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Materiales nanoestructurados en el disefio de formulaciones de liberacion controlada de herbicidas

En la presente Tesis Doctoral se han desarrollado Formulaciones de Liberacién
Controlada (FLCs) de herbicidas mediante la solubilizacién de los herbicidas Mesotriona,
Metribuzina y Flufenacet en surfactantes como el Ethomeen T/15, Berol 048, Berol 266 y con
mezclas de estos surfactantes con un surfactante biodegradable sintetizado en nuestros
laboratorios derivado de sales de amonio cuaternario denominado MBA-12. Posteriormente se
adsorbio sobre el mineral de arcilla Montmorillonita. Estas formulaciones se caracterizaron por

diferentes técnicas como Difraccidn de Rayos X, Infrarrojos y analisis elemental.

El complejo micela-herbicida-mineral de la arcilla, forma una formulacidn de liberacién
controlada del ingrediente activo que permite una reduccion de la lixiviacion. En el caso de los
herbicidas Mesotriona y Flufenacet se obtuvieron bajos porcentajes de lixiviacion a niveles
mas profundos del suelo en comparacidn con el producto técnico o la formulacion comercial.
El estudio de bioactividad corrobord los datos obtenidos en los experimentos de lixiviacion,
siendo las Formulacién de liberacién controlada mas bioactivas en las capas mas superficiales
del suelo. Asi mismo se comprobd la efectividad de la formulacion MS/ET15 (13,3%) en
ensayos de campo donde la formulacién comercial lixivié a mayores profundidades del suelo y

la Formulacion de liberacion controlada se mantuvo ejerciendo su accion en la planta.

El uso de sistemas herbicida/surfactante/mineral de arcilla basados en micelas mixtas
de surfactantes comerciales y surfactantes sintetizados dieron lugar a formulaciones de
liberacidn controlada con un alto porcentaje de ingrediente activo. Experimentos de liberacion
in vitro dieron liberaciones mas lentas en comparaciéon con el producto técnico y los
experimentos de lixiviacion y bioeficacia corroboraron los resultandos no movilizandose el

herbicida a capas mas profundas del suelo y siendo bioactivos en la superficie del suelo.

Las Formulaciones de liberacién controlada de herbicidas elaboradas en esta memoria
cumplen con los objetivos descritos previamente, suponiendo una mejora en la formulaciones
de estos herbicidas ya existentes en el mercado. Al modificarse la liberacién se evitaria una
posible contaminacién por pérdidas por lixiviacién a capas mas profundas del suelo o aguas
subterraneas aumentando la efectividad en el cultivo al quedar mas tiempo retenida en el

mismo.
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1.1. PLAGUICIDAS

Los plaguicidas son sustancias que se usan para combatir los parasitos tanto de cultivos
como del ganado, animales domésticos y el hombre. Por lo general, los productos que nos ofrece
la industria tienen una pureza entre el 75-98%, el resto, suelen ser impurezas de la sintesis y
fabricacion. El producto puro no se suele aplicar de manera directa en la agricultura, por tanto, se
usaran diferentes formas o formulaciones que contienen éstas sustancias mas diluidas y estan,
por lo general, sostenidas en una matriz sdlida o un disolvente liquido con una serie de

coadyuvantes que van a optimizar su accion.

El producto fitosanitario o plaguicida se define, segun la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS) cualquier sustancia o mezclas de sustancias, de caracter organico o inorganico, que esta
destinada a combatir insectos, acaros, roedores y otras especies indeseables de plantas vy
animales que son perjudiciales para el hombre o que interfieren de cualquier otra forma en la
produccidn, elaboracién, almacenamiento, transporte o comercializacion de alimentos,
produccidn de alimentos, productos agricolas, madera y productos de madera o alimentos para
animales, también aquellos que pueden administrarse a los animales para combatir insectos
aracnidos u otras plagas en o sobre sus cuerpos. El término plaguicida incluye también los
siguientes tipos de sustancias: reguladores del crecimiento de las plantas, defoliantes, desecantes,
agentes para reducir la densidad de la fruta, agentes para evitar la caida prematura de la fruta y
sustancias aplicadas a los cultivos antes o después de la cosecha, para proteger el producto
contra el deterioro, durante el almacenamiento y transporte.Los pesticidas deben reunir una

serie de caracteristicas para que puedan ser usados, tales como:

- Efectividad en la destruccion de la plaga contra la que se aplica.
- Selectividad en su accidn sobre su objetivo, en cuyo caso no puede perjudicar la
flora o fauna beneficiosa.
- Economia, proporcionando mayores beneficios que los gastos que ocasiona su uso.
- Seguridad, en el sentido de no suponer un peligro para la salud del hombre ni de los
animales domésticos, ni representar una elevada toxicidad.
- Estabilidad durante el tiempo necesario para el desarrollo de su accidn.
- Posibilidad de formulacién a los efectos de aplicabilidad, estabilidad y efectividad.
En funcion del criterio usado, son varias las posibilidades de clasificacion de los
plaguicidas. Estos criterios pueden ser peligrosidad, forma de accién, especie sobre la que actuan

y naturaleza del plaguicida.
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Atendiendo a su peligrosidad, los plaguicidas pueden ser muy téxicos, toxicos, nocivos,
irritantes, explosivos, cancerigenos, mutagénicos, y peligrosos para el medio ambiente. Si se
atiende a la forma en que acttian pueden ser plaguicidas de contacto, en los que la accion tiene
lugar a través del contacto directo con la planta. Sistémicos, en los que es “ingerido” por la planta
e incorporado a la savia que lo distribuye. Por ultimo, otros plaguicidas actian al incorporarse a la
planta por “inhalacidon”. Segun a la especie sobre la que actuan, los plaguicidas pueden ser
acaricidas, bactericidas, fungicidas, herbicidas, insecticidas, nematicidas, rodenticidas, o
predacidas, entre otros La accién de estos ultimos es la de inhibir el desarrollo de

microorganismos.

De todas las posibles clasificaciones, tal vez, la més interesante desde el punto de vista de
esta memoria es la realizada en base a la naturaleza del plaguicida, en la que se aceptan tres

grandes grupos: plaguicidas inorganicos, organicos y bioldgicos.

Bajo la denominacién de plaguicidas inorgéanicos, se engloban aquellos que son derivados
de arsénico, azufre, cobre, fllor, cianhidrico y aceites minerales. Dentro de los plaguicidas
organicos se encuentran varios tipos: organoclorados, organofosforados, carbamatos,
tiocarbamatos, derivados de urea vy triazinas y derivados vegetales, como nicotina, roterona o
piretrinas. Finalmente, en el grupo de los plaguicidas biolégicos encontramos los reguladores del

crecimiento, fitohormonas, atrayentes, repelentes y depredadores de la plaga que se combate.

Dado que esta Memoria se centra en el estudio de una determinada serie de herbicidas,
se va a hacer, a continuacién una breve introduccién de los parasitos a los que van dirigidos estos

herbicidas, las malas hierbas, asi como la necesidad de eliminarlas.

1.1.1. Herbicidas

El concepto de “mala hierba” es algo difuso ya que botanicamente no existe tal término.
Nos referimos a mala hierba cuando se quiere hablar de una planta que es “mala” porque
dificulta el crecimiento de otras que se pretende que crezcan en un cultivo determinado. Las
malas hierbas van a “robar” nutrientes, luz, agua y aire del medio, en detrimento de las plantas
cultivadas. De hecho, existen cultivos que en diferentes lugares geograficos, pueden ser
considerados como malas hierbas e incluso se pueden considerar como malas hierbas a plantas

de la misma familia y género, y diferente especie.
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Las malas hierbas, a diferencia de las cultivadas, tienen un crecimiento bastante superior
y absorben parte de los abonos aportados al campo de cultivos, especialmente los llamados
nitratos. Ademas absorben parte del agua de riego, siendo ésta un factor importante en el
crecimiento de la planta cultivada ya que es el medio de transporte de nutrientes, por medio de
la raiz, a la planta. Una disminucion del transporte retrasara la llegada de nutrientes a la raiz de la
planta y por tanto un retraso en el desarrollo de ésta debido a una menor asimilacion clorofilica,

y produccién de materia de sintesis.

Otro factor indispensable en el crecimiento de una planta es la luz. Esta va a intervenir de
manera activa en el metabolismo de la planta, por tanto, una disminucion de la luz va a implicar
un retraso en el crecimiento y rendimiento de los cultivos. La planta en respuesta a una
disminucion de la luz va a alargar el tallo, que quedara mas delgado, va a perder su color y se

vuelve clorético.

Esta competencia existente entre la planta cultivada y la mala hierba va a originar un alto
coste tanto en la produccién de una cosecha, ya que no tendra el rendimiento deseado ni los
productos seran de la calidad demandada, como en el cuidado de esos cultivos, ya que precisan
de un laboreo especial porque dificultan la recoleccién de la planta objeto de cultivo. Para evitar
esta serie de problemas, se usan los denominados herbicidas que combaten estas plagas
favoreciendo el rendimiento de los cultivos y su estabilidad. También tienen otras aplicaciones
gue no son estrictamente agrarias, tales como limpieza de los linderos de las vias férreas, de las

zonas bajas de los tendidos eléctricos o mantenimiento de los cortafuegos libres de vegetacion.

Sin embargo, existen efectos adversos, ya que no suelen ser todo lo especificos que se
desea y esto se traduce en que pueden dafar, ademas de las malas hierbas, al propio cultivo.
Esto ha hecho que la industria centre sus investigaciones desde el S. XIX (con la utilizacion del
sulfato de cobre para el control de las malas hierbas en cereales) en la sintesis de herbicidas
selectivos y precisos, lo cual explica el amplio abanico de estos productos para ajustarse de mejor

manera a las necesidades de cada cultivo.

Actualmente los herbicidas utilizados son muy aceptados por su selectividad, ya que
permiten una destruccion de las malas hierbas sin afectar a los cultivos y son muy eficaces, lo que
permite que se pueda usar una dosificacion muy pequena que va a repercutir directamente en
menores costes de produccién. Pero no se debe olvidar que la dosificacién de un herbicida es

esencial en su aplicacidn, ya que si no se hace correctamente, no se eliminaria la maleza si
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estuviera infradosificado, y por el contrario, si hubiera un exceso en su dosificacién, se podria

acabar con el cultivo.

Los herbicidas se pueden clasificar atendiendo a una serie de criterios como:

a)

b)

c)

d)

Estructura Quimica: por lo general se clasifican por familias de acuerdo con cierta
similitud en su estructura quimica y grupos funcionales activos, por ejemplo: acidos
fenoxiacéticos, cloroacetamidas, imidazolinonas, piridazinonas, etc. (Ware y

Whitacre, 2004).

Modo de Accidn: pueden ser no selectivos o totales si destruyen toda la vegetacion
indiscriminadamente o selectivos si destruyen malas hierbas de los cultivos sin

afectar a lo demas (Mallory-Smith y Retzinger, 2003)

Métodos de Aplicacidn: existen herbicidas de presiembra, se aplican antes de la
siembra; preemergencia si se aplican después o al mismo tiempo de la siembra pero
antes de que el cultivo emerja del suelo y de post- emergencia, si se usan sobre el
cultivo que ya ha emergido y mas o menos desarrollado. El mismo herbicida puede
ser de presiembra y preemergente, o preemergente y post-emergente, o ambos

casos a la vez segun las condiciones de aplicacion, dosis, cultivo, etc.

Forma de actuar en la planta: pueden ser de contacto (traslocacidn), que destruyen
la planta por contacto directo, y residuales (superficie), que se aplican en el suelo
antes de que nazcan las plantas o cuando estas estan germinando, que al ser
absorbidos por las raices de la plantula o semilla destruyen la planta. Hay muchos
herbicidas que pueden actuar por contacto o como residuales en las hierbas poco

crecidas.

Segun el modo de moverse en la planta o traslocacion se pueden clasificar en
herbicidas que pueden traslocarse a través del xilema (aploplasticos), floema
(simplasticos), por ambos (traslocacion ambivalente o total) o que no pueden

traslocarse (de contacto).

El uso constante de un herbicida determinado sobre un cultivo, puede conducir, a la larga,

a un cambio de la flora adventicia. Cuando actua el herbicida sobre las “malas hierbas” y no sobre
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otras, hace que éstas ultimas invadan el terreno mas o menos lentamente, de forma que en un
tiempo, las hierbas dominantes dejaran de tener importancia y cederan su sitio a otras en las que
el herbicida usual es menos efectivo. Este problema se puede resolver cambiando de herbicida o

bien usando una mezcla hecha con otro herbicida que si sea efectivo sobre la flora dominante.

1.1.1.1. Comportamiento de los herbicidas en suelos

Se pueden dar diferentes vias por las que un herbicida puede estar presente en el suelo.
La primera seria por aplicacién directa al suelo, a la parte aérea de la planta, arrastre por la lluvia
o el viento, restos vegetales, arrastre de restos suspendidos en la atmdsfera. Cabe destacar las
dos primeras vias ya que son las principales causas de la presencia de herbicidas en suelo ya que
no todo el herbicida alcanza a la planta y por tanto, el resto se deposita en la superficie del suelo.
En menor medida, se puede producir por arrastre de la lluvia o por el viento. Por ultimo, pero en
menor proporcion, pueden proceder de restos vegetales que quedan en el suelo al recolectar el

cultivo o que se han desprendido durante el tratamiento.

Una vez en el suelo, los herbicidas entran en un ecosistema dindmico y estan sometidos a
una serie de procesos que determinan su comportamiento. El herbicida se va a distribuir entre las
diferentes fases del ambiente y su distribucién va a depender tanto de las propiedades del

herbicida como de las diferentes fases (Figura 1.1).

Movimiento y destino de los plaguicidas en el

medio anbiente
dispersién ::
volatilizacf global
dtscomposiciéna"n‘,‘

Fotodegradacion

i fﬂpmotrwién deposicién

Desorcion

Figura 1.1. Diagrama de la evolucién de los herbicidas en suelos
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La interaccion herbicida-suelo-planta es bastante compleja ya que dependera de muchos
factores como edaficos, climatoldgicos, propiedades de los mismos herbicidas, como solubilidad,
y de las mismas especiales vegetales. Los procesos de la dinamica de los herbicidas en suelos
pueden englobarse en: procesos de transferencia, que hacen referencia a que el herbicida es
movilizado de un medio a otro sin experimentar ningun tipo de transformacién, y procesos de
transformacion, en los que el herbicida se transforma o degrada en otros compuestos, que

pueden ser de igual, mayor o menor toxicidad.

Dentro de los procesos de transferencia se encuentran los fendmenos de Adsorcion-
Desorcién. Estos son los procesos mas importantes ya que van a condicionar directa o

indirectamente la magnitud de los demas procesos.

La adsorcidon se define como cualquier cambio en la concentracién de una sustancia en
una interfase que es diferente del seno de la fase original (solucidn, gas, solido). La adsorcion
determinara si el herbicida es persistente o no, si va a ser transportado a lo largo del perfil del
suelo convirtiéndose en un contaminante (especialmente para aguas subterraneas) y también, si

va a ser eficaz o no (Wauchope y col., 2002).

El sistema suelo es un sistema complejo, estando formado por muchas fases que incluyen
sélidos, particulas coloidales, solucion del suelo, solutos, tales como nutrientes, otras sustancias

organicas naturales presentes o gases, como CO, y O,.

Existe una variedad de mecanismos de adsorcidn que son posibles dependiendo de las
propiedades quimicas y fisicas del herbicida. Los herbicidas idnicos son adsorbidos por los
coloides del suelo mediante fuerzas culdmbicas dependiendo de su carga idnica. En concreto, los
herbicidas catidnicos se adsorben por reacciones de intercambio catidnico, las especies anidnicas
son repelidas por los coloides del suelo cargados negativamente y atraidas hacia los cargados
positivamente. Por otra parte, los herbicidas anidnicos fosforados se complejaran con los
coloides del suelo por intercambio de ligando y por reacciones de precipitacion. Por ultimo, los
herbicidas que se presentan en forma molecular se unen a los coloides del suelo por enlaces de
hidrégeno, complejos de transferencia de carga, por fuerzas de Van der Waals, de London o
Debye y aquellos que son altamente apolares, por enlaces hidrofébicos (Wauchope y col., 2002;

Kudsk y Streibig, 2003).

Los diferentes mecanismos de adsorcién dan lugar a diferentes tipos de isotermas de

adsorcion (Calvet, 1989). Las isotermas serviran para caracterizar el comportamiento de
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herbicidas en suelo y ayudan a determinar la cantidad de herbicida adsorbido por cantidad

prefijada de sustancia adsorbente (Garcia-Torres y Fernandez-Quintanilla, 1991).
Se pueden establecer cuatro tipos diferentes de isotermas:

- Isoterma tipo S: presentan una pendiente inicial baja que aumenta con la adsorcién
y vuelve a disminuir a adsorcidn alta. Sugiere una afinidad de la superficie por el
adsorbato menor que la de la solucidn, probablemente debido a competencia entre

el adsorbato y el disolvente.

- Isoterma tipo L: indican una afinidad relativamente alta de la superficie por el
adsorbato, que disminuye al aumentar la adsorcién como consecuencia de una
disminucion en la superficie disponible, de aqui que la pendiente vaya

disminuyendo con la adsorcidn hasta alcanzar un valor constante.

- Isoterma tipo H: son un caso extremo de la curva tipo L, con una pendiente inicial

muy grande, sugiriendo una afinidad muy alta.

- Isotermas tipo C: presentan una pendiente constante hasta alcanzar la adsorcién
maxima posible, y son debidas a una distribucién constante del adsorbato entre la

interfase y la solucion.

La desorcién es el proceso inverso a la adsorcidn. Esta puede ser total (adsorcién
reversible) o puede no serlo en gran medida (adsorciéon parcialmente irreversible). Las diferencias
entre las isotermas de adsorcidén y desorcién obtenidas para un mismo soluto es lo que se
denomina histéresis, ésta es la cantidad de soluto que queda retenido por el adsorbente en los
procesos de desorcién y es diferente de la esperada de acuerdo con su isoterma de adsorcion,

para una concentracion de equilibrio dada.

