonato reacciona preferentemente via
transferencia electrénica tal como se publico para su reaccién con compuestos
nitrogenados como aminas alifaticas [Elango y col., 1985], indoles [Chen y Hoffman,
1974], y guanidina [Shafirovih y col., 2001].

Aunque se ha planteado la adicién de radical carbonato a anillos aromaticos [Chen y
col., 1975], trabajos mas recientes establecen que pueden tener lugar tanto la adicién-
eliminacién como la transferencia electronica [Umschlag y Herrmann, 1999]. Por lo
tanto, es necesario identificar los productos de reaccion para poder establecer cual es

el mecanismo que tiene lugar con piridinas monosustituidas.
B- Experimentos con insecticidas cloronicotinoides

VI-Constantes de velocidad de reaccién de insecticidas con radical carbonato

Para determinar la constante de velocidad entre CO;" y cada uno de los insecticidas,

se irradiaron soluciones conteniendo concentraciones de insecticidas < 6 x 10 ° M,
0,025 M de S,05 7 y 1 M de HCOj3, a pH 7,7 £ 0,5 ajustado con acido percldrico.

Se observd la formacion de un transiente en la zona de 500 a 700 nm, con
velocidades de decaimiento mayores a medida que se incrementa la concentracion de
insecticidas, tal como se muestra en la Figura VI E para ACT. La absorbancia

experimental se ajusté a un decaimiento de orden mixto,

a

A(,t)=

= +d(4) Ecll K
b(1)xexp(axt)-c(1)

debido al decaimiento de segundo orden por recombinacién de radicales carbonato y
al decaimiento de primer orden por la reaccién con el S,05%, con HCO3', con H,0O y

con los insecticidas, en caso de estar presentes en la solucion.
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Figura VI E. Cambio de absorbancia obtenido a 600 nm para experimentos con soluciones
acuosas de pH 7,7 en ausencia y en presencia de 2x10° M de ACT (trazas superior e inferior

respectivamente). Se muestran superpuestos los ajustes de orden mixto para cada curva.

El grafico de kapp, Obtenido de este ajuste, en funcion de la concentracion es lineal

para los tres insecticidas y se muestra en la Figura VI F.
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Figura VI F. Constantes de velocidad aparente en funcion de la concentracién de insecticida
para (V) THIAy (@) ACT. Recuadro: Grafico de constante de reaccion aparente en funcién de

la concentracion de IMD. Las curvas punteadas muestra el intervalo de confianza del 95 %.

Las constantes de velocidad absoluta para las reacciones de radicales CO;~ con los

insecticidas se obtienen de las pendientes de las lineas rectas que se grafican en la

Figura VI F y se muestran en la Tabla VI B.

Tabla VI B. Constantes de velocidad absoluta para los insecticidas con radical CO3; a pH 7,7

obtenida en experimentos de flash fotélisis con 0,025 M de S,0O4 2 1 Mde HCOj y cantidades

variables de insecticidas.

Insecticida k (COs)/ M*st
Imidacloprid 41+£1)x 10°
Tiacloprid (2,8 £ 0,5) x 10°
Acetamiprid (1,5+1)x 10°
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Los valores obtenidos para estos insecticidas son del orden de los publicados para el
herbicida atracina (1-cloro-3-etilamino-5-isopropilamino-2,4,6-triacina) [Huang vy
Mabury, 2000 b]; el fungicida carbendazim (metilbencimidazol-2-ilcarbamato)
[Mazellier y col., 2002] y el herbicida fenuron (1,1-dimetil-3-fenilurea) [Mazellier y col;
2007].

Vll-Radicales orgénicos formados en la reaccién de COj;" con insecticidas

Para caracterizar los radicales organicos formados en la reaccion de radical carbonato
con los insecticidas se irradiaron soluciones conteniendo 2,5x1072 M de S,05%, 1 M de
HCO3; y2x10 “* M de insecticidas a pH 7,7, saturadas en argdn o en aire. Se observo,

para todos los casos, la formacion de un transiente que absorbe en la zona de 500 a
700 nm, que coincide con el radical COs;, y otro transiente con maximo de

absorbancia entre 300 y 330 nm segun el insecticida.

