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Aplicacion del complejo de inclusion f-CD-norflurazona para la descontaminacion de suelos.

1.1 PLAGUICIDAS

La FAO/OMS define el término plaguicida como cualquier sustancia o mezcla de ellas
utilizada para prevenir o controlar plantas o animales indeseables e incluso aquellas
otras destinadas a utilizarse como regulador del crecimiento de la planta, defoliante o
desecante.

Segiin su naturaleza quimica, los plaguicidas pueden agruparse en varias clases,

pudiéndose clasificar como (Ware,1983; Garcia y Hernanz, 1987):

1.-Insecticidas v acaricidas:

*Qrganoclorados: endosulfan, DDT, dicofol, lindano.

*QOrganofosforados: paration, fenitrotién, dimetoato, metidation, malation, triclorfon.
*QOrganosulfurados: tetradifon, clorfeson

*Carbamatos: cabaril, aldicarb, metiocarb, pirimicarb, metomilo, butocarboxim,
cabofurano.

*Otros grupos: formamidinas (amitraz), dinitrofenoles (dinocap), tiocianatos organicos
(lethane), organoestdnnicos (fenbutestan), compuestos de flior (fluoruro sdédico),
insecticidas naturales (piretrinas, nicotina), piretroides sintéticos (cipermetrina),

compuestos inorganicos (azufre, arseniatos).
2.-Herbicidas:

*Inorganicos: sulfamato amonico, boratos.

*Organicos: Aceites derivados del petroleo, derivados organoarsenicales (DSMA),
aciodos fenoxialifaticos (2,4-D, MCPA), amidas sustituidas (propanil), nitroanilinas
{triflularin), ureas sustituidas (diuron, linuron), carbamatos (profam), tiocabamatos
(EPTC), triazinas, triazoles, derivados de la piridina, uracilos sustituidos (atrazina,
simazina, amitrol, bromacilo), dcidos alifiticos (dalapon), &cidos aril alifaticos

(dicamba), derivados fendlicos (PCP), bipiridilos (diquat, paraquat).

3.-Fungicidas:

*Inorganicos: azufre, cobre, mercurio.
*Qrganicos: ditiocarbamatos (maneb, zineb), tiazoles (etridiazol), triazinas (anilazina},
aromaticos sustituidos (HCB, dicloran), dicarboxiamidas (captan, folpet), dinitrofenoles

(dinocap), quinonas, organoestannico.

Introduccion 2



Aplicacion del complejo de inclusion -CD-norflurazona para la descontaminacion de suelos.

4.-Otros:

*Nematicidas
*Rodenticidas
*Helicidas

*Desinfectantes del suelo

El producto activo plaguicida es obtenido por la industria quimica con un grado de
pureza variable. Este producto, llamado técnicamente, puro no es apto para uso agricola,
por lo que debe acondicionarse antes en una “formulacién™. Esta contiene la materia
activa o producto puro mas o menos diluido en un soporte sélido o en un disolvente
liquido y sustancias auxiliares que mejoran su accidn (coadyuvantes). Estas
formulaciones pueden aplicarse de forma directa o dispersas en agua.

Las interacciones que tiene lugar entre las moléculas del plaguicida y las fracciones
coloidales del suelo estdn influenciadas considerablemente por la humedad,
temperatura, pH, contenido en minerales y contenido en materia organica del suelo. A
su vez, también estén relacionadas con las caracteristicas de los componentes organicos
en cuanto a solubilidad en agua, polaridad, tamafio molecular y caracteristicas quimicas.
De acuerdo con esto el grado de adsorcidén de un plaguicida por el suelo depende de la
naturaleza de la fraccién coloidal y de la estructura guimica del compuesto.

En general, los plaguicidas son compuestos organicos con propiedades téxicas. Por eso
s necesario saber qué tipo de interaccidn existe entre estos compuestos y los suelos, asf

€OMo con sus constituyentes.

1.2 ORIGEN DE LOS PLAGUICIDAS EN EL SUELO

Unas veces se debe a los tratamientos que se efectian directamente a las partes aéreas
de las plantas para combatir sus plagas, donde un 50% aproximadamente del producto
utilizado se deposita en el suelo; o bien, por arrastre del incorporado a la planta por
accidén de la Huvia o del viento. Este es el caso que normalmente se presenta en la
aplicacion de insecticidas, fungicidas y herbicidas.

Otras veces el tratamiento se hace directamente al suelo, como en la aplicacién de

nematicidas y algunos herbicidas, apareciendo el producto en cantidades mayores.

Introduccion 3
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Aplicacion del complejo de inclusion B-CD-norflurazona para la descontaminacion de suelos.

En menor proporcién, pueden también proceder de restos vegetales diversos que quedan
en el suelo al recolectar el cultivo, o desprendidos durante el tratamiento. También hay

que considerar el arrastre de restos suspendidos en la atmoésfera por el viento o la lluvia.

1.2.1. Evolucion de los plaguicidas en el suelo

Cuando un plaguicida se aplica al campo, éste se distribuye en las distintas fases del
ambiente (suelo, agua, aire, animales y plantas). Esta distribucion dependera tanto de las
propiedades del plagnicida como de las propiedades de las distintas fases., Entre las
propiedades del plaguicida esté la solubilidad, y por ello, todos las factores susceptibles
de hacerla variar tienen una gran influencia en la dindmica del plagnicida. Desde este
punto de vista, los procesos de adsorcion y desorcion son, entre los distintos factores a
considerar, los mas importantes.

El proceso de adsorcidn se debe a la atraccidn entre una superficie sélida y un vapor o
disolucidén, y resulta de la interaccion de fuerzas que emanan de la superficie del
adsorbente y las moléculas o tones del adsorbato.

El concepto es aplicable al caso de los plaguicidas. Estos pueden actuar como
adsorbatos y quedar retenidos en el suelo, que actiia como adsorbente. Los procesos de
la dinamica de los plaguicidas en suelos pueden englobarse en dos grupos: procesos de
transferencia y procesos de transformacion.

Entre los procesos de transferencia se encuentran:

a) Absorcion, exudacién y retencion por las plantas: Depende de las propiedades del
herbicida (Ashton y Crafts, 1981, Fedtke, 1982) tanto para maleza como para plantas de
interés agricola. Herbicidas como el 2,4-D son de moderada a alta solubilidad en agua y
son muy moviles tanto fuera como dentro de las plantas, mientras que herbicidas de
dinitroanilina son muy insolubles y muy inmoviles en plantas. Normalmente, la
cantidad de un herbicida mévil absorbido y retenido por la planta alcanza un 5-10 % de
la cantidad total aplicada.

b) Adsorcion-desorcidn: Estos procesos seran estudiados con mas detalle en otro
apartado posterior, debido a la importancia que revisten, al influir en todos los demds
Procesos.

c) Volatilizacién: Es un proceso frecuente en el movimiento y desaparicion de

plaguicidas en el suelo, que consiste en ¢l flujo del compuesto hacia la fase aire y

Introduccion 4
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supone uno de los mecanismos de pérdida de masa hacia la atmoésfera. La volatilidad
potencial esté relacionada con su presién de vapor, pero la volatilidad efectiva depende,
ademas de la temperatura, composicion del suelo, contenido en agua, naturaleza del
plaguicida y grado de adsocién.

d) Lixiviacién y flujo capilar: Se le denomina también percolacion o flujo de masas. La
lixiviacion es un proceso frecuente de transporte de los plaguicidas en profundidad a lo
largo del perfil del suelo, que puede tener lugar tanto si el plaguicida esta en solucién
como en fase sélida (por arrastre mecéanico o lavado del mismo), debido a la influencia
del agua, tanto de riego como de lluvia. Los procesos de movimiento de masas y de
difusién estan implicados en ambos casos (Hartley y Graham-Bryce, 1980; Taboada y
col., 1994). Los factores a tener en cuenta que influyen en la lixiviacidn son: las
caracteristicas fisico-quimicas del suelo (White y col., 1986), frecuencia e intensidad de
la lluvia y el riego (Wietersen y col., 1993), solubilidad del plaguicida, posibilidad de
adsorcion del plaguicida en los coloides del suelo.

) Erosion: Al estar los plaguicidas 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 plaguicida sobre la superficie del suelo cuando son movidas de un
lugar a otro por el agua o el aire, mediante el proceso de erosién.

f) Difusién: Es el proceso por el cual el plaguicida es transportado en el suelo como
resultado accidental debido a sus energias térmicas. A causa de ellas, hay un neto
movimiento de posiciones de alta concentracion a otras de menor concentracién, y su
importancia depende fundamentalmente de su solubilidad y de la presién de vapor del
plaguicida. Los factores mas influyentes en la difusion de los plaguicidas en el suelo
son: la solubilidad, la temperatura (la difusion tiende a aumentar al hacerlo la
temperatura), la humedad y porosidad del suelo (al aumentar la humedad, aumenta la
difusion), la densidad de vapor y el grado de adsorcién del plaguicida (un incremento de
la adsorcidn reduce la difusidn, por lo que altos contenidos de humus, arcillas u dxidos
de hierro y aluminio, al aumentar la adsorcién del plaguicida, incidird en su
disminucién).

Y entre los procesos de transformacion:

a) Degradacién quimica y microbioldgica: Estan intimamente ligadas entre si siendo

dificil establecer independencia entre ellas por lo que se denomina degradacidn

Introduccion 5
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bioquimica.

La degradacion quimica procede principalmente por reacciones de hidrolisis, oxidacién
y reduccion, pudiéndose dar también isomerizacidn, deshalogenacion, desalquilacidn,
reacciones de bismutacion y reacciones con radicales libres.

La degradacién microbiolégica es quizd el mecanismo de descomposicion de
plaguicidas 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.

La descomposicion bioquimica de los plaguicidas depende principalmente de la
estructura quimica de la molécula y de las condiciones del sistema suelo: composicion,
humedad, aireacidn, sustancias catalizadoras, microorganismos.

b) Degradacién fotoquimica: Consiste en la degradacidén no bioldgica de herbicidas
mediante la Juz solar. La cantidad de herbicida fotoquimicamente degradado depende de
la susceptibilidad de la molécula, de su exposicién a la luz, que depende a su vez del
método de aplicacion, del tiempo de exposicién, del grado de adsorcién del plaguicida
en ¢l suelo, de la presencia de catalizadores fotoquimicos, del pH del suelo y del grado

de aireacion del suelo.

1.2.2. Adsorcion-desorcion de los plaguicidas en el suelo

Son los procesos mas importantes, ya que condicionan directa o indirectamente la
magnitud de los demas.

La adsorciéon puede definirse como cualquier cambio en la concentracién en una
interfase que es diferente del seno de la fase (solucidn, gas, sélido). El sistema suelo es
un sistema complejo, estando formado por muchas fases que incluyen sélidos, particulas
coloidales, solucidn del suelo, solutos como nutrientes, plaguicidas y ofras sustancias
organicas naturales presentes, gases como CO,, O, y vapores de herbicidas volatiles y
otros organicos.

Un factor adicional a tener en cuenta es la variedad de mecanismos de adsorcidén 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. Los herbicidas catiénicos se adsorben por
reacciones de intercambio catidnico, las especies anidnicas son repelidas por los

coloides del suelo cargados negativamente vy atraidas hacia los cargados positivamente.

Introduccion 6
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Por otra parte, los aniones fosforados se complejan con los coloides del suelo por
intercambio de ligando y por reacciones de precipitacion. Los plaguicidas que se
presentan en forma molecular se unen a los coloides del suelo por enlaces de hidrogeno
(fuerzas dipolo-dipolo dirigidas directamente), complejos de transferencia de carga, o
por fuerzas de Van der Waals, de London o Debye.
Los diferentes mecanismos de adsorcion dan lugar a diferentes tipos de isotermas
(Calvet, 1989). De acuerdo con Giles y col. (1960), se pueden establecer cuatro tipos
diferentes de isotermas, que implican una afinidad distinta del adsorbato por el
adsorbente:
- Isoterma tipo S: presentan una pendiente inicial baja que aumenta con la adsorcién y
vuelve a disminuir a adsorcién 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 adsorciéon como consecuencia de una
disminucién en la superficie disponible, de aqui que la pendiente vaya disminuyendo
con la adsorcidén hasta alcanzar un valor constante.
- Isotermas tipo H: son un caso extremo de la curva 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 es debida a una distribucion constante del adsorbato entre la interfase
y la solucién.
El proceso inverso de la adsorcion es la desorcidn, y ésta puede ser total (adsorcion
reversible) o puede no serlo en gran medida (adsorcién parcialmente irreversible). Las
diferencias entre las isotermas de adsorcién y desorcién obtenidas para un mismo soluto
es lo que se denomina histéresis, es decir, la cantidad de soluto retenido por el
adsorbente en los procesos de desorcidn es diferente de la esperada de acuerdo con su
1soterma de adsorcion, para una concentracién de equilibrio dada.
Mediante la ecuacién de Freundlich se puede describir la adsorcién de herbicidas por
suelos en sistemas acuosos multicomponentes:

x/m=K C"

El término x/m refleja la cantidad de herbicida adsorbide por el suelo, K es una

Introduccion 7
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constante que refleja la capacidad de adsorcién, C es la concentracion del herbicida en
solucidn, v n es una constante relacionada con la intensidad de enlace y con la curvatura
que presenta la isoterma de adsorcion.

La fraccién de herbicida adsorbido puede ser mayor o menor para otros herbicidas en
suclos diferentes. Asumiendo que 1/n sea igual a 1.0, la ecuacién anterior puede ser
reordenada para dar lugar a un coeficiente de distribucién para un herbicida dado en un
suelo determinado, segun la expresion:

K=[x/m]/C= Cy/C,

Siendo C; la cantidad de herbicida en el suelo y C, la cantidad de herbicida en solucioén.
Los valores de K se encuentran normalmente altamente correlacionados con el
contenido de materia organica de los suelos, aumentando a medida que aumenta el
contenido de dicha materia orgénica. Si asumimos que los herbicidas se adsorben solo
por superficies organicas y que el porcentaje de carbono organico del suelo es conocido,
se puede calcular un valor K, (coeficiente de particion) para un herbicida dado
adsorbido por un determinado suelo:

Ko=[K/% carbono organico]x100

De acuerdo con Kanazawa (1989), se obtienen altos valores de K para herbicidas con
propiedades catiénicas y compuestos lipofilicos de baja a extremadamente baja
solubilidad. El valor de K, para un herbicida con propiedades basicas es dependiente
del pKa del compuesto (cuanto mayor sea ¢l pKa tanto mayor es el K,.). El valor de K
para un herbicida con propiedades acidas es también dependiente del pKa del
compuesto y del pH del sistema (cuanto menor el pH, mayor Kg). El K, para
herbicidas no idnicos esta normalmente inversamente relacionado con las solubilidades

en agua de los compuestos.

