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RESUMEN

L os compuestos conocidos como piretroides, derivados de lafamilia de las piretrinas,
son empleados normalmente como constituyentes de los insecticidas. Su ata
lipofilicidad, tiempo de vida relativamente corto en € medio ambiente y con bago
impacto sobre los vertebrados terrestres han contribuido a su amplia aceptacion para
su empleo como insecticidas. Los piretroides estan constituidos por dos unidades
estructurales, una &cida y la otra un acohol. Se llevd a cabo un estudio
computacional de las caracteristicas estructurales y energéticas de ciertas moléculas
constituyentes de la familia de los piretroides: Cipermetrina, Permetrina,
Tetrametrina, Fenotrina, Alletrina y Lambda Cialotrina. Los céculos se redlizaron
empleando la teoria del funciona de la densidad con los funcionales hibridos
B3LYP, B3PW91, B98 y B97-2, utilizando en todos |os casos € conjunto de bases 6-
31G (d,p) para & andlisis de las formas neutras de las moléculas consideradas. Los
diferentes iones, las formas protonadas, desprotonadas, los aductos y fragmentos
considerados se estudiaron con e funciona hibrido B3LYP considerado por la
literatura como €l de mejor desempefio para € estudio de moléculas organicas en
fase gaseosa. Los resultados del andlisis computacional de la Cipermetrina, como
longitudes de enlace y angulos de la estructura optimizada con los diferentes
funcionales tedricos, fueron comparados con valores experimentales resultantes del
estudio de la estructura cristalina de la Cipermetrina por difraccion de Rayos X. Para
las demés moléculas de piretroides no se encontraron datos experimentales en la
bibliografia consultada. Se desarroll6 también una técnica experimental de
identificacion y cuantificacion de unamezcla de 6 piretroides por HPLC con detector
de espectrometro de masas. El célculo de las distintas propiedades fisicoquimicas y
energéticas de estas moléculas, permite la predicciéon de los procesos primarios de
fragmentacion asociados a la técnica experimental de espectrometria de masa,
verificado por el estudio de modelado tipo QSAR propuesto en este trabgjo.

Palabras claves. Piretroides, espectrometria de masas, quimica computacional,
teoria QSAR / QSPR
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SUMMARY

Compounds known as pyrethroids, derived from the family of pyrethrins, are
typically employed as constituents of insecticides. Its high lipophilicity, relatively
short lifetime in the environment and with low impact on terrestrial vertebrates have
led to their wide acceptance for use as insecticides. Pyrethroids are formed by two
structura units, one acidic and one alcohol. We were carried out a computational
study of the structural and energetic properties of some molecules of the pyrethroids
family: Cypermethrin, Permethrin, Tetramethrin, Allethrin, phenothrin and Lambda
Cyhalothrin. The calculations were made using the density functional theory with
B3LYP functiona hybrid, B3PW91, B98 and B97-2, using in al cases the basis set
6-31G (d, p) for analysis of neutral forms of the molecules concerned. The different
ions, protonated forms, deprotonated, adducts and fragments considered were studied
with the B3LYP hybrid functiona considered by the literature as the top performer
for the study of gas-phase organic molecules. The results of computational analysis
of cypermethrin, as bond lengths and angles of the optimized structure to different
functional theory were compared with experimental values resulting from the X-ray
diffraction study of the crystal structure of cypermethrin. For other pyrethroid
molecules no found experimenta data in the literature. In addition was developed an
experimental technique for identification and quantification of a mixture of 6
pyrethroids by HPLC with mass spectrometer detector. Calculation of various
physicochemical and energetic properties of these molecules allows the prediction of
the primary processes of fragmentation associated with the experimental technique of
mass spectrometry, verified by QSAR study proposed in this work.

Keywords. Pyrethroids, mass spectrometry, computational chemistry, QSAR /
QSPR theory.
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1. INTRODUCCION

La espectrometria de masas se ha destacado de entre otras técnicas analiticas
por caracteristicas como su sensibilidad, deteccion limite, velocidad y diversidad de
sus aplicaciones (Hoffmann y Stroobant, 2007). Constituye una técnica muy potente
para el estudio de compuestos de interés en ciencias quimicas y quimica ambiental
como en otros campos entre los cuales podemos incluir la farmacologia, biologia,
bioquimica, etc. (Takats et a., 2005).

La importancia de esta herramienta es su capacidad para proveer informacion
estructural con muy poca cantidad de muestra. Los esquemas de fragmentacién
dependen de las energias internas de los mismos, y en este punto, la asociacion con
herramientas de la quimica computacional provee informacion sobre los esquemas

mas probables de la fragmentacion de los compuestos en estudio (Fleet et al., 1993).

La espectrometria de masas se basa en e movimiento de iones en un campo
eléctrico/magnético: Las relaciones masa/carga de dichos iones condicionan su
desplazamiento en los espectrometros y esta condicion es la que permite su deteccion
y consiguiente asignacion de masas. Las formas de ionizar a las moléculas neutras
son fuertemente dependientes de la naturaleza del analito y del dispositivo
experimental con la que se realice, desde un impacto de electrones hasta la técnica
MALDI, existen diversas metodologias que apuntan a sustraer/introducir un electron
por colisién o a transferir/extragr protones u otros iones simples como Na', K”.
Todos estos procesos son dependientes, ademas de la naturaleza quimica de la
sustancia y la estabilidad de los iones formados, de factores externos como la
temperatura, € tipo de agente de colision y la energia cinética que se les aplicaalos
mismos (McLafferty y Turecek, 1993).



Para una familia quimica dada, con una variacion de sustituyentes en un
entorno quimico comun puede estudiarse, via espectrometria de masas, una
dependencia entre cada molécula y un vaor de energia de impacto critico (IE-
Impacto electronico o CID-Collision Induced Dissociation) donde comienzan los
procesos de fragmentaci 6n. Existen estudios que reportan y comparan conjuntamente
la estabilidad relativa de familias quimicas frente a la ionizacion/fragmentacion via
espectrométrica y via modelado energético con herramientas de la quimica tedrica

tanto parala molécula precursora como sus iones.

Asimismo estos resultados se aplican de manera préctica a anadisis quimico
ambiental, para seleccionar condiciones instrumentales que apunten ala deteccion de
contaminantes en matrices como aguas y suelos, logrando la mayor poblacion de
iones posible ya sea en su estado primario 0 de sus fragmentos, en procesos de

identificacion y cuantificacion (Richardson, 2000).
1.1 Justificacion

La espectrometria de masas constituye una potente herramienta para €
estudio de compuestos de interés en quimica y fisicoquimica ambiental, por su

capacidad para proveer informacion estructural con muy poca cantidad de muestra.

Los esguemas de fragmentacion dependen de las energias internas de los
mismos, y en este punto, la asociacion con herramientas de la quimica computacional
provee informacion sobre los esquemas més probables de la fragmentacion de los
compuestos en estudio. La aplicacion préctica resultante de la combinacion de estas
dos vaiosas herramientas en el andlisis quimico ambiental se da para seleccionar
condiciones instrumentales que apunten a la deteccion de contaminantes en matrices
como aguas Yy suelos, logrando la mayor poblacion de iones posible ya sea en su
estado primario o de sus fragmentos, en procesos de identificacion y cuantificacion,
asi como proveer informacion fisicoguimicaen el estudio de estos contaminantes.



1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo General

Integrar metodologias experimentales de espectrometria de masas con herramientas

tedrico-computacionales en e andisis de una familia de compuestos de interés

ambiental para lograr optimizar técnicas andliticas de cuantificacion de estos

compuestos en aguas y suelos 'y en estudios toxicol gicos.

1.2.2 Objetivos Especificos

a)

b)

d)

Estudiar computacionalmente las distintas estructuras de los piretroides para
lograr obtener las estructuras geomeétricas optimizadas, tanto de las moléculas en
su estado fundamental, de los iones protonados/desprotonados y de las
potenciales especies resultantes del impacto electronico en € espectrémetro de

masas.

Determinar experimentalmente las energias de ionizacion criticas resultantes de
las fragmentaciones por LC-MS, utilizando las fuentes de ionizacion ESI y APCI.

Determinar la dependencia de las poblaciones idnicas frente a distintas energias

de fragmentacion y el efecto de latemperaturaen el sistema LC-M S estudiado.

Seleccionar las meores condiciones instrumentales para € andlisis quimico-
instrumental de muestras mediante la determinacion de la facilidad de ionizacion

por una u otratécnica

Redlizar estudios de correlacion estructura — reactividad y obtener un modelo que
relacione las propiedades fisicoquimicas y actividades biolégicas, utilizando los
pardmetros energéticos de las estructuras molecul ares optimizadas.

1.3 Hipdtesis

Los compuestos de interés ambiental como |os pertenecientes a la familia de

los piretroides pueden ser cuantificados en matrices ambientales como agua y suelo

utilizando metodologias analiticas cromatograficas-deteccion masa, previamente



optimizadas mediante la combinacion de herramientas experimentales de

espectrometria de masas y de quimica tedrica computacional .

Las respuestas observadas en la aparicion de los distintos iones en la
espectrometria de masas guardan estrecha relacion con la energia de las moléculas en
estudio como de sus caracteristicas estructural es.



2. MARCO TEORICO

21 Antecedentes

Se ha establecido una fructifera interaccion entre la quimica tedrica y la
experimental, de tal manera que hoy dia la quimica cuantica se ha convertido en una
técnica complementaria muy Util para €l érea de la quimica idnica en fase gaseosa,
gue corresponde a campo explorado por la espectrometria de masas (Alcami et al.,
2002). Combinados, los métodos tedrico y experimental, permiten comprender como
durante laformacion de los iones moleculares en fase gaseosa va acompariada de una
reorganizacion drastica de la densidad de carga del sistema, manifestada por €
debilitamiento o fortalecimiento de enlaces, 10 que dalugar alaruptura de enlaces en
sitios especificos de la molécula durante la fragmentacion, y a la formacion de iones
fragmentos mas estables que otros, dando una idea del esquema de fragmentacion
mas probable que tendra lugar en lacdmara de ionizacion (Gross, 2011).

En un estudio se ha observado un estrecho relacionamiento entre la energia
molecular y la espectrometria de masas (Marino, 2009), estableciéndose que la
energia de una molécula puede interpretarse en términos de las distribuciones iénicas
del espectrometro de masas, es decir, se establece un comportamiento en la
ionizacion como consecuencia de las propiedades intrinsecas de las moléculas, tanto

energeticas como estructurales.

Existen numerosos estudios que hacen referencia a las vias de fragmentacion
mas probables de los compuestos relativos a la familia de los piretroides (Pattenden
et a., 1973; Fleet y Monaghan, 1997; Fleet et a., 1993) y que tienen lugar en €

espectrometro de masas. En estos trabgj os se exponen posibles mecanismos y vias de



fragmentacion, 1o que da lugar a una mejor interpretacion de los espectros de masas
de los compuestos considerados y constituyen una Util referencia, ya que a asociar
estos datos con herramientas de la quimica computacional, se respalda la idea de la
estabilidad de los iones moleculares y de los fragmentos i énicos que se forman.

Los piretroides son un grupo de compuestos, derivados sintéticos de las
piretrinas, que conservan la estructura base de estos, es decir un acido crisantémico
unido por unién éster a un alcohol, pero que han incorporado ciertas modificaciones
de ta manera a megjorar su estabilidad y actividad bioldgica, manteniendo su baja
toxicidad a vertebrados terrestres (Schleier y Peterson, 2011). En los ultimos afios, €
uso de los piretroides, tanto en la agricultura como en areas urbanas, se ha
incrementado en remplazo de otros compuestos como los organofosforados que
exhiben caracteristicas que hacen que su utilizacion sea mayormente regulada. Sin
embargo, es conocida la alta toxicidad de los piretroides para con los animales
acuaticos (Mauck et a., 1976) y ademas también se ha demostrado su
bioacumulaciéon en mamiferos marinos (Alonso et a., 2012). Por su dta
hidrofobicidad, los piretroides tienden a ser adsorbidos en el material particulado
presente en los cursos de agua. Como €l uso de este tipo de compuestos esta en
constante aumento, es necesario contar con metodos lo suficientemente sensibles
para su medicion a concentraciones relevantes ambientalmente en muestras como
agua, suelo y sedimentos (Hladik et al., 2009). La espectrometria de masas

constituye unatécnica muy potente en el estudio de este tipo de moléculas.
2.2 Quimica Computacional
2.2.1 Introduccion ala Quimica Computacional

La quimica computacional simula estructuras o reacciones quimicas de forma
numerica, basadas total o parciamente en las leyes de la fisica. Esto permite €
estudio de fenGmenos quimicos a través de calculos en computadoras, en lugar de
examinar reacciones y compuestos experimentalmente. De esta manera es posible
modelar no solo moléculas estables, sino también estructuras de vida media muy
corta, intermediarios de reaccion inestables y estados de transicion, |o que permitiria
obtener informacion sobre este tipo de estructuras como también de reacciones en las

6



gue participan, considerando que muchas veces esto es imposible a través de
observaciones directas. La quimica computacional por lo tanto, constituye un area
independiente de investigacion, como también un importante complemento a la
guimica experimental (Foresman et al., 1996).

L os célculos bésicos que pueden llevarse a cabo son:

- El calculo de la energia de una estructura molecular particular, dada por la

disposicion de los &omos o de los nlcleos y |os electrones.

- La optimizacion de las geometrias moleculares, que requiere hallar la estructura
molecular de menor energia. Este proceso depende primariamente del gradiente de
la energia total, es decir, la primera derivada de la energia respecto a las

posiciones atémicas.

- El célculo de las frecuencias vibracionales de moléculas, resultante del
movimiento interatdmico dentro de la molécula. Las frecuencias dependen de la
segunda derivada de la energia respecto a la estructura atdbmica en el entorno del

minimo de energia potencial.

Existen dos grandes areas dentro de la quimica computacional para € estudio
de la estructura de las moléculas y su reactividad: la mecanica molecular y los

métodos de estructura el ectronica
2.2.2 MecanicaMolecular

La mecénica molecular utiliza las leyes de la fisica clasica para predecir
estructuras y propiedades de las moléculas. Cada uno de los diferentes métodos de
mecanica molecular esta caracterizado por un particular campo de fuerza, que posee

|os siguientes componentes (Foresman et al., 1996):

- Un conjunto de ecuaciones que define como la energia potencial de una molécula

varia con lalocalizacion de sus componentes atomicos.

- Unaserie de aomos tipo, que definen las caracteristicas de un elemento dentro de

un contexto quimico especifico.



- Uno o mas conjuntos de parametros que gjustan las ecuaciones y los tipos
atomicos a datos experimentales, definidos por las constantes de fuerza, que son
valores usados en las ecuaciones para relacionar las caracteristicas atomicas a los
componentes energéticos y datos estructurales tales como la longitud de los

enlaces y los angul os.

La presuncion fundamental del método de Mecanica Molecular es la
transferibilidad de los parametros, y para gue estos sean buenos descriptores de la
molécula, los campos de fuerza describen tipos atdbmicos, y en algunos casos se

describen parametros paralos &omos dentro de los distintos grupos funcional es.

La expresion de la energia consiste en la suma de ecuaciones clasicas
simples, que describen varios aspectos de la molécula, tales como la extension de los
enlaces, flexion de los enlaces, torsiones, interacciones electrostéticas, fuerzas de
Van Der Waals y enlaces de Hidrogeno. Los campos de fuerza difieren en e nimero
de términos en la expresion de la energia, la complgjidad de estos términos y la

maneraen la cual las constantes son obtenidas.

De forma general, la energia del campo de fuerza (Err) resulta de la suma de
varios términos, cada uno describiendo la energia requerida para la distorsion de la

molécula en una forma especifica
Err = Esr + Epend + Etors + Evaw + Ea + Ecross (2.1)

donde:
E« es la funcidn de la energia para € estiramiento de un enlace entre dos
atomos; Epeng representa la energia requerida parala flexion de un angulo;
Eiwrs€s laenergiade torsion paralarotacion en torno aun enlace;
Evaw Y Eo describen las interacciones &omo — &omo no enlazantes, y

Ecross describe el acoplamiento entre |os tres primeros términos.

En laFigura 2.1 se esquematizan |los términos fundamental es de un campo de

fuerza.
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Figura 2.1: Esquematizacion de los principal es términos de la energia de un campo de fuerza
(Jensen, 2007).

Los términos en la expresion de la energia que describen e aspecto
concerniente ala forma de la molécula, tales como la extension del enlace, laflexion
angular, lainversion del anillo o e movimiento torsional, son Ilamados términos de
valencia. Todos los campos de fuerza tienen por 10 menos un término de valencia 'y

lamayoriatiene tres 0 mas.

Los términos, en la expresion de la energia, referidos a como un movimiento
de la molécula afecta a otra se [laman términos de entrecruzamientos. Un término de
entrecruzamiento comunmente utilizado es e llamado término de flexion —
extension, que describe como las longitudes de enlace en € equilibrio tienden a

cambiar, cuando los &ngul os de enlace son cambiados (Y oung, 2001).

Los campos de fuerza pueden o no incluir términos electrostaticos. Los
términos el ectrostaticos mayormente utilizan el término de laley de Coulomb parala
energia de atraccion o repulsion entre centros cargados. EI modelado de moléculas
con una carga neta es meor descripto mediante € uso de tipos atémicos
parametrizados para la descripcion de centros cargados. A veces, una constante

dieléctrica es incorporada para modelar |os efectos de solvatacion.

La extensidon de los enlaces esta principalmente descripta a través de la
ecuacion del oscilador armonico o por potenciaes tales como €l de Morse, y con
menor frecuencia por € potencial de Leonard Jones 0 un potencial cuantico
resultante de resolver la componente el ectrénica de la funcion de onda en la ecuacion
de Schrodinger.



La flexion del enlace es descripta a través de una ecuacion armonica. La
rotacion de enlace se describe generalmente a través de una expresion coseno, debido
aque lafuncién de la energia de torsion debe ser periddica en € angulo considerado,
de tal manera a que s €l angulo es rotado 360° la energia retorna al mismo valor
(Jensen, 2007). En laFigura 2.2 se observa el comportamiento de la energia debido a

la conformacion en torno a un enlace simple representado por una funcién coseno.

Las fuerzas intermoleculares como las fuerzas de Van Der Waals y los
enlaces de hidrégeno, son a menudo descriptas por la ecuacion de Leonard Jones.
Algunos campos de fuerza usan también un término combinado de flexion —
extension.
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Figura 2.2: Energia de torsién debido a la conformacion arededor de una enlace simple
segun una funcién coseno (Y oung, 2001).

Las constantes de la expresion de la energia en los diferentes campos de
fuerza varian segun la eleccion del sistema de unidades, €l cero de la energia y los

procedimientos de g uste numericos.

Algunas formas matemaéticas del término energético utilizado en los campos

de fuerza mas populares estén dadas en la Tabla 2.1.
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Tabla2.1: Términos energéticos de campos de fuerza cominmente utilizados (Y oung, 2001).

Nombre Uso Término energético
Armonico Extension de enlace k(I —1,)2
Armonico Flexion angular k(g —q,)?
Coseno Torsion k[1+ cos(nq)]
Leonard —Jones6-12  Vander Waals AV (BY
) (3
Leonard —Jones10-12 Vander Waals AV (B
()7
Coulomb Electrostatico 0,0,
per
Taylor Extension — Flexion K(q _qo)[(|1_|10)(|2_|20)]
Morse Extension de enlace D,[1-e?(™]?

I: longitud de enlace; 6: angulo de enlace; k, a, A, B: constantes particulares al elemento en un cierto
estado de hibridacion; n: un nimero entero; r: distancia de aomos no enlazados; g: carga; D, energia
de disociacion.

Todas las constantes en las distintas expresiones de energia deberian de
obtenerse a partir de datos experimentales o de cdlculos de primeros principios (Ab
initio). Un método de mecanica molecular puede ser parametrizado para una clase
especifica de molécula como para una proteina 0 un nucledtido, para los que se
espera que no den resultados relevantes para otras proteinas o nucledtidos. Otros
campos de fuerza estdn parametrizados para dar una razonable descripcion de una

amplia gama de compuestos organicos.

Existen también unos pocos campos de fuerza que han sido parametrizados
para todos los elementos. Algunos campos de fuerza simplifican los calculos
omitiendo la mayoria de los aomos de hidrégeno y son los Ilamados campos de
fuerza de &omos unidos o métodos de hidrogenos intrinsecos. Algunos campos de
fuerzas tienen tipos atdmicos para ser usados tanto con hidrégenos implicitos como

con hidrégenos explicitos.

La eleccion de los procedimientos de gjuste es importante porque determina

gue contribucién tiene cada proceso en la expresion de la energia, asi un campo de

11



fuerza puede ser mejor en la prediccion de los movimientos vibracionales o en las

fuerzas intermoleculares (Y oung, 2001).

Los céculos de mecanica molecular no tratan los electrones de una manera
explicita dentro de un sistema molecular, sino que los calculos se realizan en base a
las interacciones entre los nucleos. Los efectos electronicos estan implicitamente
incluidos en los campos de fuerza a través de de la parametrizacion que se emplee
(Foresman et al., 1996).

Esta aproximacién de la mecanica molecular presenta la ventgja de que los
calculos son computacionalmente de bago costo, o que permite su utilizacion en
sistemas moleculares muy grandes en nimero de atomos. Sin embargo, también
presenta limitaciones, como que cada campo de fuerza esta limitado para ciertas
clases de moléculas, relacionadas con aguellas que han sido parametrizadas. Ademés,
con este método no pueden ser tratados problemas donde |os efectos el ectronicos son
los predominantes, tales como aquellos que involucran la formacion o escision de
enlaces, asi como las propiedades moleculares que presentan dependencia con los
detalles el ectronicos (Foresman et a., 1996).

Los métodos de mecanica molecular no son generalmente aplicables a
estructuras lgjos del equilibrio como los estados de transicion. Los calcul os que usan
expresiones algebraicas para describir los caminos de reaccion y estructuras de
transicion son usua mente algoritmos semiclasicos. Estos calculos usan un gjuste de
la expresion de la energia a una superficie de energia potencial ab initio para la
reaccion exacta, en lugar de usar los mismos parametros para cada molécula (Y oung,
2001).

Algunos campos de fuerzas de la mecanica molecular utilizados cominmente

son.

- AMBER (assisted model building with energy refinement): parametrizado
especificamente para proteinas y &cido nucleicos. Utiliza cinco términos de enlace
y no enlazantes, junto con un sofisticado tratamiento electrostatico. Los términos

de entrecruzamiento no estan incluidos.
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- CHARMM (Chemistry at Harvard macromolecular mechanics): inicialmente
disponible para proteinas y acidos nucléicos, actualmente son aplicados a un gran
rango de biomoléculas, dinAmica molecular, solvatacion, empaques cristalinos,
andlisis vibracional y estudios QM/MM. CHARMM utiliza cinco términos de

vaencia, uno de los cual es es un término &l ectrostéti co.

- CFF (Consistent force field): desarrollado para obtener con precision consistente
los resultados de conformaciones, espectros vibracionales, energia de deformacion
y entapia vibracional de proteinas. Estos campos de fuerza utilizan cinco o seis
términos de valencia, uno de los cuales es un término e ectrostético, y cuatro a seis

términos de entrecruzamiento.

- CHEAT (Carbohydrate hidroxyls represented by external atoms): es un campo de
fuerza disefiado especificamente para el modelado de carbohidratos.

- MM1, MM2, MM 3, MM4: son campos de fuerza usados en general para moléculas
organicas. Existen muchas variantes de |os métodos originales, particularmente del
MM?2. El método MM 3 es probablemente uno de los métodos de mayor exactitud
para el modelado de carbohidratos. MM X y MM+ son variaciones del MM 2. Estos
campos de fuerza utilizan cinco a seis términos de valencia, uno de los cuales es un

término electrostético, y de uno a nueve términos de entrecruzamiento.
2.2.3 Métodos de estructura electrdnica

Los célculos se basan en las leyes de la mecanica cuantica en lugar de las de
la fisica clasica. La mecanica cuantica establece gque la energia y otras propiedades
relacionadas de |a mol écula pueden ser obtenidas mediante la solucion de la ecuacion
de Schrodinger: HY = EW. Sin embargo, excepto para los sistemas mas pequefios, la
solucion exacta de la ecuacion de Schrodinger no es viable, siendo este problema
comun a sistemas de muchos cuerpos. Por este motivo los métodos de estructura
electronica son caracterizados por la utilizacion de aproximaciones mateméticas para
tratar la ecuacion de Schrodinger.
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Los principales tipos de métodos para tratar la estructura electronica son las
técnicas Semi empiricas, Ab Initio y los métodos de la Teoria Funciona de la
Densidad (Foresman et al., 1996).

A continuacién se describen los principal es métodos o técnicas que se pueden

emplear en este tipo de estudio.
2.2.3.1 Métodos semiempiricos

Utilizan parémetros derivados de datos experimentales o de célculos ab initio,
para simplificar los calculos, con lo que se da una solucién aproximada a la ecuacion
de Schrédinger, lo que depende de la disponibilidad de los parametros apropiados

parad tipo de sistema quimico estudiado.

Estos métodos tienen un costo computaciona relativamente bgjo y provee
una descripcion cualitativa razonable de los sistemas moleculares y predicciones
bastante exactas de las energias y estructuras para los sistemas para |os que existan
un conjunto adecuado de parametros. Ademas pueden ser mucho mas répidos que los
métodos ab initio (Foresman et al., 1996). Sin embargo, si la molécula en estudio es
significativamente diferente de las que estan incluidas en la parametrizacion, los

resultados obtenidos pueden ser muy pobres.

Generamente los electrones internos no estan incluidos explicitamente en los
cdculos y solo se utiliza un conjunto minimo de bases. También se omiten algunas
de las integrales de dos electrones. Para corregir los errores introducidos por la
omision de ciertas partes en los caculos, se introducen distintos parametros en

funcién de qué tipo de propiedades se desean calcular.

Los célculos semiempiricos se han utilizado de forma exitosa para la
descripcién de moléculas organicas, que tienen solo unos pocos atomos repetidos en

la estructura'y de moderado tamario.
L os métodos semiempiricos utilizados mas comunmente son |os siguientes:
- Método de Huckd: es uno de los primeros y méas simples de los métodos

semiempiricos. Modela silo los electrones m de valencia en polienos conjugados
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planares o moléculas aromaticas planas, o0 moléculas en los que haya presente
heterodtomos distintos a los de carbono. Los OM se aproximan mediante la
combinacion lineal de los orbitales atdmicos del tipo 2p perpendiculares al plano
molecular y los coeficientes de la combinacion lineal se obtienen a partir del
teorema variacional, generandose un sistema de ecuaciones lineales con tantos
sumandos como orbitales se combinen. Hay tantas ecuaciones como OM y cada
sumaesigua acero. La solucién de este sistema de ecuaciones es posible solo s €
determinante de los coeficientes es cero. A este determinante se le llama
determinante secular. Pararesolver e determinante secular solo se tienen en cuenta
las integrales monoceéntricas (integrales culémbicas) o entre nlcleos vecinos en la
molécula (integrales de resonancia) y se desprecian las integrales de solapamiento
entre las densidades el ectroni cas de &0mos vecinos.

Los cdculos de Hucke reflgan la simetria orbital y predicen
cualitativamente los coeficientes orbitales, pudiendo dar de esta manera,
informacion cualitativa. Raramente es utilizado hoy en dia en calculos tedricos,

pero se mantiene su ensefianza en os ciclos de fisicoguimica basica de grado.

Método de Hiickel extendido: es un medio para modelar |os orbitales de valencia
basado en e solapamiento orbital, la afinidad electronica experimental y los
potenciales de ionizacion. Al igua que en e método de Hiickel sencillo, los OM se
aproximan mediante la combinacion linea de los orbitales atdémicos de valencia de
los domos y se calculan los coeficientes mediante el teorema variaciona. La
ventgja con respecto a método de Hickel es que se puede modelar todos los
orbitales de valencia. Sin embargo es un método pobre para predecir las geometrias

molecul ares.

CNDO (complete neglect of differential overlap): modelalos orbitales de valencia
utilizando un conjunto de bases minimo de orbitales tipo Slater (STO). Los
métodos CNDO son utilizados a veces para generar estimaciones iniciales para los

calculos ab initio de carbohidratos.

MINDO (modified intermediate neglect of differential overlap): con sus tres
modificaciones MINDO/1, MINDO/2 y MINDO/3. Se han obtenido resultados
15



cualitativos para moléculas organicas con este método y a veces se o utiliza para
obtener una estimacion inicia para los célculos ab initio. EI MINDO fue

parametrizado para reproducir las ental pias de formacién de compuestos organi cos.

MNDO (modified neglect of diatomic overlap): da resultados cualitativos
razonables para muchos sistemas organicos. Una variacion de MNDO es €
MNDO/d, que es una formulacidon equivaente que incluye los orbitales d. Esto
mejora la prediccion de la geometria de moléculas hipervalentes. Este método es a
veces utilizado para modelar sistemas que incluyen metales de transicién, sin
embargo la exactitud es atamente dependiente del sistema individual estudiado.

Otravariacion, e MNDOC incluye la correlacion electronica.

AM1 (Austin Modd 1): utilizado popularmente para € modelado de compuestos
organicos. El AM1 predice los calores de formacién (AH;) de manera mas exacta
que e méodo MNDO. Dependiendo de la naturaleza del sistemay la informacion
deseada, tanto e método AM1 como el PM3 dan los resultados de mayor exactitud

para compuestos organicos, mediante la utilizacién de méodos semiempiricos.

Existen ventgjas y limitaciones conocidas en |os resultados obtenidos con los
métodos AM1. Las energias de activacion son mejoradas con respecto a las
obtenidas con los métodos MNDO, se predicen enlaces de hidrogeno con una
correcta aproximacion de la extension, pero generdmente de orientacion
incorrecta; la prediccion obtenida de moléculas hipervalentes es megorada con
respecto a resultados con MNDO, pero ain con errores significativamente grandes

con respecto a otros tipos de compuestos.

La prediccion de barreras rotacionales es muy pequefia con respecto a los
valores reales, mientras que se predice una ata estabilidad para anillos de cinco
miembros. Las geometrias que involucran aomos de fosforo se predicen

pobremente. Los enlaces perdxidos son muy cortos, de aproximadamente 0,17 A.

Existen errores sisteméticos en la prediccién de las energias de grupos
alquilos, asumiéndose una alta estabilidad de los mismos. Los nitrocompuestos son
sistematicamente muy inestables. En general, el método AM1 predice energias y
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geometrias mejoradas respecto a los resultados obtenidos con los métodos MNDO,
sin embargo, no muy buenos como |os obtenidos con el método PM 3. Las entalpias

de enlace calculadas son considerablemente bajas (Y oung, 2001; Jensen, 2007).

PM 3 (Parameterizacion method 3): 0 método paramétrico 3 (los métodos 1y 2
corresponden @ MNDO y a AM1), utiliza ecuaciones muy cercanas a las
utilizadas en e método AM1, como resultado de la reparametrizacion de este
altimo. La diferencia entre e AM1 y € PM3 es que las integrales de repulsion
electronica monocéntricas se tornan como pardmetros a optimizar (en lugar de

obtenerlas a partir de datos espectral es atdbmicos).

La funcién de repulsion de core contiene solamente dos términos gausianos
por atomo. Estos parametros gaussianos fueron incluidos como una parte integral
del modelo, por lo que se permitié su libre variacion. Por 1o que € método asi
resultante es esenciamente e AM1 con todos los parametros totalmente

optimizados.

De cierta manera es € mejor conjunto de parametros para un conjunto dado
de datos experimentales. Es también muy popular para sistemas organicos,
presentando varias ventajas como que los calores de formacion obtenidos son mas
exactos que aquellos obtenidos con MNDO o AM1. La prediccion de moléculas

hipervalentes es también realizada con mayor exactitud.

Algunas limitaciones conocidas del modelo PM3 son que los enlaces de
hidrogeno resultantes son muy cortos, de aproximadamente 0,1 A, a igual que los
enlaces de Si con &omos de haluros, que también resultan subestimados. EI PM3
tiende a predecir los compuestos de nitrégeno sp3 como piramidales,
contrariamente a lo observado experimentalmente, ademés la carga en los &omos
de nitrégeno es a menudo de signo incorrecto, mientras gue su magnitud resulta ser
irreal.

La afinidad protonica no es exacta y las distancias no enlazantes son muy
cortas. En genera, € PM3 predice energias y longitudes de enlace mas

exactamente que los métodos AM1 y MNDO. Junto con el método AM1, son los
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mas populares dentro de los métodos semi empiricos debido a la disponibilidad de
algoritmos que incluyen efectos de solvatacion en los calculos (Levine, 2001,
Y oung, 2001; Jensen, 2007).

2.2.3.2 Métodos ab initio

Para el calculo de la solucion de la ecuacion de Schrodinger utilizan una serie
de aproximaciones matematicas rigurosas. No utilizan parametros derivados de datos
experimentales, sino que estén basados solamente en las leyes de de la mecéanica
cuantica y en los valores de un peguefio nimero de constantes fisicas, como la
velocidad de la luz, los valores de masa y carga del electron y del proton y la

constante de Plank.

Con los métodos ab initio es posible obtener predicciones cuantitativas de
ata calidad para un amplio rango de sistemas. Los primeros programas desarrollados
con & método ab initio tenian una alta limitacion por €l tamafno del sistema tratado,
sin embargo, con los actuales programas ab initio modernos es posible € tratamiento
de moléculas de mayor tamafio con un costo computacional razonable (Foresman et
al., 1996).

a) Aproximacion deHartree— Fock (HF)

La dindmica de sistemas de muchos electrones es muy compleja, por 1o que
requiere méodos computacionales elaborados. Una significativa simplificacion,
tanto conceptualmente como computacionalmente, puede ser obtenido por la
introduccion de modelos particula — independientes, donde e movimiento de un
electron es considerado independiente de la dinamica de otros electrones (Cramer,
2005).

La solucidon exacta para la ecuacion de Schrodinger no es posible para la
mayoria de los sistemas moleculares triviales. Sin embargo, pueden ser hechas una
serie de suposiciones y procedi mientos para obtener una solucion aproximada para la

mayor cantidad posible de moléculas.
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- Orbitales moleculares. la primera aproximacion a ser considerada resulta de la

interpretacion de b/ |Zcomo la densidad de probabilidad para los electrones dentro

de un sistema. La teoria de orbitales moleculares descompone W en una

combinacion de orbitales moleculares (OM) fi.f,... Para cumplir con las
condiciones de funcion de onda, deben ser elegidos conjuntos de OM normalizados

y ortogonales, paralo cual se obtiene &l producto de Hartree:

(i) )

sin embargo, esta funcion no es antisimétrica.