Para cada insecticida, se tomaron varios perfiles de decaimiento a diferentes
longitudes de onda de deteccién en el rango 300-650 nm. Los decaimientos se
analizaron mediante un programa de regresién bilineal para obtener informacion del
numero minimo de especies. Este analisis muestra que los datos obtenidos para los

tres insecticidas pueden ser descriptos por dos especies absorbentes: un transiente
presente 0,08 s luego del pulso de luz cuyo espectro coincide con el CO3", y cuyo

decaimiento lleva a la formaciéon de otro transiente. La Figura VI G muestra los
espectros de las dos especies obtenidas (Figura principal) y los perfiles temporales de
las mismas (recuadro) en los experimentos con ACT. Los espectros obtenidos para

ensayos con IMD y THIA se exponen en las Figuras VI H y VI | respectivamente.
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Figura VI G. Espectro de absorcion de los transientes observado en experimento con 1 x10* M
de ACT 0,025 M S,04%; 1 M HCO5™ en experientos saturados en aire, (@) se atribuye al radical
carbonato. Recuadro: Perfiles de absorbancia del transiente y el producto obtenido del analisis

de los experimentos de flash fotdlisis convencional en las condiciones experimentales de la

figura principal.
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Figura VI H. Espectros de los transientes obtenidos 0,72 ms luego del pulso de luz en
experimentos de flash fotdlisis convencional con soluciones de 0,025M S,0°; 1 M HCO5 y
2x10* M IMD, saturadas con aire. La especie representada (O) se atribuye al radical

carbonato.
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Figura VI I. Espectros de absorcion del transiente atribuido a carbonato (O) y el producto (@)
para experimentos de flash fotdlisis convencional 1,1 ms luego del pulso de luz con soluciones
de pH 7,7; 0,025M S,05%; 1 M HCO3'y 2x10™ M THIA, saturadas con aire.

En soluciones saturadas en argdn y en aire, se observan espectros de absorcion de

transientes coincidentes. Los perfiles de concentracién obtenidos muestran que el
intermediario organico formado por el decaimiento del CO3~, no decae en el tiempo de

deteccion del experimento.

Si se comparan los espectros de los transientes obtenidos para la reacciéon de
insecticidas con radical COs" y SO, puede concluirse que los intermediarios

organicos observados para radical carbonato no pueden ser atribuidos a los radicales
en los carbonos o mencionados para el radical sulfato. Los tiempos de decaimiento de
los radicales en carbono alfa resultan en todos los casos < 0,01 segundos, tiempo en
el cual los radicales organicos de la reaccién de insecticidas y carbonato se estan
formando. Dado que la velocidad de desaparicion de los intermediarios organicos es
mayor que la de su formacién, se encuentran en estado estacionario, razén por la cual
no es posible detectarlos mediante la técnica de absorcidon resuelta en el tiempo

empleada en estos experimentos.
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VIlI- Identificacién de productos estables de reaccién

Quedan por identificar los productos formados en la reaccidn para poder concluir cual
es el mecanismo por el que ocurre el ataque de carbonato a los insecticidas. Como se
menciond anteriormente, durante la parte final de este trabajo, no se pudo disponer del

equipo HPLC-MS utilizado para la identificacién de los productos.

IX- Conclusiones parciales

La reaccion de transferencia electrénica entre nitrdgenos aminicos y carbonato ha sido
propuesto por otros autores para aminas alifaticas [Elango y col., 1985], para anilinas
[Elango y col., 1984] y para guanina [Shafirovih y col., 2001]. El calculo de la energia
libre para la transferencia electrénica desde los insecticidas al radical carbonato AerG°

puede realizarse con la Ecuacion IV C (ver Capitulo V).
AG,’ =-nxFx[E®(CO," /CO,* )-E°(Ins*"/Ins)] EcIVC

Considerando que los potenciales de reduccion de los insecticidas sean menores a 1,2
V, como se menciond en el capitulo anterior, y que el potencial de reduccién del
radical carbonato es 1,78 V vs. ENH se puede estimar que AerG® < -56 kJ/mol. En
consecuencia, resultan reacciones termodinamicamente favorables.

