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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Evaluar la degradacion del activo Amitraz en una matriz que contenga
solventes biodegradables o de baja toxicidad, que sirva de partida para la

obtencién de un concentrado microemulsionable.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e FEvaluar diferentes solventes organicos de acuerdo al porcentaje de
estabilizante utilizado en soluciones que contienen Amitraz.

e Determinar la degradacion del Amitraz por la diferencia de color en las
soluciones.

e Determinar el porcentaje de degradacion del Amitraz por HPLC.

e Seleccionar las soluciones mas estables de Amitraz.
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INTRODUCCION

La actividad ganadera, principalmente la lechera, por su situacion
geografica privilegiada, es la actividad econémica de mayor importancia del
sector agropecuario en el Ecuador, a tal punto que los ganaderos exhiben
como insignia el hecho de que el pais ahorra 500 millones USD$ anuales al no
tener que importar el producto. Segun datos recogidos en el Censo
Agropecuario del afo 2000 se registraron 4.486.020 cabezas de ganado
vacuno, de los cuales 51% se encuentran la region sierra, 36% regién costa y
un 13% en el resto del pais [1]. En lo que refiere al manejo y cuidado del
ganado vacuno, 29.197 cabezas de ganado reciben desparasitacion externa
[1].

El sector da trabajo directo a mas de 1.500.000 ecuatorianos y su produccion
nacional es de 3.525.027 litros diarios, para el consumo nacional [2]. Ademas
se reqistré el faenamiento de 848.172 reses, lo que representa una taza de
extraccion de 18%, una producciéon de carne de 152.671 T.M. y un consumo

per capita aproximado de 12.72 Kg. por persona /afo [2].

El control de garrapatas y acaros es una actividad fundamental en el
sector ganadero de cualquier pais, puesto que causa pérdidas econdmicas a
nivel nacional. Se obtuvo un estimado de presencia de garrapatas en la Sierra
del 42,7 %, en el oriente 32,2 % y en la costa el 25,1 % [3].

Para el control fitosanitario de las garrapatas y acaros, los ganaderos
emplean principalmente métodos de control basados en el uso de acaricidas e
insecticidas entre ellos se emplean productos que contienen el activo Amitraz

ya sea solo 0 acompanado con piretroides, carbamatos, entre otros.

Las formulaciones que se expenden en el mercado usualmente son tipo
EC (concentrado emulsionable) las cuales tienen concentraciones que van
desde 30 g.L”, para animales domésticos, hasta 210 g.L™" para animales de
granja.
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Por tal motivo, en este estudio se observara el empleo de una solucién
concentrada de amitraz (33% p/v) y sus andlisis se realizaran como si se
estuviese analizando un concentrado emulsionable o un concentrado

microemulsionable.

Estas formulaciones contienen usualmente mas del 50% de solvente. El
tipo de solvente usado en cada formulado influye en la toxicidad final del
producto. Para el realizar el desarrollo de un nuevo producto es importante
evaluar la toxicidad de los aditivos y excipientes. Es por ello que, actualmente,
los fabricantes, estan orientados a elaborar nuevas formulaciones a base de
materiales naturales, tales como aceites vegetales y azucares con el fin de
reemplazar los solventes comunes o alejarse del uso de disolventes, cuando
sea posible, para eliminar los compuestos organicos volatiles (VOC), aumentar
la seguridad de los productos, mantener o mejorar la calidad del producto y

disminuir el tiempo que toma registrar una nueva formulacion.
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CAPITULO |
1. INFORMACION GENERAL

1.1 Generalidades.

El Amitraz es un compuesto triazapentadieno , que es un miembro de la familia

de los plaguicidas derivados de formamidina.[4].

1.1.1. Nomenclatura.

Nombre Comun Amitraz (BSI, EISO, ANSI, ESA, BAN, JMAF); amitraze (m)(F-
ISO).
Nomenclatura IUPAC: N-metilbis (2,4-xililiminometil) amina.
Nombre quimico Abstract: N’-(2,4-dimetilfenil)-N-[[(2,4-dimetilfenil)imina]metil];-
=N-metilmetanimidamida.
Otros nombres: N,N-bis(2,4-xililiminometil) metilamina;
N-metil-N"-2,4-xylyl -N- (N-2,4-xililformimidoyl) formamida;
1,5-di-(2,4-dimetilfenil)-3-metil-1,3,5-triazapenta-1,4-dieno.
CAS No. 33089-61-1.

Formula Molecular C1gH23N3 [5].
HsC

CHj3
CHj;

llustracién 1. Estructura molecular del activo Amitraz.[5]
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Tabla 1. Propiedades Fisico Quimicas del Amitraz [5]

Forma Forma cristalina como agujas sin color o

ligeramente amarillentas

Peso Molecular 293.4

Punto de Fusion 86 -88 °C

Presion de Vapor 0.034 mPa

Kow log P 5.5

Constante de Henry 1 Pa*m®.mol”
Pka 4.2 (base débil)

Gravedad Especifica 1.128 (20°C)

Solubilidad Agua: < 0.1mg.L" (20°C)

Soluble en solventes organicos,
Soluble en acetona, tolueno, xileno >300g.L-1

Estabilidad Hidrolisis: DT 50 (25°C, pH 5) 2.1h, DT 50
(25°C, pH 7) 22.1h, DT 50 (25°C, pH 9) 25.5h.
Luz solar, parece tener pocos efectos sobre la
estabilidad.

1.1.2. Usos y espectro de accion.

Las formamidinas exhiben alta actividad acaricida, frente a las
garrapatas en el campo de la veterinaria y los acaros en general en el campo
de la horticultura, causantes de las mayores pérdidas econémicas en la mayor
parte del mundo.

Entre los acaricidas que han llegado a ser de uso comun se incluyen:

a) Para el control de las garrapatas del ganado:
— compuestos arsenicales (arsenito sédico)
— compuestos organofosforados (clorpirifos, coumafos, diazinon)

— carbamatos (carbaril)

b) Para el control de acaros fitéfagos:
— arilos con puente sulfuro (clorobenzida, tatradifon, tetrazul)

— compuestos organoclorados

FCNM 18 ESPOL



compuestos organfosforados
carbamatos

amidinas (clorodimeformo, formentanato)
derivados del dinitropentol (binapacril, dinobuton, DNOC)
otros ( cihexatin, propargite, quinometionato)

Ll Ll

Un amplio rango de compuestos de diferentes estructuras quimicas han
sido usados para el control de acaros. Las resistencias de acaros a sustancias
quimicas se han desarrollado con rapidez y se han identificado casos de
resistencia a diversas sustancias, lo que ha llevado a la introduccién del uso del

amitraz [6].

El amitraz es un insecticida/acaricida usado para controlar la Psylla pyri,
garrapatas del ganado y del perro, piojos, y acaros de la sarna [7]. En la
practica agricola, el objetivo del amitraz serian los acaros fitéfagos, y en
ganaderia las garrapatas. Ademas, el amitraz presenta también actividad en un
grupo de insectos de importancia economica, tal como los Lepiddpteros y
algunos Hemipteros, sin embargo, su uso esta restringido en caballares, debido a

que provoca una patologia conocida como ileo paralitico [8].

1.1.3. Toxicidad del Amitraz.

Se han realizado estudios de toxicidad aguda en mamiferos y se han
administrado por via oral, dérmica e inhalatoria. En la Tabla 2 se indican los
valores de LDsg y LCso para el amitraz.

Tabla 2. Toxicidad aguda del amitraz en mamiferos [5]

Oral (mg/kg) Ojos y Piel  Inhalatorio (mg.L-1

Especie LD50 (mg/kg) LD50 ) (6h) LC50
Ratas 650 >1600 65

Ratones >1600 - -

Conejos - >200 -
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En ensayos de administracion oral de amitraz en la dieta diaria en ratas
y perros, no se observaron efectos adversos, en un periodo de 2 afos. La dosis
administrada en ratas fue de 50 a 200 ppm y en perros de 0.25 mg-Kg' La
dosis de NOEL para humanos es 0.125 mg-Kg™ diario. [5].

El Amitraz no es irritante para los ojos y la piel, es moderadamente
téxico por via dermal, no inhibe la colinesterasa. Es ligeramente toxico por via
oral y por inhalacion. El amitraz, se metaboliza rapidamente en varias especies,
incluyendo los seres humanos, para formar seis metabolitos que se excretan
principalmente en la orina. EPA tiene establecido una dosis de referencia de
amitraz a 0.0025 mg-Kg'-dia’ en base en los resultados del estudio de
toxicidad oral crénica en perros. [11]

Por lo antes descrito la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha
clasificado al amitraz en categoria Ill y la EPA (United States Environmental
Protection Agency) lo ha clasificado en formulaciones con categoria lll. [5]

El amitraz también presenta toxicidad en otros vertebrados. El valor de la
LCso (96h) para peces estd en un rango de 1 a 10 (ug-L"), para aves
(codornices y patos) presentan una DLsy de 100 ug-g” en la dieta [7]. La
toxicidad del activo para otros insectos es bastante baja, y en general, insectos
beneficiosos como los predadores, parasitos, y polinizadores no son
severamente afectados bajo condiciones normales de uso [9]. Asi las aranas
predadoras parecen ser relativamente insensibles, aunque los &acaros

predadores son claramente sensibles [10].

1.2 Hidrolisis del Amitraz.

El Amitraz se hidroliza tanto en condiciones quimicas como biolégicas. Se
ha demostrado que la luz solar y la temperatura también afectan al activo.
Factores adicionales como el medio en el que se encuentra disuelto, el pH, y la
fuerza ibnica afectan la estabilidad del activo [12].
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Se ha demostrado que el principal producto mayoritario en la degradacién
del amitraz es la 2,4-dimetilanilina (2,4-DMA), CAS 95-68-1, proveniente de dos
principales productos intermediarios: N-(2,4-dimetilfenil)-N-metilformamidina
(DPMF) y 2,4-dimetifenilformamida (DMF) (llustracién 2). Los productos han
sido detectados en estudios diversos y los métodos empleados han sido HPLC

—masas, GC -masas, meétodos electroquimicos, entre otros [12].

CH, y NH;
| / CH,
H, G N=CHNCH=N [ T | M=C-N —_——
H oS
CH,
CH, cH, CH,
CH,

2 4-dimathylphenylformamide

2.4-DMA

Amitraz

+

He QN = CHNCH,

CH,

| 2 4-dimelhylphenylmethylformamiding

llustracion 2. Representacion de los productos de degradacion del Amitraz
[12].

La hidrélisis del amitrraz ha sido evaluada en medios acuosos Yy
organicos. Productos como agua, soluciones acuosas con etanol,
propilenglicol, lauril sulfato de sodio, bromuro de cetrimonio, polysorbato 80,
soluciones de buffers a distintos pH (3 a 10), solventes organicos como dimetil
sulféxido, etanol, propilenglicol, hexano, acetonitrilo han sido usados como
matrices para evaluar los efectos sobre la estabilidad del amitraz [12-13].

Estos estudios muestran que la hidrolisis del amitraz, depende de la
constante dieléctrica del medio en el que esta disuelto, es mas rapida en
condicién &cida y mas lenta en condiciones neutras o alcalinas, incrementa con
un aumento de temperatura [13] y que, el Amitraz es mas estable en
acetonitrilo y dimetilsulféxido [12].

1.3 Estabilizantes del Amitraz.
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El Amitraz se degrada en presencia de agua y de residuos acidos [12-13].
Con el fin de buscar una solucion a la inestabilidad del Amitraz en diferentes
matrices, investigadores vieron la necesidad de encontrar algun aditivo que

permitiera inhibir la degradacién del compuesto.

Para retardar la descomposicién del Amitraz se han empleado con éxito,
tamices moleculares y carbodiimidas, y existen referencias en las que haciendo
combinaciones especificas de carbodiimidas, solventes, co- solvente vy
tensoactivos se ha logrado encontrar alguna mezcla que favorezca a la

estabilidad del Amitraz e formulaciones comerciales.

Mezclas experimentales preparadas conteniendo varios ratios de solvente (N
octil pirrolidona), surfactante (aceite de castor etoxilado) y un estabilizante
(Stabaxol | o tamiz molecular), han permitido obtener concentrados estables.
Ademas, se ha determinado que el uso de estabilizante entre un 5%p/v a
20%p/v evita la degradacion del activo [15]. Estudios posteriores han mostrado
que empleando el estabilizante stabaxol | no solo retardaba la degradacion del
activo en el formulado sino también en las soluciones acuosas donde el

concentrado es disuelto para aplicacion [14].

1.4 Amitraz en Formulaciones Veterinarias.

El Amitraz es uno de los acaricidas-insecticidas que se expenden en el
mercado y se utiliza principalmente como un acaricida para el control de
garrapatas, sarna (acaros) tanto en bovino, ovinos y en animales domésticos

(perros).

Las fichas técnicas de marcas comerciales de antiparasitarios con amitraz
mas extendidas para uso en la ganaderia ecuatoriana son las formulaciones
como concentrados emulsionables para bafos de inmersién o aspersion

(amitraz al 12,5% p/v y amitraz a 20% p/v)

El amitraz tiene un mecanismo de accién diferente que los
organofosforados, carbamatos, piretroides y endectocidas, pues no tiene

resistencia cruzada con otras quimicas empleadas en la ganaderia. Es un
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producto de uso externo. Puede aplicarse por medio de bafios de aspersion,
bafos de inmersién y por aplicacién tépica en lesiones localizadas para el
control de la demodicosis canina y para controlar la sarna. El amitraz, no esta

aprobado para utilizar en gatos ni caballares [16].

En las zonas ganaderas hay poblaciones de garrapatas como las Boophilus
resistentes al amitraz, sobre todo en Australia. Con el aumento general de la
resistencia de las garrapatas a los piretroides, el uso del amitraz ha
aumentado, y con el uso crece también el nimero de casos reportados de
resistencia de garrapatas al amitraz. [17]

Histéricamente se ha considerado a la garrapata como una plaga de climas
calidos y medios. Este tipo de ectoparasito se reproduce con mayor facilidad
en época de humedad alta y calor. En nuestro pais se han identificado 77
especies de garrapatas pertenecientes a 5 géneros de la familia Argasidae y 7
a la familia ixodidae.

No se ha realizado investigaciones sobre la prevalencia de las garrapatas en el
Ecuador, por la velocidad de diseminacién de este ectoparasito en las épocas
en que mas frecuentemente se presentan, es decir en condiciones
bioclimaticas. Pero si se han descrito sobre las enfermedades que producen las
garrapatas en distintos paises de América asi como también en Europa.

Pese a que no existen estudios de prevalencia en el Ecuador, hay un mayor
porcentaje de presencia de garrapatas en las regiones tropicales vy
subtropicales, siendo mayores en la costa y oriente ecuatoriano.
Los predios identificados en su mayoria como afectados por este ectoparasito,

corresponden a explotaciones mixtas de carne y leche [18].
Segun la Agencia Ecuatoriana de Aseguramiento de la Calidad del Agro

(Agrocalidad), los productos vigentes para su comercializacidén y que contienen

el activo Amitraz son los siguientes [19]:
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Tabla 3. Productos comerciales de Amitraz en el Ecuador [19].

Nombre Concentracion Tipo de Empresa que Especies Dosis Solvente
Comercia Amitraz gL Formulacion los distribuye mL-L" Reportado en
| MSDS

Acarex

Amitraz al Indufar Bovinos, No disponible

20.8% ovinos,

caprino.