1.2.3. Adsorcion de los plaguicidas sobre la materia organica

Como ya se ha mencionado, la materia organica tiene un papel muy importante en los
procesos de adsorcidén-desorcion y posterior movilidad de plaguicidas. Ello es debido a
propiedades como la capacidad de cambio de cationes en las sustarcias hiimicas, que es
mas alta que la de los silicatos laminares, siendo del orden de 200 a 400 meg/100 g, y

poseen ademds un gran area superficial. De hecho su mmportancia es tal, que se define
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Aplicacion del complejo de inclusion p-CD-norflurazona para la descontaminacion de suelos.

un coeficiente para describir la adsorcion de plaguicidas en suelos normalizado de
acuerdo con el contenido de materia organica, ya descrito anteriormente.

Los mecanismos que operan en la adsorcion de plaguicidas en la materia organica son el
cambio idnico, cambio de ligando, fuerzas de Van der Waals, enlaces de hidrégeno,
procesos de ion-dipolo y coordinacion, a los que afiadir complejos de transferencia de
carga y enlaces hidrofébicos. Dichos mecanismos se encuentran solapados, siendo a
veces dificil su distincion.

La materia orgénica, concretamente las sustancias hiimicas, presentan un alto contenido
en grupos quimicos de naturaleza diferente, estando presente tanto componentes
hidrofilicos como hidrofobicos. Los compuestos de baja solubilidad en agua se
adsorberéan preferencialmente en estas areas hidrofobicas mediante los llamados enlaces
hidrofobicos. La particién de los plaguicidas sobre estas superficies hidrofdbicas se
realiza por interacciones soluto-solvente débiles, que son especialmente importantes en
el caso de plaguicidas no idnicos, los cuales poseen altos valores de K, (Weber y
Swain, 1993; Loux y col., 1989).

La adsorcién a través de intercambio catidnico, por ejemplo en el caso de los
plaguicidas dicuat, paracuat y clordimeform (Maqueda y col., 1989, 1990, 1993),se da
en el caso de plaguicidas que, o bien son catiénicos en solucién, o bien pueden aceptar
un protén de las superficies acidas o de la solucidén del suelo y adsorberse como
molécula protonada.

Los enlaces por puentes de H son factibles dependiendo de la polaridad de la molécula
del herbicida, que interacciona a través de los grupos funcionales de los 4cidos hiimicos
que contienen hidroxilos y oxigenos. reacciones de transferencia de carga provienen de
estructuras redox que las sustancias himicas poseen, dando lugar a estructuras
resonantes por transferencia de carga con mniicleos aromaticos. Mecanismos de
transferencia de carga han sido resefiados en el caso de clordimeform (Maqueda y col.,
1989).

Por otra parte, los plaguicidas pueden ser incorporados a las sustancias htimicas a través
de enlaces covalentes mediante una oxidacién acoplada con radicales polimerizados
estables. En el caso del 2,4-D existe evidencia de reacciones de oxidacion acoplada via

fendlica (Piccolo y col., 1996).
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Aplicacion del complejo de inclusion p-CD-norflurazona parva la descontaminacion de suelos.

1.2.4. Adsorcion de los plaguicidas sobre los minerales de la arcilla

La fijacién de moléculas organicas por minerales de la arcilla depende tanto de las
caracteristicas del silicato (naturaleza del silicato, densidad de carga laminar, naturaleza
del catidon que satura el espacio interlaminar, etc.) como de las propiedades de las
moléculas adsorbidas (grupos funcionales, tamafio, capacidad de protonacion, etc). En
lineas generales las reacciones implicadas pueden clasificarse de la siguiente forma:

A) Procesos de cambio idnico: Adsorcion de moléculas cargadas.

A.1) Cambio catidnico: El mecanismo de adsorcién de moléculas cargadas por cambio

catidnico se explica mediante el intercambio que puede producirse entre cationes
minerales adsorbidos que compensan parte de las cargas superficiales de la arcilia y los
cationes organicos presentes en la fase liquida en contacto con ella. El enlace tiene lugar
por fuerzas electrostaticas:

AT+ M -arcill&= A'-arcilla+ M"
Donde M representa al catién mineral y A* a la molécula orgénica cargada.

Aunque existen pocos plaguicidas catidnicos, han sido ampliamente estudiados los
herbicidas dicuat, paracuat, clordimeform y clormequat (Maqueda y col., 1994; Weber,
1994). Todos son bases fuertes y se ionizan completamente en agua. Debido a su
caracter 10mico, son altamente solubles en agua y facilmente adsorbidos por los
minerales de la arcilla.

Los cationes organicos presentan una serie de propiedades diferentes de los inorgénicos,
las cuales determinan el proceso de cambio i6nico en las arcillas:

*La adsorcion estd influida por otras fuerzas, como enlaces de hidrégeno, idn-dipolo y
otras fuerzas fisicas, cuya importancia depende en cada caso de factores tales como peso
molecular, grupos funcionales y configuracion de la molécula.

*La interaccion del catién organico con el disolvente empleado puede hacer cambiar la
adsorcion de dicho catién

*Efecto de densidad y tipo de carga laminar: Condiciona la orientacién de las moléculas
en el espacio interlaminar.

*Trreversibilidad de la reaccién de cambio: La adsorcién de plaguicidas catidnicos en

suelos es practicamente irreversible en las condiciones normales de los mismos. Por esta
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Aplicacion del complejo de inclusion B-CD-norflurazona para la descontaminacion de suelos.

razon, su actividad herbicida desaparece rapidamente, mientras que su persistencia
quimica es muy elevada, por lo que su adsorcién produce una contaminacién
permanente del suelo, bloqueando en parte la capacidad de cambio de los minerales de
la arcilla.

*Influencia del catién inorganico de cambio: Hay cationes inorgénicos que tienen mas
tendencia que otros a desplazarse de los minerales de la arcilla.

A.2) Adsorcién de moleculas organicas protonadas: Muchos compuestos orgénicos

pueden adsorberse en el espacio interlaminar de los minerales de la arcilla protonandose
y convirtiéndose en cationes. La protonacion puede tener lugar en la misma superficie
de la arcilla o previamente en solucion.

La protonacién en la superficie de la arcilla depende de la acidez superficial, y la
protonacion en solucién depende del pH de la misma. En ambos casos hay que tener en
cuenta ¢l valor de pKa del compuesto. Cuando la protonacion se da en solucidn, la
especie protonada se adsorbe por intercambio catidnico.

La protonacién en la superficie de la arcilla puede darse mediante tres mecanismos

diferentes:

1.- Transferencia de protones que ocupan sitios de cambio:

A -NH, +H'"- arcilla = A - NH;" - arcilla
2.- Donacién de protones del agua asociada a un catién interlaminar (hidrdlisis):
M(H0)" = (MOH(H0),.)" "+ H*

El grado de desplazamiento de la reaccién depende del poder polarizante del catién (o
sea, de su carga y radio idnico) pues cuanto mayor sea, mas polarizadas estin las
moléculas de agua (Morillo, y col. 1991).
Los protones obtenidos pueden ser tomados por una base organica

H'+A = AH'
La especie protonada se adsorbe a continuacién por cambio catidnico.
3.-Transferencia de protones de otras especies protonadas presentes:

Arcilla- AH " +B = Arcilla-BH "+ A

Un grupo importante de herbicidas que presentan este tipo de interaccidn son las

triazinas sustituidas. Estos compuestos poseen un caracter débilmente basico, por lo que
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Aplicacion del complejo de inclusion p-CD-norflurazona para la descontaminacion de suelos.

su existencia en forma de cation dependera de su capacidad para adquirir un protdn,
siendo entonces adsorbidos mediante intercambio catidnico. La adsorciéon de estos
compuestos aumenta con el pH de la solucion, hasta llegar al pKa del compuesto, a
partir del cual disminuye su adsorcion. El pKa depende de la naturaleza de los

sustituyentes del anillo triazinico.

A.3) Formacién de hemisales: Cuando una molécula B, adsorbida bajo forma catiénica

protonada, fija otra molécula B mediante la formacién de un compuesto donde ¢l protdn

H" es compartido:
Arcilla- BH" + B Arcilla-B... H..B

A.4) Cambio anidnico: En contra de lo que cabria esperar, también se ha observado la

adsorcidn de aniones por minerales de la arcilla:
Arcilla -M** + 2HOB,= M(OBy), . 2H"- Arcilla
B) Procesos de enlace de hidrégeno:

B.1) Enlace de hidrogeno orgénico-organico: Cuando los cationes de cambio de la

arcilla son organicos, existe la posibilidad de que éstos interaccionen con otras especies
organicas mediante enlaces de H es un proceso parecido a la formacion de hemisales. El
protén permanece asociado al catién organico inicialmente presente, pero interacciona

con grupos polares negativos de la otra molécula.

N

A+ .
Arcilla—NHz + O=C s=—= Arcila—NHy—H¥.
4 I|{ 3 O=(fR

B.2)Procesos por puentes de agua: Implica la unidn de moléculas organicas polares al

catién metalico de cambio a través de las moléculas de agua de su primera esfera de
hidratacion (Sanchez-Martin y Sanchez-Camazano, 1987; Roldan y col., 1991; Weber y
Swain, 1993)

C) Procesos de cambio de ligandos: Enlaces por transferencia de carga.

Interaccidn que se produce cuando existe una transferencia de electrones entre un dador
rico en electrones y un aceptor deficiente en electrones. Estas reacciones se dan con méas
frecuencia con déxidos y con las sustancias hiimicas del suelo, como se verd en otro

apartado de este trabajo, més que con minerales de la arcilla.
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Aplicacion del complejo de inclusion f-CD-norflurazona para la descontaminacion de suelos.

D) Ién-dipolo y coordinacion: Interaccion entre los dipolos de las moléculas organicas
neufras y los cationes de cambio del silicato, bien directamente o a través del agua de
hidratacién del catidn. La naturaleza del catién saturante del mineral de la arcilla y el
agua asociada a é] juegan un papel muy importante, ya que determinan la acidez

superficial de la arcilla.

Arcilla - M + 7L = Arcilla-M*.. [

Se establece una competencia entre los dipolos de agua de la esfera de hidratacién del
catién M" y las moléculas polares que se adsorben, pues ambos tienden a estar rodeando
al cation de cambio.

Entre los plaguicidas polares, los compuestos que presentan mayor interés en estos
procesos de adsorcion son los carbamatos y los plaguicidas organofosforados (Franci y
col., 1990; Pusino y col., 1991).

La interaccion con los cationes de cambio se puede dar directamente, sustituyendo a
dipolos de agua de la primera esfera de hidratacién, dando lugar a un enlace ién-dipolo,
o bien, sin desplazar al agua, dando lugar a un enlace por puentes de agua.

La adsorcidon de plaguicidas también puede darse por coordinacién, es decir, por la
formacion de complejos estables con los cationes de cambio. Esto le ocurre al
plaguicida aminotriazol con Ni y Cu, principalmente, aumentando su adsorcién cuando
el cation de cambio es uno de ellos. También le ocurre al glifosato en presencia de Fe y
Al

E) Fuerzas de Van der Waals: Son fuerzas fisicas, relativamente débiles, que se
superponen a las demas interacciones. Es el resultado de la atraccion entre dipolos entre
moléculas cercanas, por eso disminuyen cuando aumenta la distancia entre ellas. Estas

fuerzas son por tanto mayores cuanto mayor sea el tamafio de la molécula adsorbida.

1.2.5. Adsorcion de plaguicidas sobre 6xidos y oxihidréxidos

La adsorcién de plaguicidas sobre dxidos es importante, especialmente en plaguicidas
acidos, por interacciones electrostaticas via adsorcién del amidén del herbicida sobre
sitios de cargas, independientes del pH, cargados positivamente (Maqueda y col.,1986;
Loux y col., 1989b). Madrid y Diaz-Barrientos {1991) sugirieron que este mecanismo es

el que parece estar operando en la adsorcion del plaguicida 2,4-D sobre lepidocrocita,
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Aplicacién del complejo de inclusion p-CD-norflurazona para la descontaminacion de suelos.

atribuyendo la menor adsorcién de este plaguicida en presencia de fosfato, al efecto que
la carga negativa de este ultimo tiene sobre el potencial eléctrico y no a una
competencia por los sitios de adsorcion. Ademds de estas interacciones electrostaticas,
ofros mecanismos que pueden estar operando en la adsorcion de plaguicidas sobre
6xidos son interacciones dipolo-dipolo, como es el caso de la hidracida maleica sobre
lepidocrocita (Roldan y col., 1991) y la adsorcidn de primisulfuron sobre ferrihidrita,
goetita, buserita y silica (Ukrainczyk y Ajwa, 1996).

En el estudio del plaguicida clorsulfuron, también acido, se observd una estrecha
relacidn entre la adsorcién de este plaguicida y el mimero de grupos protonados FeOH,"
(Borggaard y Streibig, 1988). Sin embargo, a bajos pHs, la disminucién en la adsorcién
de clorsulfuron no es facilmente explicable si la protonacién de grupos hidroxilos se
considera el unico factor importante en su adsorcién. Los resultados pueden ser
explicados atendiendo a ofro mecanismo, como es el intercambio de ligado entre los
grupos hidroxilos y el plaguicida. Este mecanismo es el que parece estar teniendo lugar

también entre 6xidos de hierro y el plaguicida organofosforado glifosato.