Si se considera que la transferencia electrénica tiene lugar entre los insecticidas y
radical CO;37, una via de reaccion probable es la formacion del radical cation en el
nitrégeno aminico seguido de pérdida de un protén para dar un radical alfa-amino

alquilico. Tal como se discutié en los capitulos anteriores, estos transientes decaen
mas rapido que el COs", y por lo tanto, se encontrarian en estado estacionario, es

decir, en muy bajas concentraciones y desaparecerian en tiempos del orden del
tiempo de vida del radical carbonato.

Sin embargo, el tiempo de vida de los intermediarios detectados para la reaccion de
insecticidas con CO5;" es mayor al del radical CO3". Por ello, podemos concluir que las
especies observadas corresponden a productos estables de reaccion. La identificacion
de los mismos mediante cromatografia acoplada a espectrometria de masa permitira

confirmar esta hipotesis.
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Capitulo VII. Conclusiones generales

Los insecticidas IMD, THIA y ACT en solucién acuosa reaccionan con las especies
oxidantes; radicales hidroxilo, sulfato y carbonato, y las especies excitadas oxigeno
singlete vy triplete del Rosa de Bengala mediante mecanismos de reaccion similares a
pesar de sus diferencias estructurales. En estas reacciones de oxidacién la molécula
piridinica presente en estos insecticidas resulta inerte, y el ataque ocurre
preferencialmente en el heterociclo y el metileno puente que une la molécula central y el
anillo de piridina. En particular, se ha demostrado que la posicién o al nitrdgeno aminico

de la molécula central es la posicion méas facilmente oxidada, Figura VII A.

| X
= / ~ ! CH3
Cl N N\ Cl N X
Y CN
a b

para THIA: X=Se Y=CN
IMD: X=NHeY =NO,

Figura VII A. Estructuras de los insecticidas a) IMD y THIA y b) ACT. Las posiciones marcadas, o
al nitrégeno aminico, son las mas labiles de la molécula al ataque de los oxidantes estudiados en

los tres casos.

Las velocidades de reaccion de los insecticidas con los radicales oxidantes varian desde
velocidades del orden difusional para el radical hidroxilo; a velocidades del orden de 108-
10° M?'s? para el radical sulfato y 10° a 10° M's? para el radical carbonato. Las
velocidades de transferencia electrénica con las especies excitadas oxigeno singlete y

triplete del rosa de bengala son del orden de 10° a 10 M's™.




La fotdlisis de los insecticidas, tanto por luz UV como por luz visible, ha sido estudiada y
resulta de mayor importancia para el IMD que para THIA y ACT. Para este insecticida la
reaccién de fotélisis UV da lugar a la pérdida del grupo terminal nitro en el heterociclo, a

diferencia de las reacciones de oxidacion.

Los intermediarios propuestos para las reacciones con los oxidantes son radicales a-

aminoalquilicos (-HC:-N<). En el caso del radical OH’, los aminoalquilicos se forman por

abstraccion de hidrégeno del carbono a al grupo amino por parte del OH'. En los otros
casos, la reaccion inicial es una abstraccién electronica del par libre del nitrdgeno aminico
para dar el radical cation (-H,C-N'+<). En todos los casos se ha demostrado que esta

transferencia electrénica es termodinadmicamente favorable.