Amitraz
20.8%

Aspercin 208 EC* Tecnoquimicas Bovinos, 1ml/L No disponible
20.8% MK del Ecuador ovinos,
caprino,

Fulminad

0 20.8%

Amitraz 210 EC* CC Laboratorios Bovinos 1ml/L No disponible

Pharmavital CIA.
Ltda.

Ectotraz
12.5%

Amitraz 125 EC* Agroalimentar Bovinos 1.65ml/L Solvente
12.5% Cia. Ltda. aromatico:
Erma solvesso 150

Amitraz

Bovitraz Ecuaquimica Bovinos 1.65ml/L  Aromdtico, nafta

(Bayer) petréleo >60%
Anikil
Taktic Intervet Ecuador ~ Bovinos, 1.65ml/L No disponible
S.A. ovinos,
caprino.

Amitraz
12.5%

Bafiol EC Agroganadero Bovinos, 1.65ml/L No disponible

Colombo ovinos,
Ecuatoriano S.A.  caninos.
Amitraz
Pet

*EC: Concentrado Emulsionable.
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En la tabla 3, se muestran los datos disponibles al publico sobre los productos
que se comercializan en el pais. La informacién hallada sobre la composicion

de cada formulado es escasa.

1.5 Formulaciones de Productos Veterinarios.

Los productos veterinarios pueden ser productos de origen biolégico o
farmacéutico y pueden elaborarse de distintas formas segun la necesidad del
mercado. Existen distintos tipos de formulaciones, como por ejemplo,
concentrados emulsionables (EC), concentrados microemulsionables (ME),
emulsiones aceite en agua (EW), polvos mojables (WP), polvos dispersables,
entre otros [22].

Una formulacion es una mezcla de sustancias entre ellas: ingrediente
activo, aditivos y excipientes. A breves rasgos, un ingrediente activo es el que
ejerce la accién biolégico o farmacéutica sobre la plaga o enfermedad; los
aditivos y excipientes son sustancias de distinto origen con las que se mezclan
los ingredientes activos para preparar una mezcla estable, estas sustancias
pueden ser, tensoactivos, solventes, estabilizantes , productos inertes, entre
otros [31].

1.5.1. Concentrados Emulsionables y

Microemulsionables.

Los formulados que emplean mayor porcentaje de solvente son los
concentrados emulsionables (EC) y los concentrados microemulsionables
(ME). Ambas formulaciones se caracterizan por ser una mezcla equilibrada de
aceite (solventes), activo y tensoactivos que permitan la emulsién espontanea
al ser diluidos en agua. La diferencia principal, entre ambas formulaciones, es
el tamano de la gota que tienen sus emulsiones. Asi mismo, cada formulacién

tiene sus ventajas y desventajas al momento de ser elaboradas.

FCNM 25 ESPOL



Tabla 4. Comparacion de formulados Concentrados Emulsionables vs
Concentrados Microemulsionables [23].

Concentrados Emulsionables Microemulsiones (ME)
(EC)
Ingredientes Formado por aceite (solvente), activo, tensoactivo.
» Tamanos de gotas a formar: 0.1um a » Tamafos de gotas a formar: menor a
Emulsiones formadas | %™ 0-fum.
» Forma emulsiones lechosas. » Forma Emulsiones Traslucidas,

ligeramente azuladas.

* Facilidad de manipulacion, transporte y * Facil de transportar y almacenar.
Beneficios almacenamiento. » Termodindmicamente estable

* Facilidad en la preparacion: * Bajo contenido de solvente

emulsificacion con poca agitacion * Alto punto de inflamabilidad y

» Eficacia biologica relativamente alta. manipulacion segura.

+ Costo de fabricacion » Mejora de bioeficacia.

relativamente bajo.

Altas concentraciones de solventes que « Bajo contenido de principio activo

Limitaciones pueden otorgar mayor toxicidad a la « Estabilidad en la dilucién
formulacion.

* El bajo punto de inflamacion de algunos
Solventes.

» Solubilidad del principio activo en
Solvente.

» Uso de solventes miscibles en agua,
causando problemas de cristalizacion del
activo en la dilucion.

* La estabilidad de la emulsién puede verse
afectada por electrolitos, dureza del agua,
indice de dilucién y temperatura.

Un tema importante a considerar en estas la formulacion de productos
veterinarios es la toxicidad que pueden tener algunos de los aditivos y
excipientes, es por ello, que la tendencia actual de las companias es
desarrollar formulaciones con aditivos y excipientes a base de materias primas

menos nocivas en beneficio del usuario y del medio ambiente [23-24].

Sin embargo, aun encontramos patentes disponibles donde se sugiere el uso
de compuestos aromaticos, ciclohexanona, metyl pirrolodiona (Patente EP
0226285 A1, 1987-06-24), xileno (ES 2116193 B1, 1999-07-01) para elaborar

formulados.

FCNM 26 ESPOL



1.5.2. Solventes en las Formulaciones.

Los solventes son componentes clave de las formulaciones de
plaguicidas liquidos y una amplia gama es utilizada dependiendo de las
caracteristicas de solubilidad del ingrediente activo. El agua es el disolvente
mas simple y seguro, pero muchos plaguicidas tienen muy baja solubilidad en
agua. Sin embargo, a menudo son suficientemente solubles en disolventes
organicos polares y no polares, especialmente en bases de petréleo vy
disolventes aromaticos. [24].

Los requisitos generales de los disolventes usados en formulaciones son los

siguientes:

. Buena solvencia para los ingredientes activos

. Baja toxicidad

. Baja inflamabilidad

. Compatible con equipos de proceso y aplicacion
. Compatible con paquetes de formulacion

. Bajo costo

Actualmente algunos disolventes principales, frecuentemente utilizados
en formulaciones estdn dando toxicidad y preocupaciones ambientales y se
estan buscando alternativas mas seguras. En reemplazo de algunos de estos
disolventes se estan realizando cambios a disolventes “verdes” tales como
aceites vegetales, derivados de ésteres de triglicéridos y de acidos
carboxilicos como un sustituto de solventes a base de petréleo.

Los aceites paraninficos alifaticos tales como queroseno tienen muy baja
solubilidad en agua y baja toxicidad. Desafortunadamente tienen un pobre
poder disolvente para la mayoria de los ingredientes activos por lo que no se
utilizan normalmente como disolventes principales para las formulaciones de
EC y ME. Un hidrocarburo aromatico inmiscible en agua tal como xileno ha sido
histéricamente el disolvente preferido y todavia se utiliza en algunos paises en
desarrollo, en particular China. Sin embargo, debido a su bajo punto de
inflamacion, esta siendo eliminado y reemplazado por solventes con mayor

punto de inflamacién especialmente el C9 y C10 aromatico "Solvesso" 150 y
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200 de proveedores como ExxonMobil.

Las formulaciones de EC y ME requieren a veces co-disolventes para
aumentar la solubilidad del ingrediente activo y disolventes polares mas
potentes tales como cetonas que se utilizan para este propdésito. Sin embargo,
pueden ser reactivos, causando la descomposicién del ingrediente activo y
también tienen un poco de solubilidad en agua, lo que puede afectar
negativamente las propiedades de dilucién en agua. Algunas de las cetonas
utilizadas tradicionalmente tienen problemas de toxicidad. Ejemplos son la
isoforona, que ahora estd en la lista de la EPA 1 ("ingredientes inertes de
preocupacion toxicoloégica”) y N-metil pirrolidona (NMP), cuya clasificacién ha
sido revisada por la Direccién de Sustancias Peligrosas de la UE. NMP ahora
incluye frases de riesgo de la piel, irritacidn de ojos y vias respiratorias, la
posibilidad de dafo de los fetos y posibles riesgos de perjudicar la fertilidad.
[24].

Los siguientes son algunos co-disolventes utilizados en formulaciones de EC

(concentrados emulsionables), ME (microemulsiones):

Cetonas

. Ciclohexanona

. Metil Ciclohexanona

. Acetofenona

. Dialquilcetonas

Alcoholes

. N-butanol — a veces utilizada para aumentar la solubilidad de los

ingredientes activos en disolventes a base de petréleo
. Alcoholes C8-C18
. Ciclohexanol
Eteres alifaticos
Estos son solventes polares con baja fitotoxicidad y se utilizan como co-
disolventes aunque algunos presentan toxicidad y problemas ambientales. Se

muestran los siguientes ejemplos:

. Dietilenglicol y sus éteres.
. Dipropilenglicol y sus éteres.
. Propilenglicol y sus éteres.
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. Polietilenglicol (PEG 200/400)

Los datos sobre la solubilidad en agua, punto de inflamacién y el punto
de ebullicion para algunos disolventes y co-disolventes cominmente usados en
formulaciones de EC se muestran en la Tabla 5 [24].

Tabla 5. Propiedades de algunos solventes de uso comun para las
formulaciones de EC [24].

Clase Disolvente Solubilidad  Punto de Punto de
en agua inflamacién ebullicién
g/kg °C °C
Hidrocarburos Xileno insoluble 25 140
Queroseno insoluble 72 222
Isopar L (Exxon) insoluble 70 194
Solvesso 100 (Exxon) insoluble 49 168
Solvesso 150(Exxon) insoluble 65 196
Solvesso 200(Exxon) insoluble 104 249
Cetonas ciclohexanona 50 43 156
metil ciclohexanona 25 53 168
isoforona 12 96 212
N-metil pirrolidona miscible 95 202
Alcoholes N-butanol 78 29 117
Eteres diethoxol miscible 96 200

Se ha introducido, comercialmente, solventes basados en pirrolidonas
con un amplio rango de puntos de inflamacién. Los mas populares son: N-
methil 2 pirrolidona, N-octilpirrolidona y N-dodecilpirrolidona. Sin embargo, hay
algunas preocupaciones sobre la N-metil-pirrolidona que estan siendo

investigadas.

Los solventes con base de petroleo también han causado
preocupaciones sobre toxicidad y problemas ambientales, principalmente
debido a su contenido de naftaleno. Los naftalenos son posibles carcindégenos,
por esta razén algunos solventes aromaticos estan siendo reemplazados por
productos con bajo contenido de naftaleno. En la Tabla 6 se enlistan algunos

de los productos que se comercializan y sus caracteristicas.
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Tabla 6. Contenido de Naftaleno de algunos solventes aromaticos [24].

Solvente Aromatico Punto de Contenido de Vendedor
inflamacion °C  Naftaleno (%)

Solvesso 150 65 8-12 ExxonMobil

Solvesso 200 104 8-12 ExxonMobil

Solvesso 150ND 63 <1 ExxonMobil

Solvesso 200ND 107 <1 ExxonMobil
Caromax 20 66 4.4 Petrochem Carless
Caromax 28 106 2.1 Petrochem Carless
Caromax 20LN 66 0.9 Petrochem Carless
Caromax 28LN 106 0.7 Petrochem Carless
Caromax 20 XLN 66 0.08 Petrochem Carless
Caromax 28 XLN 106 0.08 Petrochem Carless

Con el fin de reemplazar completamente los solventes aromaticos se estan
investigando alternativas como los ésteres de metilo de aceites vegetales. El
problema con estos solventes radica en su poder de solvencia que es mucho
menor que la de los aromaticos. Otro inconveniente que presentan es su
tendencia a solidificarse a bajas temperaturas por 1o que en esos casos €s
necesario usar anticongelantes y anticristalizantes. En la siguiente tabla se
muestran algunos de los productos de origen vegetal que se comercializan.

Tabla 7. Disolventes de éster metilico de aceite vegetal [24].

Nombre Comercial Composicion Punto de Proveedor
Congelamiento
Agnique ME18 RD-F Mezcla C181,11,111* -10 Cognis
Agnique ME18 RD-F Mezcla C181,11,111* - Cognis
Agnique ME18 RD-F C12/C14 coco -8 Cognis
Agnique ME18 RD-F C12/C14 -1 Cognis
Stepsol ME Oleato de metilo/linoleato -5 Stepan
Stepsol ROE-W Ester de metilo del aceite - Stepan
de canola

*C181, tiene un enlace doble carbono- carbono (acido oleico). C1811, tiene 2 enlaces dobles
carbono — carbono (acido linoleico). C18111, tiene 3 enlaces carbono-carbono (acido
linolénico).
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Cuando la solubilidad del activo es un problema, habitualmente, se emplean
disolventes polares miscibles en agua como co-solventes en concentrados
emulsionables (EC). El activo disuelto no debe cristalizar ni en el formulado ni

en la solucién acuosa donde se disuelva para aplicacion.

Algunos ejemplos de solventes polares se muestran en la tabla siguiente:

Tabla 8. Ejemplos de solventes polares para usos en formulaciones [24].

Solvente Proveedor Comentarios
N-metil pirrolidona ISP Esta siendo reemplazado por
alternativas méas seguras.
Y-Butirolactona ISP -
Eteres de Etilenglicol Dow Serie Dowanol, cellsolve, carbitol.
Eteres de propilenglicol Lyondell Serie Arcosolv P
Lactatos / etil lactatos Purac Serie Purasolv
Esteres metilicos de Rhodia Serie Rhodiasolv RPDE
acidos dicarboxilicos
Propilen carbonato Hunstman Serie Jeffsol

Alcohol Tetrahidrofurfurii Chemtura -

1.5.3. Solventes Seleccionados y su Toxicidad

Durante la elaboracién de éste trabajo, se emplean los solventes enlistados en

la tabla 9, en base a la informacién mencionada en la seccién 5.1.2.

Se escogieron solventes organicos recomendados para uso en formulaciones
veterinarias y agroquimicas, con un bajo perfil de toxicidad, asi como, solventes
convencionales de mayor cuidado como tolueno, ciclohexanona y solvesso 150
disponibles en el laboratorio.

En la tabla 9 se indican los valores de toxicidad de cada uno de los solventes

tomados de la ficha de datos de seguridad (MSDS) de cada producto.
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Tabla 9. Solventes, informacién toxicologica. (Fuente: MSDS solventes)

Grado
Oral Dermal Toxicidad
Inhalatorio
Nombre TLV/TWA mg/kg mg/kg referido a la
No. ) - (LD50) .
Comercial Nombre Quimico (mg/m3) (LD50) (LD50) s toxicidad
RATA CONEJO aguda o
referencia
1 Tolueno Tolueno 300 500 14000 5320 Téxico
2 | Ciclohexanona |  Ciclohexanona 100 1400 948 8000 Nocivo
5 o g C12-15 Alquil No 2000 No No Baja
rodamo
Benzoato establecido establecido establecido Tocixidad
4 Crodamol Capr|.l|c.o/C.apr|co No 2000 No No Baja
GTCC Triglicerido establecido establecido establecido Tocixidad
. Mezcla solventes .
5 Rhodiasolv No 2000 No No Baja
Green 21 contiene acetofenona establecido establecido establecido Tocixidad
Mezcla solventes 2-
6 Rhodiasolv etilhexil acetato y No 2000 No No Baja
Green 25 acetofenona establecido establecido | establecido Tocixidad
= No No No Baja
7 Prifer Ester Benzoato 2000 J
establecido establecido establecido Tocixidad
i i No No No Baja
8 Crodamol IPM Isopropil Myristato 2000 J
establecido establecido establecido Tocixidad
PPG-3 Bencil éter No No No Baja
9 | Crodamol STS Miristato . 2000 ) ) .
establecido establecido establecido Tocixidad
ilil pirroli No No Baja
10 Agsolex 8 Caprilil pirrolidona . 2050 2000 . : J
establecido establecido Tocixidad
Nafta Pesado de
11 Solvesso 150 Petréleo 100 5000 2000 590 Nocivo
i i No No No Baja
12 | Crodamol 1pp | 'SOPropil paimitato 64000 :
establecido establecido establecido Tocixidad
Genagen 4166 . No No No Baja
13 Acido graso de . 2000 . . o
("), o establecido establecido | establecido Tocixidad
Dimetilamina C8/C10
14 Genagen 4166 Acido graso de No 2000 No No Baja
(M),(*) Dimetilamina establecido establecido establecido Tocixidad
C10/C12
* Informacién obtenida de MSDS. **EPA 920
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En base a los datos obtenidos de las fichas de seguridad de los solventes, los
productos de mayor cuidado son: Tolueno, ciclohexanona y solvesso 150. A

continuacién se mencionan datos sobre cada uno de estos productos.