- Spin electron: lafuncidn antisimétrica mas simple resultante de la combinacion de
OM es un determinante. Debe ser introducido un factor, no tenido en cuenta
anteriormente, que es e spin electron. Los electrones pueden tener un spin para

arriba (+1/2) o paraabajo (-1/2). Se define lafuncion spin o'y B como sigue:

a(T)=1 a(y)=0
b(T)=0 b(¥)=1

Multiplicando una funcién OM por a 6 {3, se incluye el spin electron como
parte de la funcion de onda electronica total W. Este producto se define como
orbital spin, una funcion que incluye tanto la localizacion del electron como su
spin.

El orbital spin también es ortonormal cuando sus componentes orbitales
moleculares |o son. Se construye una funcion de onda de capa cerrada definiendo
n/2 OM para un sistema de n electrones y asignando |os el ectrones a estos orbitales
en pares de spines opuestos, de tal manera a que se represente en forma de un
determinante. Cada fila del determinante esta representada por todas las posibles
asignaciones del electron i en todas las combinaciones de orbital spin. De esta
manera, e determinante mezcla todos los posibles orbitales de todos |os €l ectrones
en e sistema molecular para formar la funcion de onda, cumpliéndose que la
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localizacion de un electron no esta determinada sino que consiste en una densidad

de probabilidad, por |o que podria estar en cualquier lugar.

- Conjunto de bases. la siguiente aproximacién involucra la expresion de los OM
como combinaciones lineadles de un conjunto predefinido de funciones de un
electron conocido como funciones de base. Las funciones de base normamente

estan centradas en el nicleo atdmico, |o que recuerda alos orbitales atomicos.

N
Un OM individual puede ser definido como: f) =szCm donde los
m=1

coeficientes c,; son conocidos como coeficientes de expansion del OM.

El programa Gaussian y otros programas de estructura electronica ab initio
utilizan funciones atdmicas tipo gaussianas como funciones de base. Las funciones
gaussianas tienen laforma general:

g@@,r)=cx'y"ze " (2:3)

donde:

> Ve
r estd compuesto por los componentes x, v, z,

0 es una constante que determina el tamarfio de lafuncion,

e es multiplicada por las potencias de X, y, z y una constante de

9’ =

1
todoelespacio ! por |0 tanto ¢ depmde de a,

normalizacion, de tal manera que
[, myn.

La combinacion lineal de las gaussianas primitivas son usadas paraformar las
funciones de base, denominadas gaussianas contraidas, y tienen lasiguiente forma:

Cm :zdmpgp (2.4)
p
donde:

dy, son constantes fijas dentro del conjunto de bases.
Al incluir esta expresion en lade los OM, resulta en la siguiente expansion:
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fi :ZCmCm:zCﬁi [depgp] (25)

El principio variacional: establece que para € estado fundamental de cuaquier

funcién normalizada antisimétrica de coordenadas €l ectronicas, denotado por = ,
el vaor de la energia esperado serd siempre mayor a valor de la energia de la

funcién de onda exacta, de tal maneraque: E(E)>E(P);E# Y

De esta manera, la energia de la funcion de onda exacta sirve como limite
inferior para el valor de la energia caculada por cuaquier otra funcion
antisimétrica normalizada. El problema radica en encontrar 1os coeficientes que

minimizan la energia de la funcion de onda resultante.

Las ecuaciones de Roothaan — Hall: e principio variacional da la siguiente
ecuacion que describe los coeficientes de expansion orbital, ¢, derivado por
Roothaan y Hall.

N

Z(.:m _eism)cm=0—>m=1_2, ..... N (2.6)

v=1

Esta ecuacion re escrita en forma de matriz da FC=SCg, donde cada elemento

€s una matriz. € es una matriz diagonal de las energias de los orbitales; y cada uno

de sus elementos €; esla energiade un electron del OM €.
F es [lamado matriz de Fock, y representa el efecto promedio del campo de

todos los electrones en cada orbital. Para un sistema de capa cerrada, sus elementos

Son:

Fon :H,?,‘ire+|ZNjiF?s {(m‘/s)—%(m@ )} (27)

=ls=1

donde:

H core . s P
m €S otra matriz que representa la energia de un solo electréon en e campo

del nlcleo desnudo y
21



ocupado

P es |amatriz densidad, definidacomo Bs =2 Y, GG, .

i=1
Los coeficientes son sumados sobre los orbitales ocupados solamente, y €
factor 2 viene del hecho de que cada orbital contiene dos electrones.

El término (n’n/ S ) significa laintegral de repulsion de dos e ectrones. Bagjo

el tratamiento de HF cada electron mira a todos los demés electrones como a una
distribucion promedio, no estaincluida lainteraccion electron — electron instantanea.
Los métodos de mayor nivel intentan remediar esta falencia de correlacion

electrénica de distintas maneras.

Lamatriz Seslamatriz de solapamiento, que indica el solapamiento entre los

orbitaes.

Tanto la matriz de Fock como los orbitales dependen de los coeficientes de
expansion. Por tanto, la ecuacion FC=SCe no es lineal y deberia ser solucionada
iterativamente, por € procedimiento llamado método de Campo Auto Consistente

(SCF, del Inglés Self-Consistent Field). En la convergencia, la energia es un minimo.

La solucién produce un conjunto de orbitales, tanto ocupados (fi.) y

virtuales (desocupados, convencionalmente denotado como fa,b...). El nimero total

de orhitales esigual a nimero de funciones de base usados (Foresman et al., 1996).

Los pasos en los célculos de HF comienzan con una estimacion inicial de los
coeficientes de la combinacion lineal de los orbitales, generalmente empleando como
punto de partida un método semiempirico. Esta primera funcion es utilizada para
calcular una energia y un nuevo conjunto de coeficientes, que pueden luego ser
utilizados para obtener un nuevo conjunto de soluciones, y asi sucesivamente. Este
procedimiento continla iterativamente hasta que la energia y los coeficientes de las
combinaciones lineales permanezcan constantes de una iteracion ala siguiente. Este

procedimiento iterativo es llamado procedimiento de campo auto consistente (SCF).

Una variacion en e procedimiento de HF es la manera en que los orbitales

son construidos para reflgjar 1os electrones pareados o desapareados. Si |la molécula
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tiene un spin singlete, una misma funcion orbital espacial puede ser utilizada tanto
para los electrones de spin a y B en cada par, esto es llamado método de Hartree —
Fock restricto (RHF).

Para moléculas con electrones desapareados existen dos técnicas para
construir las funciones de onda HF. Una de ellas es usar conjuntos de orbitales
completamente separados para los electrones a y 3, lo que se llama funcién de onda
Hartree - Fock no restricta (UHF). Esto introduce un error en e caculo llamado
contaminacion de spin, que podria ser insignificante o suficientemente grande como

parainvalidar |os resultados dependiendo del sistema quimico involucrado.

La otra forma de construir las funciones de onda para moléculas de capa
abierta es € método de Hartree — Fock de capa abierta restricta (ROHF), en donde
los electrones apareados comparten el mismo espacio orbital por 1o que no hay

contaminacion de spin (Y oung, 2001).
b) Métodosde Correlacion Electronica

Una de las limitaciones de los célculos de HF es que no consideran la
correlacion electronica debido a que e método tiene en cuenta el efecto promedio de

larepulsion el ectronica pero no considera lainteraccion electrén — electrén explicita.

Existe un gran numero de métodos iniciados como caculos de HF, y luego
son corregidos por correlacion. Algunos de estos métodos son la teoria de
perturbacion de Moller — Plesset (MPn, donde n es € orden de la correccién), €
método de enlace de valencia generalizada (GVB), € campo auto consistente
multiconfiguracional (MCSCF), la interaccion de configuraciones (Cl) y lateoria de
los cluster acoplados (CC). Todos estos métodos son referidos como calculos de
correlacion. Incluyendo la correccion de la correlacion generalmente se obtiene una
mejora en la precision de las energias calculadas y de las geometrias moleculares. En
la bibliografia més reciente puede encontrarse informacion detallada sobre cada uno
de estos métodos (Young, 2001; Foresman et al., 1996; Szabd y Ostlund, 1989;
Jensen, 2007).
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2.2.3.3. Méodosdela Teoria Funcional dela Densidad (DFT)

Los métodos basados en la Teoria Funciona de la Densidad derivan de las
investigaciones de la mecanica cuantica realizadas en la década de 1920, resultantes
especidmente del modelo de Thomas-Fermi-Dirac y del trabgo de Slater sobre
guimica cuantica realizado en 1950 (Foresman et al., 1996).

Hohenberg y Kohn establecieron las bases modernas de la Teoria Funcional
de la Densidad, enunciando en 1964 €l teorema que afirma que la energia electrénica
del estado fundamental esta determinada completamente por la densidad electronica
p. Este teorema establece que existe una correspondencia entre la densidad

electronica de un sistemay su energia (Jensen, 2007).

El enfoque central de la Teoria Funcional de la Densidad, es la densidad
glectronica p, en lugar de la funcion de onda W. El termino Funcional viene del
hecho de que la energia de la molécula es una funcion de la densidad electrénica E
(p), y la densidad €electronica, por si misma es funcién de la posicion p(r) (Paulay
Paula, 2007).

Estableciendo una comparacion del teorema de Hohenberg y Kohn y la
aproximacion de la funcion de onda, en esta Ultima, para un sistema de N electrones
existen 4N variables, dados por las tres variables espaciadles y una de la coordenada
de spin para cada electrén. La densidad electronica, sin embargo, es € cuadrado de la
funcidn de onda, integrada sobre N — 1 coordenadas electrénicas, y cada densidad de
spin solo depende de tres coordenadas espaciales, independientemente del nimero de
electrones. Es decir, mientras que la complgiidad de una funcién de onda se
incrementa exponencialmente con € nimero de electrones, la densidad electronica
tiene el mismo nuimero de variables, independientemente del tamafio del sistema
(Jensen, 2007).

La principal ventgja del uso de la densidad electronica es que las integrales
paralarepulsién de Coulomb requieren ser hechas solo sobre la densidad el ectrénica,
la que como ya se menciond es una funcion tridimensional. Ademés, € método

permite introducir correlaciones entre electrones. Estas caracteristicas, finamente
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resultan en una mayor rapidez en los caculos que los hechos por € método de
Hartree Fock (HF), y en que los resultados son algo més exactos que los obtenidos
por HF (Y oung, 2001).

El inconveniente con e empleo de la densidad electronica radica en que s
bien se ha probado que cada diferente densidad corresponde a una energia del estado
fundamental, la funcidn que conecta las dos cantidades es desconocida. Por tanto, €
objetivo de los méodos DFT es @ disefio de funcionales que conecten la densidad
electronica con la energia (Jensen, 2007).

La aproximacion de los funcionales empleados por € método de la DFT,

utilizala particion de la energia el ectronica en varios términos:
E=E +E'+E +FE*° (2.8)

donde:
E" es e término correspondiente a la energia cinética (derivado del
movimiento de los el ectrones),
EY describe la energia potencial del sistema, resultante de la atraccién nicleo —
electrén y larepulsién entre pares de nucleos,
E’ es e término dado por la repulsién entre electron — electrén (auto
interaccion de Coulomb de la densidad electronica), y
E* corresponde a término de correlacion — intercambio e incluye la parte
remanente de |as interacciones el ectron — electron.

Todos los términos, excepto € correspondiente a la repulsion nucleo —
nicleo, son funciones de la densidad electrénica p. Los términos E' + EY + E’
corresponden a la energia clasica de distribucion de carga. El término E* tiene en
cuenta los términos remanentes de la energia, es decir e intercambio de energia
derivada de la anti simetria de la funcion de onda de la mecanica cuantica y la
correlacion dindmica en e movimiento de los electrones individuales. Hohenberg y
K ohn demostraron que E*© est& determinado enteramente por la densidad electrénica
y en la préctica es usualmente aproximada como una integral que involucra solo las

densidades de spin y sus posibles gradientes.
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Z Z Z Z Z (2.9)
E(r) = [ fra(n)r, (VI (NVr, (Nd°r

donde:
I'a se refiere a la densidad del spin a,
v aladensidad del spin B, y

p aladensidad electrénicatotal (fa + "b).

El término EXC

se divide generalmente en dos partes, referidas a la parte de
intercambio y a la parte de correlacion, que realmente corresponden a las

interacciones del mismo spin y de la mezcla de spines respectivamente.

EX°(r)=E*(p) + E°(p) (2.10)

Los tres términos son funcionales de la densidad electrénica, siendo las
funcionales que definen los términos del lado derecho de la ecuacién, llamados
funcionales de intercambio y funcionales de correlacion, respectivamente. Los dos
componentes pueden ser de dos tipos posibles: funcionales locales que dependen solo

de la densidad €electronica p, y funcionales corregidos por gradiente, que dependen

tanto de p como de su gradiente Vr (Foresman et al., 1996).

Los funcionales de densidad pueden ser divididos en varias clases. El método
mas simple, es € llamado método Xa, en donde se incluye el funcional de
intercambio electronico, pero no e de correlacién. La aproximacion mas simple aun
problema completo, estda basado solo en la densidad €lectronica, Ilamado
aproximacion aladensidad local. Un conjunto més complejo de funcionales utilizala
densidad electrénica y su gradiente, estos métodos son los [lamados corregidos por

gradiente.

Los métodos DFT puros son definidos por la vinculacion de un funcional de
intercambio con un funcional de correlacion. Por gjemplo, € funcional BLYP,
resulta del par, funcional de intercambio corregido por gradiente de Becke por una
parte, y por otra, del funcional de correlacion corregido por gradiente de Lee, Yang y
Parr.
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Los métodos DFT hibridos resultan de la combinacion lineal de otros
funcionales con e método de HF, usualmente con integrales de intercambio. Son
gemplos, @ méodo B3LYP, en donde & numero 3 indica un funciona de tres
pardmetros de Becke, que son determinados por €l gjuste a datos experimentales. Las
versiones siguientes, llamadas B97 y B98 emplean 10 parametros de guste, sin
embargo las mejoras son muy pequefias con respecto a la version de tres parametros
(Jensen, 2007).

2.2.4 Modelos quimicos

Un modelo tedrico deberia ser uniformemente aplicable a sistemas
moleculares de cualquier tamafio y tipo, donde el tamario méximo alcanzable deberia
ser determinado solo por la disponibilidad préactica de los recursos computacionales.
Este principio, bagjo e cua se fundamenta la filosofia tedrica del GAUSSIAN tiene
ciertas implicancias, como que € modelo tedrico debe ser imparcia y univocamente

definido para cualquier configuracion dada de nicleosy electrones.

En primer lugar a ser imparcia un modelo quimico tedrico, no deberia
basarse en presuposiciones acerca de estructuras moleculares 0 procesos quimicos, |o
gue excluiria su aplicacion a sistemas o fendmenos donde estas presunciones no se
aplican. En segundo término, al estar univocamente definido un modelo tedrico,
especificando la estructura molecular sin necesidad de dar otros pardmetros, es
posible obtener una solucion aproximada de la ecuacion de Schrddinger.

La implementacion de un modelo tedrico es 1o que se denomina un modelo

guimico — tedrico o simplemente model o quimico.

Una vez que e modelo tedrico ha sido definido e implementado, deberia ser
sistemaéticamente probado en una variedad de sistemas quimicos, y los resultados
obtenidos deberian ser comparados con valores experimentales. Cuando € modelo
demuestre la reproduccion de los resultados experimentales en e conjunto de
sistemas quimicos de prueba, € modelo podra ser utilizado para la predicciéon de

propiedades de sistemas para | os cuales no existen datos disponibles.
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Los modelos quimicos se caracterizan por la combinacion de un
procedimiento tedrico y un conjunto de bases. Cada par de combinacion, € método
tedrico con €l conjunto de bases, representa una diferente aproximacién ala ecuacién
de Schrodinger.

El programa GAUSSIAN (Frisch et al., 2009), del que existen varias
versiones, es un paguete de programas versatil, ampliamente usado, que incluye
todos los métodos ab initio comunes como el HF, ClI, funcional de la densidad, MP,
o CC, y también incluye muchos méodos semiempiricos (Levine, 2001). De esta
manera, e GAUSSIAN incluye muchos diferentes modelos quimicos. Cada célculo
realizado con e GAUSS AN, que es € programa utilizado en este trabajo, debe tener
especificado € modelo quimico tedrico deseado, ademés de especificar € sistema
molecular a considerar, y €l célculo a ser realizado. El programa contiene una
jerarquia de procedimientos correspondiente a diferentes métodos de aproximacion,
gue son referidos normalmente como niveles de teoria. Los métodos mas exactos
requieren, correspondientemente recursos computacionales més caros (Foresman et
al., 1996).

2.2.4.1 Terminologia

Los modelos quimicos se describen mediante una nomenclatura

convenciond:

Método _ energia / conjunto de bases _ energia / /método _ geometria /conjunto de

bases _geometria

donde el modelo de laizquierda de ladoble barra equivale a utilizado parael cdculo
de la energia del sistema en estudio y € de la derecha corresponde a modelo
utilizado parala optimizacién de la geometria

Ejemplo: RHF/6-31+G(d,p) // RHF/6-31G(d), en donde & céculo de la
energia se harealizado utilizando el nivel de teoria de Hartree-Fock y €l conjunto de
bases 6-31G(d,p), a una estructura previamente optimizada con € méodo de
Hartree-Fock y el conjunto de bases de 6-31G(d).
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2.2.4.2 Conjuntos de base

Un conjunto de base es una representacion matemética del orbital molecular
dentro de la molécula. Puede ser interpretado como restringido a cada electrén o a
una region particular del espacio. Los conjuntos de base més grandes imponen
menores restricciones a la ubicacion de los electrones en € espacio, por tanto
resultan ser aproximaciones mas exactas a los orbitales moleculares. Ellos, sin

embargo requieren correspondientemente mayores recursos computacional es.

Los conjuntos de base estdndares para cél culos de estructura el ectrénica usan
una combinacion lineal de funciones gaussianas para formar los orbitales. Los
conjuntos de bases asignan un grupo de funciones de bases a cada &omo dentro de la
molécula para aproximarse a su orbital. Estas funciones de base, referidas como
funciones contraidas, por si mismas estan constituidas de una combinacion lineal de
funciones gaussianas, y las componentes gaussianas de las funciones estan referidas
como primitivas. Unafuncion de base consistente en una funcion gaussiana simple se

[lama no contraida.
- Conjuntos de base minimos

Contienen e minimo nimero de funciones de base necesarios para cada

atomo. Ejemplo:

H: 1s
C: 1s, 2s, 2py, 2py, 2p;

Los conjuntos de bases minimos usan orbitales tipo atdmicos ajustados al
tamafo. El conjunto de bases STO-3G es un conjunto de bases minimo que utiliza
tres gaussianas primitivas por funcion de base y se aproxima a los orbitales tipo

Slater (STO) con funciones gaussianas.
- Conjuntos de Bases de Vaencia Desdoblada

Un conjunto de bases minimo puede incrementarse en tamafio aumentando el

numero de funciones de base por aomo.
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El conjunto de bases de doble zeta, forma todos los orbitales moleculares de
combinaciones lineales de dos tamarios de funciones, por cada orbital atomico.

Ejemplo:

H: 1s1s
C: 1s, 2s, 25, 2py, 2py, 2Pz, 2P« , 2Py, 2p;
De forma similar, los conjuntos de da base de triple zeta, tal como € 6-311G,

utiliza tres tamarfios de funciones contraidas por cada orbital tipo.
- Conjuntos de bases polarizadas

Permite el cambio de forma de cada orbital atomico, mediante €l agregado de
orbitales con momento angular ademas de los que son requeridos para la
descripcion del estado fundamental de cada aomo. Por gemplo, un conjunto de
bases polarizado agrega funciones d a atomos de Carbono y funciones f a metales

detransicion, y algunos de ellos agregan funciones p a &omos de Hidrogeno.
- Funciones difusas

Son funciones del tipo de las funciones sy p, pero de tamarios més grandes,
lo que permite que los orbitales ocupen una region mas grande en e espacio. Son
importantes para sistemas donde los electrones estan relativamente lejos del
nucleo., como en moléculas con pares libres, aniones y otros sistemas con cargas
negativas significativas, sistemas y sus estados excitados, sistemas con baos

potenciales de ionizacion, etc.

2.25 Reacionestipo QSAR - QSPR

Uno de los dogmas méas importantes de la quimica es que la formula
estructural de cualquier compuesto contiene codificado dentro de si, todas las
propiedades quimicas, fisicas y biologicas de ese compuesto (St y Katritzky, 1997).
Se supone gue para un conjunto de estructuras moleculares, se puede establecer
algun tipo de regularidad con |as respectivas propiedades experimentales medidas, de
tal manera a transformar en nimeros y sistematizar la relacion existente entre la
estructura y la propiedad de las sustancias, es decir se puede dar una relacion

cuantitativa. La teoria QSAR — QSPR corresponde justamente a una hipétesis
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matematica, fundamentada en el hecho de que la estructura de una molécula es
responsabl e de sus propiedades quimicas, fisicoguimicas, bilogicas o farmacol 6gicas
(Duchowicz, 2005).

Una de las alternativas para lograr definir las propiedades de un compuesto
guimico a partir de su formula estructural, es, estableciendo una relacion matemética
entre una propiedad o actividad (LDso, pKa, €tc.) del compuesto en estudio con uno o
mas pardmetros descriptivos (descriptores) relacionados a la estructura de la
molécula. De aguna manera estas funciones mateméticas pueden medir las
relaciones propiedad — estructura, estableciéndose un tipo de sistematizacion del
estudio, englobados dentro de lo que se denomina técnicas QSPR (Quantitative
Structure Property Relationships) (St y Katritzky, 1997).

En las areas biolégicas, como en & campo de la farmacologia y la
toxicologia, la relacion estructura - actividad (SARs), constituye alguna relacion
matematica entre actividades biol6gicas medibles (por gjemplo toxicidad o respuesta
terapéutica) y alguna caracteristica estructural del compuesto en estudio, como puede
ser alguna propiedad fisicoquimica (coeficiente de particién octanol — agua,
electronegatividad, etc.). Esto es debido a que los cambios estructurales de las

moléculas definen su accion (actividad) en e organismo vivo (McKim et a., 1987).

Si los modelos derivados de este tipo de correlaciones resultan ser aceptables,
son utilizados como guias para la sintesis de compuestos entre un numero
considerable de aternativas hipotéticas, o incluso son utilizados para la elucidacion
de mecanismos por los cuales la propiedad o actividad en cuestion son relacionadas a
la estructura quimica (Katritzky et al., 1995). Por lo que desde e punto de vista
econdémico se encontré un gran potencial de estas metodologias, a incluir un paso
adicional previo a la sintesis de nuevos compuestos, de tal manera a que segun la
prediccion de las propiedades/actividades por medio computacional, la siguiente
etapa experimental sea aplicada solo a aquellas moléculas que tiene mas probabilidad
de éxito. Ademas, con la metodologia QSTR (Quantitative Sructure Toxicology
Relationships) son obtenidos bancos de datos toxicol 0gicos sobre un gran nimero de

moléculas que son utilizados para el registro de nuevos compuestos (Marino, 2009).
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Los descriptores podrian ser propiedades de la molécula obtenidas
experimentalmente, o propiedades derivadas matematicamente a partir de estructuras
moleculares 2D o 3D, resultando estas Ultimas mas Gtiles por permitir la obtencion
de correlaciones que pueden ser extendidas a la prediccion de propiedades o
actividades de compuestos no disponibles, ya sea por tratarse de sustancias inestables
0 toxicas, 0 por ser poco accesibles econdmicamente o por demandar mucho tiempo
de sintesis. Ejemplos simples de descriptores pueden ser € niimero de d&tomos, € tipo
de enlaces presentes en la molécula, entre otros.

Las propiedades pueden describirse empleando descriptores globales, que
representan a la molécula como a un todo, como son el volumen y e érea molecular,
la energia electronica total, etc. También pueden describirse de una manera no
globalizada, empleando una aproximacién de subestructura o atdbmica, por medio de
descriptores atdmicos para describir los fragmentos presentes en las estructuras,

como por gemplo, e nimero de &omosy enlaces.

Katritzky et a. (1995) han clasificado a los distintos descriptores en grupos
dentro de los cuales se tratan de incluir las peculiaridades moleculares asociadas a
cada tipo de descriptor. Sin embargo, muchos descriptores pueden ser sensibles a
varias caracteristicas moleculares de manera simultanea, por lo que esta clasificacion

es més bien aproximaday provisional.

Las distintas categorias de descriptores son: constitucionales, topoldgicos,
geomeétricos, electrostaticos, quimico-cuanticos, termodinamicos y de solvatacion.
L os descriptores constitucionaes dependen fundamentalmente de la composicion de
la molécula, como son €l nimero de &omos de los diferentes elementos y € peso
molecular. EI nimero de anillos y de dobles enlaces reflgjan también la topologia
molecular. Los descriptores topoldgicos, son probablemente los mas ampliamente
utilizados, e incluyen los parametros moleculares clasicos, que resultan ser mas

sensibles alatopologia molecular y particularmente ala ramificacion de la molécula

Los descriptores el ectrostéticos reflgjan la distribucién parcial de las cargas o
la electronegatividad de los &omos, aunque también pueden reflgjar la topologia
molecular y la composicion.
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L os descriptores geomeétricos representan las caracteristicas tridimensionales

de la estructura molecular, por gemplo e tamafio y laforma molecular.

Los cdculos quimico-cuanticos pueden proveer una extensa cantidad de
informacion variada acerca de la estructura quimica, incluyendo datos geométricos y
electrostaticos. Ademés, estos calculos pueden proveer informacion acerca de las
propiedades €l ectronicas internas de las moléculas, que de otra manera no podrian ser

obtenidas.

En la Tabla 2.2 (Katritzky et al., 1995) se dan gemplos de los descriptores

mas comunmente utilizados segun cada categoria:

Tabla 2.2: Principales descriptores utilizados en estudios QSAR - QSPR

Descriptores  Descriptores  Descriptores Descriptores Descriptores
constitucionales  topologicos  electrostaticos ~ geométricos  quimico-cuanticos

- Peso - Indice de - Cargas - Momento - Cargaatémica
molecular. Weiner. parciales. principa de neta.

- Numero de - Indicesde - indicesde inercia. - Momento
aomosy de Randic. polaridad. - Volumen dipolar.
enlaces. - Indicesde - Areas molecular. - Polarizabilidad.

- NUmero de Kiery superficidles - Superficie - Ordenesde
anillos. Hall. parciales molecular enlace oy m.

cargadas accesiblea - Energias
solvente. HOMOvy
LUMO.
- indicesde
Reactividad
FMO (Frontier
molecular
orbitals)

Por la complgidad de la estructura molecular no se ha podido hasta €
presente, obtener un unico descriptor, que englobe toda la informacion estructural de
la molécula en una Unica variable y que sea aplicable a cualquier propiedad —
actividad bgjo estudio. Actualmente se cuenta con una gran variedad de descriptores
disponibles, por lo que en e disefio de un modelo debe ser realizada la mejor
seleccion de las variables a ser utilizadas, definiendo con cuales y cuantas se contara

durante &l proceso (Duchowicz, 2005).
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Las etapas para la realizacion de un estudio QSAR —QSPR se puede resumir
de la siguiente manera: Una vez que se ha seleccionado e conjunto de moléculas que
exhiben alguna propiedad de interés, la funcion matematica estructural (lineal o no
lineal), y los descriptores éptimos, se realizala calibracion del modelo, estableciendo
de esa manera las relaciones QSAR — QSPR. En un siguiente paso se andiza la

capacidad predictiva del modelo, realizando la validacion del mismo.

En laFigura 2.3 se esquematizan las etapas del estudio QSAR - QSPR

Generacion
de Seleccion de Calibracion Validacion del
Descriptores Estructuras del Modelo Modelo

Moleculares

Figura 2.3: Etapas de un estudio QSAR — QSPR (Duchowicz, 2005)

La calibracion del modelo implica e disefio de una representacion
mateméatica que permita analizar el comportamiento de los datos, generados por 1os
distintos descriptores que hayan sido elegidos para reflgar 1os atributos estructurales
de las moléculas en estudio. La calibracion por lo tanto consiste en la obtencién de
una relacion cuantitativa para la prediccion de una propiedad o actividad
determinada.

Finalmente, la validacion indica s esa relacion que ha sido planteada durante
la calibracion del modelo, es significativa para la prediccion de la misma propiedad
en otro conjunto de moléculas distintas a las utilizadas para la calibracion, pero
estructural mente rel acionadas.

El fundamento matemético de la Relacion Cuantitativa Estructura -
Actividad/Propiedad (QSAR — QSPR) recae en € principio de multilinealidad. De
acuerdo a este principio se establece una dependencia continua y singular, entre una
propiedad medible experimentalmente y algun factor estructural intrinseco de la

molécula, asumiéndose la linealidad de esta dependencia.

La dependencia entre la propiedad experimental puede ser limitada a un solo
factor estructural X;, buscando construir un modelo lineal del tipo Py = a9 + & X1, y
los pardmetros eva uados mediante laregresion linedl.
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Alternativamente, la propiedad experimental puede depender linealmente de
varios factores estructurales X, y la correspondiente ecuacion de correlacion linea

multipardmetrica es obtenida utilizando € método de minimos cuadrados multilineal:

Pr=ag+a X1+ aXo+aXs+ ... (2.11)

En €l caso de que esta aproximacion sea invalida, puede recurrirse a emplear
métodos de regresién no linea para la descripcion de la dependencia entre la
propiedad experimental y los factores estructurales. Sin embargo, a utilizar una
transformacion no linea polinémica (Xj") logaritmica ( InX;, logX;), etc., la
dependencia funcional formal de la propiedad experimental en estudio P; con
respecto los factores estructurales sigue siendo lineal, por lo que la ecuacion de
correlacion correspondiente es obtenida utilizando € mismo método de minimos
cuadrados multilineal (Katritzky et al., 1995).

La validez del modelo de calibracion QSPR — QSAR, representado en este
paso por la funcion matematica, queda verificada por los valores de los pardmetros
de la estadistica matemética: coeficiente de correlacion R, desviacion estandar Sy
parametro de Fisher F. Si estos parametros estadisticos clasicos son aceptables, debe
cumplirse que las diferencias entre los valores predichos y los verdaderos estén
dentro de un valor aceptable y a cumplirse estas condiciones se valida € modelo
(Marino, 2009).

Existen otras técnicas més elaboradas desde € punto de vista de su
metodol ogia matemética estadistica, que también son ampliamente utilizadas en los
estudios QSAR — QSPR para €l disefio del modelo éptimo, por gemplo las redes
Neuronales Artificiales (Claycamp et al., 1999) 6 los andlisis multivariados (Eriksson
et a., 2006), entre otros y que han sido objeto de numerosos estudios en los Ultimos

anos.
2.3 Espectrometria de Masas

Una de las primeras definiciones de la espectrometria de masas puede
ubicarse con sus primeras aplicaciones en la quimica organica, la que fuera

enunciada en 1968, y que, a pesar del tiempo transcurrido continta siendo valida
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hasta la fecha. Esta definicion es la siguiente: “el principio basico de la
espectrometria de masas es generar iones desde compuestos organicos 0 inorganicos
por medio de algin méodo disponible, separar estos iones segln su relacion m'z
(masalcarga), y detectarlos cualitativamente y cuantitativamente por sus respectivos
m/z y su abundancia. Los analitos pueden ser ionizados térmicamente, por campos
eléctricos, 0 por € impacto de electrones, iones o fotones. Los iones pueden ser
atomos ionizados simples, grupos, moléculas o sus fragmentos 0 asociaciones. La
separacion iodnica es efectuada a través de campos €l éctricos estaticos o dinamicos, o

en campos magnéticos”.

Actuamente habria que agregarse que, ademas de los electrones, iones o
fotones, también pueden ser utilizados para la ionizacion del analito &omos neutros
energéticos o grupos de iones pesados; también, gue la separacion de los iones por su
relacion m/z puede ser efectuado en regiones libre de campo, como sucede en €
analizador de tiempo de vuelo (Gross, 2004).

2.3.1 El Espectrometro de Masas

Consiste basicamente en una fuente de iones, un analizador de masas, y un
detector, los cuales operan en condiciones de ato vacio. Separando los pasos de
operacion del instrumento, podrian ser los siguientes: introduccién de la muestra,

evaporacion y la sucesivaionizacion o desorcion/ionizacion.

Aunque la muestra anadlizada en e espectrometro de masas es consumida,
practicamente podria considerarse un método no destructivo, debido a que la
cantidad del analito necesario para €l andlisis se encuentra por debagjo del rango de

los microgramos, e inclusive varios érdenes de magnitud menores.

En laFigura 2.4 puede observarse €l esquema general de un espectrémetro de

masas.
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Figura 2.4: Esquema general de un espectrometro de masas. La transferencia de la muestra,
desde la presion atmosférica a ato vacio de la fuente idnica y el analizador de masas, es
Ilevada a cabo mediante €l uso de un interruptor de vacio (Gross, 2004).

2.3.2 El espectro de masas

Es la representacion bidimensional de la intensidad de sefial, en ordenadas,
versus larelacion n/z, en abscisas. Laintensidad de un pico reflgja la abundancia de
las especies idnicas de los respectivos valores de relacion m/z, que han sido
formados a partir del analito dentro de lafuente ionica

La relacion m sobre carga, m/z, es adimensiona por definicién, ya que es
calculada a partir de e nimero de masa, m, de un determinado ién, y € nimero de su
carga elemental, z. Este Ultimo valor es a menudo igual a uno, sin embargo existen
condiciones donde pueden ser formados iones con doble, triple 0 mas cargas,

dependiendo del método de ionizacién empleado.

La distancia entre los picos en €l ge corresponde a pérdidas neutras del i6n
con m/z de mayor valor para producir un ion fragmento de nvVz menor. La masa del
fragmento neutro es solamente determinado por esta diferencia entre los

correspondientes nVz, debido aque e MS detecta solo |as especies cargadas.

lon molecular: corresponde a pico generalmente de mayor valor de m/z,
pero no necesariamente, que resulta de la deteccion de la molécula ionizada intacta,
M™. Los picos que corresponden a valores menores de m/z son causados por la

fragmentacion del ion molecular, y se denominan picos de |os iones fragmento.

El pico més intenso en e espectro de masas es llamado pico base.