1.2. NORFLURAZON

Quimicamente se trata del (4-cloro-5-metilamino-2-(acc-trifluoro-m-tolyl)pyridazin-
3(2h)-uno). Es un herbicida que pertenece al grupo de las piridazinonas, inhibidor de la

sintesis de carotenoides, con un peso molecular de 303.7, siendo su férmula quimica la

siguiente: CF,
== CcC—C
/ N\ 4 N\
CH3HN— C\ N— C\ /C
A C/ C=C
/N
Cl O

1.2.1. Propiedades fisico-quimicas del herbicida norflurazon

La norflurazona pura es un sélido cristalino sin color. Su punto de fusién se encuentra
entre 174-180 °C. Presenta una baja solubilidad en agua de 28 mg/L, siendo mucho
mayor su solubilidad en disolventes organicos: acetona 50 g/L, etanol 142 g/L y de

2.5 g/L en xyleno. Es una molécula estable en solucién acuosa con un margen de de Ph
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Aplicacion del complejo de inclusion -CD-norflurazona para la descontaminacion de suelos.

entre 3-9. El herbicida almacenado a 20 °C tiene una vida mayor o igual a 4 afios.
Rapidamente es degradado por la luz solar. La dosis DL50 en suelo es de 21-28 dias.

Se ha comercializado con las marcas: Zorial®, Evital® y Solicam®

Evital®: es una formulacion comercial granulada (50 g de ingrediente activo/Kg).
Solicam®, Solicam rapid® y Zorial®: son formulaciones de polvos
humectables.(800g/Kg).

También existe una formulacion constituida por una mezcla, denominada “Telok®”,
con formulacidn granulada de 40 g de norflurazona y 20 g de simazina por Kg.

1.2.2. Mecanismo de accion

El modo primario de acciéon consiste en la inhibicién de la fitoendesaturasa o la
inhibicién de la deshidrogenacidon basica en la biosintesis del carotenoide , siendo la
inhibicién del carotenoide un efecto secundario. Sin la proteccién de los carotenoides la
clorofila es destruida por fotoxidacién, lo cual conlleva la muerte de la planta.

Otros modos de accién:

a) Inhibicidn de la reaccién colina.

b) Alteracion en la relacién de los acidos linolénico/linoleico.

¢) Influencia en los nibosomas de los cloroplastos.

1.2.3. Toxicologia

Toxicidad en mamiferos: via oral LD50 para ratas en dosis superiores a 8000 mg/Kg.
Via percutanea LD50 para conejos en dosis superiores a 20000 mg/Kg.

Pruebas de alimentacién durante 2 afios en ratas 375 mg/Kg en la dieta.

Pruebas de alimentacién durante 90 dias con dosis diaria de 12.5 mg/Kg.

1.2.4. Aplicaciones

Es considerado como el mias efectivo de los herbicidas , usado como herbicida de
preemergencia para cultivos de algodon, fresas, citricos, nueces, soja y frutas con hueso
a 1-4 Kg Al/ha, para el confrol de numerosas malas hierbas caducas. La principal via de

metabolizacion, en las plantas, es la N- desmetilacién.
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[.3. CICLODEXTRINAS (CDs)

1.3.1. Historia y concepto

El primer trabajo sobre el aislamiento de una sustancia reconocible como CD fue
realizado por Villiers en 1891. Dicho investigador aislé una pequefia cantidad de
sustancia cristalina de un medio de cultivo de Bacillus amylobacter, el cual fue
denominado celulosina.

El siguiente avance en la quimica de las cicloextrinas fue realizado por Schardinger
(1903-1911), fue el primero en aislar el bacilo productor de la enzima responsable de la
transformacién del almidén en CD (Bacillus macerans).

Schardinger caracterizd esta sustancia cristalina como wuna mezcla de dos
oligosacaridos ciclicos, a los cuales denominé dextrina cristalina o y dextrina cristalina
B, describiendo detalladamente su aislamiento y preparacion de ambas sustancias
cristalinas. Por ello, estas CDs son también conocidas como dextrinas de Schardinger,
cicloglucanos o cicloamilosas.

Pringsheim descubre su poder complejante y su aptitud para formar compuestos de
inclusién con distintas moléculas, observando una modificacidn en el comportamiento
de las mismas.

Las CDs se pueden definir como oligosacéridos ciclicos constituidos por un mimero
variable de unidades de glucosa unidas por enlaces o-(1,4). Estas moléculas van a ser
capaces de formar complejos de inclusidon con numerosos productos, debido a la mas
importante caracteristica estructural de estos compuestos, que consiste en una
conformacién toroidal o de “donut”, que delimita una cavidad relativamente apolar,
mienfras que el exterior presenta una naturaleza hidrofilica, pudiendo formar
compuestos de inclusién tanto en medio liquido como en estado soélido.

En los ultimos afios las CDs han acaparado un gran interés en el campo de los
plaguicidas, debido a su capacidad para formar compuestos de inclusion con estas
moléculas, para una amplia variedad de las mismas, obteniéndose importantes
resultados que resolverian los problemas méas importantes que plantean en la actualidad,
como son el aumento de la hidrosolubilidad, debido a que se trata de sustancias muy
hidrofobas y solo se disuelven en medios organicos, consiguiéndose una reduccidén en la

toxicidad y del coste econémico que supone el empleo de esos disolventes organicos.
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1.3.2. Obtencion

Las CDs son producidas por la accidn de la enzima CD glicosiltransferasa (CGT) en un
medio que contenga almidon, el producto primario de la rotura por la CGT experimenta
una reaccioén intramolecular dando lugar a productos finales ciclicos, por medio de
enlaces o-(1,4).

La nomenclatura de las CDs se realiza por medio de letras griegas para denotar el
nimero de unidades de D-glucosa: o para las de 6 unidades, [ para las de 7, y para las
de 8 y asi sucesivamente para CDs superiores. Se puede llegar a encontrar CDs con un
mayor numero de subumdades de D-glucosa, pero estas presentan dificultades tanto
para su purificaciéon como para su posible complejacién con otras moléculas. CDs con

un nimero inferior a 6 unidades no se pueden aislar debido a impedimentos estéricos.

1.3.3. Estructura quimica

Como consecuencia de la conformacion del C; de las unidades de a-D-glucopiranosa y
la ausencia de libre rotacién en los enlaces glucosidicos, estas moléculas no son
totalmente cilindricas, sino que presentan una conformacién troncocénica. Los grupos
hidroxilos secundarios (aportados por los dtomos C; y C; de las unidades de glucosa) y
los hidroxilos primarios se encuentran situados, cada uno, en los polos opuestos de la
molécula, siendo mas estrecho el lado donde se encuentran los hidroxilos primarios,
confiriéndo a la molécula una estructura hidrofilica en el exterior de la misma. La libre
rotacidon de los hidroxilos primarios, debide a que no se encuentran rodeados por
atomos de hidrdgeno, puede ser el responsable de la reduccion del diametro efectivo por
donde esto ocurra, mientras que los hidroxilos secundarios, situados en cadenas mas
rigidas, no tendrian esa posibilidad.

Los hidroxilos secundarios pueden formar puentes de hidrégeno entre si, concretamente
entre el hidroxilo secundario aportado por el C, y el hidroxilo secundario aportado por
el Cs del residuo glucopiranosil adyacente . Por lo tanto en las CDs se puede formar un
cinturén completo de uniones de hidrdgeno, siendo responsable de la formacién de una

estructura rigida, tal y como ocurre con la 3~ CD.
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Esta estructura, asf estabilizada, permite una orientacién particular de los protones libres
H,, H,, H;, Hy, Hs (soportados por C1,C2C3Cs,Cs). Los Hy, Hz y Has, se encuentran
dirigidos hacia el exterior, mientras que los H3 y Hs lo estan hacia interior de la cavidad.

La cavidad de la CD consiste en un anillo de dtomos de hidrégeno aportados por los Cj,
otro anillo de oxigenos aportados por los enlaces glucosidicos y por un ultimo anillo de
atomos de hidrégeno aportados por los Cs Por esta razén, la cavidad presenta un

caracter apolar.

Tabla I.- Dimensiones de las CDs naturales.

CAVIDAD: o B Y
Diametro interior (A) 5 6 8
Diametro exterior (A) 14.6 15.4 17.5

Profundidad (A) 7.9 7.9 7.9
Volumen (A% 174 262 427
Volumen/mol (mL) 104 157 256
Volumen/g. (mL) 0.1 0.14 0.20

1.4. COMPUESTOS DE INCLUSION

1.4.1. Concepto

El término “einschlussverbindurg” (compuesto de inclusion) fue introducido por
Schlenk en 1950; también se conoce en la literatura a través de otras denominaciones,
tales como, clatrato,aducto, compuesto molecular y complejo.

Los complejos de inclusién son compuestos moleculares que presentan la estructura
caracteristica de un caltrato, en la cual la molécula hospedadora envuelve a otra.

De este modo, el compuesto incluido (molécula huésped) , se encuentra situado en la

cavidad del hospedador, sin verse afectada de manera significativa su estructura. Aparte
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de la leve deformacién, un hecho caracteristico es que el tamafio y la forma de la
cavidad disponible permanecen practicamente inalterados.
Los compuestos de inclusién resultantes pertenecen a los complejos del tipo

“hospedador-invitado”.

1.4.2. Requerimientos para la formacion de compuestos de inclusion
La formacion de los compuestos de inclusién se dividen en 6 etapas, que se describen a
continuacion.
Aproximacion de la molécula huésped hacia la CD.
I) Ruptura del agua de estructura del interior de la cavidad de la CD con
eliminacion de algunas moléculas de agua fuera del anillo.
1)) Desordenacién de la estructura del agua alrededor de la molécula que va
a ser incluida y transporte de algunas moléculas de agua hacia la solucion.
IlT) Interaccién de la molécula del sustrato o de algunos de sus sustituyentes
con grupos del borde o del interior de la cavidad de la CD.
IV)  Formacioén de posibles puentes de hidrégeno entre el sustrato y la CD.
V)  Restablecimiento de la estructura del agua de alrededor de la parte

exterior de la molécula después de la inclusion.

Resulta importante sefialar que la fase de formacién de puentes de hidrégeno nunca va a
ser una fase limitante en el proceso de formacién del complejo de inclusién, debido a
que se forman de una manera extremadamente rapida. La formacion del complejo de
inclusion se establece mediante uniones no covalentes sustrato ligando, como del tipo:
Van der Walls, electrostaticas, de induccion ¢ polarizacion y de dispersion o de London.
Para que se forme un complejo de inclusidn deben cumplirse una serie de requisitos, los

cuales se enumeran a continuacion.

1.4.3. Métodos de elaboracién

No existe una técnica universal para la preparacion de complejos de inclusion ya que el
método tendrd que adaptarse a las caracteristicas del principio activo y sus
requerimientos. A la hora de elegir un método de elaboracién es importante tener en

cuenta podria ser si el método va destinado a una produccién a nivel de laboratorio o
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industrial. Aunque los métodos de elaboracién descritos en la bibliografia son
numerosos y variados, se podria hacer una clasificacidn en funcién de su naturaleza.

1.4.3.1. Preparacion de complejos en medio liquido

Estos métodos consisten basicamente en afiadirle el plaguicida o una solucion acuosa
del mismo u otro disolvente, si el principio no es hidrosoluble, a una solucién acuosa de
CD bajo agitacién. El sistema debera reunir las condiciones necesarias para que se de
una adecuada complejacion, debera ser una solucién en caliente y el pH dependera de la
molécula haciendo que la misma no se encuentre en estado ionizado.

El disolvente utilizado debera ser miscible o inmiscible con el agua. Una vez afiadido el
plaguicida la solucion se dejara en agitacion durante un tiempo variable para conseguir

el equilibrio.

1.4.3.1.1. Atomizacion

Este proceso consiste en la preparacién de una solucién de CD en agua y del plaguicida
en un disolvente del tipo orgénico, siendo el mas comunmente utilizado el etanol.
Ambas soluciones se mezclan en las proporciones adecuadas para evitar la
coprecipitacién de alguna de las sustancias participantes posteriormente se dejan en
agitacién, por ejemplo en un ultrasonido, durante un tiempo hasta conseguir una
distribucién homogenea de las soluciones. Una vez conseguida esta solucidn, se
introduce en un atomizador, donde es nebulizada en forma de goticulas finamente
divididas que por accién de un aire a altas temperaturas evaporan el disolvente

obteniéndose el complejo solido.

1.4.3.2. Preparacidon de complejos en medio sdlido

Entre otros métodos tenemos el amasado, molienda y calentamiento en contenedor
sellado.

1.4.3.2.1. Amasado

Este método es uno de los mas descritos en la bibliografia, consistente en la disolucion
del principio activo en un disolvente adecuado, volatil, en un mortero e ir afiadiendo
cantidades de CD paulatinamente, amasando la mezcla simultaneamente. El tiempo
empleado para el amasado es variable, secandose en una estufa, evaporandose el

disolvente y obteniendo finalmente el complejo sélido de inclusién.
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La gran ventaja de este método es que obtenemos un muy alto rendimiento del proceso

ademas de ser un metodo barato y sencillo muy apto para su uso a nivel industrial.

1.4.4. Métodos de estudio del complejo de inclusién

En el transcurso del proceso de formacién del complejo de incluso, se van a dar
interacciones entre la molécula del plaguicida y la CD (que pueden ser de diferente
naturaleza, hidrofobicas, fuerzas de Van der Walls, enlaces de hidrégeno,
electrostaticas) y estas se producirdn de manera independiente o en cooperacién
(Glordano y la Manna, 1991, Bekers et al., 1991). Estas interacciones pueden modificar
las propiedades fisico-quimicas, siendo el estudio de estas interacciones lo que permitréa
seguir la inclusidn y determinar la naturaleza del complejo formado. Existen numerosos
métodos de estudio de la complejacién. Para su aplicacion hay que tener en cuenta que

los complejos formados pueden venir en estado sélido o liguido.

1.4.4.1. Métodos de estudio de los complejos de inclusién en solucién

Todos ellos se rigen por un mismo principio general. Se basa en el analisis, por un lado
del plaguicida y de la CD independientemente y por otro, en el analisis del complejo
formado. Las modificaciones observadas son las que nos hacen pensar en la posible

formacion del complejo de inclusion por interacciones entre sus moléculas.