Tolueno (CAS 108-88-3): el tolueno provoca efectos tdxicos tales como
aumento en el peso del rindn en ratas a una dosis oral de 0.08mg/kg-dia; a una
dosis de 5mg/kg-dia por via inhalatoria puede provocar efectos neurolégicos en
los trabajadores expuestos. Los efectos para la salud por inhalacion de
vapores pueden ser irritaciones en vias respiratorias, efectos en el sistema
nervioso central embriaguez espasmos pérdida del conocimiento paralisis
respiratoria paro cardiovascular; por ingestion causa vomitos; absorcién en
contacto con la piel causa irritaciones y dermatitis tras contactos prolongados
con el producto. Presenta riesgo de absorcion cutanea por contacto ocular
causando irritaciones en mucosas [32].

La siguiente informacién fue obtenida de la MSDS del producto. Datos de
toxicidad aguda se han establecido en TLV: 50 ppm como TWA; (piel); A4 (no
clasificable como cancerigeno humano); BEI establecido; (ACGIH 2004). MAK:
Riesgo para el embarazo: grupo C; (DFG 2004). LEP UE: 192 mg/ms3, 50 ppm
como TWA; 384 mg/ms3, 100 ppm como STEL (piel) (EU 2006). La informacién
toxicoldgica se observa en la tabla 9.

Los efectos sobre el medio ambiente se han evaluado en algunas especies:
para las Bacterias (Photobacterium phosphoreum) 18 mg/l se lo considera
extremadamente téxico (Test EC50 (mg/l), para las Algas (Sc. cuadricauda)
120 mg/l es Altamente téxico, para los Crustaceos (Daphnia Magna) 60 mg/l es
Extremadamente téxico, para los Peces (Leuciscus Idus) 70 mg/l es
extremadamente téxico, para los peces (Salmo gairdneri) 58 mg/l es
Extremadamente toxico.

Se ha determinado que el riesgo para el medio acuatico es alto y el riesgo para
el medio terrestre es medio debido a que es un producto de baja
degradabilidad y es posible bioacumulador. Los datos han sido obtenidos de su
hoja de seguridad.

Ciclohexanona (CAS 108-94-1): la ciclohexanona esta en la lista de EPA

aceptada como un ingrediente inerte para uso en animales como solvente y co-
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solvente [33]. La ciclohexanona puede tener efectos tdxicos tales como
necrosis celular, a una dosis oral en ratones de 5mg/kg-dia se han detectado
que provoca efectos criticos como la depresion de peso corporal [34]. El efecto
critico de la ciclohexanona es la irritacién de los ojos y del tracto respiratorio
superior. Hay pruebas de que exposiciones de humanos de entre 3 y 5 minutos
con ciclohexanona a concentraciones tan bajas como 75 ppm (306 mg/m3) que
provocan irritacion de garganta y de ojos. En este mismo estudio se consideré
que una concentracién de 25 ppm (102 mg/m3 ) resultaba tolerable para la
mayoria de individuos en este corto periodo de exposicién [35]. La informacién
toxicolégica se observa en la tabla 9.

La siguiente informacién fue obtenida de la MSDS del producto. Los efectos
sobre el medio ambiente de la ciclohexanona se han evaluado en algunas
especies y medios de descarga. Se considera que puede causar efectos
nocivos agudos sobre los organismos acuaticos. La toxicidad en peces fue de
CL50 (96 h) > 100 mg/l, en invertebrados acuaticos (dafnias) CE50 (24 h) > 100
mg/l, en plantas acuaticas (algas) CE50 (72 h) > 10 - 100 mg/Il. Los datos han
sido obtenidos de su hoja de seguridad.

Nafta Pesado de Petroleo (CAS 64742-94-5): es una mezcla compleja de
productos de destilacion, se lo expende con marcas comerciales como
Cyclosol, Solvesso, Shellsol. La hoja de seguridad nos aporta la informacién
indicada a continuaciéon. La composicién del solveso es la siguiente: 95% -
100% Solventes aromaticos pesados de petroleo (CAS 64742-94-5), 0%-5%
naftaleno (CAS 91-20-3), 0%-2% cumeno (CAS 98-82-8), 0%-2%
trimetilbenceno (CAS 95-63-6), cabe anotar que esta composicion puede
cambiar segun el origen del producto. La serie de productos de nafta pesado
de petroleo suele usarse debido a que contiene un buen poder disolvente y un
punto de inflamacién elevado, sin embargo los compuestos residuales que
contiene como el naftaleno son productos que pueden perjudicar la salud. Los
datos de toxicidad para el naftaleno son TWA/TLV: 10/50 mg/m® (piel), LD50
Oral: 1870 mg/m®, LD50 Dermal: >2500 mg/m® LC 50ppm Inhalacién: 106-
142mg/m°.

La exposicion aguda a este solvente puede producir irritacion en la piel,

irritacion ocular, dolores de cabeza. Los efectos de una exposicion crdnica
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podrian ser dermatitis, y existe la posibilidad de carcinogénesis por la presencia
de naftaleno en su composicion.

En el medio ambiente el producto no se considera como bioacumulador, su
degradacion se efectla en presencia de oxigeno, el 40% se degrada en 4
semanas en lodos de aguas residuales domésticas sin embargo la poblacién
natural de microbios necesita varias semanas de aclimatizacion antes de que
pueden metabolizar los hidrocarburos efectivamente. En medios de
degradacion abibéticos muchos hidrocarburos aromaticos son susceptibles tanto
a la fotdlisis directa e indirecta, la velocidad de degradacién es desconocida. El
solvente es insoluble en agua por lo que no puede moverse en el suelo o0 en
agua. La toxicidad para los animales acuaticos ha sido determinada en algunas
especies tales como peces cuyo LC50 (96h) para Pimephelas promelas es 41-
45mg/l y para Oncorhynchus mykiss es de 2.34mg/litro, el EC 50 en crustaceos
por 48h es de 0.95mg/litro (daphnia magna) y el EC 50 en algas es de 0.1-2.5
mg/Lt, sin embargo, estos valores no consideran que la toxicidad también
puede darse en concentraciones mas altas debido a que su baja solubilidad en
agua hace que el producto forme una capa que flota sobre el medio acuoso.
Los datos han sido obtenidos de su hoja de seguridad.

1.6 Legislacion Nacional e Internacional.

En el Ecuador el Ministerio de Agricultura, Ganaderia y Pesca (MAGAP)
es el ente regulador de la produccion agricola, ganadera, acuicola y pesquera
del pais. Este organismo nacional se apoya en la Agencia Ecuatoriana de
Aseguramiento de Calidad del Agro — Agrocalidad, que es la Autoridad
Nacional Sanitaria, Fitosanitaria y de Inocuidad de los Alimentos, encargada de
la definicién y ejecucion de politicas, regulacién y control de las actividades
productivas del agro nacional. La cual, es respaldada por normas nacionales e
internacionales [20].

El control de los productos veterinarios esta regido por la Decision 483 de la
Comunidad Andina de Naciones Normas de registros, control, comercializacién
de productos Veterinarios [21] publicada en Registro Oficial No. 257 de fecha

01 de Febrero 2001, el art. 60 de esta norma establece que “todo producto
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veterinario debera satisfacer las siguientes normas de control de calidad: a)
Calidad y cantidad de las materias primas usadas: -Cumplimiento de las
exigencias que precisen las normas de referencia internacional citadas en el
anexo 1, para el o los principios activo asi como para los excipientes, cuando
dichos compuestos estén incluidos. Cuando los compuestos no estén incluidos
en farmacopeas reconocidas por los paises miembros, se debera presentar un
resumen sobre su origen y sistema de obtencién, utilizando denominaciones
exactas presentar un resumen sobre su origen y sistema de obtencién,
utilizando denominaciones exactas en los términos quimicos o biol6égicos, con
clara definicidon de los requisitos para la determinacion de calidad, de manera
que permita la identificacion y cuantificacién de su quimica, fisico-quimica y

biolégica, en forma constante y cientificamente satisfactoria. ..”

En el anexo 1, de la decision 483, se mencionan las siguientes normas
de referencia reconocidas por suministrar informacién confiable de aspectos

técnicos relacionados con la calidad e inocuidad de las materias primas:

e Decisiones del Consejo Andino de Ministros de Relaciones Exteriores o de
la Comisién de la Comunidad Andina y Resoluciones de la Secretaria
General de la Comunidad Andina;

e Farmacopea de los Estados Unidos de América (USP);

e (Cdbdigo de Regulaciones Ferderales del gobierno de los Estados Unidos de
América (CFR);

e Farmacopea Britanica;

e Codex Alimentarius Food and Agricultural Organization (FAO) Organizacion
de la Salud (OMS);

e Normas de la FAO;

e Normas de la Oficina Internacional de Epizootias (OIE);

e Normas adoptadas por organizaciones regionales o subregionales como
MERCOSUR,;

e Comité de Expertos de la OMS en especificaciones para las preparaciones

farmacéuticas. Anexo 1. Buenas practicas de manufactura.
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Estas referencias nos permiten emplear como directriz para el actual
estudio, las normas CIPAC (Collaborative International Pesticides Analytical
Council) y las normas australianas de la APVMA (Australian Pesticides and
Veterinary Medicines Authority), especificamente The Guidelines for the
Generation of Storage Stability Data of Veterinary Chemical Products No. 68,
version 3 June 2006 [21,29].

Estas normas proveen de datos especificos sobre técnicas de analisis para
distintos tipos de formulaciones asi como las guias para evaluar la estabilidad
de estos formulados.

1.7 Normativa Ambiental Ecuatoriana.

Las sustancias quimicas usadas en el Ecuador se encuentran reguladas
por la Normativa Ambiental bajo el Texto Unificado de Legislacién Secundaria,
Medio Ambiente (TULSMA), asi como por procedimientos y normas técnicas
previstas en las Leyes de Gestion Ambiental y de Prevencién y Control de la
Contaminacién Ambiental, Convenios Internacionales relacionados con esta

materia, suscritos y ratificados por el Estado.

A nivel internacional los ingredientes inertes empleados en productos
pesticidas para uso veterinario o agricola también estan regulados. Existen
organismos importantes que proveen de informacion detallada sobre el uso de
sustancias quimica tales como la EPA (Environmental Protection Agency) en
Estados Unidos y la Agencia Europea de Sustancias y Preparados Quimicos
(ECHA) en Europa.

En el texto Unificado de la Legislacién Secundaria, Medio Ambiente (TULSMA),
en el Libro VI de la Calidad Ambiental encontramos parametros de monitoreo
de contaminantes en el agua y en el suelo. El Libro VI de la Calidad Ambiental
fue modificado por ultima vez en abril del 2015 en base al acuerdo Ministerial
No. 61 publicado en el registro oficial ecuatoriano el 7 de abril del 2015. Los
anexos de este libro nos indican limites permisibles de descargas de
contaminantes en agua y en suelo de los cuales el activo Amitraz no se

menciona en ninguno de ellos sin embargo existen listados donde si se
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consideran descargas que contengan productos pesticidas, derivados de
hidrocarburos y aceites vegetales.

En el capitulo VII del TULSMA se regulan las fases de gestion y los
mecanismos de prevencion y control de la contaminacién por sustancias
quimicas peligrosas, en el territorio nacional. En su articulo 154, se reconoce la
existencia del listado de sustancias quimicas peligrosas sujetas a control, las
cuales se encuentran en los listados nacionales de sustancias quimicas
peligrosas aprobados por la Autoridad Ambiental Nacional. En su articulo 160,
se indica la existencia del listado de sustancias quimicas peligrosas prohibidas
que no pueden ingresar al pais. Los listados de este libro no mencionan de
manera explicita al activo Amitraz sin embargo si se mencionan solventes
como tolueno, ciclohexanona y sustancias como el naftaleno que forma parte

de los solventes de nafta pesado de petréleo.
1.7.1. Norma de Calidad Ambiental y de Descarga de
Efluentes.

La norma corresponde al Anexo 1 del Libro VI del TULSMA que indica los
limites permisibles de descarga de efluentes. A continuacion se enlistan las
tablas con los criterios de evaluacién en distintas aguas los cuales deberan
tomarse en cuenta al momento de elaborar y manipular productos pesticidas
que contengan los solventes enlistados en la tabla 9.

Tabla 10. Criterios de Calidad de Fuentes de Agua para Consumo Humano Y
Doméstico. Requieren tratamiento Convencional (Compendio tomado de la
Tabla 1 del Anexo 1 del Libro VI del TULSMA).

Parametro Expresado como Unidad | Criterio de
Calidad
Aceites y grasas Sustancias solubles en
hexano mg/ml 0.3

Hidrocarburos Totales
de Petréleo TPH mg/ml 0.2
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Tabla 11. Criterios de Calidad de Fuentes de Agua para Consumo Humano Y
Doméstico y que para su potabilizacion solo requieren desinfeccion
(Compendio tomado de la Tabla 2 del Anexo 1 del Libro VI del TULSMA).

Parametro Expresado como Unidad | Criterio de
Calidad
Aceites y grasas Sustancias solubles en hexano mg/ml 0.3
Hidrocarburos TPH mg/ml 0.05
Totales de
Petroleo

En condiciones especiales de ausencia de estudios del cuerpo receptor, se

tomara en cuenta los valores siguientes.

Tabla 12. Limites de descarga a un cuerpo de agua dulce (Compendio tomado
de la Tabla 10 del Anexo 1 del Libro VI del TULSMA).

Parametro Expresado como Unidad | Criterio de
Calidad
Aceites y grasas | Sustancias solubles en hexano mg/ml 30
Hidrocarburos TPH mg/mi 20
Totales de
Petroleo

Los limites de descargas hacia cuerpos de agua marina, se observan en la

tabla siguiente.

Tabla 13. Limites de descarga a un cuerpo de agua marina (Compendio
tomado de la Tabla 11 del Anexo 1 del Libro VI del TULSMA).

Parametro Expresado como Unidad | Criterio de
Calidad
Aceites y grasas Sustancias solubles en hexano mg/ml 30
Hidrocarburos TPH mg/mi 20
Totales de
Petroleo
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En la seccién 5.2.4.11 se prohibe la descarga de residuos liquidos sin tratar
hacia los cuerpos receptores, canales de conduccidon de agua a embalses,
canales de riego o canales de drenaje pluvial, provenientes del lavado y/o
mantenimiento de vehiculos aéreos y terrestres, asi como el de aplicadores
manuales y aéreos, recipientes, empaques y envases que contengan o hayan

contenido agroquimicos u otras sustancias toxicas.

En la seccién 5.2.1.2 se establecen, también, los parametros minimos de
descarga a analizarse 0 monitorearse en industrias importantes, identificados
por su Codigo Internacional Industrial Uniforme (CIlIU). Dentro de ésta seccién
se han identificados las siguientes actividades a considerar: literal A.
Agricultura, Ganaderia, Caza y Silvicultura, y literal D. Industrias

Manufactureras.

Tabla 14. Parametros de Monitoreo de las Descargas Industriales (Compendio
tomado de la Tabla 12 del Anexo 1 del Libro VI del TULSMA).