Mayormente los datos de intensidad en el espectro de masas estén normalizados con
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respecto a pico base, a que le corresponde 100% de intensidad relativa, 10 que

ayuda a hacer el espectro més facilmente comparable.
2.3.3 Teoriade Cuasi Equilibrio

Es una aproximacion tedrica para describir la descomposicion unimolecular
de los iones, y por lo tanto de su espectro de masas. En e espectrometro de masas
cas todos los procesos ocurren bajo condiciones de alto vacio, en fase gaseosa

altamente diluida, por |o que las reacciones bimolecul ares raramente ocurren.

Los iones aislados en fase gaseosa no se encuentran en equilibrio térmico con
el entorno, en lugar de €ello la Unica alternativa es la redistribucion interna de la
energia y por lo tanto estar solamente sometidos a reacciones unimoleculares como

laisomerizacién o disociacion.
2.3.3.1lonizacién

Todos los analizadores de masas de |0s espectrometros de masas solo pueden
tratar especies cargadas, por 1o tanto la ionizacion es un paso imprescindible, y es
llevado a cabo en la fuente iGnica. Para €llo, existen un amplio rango de métodos de
ionizacion disponibles para también una amplia variedad de analitos.

El procedimiento clésico de ionizacion involucra el bombardeo de electrones
energeticos a una especie neutra, 10 que es llamado ionizacién electronica (El), o
ionizacién de impacto eectronico o impacto electronico (El). En principio, las
especies neutras deben ser transformadas a fase gaseosa atamente diluida, de tal
manera a que las particulas estén lo suficientemente espaciadas unas de otras para
hacer que las reacciones bimoleculares sean casi imposibles dentro de la vida media
de las particulas, lo que es logrado en un rango de presién de 10 Pascal en la fuente

iénica.

Cuando una especie neutra es colisionada por un electrén energético, parte de
la energia del electron es transferida al compuesto. Parte de esa energia contribuira a
la energia translacional o rotacional de la molécula como un todo, mientras que la
mayor parte serd almacenada en los modos internos. Los modos de excitacion
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rotacional internos no pueden almacenar significativas cantidades de energia, los
modos de excitacion vibraciona y especialmente los electronicos son capaces de

captar varios electronvolts cada uno.

Si e electron colisiona muy efectivamente con la especie neutra, la cantidad
de energia transferida puede efectuar la ionizacién de la especie neutra por la

expulsion de un electron parala formacion de un ion radical positivo:
M+e - M™+2e

La El en genera produce iones con carga simple, cominmente iones con
numero de electrones impar (capa abierta). Dependiendo del analito y la energia de
los electrones primarios, pueden generarse iones con doble o triple carga, pero son de

menor abundancia.
2.3.3.2 Energiadelonizacion (EI)

También [lamada potencial de ionizacion, es la minima cantidad de energia
gue debe ser absorbida por un aomo o molécula en su estado fundamental,
electrénico y vibracional, para formar un ion también en su estado fundamental por
la expulsion de un eectrén.

La remocion de un electron de una molécula puede ser considerada que
ocurre en los enlaces g, en los enlaces 1 o en los pares electronicos libres, siendo €
enlace o el menos favorable, y el par electronico libre el mas favorecido, para que se
produzca la ionizacién, por la localizacion de la carga dentro de la molécula. Esto

estareflgjado en los valores de El de las moléculas.

Moléculas con enlaces Tt tienen valores de El mas bajos que aquellas que no
lo tienen, ademés |os hidrocarbonos arométicos son capaces de estabilizar ain mejor
una carga sencilla, y los sistemas 1 conjugados, por lo que estos sistemas facilitan la
ionizacion. Los pares electronicos libres constituyen una buena localizacion para la
expulsion de un electron durante la ionizacion. La introduccion de un oxigeno
disminuye la EI menos que la introduccién de un &omo de nitrogeno, debido a que
estos Ultimos a ser menos electronegativos son una mejor fuente de un electron.
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Los valores mas bajos de El se acanzan en estructuras en donde sistemas 11 y
heteroatomos son combinados. Las energias de ionizacion de la mayoria de las

moléculas se encuentran en €l rango de 7 — 15 eV.

La ionizacién eectrénica ocurre extremadamente rapida. La molécula que
esta siendo colisionada por € electréon puede ser vista como en reposo debido a que
la velocidad térmica de unos pocos 100 m s™ es despreciable comparado con la
velocidad del electron que pasa a través de ella que es del orden de 5 x 10°m s™*. El

movimiento vibracional es mas lento por |o menos en dos 6rdenes de magnitud.

De acuerdo con la aproximacion de Born — Oppenheimer, e movimiento
electronico y el movimiento nuclear pueden ser separados, por |o que la posicion de
los &omos 'y por lo tanto, las longitudes de enlace no cambian mientras laionizacion
ocurre. Ademas € principio de Frank — Condon establece que la probabilidad para
una transicion electronica es mayor cuando la funcion de onda electronica, tanto del
estado fundamental y del estado ionizado tienen su maximo, y esto es o que da lugar

alallamadatransicion vertical.

La probabilidad de que una transicion vertical particular desde una especie
neutra a un cierto nivel vibracional del i6n es expresada por su Factor de Frank -

Condon.

La ionizacién adiabética ocurre cuando €l proceso de ionizacién de la especie
neutra en su estado vibracional fundamental, dalugar a un ién radical, también en su

estado fundamental vibracional.

Independientemente del lugar de donde e electron ha sido tomado, la
ionizacion tiende a causar debilidad de los enlaces dentro del i6n comparado con los
del precursor neutro, lo que significa una mayor longitud de enlaces en promedio, lo
gue da lugar a una mayor tendencia hacia la disociacion de un enlace. En la
superficie de energia potencial esta situacion es visualizada considerando un solo

enlace dentro de la mol écula o una molécula diatémica.

El minimo de la curva de energia potencia de la molécula neutra,

considerando que se encuentra en su estado vibracional fundamental, esta localizada
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aunalongitud de enlace més corta, que € correspondiente al minimo de la superficie
de energia potencial del i6n radical, también en su estado fundamental. Como la
posicion de los &omos permanecen fijos durante € corto periodo de tiempo de la
ionizacion, la especie neutray €l ion resultante tienen e mismo estado vibracional, 1o
gue en una curva de energia potencial es representada por una linea vertical en €l
diagrama, que va desde el correspondiente estado vibracional de lamolécula neutray

[lega hasta el mismo nivel vibracional excitado del ion.

El destino adicional de los iones dependera de la forma de sus
correspondientes superficies de energia potencial. Si existe un minimo, y € nivel de
excitacion se encuentra por debajo de la barrera de energia para la disociacion el ion
puede existir por un largo tiempo. Pero si os iones tienen una energia interna por
encima de la energia de disociacion, produciran los [lamados iones fragmentos como

productos de su disociacion visibles en el espectro de masas.

Si la superficie de energia potencia del i6n formado en laionizacion no tiene
ningln minimo, €l ién se disociara espontaneamente, y por tanto en € espectro de

masas no se observara e pico correspondiente al idn molecular.
2.3.3.3. Relacion dela energia deionizacion y funciones de velocidad

Solo reacciones unimoleculares son posibles para iones gaseosos formados
por El bajo las condiciones usuales de operacion de un MS. La naturaleza y alcance
de estas reacciones depende solo de la estructura y de la energia interna de estos
iones, independientemente de los métodos de ionizacion utilizados. En € diagrama
de Wahrhaftig (Figura 2.5) se describe la distribucién de la energia interna de los
iones resultantes de la ionizacion de las moléculas de muestra con electrones de 70
eV, como una funcién de probabilidad P(E).

Los iones M " formados inicialmente se encuentran en la gama de “frios” a
“rojos calientes”, por lo que pueden mostrar un muy amplio rango de

comportamiento de descomposicion (McLafferty y Turecek, 1993).

Sin las colisiones, la energia inicialmente depositada en é ion del proceso de

ionizacion, ademas de la pequefia cantidad de energia interna presente en la molécula
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precursora, es la responsable de la descomposicion o la isomerizacion del ion. La
probabilidad que se dé cualquiera de |as reacciones es expresada como constante de

velocidad k, que cambia con relacion ala energiainternadel ion precursor.

Lafuncién k (E) se muestra en la Figura 2.5 como el cambio del log k con E,

lo que muestra que los iones de mas baja energia interna no tendran una apreciable

velocidad de descomposicion y por lo tanto aparecerdn como M ™ en el espectro.

En la Figura 2.5, una constante de velocidad de aproximadamente 10° s* o

mayor, es necesaria para la descomposicién del ion precursor, o que corresponde al
log k=6 en la curva para la reaccion de M ™ — AD™, por lo tanto esto define €
minimo de energia interna de M ™ para la formacion de AD ™, 1o que es algo més
alta que la energia critica de reaccion E, (AD ™) , definida como la diferencia entre
la energia del punto cero de M™ vy la dd complgo activado para la reaccién

M*™ - AD™.

Unaenergiainternamés dtadeM ™, daunak (M ™ - AB™) mésadtaquela

correspondientek (M ™ - AD ™), por lo que laformacién de AB ™ estafavorecida

La abundancia real de los iones estéa determinada tanto por P (E) y €

relacionamiento con k (E). La proporcién relativa de losiones M ™ que permanecen

no disociados esta determinado por la energia méas baja requerida para la disociacion

del ion precursor y la proporcion relativa de los iones M ** formados con energia

interna por debajo de esta energia.

Si la energia de ionizacion electronica es disminuida, se reducira e nimero
deiones M ™ formados, con ata energia, en mayor proporcion del nimero de iones

gue se reducird con menor energia, por lo que la proporcién relativade ionesM ™ no
disociados se incrementara.
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Figura 2.5: Diagrama de Wahrhaftig. Relacion de P(E) y k(E) para la descomposicion
unimolecular del i6n ABCD ™. (Wahrhaftig, 1962, 1986; McLafferty y Turecek, 1993).

2.3.3.4 Efectosdela Termodinamica versus la Cinética

El sistema hipotético mostrado en la Figura 2.5 ilustra un aspecto importante
de la descomposicion unimolecular, que la reaccion de energia critica mas baja no

necesariamente es la que da el i6n mas abundante.

En la Figura 2.5, la reaccion ABCD™ - AD™ tiene una entapia mas
favorable, pero lareaccion ABCD ™ — AB™, esta favorecida por la entropia. En €l

re arreglo que da lugar a la formacién de AD ™, se forman dos nuevos enlaces
compensando la energia requerida paralarupturade losenlacesA - By C-D.

La energia critica de formacion para la formacion de AB™ es mas dlta,
porque requiere la escision del enlace B — C. sin embargo € requerimiento estérico
para la formacién de AD ™ es mucho més estricto que para la formacién de AB ™,

formando los complejos activados “apretados” y “sueltos” respectivamente.

Para los iones ABCD ™ de mayor energia, la disociacion del enlace puede

tener lugar cuando la cantidad suficiente de energia se acumula en este enlace. Sin

embargo, la formacion de AD ™, ademas de los requerimientos energéticos, se debe
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cumplir al mismo tiempo que A y D estén ala distancia suficiente para la formacion

del enlace, 10 que se cumple en una muy pequefia proporcion de las posibles

conformaciones de ABCD ™.
- S— i A—0D"
..l\ ..... .p +
B o
"tight complex™
A—B-—C—D""
T A—B"
A—B"-C—D —= +
- G—D
To05E CoOmpar”

Figura 2.6: Posibles estados de transicion del ion ABCD ™ (McL afferty et al., 1993)
2.3.3.5 Eficiencia dela lonizacion Electronica

La energia de ionizacién (El) se define como la minima energia requerida
paralaionizacién de la especie neutra en estudio. La mayoria de las moléculas tienen
una El en e rango de 7 — 15 €V. Si un electron impactante lleva una cantidad de
energia justo igual alaEl, deberia cuantitativamente transferirla durante la colisiéon a
la especie neutra y la ionizacion deberia tener lugar. Este evento, sin embargo tiene

una muy baja probabilidad, por o que la eficiencia de laionizacidn es cercana a cero.

La eficiencia de de la energia de ionizacion de una especie molecular dada
depende de las propiedades intrinsecas del proceso de ionizacion como también, de
la seccién transversal de ionizacion de esa especie en particular. La seccion
transversal de ionizacion describe un area a través del cua e electron debe vigar
para que efectivamente pueda interaccionar con la especie neutra, por lo que tiene
unidades de metros cuadrados. Los gréficos de seccidn transversal de ionizacion son
del mismo tipo para todas las moléculas y alcanzan un mé&ximo a una energia
electronica arededor de 70 eV. Esta es la razon por la que los espectros de EI son

medidos mayormente a 70 eV (Gross, 2004).
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2.3.3.6 Consecuencias practicas de la energiainterna

Los iones moleculares pueden exhibir una gran cantidad de vias de
fragmentacion de primera, segunda o de mayor generacion. La energia de activacion
para estas reacciones es obtenida del exceso de energia recibido bgjo la IE. La
disociacion ionica generalmente es un proceso endotérmico, por 1o que cada paso de

fragmentacion consume algo de la energiainterna.

Los iones atamente excitados pueden tener suficiente energia interna como
para permitir varias rupturas de enlace de forma simulténea, o en otros casos, dar
lugar a una sola, o incluso a ninguna ruptura. Estos ultimos llegan a detector como
iones moleculares intactos. Las vias de fragmentacion de una misma generacion son
competitivas unas con otras, y sus productos son precursores potenciales de préximas
generaciones de procesos de fragmentacion.

2.3.4 Instrumentacion
2.3.4.1 Generacion del haz deiones - Fuentesde l ones

Losiones son generados dentro de un campo eléctrico, como el que se origina
entre dos placas de un capacitor con signos de carga opuesta. Luego €l ion es
acelerado hacia una de las placas con signo opuesto que contiene un orificio o una

rendija, y de esa manera se genera el haz deiones.

Se asume que la difusiébn en energia cinética del ion es pequefia
comparandola con la energia cinética total (AEg, <<Egn), por lo que e haz es
considerado mono energético. La carga de un ion puede ser positiva 0 negativa
dependiendo del método de ionizacion empleado. El electrodo atrayente es
generalmente conectado a tierra, con lo que se contribuye significativamente a la

seguridad de la operacion.
2.3.4.2 Principio del sector magnético

La ley de fuerza de Lorentz es utilizada para describir los efectos gercidos
sobre una particula cargada dentro de un campo magnético constante. La forma mas

simple de lafuerza de Lorentz esta dada por |a ecuacion escalar: F =qvB, donde q es
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la carga de un ion, v es la velocidad y B es e campo magnético. Esta ecuacion es
validas vy B (vectores) son perpendiculares entre si, y de esa forma la relacion se
convierte en: FL=qvB(sen a), donde a es & angulo entre v y B. de esa manera los
vectores v, B y la Fuerza de Lorentz resultante F| son perpendiculares entre si. Un
ion de masa m y de carga q atravesando con una velocidad v con una direccion
perpendicular al campo magnético, sigue un camino circular de radio I, que cumple

la condicién de equilibrio de F_y de lafuerza centripeta Fc.

V2
F=qvB= mr— =k (2.12)

m

Delaecuacion (2.12), se obtiene € radio del movimiento circular:
My = ——— (2.13)

Esto muestra que e principio de accion de un sector magnético de radio
r., depende del momento mv de union, y por lo tanto el momento depende de m/z. El

sector magnético es un analizador de un momento en lugar de un anaizador directo

de masas como generalmente es asumido.
Paraiones de cargasimple (z=1, g=e€), se obtiene:

2p2
m_r,B (2.14)
e 2

conocida como ecuacion basica de la espectrometria de masas, donde U es € voltaje
aplicado.

El enfoque de la energia se logra combinando un sector magnético y un sector
eléctrico, de forma que la dispersion de la energia del campo magnético es
compensada por la dispersion de la energia del campo eléctrico. El enfoque de
direccién adicional es obtenida si € radio y los angulos de estos campos y su
respectivos alineamientos no disminuyen las propiedades de enfoque de cada uno de

dlos.
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Luego, con un sistema Optico ionico se logra enfocar |os iones en un punto de
una solaimagen, aunque los iones se formen en fuentes ionicas con direccionesy con
energias cinéticas ligeramente diferentes. Esto es llamado doble enfoque (Gross,
2004).

2.4 Piretroides
2.4.1 Introduccion a los piretroides

El pyrethrum, proveniente del género Chrysanthemum, es uno de los
insecticidas botanicos mas antiguos y mas ampliamente difundido. Sus propiedades
insecticidas son conocidas desde hace mas de 150 afios. En principio, alrededor de
1820 se empezaron a utilizar comercialmente mezclas de varias especies de este
género como C. roseumy C. corneum. En 1845 aproximadamente fue reconocido €
C. cinerariaefolium, con propiedad insecticida superior a de las especies
previamente conocidas, por lo que muy pronto su cultivo suplanté a de las otras

especies.

Las limitaciones comerciales de los extractos del pyrethrum (mezcla de seis
ésteres lipofilicos) conocidos como piretrinas, son debidas principamente a su alta
velocidad de fotodegradacion y un corto efecto de pardisis rapida (knockdown). A
partir de las piretrinas se sintetizaron los derivados piretroides, arededor de la
década de 1970, con mayor resistencia a la fotodegradacion. Las ventgjas que
presentan en comun tanto las piretrinas como |os piretroides son su vida media corta
en e ambiente, que son atamente lipofilicos, su baga toxicidad para con los
vertebrados terrestres y no se biomagnifican tal como otros tipos de insecticidas, por

gjemplo los organoclorados.

Los piretroides conservan la estructura basica de las piretrinas, un &cido
crisantémico unido a un acohol aromatico por medio de una union éster, cambiando
otros aspectos estructurales. A partir de su sintesis su uso se ha difundido
notablemente, y en las Ultimas décadas aun sobre otros insecticidas como
organofosforados, carbamatos u organoclorados, cuyo uso paulatinamente ha ido

disminuido.
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Son ampliamente utilizados en la agricultura, areas residenciales, en salud

publicay en la preparacion de aimentos (Schleier y Peterson, 2011).
2.4.2 Quimicay estructuradelosPiretroides

Las piretrinas estén constituidas de seis ésteres con actividad insecticida. Los
extractos son liquidos altamente viscosos con elevado punto de ebullicion, sensibles

alaoxidaciony dificiles de almacenar por largos periodos.

En 1924 Staudinger y Ruzicka elucidaron los constituyentes activos y lo
dividieron en piretrinas | y 11, los cuales son ésteres del acido 2,2-dimetil-3-(2-metil -
1-popenil)-1-ciclo-propanecarboxilico (acido crisantémico) y del acido 3-(2-
metoxicarbonil-1-propenil)-2,2-dimetil-1-ciclopropanecarboxilico (&cido pirétrico)
respectivamente. Los seis constituyentes de las piretrinas son la piretrina | y 11,
cinerina | y Il y la jasmolina | y Il. EI nombre de los seis ésteres deriva del
componente alcohol y se distinguen por € nombre y un nimero romano (I y 1), que

representan |os esteres del &cido crisantémico y pirétrico respectivamente.

La concentracion de los distintos ésteres es variable en e extracto, estando
este constituido en promedio por 73% de piretrinas | y 11, 19% de cinerinal y 11 y 8%
de jasmolina | y Il. Las piretrinas | y Il difieren en sus propiedades insecticidas,
siendo que la piretrina | muestra mayor letalidad y la piretrina |1 muestra mayor

efecto paralizante.

Los piretroides fueron sintetizados a partir de modelos provenientes de las
piretrinas, de tal manera a mejorar la especificidad y actividad de estas, manteniendo
la alta capacidad paralizante y la bgja toxicidad sobre vertebrados terrestres. La gran
mayoria de los piretroides sintéticos derivaron de la modificacion del residuo del
acido crisantémico de la piretrina | y dela esterificacion de los alcoholes. Ciertas
caracteristicas estructurales son requeridas para que los piretroides tengan una ata
actividad insecticida.

Los esteres activos piretroides son acidos ciclopropenocarboxilicos 3-
sustituidos que tienen una configuraciéon 1 R, una sustitucion gem-dimetilo en € C-2

del anillo ciclopropano y solo los fenilacetatos que tiene la correspondiente
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sustitucion en la posicion 2. Existen mas de 1000 estructuras diferentes de piretroides
sintetizados, algunos muy diferentes de la estructura original de la piretrinas, incluso
por lafatadel anillo dimetilciclopropano y las uniones ésteres. El nivel de actividad
esta determinado por la penetracién, el metabolismo y la sensibilidad del sitio diana,

los cuales cambian con la estructura de la molécula.

Desde 1840 se ha sabido de la fotolabilidad de las piretrinas, por o que con la
sintesis de los piretroides se busco justamente mejorar la estabilidad fotoquimica y
metabdlica. En 1949 fue introducido con € primer piretroide exitoso
comercialmente, la aletrina. En 1967 se obtuvo € siguiente desarrollo significativo
con lasintesis de la resmetrina, a partir de la modificacion del alcohol de la piretrina

| con su esterificacion.

La resmetrina fue e primer compuesto con actividad insecticida igua o
mayor que la piretrinas pero con menor toxicidad hacia los mamiferos, sin embargo
no poseia la fotoestabilidad suficiente para su uso en la agricultura. Fue € primer
compuesto en donde se empezo arelacionar la estereoquimica del residuo acido con
laactividad biol6gicay metabolismo del insecticida.

Los piretroides tienen tres &omos de carbono asimétrico y pueden tener hasta
ocho posibles esterecisomeros. La presencia de dos centros quirales en el anillo del
ciclopropano del acido crisantémico produce dos pares de diasterdmeros, designados
como cis o trans de acuerdo a la orientacion de los sustituyentes del C1 y C3 en
relacion al plano del anillo del ciclopropano, pero solo aquellos con orientacion R en

el C1 del ciclopropano son activos como insecticidas.

En 1971 fue sintetizada la permetrina, con suficiente fotoestabilidad para su
uso en la agricultura. Fue sintetizada por € remplazo de los grupos metilos con
aomos de cloro en la cadena lateral del acido, estos bloguean la degradacion
fotoquimica en e doble enlace adyacente. Como la mayoria de lo piretroides, €
isomero 1R-trans de la permetrina es rapidamente metabolizado en los organismos,
mientras e 1R-cis es mas estable y toxico. Posteriormente, se incorporé a la
estructura €l grupo ciano en € carbono benzilico del grupo 3-fenoxibencilo,
lograndose mayor actividad insecticida.
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De acuerdo a la falta o a la presencia del grupo a-ciano en el residuo

fenoxobencilo, los piretroides se clasifican entipo | y tipo 11 respectivamente.

El siguiente desarrollo en la estructura de los piretroides fue la incorporacién
de residuos de éacidos fenilacéticos a sustituidos méas baratos, en lugar del acido
ciclopropanocarboxilico, esterificados con algun acohol piretroide apropiado, dando

lugar alasintesis de piretroides como € fenvalerato.

Posteriormente, |la sintesis de esta molécula dio lugar a desarrollo de
piretroides no ésteres conocidos con e nombre de pseudo piretroides, entre ellos €
etofenprox. Estos Ultimos compuestos tienen como caracteristica una menor
toxicidad sobre los peces que los piretroides convencionales, manteniendo el efecto
toxico sobre los insectos y la baja toxicidad sobre los mamiferos. Ademas, en la
sintesis de los pseudopiretroides se han ido incorporando los llamados procesos

verdes, tales como la sintesis quimioenzimatica.

Por |as caracteristicas comunes de los piretroides y los andlogos del DDT, se
han desarrollado también los insecticidas hibridos, como la ciclotrina, un piretroide
tipo 11, inico compuesto de este tipo desarrollado con fines comerciaes. Aunque este
compuesto no es tan téxico hacia los organismos blanco como la deltametrina, pero

también menos toxico paralos peces (Schleier y Peterson, 2011).
2.4.3 Propiedades Fisicas

Las piretrinas y los piretroides son compuestos o polares, que tienen baga
solubilidad en agua y baja volatibilidad, coeficientes de particion octanol — agua
elevados, y ataafinidad de union a particulas de suelo y sedimento. Son rapidamente
degradados via reacciones fotoquimicas, siguiendo estas reacciones una cinética de
primer orden, donde las principal es reacciones son laescision del enlace éster, lafoto

oxidacion, lafoto isomerizacion y la decianacion.

En e suelo bajo condiciones atmosféricas estandares y de inundacion, lavida
media por fotdlisis esta dentro del rango de 34,7 y 164 dias. En suelos, lavida media
por fotdlisis es generalmente por debajo de 55 dias, siendo la degradacion mas répida

en suelos secos. La degradacion aerdbica ocurre rapidamente, siendo los principales
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mecanismos de degradacion la ruptura del enlace éster, la oxidacion y la
hidroxilacion. En e agua, son rdpidamente adsorbidos por particulas de suelo y

sedimento, restando solo una minima fraccion del compuesto en |a fase acuosa.

La principal via de degradacién en mezclas agua — sedimento es la escision
del enlace éster. En medios acidos y neutros son lentamente degradados, mientras
gue en medios alcalinos e proceso de degradacion es mas rapido. Ademas de las
reacciones abidticas, también son posibles degradaciones bioldgicas, que pueden ser
especificas para un compuesto o0 estereoquimica particular (Schleier y Peterson,
2011).

2.4.4 Modo de accion de los piretroidesy piretrinas

Junto con € DDT y sus andlogos, pertenecen a una familia de compuestos
quimicos que son neurotdxicos. Las piretrinas y piretroides pueden introducirse a
organismo de distintas formas. La via de entrada mas importante es a través de la
epidermis. Ladifusion de los piretroides alo largo de las células de la epidermis es la
principal ruta de distribucién hasta e sistema nervioso central, después de la
penetracion. Otra via de entrada a cuerpo, aunque menos importante por la presion
de vapor de los piretroides, es por via aérea. También pueden ser ingeridos y la
penetracion a la sangre y a la hemolinfa a través de los alimentos puede jugar un

importante rol en latoxicidad.

El modo de accion de los piretroides esta caracterizado por temblores finos
(sindrome T) para € caso de los piretroides tipo | 0 por coreoatetosis y salivacion

(sindrome CS) para el caso delos piretroidestipo I1).

Las piretrinas y piretroides actian muy rdpidamente para producir sintomas
de pédida de la coordinacion y pardisis, los que son conocidos como efecto
“knockdown”, y que a menudo es acompafiado por espasmos Yy temblores que
inducen una intensa repetitiva activacion en érganos sensoriales y en fibras nerviosas
mielinizadas. El incremento de los niveles de dosis resulta en un proporcional
incremento en la actividad motora, 1o que es @ clésico efecto dosis — respuesta de las

sustancias neurotoxicas.
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Estudios fisioldgicos y bioquimicos de las piretrinas, piretroides y DDT han
mostrado que tanto en invertebrados como en vertebrados, el mecanismo primario de
accion es la union de los compuestos a los canales de sodio dependiente de voltaje.
Los mamiferos a diferencia de |os insectos, tienen multiples isoformas de canales de
sodio que varian segun el tipo de tgjido, como también por |as propiedades biofisicas

y farmacol 6gicas.

Los piretroides inhiben los neurotransmisores de laCa— ATPasay delaCa—
Mg ATPasa y los receptores periféricos de las benzodiacepinas, pero su accion en
estos sitios es menor comparado con e observado en los canales de sodio
dependientes de voltagje, sin embargo, € efecto es de aumentar las convulsiones

descontroladas y los temblores (Schleier y Peterson, 2011).

Las formulaciones comerciales de |0s piretroides son mezclas de 10s isomeros
1R-cis y 1R-trans. Se ha observado que tanto en la toxicidad aguda como en la

cronica que los estereoisomeros S contribuyen muy insignificativamente.

Los estudios en la toxicidad de los insecticidas mostraron una significativa
diferencia entre sexos, siendo los invertebrados machos en general mas sensibles que
las hembras, mientras que en los mamiferos se cumple lo opuesto. Estas diferencias
son debidas al contenido de lipidos y ala diferente actividad enzimética, sin embargo
la diferencia entre sexos no siempre es observada. La edad y € tamarfio son factores
mas importantes que influencian en la susceptibilidad de los organismos a
insecticida, debido a que estan relacionados con el contenido de grasa corporal y ala
actividad enzimética. Las diferencias de la sensibilidad & insecticida debidas a la
edad son debidas a las diferencias en la farmacocinética y la farmacodinamia con la
edad.

Los piretroides y e DDT tienen una mayor toxicidad a bajas temperaturas
debido a una susceptibilidad intrinseca de algunos sistemas fisiologicos, en lugar de
efectos de penetracion o del metabolismo. Esta misma dependencia con la
temperatura de la toxicidad ha sido observada en animales de sangre caliente. La
disminucion de la toxicidad a temperaturas més altas es principalmente debido a la
desorcion del piretroide de su sitio blanco (Schleier y Peterson, 2011).
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2.45 Metabolismo

La bgja toxicidad de los piretroides en mamiferos y aves es atribuida a su
rapido metabolismo en la sangre y en € higado, con més del 90% de los piretroides
eliminado como metabolitos en orina dentro de las 24 horas de exposicion. Por |o
tanto, aunque su uso es bastante difundido, existen muy pocos reportes de

intoxicaciones con piretroides en humanos, animales domeésticos y animal es salvajes.

La detoxificacion de los piretroides y las piretrinas es readizada
primariamente mediante el metabolismo oxidativo por € Citocromo P450 (CYP)
resultando en metabolitos con grupos hidroxilos sustiteyendo tanto |os restos acidos
como |os basicos. Los dos tipos de enzimas metabdlicas primarias que participan en
la detoxificacion de los piretroides son las monooxigenasas microsomales y las
esterarsas. La biotransformacion inicia es a través del ataque de esterasas a enlace
éster central de la molécula, o por monooxigenas CY P dependientes que introducen
uno 0 mas restos de alcohol o é&cidos, con lo que se logra la detoxificacion del
compuesto. La acohol adehido deshidrogena es la enzima involucrada en la

oxidacion del acohol fenoxibencilo al acido fenoxibenzoico.

En los insectos, como en los mamiferos, 1os isdmeros cis son generalmente
mas toxicos que los correspondientes isomeros trans. Esto podria ser debido a que
las fracciones hepéticas son pobres en e metabolismo de los isdmeros cis, mientras

que los isdmeros trans son fécilmente metabolizados por las esterasas.

Los piretroides son metabolizados predominantemente por las esterasas, a lo
gue sigue la oxidacion a los acidos carboxilicos o fenoles respectivos. Posterior a
estas oxidaciones, los &cidos carboxilicos o fenoles resultantes pueden ser
conjugados por una variedad de enzimas, con |lo que son excretados como
metabolitos libres o conjugados con azucares 0 amino acidos (Schleier y Peterson,
2011).

2.4.6 Sinergistas

Los piretroides y piretrinas a menudo son combinados comercialmente con

otros quimicos llamados sinergistas, que son generalmente compuestos no toxicos,
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gue aplicados en ciertas dosis aumentan la toxicidad del ingrediente activo del
pesticida. Se utilizan generalmente como sinergistas compuestos que inhiben la
actividad del CYP, entre ellos el N-octil biciclo hepteno dicarboximida (MGK — 264)
y € butéxido de piperonilo (PBO). Se ha demostrado que estos dos compuestos
aumentan la toxicidad de los piretroides sobre los organismos acuéticos, 10 que no se
ha visto en mamiferos. Ademés e PBO, también aumenta la velocidad de

penetracion de los piretroides através de la cuticula de los insectos.
2.4.7 Destino Ambiental

Las principales rutas por las que los piretroides se introducen en sistemas
acuaticos son a través del movimiento de la superficie del suelo (escorrentias) o a
través de la deriva. Las piretrinas, piretroides y pseudo piretroides son degradados
rapidamente en la mayoria de los tipos de suelos, ya sea bago condiciones
anaerdbicas 0 aerdbicas, siendo rapidamente adsorbidas por €l suelo. Tienen unavida
media en suelos y sedimentos mayor a 30 dias, aunque mucho menor que pesticidas
como el DDT.

La fuerte absorcion de los piretroides al suelo sugiere que cuando ocurre
efectivamente contaminacion acuatica con estos compuestos es debido a la erosion
de particulas de suelo debido a fuertes vientos o0 a episodios de fuertes lluvias. En €
cuerpo de agua, los piretroides son rdpidamente absorbidos por los sedimentos y €
contenido organico del agua, por 10 que estaran presentes en fase acuosa solo por un

corto periodo de tiempo.

Los piretroides mas frecuentemente encontrados en las aguas de lluvia de
escorrentias, aguas de irrigacion y sedimentos son la bifentrina, la lambda cialotrina,
la cipermetrina 'y la permetrina, por su utilizacion comin para €l control de plagas

domiciliarias.

Las concentraciones de piretroides en el ambiente se encuentran en el rango
de 0,0054 a 0,015 pg/l en fase disuelta y entre 0,0018 y 0,870 g/l en el sedimento

suspendido en &reas urbanas o agricolas.
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En estudios de pérdidas por escorrentias a partir de campos tratados se ha
encontrado que menos de 1% a 10% del producto aplicado se introduce en las
cuencas de agua. Después de aplicaciones simples o multiples se ha encontrado que
<1% del quimico aplicado se encontraba durante todo el afio. La mayor cantidad de
escorrentia de pesticida ocurre después de eventos de fuertes lluvias, tan pronto

después de la aplicacion.

La deriva de las pulverizaciones de pesticidas es el movimiento fisico del
pesticida a través del aire en e momento de la aplicacién o tan pronto después de la
misma, a otro sitio no sometido ala aplicacion. El incremento de la distancia desde la
fuente de aplicacion y la concentracion depositada son inversas, |0 que resulta en un
gradiente de concentracion en € agua. Generamente las aplicaciones aéreas resultan
en niveles mayores de deriva de aerosoles que las aplicaciones terrestres, o que
podria ser atribuido al equipamiento usado en los pulverizadores terrestres que
reducen laderiva (Schleier y Peterson, 2011).

2.4.8 Ecotoxicologia

Las piretrinas y piretroides son insecticidas de amplio espectro, por |o que su
utilizacion también afecta a insectos benéficos, como parasitoides, predadores y
abgas. Son también atamente tOxicos para organismos acuaticos. Las aves los
eliminan rapidamente por la via de la hidrdlisis éster y oxidacién, y en genera
gliminan estos insecticidas dos o tres veces mas rapido que los mamiferos. Los
piretroides son altamente toxicos para peces e invertebrados acuaticos, excluyendo a

los moluscos, y son ligeramente menos toxicos paralos anfibios.