1.4.4.1.1. Estudio de la solubilidad

El método que a continuacién vamos a detallar fue el propuesto por Higuchi y Connors
(Higuchi et al., 1965). Se basa en la observacidn del cambio de solubilidad que presenta
un sustrato a lo largo de la adicién del agente complejante. La molécula de sustrato se le
ira afiadiendo a soluciones, de concentraciones crecientes de CDs, bajo condiciones, de
agitacién y temperatura constantes. Tras dejarlo un tiempo suficiente para alcanzar el
equilibrio, se hardn mediadas de las concentraciones de sustrato disueltos. Finalmente
representaremos las concentraciones del sustrato disuelto frente a las concentracioones
crecientes de CDs. Los diagramas de solubilidad obtenidos se clasifican en diferentes

tipos:
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Sustrato (mol/L)

Ap
Al

An

Sc

Ciclodextrina (mol/L)

Figura 2.- Representacion de los distintos tipos de diagramas de solubilidad existentes

Tipo A: Si la solubilidad del complejo es ilimitada. Aparece un complejo soluble donde

la concentracién del sustrato aumenta con la con la concentracion de la CD.

Las curvas del tipo A pertenecen a alguno de estos subtipos:

1. Ay en este caso se trata de un complejo de inclusién con estequiometria 1:1.
1. Ap: el complejo posee una estequiometria superior a la proporcién 1:1.
2. Ay Este tipo de curvas son mas dificiles de interpretar pues las interacciones
soluto/soluto y solvente/soluto complican el sistema.

Tipo B: Si la solubilidad del complejo es limitada, es decir, que posee un limite de

solubilidad a partir del cual precipita. Podemos encontrarnos con dos subtipos:
3. B en este caso se forma el complejo de inclusion, pero este no es soluble, no
existiendo mejora en la solubilidad de la molécula huésped.
4. Bg: el complejo se forma y nos aporta una mejora en la solubilidad del huésped,
en el punto A la solubilidad alcanza su limite permaneciendo esta constante en el
tramo de A hasta B hasta que fodas las moléculas huésped forman un complejo
insoluble, por la creciente adicion de CD, precipitando en un complejo
microcristalino.

Nota: S¢: solubilidad limite del complejo poco soluble.

So: solubilidad de la molécula huésped.
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St: Concentracién del soluto (libre+complejado).

S1 el complejo responsable del aumento de solubilidad en la porcidn inicial del
diagrama es el mismo que el que luego precipita, la cantidad de sustrato disuelta en el
ultimo punto de la curva Bg debera ser igual a lo que se ha disuelto en la porcién inicial
del diagrama.

En caso contrario, se podria decir que se forman dos complejos distintos, uno
responsable del aumento de solubilidad inicial y el otro que precipitaria.

En algunas ocasiones se ha podido observar un aumento de solubilidad a partir del
punto C causado por la formacién de un nuevo compuesto de inclusion.

El calculo de la constante de estabilidad, K., para aquellos complejos para los cuales se
les presupone una estequiometria de tipo 1:1, se realiza a partir de la pendiente de la

curva Ay, o bien de la pendiente de la porcién inicial de la curva Bg, segin la expresion:

_ pendiente
K= ,
S, (1- pendiente)

S,: origen de ordenadas.
Otro de los datos que podemos obtener a partir del diagrama de solubilidad es la
eficacia solubilizante, que se define como el aumento de solubilidad relativa del
plaguicida observado a una determinada concentracién de CD, a partir de la siguiente
ecuacion:

Eficacia solubilizante: S.4/Se
Scq: Concentracion del soluto a una determinada concentracion de CD

So: Solubilidad del sustrato en ausencia de CD.

1.4.4.2. Métedo de estudio de los complejos en estado solido

Los complejos de inclusién se pueden obtener en estado sélido y, como tales pueden ser

estudiados, por varios métodos analiticos, los cuales, seran descritos a continuacion:
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1.4.4.2.1. Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC)

Esta técnica se basa en la medida de la cantidad de calor absorbida o liberada por una
muestra sometida a un programa de temperatura controlado (la temperatura aumenta
linealmente con el tiempo). El equipo mide las diferencias entre la cantidad de calor de
la muestra y un patroén de referencia, es decir, de cada muestra va a medir la cantidad de
calor que el sistema necesita suministrar, al sistema, para mantener la muestra, a una
temperatura constante. La comparacién de los diagramas obtenidos, de la CD,
plaguicida, mezcla fisica con el del supuesto complejo nos podra aportar una
informacién crucial para confirmar la formacién del complejo de inclusion. (Corrigan y
Stanley, 1982; Fujioka et al., 1983; Celebi y Nagai, 1987; Nakai et al., 1987; Giordano
et al., 1988; Lin et al., 1988; Vincieri et al., 1988; Kitamura et al., 1990; Blanco et al.,
1991; Claudy et al., 1991; Green et al., 1991; Kawahara et al., 1992; Uekama et al.,
1992).

1.4.4.2.2. Termogravimetria (TG)

Esta técnica se basa en la variacidn de peso que experimenta una muestra, colocada bajo
una atmésfera controlada, sometida a un programa de temperaturas, normalmente
aumentando de manera lineal con el tiempo. Se trata de una técnica de gran utilidad en
los casos en que el plaguicida presente procesos de descomposicion por debajo de la
temperatura de descomposicién de las CDs (a partir de 250°C). Con esta técnica
obtenemos una informacién menos completa que con DSC. En general se trata de una
técnica muy util a la hora de determinar la formacion, posible, de compuestos de
inclusién de una molécula huésped volatil (Nakai et al., 1991; Szafranek Szafranek,
1983; Nakai et al., 1988; Claudy et al., 1991).

1.4.4.2.3. Microscopia de Platina Caliente (HSM)

Es una técnica con un uso no muy generalizado en el campo de las inclusiones con CDs,
su uso es importante cuando se trata de un sustrato que presenta un punto de fusién
superior al de las CDs, lo cual implica que los verdaderos compuestos de inclusion
presenten un unico efecto de fusion, tras el cual se obtiene un fluido homogeneo

constituido por una sola fase correspondiente a dicho complgjo.
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Cuando el principio activo funde a menor temperatura que la CD, resulta dificil de
detectar su cambio de estado visualmente, debido a que su porcentaje en peso en la
mezcla suele ser minoritario respecto al de la CD.

Esta técnica puede ser interesante en el caso de que el producto de estudio presente
caracteristicas volatiles, pudiéndose llegar a estudiar su sublimado, recogido al aplicar
la muestra sobre el producto. Muy recientemente, se ha aplicado esta técnica con éxito
para poner en evidencia el proceso de transformacién sélido-sélido que registra la -

CD.( Kohata et al., 1994; Bettinetti et al., 1994).

1.4.4.2.4. Espectroscopia de infrarrojos (IR)

Esta técnica junto con la difraccién de Rayos X, es de las més empleadas para la
determinacion de la existencia de complejos de inclusion. Se basa en la deteccion de la
formacién del complejo, mediante desplazamientos y variaciones en la intensidad de las
bandas caracteristicas de los grupos funcionales de la molécula huésped, comparandolos
con los de las sustancias participantes, por separado, y la mezcla fisica. Esto es debido a
que las rotaciones/vibraciones de la sustancia huésped, en el interior de la cavidad de la
CD, se encuentran restringidas.(Uekama et al., 1983; Vila-Jato et al., 1987; Erden y
Celebi, 1988; Ghandi y Karara, 1988; Giordano et al., 1988; Glomot et al., 1988; Szejtli,
1988; Lin, 1990).

1.4.4.2.5. Difraccion de Rayos X

Esta técnica resulta muy 1til para el estudio de la formacién de complejos de inclusidn
en estado sélido (polvos). Se basa en que cada sustancia posee un patrén de difraccién
caracteristico. El patrén de difraccion del complejo de inclusion se distingue claramente
del espectro de la mezcla fisica de ambos componentes. Un dato también importante es
que vamos a poder determinar el grado de cristalinidad de la muestra (Gelb et al., 1978;
Sekikawa et al., 1983; Uekama et al., 1984; Si-Nang et al,, 1989; Anguiano-Igea et al.,
1992; Liu et al., 1992;Shangraw et al., 1992). Por otra la técnica de Rayos X se muestra
como una poderosa herramienta para la realizacion de un estudio profundo tanto de la
estructura como de la conformacidén del compuesto de inclusion formado (simetria,

sistema de cristalizacién, constantes de la celda unidad,....etc). Los inconvenientes de la
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técnica se basan en que, ademas de ser una técnica laboriosa, necesitamos de una

muestra pura con un tamafio adecuado, para realizar su estudio.

1.5. APLICACION DE L,AS CDs EN EL CAMPO DF, 1.OS PLAGUICIDAS

La encapsulacion molecular mediante el empleo de CDs, presenta numerosas ventajas

dentro del campo de los plaguicidas, las més significativas son las siguientes.

1. Conllevan un aumento de la solubilidad en agua del plaguicida, lo cual implica
una mas rapida y facil liberacién del plaguicida del suelo donde se encuentra. Este
hecho también nos lleva a la reduccion en el uso de disolventes organicos (la
mayoria de las moléculas de plaguicida son compuestos apolares, hidréfobos) que a
su vez reduce la contaminacion por estos, ademas de suponer un ahorro desde el
punto de vista econdmico.

2. Disminuyen la pérdida por volatilizacidn, lo cual supone un menor riesgo para la
salud publica, pudiéndose utilizar para aquellos plaguicidas ficilmente sublimables
0 que sean liquidos volatiles, para asi conseguir reducir su pérdida.

3. Disminuyen la de plaguicidas mediante su encapsulacion, lo que permite que
estas sustancias puedan ser mas estables y puedan ser usadas a medio y largo plazo.
4. En algunos casos logran suprimir la cualidades organolépticas de este tipo de
sustancias, como el mal olor de los mismos.

5. A partir de estas encapsulaciones podemos llegar a conseguir una liberacién
controlada de estos plaguicidas.

6. Debido al aumento de la solubilidad que provoca este tipo de encapsulaciones
podemos conseguir su liberacién, por accidn de la lluvia, justo en el momento en el
cual debe actuar.

7. Las CDs también poseen un efecto directo sobre las plantas influyendo en su
germinacion. Ademds presentan un efecto auxina en determinadas plantas y por

ultimo decir que, poseen un efecto antidoto de algunas sustancias fitotoxicas.
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Dentro de las desventajas de su uso, podemos destacar dos de ellas:
1. Suelevado coste que hace que practicamente sea viable el uso en el caso de la -
CD.

El aumento de la solubilidad y de la capacidad de absorcidn del plaguicida encapsulado,

trae como consecuencia una aceleracion de la eliminacién del plaguicida por la lluvia.
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2. OBJETIVOS

Las plantas suponen la principal fuente de alimentos en el mundo. Las plantas son
suceptibles de aproximédamente unas 100.000 enfermedades, causadas por una
amplia variedad de agentes. Se estima que una tercera parte de los cultivos de
alimentos son devastados por estas plagas. El uso de plaguicidas se convierte asi

en algo totalmente imprescindible. (Jacobson M. 1975).

En base a esto, este trabajo de investigacién, pretende contribuir a una mejora en
el uso de estos plaguicidas alcanzandose un uso mas racional de los mismos,

mejorando las condiciones en su administracién convencional.

La eleccién de este plaguicida, norflurazon, se ha hecho en base a las siguientes

premisas:

El norflurazon, es un herbicida, ampliamente utilizado en una gran variedad de
tipos de cultivos, siendo un plaguicida de enorme interés a nivel mundial,
ampliamente estudiado y con numerosas publicaciones sobre su comportamiento
y caracteristicas fisico-quimicas. Presenta una serie de limitaciones en su uso
debidas a su baja solubihidad y pobre velocidad de disolucién. Con la
encapsulacidon molecular con CDs pretendemos reducir esos problemas que

presenta.

El primer objetivo que se planteard sera el de conseguir una técnica 1til, eficaz y
barata para la obtencién de los complejos de inclusién. Después se hard una
caracterizacion fisico-quimica de los mismos. Nuestros trabajos partirdn del
calculo de dos factores fundamentales, como son la constante de estabilidad y la
determinacién de la estequiometria de dicho complejo, imprescindible para la

preparacion del mismo.

Seguidamente los estudios de caracterizacion de las sustancias obtenidas van a
permitir por una parte el conocimiento mas exhustivo del proceso de disolucién y
los factores que sobre ¢l inciden, asi como la confirmacién de la consecucion del
complejo, evaluando el grado de interaccidén entre los productos del sistema

binario.
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Por ultimo se abordaran los estudios de interaccidn entre el herbicida y los suelos.
Este trabajo de investigacion constituye el inicio de un proyecto mas amplio cuya
finalidad radica en la utilizacidén practica de estos sistemas, que abaratarian los
costes de la formulacidn del herbicida y disminuirian el impacto medioambiental

gue su administracion produce en nuestro ecosistema.
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3. EXPERIMENTAL

3.1. MATERIALES

3.1.1. Plaguicida

El plaguicida fue cedido por Laboratorios Novartis (compuesto para investigacion

con una pureza del 97.8%).
3.1.2.CDs

En nuestro caso concreto, debido a su elevado peso molecular y tamafio,

decidimos probar directamente con las CDs naturales (o, B y y-CD).
Las sustancias empleadas provenian de:

- Rindex (F-Paris) la «-CD

- Roquette (F-Lestrem) la 3-CD

- Cyclolab (H-Budapest) la y-CD

3.1.3. Reactivos HPL.C

Acetonitrilo 200 far UV ROMIL

3.1.4. Suelos

Para la realizacidon de los estudios de investigacion se usaron cinco suelos con

distintas caracteristicas, todos ellos tomados del horizonte superficial (0-25 cm).
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suelos.

Tabla 2. Caracteristicas de los suelos Coria 2000, Tomejil, strichen, Aldjar, SR y

P-27.
CORIA | TOMEJIL | STRICHEN SR P-27 |ALAJAR
PH 8.0 8.0 5.8 6.5 5.7 7.8
CaCO; 6.9 24.1 0.0 0.0 0.0 0.0
(%)
Materia
organica 0.92 1.76 5.34 0.51 1.38 1.38
(%)
Arena(%)| 87.6 2.70 61.10 92.80 56.7 16.40
Limo (%) 4.0 31.5 29.0 4.4 23.8 61.2
Contenido
en arcilla 8.4 65.9 9.8 2.5 19.5 22.6
(%)
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Tablas 3. Elementos mayoritarios y minovitarios de los suelos Coria, Tomejil,

Strichen, Alajar, SR y P-27.

suelos.