CIUU | ACTIVIDAD INDUSTRIAL PARAMETROS DE MONITOREO

A. AGRICULTURA, GANADERIA,
CAZA Y SILVICULTURA

0121 | Cria especializada de ganado | Caudal, DBO, DQO, SST, SAAM,
vacuno Grasas y aceites, Fenoles, Residuos

0124 | Actividad Mixta (agricola vy | de ingredientes activos de plaguicidas,
pecuario) Nitrégeno Total (N), Fésforo Total (F),

0124 | Actividades de servicios | Coliformes Fecales.
agricolas y ganaderos, excepto
actividades agropecuarias

D. INDUSTRIAS MANUFACTURERAS

2421 | Fabricacion de plaguicidas y | Caudal, DBO, DQO, SST, SAAM,
otros productos quimicos de | Grasas y aceites, Fenoles, Residuos
uso agropecuario de ingredientes activos de plaguicidas,
Arsénico (As), Bario (Ba), Cadmio
(Cd), Cobre (Cu), Cromo (Cr), Mercurio
(Hg), Niquel (Ni), Selenio (Se), Cinc
(Zn).
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1.7.2. Norma de Calidad Ambiental del Recurso
Suelo y Criterios de Remediacion para
Suelos Contaminados.

La norma corresponde al anexo 2 del Libro VI del TULSMA que indica
explicitamente la prohibicion de descargas, infiltracion o inyeccion de efluentes
en el suelo y subsuelo (secciéon 4.2.5) que lo alteren, se debe evaluar una
posible contaminacion del suelo, en funcién de los parametros senalados en la
Tabla 1 de éste anexo, en la Tabla 2 se observan los criterios de remediacion.

Tabla 15. Criterios de Calidad del Suelo (Compendio tomado de la Tabla 1 del
Anexo 2 del Libro VI del TULSMA).

Parametro Unidades (Concentraciéon | Valor
en peso seco de suelo)

Parametros organicos

Tolueno mg/kg 0.1
Hidrocarburos totales (TPH) mg/kg <150
Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos (HAPs) | mg/kg 0.1
cada tipo

Tabla 16. Criterios de Remediacién (Valores maximos permitidos),
(Compendio tomado de la Tabla 2 del Anexo 2 del Libro VI del TULSMA).

Uso del Suelo
Parametros *Unidad

Residencial | Comercial | Industrial | Agricola

Parametros organicos

Aceites y grasas mg/kg 500 < 2500 <4000 <4000
Tolueno mg/kg 0.37 0.8 0.8 0.08
Hidrocarburos totales(TPH) | mg/kg 230 620 620 150
Alifaticos no clorinados
. mg/kg - - - 0.3
(cada tipo)
Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos (HAPs)
Naftaleno mg/kg 0.6 22 - 0.1

*Concentracién en peso del suelo
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1.7.3. Sustancias Peligrosas

En el Acuerdo Ministerial No. 161 del 31 de agosto del 2011, publicado en el
Registro Oficial No. 631 del 1 de febrero del 2012, el Ministerio del Ambiente
emite el Reglamento para la Prevencién y Control de la Contaminacién por
Sustancias Quimicas Peligrosa, Desechos Peligrosos y Especiales. Mediante
Informe Técnico No. 933-2012IDNCAISCA/MAE del 10 de septiembre el 2012,
la Direccién Nacional de Control Ambiental del Ministerio del Ambiente,
estructura los listados nacionales de sustancias quimicas peligrosas, desechos
peligrosos y especiales; a través del Acuerdo Ministerial 142 se expiden los
Listados Nacionales de Sustancias Quimicas Peligrosas, Desechos Peligrosos

y Especiales de donde se toma en consideracion los siguientes articulos:

Art. 1.- Seran consideradas sustancias quimicas peligrosas, las establecidas en
el Anexo A del presente acuerdo.

Art. 2.- Seran considerados desechos peligrosos, los establecidos en el Anexo
B del presente acuerdo.

Art. 3- Seran considerados desechos especiales los establecidos en los Anexo

C del presente acuerdo

Se revisaron los anexos mencionados en el acuerdo ministerial 142 con el fin
de identificar si algunas de las sustancias usadas como solventes y activos
forman parte de alguna de las listas. Se obtuvieron los siguientes resultados de

la busqueda:

a) ANEXO A: Listado Nacional De Sustancias Quimicas Peligrosas.

En los listados No 1. (Listado de Sustancias Quimicas Peligrosas Prohibidas) y
No. 2 (Listado de Sustancias Quimicas Peligrosas de Toxicidad Aguda), no se
encontraron productos afines a las materias primas usadas.

En el Listado No. 3 (Listado Nacional de Sustancias Quimicas Peligrosos de
Toxicidad Crdnica) se encontraron dos productos que se usan como solventes:
Tolueno y Ciclohexanona. Adicionalmente se menciona al producto Naftaleno
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el cual formar parte de los solventes derivados de la nafta de petréleo tal como
el Solvesso 150 usado en los ensayos.

b) ANEXO B: Listados Nacionales de Desechos Peligrosos.

LISTADO No 1: Desechos Peligrosos por Fuente Especifica

En el listado 1 del anexo B se han identificado los siguientes puntos a
considerar como posibles desechos peligrosos dentro de las actividades
agricolas, veterinarias y de manufactura que podrian derivarse del uso vy
fabricacion de estos formulados que contienen Amitraz como concentrado

emulsionable.

Tabla 17. Desechos Peligrosos por Fuente Especifica (Compendio tomado del
Listado 1 del Anexo B del Acuerdo Ministerial 142).

Cadigo

CIlU | Descripcion de categorias CRTIB* | Codigo Basilea
A Agricultura, Ganaderia, Silvicultura y Pesca
1 Agricultura, floricultura, ganaderia, caza vy

actividades de servicios conexas: fumigacion

aérea, terrestre, tratamiento de semillas, control

de plagas

Lodos de lavado y limpieza que contengan | T A.01.01 Y4

plaguicidas

Aguas residuales que contengan plaguicidas T A.01.02 Y4

Lodos contaminados con plaguicidas provenientes | T A.01.03 Y4

del tratamiento de efluentes.

Agroquimicos caducados, obsoletos o fuera de | T (1) A.01.04 Y4/

especificaciones A4140
Lodos de tanques de almacenamiento de aceites | T, | A.01.05 Y8
agricolas
Envases vacios de plaguicidas sin triple lavado T A.01.06 Y4

C INDUSTRIAS MANUFCATURERAS

20 Fabricacion y formulacion de sustancias vy
productos
quimicos:  sustancias quimicas basicas,

produccion de cloro, grasas, aceites, solventes,
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monomeros, polimeros, caucho sintéticos,
plaguicidas, pinturas, lacas, barnices, esmaltes,
pegamentos, sellantes, tintas de impresion,
jabones, detergentes, plastificantes, resinas,
aditivos, emulslficantes, bactericidas, productos
de limpieza, perfumes, fibras artificiales, acidos,
bases, abonos, agentes oxidantes, thinner,

explosivos, retardantes de llama, etc.

Lodos del tratamiento de efluentes que contienen
sustancias peligrosas

Productos quimicos elaborados, semielaborados,
agroquimicos: caducados o productos fuera de
especificaciones.

Desechos que contengan solventes organicos.
Desechos del proceso de produccion que contengan
sustancias peligrosas.

Efluentes del triple lavado de envases de
agroquimicos o quimicos.

Material adsorbente utilizado en la recoleccion y

limpieza de derrames de materiales peligrosos.

T.C,
R(2)

C.20.01

C.20.03

C.20.12

C.20.14

C.20.15

C.20.16

A2030

A4140

Y6

A4140

Y4

Y18

21

Fabricacion de productos farmacéuticos,
sustancias quimicas medicinales y productos
botanicos de uso farmacéutico (humano vy
animales)

Desechos resultantes de la produccion y preparacion
de productos farmacéuticos que contienen
constituyentes peligrosos.

Desechos resultantes de la produccién y preparacion
de  productos veterinarios que  contienen
constituyentes peligrosos.

Medicamentos, productos farmacéuticos,
psicotropicos, botanicos y veterinarios fuera de
especificaciones o caducados.

Desechos resultantes de la produccion, preparacion
de biocidas y productos fitofarmacéuticos.

Materias primas caducadas o fuera de
especificaciones.

Desechos bioldgicos no inactivados de la
produccion.

Tortas de filtracion, carbén activado que contienen

C.21.01

C.21.02

C.21.03

C.21.04

C.21.05

C.21.06

C.21.07

Y2

Y2

Y3

Y4

Y3

Y2

Y2
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sustancias peligrosas

75 Actividades veterinarias

Farmacos veterinarios caducados

especificaciones

(o]

fuera de

T

M.75.04

Y3

*C: Corrosivo, I: inflamable, R: Radioactivo, T: Toxico, B: Biopeligroso.

c) LISTADO No.2: Listado de Desechos Peligrosos por Fuente No

Especifica

En el listado 2 del anexo B podemos destacar los puntos mencionados en la

tabla 18, los cuales puede deben ser tomados en consideracién al momento de

elaborar un concentrado emulsionable que contenga algun pesticida o aditivo

contaminante.

Tabla 18. Listado de Desechos Peligroso por fuente no especifica (Compendio

tomado del Listado 2 del Anexo B del Acuerdo Ministerial 142).

Caddigo

DESECHO PELIGROSO CRTIB | Cddigo | Basilea
Agroquimicos caducados o fuera de especificaciones
generados en actividades comunes T NE-04 Y4
Envases vacios de agroquimicos sin triple lavado. T NE-28 | A4030
Mezclas oleosas, emulsiones de hidrocarburos- agua,
desechos de taladrina. T NE-45 Y9
Productos quimicos caducados o fuera de T,t, C,
Especificaciones. R(2) | NE-48 | A4140

*C: Corrosivo, I: inflamable, R: Radioactivo, T: Toxico, B: Biopeligroso.

d) ANEXO C: Listado Nacional de Desechos Especiales

Las empresas formuladoras de productos pesticidas deberan tener en

consideracion la correcta disposicion de sus envases segun aplique el anexo C

del acuerdo ministerial 142.

FCNM

45

ESPOL




1.8 Técnicas Analiticas.

1.8.1. Cromatografia.

La cromatografia es un método fisico de separacién en el cual los
componentes a ser separados se distribuyen entre dos fases, una de las cuales
es estacionaria (la fase estacionaria), mientras que la otra (la fase movil) se
mueve en una definida direccién. Una fase movil se describe como "un fluido
que se filira a través o a lo largo del lecho estacionario en una direccion
definida". Puede ser un liquido, un gas o un fluido supercritico, mientras que la
fase estacionaria puede ser un sélido, un gel o un liquido [26].

El término “cromatografia de alta resolucidon” se usa frecuentemente
para distinguir procedimientos cromatograficos con mayor tecnologia, de los
procedimientos sencillos en columnas basicas usadas en sus inicios. Para
lograr una velocidad de flujo satisfactoria, el liquido se somete a una presién de
cientos de libras por pulgadas cuadradas (psi), que pasan a través de
empaquetamientos con diametros de particulas de relleno de apenas 3 -10 um.
Como consecuencia de esta alta presién, el equipo de HPLC tiende a ser
mucho mas complejo y costoso que el de otros equipos de cromatografia. En la
ilustracion 3 se muestra los componentes basicos de un equipo de HPLC tipico
[27].

llustracién 3. Esquema de un equipo HPLC. [27].
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Usualmente se emplean diferentes recipientes para contener los disolventes,
estos disolventes pasaran a través de una serie de filtros que retendran las

impurezas sélidas insolubles que estos puedan tener.

Existe también una valvula que permite hacer las mezclas de los disolventes
segun sea el tipo de elucién que se emplee, el liquido pasa luego a la bomba
que genera la presiéon y luego por varios filtros hasta que llegue a la valvula de
inyeccién donde se inyecta la muestra y con la misma presion entra a la
columna. Las columnas para HPLC se construyen normalmente con acero

inoxidable y polimeros especiales.

La mayoria tienen una longitud de 10 a 30 cm. La columnas usan rellenos de
diferente naturaleza, lo rellenos basicos son de tipo pelicular y de particula
porosa. Lo rellenos peliculares son utilizados normalmente en las precolumnas
y consisten en bolas de vidrio de polimero, no porosas de silice, alimina o de
una resina de intercambio iénico. Los rellenos de particula porosa son las mas
comunes y estan formados por microparticulas porosas con didmetro de 3 a 10
um de silice, alimina o de una resina de intercambio i6nico. Los detectores
basicos empleados pueden dividirse en los basados en una propiedad de la
fase movil (disolucion) y los basados en una propiedad del soluto. Los basados
en la fase mévil pueden ser detectores de indice de refraccion, electroquimicos,
y de dispersion de luz; los basados en el soluto pueden ser detectores de

absorbancia UV, IR y de fluorescencia.

La cromatografia liquida puede realizarse utilizando solo un eluyente
compuesto por un Unico solvente o una mezcla uUnica de solventes , lo cual se
conoce como elucién isocratica o puede usar varios disolventes en
proporciones que varian con el tiempo, en este caso se dice que es una elucién
con gradiente. En las figuras 4 y 5 se muestran los tipos de eluciones usadas
en HPLC, la elucién con gradiente normalmente mejora la eficiencia de la

separacion de los picos [27].
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llustracién 4. Elusion por L ., .
Gradiente [27]. llustracion 5. Elusion Isocratica [27].

Las muestras a emplear deben ser tratadas antes de ser inyectadas en
el cromatografo de liquidos con el objetivo de eliminar sustancias e impurezas
contaminantes, filtrar solidos insolubles o para realizar un preparacién de
muestras enriquecidas selectivamente. Usualmente se realizan modificaciones
en la fase de moévil de parametros especificos tales como polaridad, pH,
concentracion, temperatura. Estas variaciones permitiran afinar el método para

obtener resultados confiables.

El campo de aplicacién de la cromatografia de liquidos de alta resolucién
(HPLC) es muy versétil. Su uso habitual puede ir desde el descubrimiento de
nuevas drogas, desarrollo de producto hasta el control de calidad en la
produccién [25]. Su sensibilidad, su facil adaptacién a las determinaciones
cuantitativas exactas, su idoneidad para la separacion de especies no volatiles
o termolabiles la hace muy Util para separar y determinar especies en diversos
materiales organicos, inorganicos y bioldgicos.

La variedad de muestras a la que es aplicable ésta técnica es muy amplia,
como ejemplo tenemos: hidrocarburos, aminoacidos, carbohidratos,

agroquimicos, esteroides, antibiéticos, especies organometalicos, entre otros.
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1.8.2. Colorimetria.

El color es una propiedad visual perceptiva propia de los seres
humanos. El color deriva del espectro de la luz (distribucion de energia de la
luz frente a longitud de onda) que interactia en el ojo con células sensibles a la
luz. En nuestro medio, los materiales son de color dependiendo de las
longitudes de onda de la luz que reflejan o transmiten.

El espectro de color visible va desde rojo a través de longitudes de
onda azules, aproximadamente 360 -720 nm.
Tres cosas son necesarias para ver los colores:
Una fuente de luz.
Un objeto
Un observador / procesador

Las percepciones e interpretaciones del color son altamente subjetivas.
Factores como fatiga del ojo, edad, estrés pueden influenciar la percepciéon del
color, es por ello que en analisis de liquidos y solidos se emplean instrumentos
que identifican explicitamente con precision y objetivamente un color a través

de la medicién y comparacion del color empleando estandares.