Los procesos de adsorcidn-desorcidn no sdlo estan influenciados por la naturaleza fisico-
guimica de los herbicidas, sino también por otra serie de factores suelo-dependientes (Sanchez-
Martin y col., 2006; Rodriguez-Cruz y col., 2006). Entre estos factores cabe destacar la humedad,
la temperatura, el pH, el contenido en minerales y materia organica del suelo (Wauchope y col.,

2002; Zhuojing y col., 2002; Rodriguez-Cruz y col., 2007).
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Otros procesos de transferencia serian la absorciéon, exudacidn y retencidn por las plantas,
donde, la absorcidn consiste en la penetracidon de agua o sustancias sdlidas, liquidas o gaseosas
disueltas en ella, en las plantas. Puede realizarse por las raices o por las hojas. La exudacién es la
salida de liquido de los drganos de las plantas en condiciones patoldgicas al ser lesionados. La
retenciéon de herbicidas por las plantas depende de las propiedades del herbicida (Ashton y Crafts,
1981; Gutiérrez y Arregui, 2000) tanto para la maleza, como para plantas de interés agricola.
Herbicidas como el 2,4-D tienen una solubilidad acuosa de moderada a alta y son muy moviles
tanto fuera como dentro de las plantas, mientras que herbicidas de dinitroanilina son muy
insolubles y muy inmdviles en plantas. Normalmente, la cantidad de un herbicida movil
absorbido y retenido por la planta alcanza un 5-10% de la cantidad aplicada total. Por otro lado,
existen herbicidas que pueden ser exudados o metabolizados por las plantas, aunque el grado en
el que lo hacen depende, entre otros factores, del tipo de herbicida. Por ejemplo, se ha visto que
tanto alacloro como metolacloro son rapidamente metabolizados en maiz y sus metabolitos se
han localizado tanto en la parte aérea de la planta como en las raices (Al-Khatib y col., 2002);
mientras que otros herbicidas como la Simazina son mas rapidamente degradados en el suelo

que por las plantas (Garcia-Torres y Fernandez-Quintanilla, 1991).

La lixiviaciéon entra también dentro de los procesos de transferencia, también
denominada como percolacién o flujo de masas, es un proceso frecuente de transporte de los
herbicidas a lo largo del perfil del suelo, que puede tener lugar tanto si el herbicida esta en
solucion como en fase sélida (por arrastre mecdanico o lavado del mismo), debido a la influencia
del agua, tanto de riego como de lluvia (Carter, 2000). Los procesos de movimiento de masas y de
difusiéon estan implicados en ambos casos (Hartley y Graham-Bryce, 1980; Taboada y col., 1994).
Segun el herbicida implicado bajo las mismas condiciones ambientales, la cantidad de herbicida
que aparece en el lixiviado puede ser desde no detectable hasta alcanzar mas del 90%. La
capacidad de lixiviacién bajo las mismas condiciones puede disminuir en el orden bromacilo>
atrazina> simazina> terbumetona> terbutilazina> diurén> trifluralina (Gomez de Barreda y col.,
1993). Por tanto, las propiedades fisico-quimicas de un herbicida determinan su tendencia a
lixiviar. Las mas importantes serian su capacidad de adsorcién (Ky) y su vida media (tso) en suelos.
Estas dos propiedades determinan la movilidad y la persistencia (Carter, 2000). Si se combinasen,
se puede determinar el indice GUS, “Groundwater Ubiquity Score” (Gustafson, 1989). Este indice
junto con otros indices pueden resultar muy utiles para comparar la movilidad relativa entre

herbicidas sin referirse al uso o sitio especifico (Wauchope y col., 2002).
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Lo deseable seria encontrar un uno por ciento o menos del herbicida con sus metabolitos
a una profundidad de 90 cm en el suelo al final de la estacidn bajo condiciones de campo. Sin
embargo, dicho porcentaje, puede aumentar considerablemente bajo ciertas circunstancias
(Carter, 2000), como seria el caso de suelos en los que el agua se moviliza rapidamente a través
de fisuras, macroporos o grietas (Carter, 1999). Los factores a tener en cuenta son las
caracteristicas fisico-quimicas del suelo (Andrades y col., 2001; Rodriguez-Cruz y col., 2007), la
frecuencia e intensidad de la lluvia y el riego (Morillo y col., 2000; Undabeytia y col., 2000a), la
solubilidad del plaguicida y posibilidad de adsorcién del plaguicida en los coloides del suelo

(Andrades y col., 2004).

Existen otros procesos de transformacion no menos importantes como:

e Difusidn: es el proceso por el cual el plaguicida es transportado en el suelo como
resultado de un movimiento molecular al azar, causado por la energia térmica de las
moléculas. A causa de ello, hay un movimiento neto de posiciones de alta
concentracidén a otras de menor concentracion, y su importancia depende
fundamentalmente de su solubilidad y de la presién de vapor del plaguicida. Los
factores mas influyentes en la difusidn de los herbicidas en el suelo son: la
solubilidad, la temperatura, la humedad y porosidad del suelo, la presién de vapory
el grado de adsorcidn del plaguicida.

e Volatilizacion: es un proceso frecuente en el movimiento y desaparicién de
herbicidas en el suelo, que consiste en el flujo del compuesto hacia la fase aire y
supone uno de los mecanismos de pérdida de masa hacia la atmdsfera. La
volatilidad potencial estd relacionada con su presién de vapor, pero la volatilidad
efectiva depende, ademas de la temperatura, de la composiciéon del suelo, el
contenido en agua, la naturaleza del plaguicida y el grado de adsorcidn. Se ha visto
gue las mayores pérdidas por volatilizacién se producen en residuos localizados a
nivel superficial y con suelos himedos (Carter, 2000).

e Erosion o arrastre: al estar los herbicidas tan intimamente ligados a las particulas
del suelo, ya sea por adsorcion sobre las mismas o por simple mezcla, estas
particulas pueden actuar como portadores del plaguicidas sobre la superficie del
suelo cuando son movidas de un lugar a otro por el agua o el aire, mediante el

proceso de erosion (Cheng, 1990).
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Por ultimo, entre los procesos de transformacién, cabe sefialar la degradacién quimica y
microbioldgica. Estas estan intimamente ligadas entre si siendo dificil establecer independencia
entre ellas, por lo que se suele denominar degradacion bioquimica. Asi como la degradacion
guimica procede principalmente de reacciones de hidrdlisis, oxidacion y reduccién, pudiéndose
dar también isomerizacién, deshalogenacion, desalquilacidn, reacciones de dismutacién y
reacciones con radicales libres (Blumhorst y Weber, 1992; Smith y Aubin, 1993), la degradacion
microbioldgica es quizas el mecanismo de descomposicidén de herbicidas mas importante, en el
que las bacterias, algas y hongos del suelo los descomponen y los usan como fuente de alimentos

y energia para su crecimiento (Bending y col., 2007).

La descomposicién bioquimica de los herbicidas depende principalmente de la estructura
guimica de la molécula, frecuencia y cantidad de aplicacion, presencia de otros plaguicidas y de
las condiciones del sistema suelo tales como composiciéon, humedad, aireacion, sustancias
catalizadoras, biodisponibilidad de fésforo y nitrégeno, y tipo de microorganismos presentes (Al-
Khatib y col., 2002; Bending y col., 2007; Bending y Rodriguez-Cruz, 2007). En este sentido, se ha
visto que el aumento de la temperatura, humedad y materia organica estimula la degradacion
microbioldgica de muchos herbicidas, como por ejemplo la atrazina o el alacloro (Sonon y Schwab,
2004; Navarro y col., 2004). Asimismo, en algunos casos se observa que solo una parte de la
molécula puede ser degradada y usada como fuente de carbono y energia para el crecimiento
microbiano. En el mejor de los casos se puede alcanzar la degradacion completa del herbicida.
Alternativamente se pueden formar productos intermedios de mayor o menor toxicidad que
podrian ser transformados por otras cadenas microbianas. Bajo ciertas condiciones estos
productos intermedios pueden adsorberse fuertemente al suelo y de esta forma acumularse por
largos periodos de tiempo o alcanzar ambientes sensibles como el subsuelo o el agua

subterranea (Fournier y col., 1997).

La degradacidon fotoquimica consiste en la degradacion no bioldgica de herbicidas
mediante la luz solar. La luz ultravioleta induce una gran variedad de reacciones tales como
oxidacion, reducciéon, hidrdlisis e isomerizacion de muchos herbicidas, que incluyen acidos
fenoxiacéticos como 2,4-D, fenilureas como monurdn, amidas tales como CDAA, dinitroamidas
como la trifluralina, acidos benzoicos como dicamba, carbamatos como profan, herbicidas
fendlicos como DNOC, triazoles como aminotriazol (Katagi, 2004). La cantidad de herbicida
fotodegradado depende a su vez del método de aplicacidn, su tiempo de exposicién al sol, del

grado de adsorcién del plaguicida en el suelo, presencia de catalizadores fotoquimicos, pH del
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suelo y grado de aireacién del mismo. La degradacion puede alcanzar desde un bajo porcentaje

para un herbicida que se incorpora al suelo, hasta mas de un 90% para un herbicida acuatico.

Dentro de la fotdlisis se pueden diferenciar dos tipos: fotdlisis directa y fotdlisis indirecta.
En el primer caso se trata de herbicidas que absorben la luz ultravioleta dentro del espectro de
radiacidn solar (=290 nm). La fotdlisis indirecta tiene lugar cuando la energia de la radiacién solar
es absorbida por otros compuestos que luego transmiten dicha energia a la molécula del
herbicida, o bien dan lugar a nuevas especies reactivas (perdxidos, radicales OH, etc.) que atacan

a las moléculas del herbicida (Undabeytia y col., 2000b; Gutiérrez y Arregui, 2000).

En los primeros milimetros del suelo tiene mas relevancia la fotdlisis directa que es donde
llega la radiacién solar, ademads de en la superficie de las plantas, y también en ecosistemas
acuaticos, donde los herbicidas pueden ser transportados en disolucidon o bien adsorbidos en la
materia organica particulada. La radiaciéon solar UV de minima longitud de onda que llega a la
superficie terrestre es aproximadamente de 286 nm, siendo fundamentalmente la radiacion

responsable de los procesos de fotdlisis la comprendida en el rango de 300-380 nm (Katagi, 2004).

1.1.1.2. Problematica ambiental derivada del uso de herbicidas

Debido al aumento demografico a escala mundial, en los ultimos afios se ha tendido
hacia una agricultura productivista, ya que las plantas constituyen la principal fuente de
alimentos en el mundo. Este aumento de la productividad se ha realizado con la difusion de
nuevas variedades de cultivo de alto rendimiento, unido a nuevas practicas agricolas que utilizan
grandes cantidades de fertilizantes y plaguicidas, asi como tractores y otra maquinaria pesada.
Los beneficios alcanzados por esta mejora agricola son indiscutibles, pero han surgido diversos
problemas entre los que destacan los dafios ambientales generados, tales como la erosién del
suelo, la salinizacion y el anegamiento de suelos muy irrigados, el agotamiento de acuiferos,

deforestacion, etc., y la contaminacion del medio ambiente por el uso excesivo de plaguicidas.

El uso de plaguicidas es totalmente imprescindible ya que las plantas son susceptibles de

sufrir aproximadamente unas 100.000 enfermedades, causadas por agentes muy variados.

El Ministerio de Agricultura, Alimentacidon y Medio Ambiente lleva a cabo la Estadistica de
Comercializaciéon de Productos Fitosanitarios a través de la “encuesta de comercializacion de
Productos Fitosanitarios”, encuesta que se basa en el conocimiento de las sustancias activas

comercializadas dentro del marco nacional por las empresas titulares de dichos productos. Los
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Porcentajes de las principales categorias de fitosanitarios consumidos a nivel nacional en el afio

2012 segun el Ministerio de Agricultura, Alimentacién y Medio Ambiente fueron:

42,94% Fungicidas y bactericidas
- 18,72% Herbicidas
- 11,04% Insecticidas y acaricidas

- 23,74% Otros

La Estadistica de Comercializacion de Productos Fitosanitarios es considerada una
herrramienta fundamental dentro del Plan de Accidon Nacional para el uso sostenible de
productos Fitosanitarios (PAN) desarrollado de acuerdo al Real Decreto 1311/2012, 4 de
Septiembre, que establece el marco politico para alcanzar un uso sostenible y transpone el
ordenamiento juridico interno Directiva 2009/128/CEE, 21 de Octubre de 2009 la acciéon

comunitaria para un uso sostenible de plaguicidas.

En Europa, durante el aino 2009, se consumieron 61771 toneladas de productos para la
proteccion de plantas (Anexo Il del Reglamento (CE) 1185/2009 del Parlamento Europeo y del
Consejo de 25 de Noviembre de 2009 relativo a las estadisticas de plaguicidas). De esta cantidad

un 41,34% responde a fungicidas y un 22,05% a herbicidas.

Hay que tener en cuenta que cuando se aplica todo el plaguicida (o herbicida incidiendo en
nuestro particular interés), este no alcanza su objetivo, y cuando alcanza la superficie del suelo,
puede sufrir una serie de procesos, como se ha dicho anteriormente tales como degradacion
guimica y/o biolégica, fotodescomposicidn, y pérdidas por escorrentias y lixiviacidn a lo largo del
perfil del suelo. Esto ultimo puede producir tres efectos: (i) aumento de la actividad residual del
herbicida, ya que la actividad microbiana responsable de la degradacién de la mayoria de los
herbicidas decrece con la profundidad; (ii) reduccién de la concentracion del herbicida en la parte
superior del suelo por debajo de los umbrales necesarios para el control de las malas hierbas, y
acumulacién excesiva en la zona raiz del cultivo a niveles que pongan en peligro la seguridad del
mismo; (iii) el agua que se infiltra en el suelo puede transportar herbicidas a través y por debajo

de la zona raiz, pudiendo alcanzar y contaminar aguas subterraneas.

Esto ha conducido a la aparicién de una serie de iniciativas y a la adopcién de ciertas
medidas para preservar el medio ambiente de los efectos adversos provocados por los
plaguicidas. El Parlamento Europeo y el Consejo adoptaron el 21 de octubre de 2009 dos actos
legislativos que modificaron profundamente la normativa en materia de comercializacion y
utilizacién de productos fitosanitarios atendiendo a lo establecido en el VI Programa Comunitario

de Accién Medioambiental. Estos actos son el Reglamento (CE) n? 1107/2009 relativo a la
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comercializacién de productos fitosanitarios y la Directiva 2009/128/CE por la que se establece el
marco de la actuacion comunitaria que tiene que adoptar cada Estado Miembro para conseguir
un uso sostenible de los plaguicidas. Como consecuencia, Espafia en el R.D. 1311/2012 establecié
su Plan Nacional de actuacidn para conseguir un uso sostenible de los plaguicidas disminuyendo
los riesgos humanos y medioambientales, y fomentando el uso de la Gestion Integrada de plagas

y los métodos no quimicos.

Por otro lado, el Reglamento (CE) n2396/2005 marca el limite maximo de residuos (LMR)
de plaguicidas en alimentos y piensos de origen vegetal y animal, y la Directiva 2000/60/CE
establece un marco para la proteccién de las aguas superficiales continentales, las aguas de

transicion, las aguas costeras y las aguas subterraneas.

No obstante todo lo anterior, hay que reconocer que los plaguicidas, en general, y los
herbicidas, en particular, contribuyen significativamente al sostenimiento y proteccion de
cultivos, siendo indispensables para la agricultura moderna. Sin embargo, a pesar de los
beneficios de los herbicidas, en la sociedad hay una urgente necesidad de optimizar su uso, no
sélo en respuesta a la normativa sobre LMR en alimentos y aguas, o sobre contaminacion
medioambiental, sino también para asegurar que los herbicidas se mantendran como una

herramienta efectiva y valiosa para los agricultores en el futuro (Kudsk y Streibig, 2003).

1.2. FORMULACIONES DE LIBERACION CONTROLADA EN AGRICULTURA
Como se ha comentado anteriormente, un plaguicida no se va a aplicar nunca como tal,
necesita ser formulado combinandolo con otros productos para asi mantener su efectividad
durante su uso y almacenamiento. Este nuevo producto es denominado como “formulacion
comercial” y tiene como objetivo:
1. Obtener una alta eficacia bioldgica que se mantenga el tiempo necesario en el
cultivo para controlar las malas hierbas.
2. Reducir la utilizacion de solventes y/o seleccionar solventes que no sean téxicos.
3. Minimizar o anular efectos adversos sobre los organismos que no sean objeto de su
accion.
4. Asegurar su utilizacion por parte de los usuarios.

5. Ampliar el espectro de aplicacion de los plaguicidas.
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6. Ser estables fisica y quimicamente en el tiempo y a su vez compatibles con otras
formulaciones que pudieran estar presentes en los sistemas de mezclado de los
equipos de aplicacion.
En base a esta serie de objetivos, surge la necesidad de crear una formulacién que

ofrezca todos estos beneficios y ademas sea mas econdmica.

La tendencia que ha tenido los ultimos 40 afios la industria agroquimica ha sido
desarrollar nuevas formulaciones de herbicidas que eviten la sobredosificacion debido a Ia
pérdida de ingrediente activo como consecuencia de los diferentes procesos de degradaciéon y
transporte que hacen que los plaguicidas y fertilizantes tengan mas dificil alcanzar su objetivo en

el cultivo.

Como alternativa a los sistemas de aplicacién de herbicidas convencionales nacen los
formulaciones de liberacidén controlada (FLC) de plaguicidas. El uso de este tipo de formulaciones
van a disminuir el riesgo en su uso aumentando la seguridad, tanto del trabajador como del
consumidor, siendo formulaciones mas eficientes donde se minimiza al maximo la pérdida de

materia activa.

La liberacion controlada (LC) se puede definir como una técnica o método en el que el
agente quimico activo esta disponible para un producto especifico a una velocidad y con una
duracidn, disefiados para lograr el efecto pretendido (Scher, 1999). La LC tiene su maximo
exponente en la industria farmacéutica usandose en diferentes formas farmacéuticas para la
liberacidn de farmacos de manera controlada en el organismo ya sea para principios activos de

dificil dosificacion o para disminuir la posologia de los mismos.

La tendencia actual de esta técnica es el disefio de formulaciones de liberacidn
controlada en cosmética e industria alimentaria. El desarrollo de estos productos en el sector
agroquimico esta siendo una solucidn a los problemas de eficacia de aplicacidon y contaminacion

medioambiental derivada del uso de plaguicidas.