En generd, la toxicidad de los piretroides sobre los peces aumenta con €
incremento del coeficiente de particion octanol — agua. La sensibilidad de los peces
es debido principalmente a la pobre habilidad de metabolizar los piretroides. Los
peces expuestos como la trucha muestran una muy baja o incluso nula actividad
esterasa 0 de hidrélisis éster, que constituya la principal ruta de detoxificacion para
mamiferos y aves. Latoxicidad sobre |os anfibios no ha sido aun muy estudiada, y no

esta muy claro por qué resultan ser menos sensibles que otros organismos acuaticos a
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los piretroides, méas aln teniendo en cuenta que en genera los anfibios son los

organismos mas sensibles a los contaminantes ambiental es.

Los piretroides tipo |1 tienen una mayor toxicidad que las piretrinas y los
piretroides tipo | tanto para invertebrados acuéticos como terrestres. La diferenciaen
toxicidad ha sido atribuida a la degradacion disminuida de los piretroides ciano

sustituidos tanto por las hidrolasas y oxidasas.

Contrariamente a su ato valor de Koy, 10s piretroides presentan una minima
capacidad de biomagnificacion a través de los niveles troficos superiores de la
cadena alimentaria, tanto en vertebrados como en invertebrados, debido a su rapido

metabolismo y excrecion.

Aunque los piretroides muestran una alta toxicidad aguda sobre organismos
acuaticos cuando estan en fase acuosa, la presencia de sedimento suspendido reduce
sustancialmente la concentracion disuelta libre de los piretroides y por tanto su
biodisponibilidad. Los piretroides tienen una baja movilidad en suelos y estan
asociados con sedimentos en agua natural, por 1o que estardn presentes en fase
acuosa por un corto periodo de tiempo, limitando su exposicion a muchos

organismos.

La exposicion cronica de los organismos que no tengan un estilo de vida
béntico probablemente no resulte en efectos observables debido a que los piretroides
se disipan rapidamente (la vida media de disipacién en e agua es generamente
menos de un dia). El pH del agua usado no influencia en la toxicidad de los
piretroides pero € agua dura o salina puede incrementar la toxicidad sobre

organi smos acuéti cos.

Actualmente las piretrinas, los piretroides y sus sinergistas que han sido
registrados después de 1984 estan siendo sometidos a la revision de sus registros en
los Estados Unidos para evaluar la efectividad de decisiones regulatorias recientes y

para considerar nuevos datos.

Larevision de los registros esta enfocada en la neurotoxicidad del desarrollo

para considerar variaciones como & aumento o disminucion del peso de las crias de
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las ratas y/o € peso del cerebro. Ademas la USEPA recientemente ha actualizado las
regulaciones sobre la deriva de las pulverizaciones de piretroides incrementando la

distancia entre las &reas fumigadas y 10s ambientes acuéticos.

Aungue el uso de los piretroides como insecticidas se remonta desde hace
casi 40 anos, ellos siguen siendo muy utilizados. Esto es debido a su amplio espectro
de accidén sobre plagas, tasas de aplicacion bajas, baja toxicidad sobre mamiferos y
aves y un favorable perfil de destino ambiental. Ademés € uso apropiado de €ellos
permite que e desarrollo de resistencia de las plagas pueda ser mangada
efectivamente, basando las regulaciones en evidencias cientificas, con lo que se

puede prever su utilizacion en e futuro proximo.
2.4.9 Reevaluacion dela EPA delos piretroides, piretrinasy sinergistas

El programa de Revision de reinscripcion de la EPA sisteméticamente
reevalla cada 15 afios todos los plaguicidas registrados, para asegurar que cada
pesticida alin lleva a cabo con efectividad la funcion prevista sin excesivos efectos

adversos sobre la salud humana o € medio ambiente.

Diez de las piretrinas, piretroides y sinergistas que fueron registrados antes
del 1 de noviembre de 1984, fueron sujetos a la reinscripcion por parte de la Agencia
de proteccion Ambiental de los Estados Unidos (EPA). En e afio 2008 la EPA
completd la gestion de riesgos para las Decisiones de Admisibilidad para la Re
inscripcion (REDs) para estos 10 plaguicidas. Los piretroides registrados con
posterioridad no fueron evaluados para la reinscripcion. La reevaluacion fue llevada
a cabo desde el afio fiscal 2010 hasta € afio fiscal 2012, con lafinalidad de evaluar la
efectividad de las decisiones regulatorias recientes y considerar nuevos datos e
informaciones acerca de los plaguicidas en cuestion.

Los pesticidas fueron introducidos dentro del programa de revision del
registro. La misma fue realizada para cada compuesto en particular. Los documentos
relacionados al proceso de revision del registro se encuentran todos disponibles en la
paginade la EPA para cada pesticidaindividual (US EPA 2011).
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La EPA ha implementado ciertas iniciativas de etiquetado concerniente a la
mitigacion del riesgo ecologico. Los piretroides son altamente toxicos para los
organismos acuaticos. Estos compuestos se acumulan en los sedimentos por 1o que €
riesgo para los organismos que residen en los sedimentos representa una particular

preocupaci on.

El monitoreo de la calidad de agua en California ha identificado piretroides
en sedimentos de cuerpos de agua adyacentes a areas residenciales urbanas. Los
resultados de estos monitoreos, junto con datos especificos de piretroides
adicionales, ponen en evidencia las preocupaciones que existen por e uso de los
piretroides y su movimiento hacia areas no blanco através de escorrentias o la deriva

de los aerosol es que pueden generarse durante las aplicaciones.
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3- METODOL OGIA

Se llevd a cabo un estudio computacional de modelado molecular, y
experimental mediante la caracterizacion por espectrometria de masas, de moléculas
pertenecientes a la familia de los piretroides, que corresponden a la Cipermetrina,
Permetrina, Tetrametrina, Lambda Ciaotrina, Alletrinay Fenotrina.

3.1 Materiales
3.1.1 Estudio tedrico computacional

Los célculos fueron realizados con € programa GAUSSIAN 09, Revision
A.02 e HiyperChem Release 8.0. Se utilizaron complementariamente |os programas
ACD/ChemSketck Version 12 para Microsoft Windows y TCP Linda License para
Linux. A excepcién del programa ACD/ChemSketck de acceso libre, €l acceso alos
demés programas fue a través de financiamiento por parte de la Fundacion von
Humboldt y de proyectos de la ANPCyT.

3.1.2 Caracterizacion espectrométrica de las moléculas de piretroides
3.1.2.1 Reactivos utilizados

Se emplearon |os siguientes reactivos de origen comercial:

Acetonitrilo (ACN), grado HPLC
- Aguagrado HPLC

- Metanol (MeOH) grado HPLC

- Acido Férmico para andlisis.

- Acetato de Amonio.

- Piretroides, solucion stock en MeOH, concentracion 1 mg/m



Cipermetrina, (RS)-0-ciano-3-fenoxibenzil (1RS3RS 1RS3SR)-3-(2,2-diclorovinil)-
2,2-metilciclopropanecarboxilato.

Permetrina, 3-fenoxibenzil (1RS;3RS 1RS,3SR)-3-(2,2-diclorovinil)-2,2-
dimetil ciclopropanecarboxil ato.

Alletring, (RS)-3-allil-2-metil-4-oxociclopent-2-enil (1RS)-cis-trans-2,2-dimetil-
3-(2-metilprop-1-enil) ciclopropanecarboxilato.

Fenotrina,  3-fenoxibenzil (1RS3RS1RS33R)-2,2-dimetil-3-(2-metil prop-1-
enil)ciclopropanecarboxil ato.

Tetrametring, ciclohex-1-ene-1,2-dicarboximidometil (1RS3RS 1RS3SR)-2,2-
dimetil-3-(2-metil prop-1-enil)ciclopropanecarboxil ato.

Lambda Cidotrina, (R)- a -ciano-3-fenoxibenzil (19-cis-3-[(Z)-2-cloro-3,3,3-
trifluoropropenil]-2,2-dimetilciclopropanecarboxilate y (S)- a -ciano-3-fenoxibenzil
(1R)-cis-3-[(2)-2-chloro-3,3,3-trifluoropropenil]-2,2-dimetil ci clopropanecarboxil ato.

3.1.2.2 Equipos utilizados

Fue utilizado un cromatégrafo liquido acoplado a un detector de masas de
cuadrupolo simple MSD-VL, con fuentes de ionizacion intercambiables de
Electrospray (ESI) y de lonizacién Quimica a Presion Atmosférica (APCI), de la
marca Agilent Technologies, USA. Las muestras son ingresadas a sistema
cromatografico a través de un inyector con un loop de 20 pl. El control de los
modulos instrumentales, asi como la adquisicion de los datos se realizaron a través
de un programa informatico para LC/MSD, Agilent ChemStation para GC, LC, CE,
A/D, CE/IMSD y LC/MSD Revision - A.10.02 10-Ene-2004.

Los costos para la redizacion de las actividades referidas en esta seccion
fueron cubiertos por fondos del Proyecto Herramientas biocanaliticas para el
diagnostico ambiental de plaguicidas en zonas agricolas bonaerenses. Proyecto de la
Agencia Nacional de Promocién Cientifica 'y Técnica. PICT 0891 — Préstamo BID
paralaUNLP, y € proyecto N° 11-X-486 delaUNLP.

Los gastos de movilidad que requirieron la realizacion de este trabajo de tesis
fueron cubiertos por e Programa de Becas Complementarias del Consgjo Naciona
de Cienciay Tecnologia (CONACYT) dependiente de la presidencia de la Republica
del Paraguay.
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3.2 Métodos

3.2.1 Estudio computacional de las estructuras optimizadas de compuestos de la
familia de piretroides

Se cacularon las geometrias moleculares de diversas estructuras
correspondientes a la familia de los piretroides mediante métodos de la teoria
funcional de la densidad (DFT). En particular se emplearon los funcionales hibridos
B3LYP, B3PW9l, B98 y B97-2, para € estudio tedrico de cada una de las
estructuras consideradas. Todos los métodos mencionados estan accesibles y se
Ilevaron a cabo con el programa GAUSSIAN 09 (Frisch et a., 2009).

En principio se realizé una busgueda bibliografica de datos experimentales
disponibles para los piretroides estudiados. Los datos experimentales de interés para
el trabajo son los referidos a parametros moleculares como longitudes y angulos de
enlace, o informacidn espectroscopica. De esta busgueda resulté en la obtencién de
datos de la geometria molecular de la Cipermetring, no asi para los demas

compuestos de los que no se encontrd informacion en la bibliografia.

De cada una de las estructuras estudiadas, se realizd e caculo de la
geometria optimizada de la molécula neutra con los 4 funcionales utilizados. Con
estos calculos, se obtuvieron los datos de longitud de enlace, angulos de enlace y
angulos diedros. Los datos obtenidos, son mostrados en la seccion 4.1, y
corresponden a los valores considerados mas relevantes, en el sentido de poder estar
participando en algin proceso que tiene lugar en la fuente de ionizacion del
espectrometro de masas; la ionizacion en st misma o en la fragmentacion. Ademas,
también fueron entresacados datos termoquimicos obtenidos a efectos de readlizar

comparaciones entre | os distintos métodos.

Una vez gue se obtuvo la conformacion optimizada para las formas neutras,
se procedio a redizar los calculos de optimizacién de la geometria para las formas
ionicas que pudieran estar involucradas en e proceso de ionizacion del espectro de
masas. Especificamente fueron estudiadas las formas ionicas correspondientes a
cation radical, a i6n molecular protonado, a los iones secundarios resultantes de la
formacion de aductos con sodio y con amonio, y a los fragmentos iénicos més
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importantes que fueron detectados y lograron identificarse. Los fragmentos ionicos
gue estan descriptos en este trabajo corresponden a fragmentos, cuyo mecanismo de
formacion ya han sido descriptos previamente, en trabajos disponibles en la
bibliografia.

El estudio computacional de las formas idnicas se llevd a cabo con €
funcional B3LYP acoplado con € conjunto de bases 6-31G (d,p). Este método
tedrico fue eegido teniendo en cuenta que es e recomendado por la bibliografia para
el andlisis computacional de estructuras organicas con un nimero elevado de &omos
(Alcami et al., 2002). El conjunto de bases fue utilizado en todos los casos,
considerando €l ato costo computacional que se requeriria al hacer uso de bases

mayores.

3.2.2 Caracterizacion espectrométrica de las moléculas de piretroides.
Aplicacion ala cuantificacion en matrices ambientales

El estudio se llevd a cabo en un cromatografo de liquidos acoplado a un
detector de masas de cuadrupolo ssmple (LC-MS), con fuentes de ionizacion
intercambiables de Electrospray (ESI) y de lonizacion Quimica a Presion
Atmosférica (APCI), equipamiento disponible en e CIMA (Centro de
Investigaciones del Medio Ambiente) y e INIFTA (Instituto de Investigaciones

Tedricas, Fisicoquimicas y Aplicadas) de la Universidad Nacional de La Plata.

La preparacion de los estandares se llevo a cabo por pesada de la cantidad
determinada del analito en una balanza analitica y la dilucién de los mismos en
MeOH mediante la utilizacion de materiales de vidrio volumétricos. Las diluciones
se llevaron a cabo con la utilizacion de micropipetas calibradas en matraces

volumétricos de 10 ml.
3.2.3 Optimizacién del método de deteccion

Cada una de las soluciones stock de los piretroides fue diluida con un factor
de dilucion de Y2, obteniéndose por tanto soluciones nominales de 500 ppm, que
fueron inyectadas al sistema cromatogréfico, utilizando como fase mévil una mezcla

isocrética de un solvente organico (ACN o MEOH) y un componente acuoso (Acido
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formico 0,1%), en proporcion 85:15 con una velocidad de flujo de 0,50 ml/min,
utilizando como fuente de ionizacion ESI o APCI, en modo de deteccion positivo. Se
barrieron en modo Scan distintas energias de ionizacion, empezando con un valor
minimo de 50 eV, con sucesivos incrementos de 20 eV hasta alcanzar e valor
maximo de 400 eV. Se vario también la temperatura del gas de secado (300 y
350°C), parala determinacion del efecto de latemperatura en e sistema separativo y

de deteccion.

Para determinar la influencia de cada una de las variables experimentales
estudiadas se realizaron los graficos de relacion entre la intensidad de |os principales
iones considerados para cada piretroide versus la energia de impacto electronico de

lafuente de ionizacion.

Para descartar la probable influencia del MeOH en la formacion de aductos y
la formacion de los fragmentos iOnicos para e caso especifico de la Cipermetrina y
la Lambda Cialotrina, también se realizaron las mismas determinaciones
experimentales en condiciones de ausencia de MeOH, tanto en la solucion stock y
como componente de la fase mévil del sistema cromatogréfico. Esto se realizd para

la Cipermetrina, Lambda Cialotrina, Permetrinay Tetrametrina.

Una vez obtenidas las condiciones éptimas de separacion y deteccion de cada
estandar por separado, se realizaron mezclas de distintas concentraciones, de tal
manera a obtener una técnica de identificacion, y en lo posible de cuantificacion de
cada piretroide en la mezcla, por € seguimiento de los iones medidos para cada
compuesto a través de la programacion de un modo de Monitoreo de lon Selectivo

(SIM), seguin los distintos tiempos de retencion.

Para lograr la resolucion de los 6 piretroides en la mezcla, se programé la
elucion de lafase movil, a partir de una mezclaternaria en gradiente, estratificada en
ventanas, por grupos de 2 piretroides, segun € tiempo de retencion. La mezcla
ternaria fue constituida por un solvente organico (MeOH 6 ACN), y la fase acuosa,
constituida a su vez como una mezcla binaria de partes iguales de solucién de Acido
Formico a 0,1% y Acetato de Amonio 0,5%. Fueron llevadas a cabo varias mezclas
de solventes en gradiente de concentraciones de cada uno de los componentes de la
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fase movil, para la €lucion de los analitos de la mezcla. Finamente la proporcion
utilizada en el método optimizado de separacion, para un tiempo de corrida total de
12 minutos se muestraen laTabla 3.1.

Tabla3.1: Gradiente de concentraciones de |os solventes utilizados en la fase mévil parala
elucién de la mezcla de piretroides.

Tiempo de Solvente B (fase organica: Solvente A (Fase Acosa: Acido Formico
eucion MeOH 6 ACN) 0,1%-Acetato de Amonio 0,5% 1:1)
(min.) % %
0 70 30
1 70 30
3 80 20
5 90 10
12 95 5
13 70 30

Se estudio ademés la influencia de la presencia 6 ausencia del MeOH en €
sistema separativo. Los 3 grupos de piretroides fueron organizados segun el tiempo
de retencion como se muestraen latabla 3.2.

Tabla 3.2: Distribucion de | os piretroides para su €lucion en diferentes interval os de tiempo.

Grupo Intervalo de Tiempo (min) Compuestos
Tetrametrina
' 00-84 Alletrina
2 85-95 Lampda Clalptrl na
Cipermetrina
Fenotrina
° 26120 Permetrina

3.24 Modeado de propiedadesfisicoquimicasy actividades biol6gicas

Se redlizaron estudios de correlacion estructura-actividad/propiedad, tipo
QSAR/QSPR, empleando pardmetros energéticos obtenidos por la modelizacién
tedrica de las estructuras de los piretroides considerados.

Las moléculas estudiadas. Cipermetrina, Permetrina, Tetrametrina, Fenotrina,
Alletrinay Lambda Cialotrina, fueron cargadas de forma individual en el programa
GAUSSIAN 09, Revision A. 02, como fue detallado en € punto 3.2.1 de éste
capitulo. A partir de los resultados obtenidos de los calculos tedricos se obtuvieron

los valores de energia de |os orbitales moleculares, més alto ocupado (HOMO) y mas
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bajo desocupado (LUMO), para obtener finalmente la brecha energética HOMO —
LUMO.

Se obtuvieron también los valores de Potencial de lonizacion de cada
mol écula considerada (PI[M]) y de la Afinidad Proténica (AP[M]). Estos pardmetros
fueron calculados a partir de los valores de energia de la molécula neutra, € radical
cation y la molécula protonada, segun las Ecuaciones 3.1 y 3.2 (Foresman et al.,
1996).

Pl [M] = E[M°]* = E[M] (3.1)
AP[M] = E [M] - E [M+H]"* (3.2)

Los principales iones detectados en e espectrometro de masas fueron
correlacionados con |os parametros energéticos que fueron descriptos. AEy.. Pl [M],
y AP [M]. Ladistribucién en porcentaje de |os iones se obtuvo mediante la expresion
de las intensidades absol utas de cada uno de los iones con respecto a la sumatotal de
los mismos seguin la Ecuacion 3.3 (Marino, 2009).

C= I—Ct:' x100 (3.3
donde:

Ci es e porcentgje del i6n i considerado,

ICi es laintensidad absoluta del i6n formado en la camara del espectrometro

de masas, y

I es la suma de | as intensidades absol utas de todos |os iones.

El célculo de las correlaciones se realizo con la planilla electronica Excel de
Microsoft Office.
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4. RESULTADOSY DISCUSION

4.1 Estudio computacional delas estructuras de los piretroides consider ados

Se llevo a cabo un estudio computacional de las caracteristicas estructuralesy

energéticas de las mol éculas de piretroi des consideradas en este estudio.

Los célculos se realizaron empleando la teoria del funcional de la densidad
con los funcionales hibridos B3LY P, B3PW91, B98 y B97-2, utilizando en todos los
casos € conjunto de bases 6-31G (d,p) para € andlisis de las formas neutras de las
moléculas consideradas. Los diferentes iones, las formas protonadas, desprotonadas,
los aductos y fragmentos considerados se estudiaron con € funcional hibrido B3LY P
considerado por la literatura como e de meor desempefio para e estudio de
moléculas organicas en fase gaseosa (Alcami et a., 2002). Ademas, a tratarse de
moléculas relativamente grandes las consideradas en este estudio, con un nimero
importante de d&omos, y teniendo en cuenta € costo computaciona relativamente
alto, fue utilizado un solo funciona para obtener los datos referidos a las estructuras

ionicas de los piretroides estudiados.

Los resultados del andlisis computaciona de la Cipermetrina, como
longitudes de enlace y angulos de la estructura optimizada con los diferentes
funcionales tedricos, fueron comparados con valores experimentales resultantes del
estudio de la estructura cristalina de la Cipermetrina por difracciéon de Rayos X.
(Baert y Guelzim, 1991). Para las deméas moléculas de piretroides no se encontraron
datos experimentales en la bibliografia consultada.



Para cada molécula estudiada, se presentan las tablas correspondientes, con
los datos obtenidos referidos ala geometriay ala energética de cada unade ellas. En
cuanto a los datos geométricos presentados, se consideraron solamente las longitudes
de enlace, angulos de enlace y angulos diedros més relevantes para este estudio, es
decir aquellos valores referidos a alguna parte de la estructura molecular que podrian
estar participando en €l proceso de ionizacion y/o fragmentacion que tienen lugar en

el espectrémetro de masas.

A continuacion se describen los resultados obtenidos en € estudio

computacional de cada estructura considerada.
4.1.1 Cipermetrina
4.1.1.1 Geometria optimizada de la molécula neutra

En la Tabla 4.1.1.1 se muestran los resultados obtenidos para las longitudes
de enlace entre los &tlomos considerados en la estructura de la Cipermetrina. Como se
menciono anteriormente, solamente se muestran |os resultados correspondientes alos
datos de valores geométricos mas relevantes. El orden de los atomos a los cuales se
hace referencia se muestra en la Figura 4.1.1.1, que corresponde a la estructura
optimizada de la Cipermetrina con el funcional hibrido B3LY P.

Figura 4.1.1.1: Geometria optimizada de la Cipermetrina a nivel de teoria B3LY P/6-31G
(d,p)
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Tabla4.1.1.1: Comparacién de las longitudes de enlace obtenidas con los distintos niveles de
teoria

Datos B3LYP B3PW91 B98 B972
Parametro experimentales*  6-31G(dp) 6-31G(d,p) 6-31G(d,p) 6-31G(d,p)
Longitud de Enlace (A)

r(01-C2) 1,394 1,3865 1,3828 1,3834 1,3822
r(01-C12) 1,393 1,3758 1,3677 1,3718 1,3668
r(C8-C14) 1,509 15171 1,5210 1,5240 1,5212
r(C14-C27) 1,495 1,4706 1,4732 1,4851 1,4739
r(C27-N28) 1,146 1,1601 1,1599 1,1614 1,1588
r(C14-H38) 0,980 1,0939 1,0985 1,0954 1,0959
r(C14-015) 1,439 1,4559 1,4258 1,4295 1,4241
r(015-C16) 1,367 1,3665 1,3734 1,3753 1,3724
r(C16-018) 1,204 1,2134 1,2063 1,2032 1,2040
r(C16-C17) 1,472 1,4850 1,4847 1,5062 1,4858
r(C17-C19) 1,523 1,5319 1,5321 1,5147 1,5292
r(C17-C20) 1,537 1,5355 1,5312 1,5489 1,5266
r(C19-C20) 1,515 1,5172 1,5096 1,5384 1,5083
r(C19-C21) 1,516 1,5199 1,5156 1,5238 1,5158
r(C19-C22) 1,507 1,5212 1,5140 1,524 1,5143
r(C20-C23) 1,467 1,4750 1,4704 1,4778 1,4709
r(C23=C24) 1,312 1,3369 1,3372 1,3406 1,3366
r(C24-CI25) 1,719 1,7447 1,7359 1,7515 1,732
r(C24-CL26) 1,715 1,7473 1,7308 1,7415 1,7266
Desviacion promedio 0,0091 0,0085 0,0107 0,0084

*(Baert y Guelzim, 1991)

En laTabla 4.1.1.1 puede observarse que las diferencias entre los valores de
longitud de enlaces son muy pequefias, considerando cada uno de los funcionales

utilizados.

Tabla 4.1.1.2: Comparacion de los angulos de enlace obtenidos con los distintos niveles de
teoria

Datos B3LYP B3PW9L1 6- B98 B972
Paréametro experimentales*  6-31G(d,p) 31G(d,p) 6-31G(d,p) 6-31G(d,p)
Angulo de enlace (grados)

<(C2-01-C12) 118,3 120,7177 120,2251 120,6032 120,2485
<(C8-C14-C27) 110,4 113,5036 110,3728 111,0175 110,3648
<(C8-C14-015) 108,2 110,6665 113,8277 109,2543 113,9689
<(C14-015-C16) 114,6 115,8787 122,5539 122,4596 122,8861
<(015-C16-018) 122,7 123,1629 116,643 117,449 116,5966
<(015-C16-C17) 109,9 113,2178 119,0847 117,3752 119,0887
<(C17-C19-C22) 120,4 115,5354 120,2593 117,0554 115,7611
<(C17-C19-C21) 1147 120,9602 115,5795 120,3501 120,2217
<(C17-C20-C23) 122,1 119,4071 119,7214 119,1683 119,769
<(C20-C23-C24) 1245 125,8131 125,6584 125,9928 125,7647
<(C23-C24-CL25) 122,7 124,1072 121,6688 121,4431 121,596
<(C23-C24-CL26) 124,2 114,0397 124,127 124,3639 124,2013
Desviacion promedio 1,6561 1,5182 1,6417 1,9247

"(Baert y Guelzim, 1991)

68



Tabla 4.1.1.3: Comparacion de los angulos diedros (en grados) obtenidos con los distintos

niveles de teoria

Datos B3LYP B3PW91 B98 B972
Parametro experimentales 6-31G(d,p) 6-31G(d,p) 6-31G(d,p) 6-31G(d,p)
Angulo Diedro (grados)
D(C2-01-C12-C13) -160 -28,4643 27,4564 29,3631 27,9375
D(C10-C8-C14-015) -106,2 90,5361 -31,9234 -36,3491 -32,5962
D(C10-C8-C14-C27) sd -150,2083 86,6807 83,4646 86,0328
D(C8-C14-015-C16) -159,6 -101,2727 -74,4353 -151,6112 -73,1154
D(C14-015-C16-018) 7 0,9264 -178,7598 165,5641 179,6607
D(015-C16-C17-C19) sd 50,9497 133,1544 158,2741 130,5858
D(015-C16-C17-C20) sd -22,327 -158,3795 84,8664 -160,6795
D(C16-C17-C20-C23) sd -130,9707 134,7809 134,5995 134,6376
D(C20-C23-C24-CL25) sd 0,1088 -179,5981  -179,8811  -179,6693
D(C20-C23-C24-CL 26) sd -179,9549 0,2726 -0,2471 0,2359

"(Baert y Guelzim 1991) s/d: sin datos

EnlasTablas4.1.1.2 y 4.1.1.3 se exponen los angulos de enlace y los angulos

diedros. En estos casos se observa una diferencia mas marcada entre un método y

otro. Se observa ademas que con respecto a los valores experimentales hay una

mayor desviacion promedio comparada con |as encontradas en |os valores de angul os

de enlace. En la Tabla 4.1.1.4 se exponen los valores de datos termoquimicos que

resultaron de los célculos con cada uno de los métodos estudiados.

Tabla 4.1.1.4: Comparacion de los parametros termoquimicos obtenidos con los distintos

niveles de teoria

Parametro B3LYP B3PWO1 B98 B972
6-31G(dp) 6-31G(dp) 6-31G(dp) 6-31G(d,p)
Energia (kcal/mol) -1286747,1 -1286401,6 -1286380,6 -1286521,8
RMS 1,64E-06 2,72E-06 2,60E-06 2,71E-06
Momento Dipolar 2,0877 7,6701 5,0300 7,6715
EnergiaVibracional del Punto Zero (kcal/mol)  225,70672  226,29787  224,94758  227,55226
Correccion del Punto Zero (Hartree/particula) 0,359687 0,360629 0,358477 0,362628
Correccion térmica de la Energia 0,386418 0,387226 0,385362 0,389141
Correccién térmica de la Entalpia 0,387362 0,38817 0,386306 0,390085
g?t;[)escc' 6n térmica de la Energia Libre de 0,296000 0298025 0294706  0,300064
g:r”;a delas Energias electronicay del Punto 5056 5003 .p049,6507  -2049,6194  -2049,8403
Suma de las Energias electronicay térmica -2050,1755  -2049,6241  -2049,5925  -2049,8138
Suma de las Ental pias electrénicay térmica -2050,1746  -2049,6232 -2049,5916 -2049,8129
Suma de |a Energia electronicay Energia 20502659 -2049,7133  -2049,6832  -2049,9029

libre térmica




4.1.1.2 Formas | énicas protonada y desprotonada

Mediante cél cul os tedricos se realiz6 también el modelado de la estructura de
la Cipermetrina en sus formas iénicas protonada y desprotonada ([M+H] ™ y [M*]7).
Se considera que bajo e proceso de ionizacion gque tiene lugar en €l espectrometro de
masas, estas formas son posibles con la utilizacion de interfases de ionizacion a
presion atmosférica (API), para € acoplamiento de cromatdgrafos liquidos y €
equipo espectrométrico (Gross, 2006).

Se determinaron de igual manera que con la estructura neutra de la
Cipermetrina, las estructuras optimizadas, con los correspondientes valores
geométricos y los valores termoquimicos. Los célculos fueron reaizados con el
funciona hibrido B3LYP y e conjunto de bases 6-31G (d,p). Las estructuras
optimizadas de estas formas iénicas, i0n radical e ion protonado, se observan en la
Figura 4.1.1.2 y los datos obtenidos de los célculos a este nivel de teoria, se
presentan en las Tablas4.1.1.5,4.1.1.6y 4.1.1.7.

A) [M+H]" B) [M*]*

_ \ 4 |
< . [
Figura 4.1.1.2: Geometria optimizada de la Cipermetrina en su formasionicas A) [M +H]" y
B) [M]" a nivel deteoria B3LY P/6-31G (d,p)
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Tabla 4.1.1.5. Pardmetros geométricos optimizados obtenidos para la forma idnica
[M+H]"de la Cipermetrinacon € nivel deteoriaB3LYP/ 6-31 G(d,p)

Paréametro LEonr;gcltg((j’;I)e Paréametro Angulo de enlace (grados)
r(01-C2) 1,3608 <(C2-01-C12) 124,2019
r(01-C12) 1,3729 <(C8-C14-C27) 112,9549
r(C8-C14) 1,5218 <(C8-C14-015) 110,9122
r(C14-C27) 1,4685 <(C14-015-C16) 115,601
r(C27-N28) 1,1597 <(015-C16-018) 123,2462
r(C14-H38) 1,094 <(015-C16-C17) 113,6693
r(C14-015) 1,4553 <(C17-C19-C22) 116,233
r(O15-C16) 1,3640 <(C17-C19-C21) 121,3301
r(C16-018) 1,2115 <(C17-C20-C23) 119,503
r(C16-C17) 1,4901 <(C20-C23-C24) 125,6076
r(C17-C19) 1,5144 <(C23-C24-CI25) 123,4733
r(C17-C20) 1,5433 <(C23-C24-CI26) 121,1975
r(C19-C20) 1,5493 Parametro Angulo Diedro (grados)
r(C19-C21) 1,5191 D(C2-01-C12-C13) -36,2294
r(C19-C22) 1,5199 D(C10-C8-C14-015) 89,2459
r(C20-C23) 1,4545 D(C10-C8-C14-C27) -151,8907
r(C23=C24) 1,3572 D(C8-C14-015-C16) -95,2849
r(C24-CL25) 1,7279 D(C14-015-C16-018) 5,378
r(C24-CL26) 1,7555 D(015-C16-C17-C19) 55,7383
r(H+-018) 3,4948 D(015-C16-C17-C20) -18,9286
r(H+-C16) 3,6171 D(C16-C17-C20-C23) -132,3236

D(C20-C23-C24-CI25) -0,1048
D(C20-C23-C24-CI26) 179,8092

En la Tabla 4.1.1.5 se muestran los datos referentes a los parametros

geométricos optimizados del i6n molecular protonado [M+H]". Redlizando una

rapida comparacion con respecto alos valores obtenidos para el célculo realizado ala

estructura neutra de la Cipermetrina, no se observan diferencias muy significativas,

aln en las localizaciones en donde se produce la interaccion con e cation H* del

medio. Esto es, por ggemplo en las longitudes y angulos de enlace entre el C16 y €

018, que corresponden a Carbono y Oxigeno carbonilicos. Lainteraccion del proton

Se supone en esta zona, por la presencia del doble par eectronico libre del Oxigeno

carbonilico, que actuaria como dador de la carga negativa para el establecimiento de

lainteraccion 16n - Dipolo carbonilico.
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Tabla 4.1.1.6: Pardmetros geométricos optimizados para la forma iénica [M’]*de la Cipermetrina
con € nivel deteoriaB3LYP/ 6-31 G(d,p)

Parametro Lé)nqgcn:?ﬁt\j)e Parametro Angulo de enlace (grados)
r(01-C2) 1,3608 <(C2-01-C12) 124,1709
r(01-C12) 1,373 <(C8-C14-C27) 112,9364
r(C8-C14) 1,5219 <(C8-C14-015) 110,8756
r(C14-C27) 1,4684 <(C14-015-C16) 115,6007
r(C27-N28) 1,1597 <(015-C16-018) 123,2292
r(C14-H38) 1,0940 <(015-C16-C17) 113,6655
r(C14-015) 1,4553 <(C17-C19-C22) 116,2122
r(O15-C16) 1,3642 <(C17-C19-C21) 121,3865
r(C16-018) 1,2115 <(C17-C20-C23) 119,5007
r(C16-C17) 1,4902 <(C20-C23-C24) 125,6108
r(C17-C19) 1,5144 <(C23-C24-CL25) 123,4707
r(C17-C20) 1,5432 <(C23-C24-CL26) 121,2026
r(C19-C20) 1,5438 Parametro Angulo Diedro (grados)
r(C19-C21) 1,5190 D(C2-01-C12-C13) -36,2899
r(C19-C22) 1,5200 D(C10-C8-C14-015) 89,4662
r(C20-C23) 1,4545 D(C10-C8-C14-C27) -151,668
r(C23=C24) 1,3572 D(C8-C14-015-C16) -95,3962
r(C24-CI25) 1,7279 D(C14-015-C16-018) 5,0425
r(C24-ClI26) 1,7254 D(015-C16-C17-C19) 55,3291

D(015-C16-C17-C20) -19,3174
D(C16-C17-C20-C23) -132,079
D(C20-C23-C24-Cl25) -0,1031
D(C20-C23-C24-Cl26) 179,814

Por otra parte, en la Tabla 4.1.1.6 se muestran los datos geométricos de la
estructura optimizada del i6n radical [M°]". Este ion en general es formado en
condiciones de ionizacion electronica, por abstraccion de un electron (Gross, 2004).
En las condiciones experimentales de trabgjo sin embargo, las condiciones de
ionizacion fueron con los llamados métodos de ionizacion suaves (McLafferty y
TureCek, 1993), utilizando las fuentes de ionizacion ESI y APCI, por lo que
experimentalmente no se observo la formacion de iones del tipo [M®] . Los célculos

tedricos de los datos geométricos fueron realizados sol o a efectos de comparacion.