El color es tipicamente descrito utilizando 3 elementos: tonalidad, saturacion e
intensidad luminosa (medida). Mediante la descripcién de un color con estos
tres atributos, se puede identificar con precisioén un color particular y distinguirlo
de cualquier otro

Describiendo cada elemento se puede decir que la tonalidad es como nosotros
percibimos el color de un objeto a primera vista, rojo, verde, azul, etc. La
ilustracion 6 muestra una rueda de color donde se observa el color continuo de
una tonalidad a otra. Observando la rueda vemos que si se va a mezclar
pinturas azules y verdes se obtendran colores azul-verdoso, si afadimos
amarillo a un color verde se obtendran tonos verde amarillento y asi

sucesivamente.
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Yellow

llustracion 6. Tonalidad [28]

Se describe como saturacién a la intensidad o la falta de brillo de un color, en
otras palabras, lo cerca que esta el color del tono gris o de su tonalidad pura.
Por ejemplo, si comparamos los colores de un tomate y un rabano, el del
tomate es mas vivido mientras que el del rdbano es méas apagado. La
ilustracién 7 muestra los cambios o combinaciones de tonalidades de color que
podrian obtenerse al mezclar los tonos basicos de la rueda de color vista
anteriormente. Mientras mas cerca estemos del centro los tonos se volveran

mas grises y mientras mas alejados estemos los colores serdn mas brillantes.

Chroma

llustracion 7. Saturacion [28]

La intensidad luminosa es el grado de luz que puede tener un color en un rango
de claros a oscuro. Los colores pueden ser clasificados en claros y oscuros
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cuando se compara su intensidad luminosa. Por ejemplo, cuando un tomate y
un rabano son colocados el uno al lado del otro, el rojo del tomate parece ser
mucho mas brilloso o luminoso. En contraste, el rabano tiene un color rojo mas
oscuro. En la ilustracién 8, la luminosidad caracteristica es representada en el

eje vertical.
White

Lightness ————»

Black

llustracion 8. Luminosidad [28]

Hoy en dia, los colorimetros, espectrofotémetros y colorimetros
espectrofotométricos son los instrumentos mas comunmente usados para

medir color en todo el mundo.

Esta tecnologia permite medir la proporcion de luz reflejada o
transmitida en muchos puntos en el espectro visual. Los puntos se pueden
representar graficamente para formar una curva espectral. Dado que la curva
espectral de cada color es totalmente unica, como una firma o huella digital, la
curva es una herramienta excelente para identificar y especificar un color

respecto a otro.
Cuando un objeto interactia con la luz, algunas de las longitudes de onda de

luz son absorbidas y otros son reflejadas o transmitidas (en el caso de liquido

de color claro).
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llustracion 9. Curva espectral de una muestra medida [28].

Por lo tanto, una bola roja absorbe todas las longitudes de onda de la luz,
excepto para aquellos en la parte roja del espectro, la cual se refleja.

Una bola azul refleja sélo las longitudes de onda azules, un vaso de jugo de
manzanas transmite longitudes de onda verde y amarillo. La nieve fresca refleja
casi toda la luz que interactua con ella y, por lo tanto, aparece en color blanco.
El color negro es la ausencia de luz reflejada [28].

El campo de aplicacion de la colorimetria es muy extenso. De manera general
se puede decir que las industrias emplean estas técnicas para obtener datos de
colores requeridos por ejemplo coloracion de materias primas, colores de
muestras de produccion y para comparar colores en muestras sometidas a
investigacién. Es posible analizar una amplia gama de muestras, siempre que
tengan estabilidad del color razonable [28]. Por ejemplo:

Aceites y Grasas Comestibles

Productos quimicos y aceites industriales

Aceites y combustibles derivados del petréleo

Pinturas y Recubrimientos

Plastico y caucho

Productos farmacéuticos

Hogar y Productos de Cuidado Personal

Productos alimenticios y bebidas
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CAPITULO Il
2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Materiales.

A continuacién se mencionan los materiales utilizados para la elaboracién del

estudio.

2.1.1. Materia Prima.

El activo Amitraz técnico, pureza 97%, fue suministrado por el

proveedor Nanjing Agrochemical. Stabaxol |, carbodiimida, (Reychemi). Los

solventes fueron provistos por los proveedores:

FCNM

—

. Basic Chemical Solutions, L.L.C: Ciclohexanona.

J. T Baker: Tolueno.

Exxon: Solvesso 150 (Nafta Pesado de Petréleo).

ISP: Agsolex 8 (Caprililpirrolidona)

Clariant:

a) Genagen 4166 (Acido graso de Dimetilamina C8/C10).
b) Genagen 4166 (Acido graso de Dimetilamina C10/C12).

Rhodia:

a) Rhodiasolv Green 21 (Mezcla solventes contiene acetofenona).

b) Rhodiasolv Green 25 (Mezcla solventes 2-etilhexil acetato y
acetofenona).

Croda:
a) Crodamol AB (Alquilbenzoato de C12 — C15)

b) Crodamol GTCC (Caprilico/CépricoTriglicerido)
c) Prifer (Ester Benzoico)

d) Crodamol IPM (lsopropil Miristato)
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e) Crodamol STS (PPG-3 Bencil eter Miristato)

f) Crodamol IPP (Isopropilpalmitato)
2.1.2 Reactivos.

Los estandares certificados de Amitraz, N-metilbis (2,4-xililiminometil)
amina, con pureza del 97.4%, lote 21013 fueron suministrados por Ehrenstorfer
Quality (Augsburg, Alemania).

El Acetonitrilo grado HPLC, lote 1690230327, el cual fue suministrado por
MERCK (Darmstadt, Alemania), el agua se obtuvo del equipo del sistema
depurificacion Elix Advantage, marca Millipore S.A.S modelo ZRX003TO,

(Molsheim, Francia).
2.1.3 Equipos.

Para la preparaciéon y evaluacion de las muestras se utilizaron los siguientes
equipos: Balanza analitica (Marca Adams, Modelo PW 254, Incubadora (Marca
GEMMY CO. Modelo IN-010), Agitador magnético con calentamiento (Marca
Thomas Scientific, Modelo n/d), Enfriador (Marca Polyscience, Serie
009500271).

llustraciéon 10. Incubadora (Marca  llustracion 11. Agitador magnético con
GEMMY CO. Modelo IN-010) calentamiento (Marca Thomas Scientific,
(Fuente: Autor). Modelo n/d) (Fuente: Autor).
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llustracion 12. Incubadora (Marca llustracion 13. Enfriador (Marca
GEMMY CO. Modelo IN-010) Polyscience, Serie 009500271) (Fuente:
(Fuente: Autor). Autor).
La determinacién fue llevada a cabo en un cromatégrafo de liquidos de alta
resolucion con detector de arreglo de diodos (HPLC-DAD), marca Agilent
Technologies, serie 1200(USA).

Se utilizé el Colorimetro Lovibond LC 100, Modelo RM200 para determinar la

diferencia de color.

llustracion 14.
Colorimetro Lovibond
LC 100, Modelo
RM200 (Fuente:
Autor).
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llustracion 15.
Cromatografo de
liquidos, marca Agilen
Technologie con
detector DAD (Fuente:
Autor).

Los datos fueron procesados por el software ChemStation for LC 3D systems
Versién 4.02, incorporado en el equipo de HPLC.

2.2 Métodos.

A continuacién se muestran los procedimientos para elaborar y analizar
las muestras estudiadas. Se han definido las siguientes etapas para la

realizacion de los ensayos:

1. Elaborar soluciones concentradas que contienen Amitraz con
0%p/v, 4%p/v'y 8%p/v de estabilizante.

2. Evaluar la estabilidad de las soluciones que contienen Amitraz a
temperatura ambiente. Seleccionar soluciones estables.

3. Ensayar estabilidad de las soluciones seleccionadas, temperatura
forzada: (0+/-1)°C, 542C. Seleccionar soluciones estables.
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4. Determinar las diferencia de color y %p/p de ingrediente activo de

las soluciones seleccionadas luego del envejecimiento forzado a

(54+/-1)°C.

La realizacién del estudio se llevd a cabo usando un colorimetro marca

Lovibond y un cromatégrafo HPLC-DAD.

Cuando las soluciones que contienen Amitraz se degradan presentan un

cambio en su coloracién, las soluciones pasan de un tono amarillo claro a tonos

naranjas mas fuertes. Como un método rapido de verificacion de éste cambio

de color se usé el método colorimétrico, luego se contrastd los resultados con

los datos obtenidos en el cromatégrafo HPLC-DAD, con el fin de verificar si ese

cambio de coloracién se relaciona con la degradacién del Amitraz.

2.2.1 Evaluacion de diferentes solventes organicos de

acuerdo al porcentaje de estabilizante utilizado en

soluciones de Amitraz.

Para la preparacién de las muestras se emplearon los siguientes solventes:

cada solvente con los que se ha desarrollado el presente trabajo.

FCNM

Tolueno
Ciclohexanona
Crodamol AB
Crodamol GTCC
Rhodiasolv Green 21
Rhodiasolv Green 25
Prifer

Crodamol IPM
Crodamol STS
Agsolex 8

Solvesso 150
Crodamol IPP
Genagen 4166
Genagen 4166

En la siguiente tabla se muestran las propiedades fisicas y quimicas de
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Tabla 19.

cada compuesto)

Datos de las propiedades fisicas de los solventes. (Fuente: MSDS

o [§ |3 |3, 355|388 B_|2 |2 |8 /28 [5.]5
s ] 2 e © s En| 8 |vo o | 28|98
Parametros | S |£c | 82 | SR | 25 | S8 | = |S2|8F-| o | 28| 85 |89
3 |38 | 36|82 |388 | &|8% 80| § |27 |8%|55|5¢
S & o EO | g0 £ |0 |©O < |& c |0 |©
Punto de S
inflamacion 4.4 >100 | > 100 65 77 157 100 | > 93 | 113 | 192 | >100 | 120 | 130
°«C
Punto de
congelaciéon | -95 -32 - - - -25 | -43 20| -
°«Cc
Punto de
fluidez °C - - R I e - -
Punto de 0 0 R 0 R
nuble °C 4°C 5°C - 4°C 12°C
Densidad 0.947 0.98 | 0.8 0.8 | 1.8
g/cm3 0.866 | 0.78 8 - 1.02 0.99 5 5 092 | 09 | 0.86 8 8
< [0
@ o2 Q @ Q Q @ @ @ T o @ Q@ @
Solubilidad | § | ES | § 5 5 5 S|8| S |gx= EREEREE
en agua S | 89 ) ) ) ] 9 |9| 9o |s2]| ' ] S| ©
g @ o %] @ @D @D @ @ %) gl %] %] %]
£ G o £ = £ £ £ = g | g° £ £ | &
o =
%Humedad
Karl Fischer* 0.03 0.0 0.08 | 0.150 | 0.430 | 1.59 | 0.07 | - 0.25 | 2.16 | 0.03 | 0.61 |0.23| 0.4
% acidez
expresado 0.02 0.0 0.07 211 | 0.150 | 0.0 - 0.09 | 0.08 | 0.0 0.1 |054| 0.4
en H2S04**

*Valores obtenidos en laboratorio.**Valores obtenidos por método CIPAC 31, volumen F.

Preparacion:

Se preparé una solucién concentrada de Amitraz (97% pureza) al 33.3%p/v por

cada solvente organico, se hacen muestras por triplicado. Este concentrado

sirve como base para preparar un formulado con una concentracién final

maxima de 200g.L-1 o, si se desea, formulados con concentraciones menores.

Se toma como base de célculo un volumen final de 20ml y de ello se estima un

40% (8ml) de volumen para colocar aditivos (tensoactivos) por lo que las

soluciones concentradas de Amitraz fueron preparadas para un volumen de

12ml. Se prepararon 3 tipos de soluciones base con concentraciones de
estabilizante (Stabaxol ) al 0%p/v, 4%p/v y 8%p/v respecto a los 12ml. La tabla

siguiente muestra la formula del concentrado de Amitraz usado en el estudio.

Tabla 20. Solucion concentrada de Amitraz. (Fuente: Autor)

FCNM

Materia Prima Cantidades
Amitraz (97%) 413¢g
Carbodiimida (Stabaxol 1) 0g —1.0g
Solvente cps 12.0 mL
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Se detallan a continuacion las cantidades para cada tipo de solucién

preparada.

a)

FCNM

Muestras con 0%p/v de estabilizante: El Amitraz fue pesado en un
tubo conico y se afadioé solvente hasta completar un volumen de 12 mL
totales. Se calentd la muestra en bafo maria a 60°C y se agitd el tubo
cénico manualmente hasta completa disolucién del activo.

Se asignd un cbdigo a cada concentrado preparado en base a cada

solvente.

Muestras con 4%p/v de estabilizante: En un tubo cénico se pesaron
0.5g de carbodiimida (stabaxol I), se afiadié 5ml de solvente y se calenté
levemente en bafo maria a 60°C hasta lograr la disolucién del
estabilizante. Se agreg6 4.13g de Amitraz (97%) y se anadio solvente
hasta completar un volumen de 12ml totales. Se calentd la muestra en
bafio maria a 60°C y se agitd el tubo cénico manualmente hasta
completa disolucién del activo.

Se asignd un cédigo a cada concentrado preparado en base a cada

solvente utilizado.

Muestras con 8%p/v de estabilizante: En un tubo cénico se pesaron
1g de estabilizante (stabaxol I), se anadié 5ml de solvente y se calento
levemente en bafo maria a 60°C hasta lograr la disolucién del
estabilizante. Se agreg6 4.13g de Amitraz (97%) y se anadio solvente
hasta completar un volumen de 12ml totales. Se calentd la muestra en
bafio maria a 60°C y se agitd el tubo cénico manualmente hasta

completar la disolucién del activo.

Se asignd un cbdigo a cada concentrado preparado en base a cada

solvente utilizado.
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Tabla 21. Codificacion de concentrados de Amitraz. (Fuente: Autor)

% p/v carbodiimida
SO (Stabaxol I)
Nombre P o o o
Comercial Nombre Quimico 0% 4.00% 8.00%
Tolueno Tolueno S-1 S-1-1 S-1-2
Ciclohexanona Ciclohexanona S-2 S-2-1 S-2-2
Crodamol AB C12-15 Alquil Benzoato S-3 S-3-1 S-3-2
Crodamol - , C
GTCC Caprilico/Caprico Triglicerido S-4 S-4-1 S-4-2
Rhodiasolv Mezcla solventes contiene
Green 21 acetofenona o8 S8 ok
Rhodiasolv Mezcla solventes 2-etilhexil (@)
Green 25 acetato y acetofenona o S8 Sk 8_
Prifer Ester Benzoato S-7 S-7-1 S-7-2 =3
Crodamol IPM Isopropil Myristato S-8 S-8-1 S-8-2 o
Crodamol STS | PPG-3 Bencil éter Miristato S-9 S-9-1 S-9-2 5
(1%
Agsolex 8 Caprilil pirrolidona S-10 S-10-1 S-10-2 2
=
Solvesso 150 Nafta Pesado de Petrdleo S-11 S-11-1 S-11-2 )
Crodamol IPP Isopropil palmitato S-12 S-12-1 S-12-2
Acido graso de Dimetilamina
Genagen 4166 c8/C10 S-13 S-13-1 S-13-2
Acido graso de Dimetilamina
Genagen 4296 C10/C12 S-14 S-14-1 S-14-2

A continuacién se describe la forma de evaluar las muestras a (25+/-1) °C,
(0+/-1)°C, (54+/-1)°C. Las soluciones concentradas de Amitraz se dividen en 3

fracciones para realizar cada estabilidad.