Como puede verse en la Figura 1.2, |la tasa de ingrediente activo (i.a.) liberado desde las
formulaciones convencionales estd relacionada generalmente de forma exponencial con la
cantidad (o concentracién) del mismo que se encuentra en la formulacidon. Esto significa que la
concentracién en el medioambiente debe ser inicialmente muy alta (resultando tdxica la mayoria
de las veces) y decrece rapidamente a niveles bajos e inefectivos. El disefio de formulaciones de
liberacidn controlada de plaguicidas tiene como finalidad el mantener por un mayor tiempo el

umbral de concentracion de ingrediente activo para el control de la plaga en el suelo o planta
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mediante su liberacidon a la velocidad adecuada, reduciendo de esta forma su nivel en el
medioambiente porque son necesarias cantidades inferiores o menores aplicaciones para

conseguir el efecto biolégico deseado.

Formulaciones
convencionales

/l /\/l Nivel toxico

Formulaciones de
+~ liberacion lenta

AN T N1 et
N

Tiempo

Figura 1.2. Efecto de la concentracién de herbicida en funcién del tiempo desde formulaciones

Concentracion

convencionales y de liberacion lenta (extraido y modificado de Scher, 1999)

El objetivo principal de la liberacion controlada no es otro que controlar la liberacion de
ingredientes activos de la formulacidn, facilitar su disponibilidad al objetivo especifico a una
concentracién deseada, y mantener mayor eficacia bioldgica. Los sistemas de LC no tienen como
finalidad aumentar la persistencia de los herbicidas en relacidn a los sistemas convencionales
sino controlar la liberacién del ingrediente activo para hacerlo mas disponible en el momento
mas oportuno para la proteccion del cultivo, por otra parte, se intenta hacer un producto menos

contaminante disminuyendo el gasto de materia activa.

Se han desarrollado numerosos sistemas de liberacion controlada mediante
recubrimiento y microencapsulacién de plaguicidas empleando distintas técnicas tales como
atomizacion, encapsulaciéon en reactores anulares, coacervacion compleja, coacervacion organica,
polimerizacién interfacial, recubrimiento en lecho fluido, evaporacion del disolvente,
recubrimiento en discos giratorios, etc. (Hirech y col., 2003; Sopefa y col., 2005, 2007a, 2007b,
2009; Piccolo y col., 2006; El-Bahri y Taverdet, 2007).

Segun el tamafio de la particula final obtenida, las formulaciones de liberacion controlada
pueden dividirse en microcapsulas, microparticulas y granulos, aunque no hay que olvidar que
existen otras formulaciones en las que se emplean sustancias soportes con diversas formas

(laminas, tubos, films, etc.) (Arshady, 1999). Las microcapsulas son particulas entre 1 y 100 micras
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compuestas por una pared o cubierta y un nucleo que es la molécula de plaguicida. Las
microparticulas y los granulos estan compuestos por una sustancia matriz en la que el plaguicida
estd uniformemente disuelto o disperso. Se diferencian en el tamafio de ambas, ya que las

microparticulas se encuentran entre 1 y 100 micras y los granulos entre 0,1 y 2 mm.

1.2.1. Formulaciones de Liberacion controlada basadas en minerales de la arcilla

Minerales de la arcilla

Los minerales de la arcilla son los componentes de la fraccién arcilla del suelo (< 2,0 mm)
mas importantes desde el punto de vista de la adsorcidn junto con la materia organica del suelo
no solo por su abundancia en los suelos, sino por presentar altos valores de superficie especifica
y capacidad de cambio, asi como por poseer en su mayoria una apreciable superficie interna, que
en el caso particular de la montmorillonita, es accesible a moléculas orgdnicas de gran tamano

(Theng 1974)

Los minerales de la arcilla también se han usado en formulaciones de liberacién
controlada para mejorar la accién de la formulacidon base. También conocidos como silicatos
laminares, estan formados por un amplio grupo de minerales de composicion quimica diferente
pero de dimensiones de celda unidad muy parecida. La red atémica de los minerales de arcilla se

puede considerar formada por dos tipos de unidades estructurales:

- Tetraedros SiO4: comparten tres de sus tres vértices (Figura 1.3.a.)
- Dos planos de Oxigenos o Hidroxilos entre los iones Al**, Fe**, Mg?**, etc. que se

encuentran ocupando los intersticios en coordinacién octaédrica (Figura 1.3.b.).

@ Aluminio
Magnesio, etc.

\) ® Silice

Figura 1.3. Estructuras atomicas bdsicas de los minerales de arcilla. a) unidad tetraédrica, b) unidad

octaédrica
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Los distintos minerales de la arcilla difieren de la naturaleza, disposicién y modo de cémo
se ordenan ambos tipos de unidades estructurales en la ldmina elemental. Esta condensacion

puede realizarse de las siguientes formas:

a) En proporcién 1:1, dando lugar a los minerales de la arcilla de la formula general M,.
35i,05 (OH),, llamados del tipo 1:1. Dentro de este grupo las especies dioctaédricas o
subgrupo de la caolinita ha sido la mas estudiada en cuanto a interaccion con
compuestos organicos se refiere, pues el subgrupo de la serpentina no ha recibido
mucha atencion en este sentido.

b) En proporcidén 2:1, estando la capa de octaedros situada entre dos de tetraedros y de
formula general M,_; Si;014 (OH),, llamados minerales del tipo 2:1. Las Esmectitas
octaédricas y especialmente la Montmorillonita son los minerales de este grupo mas
estudiados en relacidn a los fendmenos de adsorcidn de especies organicas. También
la vermiculita es otro mineral de este grupo que puede adsorber compuestos
organicos en su espacio interlaminar.

c) De forma que se unen cuatro capas, resultando un mineral en el que unidades del tipo
2:1 alternan con planos de M (OH) ,.; en el que los M** o0 M** estan coordinados

octaédricamente.

En estas estructuras se pueden dar sustituciones isomorficas del Si** y/o de M**/*" por
cationes de tamafio similar pero de carga generalmente mas baja. Segun el nimero de cationes
sustituidos resultaran minerales de carga superficial diferente. Esta deficiencia de carga positiva
puede ser equilibrada mediante la incorporacion de cationes, sean o no cambiables. Las capas de
octaedros pueden ser de dos tipos diferentes seglin los huecos de coordinacion seis estén
ocupados totalmente por cationes, dando lugar a los minerales trioctaédricos, o que solamente

lo estén dos de cada tres huecos, origindndose entonces los minerales dioctaédricos.

Hay otros minerales de la arcilla lamados minerales fibrosos como son la sepiolita y la
paligorskita o atapulguita, formadas por laminas del tipo 2:1 situadas en cadenas o bandas y

unidas entre si a través de iones oxigeno, dejando entre las mismas canales en direccion del eje a.

En la fraccion arcilla de algunos suelos (volcanicos, especialmente) existen minerales no
cristalinos y altamente desordenados que se designan con el nombre genérico de aléfanas. Estan

formados por tetraedros (Si, Al) (O, OH), unidos al azar con octaedros Al (OH).
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Otros componentes minerales de la fraccién arcilla del suelo son los éxidos e hidréxidos
de silicio, aluminio, hierro y otros elementos en estado cristalino o amorfo cuyas estructuras no
son bien conocidas. La superficie de estos minerales es pequena en estado cristalino, aunque
llega a ser importante en estado amorfo, presentando ademas carga positiva, por lo que su

capacidad de cambio aniénico puede ser alta.
Montmorillonita

A continuacidon de describen las caracteristicas mas destacadas, seglin los objetivos
programados en este trabajo del mineral de la arcilla usado. Se trata de mineral de la arcilla de

tipo 2:1: Montmorillonita.

La lamina de la montmorillonita estd compuesta por dos capas de tetraedros silicio-
oxigeno, entre las cuales hay otra de octaedros Al-O-OH resultando un espesor de 9,1 A. En esta

|3+

capa existen sustituciones isomoérficas de Si** por AI** en coordinacién cuatro, aunque poco

|3+

abundantes, y de AlI*" por Mg2+, Fe®", etc., en coordinacion seis, resultando un exceso de carga

negativa en las ldminas que se compensa:

a) Por entrada de nuevos cationes en coordinacidn seis hasta determinada proporcion.

b) Por sustitucion de oxigeno por hidroxilos.

c) Por entrada de cationes cambiables en los espacios interlaminares.

En el espacio interlaminar se adsorbe también agua que se encuentra hidratando a los
cationes de cambio, dependiendo la proporcién de agua de la humedad del ambiente y de la

naturaleza del cation.

El agua interlaminar del sdlido cristalino existente en la montmorillonita juega un papel
importantisimo en la interaccion de minerales de la arcilla con compuestos organicos,
especialmente con compuestos no cargados. El agua puede producir en la montmorillonita tres
tipos de hinchamiento, obteniéndose los siguientes estados del sistema arcilla-agua: sdlido
cristalino, en el que la fuerza interlaminar de tipo repulsivo corresponde a la de hidratacién del
cation, y la atractiva, a la electrostatica; pasta-gel, en la que la fuerza repulsiva se halla en la
interaccion de l[dminas dobles difusas, y la atractiva es la electrostatica de friccidn, enlaces entre
bordes: sol-gel, en donde las fuerzas repulsivas son la interaccion de laminas dobles difusas y la
agitacion térmica y las atractivas son enlaces borde-cara y borde-borde (Norrish, 1972). Estas
posibilidades de hinchamiento permiten que en el espacio interlaminar de la montmorillonita
pueda entrar una amplia variedad de compuestos organicos, independientemente del tamafio

gue éstos tengan.
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El gran poder adsorbente de la montmorillonita, frente a otros minerales de la arcilla se
debe también a su alta superficie especifica (600-800 m” g?) y a su elevada capacidad de cambio
catiénico (0,8-150 meq 100g™), lo cual permite que este mineral forme complejos interlaminares
con una amplia variedad de compuestos organicos (Theng, 1974) dando lugar a un cambio en el
valor de su espaciado basal asi como carga neta de la arcilla, en el caso de que éstos tengan carga

o apantallen las cargas del mineral.

En lo que respecta al uso de minerales de la arcilla para la preparacion de formulaciones
de liberacién controlada de plaguicidas, Flores-Céspedes y col., (2007) y Fernandez-Pérez (2007)
observaron que la liberacion del plaguicida de granulos de alginato depende de la solubilidad del
plaguicida atrapado, pero el perfil de liberacion se puede modificar mediante la adicion de
minerales de arcilla en el proceso de gelificacién. La montmorillonita es usada para retardar la
liberacion de diferentes herbicidas en formulaciones de liberacién controlada basadas en alginato,
debido a la adsorcién del herbicida en la superficie del mineral de la arcilla, mientras que la
presencia de otros minerales tales como caolinita y atapulgita producen un efecto barrera en Ila
liberacion del herbicida (Gerstl y col., 1998). Se han disefiado formulaciones basadas en
minerales de la arcilla para la fotoestabilizacion de plaguicidas. Se ha observado que tras 96 h de
irradiacion, una formulacién montmorillonita-trifluralina retiene el 75% de su actividad frente al

30% de la trifluralina libre (Margulies y col., 1992).

Los minerales de la arcilla se usan también como soportes en formulaciones de
organoarcillas de plaguicidas con el fin de reducir su percolacion, fotodegradacion y volatilizacion

(Margulies y col., 1994; Undabeytia y col., 2000b; EI-Nahhal y col., 2001; Celis y col., 2007).

La mayoria de los estudios se han focalizado en el uso de montmorillonita modificada
mediante adsorcidn previa de cationes organicos monovalentes que cambian la naturaleza de la
superficie de la arcilla de hidrofilica a hidrofébica (Andrades y col., 2004). La magnitud de estas
interacciones justificaba el diferente grado de adsorciéon del herbicida sobre la arcilla con

diferentes cargas del mismo catidn organico (Nir y col., 2000).

Otra aproximacion desarrollada para la preparacion de formulaciones de liberacién lenta
consiste en la combinacion de vesiculas (o micelas) con minerales de la arcilla (Nir y col., 2006).
Se han disefiado formulaciones para herbicidas anidénicos mediante su encapsulacién en micelas
o vesiculas catidonicas formadas por cationes de alquilamonio con cadenas alquilicas largas, las
cuales se adsorben por interacciones electrostaticas en montmorillonita (Undabeytia y col., 2003;

Undabeytia y col., 2004). Se ha observado que una formulacién éptima vesicular (o micelar)-
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arcilla de herbicidas anidnicos en la que una gran fraccién del herbicida sea adsorbida por el
complejo micelas (o vesiculas)-arcilla, sélo puede obtenerse para determinadas relaciones
vesiculas (o micelas)-arcilla, de forma que la mayoria de las vesiculas o micelas se adsorban sin
sufrir una descomposicién prematura. La descomposicidén de las micelas o vesiculas resultaria en
la liberacién a la solucion de moléculas anidnicas de herbicidas unidas, que a su vez no se
adsorben sobre las [dminas de carga permanente de la arcilla y de forma ineficaz sobre aquellas
laminas en las que estén adsorbidos los mondémeros (Mishael y col., 2002a; Undabeytia y col.,
2004). Las formulaciones arcilla-vesiculas (micelas) desarrolladas con herbicidas pertenecientes a
la familia de las sulfonilureas reducian varias veces la cantidad de herbicida lixiviada y
aumentaban la actividad bioldgica en la capa superior del suelo. Las dosis de aplicacion de estas
formulaciones pueden ser bastante inferiores que las de las formulaciones comerciales (Mishael

y col., 2002b; 2003; Undabeytia y col., 2003).

En el presente estudio, nos centraremos en los minerales de arcilla como sistema
matricial. Las arcillas poseen propiedades Unicas, como su elevada superficie especifica asociada
a su pequefio tamano de particula, bajo coste, y su presencia en la mayoria de suelos y
sedimentos. La modificacion de la superficie de los minerales de la arcilla a través de la
incorporacién de cationes organicos en las interldminas permite aumentar la capacidad de
adsorcion de dichos herbicidas y controlar la desorcién una vez afiadidos al medio ambiente. Las
caracteristicas del mineral de la arcilla, la cantidad y naturaleza de los cationes interlaminares, la
relacién arcilla-herbicida y el procedimiento seguido para preparar la formulacion afectan a la

interaccion del herbicida con el adsorbente y el grado de liberacién (Carrizosa y col., 2003).

Recientemente, se han producido importantes hallazgos utilizando minerales de la arcilla
gue consisten en la preparacion de arcillas organicas de bajo costo y biodegradables. El estudio
realizado por Mallakpour y Dinari (2011) esta basado en la preparacion y caracterizaciéon de
nuevas arcillas organicas usando aminoacidos naturales y cloisita-Na*. Seis tipos de aminoacidos
se usaron para modificar Cloisita-Na* con el objetivo de crear nuevas organoarcillas. Los
resultados mostraron que se produjo un aumento en el espacio interlaminar de las organoarcillas.
Por otro lado, también mejora la miscibilidad, ademas, el uso de aminoacidos proporciona una
tecnologia limpia y favorable para el medio ambiente. Algunos ejemplos de FLCs con minerales

de arcilla son los siguientes:

- La encapsulacion del ingrediente activo en vesiculas de fosfatidilcolina de herbicidas
hidrofdbicos y su adsorcion sobre montmorillonita. Dichas formulaciones muestran

una significativa reduccién de la lixiviacion y una elevada bioactividad en las capas
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superficiales del suelo. Ademas es capaz de prolongar la actividad del herbicida
disminuyendo las pérdidas por disipacién (Undabeytia y col., 2011).

- La haloisita, una arcilla natural, se usa para prolongar el efecto de los tratamientos
fungicidas de dithiandn y oxicloruro de cobre en arboles frutales. Como consecuencia
a la adicién de la arcilla, se reduce la solubilidad del fungicida en el medio acuoso,
permitiendo un mayor efecto residual (Silva, 2013).

- El estudio de mecanismos de adsorcion/desorcion del plaguicida etofumesato sobre
arcillas y organoarcillas para dilucidar el impacto de las propiedades estructurales y
guimicas de las arcillas en las interacciones arcilla-plaguicidas en medio acuoso.
Tomando como grupo representativo cinco montmorilonitas comerciales, se
estudiaron: Montmorillonita (MMT) sédica natural, organoarcilla modificada con
alquilamonio apolares y grupos OH disponibles y tres MMts con cationes
interlaminares de alquilamonio muy apolares. Los resultados proporcionaron
importantes avances, como lo demuestran las propiedades de liberacién lenta de los
complejos de arcilla organica-etofumesato en comparacion con la formulacion

comercial (Chevillard y col., 2012)

Un aspecto importante para el desarrollo de sistemas de liberacion controlada es la
biodegradabilidad de los productos usados para la encapsulacion. Un ejemplo de FLCs en
herbicidas es una nueva formulacion que combina gluten de trigo, MMTs y el herbicida
etofumesato, disefada por Chevillard y col., (2012). Dicha formulacién tiene como objetivo
evaluar el uso potencial de nanoarcillas para la modulacién de propiedades de transferencia de
modelos agentes activos en polimeros (biosourced). Tras el estudio, las formulaciones son
eficaces tanto en la reduccién de la lixiviacion del herbicida en el suelo (sobre todo con la
presencia de MMTs), como en la reduccién de la germinacidn en los bioensayos. Esto permite
que dicho herbicida tenga mayor biodisponibilidad, y como consecuencia mejore la eficacia en la
inhibicion de la germinacion de semillas, siendo menos propensos a la lixiviacion y a la

fotodegradacion.

1.3. SURFACTANTES
Debido a la baja solubilidad en agua de los plaguicidas puros es necesaria la utilizacion de
adyuvantes tales como surfactantes que ayudan a solubilizar o dispersar el i.a. para su correcta

manipulacidon. Ademas, en el presente estudio se usaron como un componente mas de la
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formulacion con el objetivo de cambiar las propiedades superficiales de los minerales de la arcilla

con objeto de conseguir una adsorcion y liberacién idéneas del plaguicida.

Los surfactantes, también conocidos por tensioactivos son moléculas anfifilicas, también
conocidas como anfipaticas, que poseen propiedades diferentes en dos regiones independientes
de la molécula, ya que por lo general poseen una region hidréfila y otra hidréfoba. Esta
caracteristica les confiere la propiedad de reducir la tensidn superficial en la interfase de un
sistema de dos fases por ejemplo, los sistemas aceite-agua y aire-agua (Aulton, 2004) La funcidn
de estas sustancias en estos sistemas es incrementar la solubilidad en agua de compuestos

organicos insolubles en ésta (Gautam y Tyagi, 2006).