ELEMENTOS MAYORITARIOS (%)

CORIA |TOMEJIL | STRICHEN | P-27 SR ALAJAR
AL O3 5.32 11.64 15.26 7.52 2.37 16.87
Fe;03 1.14 4.39 6.69 1.83 0.83 25.1
TiO, 0.16 0.57 0.72 0.29 0.43 0.83
MgO 0.41 1.37 0.63 0.27 0.05 3.43
CaO 2.98 12.85 0.26 0.89 0.10 0.85
Na,O 0.58 0.38 1.84 1.93 0.39 0.2
Si0, 82.7 67.27 01.50 82.2 93.06 1.7
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ELEMENTOS MINORITARIOS (mg/L)

CORIA | TOMEJIL |STRICHEN P-27 SR ALAJAR
Ni 6.92 43.00 44 1.22 11.4 82
Zn 20.19 61.4 49 26.82 23.2 863
Cu 12.99 24.00 36 17.19 4.1 77.3
Co 6.60 33.20 27 7.71 1.8 63.6
Pb 35.19 N.D. 46 33.53 13.9 1777.0
Cr 18.28 N.D. 54 n.d. n.d 74

n.d.: No detectado.

3.2. METODOS
3.2.1. Valoracion del plaguicida

Para la valoracion del plaguicida utilizamos un equipo de Cromatografia Liquida
de Alta Resolucion, HPLC (Shimadzu sil-6B), empleando las siguientes

condiciones:

Fase: 60:40; Acetonitrilo:agua
Flujo: 0.6 mL/min

Detector: Fluorescencia

Aext 310 nm

Aem: 405 nm
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Columna: Hypersil ods 5 um 15x0.4
3.2.2. Valoracion de la clorofila

Para la valoracion de la clorofila de las plantas usamos un espectrofotometro

Perkin Elmer Lambda EZ210, empleando las siguientes condiciones:
A: 664 y 647 nm

Volumen de muestra: 1.2 mL

Maximo valor de absorbancia: 1.2

3.2.3. Determinaciones analiticas para la determinacion de suelos

Antes de proceder a los diferentes ensayos, las muestras de suelo se secaron al aire
a temperatura ambiente, se separaron las piedras y se rompieron los agregados con
un rodillo. Las muestras asi preparadas se pasaron por un tamiz con luz de malla
de 2 mm.

Para los diferentes ensayos se tomaron alicuotas representativas, siguiendo el
método del “cuarteado” y para aquellos ensayos con necesidad de un mayor grado

de subdivision se molieron en mortero de agata.

a) Andlisis quimico de los suelos.

Se realizé el analisis quimico del suelo total, para lo cual, las muestras se
sometieron a una disgregacion triacida con acido fluorhidrico, acido nitrico y
acido perclérico siguiendo la metodologia propuesta por Bennet y col. (1962) con
ligeras variantes (Pérez Rodriguez y col., 1990). Por este procedimiento se
evapora la silice como SiF,.

Para la disgregacion se partié de 1.25 g de muestra seca y molida finamente en
mortero de agata que se colocaron en una cipsula de teflén a la que se le
afiadieron 10 ml de acido nitrico 1:1 y 10 ml de acido perclérico 1:1, dejandola en
reposo durante 15 minutos. Al cabo de los cuales, se adicionaron 20 ml de 4cido
fluorhidrico v se evapord a sequedad. Este tratamiento se repitié con Acidos
nitrico y perclérico llevandola a sequedad hasta la desaparicidn total de humos
blancos. Finalmente, una vez frio, se humedecié afiadiéndose 3 ml de acido
clorhidrico concentrado y se calentd suavemente hasta disolucién total de la

muestra. Una vez fiia, se filtrd y se enrasé hasta 50 ml.
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A partir de esta disolucién base se tomaron diferentes diluciones, acordes con las
concentraciones de los elementos en la muestra.

Para determinar ¢l contenido de silice se realizaron las fusiones de las muestras en
un autoclave de teflén con una mezcla de acido fluorhidrico, acido clorhidrico y
acidos nitrico a 140°C durante 1 hora. Una vez fria se le agregaron 5 g de acido
ortobdrico sélido y 100 ml de agua destilada, colocandose en una estufa a 80°C
hasta su disolucidon completa. Dejada a temperatura ambiente se enrasé en un
matraz de plastico ya que los matraces de vidrio se atacan parcialmente .

Las concenfraciones de los elementos se determinaron por espectrofotometria de
absorcion atémica para el Si, Al, Fe, Ti, Ca y Mg, asi como para los elementos
minoritarios Mn, Cu, Ni, Co, Pb, Cd, Cr, Zn, y por fotometria de llama para los
elementos Na y K.

Para los elementos mayoritarios, los resultados se expresan en porcentajes de
oxidos respecto a la muestra seca, y para los minoritarios, en mg/L.

Para la determinacion de la humedad y las pérdidas por calcinacién se partié de 1g
de muestras finamente molida, por duplicado colocindolas en dos crisoles de
porcelana y estos dentro de una estufa a 110°C durante 24 horas, transcurrido este
tiempo se pesan las muestras y posteriormente se introducen en un hormo a
1100°C durante 45 minutos, y se vuelven a pesar. Los resultados se dan por

diferencia de pesos y en tanto por ciento.

b) Determinacion del carbono orgdnico total.

Existen mas de un método para determinar el carbono organico total de un suelo.
El método seguido ha sido el basado en la técnica descrita por Walkley y Black
(1934), que consiste en la oxidacion de la materia organica con dicromato
potasico (H,Cr»07) en presencia de acido sulfirico y posterior valoracién del
dicromato no reducido con sal de Mohr (valoracién por retroceso), segun la

reaccion:

Cr,07 + 6F¢™ + 14H™ — 2Cr" + 6F¢™ + 7H,0
Para elio se tomaron 2 g de muesira de suelo, finamente pulverizada y secada en
una estufa a 60°C durante toda la noche. La muestra una vez pesada se introdujo

en un matraz erlenmeyer de 500 ml y se le agregaron 10 ml Ky;CrO4 1 N,
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sometiéndose posteriormente a agitacién suave hasta que todo el suelo se hubo
empapado de esta solucién. A continuacién se agregaron 20 ml de acido sulfiirico
concentrado con agitacion suave durante treinta segundos, al cabo de los cuales se
dejo en reposo durante treinta minutos. Despucs se afiadieron 200 ml de agua
desmineralizada y se enfrio hasta temperatura ambiente. Se afiadieron 10 ml de
acido fosforico concentrado seguido de 1 ml de solucion de difenilamina (2.5 g de
producto disuelto en 20 ml de agua y 100 ml de 4cido sulfiirico concentrado).
Nuevamente se enfrié hasta temperatura ambiente ¢ inmediatamente se procedio a
valorar el exceso de dicromato no reducido mediante solucion de sal de Mohr 0.5

N.

¢) Determinacion del nitrogeno.

Para la determinacién del nitrogeno orgénico de las muestras de suelo, se utilizo el
método Kjeldahl, basado en la utilizacion de una mezcla de selenio, sulfato de
cobre como catalizadores de la reaccion y sulfato potasico como enaltecedor del
punto de ebullicion de la mezcla de digestion, transformando el nitrégeno
organico en sulfato aménico. Para ello, 1 g de muestra finamente pulverizado y
secado en estufa a 60°C durante toda la noche, se introdujo en un matraz
Kjeldahl, seguido de 1.5 g de mezcla catalizadora y 5 ml de acido sulfiirico
concentrado, agitandose suavemente el matraz hasta que el acido mojé
perfectamente todo el contenido. Se calentd para efectuar la digestidn, elevando la
temperatura poco a poco hasta que el liquido tomd un color claro. A partir de este
momernto, se mantuvo la mezcla en ebullicién durante treinta minutos mas, al
cabo de los cuales se dio por terminada la mineralizacion. Una vez fiio el
mineralizado, se procedid a la destilacién y valoracion del amoniaco utilizando el
aparato de Bouat. Previamente, al mineralizado se le afiadieron 10 ml de agua
poco a poco y agitando, llevando el contenido a un matraz aforado de 50 ml y
lavando con varias porciones de agua. Se tomaron 20 ml del mineralizado y en el
matraz de destilacion se le agregaron 3 g, aproximadamente, de hidréxido sédico
en lentejas, acoplandose inmediatamente al aparato que por calentamiento directo
comenzé a destilar. Dicho destilado se valord con 4cido sulflirico 0.005 N usando
el indicador Shiro-Tashiro. (Un mililitro de acido sulfirico 0.005 N gastado

corresponde a 0.175 mg de nitrogeno).
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d} Determinacion de la materia orgdnica y relacion C/N.

El conocimiento de la materia organica en el suelo es de gran interés, pero es
también importante conocer cual es el estado de dicha materia organica vy, sobre
todo, su grado de humificacién. La relacion C/N es un buen indice para juzgar la
actividad global del humus.

Suponiendo que la materia organica contiene el 58% de C, se ha utilizado 1.724
como factor de conversiéon de carbono orgénico total a materia organica, de

acuerdo con Jackson (1982).

e) Determinacion del pH.

Se siguid el método propuesto por Guitian y Carballas (1976), mediante la medida
en pasta saturada de muestra en agua. Para ello un vaso de 50 ml de capacidad, se
llené de muestra hasta las 3/4 partes y se afiadieron cantidades sucesivas de agua
desmineralizada hasta obtener una pasta espesa. Sin agitar y dejando que el suelo
se humedezca por capilaridad se siguid agregando agua hasta que un orificio
hecho en el centro con una varilla se cierra lentamente. Se dejé reposar durante
treinta minutos, transcurridos los cuales se hizo la medida potenciométrica con

electrodo de vidrio.

3.2.4. Técnicas de elaboracién de complejos

La preparacion de los complejos se llevé a cabo por distintos métodos, tanto en

solucién (atomizado, rotavapor y liofilizado), como en estado sélido (amasado).

Por otra parte se prepararon mezclas fisicas mediante simpie mezcla mecanica de
Ia norflurazona con las CDs bajo estudio, las cuales nos servirdn como muestras

de referencia.
3.2.4.1. Atomizado

Fue realizado en un Biichi 190M mini spray-Dryer . Para esto, el herbicida
norflurazon, fue disuelto en 400 mL de Etanol (96% v/v) y la CD en 200 mL de
agua destilada, ambos compuestos fueron afiadidos en cantidades
estequiométricas. Posteriormente las soluciones fueron mezcladas y agitadas en

ultrasonido, durante 15 minutos, hasta obtener una disolucidn de aspecto
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translicido, 1a cual fue llevada al atomizador, siendo sometida al atomizado. Las
condiciones del proceso fueron las siguienfes: flujo,10 mL/s, temperatura de
entrada: 157 °C, temperatura de salida: 90 °C, flujo del aire: 400 NL/h.

3.2.4.2. Rotavapor

Se hizo una mezcla hidroalcohélica entre la CD y el herbicida, disolviendo al
plaguicida en el disolvente organico etanol (96%) y la CD en agua destilada en la
relacion estequiométrica. La mezcla fue llevada posteriormente a agitacion en
ultrasonido durante 15 minutos, para después ser tratada en un aparato de
rotavapor-R (Blichi), hasta llevar la muesfra a sequedad. Después de recogido el

polvo lo dejamos a secar en la estufa durante 24 horas a 37°C.
3.2.4.3. Amasado

Cantidades estequiométricas de norflurazonay CD fueron pesadas y mezcladas
juntas en un mortero, siendo posteriormente sometidas a un proceso de amasado
durante 45 minutos. Durante este proceso una cantidad apropiada de etanol fue

adicionada a la mezcla con el fin de mantener una consistencia adecuada.

En todos los casos el producto sélido obtenido fue lavado con 20 mL de etanol
frio y posteriormente secado en estufa, a 37 °C, durante 24 horas, con el fin de

eliminar la norflurazona no complejada.
3.2.5. Estudio de los complejos

3.2.5.1. Bstudios en estado liquido

3.2.5.1.1. Estudios de solubilidad

Los estudios de solubilidad se llevaron a cabo de acuerdo con ¢l método descrito
por Higuchi y Connors. Por un lado, el herbicida fue afiadido en cantidades que
exceden de su tedrica solubilidad a 25 °C (28 ppm), es decir, 5 mg en 10 mL,
sobre la solucion de CD, en distintas concentraciones crecientes de la misma
(desde 0-1.2 10® M para la B-CD y de 0-0.1 M para o y v-CD). Para eliminar
cualquier posible interaccidén en estado sélido se adiciond el principio activo
cuando las CDs se encontraban completamente disueltas. El ensayo se hizo en
matraces aforados de 25 mL, los cuales se pusieron en agitacion, a 25 °C, durante

una semana (tiempo estimado para el alcance del equilibrio). Entonces las
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muestras asi obtenidas fueron filtradas por inyeccidn a través de un filtro de
membrana de celulosa, Millipore de .22 um. La porcién de muestra asi obtemda

fue analizada mediante HPLC.

Los resultados asi obtenidos fueron representados para obtener el diagrama de
solubilidad, con las cantidades de herbicida disueltas frente a las cantidades

crecientes de CD empleadas.

Por dltimo se procedio a la determinacidn de las constantes de estabilidad (K;), las
eficacias solubilizantes y la estequiometria para los distintos complejos obtenidos
a partir de las distintas CDs naturales. Estas constantes fueron obtenidas mediante

la ecuacion propuesta por Higuchi y Connors:

pendiente
K= ;
S, (1- pendiente)

3.2.5.1.2. Estudios de velocidad de disolucion

Los estudios de velocidad de disolucion se realizaron segiin la técnica recogida en
la USP XXV, usando un aparato modelo Turu Grau D-6, equipado con un sistema
de palas. El medio de disoluciéon fue agua desionizada (1000 mL}), la velocidad de
rotacién fue de 50 rpm y la temperatura de 25+£0.5°C. La cantidad de muestra
analizada fue de 5 mg, para el norflurazon, dicha cantidad no pudo ser superior
debido a la dificultad para disolverse del plaguicida, usando cantidades

equivalentes en norflurazonapara los sistemas binarios.

Fueron tomadas del medio de disolucidn alicuotas de 1mL a intervalos de tiempo
previamente establecidos (5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 60, minutos) para

posteriormente medirlos en HPLC.