Estabilidad (25+/-1)2C: En esta fase se evalla rapidamente la estabilidad de
las soluciones concentradas a temperatura ambiente (25+/-1) °C. Se toma la
tercera parte de las soluciones concentradas y se deja reposar por 7 dias a la
temperatura de (25+/-1) °C. Se evaltan diariamente las muestras y se registra
cualquier cambio en la apariencia de la solucién. Con los datos levantados se
descarta aquellas soluciones que hayan formados cristales en ésas

condiciones.

Estabilidad (0+/-1)2C: Aquellas mezclas, seleccionadas luego de la estabilidad
(25+/-1)°C, se evaluaron segun el método CIPAC MT 39.3 VOL J. Otra tercera
parte de la solucién concentrada se colocd en un bafo a (0+/-1) °C por 7 dias.
Un dia después de haber sido colocada la solucién en el bafo se agrega un
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cristal de activo y se deja en reposo hasta completar los 7 dias. En el séptimo
dia se registra la presencia o ausencia de cristales y el porcentaje de cristales
observados en base al total de muestra colocada para estabilidad.
Inmediatamente, la muestra se deja a temperatura ambiente (25+/-1) °C por 24
horas, cumplido el tiempo se registra si los cristales formados se han re-
disuelto o no. Con los datos levantados se descartan aquellas soluciones en las
que no se re-disolvieron los cristales [30]. Con este ensayo se puede asegurar
que los productos elaborados como concentrados emulsionables o

microemulsionables no formen cristales a bajas temperaturas.

Estabilidad (54+/-1)2C: Las mezclas seleccionadas a (0+/-1)°C son las Unicas
que se someten a envejecimiento a (54+/-1°) empleando el método CIPAC MT
46.3 VOL J. Una tercera parte de la solucién concentrada es colocada en una
incubadora a (54+/-1) °C por 14 dias. Se registra cualquier cambio en la
apariencia de la solucién [30]. La evaluacion de los concentrados a altas
temperaturas, (54+/- 1)°C, aporta informacién valiosa cuando se desea obtener
un formulado estable que cumpla con el contenido de activo que se declare en
la etiqueta. Esta metodologia es util también con la formulacién final que

incluya los aditivos.

2.2.2 Determinacion Cualitativa de la Degradacion del
Amitraz En base a la Diferencia de color de las

Soluciones.

Se analizaron las muestras sometidas a envejecimiento por 14 dias a (54+/-
1)°C, se compara con sus pares a temperatura ambiente. Se determina en ellas
el cambio de color (AE) y se reporta el promedio del delta hallado en cada
grupo de muestras. La diferencia de color determina cual muestra tuvo mayor o
menor cambio en su coloracion, cuando el AE sea mas cercano a 0 menor

cambio existira.
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El procedimiento de analisis de las muestras con el colorimetro

Lovibond necesita de la creacién de un estandar (muestra a temperatura

ambiente) y de la medicion de la muestra final (luego del envejecimiento

acelerado) en comparacion con el estandar inicial.

Creacion del Estandar:

1.
2.

Calibrar el equipo presionando el boton de calibracion automatica.
Colocar la muestra estandar (muestra a temperatura ambiente) a
analizar en la celda de vidrio.

Seleccionar la funcion editar estdndar, presionar el botén medir con
firmeza.

Continie con las mediciones adicionales para obtener un valor
promedio, (la configuracion predefinida es 3 mediciones).

Cuando haya finalizado, presione el lado izquierdo de control de
Navegacion (Guardar) para guardar el nuevo estandar.

Establecer la tolerancia de las muestras en la funcion ajustes.

Comparacion de las muestras:

FCNM

Calibrar el equipo presionando el boton de calibracion automatica.
Colocar la muestra final (muestra después del envejecimiento acelerado)
en la celda de vidrio.

Marcar el estdndar deseado para realizar la comparacion.

Presionar el boton medir con firmeza.

Continle con las mediciones adicionales para obtener un valor
promedio, (la configuracion predefinida es 3 mediciones).

Después de medir, aparece un parche del color simulado de la muestra
junto con la indicacién Pasa/Falla junto el delta de color obtenido. El
resultado indica si el color de la muestra se encuentra o no dentro de la
tolerancia establecida inicialmente.

Cada medicién se guarda automaticamente en el registro de la muestra.
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2.2.3 Determinacion  Cuantitativa del porcentaje de

degradacién de Amitraz por HPLC

Para la determinacién de la degradacién del Amitraz por cromatografia se
escoge al azar un par de las muestras analizadas con el colorimetro (muestra a
temperatura ambiente y muestra envejecida a542C). Se cuantifica el %p/p de
Amitraz presente en cada solucién, la cuantificacion se realiza por triplicado. El
porcentaje de degradacion de la muestra se determina conociendo la
concentracion de amitraz presente en la muestra a temperatura ambiente y la

muestra envejecida a 54°C

Cuantificacion del Activo Amitraz por Cromatografia HPLC: Para
determinar la concentraciéon del activo de partida y para evaluar la degradacion
del Amitraz en las distintas matrices se empled cromatografia liquida de alta
resolucion. El método analitico usado en este estudio es un método validado.

El cromatografo de liquidos Agilent Technologies fue ajustado con las

siguientes condiciones de trabajo:

» Fase movil: Acetonitrilo 80% - Agua 20%

» Longitud de onda: 288 nm, Bw 4, Ref 450, Bw 100
» Volumen de inyeccion: 5 ul

= Columna: PurospherStar RP-18e 125x4.0mm 5 pym
» Temperatura Columna: 25°c

= Flujo: 1.5 mI*min™

Se prepararon las siguientes soluciones estandar:

Solucién Stock de Amitraz: (1000 mg.L"): Pesar de manera independiente
30 £ 0.1 mg del estdndar primario o secundario en un matraz volumétrico
(frasco limpio y seco). (se debera considerar la pureza del estdndar al momento

de realizar los célculos para el pesaje);agregar 25 mL de acetonitriio HPLC,
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tapar, agitar y sonicar hasta disolucion total del estandar. Transferir a frasco de

color ambar y almacenar en un frezzer.

Solucion Estandar de calibracion: De la soluciéon estandar stock de Amitraz
tomar, en recipientes separados, alicuotas de 1.0, 1.5 y 2.0 mL (registrar
peso), agregar a cada uno 15 mL de fase movil (anotar peso). Tapar

inmediatamente y agitar. Rotular y almacenar en Freezer después de utilizar.
Para el andlisis de las muestras se realiz6 el siguiente procedimiento:

Ingrediente activo y formulados de amitraz: Pesar por triplicado (con
precision de 0.1 mg) alrededor de 30 mg de Amitraz TC o su equivalente (para
formulados), agregar (por peso) 25 ml de Acetonitrilo, anotar el peso, tapar y
agitar o colocar en el ultrasonido hasta total disolucion. Tomar 1 alicuota (por
peso) de 1.5 ml, agregar (por peso) 15 ml de fase mdévil. Tapar
inmediatamente y agitar.

2.2.4 Seleccion de Solventes mas Estables que Contienen

Amitraz.

Se analizaran los datos obtenidos y se seleccionaran las soluciones que
presenten menor degradacién luego de culminar la prueba de estabilidad a
altas temperaturas (54°C). Las matrices seleccionadas podran ser puntos de
partida para la formulacién de un producto comercial como concentrado

emulsionable o microemulsionable.
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CAPITULO Il
3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Resultados de la evaluacion de la Solubilidad

del Amitraz.

En la siguiente tabla podemos observar el comportamiento del Amitraz en

cada solvente durante su disolucidén. Debe notarse que el Amitraz presenta, en

ciertos casos, mayor dificultad de solubilizarse en unos solventes que en otros.

Tabla 22. Observaciones de la disolucién de activo. (Fuente: Autor)

Observaciones

%plv oliEe] Color
Cadigo Solvente . . .. T gltacl | Opservado de la
Carbodiimida| Disolucién . on iy .
(Min) | panual solucion Final
apida iquido amarillo
Rapid 8 Leve Liquid ill
S-1 0% traslucido
Tolueno Rapida 10 Leve L|'quid0I arréarillo
S-1-1 4% traslucido
Réapida 11 Leve Liquido amarillo
S-1-2 8% traslicido
Réapida 8 Liquido amarillo
S-2 0% e traslucido
Ciclohexanona Répida 9 Leve | Lfquido amarillo
S-2-1 4%, traslicido
Réapida 9 Liquido amarillo
S-2-2 8% e traslucido
Lenta 30 Liquido amarillo
S-3 0% Leve traslucido
Crodamol AB Lenta 30 Leve Liquido amarillo
S-3-1 4% traslucido
S50 - Lenta 33 Leve L|q:1rngCJ|uaCrir(1je(1)rlllo
Lenta 28 Leve Liquido amarillo
S-4 0% traslicido
Crodamol GTCC Lenta 30 Leve Liquido amarillo
S-4-1 4% traslicido
Lenta 33 Leve Liquido amarillo
S-4-2 8% traslucido
Rapida 12 Liquido amarillo
S-5 0% Lo traslucido
Rhodiasolv Green C — — :
1 Rapida 12 Leve Liquido amarillo
S-5-1 4% traslicido
Rapida 15 Leve Liquido amarillo
S-5-2 8% traslucido
g Rapida 14 Liquido amarillo
36 Rhodiasolv Green 0% Leve traslticido
FCNM 67 ESPOL




25 Rapida 14 Leve Liquido amarillo
S-6-1 4% traslicido
Rapida 15 Leve Liquido amarillo
S-6-1 8% traslucido
Lenta 25 Leve Liquido amarillo
S-7 0% traslucido
Prifer Lenta 24 Leve Liquido amarillo
S-7-1 4% traslucido
Lenta 28 Leve Liquido amarillo
S-7-2 8% traslucido
Lenta 35 Leve Liquido amarillo
S-8 0% traslicido
Crodamol IPM Lenta 35 Leve Liquido amarillo
S-8-1 4% traslicido
Lenta 38 Leve Liquido amarillo
S-8-2 8% traslicido
Lenta 33 Leve Liquido amarillo
S-9 0% traslucido
Crodamol STS Lenta 36 Leve Liquido amarillo
S-9-1 4% traslucido
Lenta 40 Leve Liquido amarillo
S-9-2 8% traslucido
Réapida 9 Leve Liquido amarillo
S-10 0% traslicido
Agsolex 8 Répida 10 Leve Liquido amarillo
S-10-1 4% traslicido
Rapida 12 Leve Liquido amarillo
S-10-2 8% traslicido
Rapida 15 Leve Liquido amarillo
S-11 0% traslicido
Solvesso 150 Rapida 16 Leve Liquido amarillo
S-11-1 4% traslucido
Réapida 16 Leve Liquido amarillo
S-11-2 8% traslicido
Lenta 22 Leve Liquido amarillo
S-12 0% traslucido
Crodamol IPP Lenta 24 Leve Liquido amarillo
S-12-1 4% traslicido
Lenta 23 Leve Liquido amarillo
S-12-2 8% traslicido
Rapida 10 Leve Liquido ’arlnarillo
S-13 0% traslucido
Genagen 4166 Rapida 11 L Liquido amarillo
eve By
S-13-1 4% trasldcido
Rapida 11 Leve Liquido ,amarillo
S-13-2 8% traslicido
Rapida 10 L Liquido amarillo
eve Ry
S-14 0% traslucido
Genagen 4296 Réapida 10 L Liquido amarillo
eve by
S-14-1 4% traslucido
Rapida 12 Leve Liquido amarillo
S-14-2 8% traslucido

En la Grafica 1 se observa que a medida que se afade la carbodiimida el

tiempo que demora en solubilizarse el activo aumenta para algunos solventes.
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En esta etapa los solventes que mas facilidades presentaron para la disolucion

del amitraz se muestran en la Tabla 23 y en la Grafica 1 se observa su

comportamiento:

Tabla 23. Mezclas con menores tiempos de disolucién. (Fuente: Autor)

FCNM

% p/v carbodiimida

SOLVENTE 0% 4% 8%
Tolueno
8 10 11 =
Ciclohexanona A
8 9 9 8
Rhodiasolv Green 21 o
12 12 15 n
Rhodiasolv Green 25 O
14 14 15 S
Agsolex 8 o
9 10 12 2
Solvesso 150 3
15 16 16 ;'
Genagen 4166 -
10 11 11 =
Genagen 4296 =
10 10 12
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Grafica 1. Comportamiento del Amitraz durante la disolucién en distintos solventes. (Fuente: Autor)

expmmTolueno el Ciclohexanona sss»Crodamol AB ess@»Crodamol GTCCemi@»Greensolv 21

@@=Greensolv 25  esmmPrifer @ Crodamol IPM e===Crodamol STS e=g=mAgsolex 8

TIEMPO (MIN) esli=»Solvesso 150 emi=Crodamol IPP  e===Genagen 4166 «=#=Genagen 4296
40 —
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5
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% p/v CARBODIIMIDA
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llustracion 16. Soluciones concentradas de Amitraz. (Fuente: Autor)

En el anexo A se puede observar mas ilustraciones de la preparacién de las
muestras concentradas.

3.2 Resultados de la Evaluacion de la degradacidn

del Amitraz con diferentes concentraciones de
estabilizante.

A continuacion se muestran los resultados y evaluacién del Amitraz a 3
temperaturas: temperatura ambiente (25+/-1°C), en frio (0+/-1°C) y a altas
temperaturas (54+/-1°C).

a) Resultados a temperatura ambiente (25+/-1)2C:

Luego de la evaluacién de los concentrados dejados a temperatura
ambiente, se obtienen los resultados mostrados en la Tabla 24.
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Tabla 24. Resultados de evaluacion de las soluciones a temperatura ambiente.

(Fuente: Autor)

, Presencia
4 %p/v Dia de
ekl S Carbodiimida | observacion . de .
Cristaliza
S-1 Tolueno 0% 7 No
S-1-1 4% 7 No
S-1-2 8% 5 Si
52 Ciclohexanona 0% ! No
S-2-1 4% 7 No
S-2-2 8% 7 No
S-3 0% 3 Si
Crodamol AB -
S-3-1 4% 2 S
S-3-2 8% 1 Si
S-4 0% 7 No
S-4-1 Crodamol GTCC 4% 7 No
S-4-2 8% 4 Muy pocos
S-5 Rhodiasolv Green 0% 7 No
S-5-1 21 4% 7 No
S-5-2 8% 7 No
S-6 Rhodiasolv Green 0% 7 No
S-6-1 25 4% 7 No
S-6-1 8% 7 No
S-7 Prif 0% 4 Si
S-7-1 riter 4% 3 Si
S-7-2 8% 3 Sl
S-8 0% 5 Sl
S.8-1 Crodamol IPM 4% 4 S
S-8-2 8% 4 Sl
S-9 0% 3 Si
591 Crodamol STS 19 5 Si
S-9-2 8% 2 Sl
S-10 Agsolex 8 0% 7 No
S-10-1 gsolex 4% 7 No
S-10-2 8% 7 No
S-11 0% 6 Sl
S11-1 Solvesso 150 4% 5 S
S-11-2 8% 5 Sl
S-12 0% 4 Sl
S121 Crodamol IPP 4% 3 S
S-12-2 8% 3 Sl
S-13 Genagen 4166 0% 7 No
S-13-1 4% 7 No
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5-13-2 8% 7 No

514 0% 7 No
S-14-1| Genagen 4296 4% 7 No
5142 8% 7 No

Los solventes que han fallado ésta prueba son: Prifer, Crodamol AB,
Crodamol IPM, Crodamol STS, Solvesso 150.Todos presentaron cristales en
las muestras con 0%, 4% y 8% de estabilizante.