La molécula de surfactante basicamente posee un grupo polar (hidrofilico), también
denominado “cabeza” polar, al ser la parte mas voluminosa de la molécula, y un grupo apolar
(hidréfobo o lipdfilo) que corresponde con una cadena alquilica larga, también denominado
como “cola”, debido a su longitud (Figura 1.4). Esta caracteristica estructural dota a estas

sustancias la propiedad de ser anfifilicas (Katagi, 2008).

b

Figura 1.4. Representacion de una molécula de surfactante. a) Corresponde a la “cabeza” polar

hidrofila y b) a la cadena alquilica hidréfoba

La molécula de tensioactivo en solucidon se orienta de diferentes maneras segun la
polaridad del disolvente. La doble afinidad de esta molécula le obliga a migrar a la superficie del
liquido dejando sumergido el grupo hidréfilo o hidréfobo. Esta disposicion en la superficie puede

variar segun la concentracion de surfactante que haya en el interior de la disolucién.

1.3.1. Propiedades de los surfactantes
La naturaleza anfifilica dota a los surfactantes de una serie de propiedades que van a
definir sus multiples aplicaciones. A continuacién se nombran las propiedades mas importantes

(Jiménez y col., 2010; Pedraza, 2009).
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Concentracion micelar Critica (CMC)

Una molécula de surfactante se disuelve en agua como mondmero a bajas
concentraciones, pero éste tiende a agregarse como micela a medida que va aumentando su
concentracién en solucién (Figura 1.5). La concentracion de surfactante a la que se alcanza la
minima tensidn superficial se denomina concentracion micelar critica (CMC), la cual se puede
definir también como la concentracion por debajo de la cual las moléculas de surfactante se

orientaran formando agregados espontaneos denominados micelas (Fendler y Fendler, 1975).

, parte hidrofébica
Molécula de surfactante
parte hidréfila

60
Surfactante en agua a 202C

45 Concentracién micelar critica (CMC)

/
J I

Tensidn superficial (MN/m)

Aire surfactante en la superficie| superficie saturada mezcla micelas y
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Figura 1.5. Disposicion de las moléculas de surfactante en solucién acuosa en funcién de su

concentracion (Katagi, 2008)

Una unidad monomérica de surfactante difunde rdpidamente a las micelas y las
abandona a un ritmo mucho mas rapido, por tanto, debido a éste efecto, las micelas se pueden
considerar como una pseudofase, ya que estan en continua formacidn y deformacion, y por ello,

también se les denomina como un sistema coloidal dinamico (Katagi, 2008).

La CMC es un parametro caracteristico de cada surfactante. Existen varios parametros

gue haran que ésta varie dependiendo de qué surfactante se trate. Por ejemplo dependiendo de
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la naturaleza idnica, la CMC para mezcla de surfactantes no idnicos y mixtos es mucho menor
para los surfactantes idnicos, siempre que su hidrofobicidad sea similar. Esto se debe a que las
interacciones electrostaticas repulsivas entre los grupos hidréfilos cargados es menor por

interaccion de los surfactantes no idnicos, lo que favorece el proceso de agregacion.

El tamafo de la cadena alquilica también va a influir en el valor de la CMC de diferentes

surfactantes ya que una cadena alquilica larga va a disminuir el valor de la CMC para un

surfactante con la misma parte polar, de acuerdo con la siguiente ecuacion:

Logime=A—Bn, (1)

donde A y B son constantes determinadas empiricamente para cada tipo de tensioactivo,
denominadas también como Constantes de Klevens (Rosen, 2004). Este efecto se demuestra a
continuacién (Tabla 1.1), donde se exponen los valores de CMC para diferentes surfactantes con

igual parte hidrdfila y diferente longitud de cadena alquilica (Fendler y Fendler, 1975).

Tabla 1.1. CMCs para diferentes surfactantes con igual parte polar (Katagi, 2008)

Surfactante Estructura Quimica CMC (mg/l)

DTMA-Br C10H2:N*(CH3); Br 1,82x 10"
DDTMA-Br C12HysN*(CH;3); Br 4,62 x 10>
TDTMA-Br C14H26N*(CH;3); Br 1,18 x 10
HDTMA-Br C16H33N*(CH3); Br 0,33x10°

Otro factor que afecta al valor final de la CMC de los tensioactivos es la fuerza idnica de Ia

solucion. La presencia de fuerza idnica origina una disminucion de la CMC y un aumento en el
numero de agregacion (n,) (ver apartado siguiente). Este efecto es mucho mayor en tensioactivos
idnicos, ya que al aumentar la fuerza idnica disminuyen las fuerzas repulsivas entre los grupos

polares cargados, lo que va a favorecer la agregaciéon de moléculas de surfactante.

La CMC de los tensioactivos no idnicos y anféteros disminuye en presencia de sales por la
disminucion de la solubilidad de la region hidréfoba del compuesto en solucidén acuosa. Por el

contrario, la adicidn de disolventes orgdnicos a disoluciones acuosas de tensioactivos aumenta el
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valor de la CMC, que puede ser debido tanto a un incremento de la hidratacion del grupo
hidréfilo como consecuencia de la ruptura de la estructura del agua, como a una disminucion de
la constante dieléctrica de la disolucion acuosa, que implica un aumento de las fuerzas
electroestaticas repulsivas entre los grupos polares del tensioactivo, y consecuentemente, un

aumento en su solubilidad (Rosen M, 2004).
Numero de agregacion (N,)

El nimero de agregacion (N,) indica el promedio de moléculas de surfactante que esta
formando una micela. Los agregados micelares estan conformados de 20 a 100 mondmeros, con
un radio aproximado de 1,5-30 A. El modelo fisico para una micela consiste en una conFiguracion
esférica (Hartley, 1936). Esta propiedad es muy importante en distintos campos de la
investigacion (biorrecuperacion, tratamiento de agua por ultrafiltracion micelar, etc.), ya que se
puede estimar el radio intermicelar de tensioactivos y asi determinar la capacidad que tiene un

surfactante de solubilizar compuestos organicos insolubles en agua (Zhou y col., 2011).
Balance Hidrofilico-Lipofilico (HLB)

El balance hidrofilico-lipofilico (HLB), es un valor que representa la capacidad de un
surfactante para emulsionar de manera estable en sistemas agua-aceite o aceite-agua (Griffin,

1949). Se expresa mediante la siguiente férmula:

HLB= 20 (M/M) (2)

donde M, y M son el peso molecular de la parte hidrofilica de la molécula y de la molécula
completa de surfactante respectivamente. Un valor alto o bajo de HLB significa que el
tensioactivo es hidréfobo o hidrofilico (Knowles, 1998, 1995; Hess y Foy, 2000). Los tensioactivos
gue tienen un valor de HLB cercano a 1 indican que éste forma emulsiones estables en sistemas
agua-aceite (W/0), por otra parte, valores de HLB cercanos a 20 indican que se forman

emulsiones estables en sistemas aceite-agua (O/W) (Knowles, 2001).
Punto de nube

La temperatura es un factor muy importante porque influye directamente en la
solubilidad de los surfactantes en agua, principalmente en surfactantes no idnicos. Este efecto es
conocido como punto de nube o “cloud point” (PN) y es la temperatura a la cual el tensioactivo

pierde su solubilidad en una solucion acuosa presentando la solucidén un aspecto turbio.
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Al aumentar la temperatura, la solubilidad de los surfactantes disminuye. Ello es debido a
que las moléculas no solubles rompen el equilibrio que existe entre las moléculas disueltas
formandose superagregados, lo que implica un cambio de fase y de ahi la turbidez de la solucidn,

siendo este efecto reversible (Shinoda y Arai, 1964).

El PN de un surfactante se puede modificar al afadir a la solucion NaCl o alguna otra sal
lo que produce un aumento del mismo; por el contrario, si se afade urea el PN disminuira (véase

efecto de la fuerza idnica en CMC).

Geometria de las micelas (g)

En solucién las moléculas de surfactante se van a agrupar formando micelas. Estas
micelas seran tan variadas en morfologia o tamafo dependiendo de la estructura del tensioactivo
asi como de la longitud de la cadena alquilica del mismo (Tanford, 1972). Este hecho es
importante ya que segun sea la forma y tamafio de las micelas se pueden explicar efectos tales

como su comportamiento en solucion.

Para poder hacer una estimacion de la geometria y el tamano de las micelas es necesario
conocer una serie de valores como el volumen que ocupa la cadena lipofilica dentro del nucleo
carbonado de la micela (Reiss-Husson y Luzzati, 1964), para lo cual es necesario conocer los

volumenes para los grupos metilo y metileno de la misma (Tabla 1.2):

Tabla 1.2. Calculo de los volimenes de los grupos metilo y metileno (Reiss-Husson y Luzzati, 1964)

Grupo metilo (CH;) Vens= 1,2044 x 10° T+ 0,05118
Grupo metileno (CH,) Vo= 1,8347 x 10° T+ 0,02652

A partir de estos volumenes se desarrollan una serie de formulas para calcular el volumen
(v) de una molécula especifica de surfactante a temperatura cercana a la ambiente y la Longitud

maxima (/,«) de las cadenas dentro del nucleo hidrocarbonado (Tanford, 1972).

Los diferentes tipos de micelas también van a depender del nimero maximo de cadenas
hidrocarbonadas por micela (N); el area por cadena hidrocarbonada (S) y el radio del nucleo

hidrocarbonado (ry); se explican a continuacién (Tanford, 1972; Pasquali y col., 2005):
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Micelas Esféricas: El radio (ro) del nicleo hidréfobo de una micela esférica no puede exceder la

longitud maxima (/) y el nimero maximo de cadenas hidrocarbonadas por micela (N) es
Unicamente determinado por cada valor de n,, que es la cantidad de atomos de carbono de la

cadena hidrocarbonada, mediante la combinacién de las ecuaciones 3 y 4.

Micelas Elipsoidales: Las micelas pueden tomar dos formas: elipsoide oblato y elipsoide prolato.

El elipsoide oblato es el cuerpo que se obtiene al hacer girar una elipse alrededor de su eje
menor y el elipsoide prolato es aquel que se obtiene al rotar una elipse alrededor de su eje
mayor. Esta forma surge al incorporar a una micela gran cantidad de cadenas hidrocarbonadas,

por tanto, habra una distorsion de su forma.

Micelas Cilindricas: Las moléculas del surfactante se orientan con la parte hidréfila hacia afuera

en la superficie de un cilindro y la hidréfoba hacia el interior del mismo. El diametro es igual al
doble del largo maximo de la molécula, mientras que el largo es indefinido. Estos cilindros se
pueden empaquetar de manera hexagonal cuando hay un aumento de la concentracién de

surfactante en el medio.

Micelas Vermiformes: Se pueden formar estructuras similares a las cilindricas pero onduladas

con conformacién vermicular (gusano). Estas micelas suelen ser largas y flexibles con longitudes
gue llegan al micrémetro, se pueden enredar entre si y dota a la dispersién de caracteristicas

viscoelasticas.

Bicapas: Es un tipo de agrupacion del surfactante denominada laminar. Esta formada por una
doble capa de moléculas de una sustancia anfifilica, con la parte lipofila hacia el interior y la

hidroéfila hacia el exterior de la ldmina (Okahata y Kunitake, 1979).

Vesiculas: son estructuras esféricas que contienen bicapas de sustancias anfifilicas y un ntcleo

acuoso. Pueden ser unilaminares o multilaminares segln el nimero de bicapas que contienen.

Micelas Tubulares: Es un modelo de bicapas arrolladas en cilindros que a su vez forman un

empaquetamiento hexagonal en las que el agua ocupa el interior y el exterior de las bicapas.

Parametro de Empaquetamiento Critico (g)

El pardmetro de empaquetamiento critico (g) permite correlacionar la estructura del
tensioactivo con la morfologia del agregado formado en condiciones experimentales bien
definidas (Engberts y Hoekstra, 1995; Pisarcik y col., 2006). Cada tipo de agregado simple nos
dara un valor de N (Tabla 1.3).
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Tabla 1.3. Morfologias de las micelas segtin el parametro de empaquetamiento g

Parametro (g) Morfologia del Agregado
g<1/3 %\%&‘% Esférico
“ifgf?;ﬁ

1/3<g<1/2 Vermiforme
1/2<g<1 Vesicula
g=1 Bicapa
g>1 Micelas Inversas

1.3.2. Clasificacién

Los tensioactivos se pueden clasificar segun su origen: Naturales (biosurfactantes) o
sintéticos. La mayoria de los surfactantes comercializados son sintetizados a partir de derivados
del petrdleo (NitschKe y Pastore, 2002). Existe otra clasificacién atendiendo a la naturaleza del
grupo hidrofilo (carga eléctrica): no idnicos, anidnicos, cationicos, anfoteros y variantes de estos

grupos anteriores.

Tensioactivos Anidnicos: poseen uno o varios grupos funcionales que se ionizan en disolucién

acuosa generando anidnes responsables de su actividad superficial. Grupos funcionales: e;j.
sulfonatos o sulfato de sodio son dos de los surfactantes anidnicos mas utilizados en la industria

como el lauril sulfato sddico y el dodecil bencen sulfonato sdédico.

Tensioactivos Catidnicos: poseen uno o varios grupos funcionales que se ionizan en disoluciéon

acuosa generando cationes. De los mads importantes son los derivados de las sales de

alquilamonio.

Tensioactivos no ldnicos: compuestos que no se disocian en solucién acuosa. Su solubilidad en

medio acuoso se debe a la presencia de grupos —OH que forman puentes de hidrégeno con las
moléculas de agua. Suelen ser los alcoholes grasos etoxilados y alquil poliglucésidos. De los mas

importantes en la industria cabe destacar las series del Triton y el Tergitol.
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Tensioactivos Anféteros: poseen uno o mas grupos funcionales que pueden ionizarse en solucién

acuosa dando un cardcter anidnico y catidnico segun condiciones del medio. El principal factor
inductor es el pH. Para estos tensioactivos puede definirse un punto isoeléctrico. Por ejemplo en

este grupo se encuentran los aminoacidos.

Se podrian afiadir a esta clasificacion los tensioactivos mixtos, entre ellos los catanidnicos.
Estos estan formados por la mezcla de una surfactante cationico y uno aniénico (Kaler y col.,
1989), asi como, los denominados géminis que se caracterizan por poseer mas de una parte
hidréfoba y mas de un grupo hidréfilo que le permite tener una mayor actividad superficial en

contacto.

Los surfactantes mixtos actualmente tienen una funcion relevante en la aplicaciones
técnicas de los mismos ya que al mejorar las propiedades interfaciales de los surfactantes
(decrece la CMC, y aumenta la actividad superficial), permiten mejorar las propiedades reoldgicas
respecto a los surfactantes iniciales (Fernandes y col., 2010). Estos surfactantes son una mezcla
de dos surfactantes de diferente naturaleza idnica, por ejemplo los catanidnicos (catidnico y
anidnico) (Holland y Rubingh, 1991). En este trabajo, nos centraremos en las mezclas formadas

por surfactantes catidnico-no idnico y catidnico-catidnico.

Cuando se mezclan dos surfactantes en una solucién acuosa, la mayoria de las
propiedades fisicoquimicas de éstos cambian respecto a las iniciales de los surfactantes por
separado. Este efecto se denomina Sinergismo (Khan y Marques, 2000). El efecto sinérgico va a
afectar fundamentalmente a la CMC, la cual va a disminuir respecto a las CMCs de los

surfactantes que la conforman por separado (Hao y Hoffmann, 2004).

Las vesiculas mixtas estan constituidas por la mezcla equimolar de dos tensioactivos, por
ejemplo uno catidnico y otro no idnico. Su formacidon ocurre espontaneamente y pueden

obtenerse a partir de una gran variedad de surfactantes.

La mezcla no equimolar de surfactantes implica la formacién de micelas en solucion de
diferentes formas y tamarfios (Kaler y col., 1989). El complejo formado por los dos surfactantes
puede poseer o no carga neta, esto va a depender del grupo polar que conforman el cation y el

anién de los dos surfactantes de partida (Tondre y Caillet, 2001).

La mezcla equimolar de estos surfactantes puede conducir a la formacién de un pseudo-
sistema con 3 fases, originado por la disminucién de la CMC, donde estaran en equilibrio en un

mismo sistema (Fernandes y col, 2010):
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- Micelas de gran tamafio.
- Vesiculas.

- Sélido precipitado disperso en el liquido.

Esta fase puede ser modificada manipulando parametros como la variacion de la
estequiometria de los surfactantes catiénico/no idnico, pH, cambio de la temperatura o adicion

de una sal (Marques, 2000).

Las vesiculas que se forman son bicapas de tamafio coloidal variable, esto hace que su
aplicacion y uso sea el transporte de sustratos como farmacos, liberacion de genes asi como otro
tipo de materias activas como los plaguicidas (Brito y col., 2006). Las aplicaciones de estos
sistemas se deben fundamentalmente a la particularidad de que las vesiculas se forman
espontaneamente y la estabilidad de estos sistemas, comparado con otros sistemas vesiculares

lipidicos, es bastante alta (Khuranay col., 2010).

1.3.3. Aplicaciones de los surfactantes

Las aplicaciones de los surfactantes son amplisimas y su uso se extiende a todo tipo de
industria. Sus propiedades dotan a estos compuestos de gran versatilidad, usandose en
productos farmacéuticos, detergentes, operaciones con metales, flotacion, alimentacion,

pinturas y en agricultura e industria agroalimentaria (Salaguer y Fernandez, 2004).

En la industria farmacéutica los surfactantes son utilizados a menudo como
emulsionantes, solubilizantes, estabilizantes de la suspensiéon o humectantes. Por lo general, no
se pueden considerar como excipientes “inertes” ya que han demostrado aumentar, disminuir o
no tener efecto sobre el paso de los farmacos a través de las membranas bioldgicas (Aulton,

2004).