Una vez representados los perfiles de liberacion del plaguicida, se procedié a la
determinacién de una serie de pardmetros que nos dan informacién sobre el
proceso de disolucion. Estos fueron la eficacia de disolucion (DE) y el porcentaje
de plaguicida disueito (DP) a distintos tiempos. El célculo de la DE se realizd

aplicando la siguiente férmula:
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ED:]

0

M di
L

3.2.5.2. Estudios en estado solido

3.2.5.2.1. Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

Estos estudios fueron realizados empleando un aparato Mettler, compuesto por un
horno FP8S5, una unidad de control de la temperatura FP80 HT y sofiware de
control FP89 HT. 10 mg de cada muestra fueron llevadas a crisoles de aluminio,
sellados y agujereados posteriormente, para asi poder permitir la salida del gas
que se pudiera producir durante el proceso de calentamiento. Este analisis térmico
se llevé a cabo bajo una atmosfera de aire estifica, a una velocidad de

calentamiento de 10 °C/min, en un intervalo maximo de temperaturas de 40 a
280 °C.
3.2.5.2.2. Espectroscopta de Infrarrojos (IR)

Los espectros de Infrarrojos se realizaron en un aparato Nicolet 510-P, mediante
Transformada de Fourier, de las materias primas por separado y de los sistemas
binarios preparados. El intervalo del nimero de ondas fue desde 250 a 4000 cm’,
con 32 barridos por espectro y una resolucion de espectro de 4 cm’™. Las muestras

fueron preparadas en pastillas de BrK con 1 mg de muestra y 100 mg de BrK.
3.2.5.2.3. Difraccion de Rayos X

Los difractogramas fueron obtenidos, de las sustancias puras y de los distintos
sistemas binarios preparados, utilizando un aparato Siemens modelo Kristallflex
D5000, equipado con contador de centelleo, la radiaciéon empleada fue la de Cu
ko con filtro de niquel. Se trabajé a 36 Kv y 26 mA, la velocidad de barrido fue
de 1%min, una velocidad de carta de 1 cm/min y sensibilidad adecuada,

generalmente 2 10* cps.
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3.2.6. Estadios de interaccion herbicida-suelo

3.2.6.1. Cinéticas de adsorcion

Las cinéticas de adsorcidn se realizaron para determinar el tiempo de contacto
necesario entre los suelos y las soluciones de plaguicidas hasta obtener una
concentracién de equilibrio constante. Para ello, se tomaron 5g de cada uno de los
suclos y se pusieron en contacto con 10 mL de disolucién de herbicida de distintas
concentraciones, en medio Ca(NO;); 0.01 M para mantener la fuerza idnica
constante, y se agitaron durante los 1, 2, 3 y 6 dias. Después, las suspensiones se
centrifugaron y se midid la concentracion final de la disolucidn de herbicida en el
sobrenadante. La cantidad adsorbida se calculd por diferencia entre las
concentraciones inicial y final. La curva de la cinética de adsorcion se obtiene
representando la cantidad total adsorbida frente al tiempo de contacto. En todos
los casos el tiempo necesario para obtener una concentracion de equilibrio fue de

24 horas.

Para estudiar como afecta la formaciéon de complejos norflurazon-CDs a la
interaccion del plaguicida con suelos, se han realizado ensayos de adsorcidn-
desorcién en tubos de centrifuga (Bath), ensayos de movilidad empleando
columnas de suelo y por 1ltimo se hicieron bioensayos para poder comprobar el

verdadero efecto del herbicida sobre la planta.

3.2.6.2. Isotermas de adsorcion-desorcion

Las 1sotermas de adsorcion sobre los suclos seleccionados se realizaron
mezclando 10 g del mismo con 20 mL de soluciones de
norflurazonacomprendidas entre 0 y 20 mg/L, (en medio 0.01 M de Ca(NOs)z).
Las suspensiones fueron agitadas en tubos de centrifuga de 50 mL, a una
temperatura constante de 25 °C durante 24 horas. Todas las experiencias se
realizaron por triplicado. Posteriormente las suspensiones fueron centrifugadas y
en el sobrenadante se midio la cantidad de norflurazonaque no se habia adsorbido.
Las 1sotermas de adsorcidn se obtuvieron representando la cantidad adsorbida por

el suelo, expresada en pmol de norflurazona adsorbida por kilogramo de suelo

{umol/Kg), frente a las correspondientes concentraciones de equilibrio (pmol/L).
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Las curvas de las isotermas de adsorcion han sido ajustadas a la ecuacion de tipo

logaritmica, conocida como la ecuacién de Freundlich:
Cs=K; Ce"
Donde:
Cs (umol/Kg) — cantidad de plaguicida adsorbido por kilogramo de suelo
Ce (umol/L) — concentracion de plaguicida en el equilibrio

Ky — expresa la cantidad de plaguicida adsorbido cuando la concentracion de

equilibrio es la unidad.

n — es el parametro que indica la intensidad de la adsorcién y representa la

linearidad de 1a adsorcidn.

Un parametro importante para determinar la relacién entre la adsorcion del
plaguicida en el suelo con la materia organica del mismo es la Ky, que se obtiene

por la siguiente férmula:
Kioe= (K¢ % Carbono organico) x 100

Las isotermas de desorcion se llevaron a cabo reemplazando la mitad del
sobrenadante de los tubos de centrifuga, una vez que el equilibrio de adsorcién se
habia alcanzado, por 10 mlL de solucion 0.01 M de KNO; para el blance, y de
concentracion 0.01 M para las CDs. Las suspensiones se dejaron equilibrar
durante otras 24 horas mas, en las mismas condiciones anteriores, y
posteriormente se volvié a retirar la mitad del sobrenadante en el que se determind
espectrofotométricamente la concentracion del plaguicida. Este proceso se repitid

hasta un total de tres veces.
3.2.6.3. Columnas de suelos

Los ensayos en columnas (6 tubos de policloruro de vinilo uno superior de 10 cm
y los 5 restantes de 4 cm) homogéneas de suelo fueron realizados mediante una
previa determinacion del volumen de poro (Vp), que es la diferencia de peso entre
la columna con el suelo mojado y el suelo seco partido por la densidad del agua

(p=1 g/cm3). Los voliimenes de poro obtenidos fueron:
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Suelo Peso seco (g} Peso mojado (¢) Vp (mlL)
ALAJAR 384.65 472.71 88.06
CORIA 2000 439.42 496.89 57.47
SR 495,88 536.91 41.03

Se adiciona un volumen de agua destilada igual al volumen de poro
correspondiente a cada suelo, para mojarlo. A continuacion se le afiadid un
volumen de Ca(NOs), igual a 5 veces el volumen de poro, para acondicionar las

columnas.

Después de la solucién de electrolito se pasd un volumen de 14 ml. de una
solucién de 20 ppm de norflurazonaen cada columna. Inmediatamente después se

pasé solucion 0.01 M de KNO; o solucidén 5 10° M de B-CD.

Posteriormente se recogeran las muestras diariamente (adiccionando 25 mL de
agua mili Q), en un matraz de 25 mL, enrasando el mismo y asf hasta que deje de
salir plaguicida de la columna de suelo. Finalmente las muestras fueron medidas

espectrofotométricamente por HPL.C.

3.2.6.3. Bioensayos

La realizacién de los bivensayos consistieron en la siembra de semillas de soja en
el suclo procedente de las columnas, ademéas de la siembra de un blanco
constituido por suelo por el que no ha pasado norflurazon. Las plantas se regaron

y se dejaron crecer durante una semana aproximadamente.

Finalmente, se procedio a la determinacion de la clorofila en las plantas, para asi
poder determinar el porcentaje de inhibicién del crecimiento para las mismas. El
procedimiento consistid en cortar las plantas de soja a ras de suelo anotandose el
peso de las plantas correspondiente a cada vaso o anillo. Los tallos se cortaron en
trozos pequefios y se colocaron en viales de vidrio afiadiéndose 4 mL de
dimetilformamida para conseguir que la clorofila contenida en la planta pase a la
solucién para después medirla. Previamente se pasan por nitrégeno gaseoso para

que no se oxide la clorofila que ha sido liberada. Por altimo se dejaron durante 48
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horas en una camara frigorifica y protegidos de la luz, determinandose la clorofila

espectrofotométricamente por absorbancia.

3.2.6.4. Fotodegradacién

Los estudios de fotodegradacicn se han llevado a cabo con un fotoreactor
SUNTEST de Heraeus equipado con una lampara de xenon y un filtro permanente
seleccionando longitudes de onda superiores a 290 nm, con objeto de simular el
espectro de emision de la radiacién solar. La energia de la lampara era de 500

W/m? y la superficie total de exposicién del aparato de 500 cm?.

Una disolucién acuosa (200 mL) de norflurazona20 ppm fue irradiada, con
agitacién, en matraces de cuarzo de 500 mL durante 7 horas. La misma
experiencia se repitid en presencia (en suspension) de 10 g de suelo y de 20 mg

de: arcilla de wayoming, goetita sintética y acidos hiimicos.

El descenso en la concentracion de norflurazonadurante los experimentos de

fotolisis, fue determinado por HPLC en las condiciones anteriormente descritas.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

Al comenzar el proceso experimental se planted la necesidad de realizar la eleccidén
racional de la CD, que por sus distintas caracteristicas tanto fisicas como quimicas y
econdmicas se adecuara de la manera mas satisfactoria posible al principio activo o
plaguicida en cuestion. Dado que la molécula del plaguicida, norflurazon, posee un peso
molecular mas bien elevado (303,7) se planteé la posibilidad del uso de dos CDs
naturales con los mayores diametros de cavidad interna, como son la - y la y-CD. Dado
que la solubilidad en agua de la 3-CD es inferior a la de y-CD y ademas su coste es
menor, se supuso que proporcionaria una mayor viabilidad del proyecto asi como una

aplicacidn practica del mismo que es lo que al fin y al cabo se pretende.

Se realizé un ensayo de solubilidad usando las tres CDs naturales con el norflurazon,
para obtener un dato experimental que apoyara la decisién. Este ensayo dio como
resultado una mayor constante de estabilidad para la f-CD, obteniéndose un complejo
de inclusién muy estable v con una estequiometria (R) claramente definida de 1:1, y
esto unido a su didmetro de cavidad interna y a su bajo coste econdmico dio lugar a la
eleccion de la B-CD para llevar a cabo el proyecto. A continuacién se desarrollaran
todos los pasos seguidos en el estudio de la formacién del complejo de inclusién entre la

B-CD y el plaguicida.

4.1. ESTUDIOS EN ESTADO LiQUIDO

4.1.1. Diagramas de solubilidad de fases

Para poder abordar el estudio de la interaccidn entre cualquier principio activo con las
CDs, en primer lugar hay que realizar el estudio de su estequiometria, paso fundamental
para la preparacion posterior de mezclas previas de ambas sustancias y la obtencidn de
los complejos. En las figuras 1, 2 v 3 se muestran los diagramas de solubilidad de

norflurazonaen presencia de a-, p- y y- CD respectivamente.

Observando los tres diagramas de solubilidad correspondientes a las tres CDs estudiadas
se aprecia un aumento lineal de la solubilidad del plaguicida a medida que se aumenta la
concentracion de las CDs, clasificdndose estas curvas como del tipo Ay de Higuchi y
Connors [Higuchi y Connors, 1965]. En todos los casos, los complejos formados en

solucion no poseen un limite de solubilidad definido, hallandose estos disueltos en su
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totalidad. Debido que el tipo de diagrama obtenido presenta una pendiente <1, se asume

que los complejos presentaran una estequiometria (R) 1:1 en solucidn.
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Figura 3. Ensayos de solubilidad: O o-CD; A B-CD; ¢ y-CD.

Las constantes de formacién aparente (K.) fueron calculadas siguiendo el método

descrito en el apartado anterior de la presente memoria.

El estudio comparado de las constantes de complejacién nos muestra, que entre las
diferentes CDs empleadas, la que conduce a una mayor constante de complejacion es la
B-CD. Estos resultados nos indican una acomodacién optima de la molécula de
norflurazona en la cavidad de la B-CD, pudiéndose destacar el alto valor de la eficacia
solubilizante de la misma, consiguiéndose un aumento de la solubilidad del plaguicida

en agua de casi seis veces.

Es de destacar que el tamafio de la cavidad de la CD es determinante para la efectividad
del proceso de complejacion, obteniéndose una constante de estabilidad mayor para la

B-CD (377.75 M) asi como de la eficacia solubilizante (ES).
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Tabla 4. Estequiometria y diferentes parametros obtenidos a partir del ensayo de

solubilidad
ES¢.am r K. R
a-CD 2.569 0.9992 38.42 1:1
B-CD 5.198 0.9964 360.00 1:1
v-CD 3.265 0.9967 51.82 1:1

1: coeficiente de correlacion

Por otra parte, es de destacar que debido al mayor didmetro interno de la cavidad de la
v-CD provocaria un proceso facil tanto de entrada como de salida de la molécula
huésped de la cavidad. Por el contrario, en el caso de la «-CD, su reducida cavidad,
dificultaria la entrada de la molécula conduciendo igualmente a una baja X Con estos
resultados se pone de evidencia la relacidn entre la constante de estabilidad del

complejo en solucidn con el mayor o menor impedimento estérico que pudiera ofrecer

la CD.

4.2. ESTUDIOS EN ESTADO SOLIDO

4.2.1. Calorimetria diferencial de barrido

En primer lugar observamos, en el diagrama de la norflurazona (figura 4, b), la
aparicién de un pico correspondiente al punto de fusidn del plaguicida el cual, segin la
bibliografia se encuentra entre 174-180 °C. En segundo lugar, observando el diagrama
de la $-CD (figura 4, a), detectamos un importante efecto endotérmico correspondiente

a la deshidratacidn de la CD que aparece enire
60-150°C.

En el termograma de la mezcla fisica podemos observar como aparecen los efectos

endotérmicos tanto de la f-CD como del norflurazon.

El sistema elaborado por amasado presenta una disminucién en la entalpia de fusion
(AHg) del pico correspondiente al norflurazon, comparandolo con la mezcla fisica (ver

tabla 4). Se observa un efecto exotérmico a
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210 °C, pero con los datos suministrados por esta técnica, es imposible determinar su
naturaleza, as{ que debemos recurrir a otras técnicas como la termomicroscopia o DRX.
Ademas existe una disminucion en la entalpia de deshidratacion de la CD, por todo ello

podemos concluir que existe una complejacion parcial del sistema.