Aquellas mezclas que se han mantenido sin formar
concentraciones de estabilizante de 0% y 4% son las seleccionadas para la
siguiente etapa evaluacién a (0+/-1)°C. En el caso del Crodamol GTCC la
muestras que contiene 8% presenta muy pocos cristales por lo que también se
la ha incluido para la evaluaciéon a (0+/-1)°C con el fin de verificar si estos

cristales aumentan o se mantienen. En la tabla 25 se observan los solventes

elegidos al pasar la prueba a (25+/0.1)°C.

Tabla 25. Soluciones que no forman cristales (25+/- 0.1) °C. (Fuente: Autor)

SOLVENTE

% p/v carbodiimida

0%

4%

8%

cristales en

Tolueno

Ciclohexanona

Crodamol GTCC

Rhodiasolv Green 21

Rhodiasolv Green 25

Agsolex 8

Genagen 4166

Genagen 4296

N NN NN N NN

NN NN NN NN

N NN NN NN

svia
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llustracion 17 Ejemplo de muestras que cristalizaron a temperatura ambiente
(Fuente: Autor).

b) Resultados de envejecimiento en frio a (0+/-1)2C:

Las muestras que pasaron la estabilidad a temperatura ambiente son las
muestras de interés para realizar la estabilidad en frio. A continuacion se
muestran los resultados obtenidos de la estabilidad a bajas temperaturas ((0+/-
1)°C) (tabla 26).La cantidad de cristales observada se ha descrito en porcentaje

en base al volumen de cada muestra.
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Tabla 26.Resultados de Estabilidad a (0+/-1)°C. Cipac MT39.3VOL J. (Fuente:

Autor)
o %p/v Presencia | % Re-disolucion de
Codigo S Carbodiimida | Cristales cristales
S-1 0% 20% No se re-disuelven.
S-1-1 Tolueno 4% 259, No se re-disuelven.
S-1-2 8% 60% No se re-disuelven.
S-2 0% 0% -
S-2-1 Ciclohexanona 4% 0% -
S-2-2 8% 2% Si se re-disuelven.
S-4 0% 10% No se re-disuelven.
S-4-1 | Crodamol GTCC 4% 0% | Nosere-disuelven.
S-4-2 8% 30% No se re-disuelven.
S-5 0% 0% Si se re-disuelven.
Rhodiasolv Green o o Se re-disuelven casi
S-5-1 21 4% 2% en su totalidad
o o Se re-disuelven casi
S-5-2 8% 2% en su totalidad
S-6 0% 0% -
) Se re-disuelven casi
S-6-1 Rhodiasolv Green 4%, 29, en su totalidad
25
Se re-disuelven casi
S-6-1 8% 2% en su totalidad
S-10 0% 0% -
S-10-1 Agsolex 8 4% 0% -
S-10-2 8% 2% Si se re-disuelven.
S-13 0% 0% -
S-13-1 Genagen 4166 4% 0% -
S-13-2 8% 2% Si se re-disuelven.
S-14 0% 0% -
S-14-1 Genagen 4296 4% 0% -
S-14-2 8% 2% Si se re-disuelven.
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Grafica 2. Presencia de cristales luego de 7 dias a (0+/-1)°C. (Fuente: Autor)

8% carbodiimida B 4% carbodiimida
SOLVENTES B 0% carbodiimida
Genagen 4296 _
Genagen 4166 _
Agsolex 8 _

Greensolv 25

Greensolv 21

Crodamol GTCC

Ciclohexanona

-
-
I—
roere | —

0% 20% 40% 60%
% FORMACION DE CRISTALES

En los resultados podemos observar que las mezclas con Tolueno vy
Crodamol GTCC forman la mayor cantidad de cristales, los cristales no se han
re-disuelto por lo que es necesario excluirlos de la siguiente etapa de
envejecimiento a 54°C. Las muestras que contienen Rhodiasolv Green 21 y 25,
luego del reposo por 24 horas, presentaron unos cristales muy pequefos
evidentes a contra luz por lo que no se los ha excluido de la siguiente etapa de
envejecimiento a 54°C

Las soluciones que han dado mejores resultados se muestran en la

Tabla 27, es importante recordar que estas soluciones son concentradas y que
a partir de ellas se pueden preparar formulados de diferentes concentraciones.
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Tabla 27. Mejores resultados de la prueba de Estabilidad a (0+/-1)°C. (Fuente:

Autor)
% p/v carbodiimida
SOLVENTE

0% 4% 8%

Ciclohexanona 0% 0% 2%

Rhodiasolv Green 21 0% 2% 2%
Rhodiasolv Green 25 0% 2% 2% CRIS?ALES
Agsolex 8 0% | 0% | 2% | OFi.'\llJéﬁ')N

Genagen 4166 0% 2% 2%

Genagen 4296 0% 2% 2%

Los solventes que pasaron la prueba a (0+/-1)°C, se consideraron los

mejores de la serie. Estas soluciones son las escogidas para ser sometidas a

envejecimiento acelerado a (54+/-1)°C.

¢) Resultados de envejecimiento a altas temperaturas (54+/-1)°C:

Las soluciones que cumplieron con la estabilidad a temperatura ambiente y

a baja temperatura fueron las Unicas que se sometieron a envejecimiento

acelerado. El procedimiento se describié en la seccion de metodologia en base
a la norma CIPAC VOL J MT 46.3 En la tabla 28 se observa que todas las
muestras no presentaron separaciones de fases y/o precipitados luego de los

14 dias a (54+/-1)°C. por lo que determiné en ellas el cambio en la coloracion

de las soluciones antes y después del envejecimiento asi como el contenido de

Amitraz en las muestras seleccionadas por HPLC.
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Tabla 28.Resultados de Estabilidad a (54+/-1)°C.(Fuente: Autor)

%p/v

Cadigo Solvente Carbo:iimid S;g:': Prﬁﬁ;zigzde
S-2 0% No No observable
S-2-1 Ciclohexanona 4% No No observable
S-2-2 8% No No observable
S-5 0% No No observable
S-5-1 Rhodiasolv Green 21 4% No No observable
S-5-2 8% No No observable
S-6 0% No No observable
S6-1 Rhodiasolv Green 25 4% No No observable
S-6-1 8% No No observable
S-10 0% No No observable
S-10-1 Agsolex 8 4% No No observable
S-10-2 8% No No observable
S-13 0% No No observable
S-13-1 Genagen 4166 4% No No observable
S-13-2 8% No No observable
S-14 0% No No observable
S-14-1 Genagen 4296 4% No No observable
S-14-2 8% No No observable

3.3 Resultados de la Determinacion cualitativa de la

degradacion del Amitraz.

En primera instancia se muestran los resultados de la diferencia de color que

se ha obtenido entre la muestra envejecida a 54°C comparada con la muestra

a temperatura ambiente. La siguiente ilustracion muestra un ejemplo de los

tonos que se observaron en las muestras. Se ha afadido al anexo B una serie

de fotos de los ensayos.
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llustracion 18. Cambio de coloracién de los concentrados (Fuente: Autor).

TEMP. LUEGO
AMBIENTE 94 pias
AS4°C

T

Los resultados obtenidos con el colorimetro se observan en la Tabla 29. En el

anexo C se muestran algunos de los reportes de coloracion de las soluciones a

temperatura ambiente vs envejecidas a (54+/-1)°C, respectivamente.

Tabla 29. Resultados AE Color Muestras a Temperatura ambiente vs Muestras

FCNM

envejecidas 14 dias a (54+/-1)°C (Fuente: Autor).

Codigo Solvente % p/v AE
Muestra carbodiimida | Color
S-2 0% 20.1
S-2-1 Ciclohexanona 4% 12.8
S-2-2 8% 9.5
S-5 0% 15.1
S-5-1 Rhodiasolv Green 21 4% 10.5
S-5-2 8% 6.9
S-6 0% 34
5-6-1 Rhodiasolv Green 25 4% 6.5
S-6-2 8% 4.5
S-10 0% 9.3
S-10-1 Agso|ex 8 4% 6.3
S-10-2 8% 3.1
S-13 0% 6.5
$-13-1 Genagen 4166 4% 5.2
S-13-2 8% 4.6
S-14 0% 10.5
S-14-1 Genagen 4296 4% 6.4
S-14-2 8% 2.8
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La coloracién de las muestras se torna mas naranja cuando es sometida a
envejecimiento acelerado a 54°C, la diferencia de color es mayor cuando las
muestras no contienen estabilizante (stabaxol I).

En el anexo B y en el C se muestran algunas fotos de las muestras a

temperatura ambiente y envejecida donde se observa el cambio de color.
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Grafica 3. Grafica de Color vs %p/v carbodiimida (Fuente: Autor).
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3.4 Determinacion cuantitativa de la degradacion
del Amitraz.

Se verifico el %p/p de amitraz en cada muestra para conocer el % de
degradacion. En la Tabla 30, se encuentran los resultados del porcentaje de
degradaciéon entre las muestras a temperatura ambiente y envejecida. Se
puede observar el %p/p de degradacion en cada caso comparada con la
diferencia de coloracion.

Tabla 30.Porcentaje de degradacién de las muestras a Temperatura ambiente
vs Muestras envejecidas 14 dias a (54+/-1)°C (Fuente: Autor).

S-2 Ciclohexanona 0% 20.1 74.3
S-2-1 Ciclohexanona 416% 12.8 4.2
S-2-2 Ciclohexanona 8.33% 9.5 3.4
S5 0% 15.1 55.2
S-5-1 Rhodiaoslv Green 21 416% 10.5 35.4
S-5-2 8.33% 6.9 6.7
S-6 0% 34 55.9
S-6-1 Rhodiaoslv Green 25 4.16% 6.5 6.4
S-6-2 8.33% 4.5 0.6
S-10 0% 9.3 28.7
S-10-1 Agsolex 8 416% 6.3 17.5
S-10-2 8.33% 3.1 8.4

S-13 0% 6.5 24.0
S-13-1 Genagen 4166 416% 5.2 7.5
S-13-2 8.33% 4.6 0.5

S-14 0% 10.5 23.4
S-14-1 Genagen 4296 416% 6.4 17.9
S-14-2 8.33% 2.8 12.2
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Se observa que existe una tendencia, hacia mayor degradacién del
amitraz mayor diferencia en la coloracion de la muestra. De todos los solventes
trabajados, la ciclohexanona presenta mayor degradacién si no se le adiciona
estabilizante, mientras que el Genagen 4166 y el Genagen 4296 muestran
menor degradacién, si se compara la coloracion de las muestras de ambos
productos se observa a simple vista que la muestra envejecida con
ciclohexanona da un tono mucho mas naranja que las muestras envejecidas de
Genagen 4166 y 4296.

Los solventes que contienen 4%p/v y luego 8%p/v de estabilizante
presentan una mejora respecto a las de 0%p/v de estabilizante, la mejora mas
evidente ocurre con la ciclohexanona con la cual con solo un 4%p/v de
carbodiimida reduce su degradacion en un 95%, el agregado de un 8%p/v no
influye mucho mas en la estabilidad de la muestra.

El concentrado hecho con Genagen 4166 presenta también una mejora
importante cuando se afnade estabilizante, reduciendo la degradacion del
Amitraz en un 70% (con 4%p/v estabilizante) y casi 100% (con 8%p/v de
estabilizante). Situacion similar se observa en las mezclas que contienen

Rhodiasolv Green 25y Genagen 4166.

En la grafica 4 podemos observar la comparacién de los resultados de la
degradacion del amitraz y el solvente usado. Y, en la grafica 5 se muestra la
comparacién entre los valores del delta de color y el % de degradacién de cada

muestra.

En el anexo D se muestran algunos cromatogramas de la cuantificacion del

amitraz.

FCNM 83 ESPOL



FCNM

Grafica 4. Degradacion del amitraz vs solvente utilizado (Fuente: Autor).
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Grafica 5. Comparacion resultados Degradaciéon Amitraz y Color (54+/-1)°C. (Fuente: Autor)
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3.5 Resultados de la Seleccion de los Solventes
mas Estables que Contienen Amitraz.

En base a los datos obtenidos se identifica que las soluciones mas estables

son:
a) Con 0%p/v de estabilizante

Los solventes con menor degradacion y coloracién en esta categoria son

Agsolex 8, Genagen 4166, Genagen 4296.

En segunda instancia estan los solventes Rhodiasolv Green 21 y 25 y

finalmente con la mayor degradacion tenemos al solvente Ciclohexanona.

En esta serie los colores de las soluciones envejecidas son mas rojizas

respecto a las que contiene 4%p/v y 8%p/v de estabilizante.
b) Con 4%p/v de estabilizante

Adicionando 4%p/v de stabaxol |, se observa que los solventes que se
estabilizan mas a esa concentraciéon son Ciclohexanona, Rhodiasolv Green 25,
Genagen 4166. En segundo lugar se observa mejora en Agsolex 8 y Genagen
4296. El solvente Rhodiasolv Green 21 fue el que presenté mayor degradacion
de la serie.

c) Con 8%p/v de estabilizante

Con la adicion de 8%p/v de stabaxol |, se observa menor degradacion en
Genagen 4166, Rhodiasolv Green 25, seguidos por ciclohexanona, Rhodiasolv

Green 21, Agsolex 8 y finalmente Genagen 4296 con la mayor degradacién.

Por lo antes expuesto, las soluciones mas estables son las preparadas con
Genagen 4166 y Rhodiasolv Green 25, ambas con una concentracion de
33%p/v. Estos solventes son recomendados por su baja toxicidad.
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CAPITULO IV

4. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Las soluciones concentradas con las cuales se trabajaron, contenian
33%p/v de Amitraz. Aquellas con mayor estabilidad podrian servir de punto de
partida para preparar formulaciones que contengan maximo 200 g-L™' de activo
empleado con solventes de baja toxicidad.

Durante la evaluacion de la estabilidad de las soluciones de amitraz al
33%p/v, se observd que los solventes Ciclohexanona, Rhodiasolv Green 21,
Rhodiasolv Green 25, Agsolex 8, Genagen 4166 y Genagen 4296, mantuvieron
al amitraz en solucién después de someterlo a (0+/-1)°C mientras que el
Tolueno, Solvesso 150, Prifer, y los solventes de la serie Crodamol (AB, GTCC,
IPM, IPP), no lo hicieron. Teniendo en cuenta estos resultados, la
Ciclohexanona, Rhodiasolv Green 21, Rhodiasolv Green 25, Agsolex 8,
Genagen 4166, y Genagen 4296 fueron los solventes elegidos para ser
evaluados a 54°C. Los solventes que no lograron mantener al amitraz en
solucién al 33% p/v podrian hacerlo si la concentracién del activo fuese menor
e incluso podrian ser usados como co-solventes para abaratar costos segun
criterio del formulador. Bajo este razonamiento, se deja abierta la posibilidad de
realizar estudios adicionales para evaluar la degradacién de amitraz en esos

solventes con el fin de tener alternativas de co-solventes.

Considerando la naturaleza, de cada solvente, sus propiedades fisicas y
quimicas y, tomando en cuenta los estudios previos de otros autores, existiria
un incremento en la velocidad de degradacién cuando el solvente contiene
acidez libre. Las soluciones de amitraz que contienen Ciclohexanona,
Rhodiasolv Green 21 y Rhodiasolv Green 25 muestran una mayor degradacion
del activo respecto a las matrices que contienen los solventes Agsolex 8,
Genagen 4166 y Genagen 4296. Esta diferencia en la degradacién podria estar
relacionada con la estructura y composicion de cada solvente. Algunos de los
solventes empleados pueden oxidarse o hidrolizarse formando trazas de

compuesto acidicos en mayor o0 menor proporcion. Para estudios
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complementarios se podria determinar la existencia y tipos de residuos acidos

en cada solvente.