Las aplicaciones medioambientales también son muy diversas, sobre todo en la
agricultura e industria agroalimentaria. Los productos fitosanitarios se pulverizan en modo de
aerosol, por tanto, tienen que estar formulados mediante el uso de tensioactivos. Ademas
facilitan su aplicacién, ya que sirven para modificar las propiedades de los plaguicidas
aumentando la solubilidad inicial de los mismos. También tienen aplicacion en los productos

alimenticios permitiendo un acabado agradable tras su procesado (Salaguer y Fernandez, 2004).
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La aplicacion en el campo de los fitosanitarios es muy interesante ya que permiten
modificar la humectacién del fitosanitario aumentandola y asi permitir formar una pequefia capa
de producto sobre la superficie de la planta, incrementando el 4drea de actividad. Su utilidad se
centra en dos efectos: aumento de la solubilidad de los plaguicidas en agua para su mejor
formulacion y su efecto sobre la aplicacion en la planta aumentando su area de accidn (Salaguery
Fernandez, 2004). Estos complejos formados por surfactante y plaguicida pueden ademas fijarse
a un soporte como por ejemplo una arcilla que actian como soporte o matriz inerte de liberacion
controlada (Maqueda y col., 2009a, 2009b). En este caso ademads de un aumento en la solubilidad
del herbicida va a permitir la entrada del mismo en el espacio interlaminar de la arcilla, efecto
que por si solo no ocurriria debido a las diferentes propiedades fisicoquimicas y de carga que

presentan tanto la arcilla como los plaguicidas (Polubesoba y col., 2003).

En los ultimos afios son muchos los trabajos que estudian la contaminacion que producen
los surfactantes en el medioambiente, por tanto, y cada vez mas, se estan investigando nuevas
formulaciones para disminuir la contaminacidon, usando surfactantes biodegradables vy

respetuosos con el medioambiente (Undabeytia y col., 2011, 2012).

1.3.4. Comportamiento de los surfactantes en el sistema suelo-agua

Los surfactantes y concretamente, las micelas, asi como su unidad monomérica, se van a
comportar de manera diferente segun el sistema en el que se encuentren. Los surfactantes,
aplicados directamente al suelo van a sufrir una primera particién entre la matriz del suelo y el
agua intersticial del mismo. Algunos de ellos pueden modificar la infiltracion de agua vy la
humectacién del suelo. Dependiendo de la concentracion en la que se encuentre el surfactante
en cuestidn, las moléculas pueden ser adsorbidas en el suelo de diferentes maneras: como
mondmero, hemimicela o admicela. También se pueden encontrar disueltas en el agua

intersticial del suelo ya sea como mondmero o como micela (Figura 1.6) (Edwards y col., 1994).

El suelo es una matriz heterogénea, cuyos componentes coloidales mas importantes en la
adsorcion de surfactantes son los minerales de arcilla y las sustancias humicas. Como es sabido,
la superficie de los minerales de arcilla estd cargada negativamente debido a las sustituciones
isomoérficas en las capas de aluminosilicatos, y las sustancias himicas son heteropolimeros y
bencenos polisustituidos con varios grupos funcionales como grupos hidroxilos y carboxilos, por
tanto, las interacciones que caben esperar entre las moléculas de tensioactivo y las matrices del

suelo se clasifican basicamente, en fuerzas electrostaticas e hidrofdbicas. Por lo que la naturaleza
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hidrofoba e hidrofila del surfactante asi como las caracteristicas del suelo, en cuanto a materia
organica y el contenido de arcilla, van a controlar la adsorcién de los mismos en el suelo

(Chevillard y col., 2012).

Dependiendo de la naturaleza del suelo y del surfactante, las isotermas de adsorcion se

pueden ajustar a diversos modelos y ecuaciones:

Isoterma Lineal: % =ky *C, (3)

Isoterma de Freundlich: = = k; = Co/™ (4)
m w

Isoterma de Langmuir: % = (%)max *k, xCp/(1+ K *Cy) (5)

donde x es la cantidad de sorbato adsorbida (surfactante o herbicida), m masa de adsorbente
(suelo), C,, concentracién del adsorbato en la fase acuosa en el equilibrio, n es la contante, K4 es
el coeficiente de adsorcidn, Kr y K, son las constantes de adsorcidon de Freundlich y Langmuir
respectivamente; 1/n indica la linealidad de las isotermas de Freundlich, y (x/m)max €s la maxima

concentracion de adsorbato en la fase adsorbente.
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Figura 1.6. Mecanismo de adsorcion-desorcion de un sustrato en suelo en presencia de surfactante. K,
contante de particion micela-sustrato; K., constante de asociacion mondmero-sustrato; K,, constante

de adsorcion del sustrato en el suelo (Katagi, 2008)

34



Objetivos






Materiales nanoestructurados en el disefio de formulaciones de liberacion controlada de herbicidas

En la presente Tesis Doctoral se pretende desarrollar Formulaciones de Liberacién
Controlada (FLCs) de herbicidas mediante la solubilizacién de los mismos en surfactantes no
ionicos tales como Berol 048 y Berol 266, y con surfactantes catidnicos tales como Ethomeen
T/15 y algunos sintetizados en nuestros laboratorios derivados de sales de amonio cuaternario,
denominados MBA-12 y MBE-12, y la posterior adsorcion de las micelas de los surfactantes

cargadas con los distintos herbicidas en un mineral de la arcilla, una montmorillonita sddica.

En la presente Tesis Doctoral se han elegido los herbicidas Mesotriona, Flufenacet y
Metribuzina dado que presentan problemas de pérdidas por lixiviacion en suelos, existiendo
constancia de contaminacién de aguas superficiales y subterraneas por dichos herbicidas. Los
surfactantes seleccionados actuarian como agentes solubilizantes, incrementando enormemente
la solubilidad de estos herbicidas mediante la incorporacién de las moléculas de los mismos
dentro de las micelas de surfactantes formadas en solucidn. Se espera que la posterior adsorcion
de las micelas cargadas con los herbicidas en el mineral de la arcilla seleccionado propicie un
aumento en la adsorcion de mismos, de manera que los distintos complejos micela-herbicida-
mineral de la arcilla se comporten como formulaciones de liberacion controlada del ingrediente
activo. Ello permitiria reducir la lixiviacién del mismo en comparacion con el producto técnico o la
formulacion comercial. Al mismo tiempo cabe esperar que estas formulaciones preparadas

presenten igual o mejor eficacia bioldgica en la capa superior del suelo.

En concreto, EL mineral elegido presenta propiedades superficiales que permiten la
adsorcién tanto de los surfactantes no idnicos (Berol 048 y Berol 266) como catidnicos
(Ethomeen T/15, MBA-12 y MBE-15). El mineral de arcilla montmorillonita es un material
aprobado y considerado de minimo riesgo toxicoldgico por la Agencia de Proteccion
Medioambiental de Estados Unidos (USEPA), y los surfactantes catidnicos de sintesis son

biodegradables y por ende respetuosos con el medioambiente.

Teniendo en cuenta lo anterior, los objetivos especificos seran los siguientes:

—  Elaboracién de FLCs de herbicidas pertenecientes a distintas familias mediante la
incorporacién de los mismos en micelas simples y micelas mixtas de surfactantes y
posterior adsorcidon de los mismos en el mineral de la arcilla montmorillonita, previa
optimizacidn de los procesos de preparacion de dichas formulaciones, con el objeto de
conseguir la maxima cantidad de ingrediente activo y un control eficaz en la liberacion

del mismo.

37



Objetivos

Caracterizacion fisico-quimica de las FLCs obtenidas, a fin de determinar los
mecanismos de interaccion responsables en la formacion de dichas formulaciones.
Influencia de las propiedades fisico-quimicas de suelos en la adsorcion-desorcion del
herbicida flufenacet, para asi poder relacionar la eficacia de las formulaciones en su
comportamiento en suelos.

Evaluacion del comportamiento de las formulaciones preparadas frente a
formulaciones comerciales en suelos: estudios de lixiviacion, biodisponibilidad en suelos

y ensayos de campo
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3.1. MATERIALES
3.1.1. Herbicidas

Metribuzina

Se ha utilizado Metribuzina técnica (93%). Metribuzina es un herbicida que pertenece a la
familia quimica de las triazinas. Su nombre IUPAC es 4-amino-6-(1,1-dimetiletil)-3-(metiltio)-
1,2,4-triazin-5(4H)-ona, su férmula empirica es CgH14N4OS, y su peso molecular: 214,29 g mol™. Su

estructura quimica se representa en la Figura 3.1:

Figura 3.1. Estructura quimica de Metribuzina

Metribuzina es un sdlido blanco cristalino, su punto de fusién es de 1252C. Presenta una
solubilidad en agua muy alta de 1100 mg L™, y al mismo tiempo una solubilidad, también alta, en
disolventes organicos, por ejemplo: benceno (200 g L"), etanol (200 g L™), tolueno (50-100 g L™).
Su pKa es 1 a 25°C. En cuanto a su comportamiento en suelos, se adsorbe de forma moderada en
la mayoria de ellos, con una alta afinidad por la materia organica, y con menor afinidad por los
minerales de arcilla, siendo probable la contaminacion de las aguas subterraneas cuando el suelo
tiene poco contenido de ambos. La adsorcién disminuye al aumentar el pH del suelo. El
mecanismo principal de disipacidn en el suelo es mediante degradacidon microbiana, siendo ésta
mas rapida en condiciones aerobias y a altas temperaturas. Es estable frente a hidrdlisis no

microbiana a pH entre 5y 9 (252C).

El herbicida es aplicado en pre-emergencia y post-emergencia temprana. Controla
monocotileddneas y dicotiledéneas anuales. Se aplica en cultivos de alfalfa, cafa de azlcar,

cebada de ciclo largo, esparrago, gladiolo, patata, tomate y trigo de ciclo largo (Lifian, 2011).
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Mesotriona

Se ha utilizado Mesotriona técnica (96,7%). Mesotriona es un herbicida que pertenece a
la familia quimica de las benzoilciclohexano-1,3-dionas. Su nombre IUPAC es 2-(4-mesil-2-
nitrobenzoil) ciclohexano-1,3-diona, su férmula empirica es C;4H13NO;S y su peso molecular

339,32 g mol™. Su estructura quimica se representa en la siguiente Figura:

NO, 0 0

Figura 3.2. Estructura quimica de Mesotriona

Mesotriona presenta un aspecto cristalino amarillento, tiene un punto de fusion de
165,3C y tiene una solubilidad en agua de 160 mg L. Es soluble en disolventes organicos,
presentando una mayor solubilidad en acetonitrilo (117 g L") y acetona (93,3 g L*). Su pKa es de
3,12 a 259C. En suelos acidos es fuertemente adsorbida por la materia orgéanica. En suelos basicos
0 neutros la adsorcidon es mas débil. Se degrada rapidamente por accidén microbiana. En suelos
con pH entre 4,6 y 7,7 y un contenido de materia orgdnica entre 0,6% y 3,6% su vida media es de

unos 9 dias. Es un herbicida selectivo de maiz con actividad pre y post-emergencia (Lifidan, 2011).

Flufenacet

Se ha utilizado Flufenacet técnico (99,9%). Perteneciente a la familia de las oxiacetamidas.
Su nombre IUPAC es 4'-fluoro-N-isopropyl-2-[5-(trifluoromethyl)-1,3,4-thiadiazol-2-
yloxy]acetanilide, la fdrmula empirica es Ci4H13F4N30,S, y el peso molecular 363,34 g mol™.

Presenta la siguiente estructura quimica:
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F

Figura 3.3. Estructura quimica de Flufenacet

Flufenacet es un sélido blanco, cristalino, tiene un punto de fusion de 762C y presenta
una solubilidad en agua de 56 mg L™ En los disolventes organicos que mayor solubilidad

presenta son: acetonitrilo (>200 g L'!) y acetona (>200 g L').

En el suelo se metaboliza con una vida media de 33,8 dias; es estable a la fotdlisis. En
medio anaerobio es relativamente estable con una vida media de 240 dias. En gran variedad de
suelos, Flufenacet y sus productos de degradacion se clasifican desde muy madviles a moviles. Se
degrada rapidamente en el suelo y apenas se han detectado residuos a 1,2 m de profundidad, y
en aguas subterraneas a concentraciones <0'0001 mg/Il. Se usa como herbicida de pre y post-

emergencia contra gramineas anuales y algunas dicotiledoneas.

3.1.2. Mineral de la arcilla

El mineral de arcilla empleado en el presente estudio para la preparacién de las
formulaciones es una montmorillonita estandar (SWy-2) procedente de Wyoming. Para
experimentos complementarios se han usado una Caolinita (KGa-1) procedente de Georgia,
suministradas por The Source Clays Repository (The Clay Minerals Society, Columbia, EEUU) y una
llita de Illinois suministrada por la Wad’s Natural Science Establishment. Las capacidades de
cambio catidnicas fueron de 0,8 mmol g para SWy-2, 0,02 mmol g" para KGa-1y 0,17 mmol g*

para llita.
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3.1.3.  Surfactantes

Se han utilizado diferentes surfactantes atendiendo a su estructura quimica. Entre ellos
se encuentran dos alcoholes etoxilados no idnicos (Berol 048 y Berol 266) y un surfactante
etoxilado de aminas grasas anfotérico (Ethomeen T/15). Fueron proporcionados por los
Laboratorios Compi y Jove SA (Barcelona). Su estructura quimica asi como sus propiedades

quimicas y superficiales se muestran en la Figura 3.4 y la Tabla 3.1.

(CHCOH
R-O-(CH,CH,0).H
(CHCH;0), NCHCHOA

Berol Ethomeenn

Figura 3.4. Estructura quimica de los surfactantes Ethomeen y Berol

Tabla 3.1. Propiedades de los surfactantes comerciales: n2 carbonos de la fraccién hidrofébica (R),
unidades del grupo 6xido de etileno, R-CH,-CH,-O-R, (EO), concentracién micelar critica (CMC), balance

hidrofilo-lipéfilo (HBL) y peso molecular (PM)

Surfactantes R EO CMC (mM) HLB PM (g mol'l) pKa
Berol 048 Ci3 10 0,156 13,5 640 -
Berol 266 Coa1 5,5 0,075 12,1 400 -

Ethomeen T/15 Ci7 5 0,042 9,2 480 8,5

También han sido sintetizados surfactantes catidnicos biodegradables (Pisarcik, 2006),
obteniéndose dos moléculas con igual cadena alquilica y diferente grupo funcional denominadas

MBA-12 y MBE-12

Son surfactantes derivados de amonio cuaternario con una cadena alquilica de 12
atomos de carbono y un grupo éster o amida como grupo funcional. Sus férmulas se presentan

en la Figura 3.5 y sus propiedades en la tabla 3.2.
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a ) 0] CHj
| ® S
C—NH—CH;—CH;—N—(CHy)p,.;—CH3 , Br
CH,
o) CHa

b) [©)

C—O—CHy—CHy—N—(CHy)ps—CHs , BI

CH,

Figura 3.5. Estructura quimica general de los surfactantes sintetizados: a) MBA-n; b) MBE-n. Siendo n el

numero de atomos de carbono de la cadena alquilica

Tabla 3.2. Algunas propiedades de los surfactantes sintetizados: peso molecular (PM) concentracién
micelar critica (CMC), area por molécula de surfactante (A), parametro de empaquetamiento critico (g)

(Pisarcik, 2006)

Nombre PM (g moL™) CMC (mM) A (nm’) g
MBE-12 442,47 2,31 0,78 0,178
MBA-12 441,49 4,06 1,58 0,088

3.1.4. Suelos
Se han utilizado cuatro suelos procedentes del sur de Espafia y tomados del horizonte
superficial (0-20 cm), secados al aire y pasados por un tamiz de luz de malla de 2 mm para

realizar los experimentos.

Alajar (AL) es un suelo con textura franco limosa, situado en la carretera de Fuenteheridos
direccion Aldjar, localidades que pertenecen a la provincia de Huelva. La vegetacion natural es la
encina y el alcornocal, y la de uso agricola es el olivar. Sus caracteristicas mas relevantes son su

color rojizo, limoso, estructura grumosa media y muy porosa.

Coria (CR) es un suelo con textura franco arcillo arenosa, situado en la finca experimental “La
Hampa”, ubicada en Coria del Rio (Sevilla), perteneciente al Instituto de Recursos Naturales y

Agrobiologia de Sevilla (IRNAS-CSIC). Las muestras fueron tomadas de una zona de olivar. Su
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caracteristica mas relevante es la textura gruesa (arena) que presenta.

Lebrija (LB) es un suelo con textura arcillosa, situado en la zona de las marismas del Guadalquivir,
en el término Municipal de Lebrija (Sevilla). La vegetacidén natural es inexistente porque todo el
suelo esta cultivado de cereales, remolacha, algodon, girasol y tomate. La caracteristica mas
relevante de este suelo es su alto contenido en arcilla y por tanto, su tendencia al

encharcamiento. Esto hace necesario un buen sistema de drenaje en este tipo de suelo.

Las Torres (LT) es un suelo con textura franca, situado en el valle del rio Guadalquivir, en la finca
experimental “Las Torres”, ubicada en Alcala del Rio (Sevilla) y perteneciente al Instituto de
Investigacion y Formacion Agraria y Pesquera “Las Torres-Tomejil” (Consejeria de Agricultura,
Pesca y Desarrollo Rural, Junta de Andalucia). Las muestras fueron tomadas del cultivo de

melocotonero ecoldgico.

3.2. METODOS
3.2.1.  Sintesis y caracterizacion de surfactantes de amonio cuaternario

Algunos de los surfactantes utilizados en la realizacién de esta memoria fueron
sintetizados dado su interés como moléculas biodegradables. Estos surfactantes se sintetizaron

segun Pisarcik (2006), con algunas modificaciones para optimizar las reacciones de sintesis.

La sintesis consta de dos reacciones y el esquema principal se representa en la Figura 3.6.
La primera de ellas es una reaccién de sustitucion de primer orden (SN;), donde los reactivos
principales son Cloruro de Benzoilo (reactivo 1) y Dimetilaminoetanol (DMAE) o
Dimetilaminoetanolamina (DMAEA) (reactivo 2), segun el grupo funcional que se quiera obtener
en la molécula de surfactante. Es una reaccién equimolar y se lleva a cabo en medio

Diclorometano (DCM), a una proporcién 1:2 (reactivos- disolvente).

En el proceso de adicidn de los reactivos, se va afiadiendo muy poco a poco el reactivo 1
sobre la amina o el alcohol disuelto en DCM, siendo un proceso muy exotérmico con liberacion

de Acido clorhidrico (HCI), se lleva a cabo a 02C en bafio de hielo.