Tabla 5.  Entalpias de fusion de los sistemas

AHgiendo)(3/g) AHiexo)(3/8)
Norflurazon 68.7
Mezcla fisica 4,54
Amasado 3.98 5.23
Atomizado 1.48 1.17
Rotavapor 1.7 1.47

Por ultimo los termogramas de los sistemas obtenidos por atomizado y rotavapor
presentan la practica desapariciéon de la endoterma de fusion del norflurazon. Este hecho
puede ser indicativo de una complejacidn total del plaguicida en la cavidad de la CD, si
bien, también puede ser atribuible a una amorfizacion de la muestra. Es necesario

recurrir a técnicas como DRX para discernir entre ambas posibilidades.
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Figura 4. Termogramas por DSC correspondientes al sistema norflurazon-fFCD: [-
CD, b) Norflurazon, ¢) Mezcla fisica, d) Amasado, e) Atomizado y f)

Rotavapor.
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4.2.2. Estudios por difraccion de rayos X

Los resultados obtenidos por difraccion de rayos X pusieron de evidencia que la
norflurazonapresenta un caracter marcadamente cristalino, puesto de manifiesto por los
numerosos picos de difraccion que aparecen en su espectro de difraccidén. De igual
manera los diagramas de DRX de la f-CD nos indican, también, un caracter cristalino

por la aparicion de numerosos picos de difraccion.

Al analizar el espectro de la mezcla fisica donde podemos observar la aparicién de los
picos de difraccion mas intensos de ambos componentes, plaguicida y CD
permaneciendo el marcado caracter cristalino de ambas sustancias. Esto nos indicaria la

ausencia de interaccion en estado s6lido de ambos componentes.

Al analizar los difractogramas de los sistemas obtenidos por amasado, atomizado y
rotavapor (figura 5.d, e y f}, podemos observar como existe una fuerte disminucién de la
cristalinidad de la muestra, en especial para los sistemas obtenidos por amasado y
atomizado. De igual manera en el sistema obtenido por amasado aparecen algunos picos
correspondientes a la CD y al plaguicida, lo que podria ser indicativo de una

complejacidn parcial del plaguicida en la cavidad de la CD.

Por el contrario en el sistema obtenido por rotavapor aparecen algunos picos de
difraccion que no aparecen en la mezcla fisica, lo que si podria considerarse como un
nuevo complejo de estructura cristalina diferente, corroborando asi los resultados

obtenidos por DSC.
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4.2.3. Espectroscopia de infrarrojos

La formacioén de complejos de inclusion plaguicida-CD, puede demostrarse en algunos
casos mediante este tipo de espectroscopia, a partir del estudio y seguimiento de las
bandas caracteristicas de la molécula huésped, debido a que la parte incluida producira

un desplazamiento de sus frecuencias e intensidades, apareciendo por ello, alteradas.

El espectro de la norflurazona (figura 6), muestra bandas de absorcién debidas a los
modos de vibracién del afiillo de piridazinona a 1410 y 1530 cm’, la frecuencia de
elongacion del Caromatico-N aparece a 1255 cm” yla del C-F a 1312, 1163 y 1145 cm’
! (Undabeytia et al. 2000). Las bandas 1475 y 1455 cm™ pueden atribuirse a modos de
respiracion del esqueleto del anillo. Aunque el grupo carbonilo en cetonas exhibe una
fuerte banda sobre 1725-1705 em™ (Bellamy, 1975), en o, P- insaturadas p-amino
cetonas, como es el caso del norflurazon, se ha descrito un efecto quelatante que da
lugar a un dezplazamiento considerable de la frecuencia del grupo carbonilo. En su
lugar, una banda muy ancha, aproximadamente cien veces méas fuerte que la vibracién
del carbonilo se observa en el rango 1639-1538 em™, que en el caso de la
norflurazonaes de 1618 cm™. Esta absorcidén surge de un grupo carbonilo que ha
reducido su caracter de doble enlace por resonancia entre los grupos amino y cetona, en
los cuales el N y O pueden actuar como donadores y aceptores de electrones. Las
bandas producidas son mucho mas fuertes que los enlaces de H normales, por esta
razon, la frcuencia de elongacién NH (3335 cm™) es inferior a lo normal para aminas
secundarias. La vibracion de deformacién del grupo metilo unido al N se observa a

1412 em™.

En cuanto al espectro de IR de la B-CD, se observan algunas algunas bandas intesas y
agudas en la regién 1030-1160 cm™ que pueden asociarse con las vibraciones

extendidas de los grupos C-OH primarios o secundarios.
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En el estudio de los diferentes sistemas binarios, hay que tener en cuenta que el
porcentaje de principio activo es de aprox. el 20% del total del producto, lo que dara
lugar a que numerosas bandas de la norflurazonase encuentren enmascaradas por el
espectro de la CD, componente mayoritario de los sistemas. Asi el estudio se basara en
la observacion de los posibles cambios presentes en las bandas de absorcién

caracteristicas y visibles del norflurazon.

Dentro de las técnicas utilizadas para la obtencién del complejo, en el caso del
rotavapor encontramos las mas claras evidencias de la formacién del complejo con [3-

CD, el cual pasamos ahora a analizar.

En el espectro de infrarojos correspondiente a la técnica del rotavapor se observa
claramente la aparicién de una nueva banda de absorcion a 1725 cm’™, esta nueva banda
podria corresponder a la formacién del complejo de inclusidn, pues su presencia indica
que la quelacién entre los grupos carbonilos y amino no se estd produciendo debido a
que posiblemente el grupo amino secundario esta envuelto en la formacién de un
complejo con CD, con lo que la frcuencia de vibracion del grupo carbonilo revierte a su

valor normal de 1725 cm™.

Debido a que la banda a 1618 cm™ no desaparece completamente, indicaria una
inclugién parcial de la molécula huésped en la cavidad de la CD. También una nueva
banda a 1299 ecm™ que indicaria de nuevo una formacién de complejo de inclusién, ya
sca a través del grupo CH;-N- ¢ a través del grupo CFi, ya que en ambos casos las
bandas correspondientes a los mismos (1255 y 1312 cm™) han desaparecido con el

rotavapor, apareciendo una nueva banda
21299 cm’.

43, ESTUDIOS DE VELOCIDAD DE DISOLUCION

Con el objetivo de poner de evidencia si las diferentes técnicas de procesado ejercen
algiin tipo de influencia sobre la velocidad de disolucion del propio plaguicida, se
compararon los ensayos de disolucién de la norflurazonatras ser sometido a los mismos

tratamientos que se han utilizado para la obtencién de los complejos de inclusion.

Asi en la figura 7 se recogen los perfiles de velocidad de disolucion del plaguicida

comercial y del procesado por las distintas técnicas.
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Figura 7. Perfiles de velocidad de disolucion correspondientes al norflurazon

Los resultados de la eficacia de disolucidn y de plaguicida disuelto, calculados a partir

de los perfiles de disolucién (figura 7) se exponen en la tabla 5.

Tabla 6.  Eficacia de disolucion (EDjy) y porcentaje de plaguicida disuelto durante
los primeros 30 minutos (DP3g) para la norflurazona comercial y sometido

a distintos tratamientos

Meétodo de elaboracion DE;p DP;
Norflurazonacomercial 0.011 16.24
Amasado 0.010 14.56
Atomizado 0.012 18.36
Rotavapor 0.013 26.35

Dichos resultados nos hacen ver que se consiguié una importante mejora en la velocidad
de disolucién con el atomizado y mas importante con el rotavapor. Esto se debe al
aumento de la superficie de contacto que producen estas técnicas debido a una
disminucién en el tamafio de la particula. Por el contrario, el amasado nos ofrece un
perfil de velocidad de disolucién similar al de la norflurazonacomercial, pudiendo ser
explicable debido al proceso de agregacién y aglomeracion que dichas técnicas

producen sobre el plaguicida.
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Sistemas binarios

La figura 8 recoge los perfiles de disolucién de la norflurazonaprocesado por las
distintas técmicas en combinacién con las diferentes CDs. Asimismo, los parametros
DEsg y DP3p, calculados a partir de los diagramas de velocidad de disolucién anteriores

se muestra en la tabla 6.

—o— Norflurazon
comercial

—&— Mezla fisica
Amasado

it AtOMiZzado

—%— Rotavapor

% Norflurazén disuelto

0% T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60

Tiempo (min)

Figura 8. Perfiles de velocidad de disolucion correspondientes al sistema

Norflurazon-f-CD

Tabla 7.- Eficacia de disolucion (DE3y) y porcentaje de plaguicida disuelto durante

los primeros 30 minutos (DP3g) para el sistema -CD-Norflurazon.

Meétodo de elaboracion DEsg DPsy
Mezcla fisica 0.048 73.36
Amasado 0.080 99.52
Atomizado 0.082 98.85
Rotavapor 0.081 99.63

La tabla 7 nos ofrece los valores de la eficacia de disolucion y de la disolucion del
plaguicida durante los primeros 30 minutos, con los distintos sistemas de complejacién
utilizados, ademas de las distintas figuras donde se muestra el perfil de velocidad de

disolucion para los distintos sistemas.
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En el caso de la mezcla fisica obtenemos una mejora importante en el perfil de
velocidad de disolucion, resultado de la formacién in situ del complejo de inclusidn en

medio liquido.

Los resultados obtenidos mediante las diferentes técnicas de procesado muestran que
ciertamente se ha conseguido mejorar el perfil de velocidad de disolucion,
consiguiéndose un aumento del perfil de disolucién hasta el 100% casi de manera
instantanea, en apenas cinco minutos de disolucién, hecho que se corrobora con los

resultados obtenidos mediante las distintas técnicas analiticas.

Si observamos la eficacia de disolucidén (DE;q) en las distintas técnicas de procesado,
podremos observar, en general, que ademdas de aumentar el porcentaje de plaguicida
disuelto se consigue un aumento del DE3q para todos los casos, lo cual nos termina por
confirmar esa mejora en el perfil de velocidad de disolucién, siendo estos aumentos

proporcionales a la mejora del porcentaje de disolucidn.
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5. ESTUDIO DE LA INTERACCION DEL PLAGUICIDA CON
SUELOS

Una vez que se ha puesto de manifiesto la formacién de un complejo de inclusién del
herbicida con las distintas CDs sometidas a estudio, se va a proceder al estudio de las
ventgjas e inconvenientes de la aplicacion de dicho complejo al suelo. Las experiencias
se han realizado con cinco tipos distintos de suelos. La seleccién de estos suelos se ha
llevado a cabo en funcidn de los porcentajes en que se encuentran los distintos
componentes que podrian llegar a influir en la adsorcidén de la norflurazona como son: la
materia organica, arcilla, carbonatos, pH y otros componentes como los 6xidos de

hierro, los cuales son abundantes especialmente en el suelo AL.

Se han llevado a cabo experiencias de adsorcidn-desorcién del herbicida en sistemas
cerrados (batch), asi como experiencias de transporte y movilidad de la norflurazona en
columnas de suelo. Los experimentos de adsorcion-desorcién y de columnas de suelos
se realizaron fundamentalmente con la B-CD, que tanto por sus caracteristicas fisico-
quimicas y mayor asequibilidad como por los resultados obtenidos en los analisis
previos de caracterizacién del complejo de inclusidn, nos lleva a pensar en que exista
una mayor posibilidad para su uso en el futuro. Con un solo suelo (Coria) se emplearon
las otras dos CDs naturales, para dejar constancia del efecto que produce la formacion

del complejo con todas las CDs empleadas en este trabajo.

5.1. EXPERIENCIAS DE ADSORCION-DESORCION EN SISTEMAS
CERRADOS

5.1.1. Cinéticas de adsorcion

Antes de proceder al estudio de la adsorcion de norflurazona en los suclos SR, CO, ST,
P-27, T™M, AL, se realizaron los estudios cinéticos para conocer el tiempo minimo de

contacto entre el adsorbato y los suelos para alcanzar el equilibrio.

Las curvas de cinética de adsorcidén se obtuvieron representando la cantidad total
adsorbida por el suelo frente al tiempo de agitacion. De los resultados obtenidos se
dedujo que la concentracién de equilibrio se alcanza en todos los casos a las 24 horas de

tratamiento.
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5.1.2. Isotermas de adsorcién

En la figura 9 se presentan las isotermas de adsorcién del herbicida norflurazona sobre

los distintos suelos empleados. En orden creciente, la adsorcion para los distintos suelos

quedd como signe: SRKCO<ST<P-27<TM<AL

120 -

{umol/Kg}

Norflurazona adsorbido

60

Norflurazona en equilibrio (umol/L)

Figura 9. Isotermas de adsorcidn correspondientes a los suelos: * AL, ¢ TM, - P-27,

AST, OCOyx SR

Se observé que en todos los casos la isoterma de adsorcion se ajustd a la ecuacion de
Freundlich, ya definida en el apartado de materiales y métodos de esta memoria, como

confirman los coeficientes de correlacién (tabla 8) obtenidos después de aplicarla.

Asimismo se calcularon los valores de Ky (constante relacionada con la capacidad de
adsorcién) para las correspondientes isotermas de adsorcién, los cuales aparecen
recogidos, junto a “n” (constante relacionada con la intensidad de enlace), en la tabla
10. Si Ky es una medida de la capacidad de adsorcién del herbicida, observando los
valores obtenidos, se puede decir que estos son mas altos a medida que aumenta la
adsorcidn para los distintos suelos. Si se tiene en cuenta que para la adsorcion de
herbicidas no iénicos uno de los factores mas importantes a la hora de predecir su

adsorcion podria ser la cantidad de materia organica que posea el suelo, observando los
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porcentajes de materia organica para los distintos suelos se observan discrepancias con
respecto a la adsorcién para los mismos. Este hecho nos lleva a pensar que no solo la
materia organica sera la responsable Unica de la adsorcion de la norflurazonasobre el
suelo. En el caso del suelo ST, el cual posee la mayor cantidad de materia organica, la
adsorcion no es la mas alta y sin embargo para el suelo TM que posee menor cantidad

en materia organica la adsorcion es bastante mayor.