En todos los casos analizados se observa a simple vista, que la soluciones
sometidas a envejecimiento acelerado (54+/-1)°C toman una coloracién mas
naranja respecto a la muestra conservada a temperatura ambiente, las cuales
tienen un tono amarillo claro. Se comprobd que esa diferencia de color es un
indicativo de la degradacidén del amitraz en la solucion pues, mientras mas
colorida es la solucién mayor degradacién presentara el activo. Por lo tanto, la
medicién de color permitiria establecer un método alternativo al HPLC para
determinar el rango de degradacién del amitraz a través del uso de un

colorimetro marca Lovibond.

Cuando se prepararon soluciones de amitraz con carbodiimida se
observaron mejoras en la estabilidad de las soluciones. A mayor cantidad de
Stabaxol | (carbodiimida polimérica) existe menor degradaciéon. De esta
manera, se comprueba lo que estudios previos habian mencionado sobre la
estabilidad del amitraz. La ciclohexanona es un ejemplo de ello, pues, pasa de
tener un 74% de degradacioén (sin agregado de estabilizante) a un 4% y a un
3% cuando se anade 4%p/v y 8%p/v de carbodiimida respectivamente. En
otros casos, como el Genagen 4166 pasa de un 24%, sin estabilizante, a un
7% y a 1% de degradacion. Los resultados nos sugieren, nuevamente, que la
menor degradacién obtenida del activo Amitraz en un formulado que contiene
estabilizante estaria dada por la composicion quimica de cada solvente, y que
las cantidades de Stabaxol | a emplear para lograr la degradacion minima
dependeran de los mismos. Respecto a la coloracidén, estas muestras también
presentaron tonos mas rojizos luego de ser sometidas a envejecimiento
acelerado a (54+/-1)°C comparadas con las muestras reservadas a
temperatura ambiente, al mismo tiempo, este tono rojizo es mucho menos
intenso a mayor cantidad de Stabaxol | en la solucién. Al comparar los
resultados de degradacion de amitraz y el cambio de color se observa que
existe una relacién entre la degradacién del Amitraz y la coloracién de la
solucién, a mayor coloracién se observa mayor degradacién. El uso del
colorimetro permitié evidenciar diferencias de color entre cada muestra que ya

no eran percibidas por el ojo humano.

FCNM 89 ESPOL



En resumen, los solventes donde el Amitraz se mantiene mas estable son
Rhodiasolv Green 25, Genagen 4166, Rhodiasolv Green 21, Genagen 4296, de
los cuales todos tienen la ventaja de ser menos toxicos beneficiando al medio
ambiente, al formulador y al usuario de los productos. Estos solventes podrian
ser utilizados para preparar formulados de amitraz como concentrado

emulsionable y/o microemulsionable.

Es importante indicar que el producto que se formule con estos solventes
debera evaluarse bajo los parametros de estabilidad a 0°C, a 54°C y el
porcentaje de degradacién del activo con el fin de ajustar el contenido de
carbodiimida y verificar que el producto cumpla con la normativa considerando

que las concentraciones finales de amitraz variarian a juicio del formulador.

FCNM 90 ESPOL



BIBLIOGRAFIA

1. Instituto Nacional de Estadisticas y Censos (INEC)-censo nacional
agropecuario 2000, de
http://www.inec.gob.ec/estadisticas/?option=com content&view=article&i
d=111&Itemid=126

2. S. Romero, J. Camacho, Andlisis del aprovechamiento del Ecuador

como miembro de la comunidad andina en el sector agropecuario desde
el 2000 al 2006, (2007) 100-200.

3. G. Mino, F. Falconi, R. Vinueza, Estudio sobre la presencia de miasis en
ganaderias del Ecuador, (2005) 15-17.

4. Ramesh G. Gupta, Veterinary Toxicology: Basic and Clinical
Principles,2012 (599-610)

5. Tomlin. The Pesticides Manual, 15th ed, 2009

6. |.R Harrison, K. Antonin, J.F. McCarthy. 1,3,5-Triazapenta-1,4-dienes:
Chemical Aspects of a New Group of Pesticides. (1973) 901-910.

7. Hollinworth, Duclos, Estrada Pena, Ascher, 1999

8. D.M Weihton, J.C. Kerr, J.T. McCarthy, Amitraz- a novel acaricide with
selective insecticidal properties. Procedings 7th British Insecticide and
Fungicide Conference., British Crop Protection Council 2 (1973) 703.

9. P.D. Lingren, D.A. Wolfenbarger, J.B. Nosky Response of Campoletis
perdistinctus and Apanteles marginiventris to insecticides. Journal of
Economic Entomology (1972)1295-1299.

10.P.H. Westigard, L.E. Estigar, L.E. Mendinger. Field evaluation of
pesticides for their suitability in an integrated program for spider mites on
pear. Journal of Economic Entomology (1972) 191-192.

11.EPA, 1996. United States, Environmental protection Agency Office of
Pesticide Programs States Prevention. Pesticides EPA-738-F-96-031
Agency (7508W). United States.

12.R. D. Brimecombe 1 and J. L. Limson. 2006. “Electrochemical
Investigation of the Effect of pH and Solvent on Amitraz Stability”, J.
Agric. Food Chem 54. Rhodes University, pag 8139-8143.

13.M. Charmaine Van Eeden, Wilna Liebenberga, Jan L. du Preeza &
Melgardt M. de Villiersb 2012. Solvent and Surfactant Enhanced
Solubilization, Stabilization, and Degradation of Amitraz. Pages 33-51.

FCNM 91 ESPOL



14.S. Kolazi. Narayanam, Domingo |. Jon and George Beestman.2006. Use
of carbodiimides as Stabilizing Agents to Deliver Water- Labile Active
Ingredient in Liquid Systems Including Aqueous Medium-Amitraz as a
Case Study. Journal of ASTM International, Vol 3. No. 2, paper ID
JAI12912.

15.1. Domingo, Donald Prettypaul, Matthew Benning, Kolazi Narayanan,
Robert lanniello, 1998,Water Dilutable, microemulsion concentrate and
pour on formulations International Application Number: CT/US98/21433.

16.M. W Dryden, Ectoparasiticidas usados en Pequefios Animales:
Ectoparasiticidas, 2012, Merck Veterinary Manual:
www.merckmanuals.com/vet/pharmacology/ectoparasiticides/ectoparasiti
cides_used _in small_animals.html?gt=amit(2006) raz&alt=sh

17.J. Nolan, Current Development in resistance to amidine and pyrethroids
in Australia. (1981) 20-30.

18.Noelia Victoria Bendeck Meléndez, Nov 2012. Universidad Zamorano,
Departamento de Ciencia y produccion Agropecuaria, Zamorano.
Evaluacion de Beauveriabassiana y metarhiziumanisopliae para el
control de Boophilusmicroplus en vacas del hato lechero de Zamorano,
Honduras.

19. Agencia Ecuatoriana de Aseguramiento de la Calidad en el Agro
(Agrocalidad), Productos veterinarios, Octubre 2014.
http://agrocalidad.gob.ec/ProductosVeterinarios/regino producto veterin
ario.php

20.Registro Oficial No. 257, 01 de Febrero 2001. Decisién 483 de la
Comunidad Andina de Naciones Normas de registros, control,

comercializaciéon de productos Veterinarios publicada en Registro Oficial,
art. 60.

21.IUPAC. Recommendations on Nomenclature for Chromatography, Pure
Appl Chem., (1993) 65, 819-872

22.Norma Andina de formulaciones.

23.CRODA, Guides Formulations, de
https://crop.crodadirect.com/home.aspx?d=content&s=144&r=297&p=3285.

24.Alan Knowles, 2006, Editorial Agro Reports, Adjuvants and additives,
London. Pag 15-18, 65-70.

FCNM 92 ESPOL



25.Yuri Kazakevich, Hplc for pharmaceutical scientists, (2007) 9.

26.IUPAC. Recommendations on Nomenclature for Chromatography, Pure
Appl Chem., (1993) 65, 819-872.

27.Douglas A. Skoog, Thomson. Quimica Analitica, (2005) pagina 986.

28.Lovibond & Tintometer. 2013. Luminosidad (Entendiendo la
comunicacion del color), England.

29.APVM Veterinary Guideline. Guidelines for the Generation of Storage
Stability Data of Veterinary Chemical Products, No. 68, AUSTRALIA
(2006).

30.W. Dobrat, A. Martijn. CIPAC Handbook Volume J. Analysis of Technical
and Formulated Pesticides. Collaborative International Pesticides
Analytical Council Ltd, 2000.

31.Alan Knowles, New Developments in Crop Protection Product
Formulation, (2005) Pag 23-33.

32.Environmental Protection Agency, Base de Datos Integrated Risk
Information System (IRIS), Toxicological review of toluene (EPA/635/R-
05/004) http://www.epa.gov/iris/toxreviews/0118tr.pdf, (30 marzo 2015)

33.Environmental Protection Agency, Electronic Code Of Federal
Regulations Title 40: Protection of Environment Chapter | Subchapter E
Part 180 Subpart D §180.930, http://ecfr.gpoaccess.gov/cgi-bin/text-
idx?SID=edcc9cf1dba8700ad5acf36d5d1585ea&node=se40.24.180 193
0&rgn=div8, (30 marzo 2015)

34.Environmental Protection Agency, Base de Datos Integrated Risk
Information System (IRIS), http://www.epa.gov/iris/subst/0219.htm. (30
marzo 2015)

35.Nelson KW, Ege JF, Ross M, Woodman LE, Silverman L [1943]. Sensory
response to certain industrial solvent vapors. J Ind Hyg Toxicol
25(7):282-285.

FCNM 93 ESPOL



GLOSARIO

Absorbancia: Medida de la atenuacién de una radiacion al atravesar una
sustancia, que se expresa como el logaritmo de la relaciébn entre la
intensidad saliente y la entrante.

Concentracion letal media (LC50): es la concentraciéon que resulta letal
para el 50% de una especie expuesto durante un periodo especifico. Se usa
generalmente para ensayos quimicos como la oxidacion / reduccién u otros
ensayos colorimétricos / fluorimétrica donde uno concentracién quimica
inhibe el 50 % de estos procesos (incluso para mediciones UFC por
inhibiciébn del crecimiento bacteriano). Los valores LC usualmente se
refieren a la concentracion de un quimico pero en estudios ambientales
también puede significar la concentracién de un quimico en agua.

Dosis letal media (LD50): es la cantidad de un material determinado
completo de una sola vez, que provoca la muerte del 50% (una mitad) de un
grupo de animales de prueba. El LD50 es una forma de medir el
envenenamiento potencial a corto plazo (toxicidad aguda) de un material.
Emulsién: mezcla de dos liquidos inmiscibles de manera mas o menos
homogénea.

Microemulsién: Dispersion hecha de agua, aceite y surfactante ( s) que es
un sistema isotrépico y termodinamicamente estable con un diametro de
tamano de gota dominio aproximadamente de 1 a 100 nm, normalmente de
10 a 50 nm.

Formamidina: conocidas también como amidinas, son un tipo especial de
sustancias activas ectoparasiticidas con actividad de contacto sobre todo
contra garrapatas, acaros y piojos.

Intoxicacion aguda: consiste en la aparicibn de un cuadro clinico
patolégico después de exposicidon unica o multiple, en un periodo inferior a
24 horas.

Intoxicacidén cronica (a largo plazo): consiste en la aparicién de un cuadro
patolégico como consecuencia de exposiciones frecuentes o repetidas
(generalmente bajas dosis) después de un largo periodo de tiempo (anos).
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Nivel sin efecto adverso observable (NOAEL, NOEL (en sus siglas
inglesas)): Es la dosis mas elevada de una sustancia que no ha mostrado
en las pruebas tener efectos perjudiciales para la salud en personas o
animales.

Tensoactivo: llamado también surfactante, es una sustancia que influye en

la tension superficial de contacto entre dos fases.

FCNM 95 ESPOL



ANEXOS
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Anexo A

Elaboracion de las muestras a analizar.
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Anexo B

En las siguientes fotos podemos apreciar la evidencia del cambio de coloracion
en las muestra sometidas envejecimiento acelerado.
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Anexo C

RM200QC COLOR SAMPLE REPORT

Report Date: 19.07.2013 Device S/N: 2010001200

Tolerance Type: CMC(2-1) D65 10° Limit: 1.0

Standard Date & Time Pass Rate AFE Average
52 05.07.2013 12:34:49 55.2 0.1 428 42.8 90.1 0.0% 201

Srengih  Gray Scale
Date & Time (misim) smin  color
S-2 ENV B4C 1007.201315:46:14 303 246 51 22 251 222  Fai 2193% 1 1

Standard Date & Time AF Average
521 23.00.2013 16:19:42 504 127 618 631 784 0.0% 12.8

Date & Time
Sample 1 23.00.2013162152 -267 132 -259 -1B8 221 201  Fal M0% 12 1

Standard Date & Time Pass Rate AF Average
522 23.00.2013 16:24:09 522 91 627 633 8LV 0.0% 9.5

Sirength Gray Scale
PIF (iristim.)  stain color
Sample 1 23.00.20131625:44 09 132 04 3.6 127 95 Fail 334% 23 1

Report Date: 08.04.2014 Device S/N: 2010001200
Tolerance Type: CMC(2:1) D65 10° Limit 8.0

Date & Time Pass Rate AF Average
514 07.04.201410:1739 470 27 35 3/BE 86T 0.0% 105

Date & Time
Sample 1 07.04.201410:1933 0.8 101 180 194 71 105  Fai 268% 23 1

Standard Date & Time Pass Rare AFE Average
5141 07.04.2014 10:08:44 515 4.3 40.1 40.3 83.8 100.0% 6.4

Strength Gray Scale
Date & Time PIF (risim.)  stain color
Sample 1 07.04.2014 10:104 41 6.3 108 117 45 6.4 Pass 239% 3 1-2

Standard Date & Time Pass Rate AE Average
S-14-2 07.04.2014 10006:17 52.2 28 36.8 369 85.6 100.0% 28

Date & Time

Sample 1 07.04.2014 1001627 -2.6 14 5.4 b5 1.0 28 Pass 155% 4 23
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Anexo D

CROMATOGRAMA INGREDIENTE ACTIVO

DAD1 C, Sig=288 4 Ref=450,100 (AMITRAZ TC...ADO AMITRAZ 2013-04-16 19-43-481160413 AMITRAZ TC 1231 M1.0)
mAU ]

AMITRAZ

2502
200%
1502
0-

50

0""1" 2 3 4 5 min

CROMATOGRAMA SOLUCION AMITRAZ A TEMPERATURA AMBIENTE

METODO PARA DETERMINACION DE AMITEAZ FORMULADOQS
DAD1 C, Sig=288.4 Ref=450,100 (AMITRAZ TC...813 FORMULADO AMITRAZ 2013-08-06 09-25-53060513 52 AMB

mALl ]

4,276

1?5%
150
125 ]
100

75
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CROMATOGRAMA SOLUCION AMITRAZ LUEGO DE ENVEJECIMIENTO A 54°C.

METODO PARA DETEEMINACION DE BMITRAZ FORMULADOS
DAD1 C. Sig=288.4 Ref=450,100 (AMITRAZ TC_.LADO AMITRAZ 2013-11-12 15-54-34152 ENVA1Z21113 5-2 ENV M

maAlLl
50 -

4.799 - AMITRAZ

10~

10 15 mi

=]
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