En general se observa que las diferencias en todos los valores geomeétricos

précticamente no difieren de los que se observan para la estructura del ion [M+H]",
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inclusive, por ggemplo, en lalongitud de enlace entre el O delaposicion 18y & C de

la posicion 16 (enlace carbonilico) que se mantiene con & mismo valor de 1,2115 A.

La longitud de enlace éster tampoco difiere en las dos estructuras iénicas. El
angulo de enlace en esta posicion de la molécula (< (015-C16-018)), tampoco
presenta diferencias. Comparando las dos estructuras iénicas con respecto a los

valores obtenidos parala molécula neutra, las diferencias no son muy significativas.

Realizando una comparacion similar a la hecha con los datos de los valores
geométricos, pero con respecto alos valores termoquimicos obtenidos a través de los
calculos tedricos, se puede ver que no existen diferencias muy significativas entre las
tres estructuras ya mencionadas, esto es para la forma neutra de la Cipermetrina, €
ion radical y e i6n protonado.

Tabla 4.1.1.7: Comparacion de los pardmetros termoquimicos obtenidos con el nivel de
teoria B3LYP/6-31G (d,p) para las formas iénicas [M+H]" y [M]* de la Cipermetrina

Pardmetro [M+H]* M7
Energia (kcal/mal) -1286574,5 -1286888,6
RMS 4,17E-06 1,40E-06
Momento Dipolar 8,7138 8,7788
Energia Vibracional del Punto Zero (kcal/mol) 225,11466 225,3819
Correccion del Punto Zero (Hartree/particula) 0,358743 0,359169
Correccion térmica de la Energia 0,385529 0,388383
Correccion térmica de la Entalpia 0,386473 0,389327
Correccion térmica de la Energia Libre de Gibbs 0,295736 0,291456
Sumade las Energias electronicay del Punto Zero -2049,928106 -2050,428336
Sumade las Energias electronicay térmica -2049,901321 -2050,399122
Suma de las Entalpias el ectronicay térmica -2049,900377 -2050,398178
Sumade la Energia éectronicay Energialibre 12049991111 -2050,496049

térmica
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4.1.1.3 Formacion de Aductos

En e espectrémetro de masas, durante € proceso de formacion de los iones
también es posible la generacion de aductos con cationes como Sodio (Na*), Amonio
(NH4"), Potasio (K™) y otros compuestos que estan presentes en e medio de reaccion.
Estos aductos se generan espontdneamente por la presencia de las sales como
contaminantes, o por induccion, mediante €l agregado de soluciones dopantes al

medio de reaccién (Hoffmann y Stroobant, 2007).

En este trabajo se vio la formacion de aductos con los cationes Na*, NH,"
(por induccion) y para € caso de la Cipermetrina, también se observd un aducto
[M+33]", que se presume, corresponde a aducto de la forma protonada de la
Cipermetrina con el solvente metanol (PM=32) [M+H+32]".

Se readlizd6 también € modelado tedrico de las posibles estructuras
correspondientes a estos compuestos, obteniéndose los parametros geométricos de

las estructuras optimizadas correspondientes y |os datos termoquimicos.

A continuacién se presentan las estructuras optimizadas y las tablas con los
valores respectivos

Figura4.1.1.3: Estructura optimizada de [M+Na] * a nivel deteoria B3LY P/6-31G (d,p)
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Figura4.1.1.5: Estructura optimizada de [M+H+32]" a nivel deteoria B3LY P/6/31G (d,p)

La Figura 4.1.1.3 muestra la estructura optimizada del aducto de la molécula
de la Cipermetrina con € i6n Sodio [M+Na]*. Por la orientacion de la estructura
optimizada se presume la interaccion del i6n Na“ con € O Carbonilico (O18).
Experimentalmente, en este trabgjo, se vio la formacion de este aducto a bajas
energias de impacto electronico pero con muy bagaintensidad en presencia de MeOH
en la fase mévil. Con ACN en la fase mdvil, sin embargo, los iones de mayor

predominancia en cuanto a abundancia son los aductos que corresponden a la m/z=
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448 y m/z= 240. Estos iones corresponderian a aducto [M+H+32]" y a ion
fragmento [240]", respectivamente, que se estima se tratan de los aductos formados
con una molécula del solvente MeOH, utilizado en la preparacion de la solucion
stock del estandar.

La estructura optimizada del aducto [M+H+32]" se muestra en la Figura
4.1.1.5, mientras que la del ion fragmento se muestra mas adelante en la Figura
4.1.1.7. Suprimiendo la utilizacion de MeOH en la preparacién de la solucion stock,
y llevando a cabo la corrida cromatogréfica con ACN, predominan en abundancialos
iones de m/z=433 y m/z=438 que corresponden a los aductos del i6n molecular con

losionesNa" y NH,", respectivamente.

La estructura optimizada del aducto [M+NH4]", se muestra en la Figura
4.1.1.4. En esta estructura, y teniendo en cuenta las distancias de enlace que se
presentan en la Tabla 4.1.1.9, se supone lainteraccion del protén H* (H51) y del H48
del ion NH;" con e Oxigeno carbonilico (O18).

Tabla 4.1.1.8: Parametros geométricos optimizados de los aductos formados con la
Cipermetrinacon €l nivel deteoriaB3LYP/ 6-31 G (d,p)

. [M+Na]* [M+NH,]" [M+H+32]"
Parametro -
Longitud de Enlace (A)
r(01-C2) 1,4126 1,3641 1,3658
r(01-C12) 1,3901 1,3731 1,3697
r(C8-C14) 15176 1,5208 1,5183
r(C14-C27) 1,4660 1,4685 1,4762
r(C27-N28) 1,1593 1,1596 1,1606
r(C14-H38) 1,0936 1,0933 1,0964
r(C14-015) 1,4732 1,4508 1,4453
r(015-C16) 1,3406 1,3575 1,3828
r(C16-018) 1,2351 1,2150 1,3694
r(C16-C17) 14727 1,4901 1,4812
r(C17-C19) 1,5148 1,5073 1,5130
r(C17-C20) 1,6035 1,5449 1,5411
r(C19-C20) 1,5129 1,5671 1,5684
r(C19-C21) 1,5226 1,5167 1,5179
r(C19-C22) 1,5238 1,5177 1,5188
r(C20-C23) 1,4512 1,4475 1,4487
r(C23=C24) 1,4484 1,3615 1,3594
r(C24-Cl25) 1,7173 1,7205 1,7283
r(C24-Cl26) 1,8294 1,7231 1,7255
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Tabla 4.1.1.9: Pardmetros geométricos optimizados de los aductos formados con la
Cipermetrina con €l nivel de teoria B3LYP/ 6/31 G (d,p). Relacion entre los cationes Na™ y
NH,", y el solvente MeOH con |os &omos de la Cipermetrina.

o EIE oy ODUE g e

r(Na-O1) 24833  1(O18-H48) 23119  r(H1-018) 0,9766

r(Na-O18) 22944  1(O18-H51) 37252  r(034-H38) 2,1795

r(Na-C10) 27303  r(Cl17-H51) 35256  r(034-H35) 2,326

r(Na-C12) 2,84 r(N-H48) 1,0161  r(034-H39) 0,9661
r(N-H50) 1,0152  r(034-C38) 1,4315
r(N-H51) 1,9543  r(C38-H42) 1,0017
r(N-H52) 1,0151  r(C38-H43) 1,0966
r(C16-H48) 3,1055  r(C38-H44) 1,0061
r(C16-H51) 3,7178

Para e caso del aducto i6n molecular protonado con MeOH, se busco la
geometria optimizada considerando la interaccion del proton H1 (del medio de
reaccion) con € 018 del grupo carbonilico. EI O34 de la molécula de MeOH
interacciona, presumiblemente a través de uniones tipo dipolo — dipolo inducido con
aomos de H de la molécula de Cipermetrina, uno de ellos, el H38 unido a C en
posicion a a la estructura aromética, y €l otro H (H35) unido a su vez a uno de los

anillos aromaticos de la Cipermetrina.

En cuanto a los valores geométricos, que se listan en las Tablas 4.1.1.8,
4.1.19y 4.1.1.10, no se observan diferencias muy importantes en las longitudes y
angulos de enlace. Solo para e aducto [M+H+32]", se observa un incremento en la
longitud del enlace tipo éster (r(O15-C16)) y @ enlace carbonilico, sobre todo este
ultimo, con respecto a las distancias de enlace de la molécula neutra 'y de los demés
aductos. Esto puede ser debido a la fuerte interaccion del O18 con e H* (H1),
demostrado también por la corta longitud de enlace (0,9766 A) presente en esta

interaccion.

Los valores termoquimicos resultantes de los céculos tedricos con €
funcional B3LYP para los tres aductos considerados, se muestran en la Tabla
4.1.1.11.
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Tabla 4.1.1.10: Parametros geomeétricos optimizados de los aductos formados con la
Cipermetrina con € nivel de teoria B3LYP 6-31 G (d,p). Angulos de enlace y angulos
diedros

ParAmetro [M+Na]* ’ [M+NH,]* [M+H+32]"
Angulo de Enlace (grados)

<(C2-01-C12) 119,356 123,8688 123,9824
<(C8-C14-C27) 113,7708 112,803 112,0247
<(C8-C14-015) 109,8616 110,9774 107,7818
<(C14-015-C16) 118,4684 115,9899 115,6304
<(015-C16-018) 122,9928 123,0867 117,2324
<(015-C16-C17) 115,576 113,633 115,6814
<(C17-C19-C22) 114,2343 116,3798 117,4315
<(C17-C19-C21) 121,8986 121,3793 121,2324
<(C17-C20-C23) 117,6032 119,9094 120,4979
<(C20-C23-C24) 119,8472 125,515 125,8702
<(C23-C24-CI25) 121,2224 123,4093 123,4295
<(C23-C24-Cl26) 116,4972 121,0915 121,2746

Parametro Angulo Diedro (grados)
D(C2-01-C12-C13) -35,3042 -36,1961 -33,5903
D(C10-C8-C14-015) 94,7993 95,8791 110,0915
D(C10-C8-C14-C27) -147,9155 -145,7574 -130,3302
D(C8-C14-015-C16) -73,5726 -92,0113 -149,4636
D(C14-015-C16-018) -3,9265 4,6278 -34,334
D(015-C16-C17-C19) 2,2668 57,4463 48,4008
D(015-C16-C17-C20) 66,1249 -17,8612 -27,513
D(C16-C17-C20-C23) -116,738 -133,0902 -129,427
D(C20-C23-C24-CL25) 122,982 -0,3094 0,1766
D(C20-C23-C24-CL 26) -93,0982 179,6397 -179,7614
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Tabla 4.1.1.11: Comparacion de los parametros termoquimicos obtenidos con e nivel de
teoria B3LYP/6-31G (d,p) para los aductos [M+Na]*, [M+NH,]" y [M+H+32]" de la

Cipermetrina

Parémetro [M+Na]* [M+NH,]* [M+H+32]"
Energia (kcal/mal) -1388448,416 -1322385,408  -1359531,881
RMS 3,27E-06 3,45E-06 4,36E-06
Momento Dipolar 4,3309 9,4541 5,7346
Energia Vibracional del Punto Zero 24,4169 249 33164 263.72479
(kcal/mol)
Correccion del Punto Zero 0,357631 0,397335 0,420272
(Hartree/particula)
Correccién térmica de la Energia 0,386645 0,4294 0,453176
Correccion térmica de la Entalpia 0,387589 0,430345 0,45412
g?tr)gascu 6n térmicade la Energia Libre de 0,292322 0,326322 0,346841
Suma de as Energias electronicay del -2212,2756 -2106,9579 -2166,1316
Punto Zero
Sumade las Energias electronicay térmica -2212,2466 -2106,9258 -2166,09869
Suma de las Entalpias electronicay térmica -2212,2457 -2106,9249 -2166,09775
Suma de la Energia electronicay Energia 22123409 -2107,0289 -2166,20503

libre térmica

4.1.1.4 Fragmentos dela Cipermetrina

Durante e proceso de ionizacion se da también la fragmentacion de la
molécula en estudio, ya que al obtener suficiente energia durante laionizacion puede
tener lugar la ruptura de enlaces, para la formacién de especies quimicas nuevas que
también alcanzan € detector del espectrometro de masas. Se sabe que con la
utilizacion de las fuentes de ionizacion ESI y APCI, para sistemas de acoplamiento
HPLC / MS, son posibles diversos mecanismos de fragmentacion de la molécula
(McLafferty y Turecek, 1993; Hoffmann y Stroobant, 2007)

En este trabgjo se identificaron dos fragmentos iénicos mayoritarios,

correspondientes a distintas condi ciones experimental es.

Con la utilizaciéon del solvente metanol, tanto como disolvente del analito y
como componente de la fase organica de la cromatografia liquida, se ha identificado
al i6n fragmento de m/z=240, como mayoritario con respecto a otros fragmentos
ionicos también generados en € espectrometro de masas. Al excluir e metanol, tanto
como disolvente y como solvente durante la cromatografia, se obtuvo que €

principal fragmento i6nico observado corresponde ala especie de m/z=181.
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Experimentalmente, e i6n fragmento de m/z= 240 es la principal especie
ionica detectada cuando se utiliza ACN como fase movil, y acanza un pico de
maxima abundancia con una energia de impacto eectrénico de 210 eV, d i6n de
m/z= 448, mencionado anteriormente, en estas condiciones, también se presenta con

una abundancia muy interesante, a energias de impacto electronico inferiores.

Con la utilizacion de MeOH en la fase movil, estos dos iones se presentan
también de manera méas importante en cuanto a intensidad, pero también aparecen
otros iones como los aductos con sodio y amonio. Suprimiendo e MeOH de las
condiciones experimentales, €l ion de m/z=181 es & fragmento mas importante, pero
en intensidad |os aductos con sodio y amonio, cobran mayor importancia, aunque se

observen a energias de impacto el ectronico mas bajas.

La presencia mayoritaria de un fragmento con respecto a otros durante la
ionizacion se relaciona directamente con la energia interna y estabilidad de los
fragmentos. Se hicieron varios estudios proponiendo mecanismos posibles de
fragmentacion tanto de la Cipermetrina como de otros compuestos relacionados
(Fleet, et a., 1993; Pattenden et al., 1973).

Segin €l mecanismo propuesto € fragmento 240 corresponde a ion
resultante de la escision del enlace entre el carbono en posicion a y el oxigeno del
&cido, con lo que € resto acidico se libera como molécula neutra, mientras que €l
fragmento iénico corresponde a la estructura del alcohol o ciano 3-fenoxi bencil, de
PM igua a 208. Se propone que este fragmento ionico forma un aducto con €l
metanol lo que resulta en € i6n positivo de PM igual a 240, que es € detectado en €l

espectrometro de masas.

El fragmento i6nico de PM 181 corresponde al i6n tipo tropilio benzofurano
segun el mecanismo propuesto por (Fleet et al., 1993). Este ion también resulta de la
separacion del resto acidico de la estructura de la Cipermetrina como molécula
neutra 'y por otro lado, también de la ruptura del resto ciano, y por un mecanismo de
re arreglo queda finalmente la estructura del i6n tropilio.
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Se reaiz6 de igua modo que con las estructuras anteriores, un estudio
computacional con €l nivel de teoria BALYP y con e conjunto de bases 6-31G (d,p)
paralos dos iones principal es considerados en este trabgjo.

A continuacion se resumen en las Tablas los valores obtenidos para las
geometrias optimizadas de los dos fragmentos, como también los valores

termoquimicos y las estructuras optimizadas resultantes.

e
Figura 4.1.1.6: Estructura optimizada del i6n [181]" correspondiente a ion tipo tropilio
benzofurano

Figura 4.1.1.7: Estructura optimizada del i6n [240]" correspondiente al i6n o ciano 3-fenoxi
bencil formando el aducto con la molécula del metanol.
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Tabla 4.1.1.12: Pardmetros geomeétricos Tabla 4.1.1.13: Pardmetros geomeétricos

optimizados del fragmento [181]" con € optimizados del fragmento [208+32]" con
nivel deteoriaB3LYP 6-31G (d,p) el nivel deteoriaB3LYP 6-31G (d,p)
paramaro (FI] Longisdce e
r(01-C2) 1,3814 r(010-C15) 1,3642
r(01-C3) 1,3471 r(C91-013) 1,3518
r(C2-C5) 1,4248 r(C1-C3) 1,4282
r(C3-C7) 1,4325 r(C1-H4) 1,0883
r(C2-C4) 1,3605 r(C1-C2) 1,3989
r(C5-C9) 1,4381 r(C2-N5) 1,1716
r(C9-C14) 1,3858 r(C7-H11) 1,0879
r(C14-C8) 1,4071 r(027-H11) 2,2382
r(C4-C8) 1,4367 r(027-H4) 2,2389
r(C3-C6) 1,4165 r(027-C28) 1,4341
r(C7-C11) 1,4615 r(027-H29) 0,9664
r(C6-C10) 1,3857 r(C28-H30) 1,0915
r(C10-C16) 1,4148 r(C28-H31) 1,0958
r(C16-C15) 1,4335 r(C28-H32) 1,0963
r(C11-C15) 1,3625 Par ametro Angl(iécr’:deog"ace
Par ametro A”Q‘(’é‘;; deoi;'ace <(C9-013-C15) 126,6473
<(C2-01-C3) 107,4035 <(C2-C1-C3) 122,2176
<(01-C2-C4) 126,4087 <(C3-C1-H4) 118,7142
<(01-C2-C5) 109,3171 <(C2-C1-H4) 119,0679
<(01-C3-C7) 110,8722 Par ametro A”E(Jsr'gzsdro
<(01-C3-Co) 116955 D(C9-013-C15-C17) -154,1289
Par 4metro A”%;:gzgdro D(C7-C9-013-C15) -150,8231
D(01-C3-C6-C10) -179,9993 D(C3-C7-C9-013) -179,4771
D(01-C3-C7-C11) -179,9977 D(C2-C1-C3-C7) 179,9952
D(O1-C2-C4-C8) -180,0003 D(H4-C1-C3-C7) -0,1923
D(01-C2-C5-C9) 179,9999
D(01-C3-C7-C5) 0,002
D(01-C2-C5-C7) 0,0008
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Tabla 4.1.1.14: Comparacion de los parametros termoquimicos obtenidos con e nivel de
teoria B3LY P/6-31G (d,p) paralos fragmentos [181]"y [208+32]" de la Cipermetrina

Paréametro (181" [208+32]*
Energia (kcal/mol) -361263,7452 -492534,8421
RMS 1,04E-04 2,54E-06
Momento Dipolar 1,1163 0,3354
I(Ekg?;r?o\l/)i bracional del Punto Zero 111,412 157,90385
Correccion del Punto Zero (Hartree/particul @) 0,177546 0,251636
Correccién térmica de la Energia 0,187795 0,269721
Correccién térmica de la Entalpia 0,188739 0,270665
g?t:LZCCi on térmica de la Energia Libre de 0,140741 0,201369
?(Jermoa delas Energias electronicay del Punto _575,5328 7846526
Suma de las Energias electronicay térmica -575,5226 -784,6345
Suma de las Entalpias electrénicay térmica -575,5216 -784,6336
ﬁg:r;a; gerzrliiaEnergia electronicay Energia 575,5696 784,7029

EnlaTabla4.1.1.12 estan dados los parametros geomeétricos de la estructura
optimizada del fragmento [181]", que se muestra en la Figura 4.1.1.6. En la Tabla
4.1.1.13 se muestran a su vez los parédmetros optimizados del ion [240]", que
corresponderia a un aducto del fragmento iénico de m/z=208 con una molécula del
solvente MeOH de PM 32.

La estructura optimizada propuesta se muestra en la Figura 4.1.1.7. En esta
estructura, de igual manera que con e aducto [448]", se muestra la interaccion del
027 (del MeOH) con dos H de la estructura, en este caso del fragmento [208] ", el H4
y H11. Estos dos H ocupan las mismas posiciones que los H35 y H38 de la estructura
optimizada del i6n [M+H+32]" que se muestraen laFigura4.1.1.5.

Probablemente la presencia del MeOH da estabilidad suficiente a este
fragmento, para permitir su deteccion en e espectrometro de masas, y con una
abundancia bastante importante. En condiciones de ausencia de MeOH se observa
gue e fragmento 208 pierde & grupo ciano dando lugar alaformacion de unién tipo

tropilio més estable.
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EnlaTabla4.1.1.14 se muestran los parametros termoguimicos obtenidos en
los célculos a nivel de teoria B3LYP/6-31G (d,p) para los dos fragmentos
considerados: [181] " y [240]".

4.1.2 Permetrina
4.1.2.1 Geometria optimizada de la molécula neutra

Se rediz6 e andlisis computacional de la molécula neutra con los 4
funcionales hibridos y con € conjunto de bases 6-31 G(d,p). Se presentan en las
tablas |los valores de los datos geométricos que han sido obtenidos. La Figura4.1.2.1
corresponde la estructura optimizada con €l funcional B3LY P, en la cual se detallan

el orden delos a&omos alos cuales se hace referencia en las tabl as.

Figura4.1.2.1: Geometria optimizada de |a Permetrinaa nivel deteoria B3LY P/6-31G (d,p)

Estructuralmente, la Permetrina es semejante a la Cipermetrina, excepto por
la ausencia del grupo ciano en posicién a a la estructura aromética. En la Tabla
4.1.2.1 se muestran los valores de longitudes de enlace de la estructura optimizada,
con los diferentes funcionales utilizados. Para esta molécula no se cuentan con datos

experimentales de difraccion de Rayos X pararealizar |as respectivas comparaciones.
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En las Tablas 4.1.2.2 y 4.1.2.3 se encuentran resumidos los valores de los
angulos de enlace y angulos diedros optimizados con |os diferentes funcionales que

han sido utilizados.

Tabla 4.1.2.1: Comparacion de las longitudes de enlace obtenidas con los distintos niveles
deteoriay el conjunto de bases 6-31 G (d,p)

3 B3LYP B3PW9l B98 B972
Pardmetro
Longitud de Enlace (A)
r(Cl1-C2) 1,7482 1,7363 1,7509 1,7323
1(C2-CI3) 1,7454 1,7333 1,7483 1,7293
r(C2-C4) 1,3369 1,3369 1,3390 1,3364
r(C4-C5) 1,4743 1,4701 1,4767 1,4703
r(C5-C7) 1,5196 1,5157 1,5258 1,5133
r(C5-C8) 1,5346 1,5277 1,5438 1,5247
r(C7-C8) 1,5286 1,5238 1,5368 1,5211
r(C8-C12 1,4908 1,4872 1,494 1,4881
r(C12-014) 1,2141 1,2124 1,213 1,2104
r(C12-015) 1,3556 1,3507 1,3532 1,3487
r(015-C22) 1,4515 1,4429 1,44437 1,4412
r(C22-C23) 1,5051 1,5021 1,5101 1,5024
r(C29-032) 1,3789 1,3735 1,3763 1,3727
r(032-C35) 1,3840 1,3776 1,3803 1,3768

Tabla 4.1.2.2: Comparacion de los angulos de enlace obtenidos con los distintos niveles de
teoriay e conjunto de bases 6-31 G (d,p)

i B3LYP B3PW91 B98 B972
Parametro -
Angulo de enlace (grados)
<(Cl1-C2-C4) 121,885 121,8534 121,9131 121,7853
<(CI3-C2-C4) 124,1248 124,0416 124,1439 124,1067
<(C2-C4-C5) 125,9458 125,8327 125,66349 125,861
<(C4-C5-C7) 123,1398 123,0553 123,2369 123,295
<(C4-C5-C8) 119,6637 119,6327 119,7071 119,7813
<(C5-C8-C12) 122,2759 122,4101 122,0147 122,5359
<(C5-C7-C10) 117,4901 117,3771 117,4051 117,4105
<(C5-C7-C11) 119,8444 119,849 119,8626 119,9775
<(C8-C12-014) 123,3251 123,3343 123,4062 123,242

<(C8-C12-015) 113,4871 113,4776 113,3264 113,4097
<(014-C12-015) 123,1867 123,1873 123,2658 123,3471
<(C12-015-C22) 115,4211 115,1071 115,5954 115,5068
<(015-C22-023) 108,3094 108,4685 108,5265 108,3999
<(C29-032-C35) 120,8505 120,5643 120,7580 120,5999
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Tabla 4.1.2.3: Comparacion de los angulos diedros (en grados) obtenidos con los distintos
niveles de teoriay e conjunto de bases 6-31 G (d,p)

i B3LYP B3PW9l B98 B972
Parametro Angulo Diedro (grados)
D(CI1-C2-C4-C5) 179,8651 179,8703 179,9669 179,8272
D(CI3-C2-C4-C5) -0,0851 -0,0842 0,043 -0,0883
D(C2-C4-C5-C7) 143,608 142,6787 146,6822 143,2722
D(C2-C4-C5-C8) -144,6964 -145,6398 -141,5357 -144,8747
D(C4-C5-C8-C12) 131,3633 131,7824 131,38 131,3686
D(C5-C8-C12-014) -157,0484 -158,4083 -157,7267 -158,8012
D(C5-C8-C12-015) 22,5868 21,2956 21,822 20,7982
D(C8-C12-015-C22) -179,8251 179,8031 -179,2768 -179,8705
D(C12-015-C22-C23) 177,3222 176,9081 173,8669 176,679
D(C27-C29-032-C35) 149,854 146,8425 147,1374 145,9333

Realizando una comparacién entre los parametros geomeétricos obtenidos, no
se observan diferencias muy notorias entre |os parametros obtenidos con los distintos
funcionales. Por otro lado, comparando estos datos con los obtenidos para la
geometria optimizada de la Cipermetrina, tampoco se observan diferencias muy

notorias, que es o esperado por la semeanza estructural entre las dos estructuras.

Tabla 4.1.2.4: Comparacion de los parametros termoquimicos obtenidos con los distintos
niveles de teoriay el conjunto de bases 6-31 G (d,p)

Parametro B3LYP B3PWI1 B9 B972
Energia (kcal/mol) -1228872,191 -1228560,627 -1228539,775 -1228676,088
RMS 2 17E-06 2 39E-06 3,39E-06 2 19E-06
Momento Dipolar 3,3516 3,2781 3,208 3,2849
Energia Vibracional del Punto 2268824 22753582 22614422 22884078
Zero (kcal/mol)
Correccion del Punto Zero 0,361565 0,362601 0,360862 0,364681
(Hartree/particul @)
Correccién térmica de la Energia 0,386576 0,387566 0,385926 0,38955
Correccion térmica de la Entalpia 0,38752 0,388511 0,38687 0,390495
Correccion térmicade laBnergia ) )9gc43 0,30098 0,209571 0,302808
Libre de Gibbs
SumadelasEnergiaselectionica o0 97085 10574733 195744181  -1957 65522
y del Punto Zero
igﬁf;' asEnergiaselectionica o007 gus84 195744838 -1057,41675  -1957,63035
igﬁf;' asEntapiaselectronica o0 91489 195744739 -19574158  -1957,62941
SumadelaEnergiaelectronicay o958 93588 195753492 -19575031  -1957,74095

Energialibre térmica
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En la Tabla 4.1.2.4 se exponen los valores de |os pardmetros termoquimicos
gue han sido obtenidos. Como puede verse con € funcional B3LY P se ha obtenido €

minimo valor de energia electrénica en la geometria optimizada.
4.1.2.2 Formasiodnicas protonaday desprotonada

De los datos experimentales que se han obtenido durante e trabajo no se han
observado la formacion de estas formas idnicas. Debido al costo computacional, aun

no se tienen datos de |os cél cul os tedricos.
4.1.2.3 Formacion de aductos

Experimentalmente se ha observado que se forman los iones aductos con los
iones Na" y NH,4". En presenciade ACN como fase mavil, los dos aductos se forman
con una bagja intensidad. Realizando la corrida cromatogréfica con MeOH, el aducto
[M+Na]”, se incrementa de manera bastante interesante en cuanto a abundancia. Esto

es discutido en la seccion 4.2 donde se tratalarevision de los datos experimental es.
4.1.2.4 Fragmentos de la Per metrina.

Se ha observado que e fragmento que mayoritariamente se forma en las
condiciones experimentales es €l que corresponde a la relacién m/z= 183. Este
fragmento corresponderia a i6n del tipo fenoxi tropilium, segin € mecanismo que
ha sido propuesto por (Fleet et a., 1993).

Se observa una gran importancia en cuanto aintensidad ionica de este i6n con
respecto alas otras especies que también se forman y que han sido identificados en €l
espectrometro de masas, |os aductos [M+Na]* y [M+NH,4]", de m/z=413 y m/z=408,
respectivamente. Esto es asi en todas las condiciones experimentales que se
estudiaron, obteniéndose un pico de mayor abundancia al proporcionar a sistema
una energia de impacto electrénico de 150 eV. Esta energia es menor a la observada
para la fragmentacion de la Cipermetrina, por o que se esperaria obtener de los
caculos tedricos, una mayor estabilidad de las formas ionicas de la Cipermetrina,

gue de la Permetrina.
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4.1.3 Tetrametrina
4.1.3.1 Geometria Optimizada de la molécula neutra

El estudio tedrico de la Tetrametrina se realiz6 considerando la estructura
neutra y las posibles formas iGnicas que pudieran ser detectadas en el espectrémetro
de masas. Los célculos tedricos de la forma neutra de la molécula se realizaron con
los cuatro funcionales: B3LY P, B3PW91, B98 y B97-2, todos ellos con el conjunto
de bases 6-31 G (d,p).

En la Figura 4.1.3.1 se expone la geometria optimizada resultante con el
funcional B3LYP. En la Figura también est4 especificada la numeracion de los
aomos a los cuales se hace referencia en las siguientes tablas. Estructuralmente la
Tetrametrina es bastante similar a las estructuras ya mencionadas anteriormente.
Proviene de la esterificacion del &cido crisantémico con € alcohol 3,4,5,6-
tetrahidroftalimidometil, resultando en este Ultimo residuo, € del acohol, laprincipa

diferencia estructural.

En la Tabla 4.1.3.1 se muestran las longitudes de enlace gque han sido

entresacadas como |as méas importantes.

P )

Figura 4.1.3.1: Geometria optimizada de la Tetrametrina a nivel de teoria B3LY P/6-31G
(d.p)
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Tabla4.1.3.1: Comparacién de las longitudes de enlace obtenidas con los distintos niveles de
teoriay €l conjunto de bases 6-31 G (d,p)

. B3LYP B3PW91 B98 B972
Parametro :
Longitud de Enlace (A)
r(O1=C2) 1,2129 1,2110 12114 1,2001
r(C2-N3) 1,4089 1,4041 1,4093 1,4029
r(C2-C4) 1,4968 1,4935 1,5110 1,4931
r(N3-C5) 1,4089 1,4041 1,4093 1,4030
r(C5-C7) 1,4970 1,4937 1,5011 1,4934
1(C4-C7) 1,3442 1,3434 1,3457 1,3422
r(C7-C10) 1,4945 1,4895 1,4976 1,4895
r(C4-C6) 1,4942 1,4891 1,4973 1,4892
r(C6-C9) 1,5425 1,5365 1,5456 1,5358
r(C17-C9) 1,5408 1,5353 1,5442 1,5345
r(C17-C10) 1,5424 1,5364 1,5455 1,5357
r(N3-C8) 1,4263 1,4219 1,4277 1,4217
r(C8-O11) 1,4444 1,4369 1,4404 1,4354
r(011-C18) 1,3584 1,3531 1,3554 1,3520
r(C18=023) 1,2179 1,2161 1,2170 1,2138
r(C18-C24) 1,4820 1,4787 1,4856 1,4799
r(C24-C27) 1,5335 1,5283 1,5423 1,5255
r(C24-C28) 1,5373 1,5307 1,5461 1,5266
r(C27-C28) 1,5132 1,5092 1,5200 1,5077
r(C28-C30) 1,4803 1,4761 1,4831 1,4769
r(C30=C34) 1,3443 1,3438 1,3465 1,3431
1(C34-C42) 1,5093 1,5048 1,5128 1,5048
1(C34-C43) 1,5082 1,5034 1,5115 1,5034

Realizando una comparacion de los valores obtenidos con cada funcional
utilizado para los célculos puede verse que no se presentan diferencias muy
significativas. Para esta molécula, tampoco se dispone de datos de difraccion de
Rayos X de la estructura cristalina, que permita contrastar |os valores experimentales

con |os obtenidos computacional mente.

Considerando la region de la molécula correspondiente a la de la union éster
y ladel acido crisantémico, y comparando |os valores de longitudes de enlace con los
obtenidos para la Cipermetrina y la Permetrina, en esta misma region, y que se
vieron anteriormente, tampoco hay diferencias muy marcadas. Esto hace suponer un
comportamiento similar en cuanto a las formas idnicas que se podrian presentar,
como a los fragmentos que pueden darse en la fuente de ionizacion del espectrometro

de masas.
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En las Tablas 4.1.3.2 y 4.1.3.3 se muestran los datos de angulos de enlace y
angulos diedros de las estructuras optimizadas con los cuatro funcionales que han
sido utilizados. Como puede verse, los resultados obtenidos para estos datos de la

geometria de la molécula son bastante similares.