La segunda fase de la sintesis es la adicion de la cadena alquilica a la parte polar de la
molécula sintetizada anteriormente. Es una reaccion de sustitucion nucledfila de segundo orden
(SN,). Al contrario que la anterior reaccidon ocurre muy lentamente y no es exotérmica, por tanto,

se realiza a temperatura ambiente. Debido a que es una reaccion muy lenta se precisa de la
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adicion de un catalizador (18-Crown), ésta es la modificacién que se ha hecho respecto a la

reaccion descrita por Pisarcik (2006).

A= NH. O

Figura 3.6. Esquema de la reaccion de sintesis de los surfactantes de amonio cuaternario

El producto de sintesis obtenido de la primera reaccidn, al que se denominara MBA, si su
grupo funcional es amida, o MBE, si su grupo funcional es éster, se hara reaccionar con un
bromuro de alquilo, en este caso bromododecano para cadenas alquilicas de 12 atomos de

carbono en una proporcion 1:1.
El medio de reaccién es dimetilformamida seca (DMF), el resto de reactivos son:

- 18-Crown (actuara como catalizador a una cantidad catalitica del 1% del reactivo
limitante)
- Carbonato potasico (2,3 equivalentes del reactivo limitante).

La reaccion tendra lugar de 48-72 horas.

Finalizado el tiempo de reaccion, se procesara el producto obtenido en la misma primero
evaporando el disolvente, y a continuacidn se disolvera en acetato de etilo. La eliminacion de los
restos de otros reactivos en el medio de reaccidn se hace con una disolucién sulfato sédico

anhidro al 10% y posteriormente con una disolucién a saturacion de NaCl (Brine).

El proceso final de la sintesis es la purificacién mediante cristalizacién del surfactante en

una mezcla acetonitrilo-metanol, en el que aparecera un sélido blanco cristalino con un punto de
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fusion aproximado de 1359C-160°C, dependiendo de la pureza del producto obtenido. Los

surfactantes sintetizados son biodegradables tal y como demostrd Pisarcik (2006).

Los surfactantes se caracterizaron mediante resonancia magnética nuclear de protones
(*H RMN), utilizando un espectrémetro Bruker AV-300, operando a unas frecuencias de 300 MHz.
La temperatura fue de 300 K (27 °C). Las soluciones de las muestras se prepararon en un

disolvente aproético (DMSO-d6).

3.2.2.  Estudios de los parametros estructurales de los surfactantes

Concentracion micelar critica de los surfactantes (CMC)

La determinacion experimental de la concentracidn micelar critica de cada surfactante se
realizé6 mediante medidas de la tensién superficial (¥). Estas se efectuaron con un tensiémetro
LAUDA TD 3 mediante el método del anillo Du Nuoy, termostatizando previamente en un bafio
los surfactantes a una temperatura constante de 252 C. Antes de cada experimento, se calibrd el
instrumental y se comprobd con la medida de la tension superficial del agua destilada (72 mN m’
1). El anillo se limpid con etanol y se flamed después de cada medida con la ayuda de un mechero

Bunsen. Para cada medicidn se realizaron al menos cinco lecturas y se calculd el valor promedio.
Numero de agregacion

El nimero de agregacion (Nagg) se determind con un espectrofluorimetro Hitachi F-
2500, provisto de una celda termostaticamente controlada y equipado con un dispositivo de
agitacion magnética. El método consistié en la excitacion y el posterior registro de la intensidad
de emisiéon de una sonda fluorescente (pireno), incorporada a las micelas, que se inhibio
progresivamente con la incorporacion de concentraciones crecientes de cloruro de
dodecilpiridinio (CyPCl). La longitud de onda de excitacion para el pireno fue 335 nm vy el espectro
de emisidn se recogid entre 350 y 550 nm. Los experimentos se analizaron mediante la ecuacion

de Tachiya:

I N C
n () =t 6] (6)
1)~ ¢, —cmc

donde, I, e I; representan la intensidad de fluorescencia del primer pico de emisién del pireno

(374 nm) en ausencia y presencia del inhibidor (CyPCl), respectivamente; C, indica la
concentracién de CyPCl (10-100 uM). C; y CMC la concentracidn total (3 mM) y concentracidn

micelar critica del surfactante.
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De los datos anteriores de inhibicidn de fluorescencia (quenching), se evalud el grado de
interaccion de las mezclas binarias de surfactantes mediante la determinacion de la constante de
velocidad de quenching de primer orden, la constante de Stern-Volmer (Ksv), a través de la
siguiente expresion:

Iy

I—=1+stCQ (7)
1

Cuanto mayor sea el valor de la constante Ksv, mayor sera el ambiente hidrofébico en el
gue se encuentran pireno y CyPCl, debido a la mayor solubilidad de ambos en la micela y el

consiguiente aumento en quenching.

Parametro de empaquetamiento critico ( g )

Las distintas formas en la que se agregan las moléculas de surfactante en medio acuoso,
es de gran importancia para estimar el incremento de solubilidad de los principios activos que se
incorporaran en su interior. Israelachvili y col. (1976) las determinaron definiendo el parametro

de empaquetamiento critico ( g ):

(8)

donde v es el volumen ocupado en el agregado por la cadena hidrocarbonada (parte lipofilica), [
la longitud de la cadena cuando esta totalmente extendida, y a,,;, €l drea minima que ocupa la

cabeza polar de una molécula de surfactante en la interfase aire/solucién.

Con el fin de obtener el pardmetro de empaquetamiento (g), el calculo de los valores de
volumen (v) y longitud (1) de la cadena hidrocarbonada de la molécula de surfactante se llevé a

cabo siguiendo las férmulas de Tanford (1973):

v =273+269n; (A3) (9)

1=1,5+1,265n. (A) (10)

nc indica el nimero de dtomos de carbono que contiene la cadena hidrocarbonada.
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El drea a,;;,, se calcula a través de las medidas de la tension superficial (y) en funcién de
la concentracién del surfactante a valores por debajo de la CMC, utilizando la ecuacién de

adsorcion de Gibbs:

-1 ay
e = (i0g2)
max 2,303nRT \dlogC/, (11)
_ 1018 (12)
amin B NA rmax

donde, I;,,,, €5 la concentracién maxima de surfactante que admite la superficie o
concentracidn de saturacion, N, es el numero de Avogadro, R es la constante universal de los
gases, T es la temperatura absoluta, y es la tensién superficial, C es la concentracion de
surfactante, y n representa el nimero de especies en la interfase cuya concentracidn superficial

cambia con la concentracion.

3.2.3.  Analisis de los herbicidas en soluciéon
La concentracion de los herbicidas se determind por cromatografia liquida de alta
resolucién con detector ultravioleta (HPLC-UV) o detector de espectrometria de masas (HPLC-

MS).

EN HPLC-UV se empled un cromatdgrafo HPLC compacto Shimadzu (LC-2010A HT), con
una columna Kromasil C15 de fase reversa (15 x 0,40 cm) suministrada por Teknokroma S.A.
(Barcelona, Espaina), a una temperatura de horno de 302C. Para la adquisicién y manejo de los
datos se empled el software Shimadzu LC solution Chromatography Data System. Las condiciones

empleadas para los diferentes herbicidas se muestran en la tabla 3.3.

En HPLC-MS se empled un cromatégrafo de la marca Agilent (1290 Infinity) compuesto
por un detector triple cuadruplo con trampa lineal de iones (ABSCIEX 3200 QTRAP) y una
columna Zorbax Eclipse XDB-C18 (150 x 3 mm 1.D., con empaquetamiento de 3,5 mm) a 302 C de
temperatura. Para la adquisicién y manejo de los datos se empled el software Analyst. En la Tabla

3.4 se muestran las condiciones empleadas para el herbicida Mesotriona.

50



Materiales nanoestructurados en el disefio de formulaciones de liberacion controlada de herbicidas

Tabla 3.3. Condiciones empleadas en el analisis de herbicidas en HPLC-UV

HPLC-UV
Modo Isocrdtico
Herbicida Metribuzina Flufenacet Mesotriona
Longitud de onda (nm) 230 256 225
Tiempo de retencion (min) 3,05 4,02 3,5
Flujo (ml min) 1
Vol. De inyeccion (ul) 100

metanol:agua

Fase movil
60:40

acetonitrilo:agua
acetonitrilo:agua
40:60;

0,1% H;PO,

50:50

Tabla 3.4. Condiciones empleadas en el analisis de Mesotriona en HPLC-MS

HPLC-MS
Modo Gradiente
Herbicida Mesotriona
Longitud de onda (nm) 254
Tiempo de retencion (min) 7,5
Flujo (ml min) 0,3
Vol. De inyeccion (ul) 10

Fase A. Agua+ 0,1% acido férmico

Fase Movil
Fase B. Acetonitrilo
0-0,25 min (5% Fase B)
0,25-1,25 min (30% Fase B)
Rampa

1,25-10,25 min (80% Fase B)
10,25-10,50 min (5% Fase B)

Se utilizaron las medidas HPLC-MS para

lixiviacion y estudios de campo.

obtener los resultados en los experimentos de
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3.2.4. Estudios de solubilizacion de herbicidas en presencia de surfactantes

Estudio de los Sistemas simples

Los estudios del aumento de la solubilidad de los herbicidas en presencia de un sélo
surfactante se realizaron por duplicado y en viales de vidrio, afiadiendo un exceso de herbicida a
10 mL de solucién de surfactante a concentraciones de 0 a 50 mM. Las suspensiones se agitaron
a 259C durante siete dias y se dejaron reposar 24 h. A continuacion se extrajo el sobrenadante y

se analizo en el HPLC-UV obteniendo a partir de estos datos las curvas de solubilidad.

El incremento de solubilidad de los herbicidas por el uso de surfactantes se determind

con la relacion:

SW */SW (13)

donde, S, * es la solubilidad del herbicida a una determinada concentracién de surfactante, y S,,
es la solubilidad del herbicida en agua. La eficacia de solubilizacién de un contaminante a través
de la formacion de micelas en solucién puede estimarse mediante la relacién molar de
solubilizacion (MSR) y el coeficiente de distribucion K,,.. MSR es la relacién de los moles de
herbicida solubilizado respecto a los moles de surfactante presentes como micelas, y se obtiene a
partir de la pendiente de la curva de solubilidad por encima de la CMC. La K., que describe la
distribucién del herbicida entre las micelas de surfactante y la fase acuosa, se calcula con la

siguiente ecuacion:

K = "/y (14)

donde, X, es la fraccién molar del herbicida en las micelas y X,, es la fraccion molar del herbicida

en la fase acuosa.

MSR

= T (15)
MSR+1

Xm
y X, a partir de la expresién:
Xy = Ceme Vw (16)

donde, Ccumc es la concentracion del herbicida a la CMC del surfactante, y Vy, es el volumen molar

del agua.
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Estudios de los sistemas mixtos
Diagramas de solubilidad de herbicida en Sistemas de micelas mixtas

Se usaron disoluciones de 3 mM y 6 mM de cada surfactante (MBA12, Berol 266, Berol
048 y Ethomeen T15), se afiadié una cantidad fija de herbicida Mesotriona, a las mezclas a
fraccion molar X;= 0,5, de las concentraciones 3mM y 6 mM al estar por encima y por debajo de
la CMC del MBA 12. Pasado 7 dias en agitacion, se determind la concentracion de herbicida
disuelta en la mezcla de surfactantes. Posteriormente se extrajeron 5 mL de sobrenadante y se
afiadio arcilla a concentracidn 4,44 g L™ se dejé 24h en agitacion y se determiné mediante analisis

elemental la cantidad de herbicida adsorbido en la arcilla.

Medida del Potencial Zeta (Sistemas de Micelas Mixtas)

Las mezclas de surfactantes fueron disueltas a diferente fraccién molar (X;) para el
estudio de las micelas mixtas, a concentraciones por encima de la CMC de cada surfactante. Las
muestras se dejaron reposar durante una hora y se utilizaron unos mililitros de dispersion para la
medida. La temperatura de las muestras fue de 252C + 12C y el potencial zeta () se midid
usando un Zetasizer Nanosystem (Malvern Instruments, Southborough, MA). Por ultimo, se

dedujo a partir de la movilidad de particulas usando la aproximacién de Smoluchowski.

3.2.5.  Adsorcidn de los surfactantes en minerales de arcilla

La adsorcion de surfactante en la arcilla se llevd a cabo en viales de cristal, todo por
duplicado, mezclando 15 mL de solucidon de surfactante, cuya concentracidn se incrementd
dependiendo de la CMC de cada surfactante hasta 20 g L™ y se afiadieron 24 mg de arcilla
montmorillonita. La concentracién de arcilla en el vial fue de 1,6 g L™*. Después de estar en
agitacion durante 24 h a 202C, la suspensién se centrifugd a 12000 rpm durante 10 minutos. Se
realizaron experimentos preliminares, usando disoluciones de surfactante solo, para determinar
las condiciones necesarias para la centrifugacion evitando que las moléculas de surfactantes
precipitasen. Los pellets se congelaron y liofilizaron. La concentraciéon de surfactante en los
pellets se determind mediante analisis elemental de carbono (ver apartado de caracterizacion de

las formulaciones).
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Las isotermas de adsorcion de los surfactantes en montmorillonita se modelizaron a
partir de la ecuacién de Freundlich que permite una descripcién matematica de la adsorcion de
los solutos presentes en una fase liquida (o disolucién acuosa) sobre la fase sélida del suelo. La
Ecuacion de Freundlich es una ecuaciéon empirica que ha sido usada para describir tanto la

adsorcién como la desorcidn de plaguicidas en suelos en sistemas acuosos multicomponentes:

Co— Ky * CI (17)

donde C; es la cantidad de herbicida adsorbido por el suelo; Kr es una constante que refleja la
capacidad de adsorcién; C. es la concentracion del herbicida en soluciéon, y n es una constante

relacionada con la intensidad de enlace y con la curvatura que presenta la isoterma.

3.2.6. Adsorcion de herbicidas en minerales de arcilla

La adsorcién de los herbicidas en los minerales de arcilla se realizé mezclando 15 mL de
solucion de herbicida, a concentraciones que llegaban hasta 20 mg L™ para Mesotriona,
Flufenacet y Metribuzina, con la montmorillonita a una concentracién de 1,6 g L. Las
suspensiones se dejaron en agitacion durante 24 h a 20°C y se centrifugaron a 12000 rpm
durante 10 minutos, se filtraron y se midié el sobrenadante en HPLC-UV. Se realizaron isotermas
de adsorcion de Flufenacet con los minerales de arcilla llita y Caolinita con las mismas
condiciones anteriores para completar los estudios de adsorcidén-desorcion. Las isotermas de
adsorcion de los herbicidas en montmorillonita se modelizaron usando también la ecuacién de

Freundlich.

3.2.7. Preparacion de formulaciones herbicida-surfactante-montmorillonita

Para la preparacién de las formulaciones, en primer lugar, se disolvié el herbicida con el
surfactante, para formar las micelas que contendrian al herbicida y que a su vez aumentarian su
solubilidad. Posteriormente se afiadid la montmorillonita para que las micelas se adsorbieran en
su superficie. Después de agitar durante 24h las suspensiones, éstas se centrifugaron a 12.000
rom durante 10 min retirando el sobrenadante. Por ultimo, se liofilizaron los pellets y se
micronizaron delicadamente, en un mortero de agata, obteniéndose las diferentes

formulaciones.
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Las concentraciones de herbicidas y surfactantes a emplear para la preparacién de las
formulaciones se determinaron de los diagramas de solubilidad de los herbicidas con los
surfactantes, y de la adsorcidn correspondiente del surfactante en montmorillonita. Para ello se
calculé en primer lugar la concentracidn de surfactante adsorbida para determinadas relaciones
arcilla/surfactante, mediante el uso del coeficiente de enlace determinado previamente del
ajuste de los datos de las isotermas de adsorcion del surfactante usando la ecuacién de

Langmuir-Scatchard, la cual se enuncia a continuacion:

@ = (Lo—L)/L = Ry KI,/(1 + KiL) (18)

donde R, equivale a la concentracién de los sitios de adsorcion disponibles en la
montmorillonita, K5 es el coeficiente de enlace, Ly y L denotan las concentraciones molares del
total de moléculas de herbicida afiadidas y de las que quedan libres, respectivamente, y  es la

proporcién entre las moléculas de herbicidas adsorbidas y libres.

Una vez determinada la concentracidn de surfactante y arcilla a emplear de forma que
la mayor parte del surfactante fuera adsorbida, se estimd la cantidad maxima de herbicida
solubilizada para dicha concentracion de surfactante atendiendo a los diagramas de solubilidad.
Establecida de esta forma la relacion de concentracidn herbicida/surfactante/arcilla a usar, se
determind la concentraciéon tedrica de ia. que estaria presente en cada formulacién,

considerandose que:

1. Existe la misma relacidn de proporcionalidad entre el herbicida presente en las micelas en
solucion y el de las micelas adsorbidas en la superficie de la arcilla.

2. La concentracion en solucidn de herbicida en ausencia de surfactantes era sustraida de las
cantidades solubilizadas en presencia de surfactantes. Asi, se calculd la cantidad de
herbicida en la formulacién mediante multiplicacion de la cantidad de herbicida en las

micelas por la fraccidn calculada de micelas adsorbidas.

3.2.8. Caracterizacion de las formulaciones
Determinacidn de carga o contenido de herbicida

La cantidad de herbicida presente en las formulaciones se determind por andlisis
elemental de nitrégeno para las formulaciones que contenian los surfactantes B048 y B266, y por

analisis elemental de azufre para las formulaciones que contenian ET/15. Para su medida se
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empled el Microanalizador elemental CHNS, con sistema de deteccion de Micro TruSpec de LECO,
modelo CHNS 932. La técnica consistié en la completa oxidaciéon de la muestra mediante una
combustidon con oxigeno puro a una temperatura variable entre 100 y 10002C. Los diferentes
productos de combustién CO,, H,0 y SO,, se cuantificaron posteriormente mediante celda de
infrarrojo, mientras que en el caso de N, se hizo con una celda de conductividad térmica. La
cantidad de muestra utilizada en cada andlisis fue del orden de 1 mg. Era necesario que la
muestra estuviese finamente dividida y fuese homogénea para obtener resultados repetitivos y
representativos.

Determinacion de la eficacia de encapsulacion de las formulaciones de liberacion controlada

La eficacia de encapsulaciéon (EE) se calcula a partir de la relacién entre el herbicida

encapsulado y el tedrico o en disposicion de ser encapsulado, a partir de la expresion:

C
EE(%) = Fexwo (19)
t

donde, C; es la cantidad tedrica de herbicida y Ce corresponde a la cantidad de herbicida
encapsulado. Ce se obtiene a partir de los datos obtenidos mediante andlisis elemental (apartado

3.2.8.).

