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Comportamiento del monoterpeno carvona en un suelo agricola

Behavior of the monoterpene carvone in an agricultural soil
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Resumen

Los monoterpenos constituyen una familia de compuestos naturales para los que se han propuesto propiedades alelopaticas vy,
por lo tanto, presentan interés en cuanto a su posible uso como alternativas fitosanitarias respetuosas con el medio ambiente.
Dado que la informacién existente acerca del comportamiento de los monoterpenos una vez que alcanzan el suelo es muy
escasa, en este trabajo hemos estudiado los procesos de adsorcion y persistencia de los dos enantidmeros del monoterpeno
carvona aplicados como mezcla racémica a un suelo agricola, asi como el efecto de afadir al suelo una organoarcilla a una
dosis del 2%. El proceso de adsorcion no mostré enantioselectividad y fue mas acentuado en el suelo enmendado con
organoarcilla que en el suelo sin enmendar. La disipacién de los enantiémeros en el suelo sin esterilizar fue enantioselectiva,
mas rapida para el enantiomero S que para el R y mas rapida en el suelo sin enmendar que en el enmendado con
organoarcilla. En suelo esterilizado, tanto sin enmendar como enmendado, la disipaciéon de los enantiomeros fue muy escasa,
lo que indic6 el origen bioldgico de la disipacién. Las constantes de disipacion de la carvona fueron, por tanto, dependientes del
enantiomero considerado y de la adicién o no de la enmienda, lo que ilustra la posibilidad de considerar estas variables a la
hora de optimizar la actividad y el destino medioambiental de este monoterpeno en su posible uso como producto fitosanitario.
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Abstract

Monoterpenes are a family of natural compounds which, due to their allelopathic activity, show potential as environmentally
friendly agrochemicals. Given that the behavior of monoterpenes once they reach the soil environment is largely unknown, we
studied the adsorption and persistence of the two enantiomers of the monoterpene carvone after their application as a racemic
mixture to an agricultural soil. The effect of amending the soil with an organically-modified clay at a rate of 2% was also
investigated. The adsorption of carvone by the soil was a non-enantioselective process, with greater adsorption of both
enantiomers on the organoclay-amended soil than on the unamended soil. The dissipation of carvone in non-sterilized soil was
enantioselective; the S enantiomer dissipated faster than the R-enantiomer, particularly in the unamended soil. Soil sterilization
almost completely inhibited the degradation of carvone enantiomers in the soils, which indicated that the dissipation was mainly
microbially mediated. Carvone dissipation rate constants were therefore enantiomer-dependent and were affected by the
addition of the organoclay, thus showing the importance of considering these variables to optimize the activity and the
environmental fate of carvone after its soil application.

Keywords: adsorption, allelochemicals, biodegradation, biopesticides, chirality.
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Introduccion

Los compuestos alelopaticos constituyen
un grupo de compuestos naturales que,
por su actividad bioldgica, presentan
potencial para ser utilizados como alter-
nativas fitosanitarias respetuosas con el
medio ambiente [1]. Entre los compuestos
alelopaticos, los monoterpenos se consi-
deran particularmente interesantes, ya
que diversos estudios han puesto de
manifiesto su actividad herbicida, fungici-
da o insecticida [2].

La carvona (Fig. 1) es un monoterpeno
natural que se encuentra en muchos
aceites esenciales, especialmente en las
semillas de alcaravea, hierbabuena vy
eneldo. Debido a la presencia de un
carbono asimétrico en su estructura, la
carvona puede existir como dos
enantiomeros (R y S). Para ambos
enantiomeros se han descrito propiedades
biolégicas de interés para la proteccién de
los cultivos; sin embargo, existe muy poca
informacion acerca del comportamiento de
la carvona una vez que alcanza el suelo,
siendo esta informacion fundamental a la
hora de predecir su eficacia y su destino
en el medioambiente, en relaciéon con su
posible uso como alternativa fitosanitaria.