Tabla 4.1.3.2: Comparacion de los angulos de enlace obtenidos con los distintos niveles de

teoriay €l conjunto de bases 6-31 G (d,p)

Parémetro B3LYP B?P\Ngl B98 B972
Angulo de enlace (grados)
<(N3-C8-011) 108,1819 108,2402 108,1365 108,1993
<(C8-011-C18) 114,7212 114,4578 114,6394 114,7292
<(011-C18-023) 122,4815 122,504 122,5369 122,609
<(011-C18-024) 110,8747 110,8898 110,8495 110,7303
<(023-C18-C24) 126,6426 126,6048 126,6127 126,6595
<(C18-C24-C27) 122,4274 122,2618 122,2734 122,4648
<(C18-C24-C28) 118,1608 118,0034 117,9937 118,3432
<(C24-C27-C31) 119,9344 119,8842 119,9065 120,0199
<(C24-C27-C32) 115,8456 115,8139 115,7754 115,8868
<(C24-C28-C30) 120,0486 120,039 119,9164 120,0448
<(C28-C30-C34) 127,2249 127,1894 127,1054 127,2634
<(C30-C34-C42) 120,5259 120,4906 120,4998 120,4815
<(C30-C34-C43) 124,9773 124,9322 125,0164 125,0033

Tabla 4.1.3.3: Comparacion de los angulos diedros (en grados) obtenidos con los distintos

niveles de teoriay el conjunto de bases 6-31 G (d,p)

B3LYP B3PW91 B98 B972
Parametro - -
Angulo Diedro (grados)
D(N3-C8-011-C18) -176,5811 -175,7906 -177,0916 -176,7376
D(C8-011-C18-023) -0,3148 -0,3348 -0,3734 -0,2428
D(011-C18-C24-C28) -152,922 -153,4681 -153,2913 -153,9624
D(011-C18-C24-C27) 137,6361 137,1202 137,4941 136,2973
D(C8-011-C18-C24) 179,2932 179,265 179,315 179,364
D(C18-C24-C28-C30) 132,5906 132,7563 132,8301 132,5037
D(C24-C28-C30-C34) -143,0637 -142,9161 -143,1119 -145,5022
D(C28-C30-C34-C42) 179,7098 179,7318 179,6922 179,5127
D(C28-C30-C34-C43) -0,2659 0,2113 -0,2498 -0,4871
D(C18-C24-C27-C31) -1,4363 -1,4132 -1,609 -0,9993
D(C18-C24-C27-C32) -143,0292 -1143,1534 -143,2035 -142,7562
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En la Tabla 4.1.3.4 se muestran los parametros termoquimicos que han sido

caculados con los cuatro funcionales utilizados sobre la molécula en su forma

neutra.

Tabla 4.1.3.4: Comparacion de los pardmetros termoguimicos obtenidos con los distintos
niveles de teoriay el conjunto de bases 6-31 G (d,p)

Pardmetro B3LYP B3PWO1 B98 B972
Energia (kcal/mol) -686981,4619 -686728,2743 -686711,7018 -686746,6353
RMS 3,47E-06 2.22E-06 5,56E-05 3.98E-06
Momento Dipolar 3,6902 3,7002 3,7109 3,7106
Energia Vibracional del Punto 25018814 25078922 25870801  261,38513
Zero (kcal/mol)
Correccion del Puniio Zero 0,413043 0,414 0,412277 0,416544
(Hartree/particul @)
Correccién térmica de la Energia 0,437842 0,438808 0,437169 0,441226
Correccion térmica de la Entalpia 0,8786 0,439752 0,438113 0,44217
Correccion térmica de la Energia 0,355104 0,356041 0,354291 0,358633
Libre de Gibbs
SumadelasEnergiaselectronicay )9, 35156 109305612  -1093,93243  -1093,98384
del Punto Zero
tsgmf‘cge lasEnergiaselectronicay 1004 33676 100393231  -1093.90754  -1093,95916
igﬁf;' asEntapiaselectronica ;004 39585 10031366 -1093.9066  -1093.95821
Sumade |la Energia dectronicay -1094,4195  -1094,01508  -1093,99042  -1094,04175

Energialibre térmica

4.1.3.2 Formas | énicas protonada y desprotonada

Se redizaron ademas los célculos tedricos de las formas idnicas [M+H]" y

[M]"de la Tetrametrina. Estos célculos se realizaron con € funcional B3LYP y €
conjunto de bases 6-31G (d,p). En la Figura 4.1.3.2 se muestra la geometria
optimizada de la forma ionica protonada de relacion m/z=332 en & espectro de

masas.

Al igual que con las demas estructuras, en la forma protonada de la
Tetrametrina se considera la interaccion del ion H* del medio con & Oxigeno
carbonilico que forma parte del enlace éster de la molécula. En este modelo tedrico
se aprecia una fuerte interaccion resultante en la formacion de un enlace tipo

covalente por laproximidad entreel 023y e H”.
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La distancia de enlace correspondiente a esta interaccion, segun e céculo
realizado es de 0,9698 A. El ion [M+H]" es detectado con una intensidad bastante
interesante, en e espectrédmetro de masas en todas las condiciones experimentales
estudiadas, a bajas energias de impacto electronico. En todos los casos la abundancia

de este i6n es maxima con unaenergiade IE de 90 eV.

El ion molecular [M*]", como ya se menciond anteriormente no es detectado
en condiciones de ionizacion a presion atmosférica como son las fuentes ESI Y
APCI, sin embargo, también fueron realizados los calculos tedricos para esta

estructura con fines comparativos.

Figura 4.1.3.2: Geometria optimizada de la forma iénica protonada [M+H]", a nivel de
teoriaB3LY P/6-31G (d,p)

En la Tabla 4.1.3.5 se muestran de manera contrastada los valores de los
datos geométricos para las formas idnicas: [M+H]" y [M]", esto es los datos de
longitudes de enlace, angulos de enlace y angulos diedros mas importantes de las
correspondientes estructuras geométricas.
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Tabla 4.1.3.5: Parametros geométricos optimizados para las formas iénicas [M']" y [M+H]"
dela Tetrametrinacon € nivel de teoriaB3LYP/ 6-31 G(d,p)

MT" [M+H]" [MT" [M+H]"
Perametro Long|tu<(jAd)e Enlace Perametro Angulo de enlace (grados)
r(O1=C2) 12110 12271  <(N3-C8O11) 108,4162 108,2717
r(C2-N3) 14176 14370  <(C8O11-Cl8) 115,6174 122,3287
1(C2-C4) 14930 14388  <(011-C18-023) 126,5508 122,0042
r(N3-C5) 14168 14373  <(O11-C18-C24) 109,8705 117,805
r(C5-C7) 14928 14387  <(023-C18-C24) 1235777 120,1642
r(C4-C7) 13479 15048  <(C18-C24-C27) 119,245 126,7837
((C7-C10) 14946 14751  <(C18-C24-C28) 113,7374 119,2471
r(C4-C6) 14942 14755  <(C24-C27-C31) 122,6059 119,6133
r(C6-C9) 154525 15471  <(C24-C27-C32) 119,0378 112,8898
r(C17-C9) 15399 15377  <(C24-C28-C30) 124,2241 117,6193
[(C17-C10) 15426 15475  <(C28-C30-C34) 125,4915 125,8313
r(N3-C8) 14055 13904  <(C30-C34-C42) 119,4705 120,0492
1(C8-011) 14840 15100  <(C30-C34-C43) 124,0453 125,2013
r(011-C18) 1,3258 1,2974 Parametro Angulo Diedro °(grados)
((C18=023) 12129 13188  D(N3-C8-O11-C18) 174,0041 -173,3492
r(C18-C24) 15271 14180  D(C8-O11-C18-023) 0,7977 -5,7124
r(C24-C27) 1,4823 1,5629 D(011-C18-C24-C28) -152,8008 -143,8093
[(C24-C28) 15112 16187  D(O11-C18-C24-C27)  120,1236 149,2846
[(C27-C28) 1,8486 14818 D(C8-011-C18-C24)  -178,847 172,4119
r(C28-C30) 1,4056 1,4703 D(C18-C24-C28-C30) 114,807 126,2201
r(C30=C34) 1,3937 1,3499 D(C24-C28-C30-C34)  -170,2375 -122,8551
[(C34-C42) 14944 15060  D(C28-C30-C34-C42) 1765078 -177,209
[(C34-C43) 14943 15055  D(C28-C30-C34-C43)  -2,1931 2,266
gm-ozs """"" 00698  D(C18-C24-C27-C31) 17,8488 -6,7053
carbonilo) -
D(C18-C24-C27-C32) -147,5181 -143,2477

A diferencia de lo que ocurria con la Cipermetring, agui se nota una
influencia mas marcada de la presencia de la unién con e H+ en los parametros
geométricos. Por ggemplo en launion C8 — O11 que es en donde se da la escision del
enlace para la formacién del principal fragmento detectado, hay un ligero
alargamiento del enlace que de 1,484 A en el i6n [M]*, pasa atener 1,511 A en la
forma ionica protonada [M+H]", también se observa un aargamiento del enlace
carbonilico (C18 — 023) que en € i6n [M]" presenta una longitud de 1,213 A
mientras que en € i6n protonado lalongitud de enlace esde 1,319 A.
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4.1.3.3 Formacioén de Aductos

En e espectrémetro de masas han sido detectados los aductos de la molécula
de Tetrametrina con los iones Na™ y NH,4', ademés del dimero 2M + Na'. Los
aductos formados con & Na', fueron especial mente importantes, ya que se observo la
formacion tanto del [M+Na]® como del dimero [2M+Na]”, en todas las condiciones
experimentales estudiadas, y alin a 350°C, y en abundancia predominante para €
caso del i6n [M+Na]*, con respecto a los demés iones. Esto hace suponer una ata
estabilidad de estas formas ionicas. El aducto con € ion amonio también pudo ser

detectado pero en menor abundanciay abgjas energias de |E.

El estudio computacional se reaizd para las formas ionicas [M+Na]” y
[M+NHg4]", que corresponden a una relacion m/z= 354 y m/z=349 respectivamente.
En las Figuras 4.1.3.3 y 4.1.3.4 se muestran las estructuras optimizadas obtenidas
con e funcional B3LY P con € conjunto de bases 6-31 G (d,p).

Figura4.1.3.3: Estructura optimizada de [M+Na]" al nivel deteoria B3LY P/6-31G (d,p)
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Figura4.1.3.4: Estructura optimizada de [M+NH,]" al nivel deteoriaB3LY P/6-31G (d,p)

En la Tabla 4.1.3.6 se muestran los valores de los datos geométricos para
estas dos estructuras propuestas con e modelado computacional. Para € caso del
aducto con sodio, se observa una fuerte interaccion del ion Na™ con dos Oxigenos de
la estructura de la Tetrametrina, uno de ellos, € oxigeno carbonilico (023) del acido
crisantémico y € otro, uno de los oxigenos carbonilicos de la estructura del indol en
el residuo correspondiente a acohol (O1). Por la distancia de enlace que se presenta
(2,170 A y 2,147 R), hace suponer que no se trata de un enlace covalente, sino de

unafuerte interaccion tipo i6n — dipolo, entre el sodio y |os dos oxigenos.

En el caso del aducto con e i6n NH,", dos de los H del amonio interaccionan
con & Oxigeno carbonilico del enlace éster de la Tetrametring, Si embargo, esta

union es més débil de la que se observa para con € sodio.

En cuanto alos datos geomeétricos de las estructuras optimizadas, se observan
ciertas diferencias sobre todo en la region correspondiente a anillo inddlico del
residuo de alcohol. Para € resto de la molécula las diferencias no son muy

importantes.

95



Tabla 4.1.3.6: Pardmetros geométricos optimizados de los aductos formados con la
Tetrametrina, con el nivel deteoriaB3LYP 6-31 G (d,p)

Parametro [M+Na (M+NH.J" Parametro (M+Na (M+NH.I"
Longitud de Enlace (A) Angulo de enlace (grados)

r(01=C2) 1,2508 1,2220  <(N3-C8-011) 111,8445 106,7899
r(C2-N3) 1,4016 1,4011 <(C8-011-C18) 120,2455 117,059
r(C2-C4) 1,4349 1,4943 <(011-C18-023) 122,7081 126,6608
r(N3-C5) 1,4489 1,4207  <(011-C18-024) 110,8955 111,0389
r(C5-C7) 1,4377 1,4942  <(023-C18-C24) 126,3964 122,2833
r(C4-C7) 1,4923 1,3463  <(C18-C24-C27) 123,4243 116,531
r(C7-C10) 1,4758 1,4936 <(C18-C24-C28) 119,797 116,2725
r(C4-C6) 1,476 1,4948 <(C24-C27-C31) 119,9797 121,0315
r(C6-C9) 1,5472 15430  <(C24-C27-C32) 115,0311 120,1404
r(C17-C9) 1,5379 15402  <(C24-C28-C30) 118,985 124,1501
r(C17-C10) 1,5466 1,5425 <(C28-C30-C34) 126,9532 125,1045
r(N3-C8) 1,4351 1,4264 <(C30-C34-C42) 120,3917 119,4891
r(C8-011) 1,4435 1,4609 <(C30-C34-C43) 125,087 124,1603
r(011-C18) 1,3495 1,3340 Parametro Angulo Diedro (grados)
r(C18=023) 1,2349 1,2087  D(N3-C8-011-C18) -104,2394  -148,6566
r(C18-C24) 1,4631 1,5299  D(C8-011-C18-023) 3,2617 -20,4428
r(C24-C27) 1,5469 1,4779 D(011-C18-C24-C28) -153,9067 -31,0178
r(C24-C28) 1,5493 1,5062 D(011-C18-C24-C27) 136,6022 -121,6865
r(C27-C28) 1,505 1,9011  D(C8-O11-C18-C24) -176,7555 158,0768
r(C28-C30) 1,4798 1,4043  D(C18-C24-C28-C30) 131,3437 147,225
r(C30=C34) 1,3464 1,3013  D(C24-C28-C30-C34)  -145,4381 -174,575
r(C34-C42) 1,508 1,4954 D(C28-C30-C34-C42) -179,5568 177,4857
r(C34-C43) 1,5075 1,4960 D(C28-C30-C34-C43) -0,2978 -2,282
r(Na-023) 2,1702 D(C18-C24-C27-C31) -0,6962 22,6784
r(Na-O1) 2,1471 D(C18-C24-C27-C32) -141,117 -144,6665
r(N52-H50) 2,1225
r(N52-H51) 1,0167
r(N52-H53) 1,0171
r(N52-H54) 1,0157
r(023-H50) 3,4945
r(023-H51) 2,4332
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Tabla 4.1.3.7: Pardmetros termoguimicos obtenidos con el nivel de teoriaB3LYP/ 6-31 G
(d,p) para cada una de las formas iénicas de la Tetrametrina.

Parametro M [M+H]* [M+Na]* [M+NH,]*
Energia (kcal/mol) -686814,7263  -687146,6788  -788696,4722  -7226252169
RMS 4,41E-06 3,86E-06 2 94E-06 7.14E-06
Momento Dipolar 14,6947 203029 7.8611 90,8755
Energia Vibraciondl del Punto 257 59677 264,02927 257 87819 281 81277
Zero (kcal/maol)
Correccion del Punto Zero 0,410507 0,420757 0,410055 0,449097
(Hartree/particul @)
Correccion térmica de la Energia 0,436204 0,446421 0,437649 0,480028
Correccion térmica de la Ental pia 0,437148 0,447365 0,438594 0,480972
Correccion termicade la Energia 0,350224 0,361624 0,350632 0,383519
Libre de Gibbs
Sumade las Energiaselectronica ;94 00833 100461713  -1256,456825  -1151,127544
y del Punto Zero
ig?ﬂ?fa' asEnergiaselectronica )69/ 17063 -100450146  -1256430131  -1151,096509
ig?ﬂ?fa' asEntalpiaselectionica )69/ 17174 100450052  -1256,420187  -1151,095565
SumadelaEnergiaelectronicay 49, 15866 100467626  -1256,517148  -1151,193017

Energialibre térmica

En la Tabla 4.1.3.7 se muestran los datos termoquimicos obtenidos para las

distintas estructuras i6nicas consi deradas en este estudio.

4.1.3.4 Fragmentos dela Tetrametrina

El principa fragmento que ha sido identificado durante e estudio por

espectrometria de masas de la Tetrametrina fue e correspondiente al valor de

m/z=164 en €l espectro. El i6n probablemente corresponda a resultante de la

fragmentacion de la molécula Tetrametrina en € punto de unién del O11 - C8,

liberandose &l acido crisantémico como molécula neutra.

La estructura optimizada se muestra en la Figura 4.1.3.5, en donde se

especifica el orden de los aomos, y los datos de la geometria y termoquimica que

han sido obtenidos con € calculo computacional se muestran en la Tabla4.1.3.8.
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Figura 4.1.3.5: Estructura optimizada del ion [164]" con € nivel de teoria B3LYP / 6-31G

(d.p)

Tabla 4.1.3.8: Parametros geométrico y termoguimicos aobtenidos con € nivel de teoria
B3LY P/6-31G (d,p) para el fragmento [164]"

Parémetro Lé)nr;gclt:((d ﬁ(\j)e Parémetro
r(01=C2) 1,2185 Energia (kcal/mol) -347540,4775
r(C2-C3) 1,4183 RMS 1,52E-05
r(C2-N7) 1,5172 Momento Dipolar 1,3173
r(N7=C8) 1,2777 Energia Vibracional del Punto Zero (kcal/mol) 109,14659
r(N7-C5) 1,5174 Correccion del Punto Zero (Hartree/particula) 0,173936
r(C5=06) 1,2185 Correccion térmica de la Energia 0,184456
r(C4-C5) 1,4183 Correccion térmica de la Ental pia 0,1854
r(C3-C4) 1,5085 Correccion térmica de la Energia Libre de Gibbs  0,137029
1(C3-C12) 14731 guern;a de las Energias electronicay del Punto 553,667046
r(C11-C12) 1,5476 Suma de las Energias electronicay térmica -553,656526
r(C10-C11) 1,5353 Suma de las Entalpias electrénicay térmica -553,655581
1(C9-C10) 15475 t%udmi ge laEnergiaelectronicay Energialibre 553,703953
r(C4-C9) 1,4732

padmero AT deenlace
<(01-C2-N7) 120,9148
<(06-C5-N7) 120,9073
<(C2-N7-C8) 124,8693
<(C5-N7-C8) 124,8634
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414 Fenotrina
4.1.4.1 Geometria optimizada de la molécula neutra

La molécula de Fenotrina fue estudiada a través de cal cul os computacional es,
abarcandose en este estudio la estructura neutra de la molécula, como también, las
formas ionicas que fueron detectados en e espectrometro de masas. El estudio de la
molécula neutra se realizé con los funcionales hibridos B3LY P, B3PW91, B98 y
B97-2, todos con € conjunto de bases 6-31G (d,p).

La Fenotrina, a igua que otros miembros de la familia de los piretroides,
resulta de la esterificacion de un resto del acido crisantémico con una molécula de un
alcohol aromatico, en este caso € alcohol 3-fenoxibencil. En la Figura 4.1.4.1 se
muestra la estructura optimizada de la Fenotrina con €l nivel de teoria B3LY P/6-31G
(d,p), y en la misma también estan especificados € orden de los &omos a los cuales

se hace referencia en la presentacion de los resultados en las tablas.

Figura 6.1.4.1: Geometria optimizada de |a Fenotrina al nivel deteoria B3LY P/6-31G (d,p)

En la Tabla 4.1.4.1 estan contrastados los valores de longitudes de enlace
para la forma neutra de la Fenotrina, y que se obtuvieron con los cuatro funcionales
hibridos mencionados. Para esta molécula, tampoco se disponen de datos de la
literatura sobre los pardmetros geométricos experimentales, para realizar

comparaciones con |os datos obtenidos computaci onal mente.
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Tabla4.1.4.1: Comparacién de las longitudes de enlace obtenidas con los distintos niveles de
teoriay el conjunto de bases 6-31 G (d,p)

i B3LYP B3PW9l B98 B972
Parametro -
Longitud de Enlace (A)
r(038-C41) 1,3823 1,3764 1,3792 1,3758
r(0O38-C35) 1,3797 1,3739 1,3766 1,3728
r(C29-C28) 1,5123 1,5085 1,5159 1,5094
r(C28-H30) 1,0981 1,0985 1,0995 1,0962
r(C28-H31) 1,0972 1,0979 1,0987 1,0957
r(C28-020) 1,4327 1,4246 1,4286 1,4222
r(020-C16) 1,3654 1,3600 1,3625 1,3539
r(C16-021) 1,2125 1,2108 1,2116 1,2085
r(C16-C13) 1,4902 1,4866 1,494 1,4876
r(C13-C14) 1,5393 1,5339 1,5483 1,5310
r(C13-C8) 1,5366 1,5304 1,5446 1,5253
r(C8-C14) 1,5113 1,5074 1,5179 1,5064
r(C14-C18) 1,5196 1,5144 1,5224 1,5145
r(C14-C17) 1,5206 1,5156 1,5235 1,5156
r(C8-C7) 1,4807 1,4764 1,4835 1,4775
r(C7-C2) 1,3442 1,3438 1,3465 1,3430
r(C2-Cl) 1,5081 1,5033 15114 1,5033
r(C2-C6) 1,5093 1,5048 1,5128 1,5049

Tabla 4.1.4.2: Comparacion de los angulos de enlace obtenidos con los distintos niveles de
teoriay e conjunto de base 6-31 G (d,p)

B3LYP B3PW91 B98 B972
Parametro -
Angulo de enlace (grados)
<(C1-C2-C3) 125,0654 124,9619 125,0716 125,0094
<(C6-C2-C7) 120,5071 120,4494 120,4518 120,4525
<(C2-C7-Ce6) 127,1627 127,1136 127,0871 127,2014
<(C7-C6-C14) 123,8954 123,8316 123,7091 123,8436
<(C7-C6-C13) 120,0235 120,0096 119,8817 119,9831
<(C13-C16-C20) 118,4534 118,4343 118,3633 118,366
<(C13-C16-021) 124,0196 123,9958 123,9878 124,092
<(020-C16-021) 117,5261 117,5692 117,6483 117,5409
<(020-C28-C29) 109,1343 109,2577 109,1645 109,474
<(C35-038-C41) 121,1329 120,8631 120,9489 120,8818
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Tabla 4.1.4.3: Comparacion de los angulos diedros (en grados) obtenidos con los distintos
niveles de teoriay e conjunto de base 6-31 G (d,p)

Pardmetro B3LYP B3'P\N91 B98 B972
Angulo Diedro (grados)

D(C35-C38-C41-C44) -141,1133 -141,6761 -140,8027 -138,7064
D(020-C28-C29-C33) -28,652 -25,3458 -27,6642 -20,2003
D(C16-020-C28-C29) 168,2159 168,2766 167,5831 168,8307
D(021-C16-020-C28) -172,7014 -173,5745 -172,426 -172,9014
D(C13-C16-020-C28) 7,6332 6,7203 7,8312 7,4635
D(C16-C13-C14-C17) 143,5553 143,735 143,513 143,2613
D(C16-C13-C14-C18) 2,0653 2,0715 2,0536 1,4023
D(C16-C13-C8-C7) -133,5605 -133,7 -133,9803 -133,5833
D(C1-C2-C7-C8) 0,0577 -0,0115 -0,016 0,2376
D(C6-C2-C7-C8) -179,958 179,9939 179,9921 -179,8419

En las Tablas 4.1.4.2 y 4.1.4.3 se muestran los valores de los angulos de
enlace y angulos diedros que se obtuvieron con los cdculos computacionales
aplicados a la molécula neutra. Los valores que se exponen son los considerados
como mas importantes en la geometria de la molécula. Realizando una comparacion
de los datos geométricos obtenidos con los distintos funcionales, no se perciben
diferencias muy importantes.

Por otro lado realizando una comparacion entre |os datos geométricos que se
han determinado para esta molécula, con los que se obtuvieron para la molécula de
Cipermetrina'y Permetrina, de gran parecido estructural con la Fenotrina, se observa
gue tampoco hay diferencias muy importantes en las respectivas estructuras

optimizadas.

En la Tabla 4.1.4.4 se resumen los valores de |os parametros termoquimicos
gue se obtuvieron con los distintos funcional es empleados en la mol écula neutra de la
Fenotrina.
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Tabla 4.1.4.4: Comparacion de los parametros termoquimicos obtenidos con los distintos
niveles de teoriay e conjunto de base 6-31 G (d,p)

Parametro B3LYP B3PWO1 B98 B972
Energia (kcal/mol) -701417,5187 -7011534313 -701133,0875 -701172,8088
RMS 6,25E-06 2 73E-06 2 83E-06 1,31E-06
Momento Dipolar 4311 4,3864 4,411 4,3698
Energia Vibracional del Punto Zero 273,46632 274,03057 272,83511 275,58632
(kcal/moal)
Correccion del Punto Zero 0,435796 0,436696 0,43479 0439175
(Hartree/particul @)
Correccion térmica de la Energia 0,461659 8,46257 0,460773 0,464976
Correccién térmica de la Entalpia 0,462603 0,463515 0,461717 0,465921
Correccion térmica de la Energia 0,375136 0,376026 0,373915 0,377808
Libre de Gibbs
Suma de las Energlas dectronicay -1117,34412  -1116,92237  -1116,89186  -1116,95078
del Punto Zero
t%“ﬂmﬁ:ge |as Energlas electronicay -1117,31826  -1116,8965  -1116,86588  -1116,92497
t%“ﬂmﬁ:ge |as Entalpias electronicay -1117,31731  -1116,89555  -1116,86494  -1116,92403
Sumade la Energiaelectronicay -1117,40478  -1116,98304  -1116,95274  -1116,01214

Energialibre térmica

4.1.4.2 Formas | 6nicas: protonada, desprotonaday aducto con Na*

Se realiz6 también un estudio tedrico computacional de las formas iénicas de

la Fenotrina, cuya formacion se ha detectado en € espectrémetro de masas. El

estudio tedrico abarcod el andlisis computacional de los formas idnicas protonada
([M+H]"), desprotonada ((M’]") y € aducto del ién molecular con sodio ([M+Na] ™).

En e andlisis experimenta por espectrometria de masas del estandar de la

Fenotring, se identificaron los iones correspondientes a la razén m/z= 373, m/z=351

y, aungue con menor abundancia, a ion de m/z= 723. Estos iones corresponden a

aducto [M+Na]*, a i6n molecular protonado ([M+H]"), y a dimero molecular

formando un aducto con sodio [2M+Na] ", respectivamente.

En la Figura 4.1.4.2 se muestra la estructura optimizada de la forma ionica
protonada al nivel deteoriaB3LYPy el conjunto de bases 6-31G (d,p).
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Figura 4.1.4.2: Geometria optimizada de la forma ionica protonada [M+H]" de la Fenotrina,
al nivel deteoriaB3LY P/6-31G (d,p)

Tabla 4.1.4.5: Pardmetros geométricos optimizados paralaformasidnicas [M]" y [M+H]"
de la Fenotrina con nivel de teoria B3LY P/6-31G (d,p)

; MT* [M+H] ) M7 [M+H]"
Parametro - Parédmetro p
Longitud de Enlace (A) Angulo de enlace (grados)
r(038-C41) 1,3672 1,3669 <(C1-C2-C3) 124,4055 124,4004
r(038-C35) 1,3697 1,3695 <(Ce6-C2-C7) 119,8367 119,8426
r(C29-C28) 1,5138 1,5139 <(C2-C7-Cb6) 126,5726 126,5987
r(C28-H30) 1,0975 1,0972 <(C7-C6-C14) 123,1276 122,951
r(C28-H31) 1,0981 1,0982 <(C7-C6-C13) 120,2439 120,3573
r(C28-020) 1,4282 1,4286 <(C13-C16-C20) 118,1601 118,0963
r(020-C16) 1,3628 1,3625 <(C13-C16-021) 123,8401 123,8271
r(C16-021) 1,2082 1,2085 <(020-C16-021) 117,9994 118,0766
r(C16-C13) 1,4987 1,4985 <(020-C28-C29) 108,7337 108,6772
r(C13-C14) 1,5147 1,5143 <(C35-038-C41) 124,0531 124,077
r(C13-C8) 1,5512 1,5488 Parametro Angulo Diedro (grados)
r(C8-C14) 1,5478 1,5502 D(C35-C38-C41-C44) -152,9591 -153,4323
r(C14-C18) 1,5195 1,5197 D(020-C28-C29-C33) 1,3417 -2,8326
r(C14-C17) 1,5191 1,5189 D(C16-020-C28-C29) 168,7913 171,4043
r(C8-C7) 1,4531 1,453 D(021-C16-020-C28) -172,8603 -173,7573
r(C7-C2) 1,3726 1,3726 D(C13-C16-020-C28) 7,3417 6,3198
r(C2-Ci) 1,4985 1,4985 D(C16-C13-C14-C17) 146,6216 146,2234
r(C2-C6) 1,4998 1,4997 D(C16-C13-C14-C18) 1,3862 0,799
r(H+ - 021) 2,8803 D(C16-C13-C8-C7) -133,5768 -134,0556
D(C1-C2-C7-C8) 0,0736 0,1119
D(C6-C2-C7-C8) -179,9893 -179,9645
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En la Tabla 4.1.4.5 se muestran los parametros geomeétricos optimizados de
las formas i0nicas protonada y desprotonada. Experimentamente, por las
condiciones de ionizacion, no se observa la formacion del i6n molecular
desprotonado, y el estudio tedrico de este i6n se realizd con fines de comparacion. En
cambio, la forma iénica protonada se forma a bagas energias de IE y con una
intensidad bastante interesante en todas las condiciones de ensayo, como se vera mas
adelante en la seccidn 4.2.4. Los resultados de los datos geométricos contrastados en
esta tabla, no presentan diferencias muy importantes.

En cuanto a la estructura optimizada del ion [M+H]", la interaccion del
protén H* y la molécula de Fenotrina, se supone nuevamente que se da en la region
del enlace éster, especificamente entre el H y el O carbonilico (O21), registrandose
una distancia de 2,8803 A.

Otro aducto importante, cuya formacion se da en e andisis por
espectrometria de masas de la Fenotrina, en las condiciones de ionizacion utilizadas,
es el aducto de la molécula con un ién sodio, que es detectado en € espectro a un
valor de m/z=373. El ion [M+Na] " se presenta con un pico méaximo en su abundancia
con energias de |E intermedias (150 — 170 eV), y con MeOH como componente de la

fase movil, se presenta con la mayor intensidad con respecto a otros iones.

La estructura optimizada de este ién, con un nivel deteoriade B3LYP /6-31G
(d,p) sepresentaen laFigura4.1.4.3.

Figura4.1.4.3: Estructura optimizada de [M+Na]" al nivel deteoriaB3LY P/6-31G (d,p)
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Tabla 4.1.4.6. Pardmetros geométricos optimizados para el aducto [M+Na]” con nivel de
teoria B3LY P/6-31G (d,p)

Parametro Longitud de enlace (A) Parametro Angulo de enlace (grados)
r(O38-C41) 1,3775 <(C1-C2-C3) 125,2312
r(O38-C35) 1,3575 <(C6-C2-C7) 120,2539
1(C29-C28) 1,4746 <(C2-C7-C8) 126,5286
1(C28-H30) 1,0957 <(C7-C6-C14) 124,6843
r(C28-H31) 1,0914 <(C7-C6-C13) 119,0403
1(C28-020) 1,5053 <(C13-C16-C20) 118,5479
r(020-C16) 1,3704 <(C13-C16-021) 126,7914
r(C16-021) 1,2344 <(020-C16-021) 114,6221
r(C16-C13) 1,4552 <(020-C28-C29) 105,8497
r(C13-C14) 1,5533 <(C35-038-C41) 121,5925
r(C13-C8) 1,5673 Parametro Angulo Diedro (grados)
r(C8-C14) 1,4947 D(C35-C38-C41-C44) -151,7928
r(C14-C18) 15211 D(020-C28-C29-C33) 110,0221
1(C14-C17) 1,5195 D(C16-020-C28-C29) 140,2329
r(C8-C7) 1,4788 D(021-C16-020-C28) -145,1554
r(C7-C2) 1,3459 D(C13-C16-020-C28) 36,9505
r(C2-Cl) 1,5073 D(C16-C13-C14-C17) 143,8
r(C2-C6) 1,5082 D(C16-C13-C14-C18) 4,4975
r(Na-021) 2,3088 D(C16-C13-C8-C7) -130,3002
r(Na-C16) 2,7111 D(C1-C2-C7-C8) -0,9299
r(Na-020) 2,2967 D(C6-C2-C7-C8) 178,5644

En la Tabla 4.1.4.6 se presentan los datos de los parametros geomeétricos
optimizados de |a estructura optimizada del ion [M+Na]”. Lainteraccion del ion Na*
con la molécula de Fenotring, se da en la region de la formacién del enlace éster,
tanto con é oxigeno carbonilico (021) como con € oxigeno del enlace éster (020).

En la Tabla 4.1.4.7 se presentan los datos termoquimicos obtenidos para las
distintas formas i6nicas de la Fenotrina, estudiadas computacionalmente: [M]",
[M+H]" y [M+Na]".
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Tabla 4.1.4.7: Parametros termoguimicos obtenidos con € nivel de teoria B3LYP / 6-31 G
(d,p) para cada una de las formas ionicas de la Fenotrina: [M"]", [M+H] "y [M+Na]"

Parémetro MT* [M+H]* [M+Na]*
Energia (kcal/mol) -701254,5168 -701568,8238 -803103,9836
RMS 2,00E-06 2,12E-06 2,63E-06
Momento Dipolar 3,8674 3,9913 5,1143
Energia Vibracional del Punto Zero 27253357 27272204 27060833
(kcal/moal)
Correccion del Punto Zero 0,43431 0,434611 0,431385
(Hartree/particul @)
Correccion térmica de la Energia 0,460483 0,46322 0,459897
Correccion térmica de la Ental pia 0,461427 0,464165 0,460842
g?tr)gzcm On térmicade la Energia Libre de 0,372337 0,367749 0,367689
Suma de las Energias electronicayy del -1117,08585 -1117,58643 -1279,39623
Punto Zero
Suma de las Energias electrénicay térmica -1117,05967 -1117,55782 -1279,36772
Sumade las Entalpias electrénicay térmica  -1117,05873 -1117,55688 -1279,36677
sumadelaEnergiadlectronicay Bnergia 1147 14785 171765329 11279,45092
libre térmica

4.1.4.3 Fragmentos de la Fenotrina

El principal fragmento detectado durante el proceso de ionizacién en €
espectrometro de masas es €l correspondiente a valor de m/z=183 en € espectro. La
formacion de este fragmento tiene un maximo de intensidad con la aplicacion de una
energia de |E de 150 eV. El fragmento [183]" corresponderia al mismo fragmento
detectado para la molécula de Permetrina, ya que € residuo de alcohol en ambas
moléculas es idéntica, y este fragmento idnico resultaria de la liberacion del resto
fenoxibencil, gue por un mecanismo de re arreglo propuesto por Fleet et al. (1993),

dalugar alaformacién del ion tipo fenoxi tropilio.