Espectroscopia de Infrarrojos con transformada de Fourier (FTIR)

Se registraron espectros de infrarrojos de las distintas muestras a estudiar en pastillas de
KBr (2% de muestra en peso), usando un espectrofotémetro Jasco FT/IR (modelo 6300), en el
rango de 4000 a 700 cm™. La resolucion fue 2 cm™ y el detector TGS. Se acumularon 50 barridos
para cada muestra para mejorar la relacidon sefial-ruido. El software utilizado fue Spectra

Manager v 2., Spectra Analysis v. 2.07.00., Jasco Corporation.
Difraccion de Rayos X (DRX)

Se realizd la difraccién de rayos X sobre portamuestras de cristal tras la liofilizacién de los
sélidos obtenidos en los experimentos de adsorcidn. La difraccion de estas muestras se realizo a
bajos angulos (2 1-22C) en un equipo Philips XPert (modelo Anton Paar HTK) y a mayores

angulos (28 2-102C) en un difractdmetro Siemens (modelo D5000).
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3.2.9. Experimentos de liberacidn in vitro

El estudio de la cinética de liberacién in vitro del herbicida técnico y de las formulaciones
herbicida-surfactante-montmorillonita seleccionadas se realizd en un aparato de disolucién
automatica con paletas rotatorias (Sotax AT7 Smart, Teknokroma) a una velocidad de 50 rpm vy

una temperatura de 25°C.

La concentracion de i.a. del herbicida utilizado en la liberacién de las formulaciones fue
10 mg L™. Se adicionaron primero 490 mL de agua desionizada en cada vaso de liberacién y a
continuacién se sumergio una bolsa de didlisis que contenia en 10 mL de agua 5 mg de i.a. Se
tomaron muestras del herbicida liberado a intervalos de tiempo de 0 a 96 horas, se filtraron a

través de membranas 0,2 um PTFE y se analizaron los datos por HPCL-UV.

Para obtener las curvas de liberacién de i.a. de cada formulacion se representaron los
datos en forma de porcentaje acumulado de i.a. frente al tiempo e horas. Los perfiles de
liberacidn del producto técnico y de las formulaciones herbicida-surfactante-montmorillonita se
compararon graficamente para cada uno de los herbicidas estudiados. Se analizé la cinética de

liberacion del herbicida ajustando los datos al modelo generalizado de Ritger y Peppas (1987):

(20)

donde M; es la cantidad de herbicida liberado de las formulaciones al tiempo t, My es la cantidad
total inicial del herbicida en el sistema, K es una constante que incorpora caracteristicas del
sistema reticular macromolecular y del plaguicida y n es el exponente de difusidon que indica el
mecanismo de liberacion y transporte. Es de notar que esta expresion tiene validez para un

intervalo de tiempo limitado ya que no puede extenderse a infinitos valores de t.

3.2.10. Caracterizacién de los suelos
Antes de proceder a los diferentes analisis fisicoquimicos las muestras de suelo se
secaron a temperatura ambiente, se separaron las piedras y se rompieron los agregados con un

rodillo. Las muestras preparadas se pasaron por un tamiz con luz de malla de 2 mm.
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Para la caracterizacion fisico-quimica de los suelos, se analizd el pH, la distribucién del
tamafio de particula y el contenido y mineralogia de la fraccion arcilla, contenido de carbonatos,

materia orgénica, dxidos amorfos y capacidad de cambio catidnico.

Determinacion del pH. El método utilizado ha sido el propuesto por Guitian y Carballas (1976),

mediante la medida en pasta con una relacién suelo/solucién 1:2,5.

Determinacion de carbonatos. El suelo es tratado con HCl y el volumen de CO, desprendido fue
medido a través de un calcimetro Bernard. Los resultados se expresan en porcentaje de CaCO;

sobre suelo.

Determinacion del contenido en materia organica (MO). Suponiendo que la materia organica
contiene el 58% de C, se ha utilizado 1,724 como factor de conversion de carbono organico total
a materia organica, de acuerdo con Jackson (1982). Teniendo en cuenta esto, para la
determinacién de este parametro se ha determinado previamente el contenido de carbono
organico total. Para ello el método seguido ha sido el basado en la técnica descrita por Walkey y
Black (1934), que consiste en la oxidaciéon de la materia orgdnica con dicromato potdsico en
presencia de acido sulfurico y posterior valoracion del dicromato no reducido con sal de Mohr

(valoracion por retroceso), segun la reaccion:

Cr,0,”+6Fe, " 14 H' = 2Cr;" + 6 Fes"  + 7H,0

Para ello se tomaron 2 g de muestra de suelo, finamente pulverizada y secada en una
estufa a 602C durante 24 h. La muestra una vez pesada se introdujo en un matraz erlenmeyer de
500 mL y se le agregaron 10 mL de K,Cr,0; 1N, sometiéndose posteriormente a agitacidén suave
hasta que todo el suelo se hubo empapado de esta solucion. A continuacion se agregaron 20 mL
de acido sulfurico concentrado con agitacion suave durante 30 segundos, al cabo de los cuales se
dejé en reposo durante 30 minutos. Después se afiadieron 200 mL de agua desmineralizada y se
enfrié hasta temperatura ambiente. Se afiadieron 10 mL de acido fosférico concentrado seguido
de 1 mL de difenilamina (2,5 g de producto disuelto en 20 mL de agua y 100 mL de acido sulfurico
concentrado). Nuevamente se enfrid a temperatura ambiente e inmediatamente se procedio a

valorar el exceso de dicromato no reducido mediante solucién de sal de Mohr 0,5 N.

Caracterizacion de la materia orgdnica por RMN. Es necesario eliminar la fraccion mineral y los
elementos paramagnéticos (Fe, Al) para poder medir las muestras por RMN y obtener espectros

de buena calidad. Antes de realizar la desmineralizacion con HF al 10% ha de eliminarse también
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el carbonato de calcio presente en las muestras, dado que se pueden formar fluoruros de calcio
insolubles que podrian afectar a las medidas. La eliminacién de los carbonatos se realizd
mediante la adicidon de HCl 1N a las muestras y posterior centrifugacion. Este procedimiento se
repitio varias veces hasta que la adicidén de HCI dejé de producir burbujas. Se afiadié la disolucion
de HF al 10% a las muestras y se agitaron vigorosamente, centrifugando y desechando con
cuidado el sobrenadante. El procedimiento se repitié 4 veces. Una vez terminado, fue necesario
lavar el precipitado varias veces, hasta llegar a pH 5 aproximadamente, procediendo luego a la

liofilizacion de la muestra antes de las medidas de RMN.

La espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear de **C se llevé a cabo en un
espectrometro de alta resolucién Bruker Avance Il HD NMR 400 MHz, que trabaja a una
frecuencia de resonancia de 100 MHz para los nucleos de *3C. Las muestras, una vez molidas y
homogeneizadas, se colocaron en rotores de Zr de 4 mm de didmetro con tapa KEL-F. Se aplicé la
técnica de polarizacion cruzada bajo giro de angulo magico (magic angle spinning, CPMAS) a una
velocidad de 14 kHz. El pulso de 1H se aplicd en rampa durante un 1 ms para evitar la pérdida de
intensidad de sefial en regiones de interés debido a la relajacion de los spines durante el tiempo
de contacto Hartmann-Hahn. Los desplazamientos quimicos de “*C se calibraron respecto a
tetrametilsilano (0 ppm) con glicina (176.04 ppm). Aproximadamente entre 10.000 y 20.000
scans se acumularon para cada una de las muestras estudiadas, dependiendo del contenido en C.
Se aplicé un tiempo de espera entre pulsos (pulse delay) de 500 ms. La asignacioén de las regiones
de desplazamiento quimico tipicas en los espectros de las muestras de suelo con grupos de C se
realizé segun Knicker y col. (2005). Las distribuciones de las intensidades de *C se obtuvieron

mediante una rutina de integracién con el software MestReNova 7 (de la Rosa y col., 2014).

Determinacion de la granulometria. Se realizé de acuerdo con la metodologia descrita por Gee y
Bauder (1986), usando hexametafosfato sdédico como agente dispersante. Las fracciones de
arena gruesa (2-0,2 mm) y fina (0,2-0,02 mm) se determinaron por tamizado en humedo vy
posterior pesada. Las fracciones limo (0,02 mm-2um) y arcilla (<2um) se determinaron a partir de

las lecturas obtenidas con un hidrémetro Bouyoucos.

Determinacion de hierro, aluminio y manganeso totales y amorfos . Los éxidos totales de hierro,
aluminio y manganeso se determinaron a partir de una muestra de suelo de 2g al que se le
afiadieron 40 ml de una disolucién de citrato sédico 0,3M y 5ml de una disolucion NaHCO; 1M se
calentaron en un bafio entre 75-802 C, una vez alcanzada la temperatura se afiadieron 1g de
Ditionito y se mantuvieron en agitacion. Se repitié este paso 3 veces dejando 15 minutos para

que se produzca la digestion en agitacion a 752C. Finalmente se afiadieron 5 ml de NaCl saturado
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a temperatura ambiente y si fuera necesario 10ml de acetona, se agitaron y centrifugaron las
muestras 5 min a 3000rpm. Los sobrenadantes se analizaron mediante absorcidn atdmica. Se han
extraido el hierro, aluminio y manganeso amorfos presentes en los suelos siguiendo el método
propuesto por McKeague y col. (1971). Se emplearon 0,75 g de muestra dispersada en 30 mL de
solucion tampon oxalico-oxalato amdnico a pH 3, agitdndose durante 4 h en oscuridad. El hierro y

el aluminio amorfos se determinaron por absorcion atémica expresando los valores como dxidos.

Determinacion de la mineralogia de la fraccién arcilla. Se molié la fraccion arcilla de los distintos
suelos en un mortero de agata, utilizando posteriormente un portamuestras de carga lateral para
el estudio por difraccién de rayos X (DRX) de los preparados de polvo. Los difractogramas
correspondientes se realizaron en un aparato Siemens modelo Kristaloflex D-501, equipado con
un contador de centelleo y unidad discriminadora. La radiacion empleada fue la del Cu ka,
utilizando un filtro de niquel. La estimacidn semicuantitativa de los minerales de la arcilla a partir
de los diagramas de rayos X se realizdé de acuerdo con los métodos propuestos por Galan y

Martin-Vivaldi (1973), Stokke y Carson (1973) y Galan y Espinosa de los Monteros (1947).

Determinacion del Volumen de Poro (Capacidad de Campo). Se utiliza un anillo de 10 cm, que
con el suelo fresco ya tamizado se llena hasta alcanzar aproximadamente 6 cm de altura.
Previamente se pesan los anillos preparados para medir la capacidad de campo (se cierra una
parte con lienzo). Una vez rellenos con los suelos se introducen en un recipiente con agua.
Cuando el agua llega hasta la superficie del suelo se saca del vaso y se deja escurrir hasta que
deja de gotear. Una vez deje de gotear se seca un poco para retirar el exceso de agua del lienzo y
se pesa el anillo. La diferencia de peso de la columna con el suelo mojado y la columna con el

suelo seco (se considera p=1 g cm) serd el volumen de poro.

Determinacion de la capacidad de cambio catiénico (CCC) de los suelos. Para ello 2 g de suelo se
lavaron varias veces con etanol para eliminar sales. Posteriormente se trataron con 25 mL de
acetato amadnico a pH 7 durante 24 h, recogiéndose el sobrenadante y volviendo a repetir el
proceso 3 veces mas. En la solucion recogida se midid Na, K, Ca y Mg. La muestra sdlida se lavd
cuatro veces con etanol para eliminar el exceso de amonio, se secd a 402C y se destilé el suelo

para determinar el contenido en amonio.

3.2.11. Estudios de adsorcidon-desorcién de herbicidas en suelos
La adsorcion del herbicida Flufenacet en suelo se realizé poniendo en contacto 10 g de

suelo con 10 mL de disoluciones del herbicida durante 24 h a 202C. El rango de concentraciones
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iniciales fue 1, 3, 5, 7, 10 y 15 mg L™. Tras el periodo de agitacién se centrifugaron las
suspensiones y se realizaron desorciones mediante la retirada de la mitad del sobrenadante, que
fue reemplazado por agua destilada, dejandose durante otras 24 h en agitacion y operando como

en el proceso de adsorcion. Se realizaron dos pasos mas consecutivos de desorcion.

Las isotermas de adsorcion y desorcion se ajustaron a la ecuacion de Freundlich
previamente comentada en la introduccidn y se determinaron los parametros correspondientes.
En los procesos de desorcidn, se calculd un indice que sirve para cuantificar el fendmeno de
histéresis, el coeficiente H, que se define como la razén entre los valores de n obtenidos de las

isotermas de adsorcidn y desorcion

H= na/nd (21)

3.2.12. Estudios de lixiviacion y bioactividad de herbicidas en suelos

Formulaciones de Flufenacet. Se cortaron tubos de metacrilato de 3 cm de didmetro en
secciones de 4 y 8 cm, y tres unidades de 4 cm se pegaron junto con una unidad de 8 cm en uno
de los extremos para construir una columna de 20 cm. La columna se cubrid en el extremo
opuesto a la unidad de 8 cm con una malla de nylon de 1 mm junto con una capa fina de lana de
vidrio (0,5 g) para sujetar firmemente el suelo en la columna. Se empaquetaron los suelos CR
(164 g), AL (114 g) y LT (154 g) desde la parte superior de la columna creandose una columna de
suelo de 16 cm que se podia separar facilmente en segmentos de 4 cm al final del experimento.
Se tomd un volumen de la suspensidn de la formulacién comercial y cantidades variables segun el
contenido i.a. de las FLCs para obtener una dosis de 2 kg i.a. ha”, y se esparcieron
uniformemente en la superficie del suelo. Los experimentos de columna de suelo se realizaron
por triplicado. Se afiadié agua destilada equivalente a 84 mm de lluvia (60 mL) y 168 mm de lluvia
(120mL) desde la parte superior de la columna en dos y cuatro porciones respectivamente,
dejando al suelo equilibrar durante 4 h tras la adicidn y 24 h tras la adicidn final. Los lixiviados se

recogieron en volimenes de 5 mLy se analizé el herbicida mediante HPLC-UV.

Cada columna de suelo se separd en segmentos de 4 cm al final del experimento de
lixiviacion. Por duplicado, 2 g de suelo se secaron a 1002C durante 24 h para determinar la
humedad de cada segmento de suelo. La cantidad de herbicida que permanecia en cada
segmento se extrajo por duplicado mediante agitacion de 5 g de suelo con 10 mL de acetonitrilo
durante 24 h. Se centrifugaron las suspensiones, se filtraron y por ultimo, se analizé el herbicida

por HPLC.
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Se usé un bioensayo para calcular la actividad residual de los herbicidas en los anillos de
las columnas de suelo. Se plantaron por sextuplicado 7 semillas de Setaria viridis en vasos que
contenian 15 g de suelo de cada segmento para cada formulacidn, y se irrigaron diariamente
durante 2 semanas. La bioactividad de las formulaciones se determiné midiendo la reduccién del

tamano de la planta respecto al control.

Formulaciones de Mesotriona. La eficacia de la reduccion en la lixiviacion de las formulaciones
preparadas frente al producto comercial se determind mediante experimentos de movilidad en

columnas del suelo CR.

Se cortaron tubos de PVC de 10 cm de didmetro en secciones de 3 y 8 cm, y tres unidades
de 3 cm se pegaron junto con una unidad de 8 cm en uno de los extremos para construir una
columna de 17 cm. La columna se cubrid en el extremo opuesto a la unidad de 8 cm con una
malla de nylon de 1 mm junto con una capa fina de lana de vidrio (4,0 g) para sujetar firmemente
el suelo en la columna. Se empaquetd el suelo CR (1,3 Kg), desde la parte superior, credndose
una columna de suelo de 12 cm que se podia separar facilmente en segmentos de 3 cm al final
del experimento. Se esparcieron uniformemente en la superficie del suelo 3 ml de suspension de
la Formulacién comercial y de las FLCs a una dosis de 0,1 Kg i.a. ha™ para Mesotriona. Los
experimentos en columnas de suelo se realizaron por triplicado. Se afiadid agua destilada
equivalente a 70 mm de lluvia desde la parte superior de la columna en dos porciones, dejando el
suelo equilibrar durante 24 h entre cada adicion. Cada columna de suelo se separé en segmentos
de 3 cm. Por duplicado, 2 g de suelo se secaron a 1002C durante 24 h para determinar la
humedad en cada segmento de suelo. La cantidad de herbicida que permanecié en cada
segmento se extrajo por triplicado mediante agitacidén de 5 g de suelo con 10 mL de acetonitrilo

durante 24 h. Se centrifugaron las suspensiones y se analizé el herbicida por HPLC-MS.

Se usé un bioensayo para calcular la actividad residual de los herbicidas en los anillos de
las columnas de suelo. Se plantaron 5 semillas de girasol (Helianthus anuus) en vasos que
contenian 40 g de suelo de cada segmento para cada formulacidn, y se irrigaron diariamente
durante 2 semanas. La bioactividad de las formulaciones se determiné midiendo el efecto
blanqueante sobre las plantas de girasol asi como la reduccién en peso fresco por brote con
respecto al control.

Se evalud la medida del efecto blanqueante sobre las plantas de girasol después de 10-15
dias. La intensidad del blanqueo se determind midiendo el contenido de clorofila de las plantas, y

se calculd el porcentaje de inhibicion comparandolo con el contenido en clorofila de la muestra
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control, la cual no recibié ningln tratamiento. La clorofila se determind cortando los tallos en
pequefios trozos y extrayendo la clorofila con 12 ml de N,N-dimetilformamida (DMF) durante 48
horas y el contenido de clorofila fue medido por espectroscopia visible a 664 y 647 nm,
relacionando la absorbancia de la clorofila extraida con el peso neto de los tallos. El experimento
fue llevado a cabo por triplicado. Para el célculo de la clorofila total se aplicaron las siguientes

formulas (Moran, 1982):

(Cl, +Cl,) x V(mL)
P (g) (22)

Cltotal (ug/g) =

Cl, (ug/mL) = 12,64 - Absgc, — 2,99 - Absg,, (23)

Cl, (ug/mL) = 23,26 - Abs.,, — 5,60 - Absg, (24)
donde, Cl;,tq; €5 la clorofila total, P es el peso de la plantas, V es el volumen de DMF utilizado
(12 mL), Cl, y Cl}, son las clorofilas de tipo a y b, respectivamente. La clorofila b se diferencia de
la clorofila a solamente por estar sustituido el grupo metilo (-CH?) del carbono 3 en el segundo
anillo pirrdlico, por un grupo aldehido (-CHO). Esta diferencia es suficiente para causar un cambio

notable en la coloraciéon como también en el espectro de absorcion de esta molécula.