Las reacciones entre piridinas monosustituidas y radicales sulfato y carbonato dieron
informacién sobre intermediarios y velocidades de reaccién de oxidacién de los anillos
piridinicos, que contribuyeron a determinar el mecanismo de reaccién de los insecticidas
cloronicotinoides. El ataque del anillo piridinico por radicales sulfato se produce por
adicion de radical al anillo, y adicion de agua y posterior eliminacion del acido (sulfato
acido o bicarbonato, segun corresponda) para generar radicales hidroxihexaciclodienilos
de las piridinas. El mecanismo de reaccién con radical carbonato aiun debe establecerse.
Comparando estos resultados con los espectros de los intermediarios y productos
estables de los insecticidas con estos radicales, se confirma que la reaccion con los

cloronicotinoides no ocurre en el anillo piridinico.

Se observg, tanto para la reaccidén con radicales como con estados excitados, la
formacién de productos oxidados en el heterociclo, siendo los productos primarios
aquellos oxidados en el carbono o al nitrégeno aminico. También se han observado los
productos oxidados en carbonos f al nitrégeno y oxidacién en el nitrégeno unido al grupo
ciano (THIA y ACT) o nitro (IMD). So6lo con oxidaciones mas severas se observaron

productos de ruptura como el acido 6-cloronicotinico.

Las condiciones experimentales utilizadas, donde la concentraciones de radicales y
especies excitadas fueron similares a las encontradas en aguas naturales, no produjeron
una disminucién significativa del carbono organico total por lo que permitieron detectar los

productos primarios de oxidacion. La formacion de estos productos intermediarios no




disminuy6 la toxicidad de las aguas contaminadas en ensayos con la bacteria Vibrio
fischeri, demostrando que los intermediarios de reaccion acumulados poseen una
toxicidad comparable a la de los insecticidas de partida. Un mayor grado de oxidacion de
los insecticidas a &cido 6-cloronicotinico resulta en una disminucion de toxicidad de las

aguas contaminadas.

De los resultados obtenidos con radical sulfato, puede concluirse que la utilizacion de
S,05/UV como tecnologia de oxidacion in situ, sélo es efectiva para la detoxificacion de
aguas contaminadas con insecticidas cloronicotinoides si el tratamiento se prolonga hasta

obtener conversidn significativa a productos de ruptura como el acido 6-cloronicotinico.

El reemplazo de la molécula de 6-cloropiridina en los insecticidas por una estructura mas
labil al ataque de los oxidantes podria resultar en un mayor grado de oxidacion y una
ruptura mas sencilla de la molécula. De esta manera, se disminuiria la acumulacién de
intermediarios toxicos durante las reacciones de oxidacion producidas por especies
reactivas naturales. De hecho, la empresa Bayer ha desarrollado desde el afio 2001
insecticidas de la familia con anillos distintos de la 6-cloropiridina, como por ejemplo,
Clothianidin [C(E)]-N-[(2-Cloro-5-tiazolil)metil]-N’-metil-N"-nitroguanidina [Jeschke y col.,
2003] (Figura VII B)

Figura VII B. Estructura del insecticida Clothianidin.

Este insecticida posee la estructura nitroguanidina acoplada a un residuo tiazélico, similar
al que posee el THIA. Segun los resultados obtenidos en esta tesis dicha estructura
resultaria mas reactiva que el anillo piridinico frente a las especies estudiadas, ya que se
observé que el anillo tiazolidinico es labil a estas oxidaciones. Por otro lado, la literatura
reciente muestra que el Clothianidin es mas selectivo frente a insectos y posee un poder
insecticida similar 0 mayor que sus antecesores segun el organismo blanco del que se

trate [Ihara y col., 2006; Tomizawa y Casida, 2005]. Otro insecticida donde el anillo de




piridina fue reemplazado ha sido el Thiamethoxam,( 4H-1,3,5-Oxadiazin-4-imina, 3-[(2-
cloro-5-tiazolil)metilJtetrahidro-5-metil-N-nitro-)  precursor de Clothianidin, con un

heterociclo oxigenado y mayor actividad insecticida que IMD [Maienfisch y col 2001].