La estructura optimizada de este i6n, con € nivel de teoria B3LY P/6-31G
(d,p), se muestra en la Figura 4.1.4.4. Los datos geométricos optimizados y los
parametros termoquimicos obtenidos con este nivel de teoria se muestran en la Tabla
4148
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Figura 4.1.4.4: Estructura optimizada del fragmento [183]" (i6n fenoxi tropilio) a nivel de
teoriaB3LY P/6-31G (d,p)

Tabla 4.1.4.8: Parametros geométrico y termoguimicos obtenidos con €l nivel de teoria
B3LYP/6-31G (d,p) parad fragmento [183]"

Parametro Longitud de Enlace (A) Parametro
r(C2-C4) 1,3655 Energia (kcal/moal) -362001,4785
r(C4=C6) 1,4665 RMS 4,21E-06
r(Ce-C11) 1,3656 Momento Dipolar 2,2889
Energia Vibracional del Punto
r(C11-C10) 1,4309 Zero (kcal/mol) 124,54395
Correccion del Punto Zero
r(C10-C5) 1,4025 (Hartree/particula) 0,198473
r(C5-C3) 1,4211 CorrecciontérmicadelaEnergia  0,209375
r(C3-C2) 1,4238 Correccion térmicade laEntalpia  0,210319
Correccion térmicade laEnergia
r(C5-09) 1,3674 Libre de Gibbs 0,160267
Suma de las Energias electronica
r(09-C13) 1,347 y del Punto Zero -576,687578
. Angulo de enlace Suma de las Energias electronica
Parametro (grados) y térmica -576,676678
<(C13-09-C5) 138,8318 Suma de |as Entalpias dlectronica g 67573
y térmica
<(C2-C3-C5) 127,8338 SumadelaEnergladedtronicay gz 755795

Energialibre térmica
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415 Alletrina
4.1.5.1 Geometria Optimizada de la molécula neutra

Se redizd un estudio tedrico computacional de la molécula de Alletring,
primer piretroide sintético introducido comerciamente de forma exitosa (1949),
resultante de la esterificacion del acido crisantémico con la alletrona (2-ciclopenten-
1-ona-2-alil-4-hidroxi-3-metil). El estudio computaciona abarco la forma neutra de
la molécula, como también las posibles formas iénicas que pudieran resultar del

proceso de ionizacion en e espectrometro de masas.

La estructura neutra de la Alletrina fue estudiada con los funcional es hibridos
B3LYP, B3PW91, B98 y B97-2, todos con & conjunto de bases 6-31G (d,p). La
estructura optimizada la Alletrina con € nivel de teoria B3LYP 6-31G (d,p) se
muestra en la Figura 4.1.5.1, en la misma también se especifica e orden de los

aomos a los que se hace referencia posteriormente en las tablas de resultados.

Figura4.1.5.1: Geometria optimizada de la Alletrinaal nivel de teoriaB3LY P/6-31G (d,p)
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Tabla4.1.5.1: Comparacién de | as longitudes de enlace obtenidas con los distintos niveles de
teoriay €l conjunto de bases 6-31 G (d,p)

i B3LYP B3PW91 B98 B972
Parametro -
Longitud de Enlace (A)

r(01-C2) 1,2174 1,2156 1,2159 1,2137
r(C2-C3) 1,4832 1,4799 1,4874 1,4797
r(C3-C5) 1,3504 1,3498 1,3522 1,3489
r(C5-C6) 1,5216 15174 1,5254 15171
r(C4-C6) 1,5359 1,5300 1,5391 1,5292
r(C5-C7) 1,5084 1,5032 1,5115 1,5033
r(C7-C12) 1,5102 1,5053 15134 1,5054
r(C12=C17) 1,3328 1,3324 1,3351 1,3316
r(C5-C10) 1,4928 1,488 1,4962 1,4883
r(C6-0O11) 1,4418 1,4340 1,4375 1,4330
r(011-C16) 1,3683 1,3625 1,3652 1,3613
r(C16=022) 1,2122 1,2105 1,2113 1,2081
r(C16-C23) 1,4901 1,4868 1,4942 1,4882
r(C23-C26) 1,5368 1,5297 1,5436 1,5248
r(C23-C27) 1,5399 1,5345 1,5492 1,5311
r(C27-C30) 1,5196 1,5145 1,5226 1,5147
r(C27-C31) 1,5205 1,5154 1,5234 1,5155
r(C26-C27) 1,5110 1,5073 1,5179 1,5063
r(C26-C29) 1,4812 1,4769 1,4841 1,4775
r(C29=C33) 1,3442 1,3437 1,3464 1,3430
r(C33-C41) 1,5094 1,5048 1,5128 1,5048
r(C33-C42) 1,5081 1,5033 1,5113 1,5042
r(C2-C4) 1,5316 1,5260 1,5354 1,5253

En laTabla4.1.5.1 se presentan los valores de longitudes de enlace que han
sido obtenidos con los cuatro funcionales tedricos empleados en e estudio
computacional de la molécula neutra. Una répida apreciacion de estos valores,
permite determinar que no se presentan diferencias muy importantes segun €
funcional que ha sido empleado. No se disponen de datos experimentales de la

geometria de esta molécula para realizar |as respectivas comparaciones.

En las Tablas 4.1.5.2 y 4.1.5.3 se muestran |os demés datos de la geometria
de la molécula, referidos a los angulos de enlace y angulos diedros. Estos valores,
incluyendo los de longitudes de enlace, son los que han sido considerados como mas

relevantes para ser entresacados de |os cél cul os tedricos hechos.
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Tabla 4.1.5.2: Comparacion de los angulos de enlace obtenidos con los distintos niveles de
teoriay €l conjunto de bases 6-31 G (d,p)

Par Ametro B3LYP E')3P\N91 B98 B972
Angulo de enlace (grados)
<(C6-011-C16) 123,0451 122,6627 122,6607 122,8654
<(011-C16-022) 117,3487 117,4532 117,5336 117,4862
<(011-C16-C23) 118,6268 118,5494 118,4653 118,4352
<(C26-C29-C33) 127,1072 127,0718 126,9971 127,1528
<(C29-C33-C41) 120,5201 120,5148 120,5339 120,5018
<(C29-C33-C42) 124,9729 124,9241 125,0001 125,0129
<(C42-C33-C41) 114,507 114,5611 114,466 114,4854
<(C3-C7-C12) 113,3526 113,4137 113,1564 113,0644
<(C7-C12-C17) 124,9099 124,8984 124,795 124,9473

Tabla 4.1.5.3: Comparacién de los angulos diedros obtenidos con los distintos niveles de
teoriay €l conjunto de bases 6-31 G (d,p)

B3LYP B3PWI1 B98 B972
Parémetro
Angulo Diedro (grados)
D(C3-C7-C12-C17) 126,5996 127,6439 126,2477 126,4087
D(C6-011-C16-022) 170,5196 170,3105 169,1399 168,6949
D(C16-C23-C27-C30) -2,1182 -2,042 -2,0208 -1,5672
D(C16-C23-C27-C31) -143,7229 -143,9039 -143,6432 -143,3973
D(C16-C23-C26-C29) 133,3626 133,5475 133,8135 133,439
D(C23-C26-C29-C33) -143,5915 -143,5407 -143,6233 -144,8572
D(C26-C29-C23-C41) 179,848 179,9004 179,8533 1.797.326
D(C26-C29-C33-C42) -0,2801 -0,1988 -0,2041 -0,2502

En laregién del acido crisantémico los vaores obtenidos en la geometria de
esta molécula son bastante similares a los que se obtuvieron para los demas
piretroides ya descriptos, que tienen en comun esta parte de la estructura, como la
Fenotrinay la Tetrametrina. Inclusive en la zona de la molécula correspondiente a la
union éster los pardmetros obtenidos son bastante similares.

En la Tabla 4.1.5.4 se muestran los datos de |os parametros termoquimicos
gue han sido obtenidos de los calculos con los cuatro funcionales para la molécula

neutrade la Alletrina.
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Tabla 4.1.5.4: Comparacion de los parametros termoquimicos obtenidos con los distintos
niveles de teoriay e conjunto de bases 6-31 G (d,p)

Paréametro B3LYP B3PWI1 B98 B972
Energia (kcal/mol) -605756,8336  -605531,7598  -605513,2545  -605545,8555
RMS 2 33E-06 2 17E-06 2 11E-06 1,90E-06
Momento Dipolar 3,4339 3,443 3,4725 3,5048
Energia Vibraciondl del Punto 25688675  257.33513 256,35491 258 93456
Zero (kcal/maol)
Correccion del Punto Zero 0,409375 0,41009 0,408528 0,412638
(Hartree/particul @)
Correccion térmicadela 0,434298 0,435033 0,433556 0,437474
Energia
Correccion temicade la 0,435242 0,435978 0,4345 0,438419
Entalpia
Correccion térmicadela
Energia Libro dé Gibbs 0,351249 0,351721 0,349988 0,354736
Suma de las Energias -064,925546  -964,566153  -964,538226  -964,586068
electrénicay del Punto Zero
Suma de las Energias -064,000623  -96454121  -964513197  -964,561232
electrénicay térmica
Suma de las Entalpias _064,800679  -064540265  -964512253  -964,560288
electrénicay térmica
SumadelaEnergiaelectronica g0/ ggas7s  gg4624522  -064,506765  -964,64397

y Energialibre térmica

4.1.5.2 Formas | 6nicas protonada y desprotonada

Se redliz6 también el estudio tedrico computacional de las formas ionicas de

la Alletrina, que podrian presentarse en e proceso de ionizacion del espectrémetro de

masas.

Experimental mente se observé que e i6n protonado de la Alletrina ((M+H]")

se forma a bagas energias de impacto electronico y corresponde a un vaor de

m/z=303 en €l espectro de masas obtenido. El ion radica ([M']") no se forma por las

condiciones de ionizacion utilizadas en este estudio, que han sido discutidas

anteriormente. De igual manera, a efectos de comparacion se realizd € céculo

tedrico de las dos estructuras idnicas (M+H]" y [M']") con un nivel de teoria B3LY P/

6-31G (d,p). La estructura optimizada del ion protonado se muestra en la Figura

4.1.5.2.
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Figura 4.1.5.2: Geometria optimizada de laformaionica protonada [M+H]" dela Alletrina al
nivel deteoriaB3LYP/6-31G (d,p)

Tabla 4.1.5.5: Parametros geométricos optimizados para la formas ionicas [M']" y [M+H]"
delaAlletrinaa nivel deteoria B3LY P/6-31G (d,p)

; MT* [M+H]" ; MT* [M+H]
Parametro - Parametro p;
Longitud de Enlace (A°) Angulo de enlace °(grados)

r(01-C2) 1,2123 1,2123 <(C6-011-C16) 124,6383 124,7034
r(C2-C3) 1,4854 1,485 <(011-C16-022) 120,8901 120,8899
r(C3-C5) 1,351 1,3511 <(011-C16-C23) 118,4174 118,4303
r(C5-C6) 1,5191 1,5192 <(C26-C29-C33) 125,2883 125,3059
r(C4-Co6) 1,5312 1,531 <(C29-C33-C41) 119,4506 119,4198
r(C5-C7) 1,5081 1,5081 <(C29-C33-C42) 123,9579 123,9776
r(C7-C12) 1,5115 1,5115 <(C42-C33-C41) 116,5777 116,5889
r(C12=C17) 1,3327 1,3327 <(C3-C7-C12) 113,7752 113,7318
r(C5-C10) 1,4937 1,4936 <(C7-C12-C17) 124,5979 124,5931
r(C6-011) 1,467 1,4671 Parametro Angulo Diedro (grados)
r(O11-C16) 1,3336 1,3331 D(C3-C7-C12-C17) 126,9748 126,8330
r(C16=022) 1,2092 1,2095 D(C6-011-C16-022) 175,7571 175,3562
r(C16-C23) 1,5369 1,5367 D(C16-C23-C27-C30) 14,8866 14,9500
r(C23-C26) 1,5159 1,5159 D(C16-C23-C27-C31) -149,1676 149,1404
r(C23-C27) 1,484 1,484 D(C16-C23-C26-C29) 144,9206 144,6694
r(C27-C30) 1,501 1,501 D(C23-C26-C29-C33) -168,3647 -168,3085
r(C27-C31) 1,5034 1,5033 D(C26-C29-C23-C41) 176,7325 176,6270
r(C26-C27) 1,8171 1,8172 D(C26-C29-C33-C42) -1,8717 -1,9744
r(C26-C29) 1,4063 1,4063
r(C29=C33) 1,3958 1,3957
r(C33-C41) 1,4934 1,4935
r(C33-C42) 1,4938 1,4937
r(C2-C4) 1,5385 1,5386
r(H+ - 022) 3,073
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Como se muestra en la estructura del ion protonado, se supone la interaccion
del H* con & Oxigeno carbonilico (022), en donde se establece una distancia entre
estos &omos de 3,073 A.

En la Tabla 4.1.5.5 estan contrastados |os valores de los datos geométricos
(longitudes de enlace, angulos de enlace y angulos diedros) de las estructuras

optimizadas de las formas iénicas [M’]" y [M+H]".
4.1.5.3 Formacion de Aductos

Se rediz6 @ estudio tedrico computacional de posibles aductos de la
Alletrina, que podrian formarse con las condiciones de ionizacion utilizadas
experimentalmente. El estudio abarcd a los iones formados por la interaccion de la
molécula de la Alletrina con € i6n sodio ((M+Na]™) y € ién amonio ([M+NH4]").
Experimentalmente, sin embargo se observo solo la formacion del aducto con sodio,

no asi el de amonio.

La formacion del ion [M+Na]* se observo de manera bastante importante en
cuanto a abundancia con respecto alos otros iones detectados en €l espectrémetro de
masas, de hecho, con la utilizacion de MeOH en lafase movil, constituyé € principal
ion en intensidad ionica, presentandose a un valor de m/z=325. El pico maximo de
abundancia de este ion se observo con la aplicacion de una energia de IE de entre
130y 150 eV.

EnlasFiguras 4.1.5.3 y 4.1.5.4 se muestran las estructuras optimizadas de los
aductos[M+Na] "y [M+NH,]".

Figura4.1.5.3: Estructura optimizada de [M+Na]" a nivel deteoria B3LY P/6-31G (d,p)
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Figura4.1.5.4: Estructura optimizada de [M+NH,]" al nivel deteoriaB3LY P/6-31G (d,p)

Tabla 4.1.5.6: Parametros geométricos optimizados de |os aductos formados con la Alletrina
al nivel deteoriaB3LY P/6-31G (d,p)

; [M+Na]®  [M+NH,]" , [M+Na]"  [M+NH,"
Parametro - Parametro p
Longitud de Enlace (A) Angulo de enlace (grados)

r(01-C2) 1,2882 1,2936 <(C6-011-C16) 122,0562 124,4089
r(C2-C3) 1,4044 1,4004 <(011-C16-022) 115,2931 115,3977
r(C3-C5) 1,4146 1,41 <(011-C16-C23) 117,8692 120,6861
r(C5-C6) 1,4991 1,4923 <(C26-C29-C33) -126,4136 126,5321
r(C4-C6) 1,5333 1,534 <(C29-C33-C41) 120,1739 120,2906
r(C5-C7) 1,5147 1,5122 <(C29-C33-C42) 125,1775 125,2232
r(C7-C12) 1,5152 1,5131 <(C42-C33-C41) 114,6463 114,4837
r(C12=C17) 1,3417 1,3386 <(C3-C7-C12) 109,9952 110,8117
r(C5-C10) 1,497 1,4945 <(C7-C12-C17) 125,1769 125,0942
r(C6-011) 1,504 1,5061 Parédmetro Angulo Diedro (grados)
r(011-C16) 1,3764 1,3414 D(C3-C7-C12-C17) 105,7692 109,917
r(C16=022) 1,2328 1,2485 D(C6-011-C16-022) 129,3453 145,7255
r(C16-C23) 1,4556 1,457 D(C16-C23-C27-C30) -5,2953 -4,066
r(C23-C26) 1,5751 1,5659 D(C16-C23-C27-C31) -144,7979 -143,5579
r(C23-C27) 1,5488 1,5526 D(C16-C23-C26-C29) 129,1492 129,8312
r(C27-C30) 1,5197 1,5193 D(C23-C26-C29-C33) -133,3465 -136,4987
r(C27-C31) 1,5216 1,5211 D(C26-C29-C23-C41) -178,3975 -178,8224
r(C26-C27) 1,4955 1,4962 D(C26-C29-C33-C42) 1,0183 -0,577
r(C26-C29) 1,4756 1,4791
r(C29=C33) 1,3491 1,3458
r(C33-C41) 1,507 1,5082
r(C33-C42) 1,5062 1,5073
r(C2-C4) 1,5404 1,5382
r(Na-022) 2,3047
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Tabla 4.1.5.7: Longitudes de enlace del aducto [M+NH,]" a nivel de teoria B3LYP/6-31G

(d,p)

[M+NH,]* Longitud de Enlace (A) [M+NH,]* Longit“‘g/ge Enlace
f(N-H1) 1,021 ((H1-C12) 3,8407
f(N-H2) 1,0212 r(N1-011) 3,0644
f(N-H3) 1,0317 F(N1-H21) 3,7446
r(N-H4) 11186 (H2-C5) 3,5453
((H1-C2) 4,168 ((H3-C10) 3,9836
((H1-C3) 4,2252 ((H3-011) 3,1497
f(H1-C5) 4,4234 ((H3-C12) 26675
((H1-C6) 4,2775 ((H4-011) 23048
((H1-011) 3,1456 ((H4-022) 14722

Tabla 4.1.5.8: Parametros termoguimicos obtenidos con € nivel de teoria B3LYP / 6-31 G
(d,p) para cada unade las formasidnicas dela Alletrina.

Parametro MT* [M-+H]" [M+Na]* [M+NH,]*
Energia (kcal/mol) -605584,0462  -605899,1547  -707452,2587  -641440,2172
RMS 2 43E-06 4,10E-06 3,24E-06 5,22E-06
Momento Dipolar 15,1391 15,2084 3,883 6,0038
Energia Vibracional del Punto 255,43979 255,76053 254,85758 286,11948
Zero (kcal/mol)
Correccion del Punto Zero
(Hartrosparticuls) 0,407069 0,407580 0,406141 0,45596
Correccion térmica de la Energia 0,432751 0,435610 0,433329 0,484256
Correccién térmica de la Entalpia 0,433695 0,436555 0,434273 0,4852
Correccion térmica de la Energia 0347717 0.344046 0.345968 0.393939
Libre de Gibbs ! ’ ! ’
Sumade lasEnergiaselectronicay oo 6eag35 965154144 112699069 -1021,74405
del Punto Zero
gmge lasEnergiaselectrionicay oo/ 670051 95126114 -11269635  -102171576
%Q?n?gas Entalpiaselectronica  gq4 607307 965125169 -1126,96256  -1021,17148
SumadelaEnergiadlectronicay oo 713084 065217678 -1127,05085  -1021,80607

Energialibre térmica

En las Tablas 4.15.6 y 4.1.5.7 se resumen los datos de la estructura

geométrica optimizada de los dos aductos considerados en el estudio computacional.

Para el aducto [M+Na]™ puede verse una interaccion entre e ion Na' y e oxigeno

carbonilico (022) através de una distancia de enlace de 2,3047 A.
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Se podria suponer gue esta interaccion es bastante fuerte por ladistanciaala
gue tiene lugar, lo que da una idea de la estabilidad de este i6n en las condiciones

experimentales.

En los estudios por espectrometria de masas, también se ha observado la
formacion de manera importante del dimero aducto con Na* [2M+Na]*, sobre todo
con la utilizacion de MeOH con fase movil, con e correspondiente valor de m/z=
627.

En laTabla 4.1.5.8 se resumen |os datos de |os parametros termoquimicos de

todas las formas ionicas de la Alletrina que han sido descriptas.
4.1.5.4 Fragmentosdela Alletrina

Los fragmentos més importantes de la Alletrina, cuya formacion se dio en el
estudio experimental correspondieron los iones [169]" y [123]". Estos fragmentos
probablemente corresponderian a formas idnicas de laregién del acido crisantémico,
lo que difiere del resto de las moléculas que han sido tratadas en este estudio, en
donde se vio que los fragmentos iénicos principales detectados en e espectrometro
de masas correspondian al residuo del alcohol correspondiente.

El fragmento [169]" corresponderia a una forma protonada del acido
crisantémico, mientras que el fragmento [123]", seria el resultado de laliberacion del
residuo carboxilato del i6n anterior. Aln no se disponen de datos de la estructura
optimizada calculada, para estos iones.

4.2 Estudio experimental por espectrometria de masas de las estructuras de los
piretroides consider ados

En la bibliografia existen numerosos trabgjos que hacen mencién de la
espectrometria de masas como método analitico para la determinacion de
compuestos organicos en € medio ambiente, y en particular a plaguicidas, en
distintos tipos de matrices, como ser agua, suelos y sedimentos. Entre estas
metodol ogias se hace especia referencia alos métodos LC/MS, particularmente a la
utilizacion de las fuentes deionizacion ESI y APCI, y GC/MS. (Richardson, 2000).
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En este trabajo se realizO un estudio experimental por espectrometria de
masas de las seis estructuras de los piretroides que han sido consideradas, cada una
por separado en principio, y con la metodologia de barrido a distintas energias de
impacto y con modos de deteccién positivo, para luego finalmente lograr una
metodol ogia ion selectiva que permita la determinacion simultanea de una mezcla de
estos compuestos, en muestras ambientales, como pueden ser agua, suelos o

sedimentos.

Durante € estudio se fueron variando condiciones experimentales analiticas,
lo que permitié obtener una metodologia optimizada para €l andlisis cuantitativo de

matrices ambienta es.

Las condiciones experimentales que se variaron fueron las fuentes de
ionizacion utilizadas como interfases entre e cromatdgrafo liquido y €
espectrometro de masas, los solventes utilizados como fase movil para la corrida
cromatogréfica, latemperatura del sistema LC/M S durante €l proceso deionizacion y

las energias de impacto electrénico en la cdmara de ionizacion.

A continuacion se presentan los resultados obtenidos para cada una de las

estructuras estudiadas, seguin |as variaciones experimentales que se realizaron.
4.2.1 Cipermetrina

Realizando las determinaciones con € estandar de Cipermetrina en solucién
metandlica, todos los espectros resultantes, obtenidos utilizando ya sea con MeOH o
ACN como solvente de la fase movil cromatogréfica, dieron al ion 448 [M+H+32]"
como predominante utilizando los valores mas baos de energia de impacto
electronico. Este ion predomina como pico base hasta aproximadamente 150 eV de
energia de impacto como se ve en € cromatogramay espectro de masas de la Figura
4211y en la Figura 4.2.1.5 (a y b), esta dltima mostrando la relacion de la
abundancia en que se presentan |os iones mayoritarios segun la energia de impacto

electronico aplicado en la fuente de ionizacion.

A partir de 150 eV de energia se hace importante como pico base €

fragmento i6nico 240, que posiblemente corresponde a fragmento de PM 208 unido
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como aducto a una molécula del solvente metanol. Este fragmento ionico permanece
como pico base hasta aproximadamente 250 eV de energia de impacto. Utilizando
valores mayores de energia de impacto electronico no se observa predominancia de
algun ion en particular por € proceso de fragmentacién de lamolécula, 1o que resulta
en la presencia de una gran cantidad de iones de dificil asociacion con alguna especie

guimica particular.

Utilizando ACN como fase mévil de la cromatografia e Unico ion secundario
que se forma es el correspondiente al aducto 448 [M+H+32]", a energias de impacto
inferiores a 150 eV. En presenciade MeOH (Figura 4.2.1.3) como solvente de la fase
movil también se generan aductos con los cationes Na* y NH;" de m/z=438 y
m/z=433 respectivamente. Estos aductos son minoritarios y tienen lugar a energias
de impacto inferioresa 150 eV.

La influencia del solvente utilizado en la fase movil, sobre la abundancia de
los iones considerados en el espectro de masas arroj6 que para todos los casos
experimentales, en presencia de ACN la abundancia de los iones fue mayor que en
presencia de MeOH.

Con respecto a la influencia de la temperatura del gas de secado en la
abundanciaionica, no se obtuvieron diferencias significativas, resultando que tanto a

300 0 350°C se obtuvo la misma poblacion y abundanciaionica (Figura4.2.1.6).

En ausencia de MeOH (Figura 4.2.1.2 y 6.2.1.4), tanto como solucion
diluyente del estandar de Cipermetrinay como componente de la fase movil de la
corrida cromatografica, 10s iones que se presentan como pico base a bagjas energias
de impacto corresponden a los aductos [M+NH,]* en principio y luego al ion
[M+Na]".

El fragmento idnico que aparece con mayor importancia a aumentar la
energia de impacto electrénico corresponde al ion [181]", resultante de la pérdida del
residuo acido de la molécula para dar finalmente € ion tipo tropilio benzofurano,
segun €l mecanismo de fragmentacion propuesto por (Fleet et al., 1993). A energias

de impacto electronico superiores a 190 eV, se produce una fragmentacioén masiva de
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la molécula del piretroide resultando en iones de distintos valores de m/z de dificil

asignacion.

La temperatura del gas de secado no tiene una influencia muy marcada en la
abundancia de las especies ionicas consideradas. Sin embargo se puede observar en
las comparaciones hechas que los fragmentos iGnicos aumentan ligeramente en
abundancia a 350°C, mientras que los aductos no muestran una tendencia clara. Asi
el aducto [M+NH,]* se presenta con mayor abundancia a 350°C, mientras que €
correspondiente aducto con Na, [M+Na]® se presenta con mayor abundancia a
300°C.

Con la fuente de ionizacién APCI, con € agregado de un dopante, acetato de
amonio son detectables principalmente los fragmentos idnicos [213]" y [389]", ©
aducto del ion molecular y e cation NH,", [415+18]". Sin e agregado del NH," al
medio, para la separacion cromatogréfica, se hace muy dificil la obtencion de algun

iOn caracteristico.
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Abundancia de iones
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a) Dependencia de la abundancia iénica con el
solvente de la fase movil. T° 350°C .
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422 Permetrina

Con € estandar de Permetrina, en todas las condiciones experimentales
predomina el fragmento idénico [183]", correspondiente al ion fenoxi tropilium, segln
el mecanismo propuesto por (Fleet et a., 1993). Esto es observado en los espectros
mostrados en las Figuras 4.2.2.1y 4.2.2.2.

A bagjas energias de impacto electronico también se presentan en e espectro
los iones secundarios, aductos del ion molecular con los cationes Na™ y NH,", pero
en mucha menor proporcion que € fragmento iénico. Utilizando metanol como
constituyente de la fase movil, a muy bajas energias de impacto, también llegan a
detector de espectrometro de masas, € aducto [2M+Na]® pero en muy pequefias
cantidades respecto a los otros iones. Variando la temperatura, no es muy notable la
diferencia en las abundancias de los iones tanto utilizando metanol o ACN, sin
embargo hay una tendencia de mayor abundancia a 300°C para todos |os iones, como

verseen laFigura4.2.2.5 (cy d).

Con respecto €l solvente utilizado, en presencia de MeOH la abundancia es
mayor paralosiones[183]" y [M+Na]", y sobre todo para este Ultimo la diferencia es
significativa, con lo que se observa utilizando como fase movil ACN, tanto a 300°C
como a 350°C (Figura 4.2.2.5 a 'y b). Eliminando la presencia de MeOH (Figuras
4.2.2.3y 4.2.2.4), tanto como diluyente del estéandar y como componente de la fase
movil, se observa que & i6n [M+Na]® se presenta en mayor abundancia. Esta
comparacion se reaizdé a 300°C y utilizando ACN como componente de la fase

movil dela cromatografia.

Utilizando la fuente de ionizacién APCI, no se observO préacticamente la
formacion de iones secundarios. Realizando € estudio en modo positivo con una
programacion de SCAN, los iones predominantes son los fragmentos [319] " y [355] 7,
gue resultan de la escision de la molécula, de los dos y de uno solo de los aomos de
Cloro, respectivamente. La respuesta especifica (relacion é&ea del pico de
cromatograma / concentracion del analito) fue inferior a observado con la fuente de

ionizacion ESI.
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a) Comparacion de la abundancia de iones en presencia de los solventes

MeOH y ACN como componentes de la fase movil. T°: 300°C
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fase movil utilizaday latemperaturadel sistema.
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423 Tetrametrina

La caracterizacion espectrométrica de la Tetrametrina en modo scan, bgjo las
diferentes condiciones experimentales resulta en la deteccion principamente de
cuatro iones caracteristicos (Figuras 4.2.3.1 y 4.2.3.3). A bgas energias de impacto
glectrénico se registran principamente los iones [M+H]T y [2M+Na]".
Posteriormente, al ir aumentando la energia de impacto el ectronico, también se hacen
importantes el i6n aducto [M+Na]” y e fragmento idnico [164]".

En todos los casos se observa una marcada predominancia en la abundancia
del i6n de relacion m/z=354 correspondiente al aducto del i6n molecular con Na
[M+Na]*, con relacion a los demés iones. También a muy bajas energias de impacto
electronico y a 300°C, puede detectarse el i6n [349]" correspondiente a [M+NH,4]".
Este i0n es précticamente insignificante a 350°C, utilizando tanto MeOH como ACN,

como componentes de la fase movil.

Para todos los iones, la abundancia observada es mayor en presencia de
MeOH, que utilizando ACN en lafase mévil (Figura4.2.3.5 ay b). Estadiferenciaes
particularmente importante para los iones formados con Na, tanto para e i6n
[2M+Na]* como € [M+Na]", alas dos temperaturas de estudio (300 y 350°C).

En cuanto a la influencia de la temperatura (Figura 4.2.35 c y d), en la
abundancia de los iones, no se observa demasiada diferencia, sobre todo en presencia
de ACN en lafase movil. Con MeOH, la diferencia se acentla para los iones de Na,
[M+Na]* y [2M+Na]*, correspondiendo ala mayor temperatura, 350°C, |os mayores
valores de abundancia de iones.

Se redlizé ademés un estudio comparativo en presencia y ausencia de MeOH
como solvente en la preparacion del estandar, observandose que en ausencia de
MeOH los iones [M+Na]" y [2M+Na]" incrementan sus abundancias absolutas de
manera significativa. Paralosiones [M+H]"y € fragmento [164]", |as diferencias no
son significativas (Figuras 4.2.3.2y 4.2.3.4).

El ion fragmento [164] " es e més importante en términos de abundancia con

respecto alos iones hijo, y corresponde a carbocation resultante de la separacion de
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la molécula del acido, degando la carga positiva sobre € resto N-metil-1-
ciclohexeno-1,2-dicarboximida del alcohol. Las estructuras se muestran en la seccion

correspondiente al andlisis computacional.

Con la fuente de ionizacion APCI en modo positivo, los principales iones
detectados fueron el correspondiente al ion molecular protonado (m/z=331) y € ion
resultante de la perdida de una m/z=17, probablemente resultante de la perdida de

unamoléculade OH apartir de lamoléculaorigina padre (m/z=314).
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Figura4.2.3.1: Cromatogramay Eépectro de masas de la Tetrametrina, uEiIizando ACN enla
fase movil, con temperatura del gas de secado de 300°C y energia de impacto electronico:
150 eV
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Figura 4.2.3.2: Cr-omatog-rama y Espectro de masas de la Tetrametrina, en ausencia de
MeOH, utilizando ACN en la fase movil, con temperatura del gas de secado de 300°C y
energia de impacto electrénico: 130 V.
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424 Fenotrina

Se observa que en todas las condiciones experimentales estudiadas, tres son
los iones que se detectan de forma importante; el i6n molecular protonado [M+H],
el aducto del i6n molecular con & cation Na” [M+Na]" y & fragmento ionico [183]*
(Figuras4.2.4.1y 4.2.42). En presencia de MeOH como componente de la fase movil
de la cromatografia y a 300°C, también se detecta, pero en menor abundancia al
dimero del i6n molecular formando un aducto con Na’™ [2M+Na]*. A 350°C este ion

se muestra con muy baja abundancia.

Con MeOH como fase movil, abajas E impacto electronico, €l i6n molecular
protonado predomina en abundancia. Al ir aumentando la energia de ionizacién, los
iones correspondientes a aducto con Na' y a fragmento [183]", se hacen més
importantes en abundancia, pero en igual proporcion que e i6n [M+H]*. Con ACN
como componente de la fase mévil de la columna cromatogréfica, los iones [M+H]*
y [183]", son | os predominantes en abundancia con relacion a aducto con sodio. Con
90 eV de energia de impacto electrénico € i6n protonado es € més importante, y a

150 eV € fragmento iGnico es e masimportante.

Por lo tanto, haciendo una comparacion de la influencia del solvente en la
fase movil, existe una gran diferencia en la abundancia en que se presenta € ion
[M+Na]*; en presencia de MeOH este ion es mucho més importante de lo que se
observa en presencia de ACN, lo que también se observa para € ion [2M+Na]* a
300°C. En la abundancia de los otros iones, e [M+H]" y [183]", no se observa una
diferencia muy marcada por el solvente, siendo la tendencia de mayor abundancia
con MeOH, tanto a 300 como a350°C (Figura4.2.4.3 ay b).

Con respecto a la temperatura (Figura 4.2.4.3 c y d), practicamente no se
observan diferencias en la abundancia de ninguno de los iones considerados, excepto
para € caso del dimero aducto con Na™ [2M+Na]*, que a 300°C se observa con
mayor abundancia que a 350°C.

Con lafuente de ionizacion APCI, los iones que se detectan mayoritariamente

son coincidentes con los que se detectan con ESI positivo, excepto que no hay
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formacion del aducto [M+Na]*. Es decir corresponden a ion molecular protonado
[M+H]"y e fragmento [183]".
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425 Alletrina

Los iones detectados con mayor importancia en las condiciones
experimentales estudiadas son e ion molecular protonado [M+H]" (m/z=303), €
aducto con Na' [M+Na]* (m/z=325) y los fragmentos ionicos [169]" (m/z=169), y
[123]" (m/z=123). Segin las condiciones de temperatura y solvente en la fase movil,

|a abundancia de estos iones va variando.

Utilizando ACN como componente de la fase movil (Figura 4.2.5.1), se
observan con igua importancia en la abundancia, que de forma sucesiva con la
energia de impacto electronico, se presentan € ion [M+H]", [169]" y [M+Na]*. El
fragmento [123]" también es importante pero en menor medida en e mismo rango de
energia de impacto electronico en que se presenta el aducto [M+Na]™. A 350°C se
observa que € ion [M+H]" es ligeramente més abundante que los demés iones, a
bajas energias de impacto electrénico, y que e aducto [M+Na]® se presenta
ligeramente disminuido con respecto a ensayo a 300°C. Paralos fragmentos [169] "y
[123]", no se observan diferencias muy significativas en la abundancia en que se

presentan, alas temperaturas de ensayo.