El objetivo del presente trabajo ha sido el
de caracterizar los procesos de adsorcion
y disipacion de los dos enantiomeros del
monoterpeno carvona en un suelo
agricola, asi como evaluar el efecto de la
adiciéon de una arcilla modificada, como
paso preliminar a un conocimiento mas
profundo que permita optimizar su
aplicacion como agroquimicos.
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Fig. 1 — Estructura quimica de la carvona. El
asterisco indica el carbono asimétrico.
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Materiales y métodos
Carvona, suelo y enmienda

En este trabajo hemos utilizado la forma
racémica de la carvona, preparada a partir
de la mezcla equimolar de los dos
enantiomeros suministrados por Sigma-
Aldrich.

El suelo utilizado fue un suelo franco-
arenoso del suroeste de Espana desti-
nado al cultivo de olivar. Las carac-
teristicas del suelo se resumen en la
Tabla 1.

La enmienda utilizada  fue una
organoarcilla preparada a partir de la
modificacion de una montmorillonita de
Arizona (SAz-1) con cationes
hexadeciltrimetilamonio  (HDTMA). El
contenido en carbono de la organoarcilla
(SA-HDTMA) fue del 22.1% y el de
nitrégeno del 1.42%.

Tabla 1 — Caracteristicas del suelo utilizado

Arena Limo Arcilla C.0. pH
(%) (%) (%) (%)
75 9 17 0.63 7.3

Estudio de adsorcion

El estudio de adsorcion se llevé a cabo
por triplicado en tubos de vidrio en los que
se pesaron 4 g de suelo, sin enmendar o
enmendado con 80 mg de organoarcilla, y
a los que se afadieron 8 ml de disolu-
ciones racémicas de carvona preparadas
en agua, con concentraciones iniciales en
el rango de 0.1 a 2 mg/l (0.05-1 mg/l de
cada enantiomero). Los tubos con suelo,
sin enmendar o enmendado, se sometie-
ron a 3 esterilizaciones en dias conse-
cutivos, en un autoclave a 121 °C y 200
kPa durante 20 minutos, antes de
anadirles las disoluciones de carvona, con
el fin de evitar los procesos biode-
gradativos durante el experimento. Los
tubos se agitaron a 20 = 2 °C durante 24 h
y posteriormente se centrifugaron a 5000
rom durante 10 minutos. A continuacién,
se recogieron 4 ml de los sobrenadantes,
se estabilizaron con 4 ml de metanol y se
analizaron por HPLC. Las cantidades
adsorbidas se determinaron a partir de la
diferencia entre las concentraciones
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iniciales y las de los sobrenadantes tras
las 24 de agitacion con el suelo. Las
isotermas de adsorcion obtenidas se
ajustaron a la ecuacién de Freundlich para
obtener los correspondientes coeficientes
de adsorcion.

Estudio de disipacion

El estudio de disipacién se llevd a cabo
mediante incubaciones en condiciones
aerobicas y de oscuridad a 20 £ 2 °C. Se
pesaron 100 g de suelo (sin enmendar o
enmendado con 2 g de organoarcilla) en
un recipiente de vidrio con cierre
hermético y se adicioné agua destilada
para conseguir un porcentaje de humedad
del 30%. A continuacion se afadio
carvona en forma de mezcla racémica a
una dosis de 2 mg/kg (1 mg/kg de cada
enantiomero) y se homogeneizé la mezcla
con una espatula. Periddicamente, entre 0
y 7 dias, se tomaron muestras de 3 g de
suelo, las cuales se congelaron inme-
diatamente hasta su analisis. Para el
analisis, se extrajeron las muestras con 8
ml de metanol, agitando durante 24 h y
analizando los extractos por HPLC para
determinar la concentracion de cada
enantiomero en los mismos. El estudio de
disipacién se llevé a cabo por duplicado
tanto con muestras de suelo sin esterilizar
como con muestras de suelo sometidas a
tres esterilizaciones en dias consecutivos,
en autoclave a 121 °C y 200 kPa de 20
minutos cada una. Las curvas de disi-
pacion en suelo sin esterilizar se ajustaron
a una cinética de primer orden para obte-
ner los correspondientes tiempos de vida
media.