El presente trabajo de tesis podria ampliarse al estudio de las reacciones de oxidacién en
medio acuoso de estos insecticidas de segunda generacion donde la estructura piridinica
ha sido reemplazada enfatizando la evaluacion de la toxicidad de los intermediarios de

reaccion que ha sido un punto critico en el caso de IMD, THIA y ACT.
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Apéndice

Ecuaciones utilizadas para el ajuste de las sefales

En el Capitulo Il se mostraron las ecuaciones utilizadas para el analisis de las sefiales
obtenidas en experimentos resueltos en el tiempo. Se obtendran estas ecuaciones Il I, I J

y Il K a partir de las ecuaciones diferenciales de velocidad.

Cinética de primer orden
Se plantea la siguiente reaccion donde R es el reactivo, P el producto y k; la constante de

primer orden:
R— P

—M: klx[R]

ot
OARL
[R] k,xt

Integrando la ecuacion entre condiciones iniciales y un tiempo t dado,

Dividiendo ambos miembros por ¢ x |, teniendo en cuenta la Ley de Lambert y Beer,
A = [R] x ¢ x | y agregando el término d(L.) para tener en cuenta la absorbancia de

especies de vida larga:

A(A,t)=A(2,0)xe™ +d (1)  Ecll|
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Cinética de segundo orden
Se plantea la ecuacién que sigue con R, el reactivo, P el producto y k, la constante de

velocidad de segundo orden:

2R—2 P
—%szkzx[R]z

Integrando la ecuacion entre condiciones iniciales y un tiempo t dado,

Multiplicando por € x |,
B 1
©2x k, xt 1
+
ex| A(ﬂ,O)

A(2,t) Ecll J

Cinética de orden mixto
Se plantean en este caso las ecuaciones siguientes con R, el reactivo, P y P" los
productos y, ki y kp, como se describen anteriormente:

R— P

2R 5P

La velocidad de desaparicion de R puede ser descripta como contribucion de ambos

procesaos,
o[R] _ 2
—7— klx[R]+2xk2x[R]
R = ot
[RI(k, + 2K, [R])

Al integrar la ecuacién anterior entre concentraciones iniciales y un tiempo t dado se

obtiene:
139




JR] -
I [RI(k, + 2k, [R]) Ja

Lol Rl ) R |-
k, k, + 2k, [R], k, + 2K, [R],
Reordenando y aplicado a ambos términos la funcién exponencial se llega a:

R, = L
[ + 2sz x et -2k,

Multiplicando los términos por ¢ x | para obtener una expresiéon en absorbancia se llega a
la ecuacion buscada:

K Ecll K

kl +27k2 Xeklxt_zik2
AA,  ex| ex|

A(Lt) =

Deduccion de la expresion para la relaciéon de los rendimientos cudnticos de fotélisis de

los insecticidas

Sabiendo que el rendimiento cuéntico de fotélisis ¢ de una sustancia absorbente A a
una dada longitud de onda A puede escribirse:
_d[A]

A_ _ dt
g -—

a
Donde —d[A]/dt es la velocidad de desaparicion del reactivo A e |, es la intensidad de luz
absorbida. La velocidad de desaparicion del reactivo A puede escribirse como el producto

de la constante de velocidad aparente, k”yy y la concentracion del reactivo [A]. A su vez la

intensidad de luz absorbida es |,=l, x(1-10" 1Al
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¢ A — kAUV X [A]
A IO x (1_10—£><|><[A])

Si se relacionan las expresiones para los reactivos A y B se llega a la expresion:

8" _ K x[A] 1 x(1-10")
3> 1y x(1-10"") k®,, x[B]

Considerando las intensidades de luz incidente y las concentraciones de las sustancias A

y B iguales se llega a la expresion

¢1A _ kAUV y (l_lofgxlx[B])
¢lB (1_10—5><|><[A]) kBUV

Considerando los coeficientes de absorcion de los insecticidas estudiados, mostrados en
la Tabla lll A, y las concentraciones utilizadas en los experimentos de fotdlisis [Ins] = 3,3 x