Con MeOH como componente de la fase movil del sistema cromatogréafico
(Figura 4.2.5.2), ademés de los iones ya mencionados, también se observa la
formacion del dimero aducto con Na* [2M+Na]™ (m/z=627), siendo més importante
en abundancia a 300°C, mientras que a 350°C su abundancia es précticamente
insignificante. Este efecto de la temperatura también es observado para e i6n
[M+Na]*, que a 300°C predomina de forma muy importante en abundancia, con
respecto a los demas iones, disminuyendo notoriamente su abundancia a 350°C. Sin
embargo, los fragmentos idnicos considerados, [169]" y [123]7, y & i6n [M+H]"
aumentan ligeramente en abundancia a 350°C. El efecto de la temperatura sobre la

abundanciaionica puede observarseen laFigura4.2.5.5cy d.

Considerando la influencia de los dos solventes utilizados en la composicién
de lafase mdévil del sistema cromatogréfico (Figura4.2.5.3 ay b), se observa que en
presencia de MeOH la abundancia de todos los iones considerados se incrementa
notoriamente con respecto alo que se observa con ACN. Este efecto se observa tanto
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a 300 como a 350°C, siendo de particular importancia la gran diferencia observada
en la abundancia del ion [M+Na]*, que a 300°C en presencia de MeOH se

incrementa notabl emente con respecto a la abundancia observada con ACN.

Con la fuente APCI, € ion detectado con mayor abundancia es € [303],
aunque también se presentan algunos iones de fragmentacion, sus abundancias estan

muy por debajo del ion molecular protonado.
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a) ALLETRINA
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Figura4.2.5.3: Comparacion de larelacion de la abundancia de iones con la energia de impacto el ectronico, variando la composicion de lafase
movil utilizaday latemperaturadel sistema.
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4.2.6 LambdaCialotrina

El comportamiento ante e estudio por espectrometria de masas de la
molécula de Lambda Cialotrina es muy similar al observado parala Cipermetrina. Lo

cua es de esperarse debido ala similitud estructural de ambas moléculas.

Utilizando ACN como componente principal de la fase mévil del sistema
cromatogréfico (Figura 4.2.6.1), se observa la predominancia, en cuanto a
abundancia en |a poblacion de iones, de dos iones caracteristicos que corresponden a
larelacion m/z de 482 y 240. Estos iones serian los correspondientes a los aductos
gue se forman entre € i6n molecular protonado y el fragmento iGnico de m/z=208,
respectivamente, con una molécula del solvente MeOH, utilizado como disolvente en
la disolucion del estandar. Estos dos iones se forman a energias de impacto
electronico por debajo de 250 eV, por encima de esta energia los fragmentos i0nicos

gue se forman son numerosos y dificiles de identificar.

En cuanto a la influencia que podria gercer |a temperatura del gas de secado
en la poblacién ionica, bajo estas condiciones experimentales, no se observa que
haya diferencia en la abundancia de los dos iones bgo observacion, a las dos

temperaturas utilizadas para el ensayo (300 y 350°).

Con la utilizacion de MeOH en la fase movil del sistema cromatogréfico
(Figura 4.2.6.3 a), ademés de los iones correspondientes a los m/z=240 y m/z=482,
también se forman otros iones secundarios correspondientes a ion molecular
protonado (m/z=450) y a los aductos entre € i6n molecular y los cationes Na’
(M/z=472) y NH," (m/z=467). Sin embargo, estos iones se encuentran en abundancia
muy baja con respecto a los iones 240 y 482, excepto el correspondiente a aducto
con Na', que se presenta con una abundancia importante similar a los iones 240 y
482. Latemperatura del gas de secado gerce influencia en la abundancia en que se
presentan |os principales iones, es decir |os correspondientes al m/z=482, m/z=240 y
m/z=472, presentandose estos con mayor abundancia a 350°C. Los otros iones
secundarios no presentaron diferencias significativas en su abundancia con respecto a

lavariacion de latemperaturadel gas de secado (Figura4.2.6.4 cy d).
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El solvente utilizado en la fase movil del sistema cromatografico tiene una
clarainfluencia en las poblaciones ionicas, observandose que en presenciade ACN la
abundancia de los iones que se han considerado, se presentan en mayor cantidad que
en presencia de MeOH, esto se observatanto a 300 como a 350°C (Figura4.2.6.4 ay
b).

Suprimiendo el MeOH como disolvente en la preparacion de la solucion del
estandar de la Lambda Cialotrina (Figura 4.2.6.2 y Figura 4.2.6.3 b), se observa que
el i6n més importante en cuanto a abundancia corresponde a aducto entre €l ion
molecular y e cation NH,4", de relacion m/z=467. También se presentan otros iones,
pero con mucha menor abundancia, entre ellos el aducto del ion molecular con Na'" y
el fragmento i6nico 225, que corresponde probablemente a fragmento &acido,
resultante de la escision del enlace éster. En € espectro de masas € i6n 225 se
observa con € fragmento m/z=227, que corresponde la abundancia de la molécula
que tiene el isdtopo *'Cl, por lo que se verifica que el i6n corresponde a esta porcién
de la molécula. Con respecto a la influencia de la temperatura, la abundancia de los
iones es ligeramente mayor a 300°C.

Con la fuente APCI, a igual que con la Cipermetrina, la formacién de iones
caracteristicas se fuerza a obtenerla con € agregado del NH,4", con lo que los iones
mas importantes en cuanto a la abundancia que aparecen en e espectro corresponden
al aducto del i6n molecular unido a i6n NH," [449 + 18]"y al fragmento [213]". Este
ultimo i6n corresponde a la escision del enlace éster de la molécula y a la pérdida

grupo CN del fragmento correspondiente al acohol aromético.
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Figura 4.2.6.1:'Cr0n-1atograrha y Espectro de masas de la Lambda Cialotrina, utilizando ACN en la
fase mévil, con temperatura del gas de secado de 300°C y energia de impacto electronico: 110 eV
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Figura 4.2.6.3: Dependencia de la poblacién idnica frente ala energia de impacto electrénico, en presenciay en ausencia de MeOH.
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4.2.7 Optimizacion del método analitico

Para la optimizacion del método analitico, se realizaron determinaciones en
modo SIM, gustando los tiempos de deteccion de cada i6n, pudiéndose identificar
tres grupos de intervalos de tiempo, correspondientes a la €lucion en
cromatograma de dos compuestos en cada uno de los grupos. Se redlizaron lecturas
de mezclas conteniendo diversas concentraciones, desde concentraciones

correspondientes a 10 ppm de cada componente en la mezcla hasta 0,1 ppm.

Con la fuente de ionizacion APCI (Figura 4.2.7.1 a), utilizando la fase movil
ternaria MeOH: H,O/CH3COOH: H,O/AcNH,4" en gradiente, para todos los rangos
de concentracion se obtuvo una muy buena deteccion para la Tetrametrina y la
Alletrina, que se monitorearon en el primer grupo en € intervalo detiempo de6 a 8,4
minutos. También para la Fenotrina se obtuvo una buena deteccion del esténdar, aun
en las concentraciones mas bajas que fueron estudiadas. Esta molécula se monitored
en € tercer grupo a un intervalo de tiempo de 9,5 a 10,8 minutos, junto con la
molécula de Permetrina. Sin embargo, para este ultimo compuesto, a la
concentracion mas baja de estudio, 0,1 ppm, se logré una deteccion muy pobre. En €
grupo 2, aun intervalo de tiempo de 8,5 a 9,5 minutos se estudi6 a la Cipermetrina 'y
a la Lambda Ciaotrina. Para estos compuestos la deteccion también fue bastante

pobre, alin alas concentraciones mas altas.

Con la fuente ESI, se obtuvo que utilizando como fase movil la mezcla
ternaria en gradiente de concentracion, constituida por MeOH: H,O/ CH3;COOH:
H,O/AcNH,", se obtuvieron mejores separaciones cromatograficas de la mezcla de
los 6 piretroides estudiados (Figura 4.2.7.1 b). Ademas se lograron también mejores
detecciones de cada uno de los iones detectados en € modo SIM del espectrémetro
de masas, aun las mas bajas concentraciones de mezcla consideradas en € estudio
(10 ng/ml). Esta comparacion hecha, considerando los resultados obtenidos con la

fuente de ionizacién APCI.

La Lambda Cidotrina y la Permetrina, son los piretroides para los que se
obtuvo la deteccion més pobre, lograndose una buena determinacion de sus iones
caracteristicos hasta una concentracion de la mezcla de 1 mg/ml. Los vaores de
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deteccion en esta concentracion, con la fuente ESI, fueron comparables a los valores

obtenidos con lafuente APCI de esta misma concentracion.

a) Fuente APCI, Concentracion 10 ppm
E
g
- =
soocon 2 :%
p 5

b) Fuente ESI, concentracion 10 ppm_

143



|
1017

81

BOoOn

¢) Fuente ESI, en ausencia de MeOH, concentracién 1 ppm
Figura 4.2.7.1: Cromatograma caracteristico de la mezcla de los 6 piretroides considerados
en € estudio: @) Fuente APCI, Concentracion 10 ppm; b) Fuente ESI, concentracién 10 ppm;
¢) Fuente ESI, en ausencia de MeOH, concentracién 1 ppm

4.3 Estudio QSAR - QSPR de moléculas dela familia de los piretroides
4.3.1 Energiay estabilidad molecular
4.3.1.1. Energiadelosorbitales

A partir de las geometrias optimizadas de cada una de las moléculas de
piretroides consideradas en sus formas neutras, empleando € nivel de teoria B3LY P
y € conjunto de bases 6-31G (dp), se obtuvieron los valores de las energias
correspondiente a orbital molecular mas alto ocupado con electrones (HOMO) y a
orbital molecular mas bajo desocupado (LUMO) y de estos valores, la diferencia de
energiaHOMO-LUMO.
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EnlaTabla4.3.1.1 se listan los resultados correspondientes a las energias de
los orbitales moleculares y su diferencia, para cada una de las moléculas de

piretroide en estudio.

Las energias Enomo Y ELumo son consideradas descriptoras de carga en
estudios QSAR — QSPR, y estan asociadas a la reactividad de un compuesto. La
Enomo indica la susceptibilidad de una molécula hacia € atague por electrdfilos,
mientras que la E .ymo expresa la tendencia de la molécula a ser atacada por
nucledfilos. Asi para nucledfilos fuertes la Enomo €S baga mientras que para
nucledfilos suaves es ata, por otra parte la E_ymo para electréfilos fuertes es alta 'y

para suaves es bagja.

La diferencia de energias HOMO - LUMO (AEy. ) esta relacionada con la
estabilidad quimica de los compuestos, de tal manera que una ata diferencia
energética indica una mayor estabilidad de un compuesto hacia una reaccion

guimica, especiamente al tratarse de reacciones radicalarias (Duchowicz, 2005).

Tabla4.3.1.1: EnergiasHOMO, LUMOy AE, de las estructuras de |os piretroides en sus
formas neutras, optimizadas con un nivel de teoria B3LY P /6-31G (d,p)

Molecula e e i
Cipermetrina -143,8691 -22,9355 -120,9336
Permetrina -139,9032 -13,2969 -126,6063
Tetrametrina -137,2740 -54,6561 -82,6179
Fenotrina -136,5335 -8,3710 -128,1625
Alletrina -141,7110 -32,3920 -109,3184
L-Cialotrina -145,9462 -24,5984 -121,3478

4.3.1.2 Potenciales de | onizacion

El potencia de ionizacion es definido como la cantidad de energia requerida
para remover un electron de la molécula, calculada como la diferencia de energia

entre el cation y lamolécula neutra. Esto es:

Pl [M] = E[M*]" - E[M] (4.1)
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donde;

Pl [M] representa el potencia deionizacion delamolécula[M],
E[M']" eslaenergiaelectronicade cation radical [M*]"y,
E [M] eslaenergia electronica de lamolécula neutra[M].

La energia de cada una de las moléculas (neutra e idnica) es obtenida a partir
delos célculos llevados a cabo con el funcional hibrido B3LYP'y e conjunto de base
6-31G (d,p). La energia electronica obtenida es corregida con € valor de la energia
del punto cero (ZPE), dato también obtenido del célculo tedrico llevado a cabo, y que
considera |os efectos de la vibracion molecular que persisten aun a0 K. A su vez los
valores de la ZPE son escalados con un factor correspondiente a nivel de céalculo
utilizado (factor de escala: 0,9804), de tal manera a eliminar |os errores sisteméticos
conocidos (Foresman et al., 1996).

Los resultados del Pl [M] y delas E [M*] y E [M] se presentan en la Tabla
4312

Tabla 4.3.1.2: Energias electrénicas de las estructuras de los piretroides, optimizadas con €
nivel deteoriaB3LY P/6-31G (d,p), en susformas neutrasy de cation radical, y potencia de
ionizaciOn resultante para cada mol écula

-t

Molécula k<E:£1||\;|rr]|o| kcEa[I I/\ﬂol kFc)Ll[/ml
Cipermetrina 1286353774 -1286525,815 172,041
Permetrina -1228482,115 -1228649,754 167,639
Tetrametrina 686562,178 686727,357 165,178
Fenotrina 700987325 701149412 162,087
Alletrina 605334,513 605504,982 170,469
L-Cidlotrina 1200434550  -1209609,528 174,978

4.3.1.3 Afinidad Proténica

La afinidad protonica es definida como la energia liberada cuando un protén
es agregado a un sistema, calculando la diferencia de energia entre e sistema de

interés y la mismamolécula con un protén adicional. Esto es:
AP[M] =E[M] - E[M+H]" (4.2
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donde;

AP [M] eslaafinidad proténicade [M].
E [M] eslaenergia electronica de lamolécula neutra[M], y
E [M+H]" eslaenergia el ectronica de la molécula protonada [M+H] .

De la misma manera que en € célculo del Pl [M], la energia de cada una de
las moléculas (neutra e ionica) se obtiene a partir de los cdlculos llevados a cabo con
el funciona hibrido B3LYP y € conjunto de base 6-31G (d,p), redizando la
respectiva correccion con el vaor de ZPE, que a su vez fue escalado con € factor
0,9804, correspondiente a nivel de teoria utilizado en los cdlculos (Foresman, et. al.,
1996).

Los resultados de la AP [M] y de las E [M] y E [M+H]" se presentan en la
Tabla4.3.1.3

Tabla 4.3.1.3: Energias electronicas de |as estructuras de los piretroides, optimizadas con el
nivel de teoria B3LYP/6-31G (d,p), en sus formas neutras y protonadas, y potencia de
ionizaci On resultante para cada mol écula.

Molécula E [M] E [M+H]" AP [M]
kca/mol kca/mol kca/mol

Cipermetrina -1286525,815 -1286667,678 141,861
Permetrina -1228649,754 -1228806,520 156,765
Tetrametrina -686727,357 -686887,825 160,468
Fenotrina -701149,412 -701301,447 152,035
Alletrina -605504,982 -605648,407 143,425
L-Cidotrina -1209609,528 -1209748,459 138,931

4.3.2 Relacion entre la energética molecular y resultados experimentales de
espectrometria de masas

Para un conjunto de hormonas esteroideas, Marino (2009) establecio la
distribucion de iones formados en la camara del espectrometro de masas como
variables descriptivas de distintas propiedades, biolégicas o fisicoquimicas, d
contener informacion energética como estructural de las moléculas. De esta manera
el autor describe a la distribucion de iones en e espectrometro de masas, como un
descriptor molecular empirico, cuya formacién mantiene una relacion estrecha con

propiedades intrinsecas de las moléculas (Marino, 2009).
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De igual forma, en este trabgo se intenta correlacionar propiedades
energéticas y biolégicas de las moléculas de piretroides, de las que se tiene
informacion a partir del modelado tedrico molecular obtenido a través de caculos
computacionales llevados a cabo, con la distribucién de los distintos iones que tiene

lugar en la camara de ionizacion del espectrometro de masas.

Para realizar esta evaluacion se determina la correlacion existente entre las
caracteristicas energéticas de las moléculas de los piretroides, incluyendo la
diferencia energética de los orbitales HOMO - LUMO (AEy. ), € potencial de
ionizacion de las moléculas (Pl [M]) y la afinidad protonica (AP [M]) con la
distribucion de las especies ionicas que se da en la camara de ionizacion del

espectrometro de masas.

Los posibles iones que pueden formarse en € proceso de ionizacion del

espectrometro de masas de presentan en laTabla 4.3.2.1.

Tabla4.3.2.1: Probablesiones a ser detectados en el espectrémetro de masas
Molécula MM [M+H+32]*  [M+H]" [M+Na]® [M+NH,]* [2M+Na]* [Frag]”

Cip 415 448 416* 438 433 853* 240/ 181**
Per 390 423* 391* 413 408 803 183
Tet 331 364* 332 354 349 685 164
Fen 350 383* 351 373 368* 723 183

All 302 335* 303 325 320* 627 169-123
LCia 449 482 450 472 467 921* 240/ 225**

(MM: Masa molar de la molécula neutra; [M+H+32]": aducto de |a forma protonada de la
molécula con una molécula de MeOH; [M+H] " molécula protonada; [M+Na] *: aducto de la
molécula neutra con e ion Na’; [M+NH,] *: aducto de la molécula neutra con €l ion NH,";
[2M+Na] *: aducto de laforma dimérica de lamoléculacon € ion Na'; [Frag.] *: principal/es
fragmento/s observado/s en intensidad para la molécula considerada. Cip: Cipermetrina; Per:
Permetrina; Tet: Tetrametrina; Fen: Fenotrina; All: Alletring; L Cia: Lambda Ciaotrina; *
No se observa la formacién de estos iones para la molécula considerada; ** Principales
fragmentos i énicos formados en presenciay en ausencia de MeOH, respectivamente)

Para el estudio de correlacion, se planted una distribucién iénica expresada en
porcentgje, de las distintas especies moleculares que se forman o que podrian
formarse en la camara de ionizacion del espectrometro de masas con las siguientes

condiciones experimentales: fase movil ACN: Ac. Formico 0,5% en Agua en
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proporcion 85:15, energia de ionizacion 150 eV, modo Scan positivo, Temperatura
del gas de secado 300°C, Fuente: ESI.

El balance idnico se obtuvo expresando la intensidad absoluta de cada especie
molecular iénica considerada, en porcentgje, con respecto a la suma total de las
formas idnicas que se presentan en las condiciones experimentales detalladas

previamente.

La distribucién en porcentaje de las especies ionicas que han sido detectadas
en e espectrometro de masas para cada molécula de piretroide estudiada

experimentalmente, se muestraen la Tabla4.3.2.2.

Tabla 4.3.2.2: Distribucion iénica en porcentgje (%) con respecto a total de iones formados
en el espectrometro de masas

[M+H]* [M+Na]* [M+NH,] " [2M+Na]* [Frag]®

Molécula : —
Intensidad i6nica en %
Cipermetrina 0,0 75,3 16,5 0,0 8,2
Permetrina 0,0 36,4 0,3 0,0 63,3
Tetrametrina 8,1 31,1 0,0 38,7 22,1
Fenotrina 9,1 225 0,0 0,0 68,4
Alletrina 43 55,0 0,0 0,0 40,7
L-Cialotrina 4,1 39,6 34,6 0,0 21,7

La correlacion entre los pardmetros energéticos y la distribucion de los iones
formados en € espectrometro de masas, se llevé a cabo mediante un andlisis de
regresion lineal multivariable, en donde € porcentge de distribucién de los iones
corresponde a las variables descriptivas. Esto, con € fin de fortalecer |a hipotesis de
gue los iones formados en la camara se relacionan tanto con la energia de la mol écula

como con la estructura (Marino, 2009).

El mejor modelo de correlacion, se obtiene comparando los resultados de la
correlacion lineal de los parametros energéticos dependientes, con cada una de las
variables independientes (descriptores), y con todas las combinaciones posibles de
las mismas. La eleccién del megjor modelo se realiza segin e valor més optimo del
coeficiente de corrdacion ajustado para cada operacion posible. Los calculos se

[levaron a cabo con la planilla el ectronica de Microsoft Office Excel 2007.
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A continuacion se presentan |os mejores model os obtenidos para cada una de
las variables dependientes, junto con los valores de los pardmetros estadisticos

correspondientes:

1) AE..=-40,425201-0,657005479x[M+Na] *-1,044658145x[ M +NH4] *-
0,989234657x[Frag.]*
r=0,9566  S=7,8876  F=7,1781

2) PI[M]=164,7204899-0,270483857x[M+H] *+0,077212441x[M+Na] "+
0,212572647x[M+NH4]*
r=0,9264  S=2,8037 F=4,0382

3) AP[M]=171,449696-1,18901917x[M+H]*-0,40052763x[M+Na] "+
0,28697076x[2M+Na]*
r=0,9976  S=1,1358 F=68,0862

Para la correlacion entre la brecha energética HOMO — LUMO (AEw.), la
dependencia que se observa es principamente con respecto a la capacidad de
formacion de aductos con los iones Na® y NH,", y también con respecto a la
capacidad de fragmentacién de la molécula que tiene lugar en las condiciones
estudiadas. En cambio para e modelado de los valores de Pl [M] y AP [M],
intervienen principalmente la capacidad de protonacion y de formacion de aductos

con € i6n Na', tanto de laforma[M+Na]*, como la especie dimérica[2M+Na]".

Al aplicar estos modelos de prediccion de cada parametro energético
(variables dependientes) con respecto a la distribucion porcentual de las especies
ionicas que se presentan en e espectrometro de masas experimentalmente, los
valores residuales que se presentan para cada pardmetro son minimos, como puede
verse en la Tabla 4.3.2.3. Este célculo es Util como estimativo de la validez del
model o tedrico propuesto. Sin embargo, la validacion del modelo de prediccién debe
ser realizada con un conjunto de moléculas estructuralmente similares a las utilizadas
como conjunto de prueba, pero diferente, y eslo que se llama conjunto de validacion.
El dltimo paso no fue realizado en este estudio.
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Tabla 4.3.2.3: Residuos de los pardmetros energéticos obtenidos por prediccidn a partir del
modelado tipo QSAR - QSPR

Residuo - AEy.. Residuo - PI[M] Residuo - AP[M]

Molécula kcal/mol
Cipermetrina -5,68733365 -2,00103535 0,57103451
Permetrina 0,66582494 0,04420548 -0,10549042
Tetrametrina 0,10225661 0,24722245 2,8422E-14
Fenotrina -5,29106551 -1,90896671 0,41704992
Alletrina 7,50392287 2,66470646 -0,88259401
L-Cialotrina 2,70639473 0,95386768 0,57103451

Los errores relativos porcentuales de los resultados obtenidos por prediccion

apartir de los model os propuestos, se muestran en laTabla4.3.2.4.

Tabla 4.3.2.4: Error relativo porcentua de los pardmetros energéticos obtenidos por
prediccion a partir del modelado tipo QSAR - QSPR

Residuo AEn, ResiduoPI[M] Residuo AP[M]

Molécula Error Relativo Porcentual
Cipermetrina 4,7029 -1,1631 0,4025
Permetrina -0,5229 0,0264 -0,0673
Tetrametrina -0,1238 0,1497 0,0000
Fenotrina -4,1284 -1,1777 0,2743
Alletrina -6,8643 -1,5632 -0,6154
L-Ciaotrina -2,2303 -0,5451 0,4110

Como consecuencia de estos resultados, se refuerza la hipdtesis planteada
anteriormente en el estudio de las correlaciones existentes entre las propiedades,
tanto biologicas como fisicoquimicas, de una familia de compuestos, con la
tendencia de los mismos hacia la formacion de ciertos iones en e espectrémetro de
masas, donde |as reacciones competitivas dependen de la energia de cada moléculay
deladistribucion espacia de los aomos (Marino, 2009).

4.3.3 Lipodfilicidad (log P) y Factor de Bioconcentracion

El coeficiente de particion o coeficiente de reparto octanol — agua (K ow/Pow),
se emplea habitualmente para expresar la hidrofobicidad de un compuesto, donde €

octanol se utiliza como solvente al asumirse que puede simular a los tejidos lipidicos
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de un organismo (Duchowicz, 2005), o a material lipidico de la biotay a material
organico presente en particulas y sedimentos, a tratarse €l estudio de la transferencia

de un compuesto entre compartimientos ambientales (Figueruelo y Davila, 2004).

El coeficiente de particién octanol —agua (P) es una propiedad fisica, y esta
dada por la relacion entre la concentracion del quimico en la fase octanol y la
concentracion en la fase acuosa, de un sistema de dos fases en equilibrio. Debido a
que los valores medidos se encuentran en un rango que va desde menos de 10 a
valores mayores a 108, el logaritmo de P (log P) es o que se usa habitualmente para
caracterizar esta propiedad (US EPA 2012).

Por otra parte, la bioconcentracion es el proceso donde la concentracion de un
guimico en un organismo acuatico, alcanza un nivel que es superior a la
concentracion presente en € medio circundante (agua), a través de rutas diferentes a
la correspondiente a la de la dieta. La bioconcentracion se refiere a una condicion,
generalmente obtenida bajo condiciones de laboratorio, donde € quimico es

absorbido desde €l agua através de las vias respiratorias y/o de lapiel solamente.

El grado de bioconcentracion guimica es usua mente expresado como Factor
de Bioconcentracion (BCF), que es larelacion de la concentracion del quimico en €

organismo (Cg) y la concentracion en el agua (Cw):
BCF=Cg/ Cw (43)

Como la concentracion del quimico en el organismo (Cg) es normamente
expresado en unidades de gramo del compuesto por kg del organismo expuesto, €
BCF tiene unidades de L/kg.

Se ha establecido una correlacion entre el BCF y larelacion de solubilidad de
la sustancia en octanol y agua, expresado como log Koy, EN genera, las medidas
experimental es de bioconcentracion llevan mucho tiempo y dinero, y no son posibles
de redlizar para una gran cantidad de de compuestos quimicos. Es por ello, que la
estimacion de los valores de BCF a partir de modelos tipo QSAR constituye una

alternativa muy interesante, y puede ser realizada con la utilizacién de descriptores
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como los valores de Ko, determinados tanto experimentaimente o de forma
estimativa (Pavan et al., 2006)

En e apartado 4.3.2 se describio la correlacion entre la distribucién de los
iones en el espectrémetro de masas y |as propiedades energéticas de las moléculas en
estudio. Teniendo en cuenta que tanto las propiedades fisicoquimicas como
biologicas de una molécula, pueden ser descriptas en términos de modelos de
correlacion, en funcion a la energética de tal molécula, y que la distribucion de los
iones en el espectrometro de masas resulta directamente como una consecuencia de
la energia molecular, es posible establecer una correlacion entre las propiedades o
actividades de esta molécula en funcidn a su comportamiento en el espectrometro de

masas en términos de distribucién iénica

En este trabgjo se obtuvieron los resultados de la correlacién entre el valor de
log Kow Y € de log BCF con respecto a la distribucion de iones. Los valores de log
Kow Y log BCF fueron obtenidos a partir del programa EPI Suite (Programa de
Estimacion de Interface para Windows), especificamente a través de los sub -
programas individuales: KOWWIN v 1.68 y BCFBAF v 3.01., respectivamente (US
EPA 2012). El programa EPI Suite (Ultima version: 4.11 noviembre 2012) fue
disefiado y difundido por la EPA, abarcando tanto parametros fisicoquimicos como

ecotoxicol gicos.

Los mejores modelos de correlacidn obtenidos, se muestran a continuacion,

junto con los parametros estadisticos (r, Sy F) para cada caso.

1) log P =8,0167-0,0147[M+Na]*- 0,0198[M+NH,]* -0,0522[2M+Na]*
r=0,9726  S=0,2936  F=11,6459

2) log BCF =1,9644-0,0204[M+H]*+0,0257[M+NH,]* +0,0103[Frag]*
r=0,9175 S=0,2221 F=3,5485

Los valores de error relativo porcentual resultantes de la prediccion del valor
delog Py log BCF para cada molécula que ha sido estudiada, a partir de los modelos
de correlacion propuestos, se resumen en las Tablas 4331 y 4.3.3.2,

respectivamente.
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Tabla 4.3.3.1: Estimacion del valor de log P seglin € modelo propuesto y su error relativo
porcentual .

Molécula log P* Pronéslgi co log Eggrrcrefl] taJi;I/o
Cipermetrina 6,3752 6,5836 -3,2686
Permetrina 7,4267 7,4758 -0,6612
Tetrametrina 5,5406 5,5406 0,0000
Fenotrina 7,5367 7,6860 -1,9815
Alletrina 7,5154 7,2084 4,0854
L-Ciaotrina 6,8500 6,7502 1,4569

*USEPA O of PP. 2012

Tabla4.3.3.2: Estimacion del valor de log BCF segln el modelo propuesto y su error relativo
porcentual.

Molécula log BCF* Prongsglc:o log Eggrrcﬁﬁ 2{0
Cipermetrina 2,61 2,47 5,22
Permetrina 2,65 2,62 0,97
Tetrametrina 2,06 2,03 1,60
Fenotrina 2,60 2,48 4,47
Alletrina 2,05 2,30 -12,00
L-Cidotrina 2,93 3,00 -2,23

*USEPA O of PP. 2012

Estos resultados hacen suponer que la distribucion de iones en la camara de
ionizacion del espectrometro de masas guarda una buena correlacion con
propiedades fisicoguimicas, energéticas e incluso biolégicas, de una familia de

Compuestos.

154



5. CONCLUSIONESY RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones

A través de caculos computacionales se logré obtener la geometria
optimizada de cada una de las moléculas de piretroides que han sido incluidas en €
estudio, y asi también, de la gran mayoria de las formas idnicas cuya formacion

puede detectarse experimentalmente por espectrometria de masas.

Se obtuvieron parametros geomeétricos y energéticos de las formas
estructurales neutras optimizadas con los funcionales hibridos B3LYP, B3PW91,
B98 y B97-2, utilizando en todos los casos € conjunto de bases 6-31G (d,p). Las
formas i6nicas fueron estudiadas con el nivel de teoria B3LYP/6-31G (d,p). Los
datos geométricos obtenidos computacionamente y que fueron contrastados con
valores experimentales disponibles, como para € caso de la molécula de

Cipermetrina, presentaron una buena concordancia.

Del estudio tedrico computacional realizado puede concluirse que se observa
una relacion entre la estabilidad de las estructuras optimizadas obtenidas por
modelado computacional, y las estructuras que pueden ser detectadas en e
espectrometro de masas. Por estos resultados puede suponerse que la utilizacion de
herramientas computacionales para la prediccion de formas iénicas que pueden ser
seguidas dentro de una familia quimica en una metodologia analitica por

espectrometria de masas, puede resultar muy ventajosa.

Ademas, cada molécula de piretroide fue evaluada de manera individual
experimentalmente mediante la utilizacion de métodos de cromatografia liquida con
detector de espectrometria de masas, utilizando fuentes de ionizacion a presion

atmosférica, particularmente ESI y APCI. Se realizaron variaciones de diversas



condiciones experimentales analiticas, o que finamente permitié obtener una

metodol ogia optimizada para e andlisis cuantitativo de matrices ambientales.

La metodologia analitica propuesta para la determinacién de una mezcla de
compuestos de la familia de los piretroides a través un sistema de separacion por
cromatografia liquida asociada a un detector de espectrometro de masas resultd ser
bastante robusta y de buena sensibilidad para gran parte de los compuestos que han
sido estudiados.

Con la fuente de ionizacién ES| se lograron los meores resultados de
deteccion. Excepto para e compuesto Lambda Cialotrina, todos los demés
compuestos estudiados pudieron ser determinados de manera Optima con las

condiciones experimental es propuestas en el apartado 4.2.7.

La temperatura del sistema no tuvo mayor incidencia en la deteccién de los
iones seguidos en el proceso analitico, excepto para algunos casos aislados. Por 1o
gue finalmente en la optimizacion del método fue utilizada una temperatura

intermedia a las estudiadas durante |a realizacién de este trabgjo.

La influencia del solvente utilizado como eluyente en la cromatografia
liguida si tuvo una clara influencia en la determinacion de los distintos analitos. Para
la Cipermetrina y la Lambda Cialotrina, las mayores abundancias ionicas se
obtuvieron en presencia de ACN, mientras que para las moléculas de Permetrina,
Fenotrina, Alletrinay Tetrametrina, con el solvente MeOH, se tuvieron los resultados

mas Optimos.

Finalmente, el agregado de un dopante a medio de reaccion contribuy6 a
forzar la formacién de iones que pudieran ser seguidos con mayor facilidad y
compensar en ese caso, la influencia del solvente de la fase movil. El dopante
utilizado fue acetato de amonio, induciéndose por tanto a la formacion de iones

[M+NH,4]", detectados con facilidad para al gunas especies.

Finalmente, se propuso un modelo de correlacion tipo QSAR, obteniéndose
gue es posible relacionar la distribucion de los iones que tiene lugar en la camara de
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ionizacion de un espectrometro de masas, con propiedades fisicoquimicas,

energéticas y de actividad biol6gica, para una mismafamilia de compuestos.
5.2 Recomendaciones

El estudio tedrico — computacional, servira de base para dar continuidad al
trabajo presentado en la presente tesis, con la aplicacion de métodos computacionales
mas compl g os, como también, para lograr un estudio mas acabado, sobre todo, en lo

gue se refiere ala estabilidad energética de cada una de laformas ionicas.

De esta manera se podria lograr de manera efectiva la prediccion de probables
rutas 0 mecanismos que pueden tener lugar en € proceso de ionizacion por impacto
electronico de un espectrometro de masas, para moléculas pertenecientes a familias
quimicas, cuyo andlisis resulte ser de interés ambiental. Con esto se podra lograr una
mejor interpretacion de los espectros de masas, ademas de permitir hacer e
seguimiento de aquellos iones, cuya formacion en e espectréometro de masas resulte
ser mas probable por sus caracteristicas de estabilidad energética, dadas a conocer

por un estudio previo tedrico computacional .

Experimentalmente, podrian realizarse estudios complementarios de un mayor
numero de variables analiticas, como otros parametros instrumentales y con otros
solventes 0 de diversas mezclas de ellos. Ademéas también se podrian redizar la
optimizacion de métodos anditicos de extraccién de los analitos en matrices
ambientales, seguida por la técnica optimizada de cuantificacion, y de esta manera

obtener datos como los valores de limite de deteccion y limite de cuantificacion.

En € estudio de tipo QSAR podrian verificarse e comportamiento de la
distribucion iénica obtenida bajo distintas condiciones experimentales con un mayor
nimero de variables predictivas. De esta manera se obtendria correlaciones
matematicas del comportamiento experimental de una familia de compuestos con
parametros relativos a aspectos de estabilidad energética, propiedades fisicoquimicas
y de comportamiento toxicol dgico, tanto ambiental como biol dgico.
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