Analisis enantioselectivo

El método analitico utilizado para obtener
las concentraciones de los enantiomeros
de la carvona fue la cromatografia liquida
de alta resolucion (HPLC) en su
modalidad quiral. Esta técnica se basa en
el uso de una fase estacionaria quiral cuya
diferente afinidad por los enantidmeros del
analito lleva a la separacion de los
mismos en el analisis cromatografico. La
columna utilizada para el analisis fue una
columna Chiralpak IG empaquetada con
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tris-(3-cloro-5-metilfenilcarbamato) y la fa-
se movil una mezcla acetonitrilo:agua al
50% a un flujo de 1 ml/min. El volumen de
inyeccion fue de 50 ul y la longitud de
onda de deteccion 236 nm. Bajo estas
condiciones, los enantiémeros Ry S de la
carvona eluyeron a 8.0 y 8.9 minutos,
respectivamente.

Resultados y discusion
Estudio de adsorcion

Los coeficientes obtenidos del ajuste de
las isotermas de adsorcion a la ecuacion
de Freundlich se muestran en la Tabla 2.
Puede observarse que, tanto para el suelo
sin enmendar como para el suelo
enmendado, los valores de K;y 1/n; fueron
similares para ambos enantidmeros. Por
tanto, el proceso de adsorcion de carvona
al suelo no mostré enantioselectividad.

Tabla 2 — Coeficientes de Freundlich para la adsorcién de
los enantiomeros de carvona en suelo sin enmendar y
enmendado con organoarcilla

Enantiémero K 1/n; R’

Suelo sin enmendar
R-carvona 0.61 0.77 0.998
S-carvona 0.62 0.75 0.994

Suelo enmendado
R-carvona 1.93 0.80 0.998
S-carvona 1.92 0.80 0.997

La adicion de organoarcilla al suelo dio
lugar a un importante incremento en la
adsorcion de los dos enantiomeros. Los
valores del coeficiente de Freundlich K
obtenidos para el suelo enmendado
fueron unas 3 veces superiores que los
obtenidos para el suelo sin enmendar
(Tabla 2). El elevado poder adsorbente de
la organoarcilla, con la que los enan-
tiomeros de carvona podrian establecer
interacciones hidrofébicas gracias a la
presencia del catién modificador
(HDTMA), explicaria el aumento de
adsorcion en el suelo enmendado, de
forma que la adicion de organoarcilla al
suelo se presenta como una buena
estrategia para aumentar la capacidad
adsorbente de éste para los dos
enantiomeros de la carvona y, por tanto,
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para evitar posibles pérdidas por trans-
porte de los mismos.

Estudio de disipacion

En suelo esterilizado, tanto sin enmendar
como enmendado con organoarcilla, la
disipacion de los enantiomeros de carvona
fue muy escasa, llegandose a recuperar
mas de un 80% de ambos enantiémeros
al cabo de 7 dias de incubacion. Por el
contrario, la disipacion de los enan-
tiomeros de carvona en el suelo sin
esterilizar fue rapida y enantioselectiva,
mostrando el enantiomero S una menor
persistencia que el enantidmero R. Los
tiempos de vida media en el suelo sin
enmendar fueron de 0.7 dias para el
enantimero S y de 1.2 dias para el
enantiomero R. En el suelo enmendado
con organoarcilla, los tiempos de vida
media aumentaron a 1.6 y 2.6 dias, para
los enantiomeros S y R, respectivamente.
La mayor adsorcién de los enantiomeros
de carvona en el suelo enmendado
probablemente redujo su accesibilidad
para los microorganismos del suelo,
retrasando la disipacién [3]. No obstante,
los dos enantibmeros mostraron una
elevada biodisponibilidad final, pues su
disipacion al cabo de 7 dias de incubacion
fue superior al 90% tanto en suelo sin
enmendar como enmendado.

Conclusiones

La degradacion de carvona en el suelo
estudiado fue rapida y enantioselectiva,
con el enantidmero R presentando una
mayor persistencia que el S. La ausencia
de disipacién en suelo esterilizado mostré
a los procesos biodegradativos como
causa principal de la disipacion del
compuesto. La adicibn de organoarcilla
aumentd la capacidad adsorbente del
suelo para ambos enantiomeros y redujo
la velocidad de degradacién de los
mismos. Los resultados revelan que la
adicion de enmiendas podria ser una
buena estrategia para modular la
biodisponibilidad y persistencia de la
carvona en los suelos, con el fin de
optimizar su aplicacién como agroquimico.
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