10“ M se obtienen

THIA,ACT k THIA,ACT
254 uv

IMD — IMD
¢254 kuv

Deduccion de la ecuacion para la constante de velocidad de reaccién de iones piridinio

con radical sulfato

Para el calculo de la constante de velocidad entre el radical SO,~ y los iones piridinio

XPyH" se utilizé la Ecuacion IV A.
sz(s-kxpy)xﬁﬁ EcIVA
H]

Esta ecuacion se obtiene de plantear la velocidad de reaccién aparente como la suma de
contribuciones: la velocidad de reaccion de piridinas con constante de velocidad kxpy y la

de iones piridinio XPyH", con constante de velocidad Kxpyt+s
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Kapp= Koy X [XPY] + Kypyp X [XPYH']

app

Reemplazando la concentracion de iones piridinio por la expresion obtenida de plantear el

equilibrio 4cido-base se obtiene:

H+
kapp = {kXPy + kXPyH+ x [K_}} X [XPy] (1)

a

Donde la expresion entre corchetes es la pendiente del grafico kapp vs. [XPy], s.

También se puede expresar que la constante aparente se relaciona con la concentracion
analitica de piridina, Cp,= [XPy] + [XPyH"].

Kapp= Sx Cp, =S x {[XPy] + [XPyH"]}

Y reemplazando nuevamente por la expresion de [XPyH'] se llega a:

Kapp= SX[XPY] x {1+([E+]j} (2)

a

Igualando las expresiones para Kapp (1) ¥ (2) se obtiene:

SX {14{&]}' Koy =Kpyrs X [mj
K, Y Y K,

Y reordenando se llega a:

~(stkp, |x 2
km—(skm)x[wjﬂ EcIVA
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Deduccion de la ecuacion para la constante de velocidad reactiva del oxigeno singlete

Teniendo en cuenta las reacciones que se muestran a continuacion y que fueron
planteadas en el Capitulo | y V se obtendra la ecuacion para la constante de velocidad

reactiva k', del insecticida.
S+hy—=—°S
S +0,(°%,)—2—0,(*'A)) + S
02(1AQ)L>02(329)
0,(*A, )+ R— SR,
0,(*A )+ Ins—*—1Ins,,

’S +Ins——Ins_,+ S

Planteando las ecuaciones diferenciales de velocidad y asumiendo estado estacionario
para ['O,] en ensayos con la referencia (R) y el insecticida (Ins) se obtienen

respectivamente:

Si se desarrollan las ecuaciones diferenciales para el triplete del sensibilizador S y se

plantea el estado estacionario, se obtienen las siguientes expresiones:

3 Ins kF
S -
[ ]SS Koo X[O, ]+ ki [Ins]

Reemplazando estas expresiones en las de ['O,]s llega a:
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) R K

[ Oz]ss - krR X[R]+kD

1 Ins kOZ ><I(FX[C)Z]
O T ko[0T i)

Si se desarrollan las ecuaciones diferenciales de velocidad para la desaparicién de la

referencia y del insecticida se obtienen las siguientes ecuaciones :

_G[R] B krR x K- x[R]
A& KT x[R]+K,
_a[lns] k"™ x kg, x ke x[O,]x[R]x[Ins] k; xk. x[Ins]

ot (k"™ x[Ins]+ky )x (Ko, x[O,]+k; x[Ins]) " (Koz x[O,]+k; x[Ins])

Con los datos de literatura de las constantes kp, ko, la concentracion de oxigeno
molecular disuelto (2,5 x 10“*M), las concentraciones usadas de insecticida y referencia, y
la constante calculada k; pueden proponerse las aproximaciones kp>>k.X[R]; ko>>k,™[Ins];

ko2>>krx[Ins]. Las constantes de velocidad aparente para la referencia y el insecticida dan

como resultado:

k" xk
kappR - ” F
D
K s _ krIns x ke N K, x K¢
P Kp Koz X[Oz]

La relacién entre estas dos Ultimas expresiones proporciona la ecuacion buscada:

kapplns _ krlns N kT x kD
k R krR Koo x[Oz]xkrR

app

EcCVA
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