3.2.13. Experimentos de campo

Los experimentos de campo se llevaron a cabo para evaluar la eficacia de control de
malezas por el herbicida Mesotriona aplicado en postemergencia, tanto como FC como la
formulacion MS/ET15 (3,99/12/10), en un cultivo de maiz. Se realizd en la campafia 2011/2012
en una finca que se ubica en el Término Municipal de Lebrija (Sevilla, Espaia) (362 55' N, 62 04'
0). La finca es totalmente simétrica, de unos 250 x 500 m (12,5 ha) y nivelada con una pendiente
del 1 por 1000. Cuenta con un sistema de drenaje cada 5 m, haciendo que toda el agua sobrante
vaya a un canal secundario que a su vez se comunica con el canal primario que desagua en el rio

Guadalquivir. El suelo del experimento corresponde al suelo denominado LB.

Como labores previas al cultivo de maiz (Zea mays L.), objeto de nuestro estudio, el
campo fue arado con un subsolador a una profundidad de 15-20 cm, después de la recoleccion
del cultivo anterior (trigo), seguido de arado de disco vy, por ultimo, se prepard para la siembra

con un pase de rodillo.

63



Materiales y Métodos

El maiz fue sembrado el 6 de marzo 2012 con una sembradora John Deere serie 1700, a 4
cm de profundidad, 75 cm de distancia entre lineas, y 14 cm de distancia entre plantas. El
abonado de fondo se efectud en el momento de la siembra, a 300 Kg ha™ de férmula completa
NPK (8-24-8). Posteriormente, a los 30 y 42 dias después de la siembra, se realizé un reabono con
urea (46%) (100 Kg ha™) y nitrato amoénico (33,5%) (100 Kg ha™). Al mismo tiempo de la siembra
del maiz, se sembraron semillas de girasol entre los lineas del cultivo de cada parcela, con objeto
de tener seguridad de la presencia de malas hierbas de hoja ancha en cada una de ellas, hecho

gue suele suceder cuando en cultivos anteriores a maiz se ha sembrado girasol.

El primer riego o riego de nascencia se realizé por aspersién el 13 marzo de 2012, con
una distancia entre aspersores de 12 y 13,5 m aportando una cantidad de agua de 72 mm para
llevar el suelo a capacidad de campo. El resto de aporte hidrico se efectud con riego por goteo,
desde mediados de mayo hasta mediados de julio, aportando una cantidad de agua de 48
mm/semana repartida en 2 riegos semanales. A partir de mediados de julio y hasta mediados de
agosto la frecuencia de riego cambia a dias alternos, esto genera unos turnos de 3 y 4 riegos
semanales y por tanto, una aportacion de agua de 36 y 48 mm/semana, respectivamente. El

aporte total de agua de riego al cultivo fue 672 mm.

En la Figura 3.7 se presentan las precipitaciones y las temperaturas maximas, medias y
minimas desde la siembra (marzo) del maiz hasta su recoleccién (septiembre). Los valores fueron
registrados y tomados de la Estacidon Agroclimatica Lebrija |, préxima a la finca, y perteneciente a
la Red de Estaciones Meteoroldgicas automaticas instaladas por el Ministerio de Agricultura,

Pesca y Alimentacion.

En esta grafica se observa que la lluvia es escasa en la época de cultivo, con intervalos de
periodos secos, y que las temperaturas presentan un aumento notable en la primera quincena de
mayo. Por este motivo, y debido a las necesidades fenoldgicas del maiz, empieza a regarse de
manera periddica desde mediados de mayo hasta mediados de agosto. La cantidad de agua
acumulada aportada al suelo, por las precipitaciones y por el riego, a los 10, 30 y 180 dias
después del tratamiento herbicida fue de 2,6 mm, 33,8 mm y 709,8 mm, respectivamente. En la
Figura 3.8 se representa la cantidad de agua anadida, cada 15 dias, a lo largo del periodo del

cultivo por la precipitacion, por el riego y el total incorporado.
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Figura 3.7. Promedio quincenal de precipitacion (mm de lluvia) y temperatura maxima, media y minima

(2C) de marzo a septiembre 2012

El disefo establecido fue de bloques al azar con cuatro repeticiones (Figura 3.9). Cada
unidad experimental consistié en una superficie de 13,5 m? (6 m x 2,25 m). Los tratamientos bajo
estudio, una FC de Mesotriona (Callisto®) y una FLC Mesotriona-surfactante-montmorillonita
(MS/ET15 3,99/12/10), ambas a la dosis de campo recomendada (0,1 Kg ha™), se aplicaron el 12
de abril de 2012. También se reservaron 4 parcelas como control en las que no se aplicd ninguin

tratamiento con Mesotriona.
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Figura 3.8. Cantidad quincenal de agua aportada al cultivo de maiz de marzo a septiembre 2012
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A determinados tiempos tras la aplicacion de las formulaciones (10, 30 y 180 dias), se

tomaron muestras de suelo de cada parcela a diferentes profundidades (0 a 10, 10 a 20y 20 a 30

cm) usando una sonda pequeia (auger probe).

La cantidad de Mesotriona a cada profundidad se extrajo por triplicado poniendo en
contacto 20 g de suelo y 10 mL de HCI (0,01M) durante 24 h bajo agitacion continua. Se
centrifugaron las suspensiones y se analizo en el sobrenadante la concentracién de herbicida por
HPLC-MS. Al final del experimento, el 6 se septiembre de 2012, se cosecharon las plantas de maiz

y se evalud la influencia de Mesotriona en el rendimiento del cultivo mediante el peso del grano

en fresco.
FC3 T3 FLC2 FC4
® & @ @
FLC4 Fc2 T2 FLC1
® @ ® ® ®
T4 FLC3 FC1 T
® ® ® ®

Figura 3.9. Plano del disefio de experimento de campo. T: Suelo control; FC: Suelo tratado con la

formulacion comercial; FLC: Suelo tratado con la formulacion de liberacion controlada
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4.1. CARACTERIZACION FiSICO-QUIMICA DE LOS SUELOS

Los suelos estudiados tienen caracteristicas muy diversas. Sus propiedades fisico-
guimicas se muestran en la Tabla 4.1. Asi el suelo AL es un suelo acido que presenta un bajo
contenido en carbonatos y altas concentraciones de éxidos amorfos de Fe, Al y Mn. Debido a su
importante contenido en oxidos de Fe y Al de este suelo, se determind el porcentaje de éxidos
amorfos presentes en todos los suelos, ya que su reactividad difiere bastante de |la esperada para
los 6xidos bien cristalizados. El suelo AL es el que presentaba el mayor contenido de oéxidos
amorfos, siendo estos muy minoritarios en el resto de suelos. Los suelos CR, LB, y LT son suelos
basicos con bajo contenido en MO vy alto contenido en carbonatos. El suelo AL destaca por ser el
gue contiene mayor proporcion en MO seguido de LT, LB y CR. En cuanto a la textura hay que
destacar la alta fracciéon fina (limo+arcilla) del suelo LB, que tiene un 98,4% frente al mas bajo,
CR, con valor del 41,1%, mientras que en los suelos AL y LT fue intermedia con un 70%
aproximadamente. Atendiendo a la textura de los mismos, el suelo AL es franco-limoso, CR es

francoarcilloarenoso, LB es arcilloso y LT es franco.

Una estimacién semicuantitativa de los minerales de arcilla presentes en la fraccién
arcilla de los suelos mostrd el predominio de ilita y caolinita (Tabla 4.2). Ademas, en el suelo LB
estd presente esmectita, probablemente responsable de su mayor CIC (25,4 cmol. kg™). En el
suelo LT estd presente vermiculita y en los suelos AL y CR clorita. En el suelo AL se detectd la

presencia de goethita, lepidocrocita y maghemita.

Tabla 4.1. Caracteristicas de los suelos originales usados

AL LT LB CR
MO (%) 3,40 1,30 1,10 1,00
CIC (cmol. kg'l) 19,9 14,9 25,4 13,2
Carbonatos (%) 1,60 21,8 19,0 17,0
pH 6,20 8,20 7,60 8,70
Arena (%) 24,2 28,5 1,60 58,9
Limo (%) 59,4 45,8 28,3 19,4
Arcilla (%) 16,4 25,7 70,1 21,7
Fe,Ostotal (g kg'l) 60,4 7,00 4,60 6,40
Fe,0; amorfo (g kg'l) 5,20 0,50 0,80 0,20
Al,O; total (g kg'l) 10,6 1,50 2,70 0,60
Al,0; amorfo (g kg'l) 3,70 1,00 2,20 0,20
MnO total (g kg'l) 25,3 0,40 0,50 0,30
MnO amorfo (g kg'l) 10,1 <0,1 <0,1 <0,1
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. ., .z . 1
Tabla 4.2. Mineralogia de la fraccion arcilla de los suelos

Suelo $% 1% K% V% Cl% Q% F%
AL - 20 20 - 40 20 -
LT - 70 15 15 - - -
LB 15 75 10 - - - -
CR - 70 5 - 15 10 -

Is: esmectita, I: ilita, K: caolinita, V: vermiculita, Cl:clorita, Q: cuarzo, F:feldespato.

En los cuatro suelos la caracterizacion de la materia organica se realizd mediante
espectroscopia de RMN de C (Figura 4.1). Los espectros de todos los suelos eran muy similares,
mostrando una sefial a 174 ppm, asignada a grupos carboxilicos y al C de amida, y a 188 ppm del
grupo carbonilo de ligninas, péptidos y otros productos de degradacién. Se observaron sefales
alifaticas tipicas a 22 y 27 ppm debido a grupos metilo y a metilenos terminales,
respectivamente, de la cutina y suberina, lipidos y cadenas laterales de aminoacidos. Los hidratos
de carbono son la fuente de las sefiales entre 60-110 ppm. La degradacion de las unidades de
lignina dio sefiales entre 140-160 ppm debido a O-C arilico y a 56 ppm de C unido a grupo
metoxilos. Esta ultima puede ser solapada por sefiales de N-C alquilico en péptidos. Las unidades
de lignina también fueron responsables de la sefial en el suelo AL a 115 ppm asignada a C
bencénico protonado en la posicion orto/para con respecto al O-C arilico, no observandose en los
otros suelos, probablemente debido a su pH basico. Este suelo también dio sefiales a 126 y 134
ppm, que se debieron a carbono aromatico, en parte derivado de ligninas y taninos. Los
espectros fueron analizados por division en 7 regiones de desplazamiento quimico principales
qgue se asocian a diferentes unidades predominantes (Knicker, 2011). La proporcién de las
diferentes unidades funcionales se expresé como porcentaje respecto al carbono organico total

(Tabla 4.3).

El analisis de la distribucién de carbono mostré una mayor cantidad de carbono derivada
de grupos no polares en el suelo AL (regiones 0-45 y 110-140 ppm). El indice de polaridad (R) que
representa la relaciéon entre los grupos polares y no polares se calculd de acuerdo con la siguiente

expresion (Abelmann y col., 2005):

_ (C carbonilo + 0 — C alquilico + 0 — C arilico)
- (C/H — C arilico + C alquilico)

(25)
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Los valores de R fueron 0,91 en AL, 1,50 en LT, 1,02 en LBy, 1,48 en CR respectivamente.
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Figura 4.1. Espectros de RMN “*C CPMAS en estado sélido de suelos

Tabla 4.3. Distribucidn relativa de carbono (%) en suelos expresado como porcentaje de carbono

organico total

Area de desplazamiento

.. AL LT LB CR Asignacion
quimico (ppm)
0-45 36,3 26,2 30,8 26,3 C-alquilico
45-60 8,9 11,9 11,1 11,5 O-Calquilico, N-C
alquilico
60-90 20,8 24,7 24,6 25,9 O-C alquilico
90-110 47 81 72 82 0-C anU|,I|'co, C/H-C
arilico
110-140 13,7 10,6 9,5 10,7 C/H-C arilico
140-160 3,8 5,3 4,3 54 O-C arilico
160-225 11,9 13,3 12,4 12,1 C carbonilo
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4.2. FORMULACIONES DE LIBERACION CONTROLADA BASADAS EN MONTMORILLONITA Y
SURFACTANTES COMERCIALES

4.2.1. Propiedades interfaciales de los surfactantes

La relacion entre la tensidn superficial (y)y el logaritmo de la concentracién de los

distintos surfactantes en solucion acuosa se muestran en la Figura 4.2.
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Figura 4.2. Grafica de la tensién superficial (y) frente al logaritmo de la concentracién de surfactante

Los valores de la concentracion maxima de surfactante que admite la superficie de la
solucion en la interfase (Imax), el area minima que ocupa la cabeza polar de un
surfactante (ani,) Y el pardmetro de empaquetamiento critico (g) de cada surfactante
(ecuaciones 9, 10y 6), obtenidos a partir de la representacidn de la tension superficial (y) frente

al logaritmo de la concentracion de surfactante (log C) (Figura 4.2), se encuentran en la Tabla 4.4.

El valor de g calculado indica la formacién de agregados esféricos en solucidn para el
surfactante B048 y ET15, y cilindricos para B266 (Galan-Jiménez y col., 2014). Debido a que se

trata de surfactantes comunes de cadena simple, la relacion U/l es una constante independiente

de la longitud de la cadena y equivalente a un valor de 0,21 nm?. Por tanto, el valor de g esta
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intensamente condicionado por el drea a,,;i,,, Y ademas tienen una relacidn inversa, es decir, a

mayor valor de a,,,;;, menor valor de g (ecuacién 6).

Tabla 4.4. Propiedades de los surfactantes: n2 de carbonos de la fraccion hidrofébica n., numero de
unidades de 6xidos de etileno (EO), concentracion micelar critica (CMC), balance hidroéfilo-lipéfilo (HLB),
peso molecular (PM), maxima concentracion en superficie (I,.), area minima ocupada por molécula
(amin) Y parametro de empaquetamiento critico de las micelas (g)

Berol 048 Berol 266 Ethomeen T/15

ne Cis Cio Cyy

EO 10 5,5 5

CMC (M) 1,26 10 3,74 10" 2,74 10°
HLB 13,5 12,1 9,2

PM (g mol™) 640 400 480

Mmax 10° (Mol m?) 2,57 3,41 1,60

Qi (NM?) 0,65 0,49 1,04

g 0,32 0,43 0,20

Las moléculas de ET15 se protonan en solucion, y por tanto, hay un incremento en la
repulsion de las cabezas polares del surfactante en las micelas, lo que explica el alto valor de
QAmin Observado y la formacion de esferas. En el caso de los surfactantes etoxilados no idnicos
(BO48 y B266), la repulsidon entre los grupos polares es mayor cuanto mayor es el nimero de
unidades de éxidos de etileno (EO) en la molécula del surfactante (Tabla 4.4). Por tanto el valor
de a,;n serd alto y el valor de g lo suficientemente pequeiio para formar micelas esféricas, en el
caso del B048 (10 unidades EO). Para un numero pequefio de EO (5,5), como en el B266, la
repulsion entre las partes polares disminuye con la consecuente disminucién de a,;;, y el
incremento en los valores de g, por lo que las micelas se dispondrian en forma cilindrica. Sin
embargo, Nagarajan (2002) demostré que la longitud de la cadena hidrocarbonada también
influye en el tamafio y forma de los agregados en equilibrio. Este autor verificd que cuando se
obtiene un valor g de 0,42 y la cadena hidrocarbonada contiene mas de 10 4tomos de carbono,
es lo suficientemente larga para formar micelas cilindricas. En cambio, si con el mismo valor de g
la longitud de la cadena hidrocarbonada es menor o igual de 10 &tomos de carbono, como el caso

del B266, se obtienen micelas globulares.

Las micelas globulares pueden ser tanto micelas esféricas como elipsoidales. Segun
Galan-Jiménez y col. (2014), el nimero de agregacion (Nagg) determinado fue 62 para B048 y
58 para B266, estando bastante cerca de los valores tedricos calculados para micelas esféricas

(65) y micelas elipsoidales (60). En el ET15, el Nagg experimental fue 40, siendo éste mas

73



Resultados y Discusion

pequefio que el obtenido con los surfactantes catidnicos, con similares cadenas alquilicas pero

diferentes grupos polares (Mata y col., 2005).

4.2.2. Adsorcion de los surfactantes comerciales en montmorillonita

La adsorcion de los diferentes surfactantes en la Montmorillonita (Figura 4.3) parece
estar correlacionada con el tipo de surfactante, donde se observé una mayor adsorcidn por parte
del ET15 que en B048 y B266. Las isotermas de adsorcion que presentan todos los surfactantes
en Montmorillonita corresponden al tipo H y son indicativas de una alta afinidad del soluto por el
mineral de la arcilla. Debido a la estructura de la montmorillonita, esta interaccion tiene lugar
mediante puentes de hidrégeno entre las unidades etoxiladas del surfactante y la superficie de la
arcilla, pero interacciones adicionales entre las cadenas alquilicas mejorarian la estabilidad del

sistema.

En el caso de la adsorcidn de surfactantes no idnicos en arcillas, como B048 y B266, ésta
se ha explicado mediante la formacion de puentes de hidrégeno con los &tomos de oxigeno de la
superficie del silicato, por unidon con los cationes interlaminares a través de puentes de
hidrégeno con agua, por coordinacidén directa o interaccion dipolo-dipolo con los cationes
intercambiables, o por fuerzas de Van der Waals entre cadenas alquilicas del surfactante y las
areas superficiales de la arcilla con baja densidad de carga (Backhaus y col., 2001; Sonon y

Thompson, 2005; Deng y col., 2006).

La isoterma del surfactante ET15, es igualmente de tipo H. Al tratarse de un surfactante
de tipo catidnico (protonado a pH de equilibrio), se produciran interacciones mas fuertes de tipo
electrostatico entre el grupo polar del surfactante y la superficie de la arcilla. Este tipo de

interaccion es mas fuerte, lo que le darad mayor estabilidad al sistema.

Se realizd u