Otros componentes del suelo como las arcillas son responsables en gran medida de los
procesos de adsorcion de plaguicidas en el suelo. El suelo TM posee el contenido en
arcilla mas alto, siendo éste mucho mas bajo para el suelo ST. También otro factor
importante que justificaria este hecho, es que dentro de la materia orgénica que pudiera
poseer un determinado suelo existen distintos componentes que podrian actuar de
distinta forma a la hora de producirse la interaccion entre el adsorbente y el adsorbato,
unido a la dispar composicién gue dicha materia organica pudiese poseer. Todo esto
podria llegar a explicar el hecho de que para el suelo TM se observe una mayor

adsorcidn que para el ST, aunque éste posea el mayor contenide en materia organica.

Otro hecho relevante para poder buscar una explicacion en el comportamiento del
herbicida a la hora de adsorberse sobre un determinado suelo es que siendo el suelo AL
un suelo que no posee ni valores altos de materia orgédnica (1.6%) ni demasiado
elevados en cuanto a su fraccidn arcilla (22.6%), sin embargo es en el que se da la
mayor adsorcién para el herbicida. Para explicar esto deberemos recurrir a otro
componente del suelo que pudiera influir en esa adsorcién y que a la misma vez lo
diferencie del resto, y observando los elementos mayoritarios para este caso, los dxidos
de hierro y de aluminio se encuentran en un elevado porcentaje, pudiéndose concluir
que para este suelo su adsorcion va a estar mas directamente relacionada con el

porcentaje de ese elemento mayoritario.

Un parametro muy util para medir la afinidad entre adsorbente y adsorbato es el

coeficiente de distribucidn, K, que puede ser definido como:
K= M]/[M]

Donde [M], es la concentracion del sorbato M (norflurazona en este caso) adsorbido
sobre el suelo (expresado en pmol/Kg), y [M]; la concentraciéon de sorbato M en la

solucion de equilibrio (expresado en pmol/L).
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Tabla 8. Valores de ajuste a la ecuacion de Freundlich, Kqy Ko, correspondientes a las
curvas de adsorcion, obtenidas empleando soluciones de nitrato cdlcico 0.01 M, de

norflurazonasobre los distintos suelos bajo estudio.

Kr n r’ Kq Ko

SR 0.35£0.021  1.15+0.018 (.999 0.49 166

P-27 2.80+0.2602  0.8510.030 0.999 1.98 247
AL 15.5440.542  0.6110.015 0.998 6.33 682

ST 2.00£0.211  0.81%0.032 0.995 1.29 42

CO 1.70+0.156  0.72+0.026 0.995 0.89 167

™ 6.561£0.252  0.751+0.014 0.998 3.69 361

Los valores de Ky vienen recogidos en la tabla 8. Para la adsorcién de la norflurazona
sobre los distintos suelos bajo estudio el rango de valores que se encontré fue de entre
(.49 para SR y 6.33 para AL. El rango obtenido para los valores de K4 sugieren, de una

moderada a una alta capacidad de unién de estos suelos con el norflurazon.

Los valores obtenidos en este estudio fueron similares a aquellos publicados por otros
autores. Reddy et al. (1992) encontraron valores para Ky entre 0.63 y 2.2. Resultados
similares fueron obtenidos por Hubbs y Lavy (1990), con valores para K4 desde 0.54
hasta 2.75. Alva y Singh (1990) observaron una K4 con un valor de 16 en el caso de la
adsorcion de la norflurazona sobre un suelo con un contenido en materia organica de

3.4%, sin embargo, Ky presentd valores entre 0.4 y 2.3 para suelos con un contenido en
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materia orgénica del 1.4%. Suba y Essington (1999) obtuvieron valores de K4 entre 2.04
y 12.15.

Otro parametro muy util para comprobar el papel de la materia organica a la hora de
adsorberse el herbicida es K. (tabla 8) que se obtiene a partir del cdlculo de Ky y del

porcentaje de carbono organico del suelo bajo estudio mediante la siguiente expresién:
Ko™ K4/ % Carbono organico

Mientras mas hidrofobica sea una molécula mas alta sera la probabilidad para que se
reparta desde la fase acuosa a la organmica. Ko puede ser utilizado como una medida de
esta propiedad de los suelos y es independiente de otras. Cuando las uniones
hidrofébicas son las responsables de la adsorcion del herbicida, K, debe tomar valores
mas o menos constantes para los distintos suelos bajo estudio, es decir, se trata de un
factor que nos sirve como herramienta para determinar si es la materia organica el factor

que mas influye en la adsorcién de un plaguicida.

Aunque el valor medio de Ko, dado para la norflurazonafue de 248 LKg™" (Alva and
Singh, 1991), los valores obtenidos en este estudio para los distintos suelos van desde
42 hasta 682 LKg". Valores més bajos fueron observados por Reddy et al. (1992) (K
desde 144 a 122). Suba y Essington publicaron valores mas altos de K, (desde 456 a
551) los cuales no variaron mucho con la cantidad de carbono orgénico en el suelo,
mostrando la influencia de este parametro sobre la adsorcidn del norflurazon. En
nuestro caso, los valores obtenidos para K, no fueron muy similares entre ellos,
indicando que el mecanismo de adsorcidn esté quizés relacionado con otras propiedades

del suelo ademas del contenido de carbono organico.

El suelo AL presenta el valor mas alto de K, (691), siendo incluso mas alto que los
encontrados en la literatura. Como se indicé anteriormente este suelo presenta un alto
contenido de 6xidos de hierro y, aunque su cantidad de éxidos cristalinos es mayor que
la de oxidos amorfos, ¢l area superficial es mayor para los éxidos amorfos. También
existe un alto contenido en dxidos amorfos de Al y Mn (0.943% y 0.981%,
respectivamente), en comparacion con los otros suelos, los cuales pueden ser también

superficies de adsorcion adecuadas para el norflurazon.
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En relacién con la distribucion del tamafio de particula, los suelos AL y TM, presentan
un alto porcentaje de las fracciones limo-arcilla (83.8 y 97.4%, respectivamente),
aportando éstas las mayores superficies para la adsorcion del herbicida. Ademas, el
suelo TM presenta un alto contenido en minerales de la arcilla, mcluyendo ilita,
kaolinita, y una mayor proporcion de esmectita, y, de acuerdo con Reddy et al. (1992) y
Hubbs y Lavy (1990}, el contenido en minerales de la arcilla estaba también

correlacionado con la adsorcion de la norflurazonaen el suelo.

Para el suelo ST la fraccion fina es del 38.8%, valor claramente inferior a los que se
observan para los suelos TM y AL, y sin embargo bastante superior a los observados
para CO y SR (12.4% y 6.9% respectivamente). Estos datos muestran que la
distribucién del tamafio de particula es un factor determinante a la hora de comprender
la mayor o menor adsorcién del norflurazon, de hecho estos valores concuerdan
perfectamente con los valores obtenidos en las isotermas de adsorcién, donde ademas se

aprecian valores parecidos entre el suelo ST y el P-27 (43.3%).

Para terminar de dilucidar que pardmetros son mas relevantes a la hora de la adsorcion
del herbicida, se realizaron estudios de aproximacién estadistica. Para la realizacién de
estos estudios fueron necesarias isotermas de adsorcién de un total de 17 suelos con
propiedades diversas, estando incluidas las isotermas de los otros 5 suelos entre ellas.
Las variables estadisticamente significativas fueron el contenido en materia organica y
el contenido en 6xidos de hierro y de aluminio. Entre estas propiedades del suelo la méas
significativa fue la cantidad de materia organica que contribuye un 85% a la adsorcidn.
Pero si se incluian los éxidos de hierro y de aluminio, la ecuacién de regresiéon miltiple
dio un 11% de incremento (en total 96%)comparado con la evaluacién de la materia

organica sola.
5.1.3. Isotermas de adsorcion-desorcion

En las figuras 10 y 11 se presentan las isotermas de adsorcion-desorcion obtenidas
empleando soluciones de nitrato célcico 0.01 M y soluciones de p-CD. Las isotermas de
desorcién obtenidas empleando solucién de nitrato célcico, fueron también descritas
mediante la ecnacién de Freundlich y los coeficientes de histéresis (H) fueron

calculados usando “n” (Tabla 9), constante de Freundlich. En la tabla 12 se muestran los
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porcentajes de desorcion (%D) a las concentraciones de equilibrio de 4, 12 y 20 ppm,

cuando se emplean ambos tipos de soluciones.

En todos los casos donde se emplearon las soluciones de nitrato calcico 0.01M para
llevar a cabo la desorcion, se observo histéresis, siendo especialmente marcada en el

suelo TM, el cual presenta el valor mas alto de H (tabla 11).

Si la isoterma de adsorcidn coincidiera completamente con la de desorcidn, se
consideraria un proceso totalmente reversible, hecho que no se aprecia cuando se

emplea la solucién de nitrato calcico para la desorcion.

Tabla 9. Valores de porcentajes desorbidos (%D) y de histéresis caleuladas (H) para la
desorcion de norflurazonade los distintos suelos empleados con soluciones de nitrato

calcico 0.01 M.

%D H
4 12 20 (4 12 20
SR 12.3 340 48.5 17.3 5.3 2.8
P-27 34.1 36.6 58.1 | 2.45 2.39 1.85
AL 2.0 11.7 13.7 18.9 3.3 22
ST 41.8 44.4 53.0 | 1.86 1.83 1.39
coO 31.9 543 72.3 | 2.52 1.51 0.96
™ 2.0 11.7 13.7 18.9 3.3 22
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En general se puede observar que los valores de %D no estan relacionados directamente
con la afinidad de la molécula de herbicida por el suelo (Kg), como ocurre en el suelo P-
277 donde se da una alta adsorcion pero también un elevado %D (58.1%) en relacion con
el resto de los suelos estudiados. Esto seria debido a que la desorcion solo estaria en
funcion de la fuerza de enlace mediante la cual el herbicida permanece adsorbido al
suelo y la adsorcion se da en funcién de los diversos factores anteriormente comentados

(contenido de la fraccidn fina, materia organica, éxidos, minerales de la arcilla, etc.....).
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B-CD NITRATO

ST

100

Norflurazona adsorbida (umol/kg)

SR

Norflurazona en equilibrio (jimol/L)

Figura 10. Isotermas de adsorcion-desorcion obtenidas mediante el empleo de

soluciones de nitrato cdlcico y de p-CD 0.01 M.
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Figura 11. Isotermas de adsorcion-desorcion para el suelo CO, obtenidas mediante el

empleo de soluciones de nitrato calcicoy de ay y-CD 0.01 M.

La adsorcion de la norflurazona es mas irreversible (mas bajos %D) a menores
concentraciones iniciales empleadas, debido a que practicamente todos los puntos de
adsorcion del adsorbato se encuentran mas disponibles. Esto queda reflejado en la tabla
9 donde los %D se incrementan a medida que se emplean mayores concentraciones

iniciales.

Cuando la desorcion se realiza empleando solucién de B-CD, se observa que en la
totalidad de los casos la histéresis es inferior a cuando se emplea 1a solucién de nitrato
calcico, mncluso observandose en todos los casos una histéresis negativa. Se pudo

observar que para las desorciones comrespondientes al suelo de AL (Fig. 11) la
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concentracion en equilibrio obtenida se encuentra desplazada hacia valores mas
elevados respecto a la correspondiente a la adsorcién, siendo debido a que se produce
un fuerte proceso de desorcidn, aunque para este suelo se hayan obtenido los valores
mas altos de adsorcién por parte del herbicida. Es también destacable que en el suelo de
TM, donde las adsorcidénes fueron muy altas y los %D bajos, se consiguiera también

una histéresis negativa, comprobandose de nuevo el importante poder desorvente de la

CD.

En la tabla 10 se muestran los valores de %D cuando se emplearon soluciones de 3-CD
para la desorcién, pero no se muestran ni los valores de H ni los parametros que se
obtienen mediante la ecuacidn de freundlich ya que estas isotermas de desorcién no se

ajustaron a dicha ecuacion.

Tabla 10. Valores del porcentaje desorbido (%) para la desorcion de norflurazonade

los distintos suelos con las soluciones de -CD.

SR P-27 AL ST ™

4 100 44 17.49 56.27 14.32

%D 12 97.95 52 32.88 66.72 54.98
20 93.12 72 41.48 87.12 45.20

En todos los casos los %D fueron mucho mas elevados que cuando se emplearon las
soluciones de nifrato calcico, siendo destacable la desorcidn para el suelo de TM (100%
para la concentracidn de equilibrio de 4 ppm). Debido a que la MO de este suelo podria
ser cualitativamente distinta a la de los otros suelos pudiendo generar distintos tipos de
enlaces entre el herbicida y el suelo lo que a su vez podria ser responsable de ese
elevado %D observado. Todo esto pone de manifiesto que hay una mayor facilidad para

la desorcidn de la norflurazona de los suelos empleados en presencia de 3-CD.

En conclusién, el hecho de que la desorcion de la norflurazona del suelo sea mayor al

desorber con B-CD se debe a que este herbicida tiende a formar un complejo de
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inclusion con dicha CD en solucidn, por lo que esta puede estar actuando como un

extractante hacia la norflurazona adsorbida.

Con respecto a la influencia de la concentracion inicial de norflurazona en la desorcion,
en general, tanto con nitrato calcico como con B-CD, la desorcién es mucho maés facil
cuanto menor es la concentracion inicial de norflurazona empleada, o sea, cuanto menor

es la cantidad de norflurazona adsorbida.

Por tltimo, se realizaron experimentos empleando las otras dos CDs naturales a las que
se les realizd, en la primera parte de este trabajo, un estudio de caracterizacion y analisis
de la formacién de un compleo de inclusidn en el cual se obtuvieron resultados

satisfactorios respecto a la formacién de dicho complejo en solucidn.

Para este ensayo se empleo el suelo CO, obteniendose unos resultados similares a los
obtenidos para la -CD, es decir, incrementindose claramente el %D (100% con ambas

CDs).
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6. CONCLUSIONES

1. Los estudios de interacciéon acuosa plaguicida-CD han mostrado que las
ciclodextrinas de origen natural, c-, B- ¥ v-, conducen a diagramas de solubilidad
del tipo A de Higuchi, es decir los complejos formados entre el plaguicida y estas
CDs no poseen un Hmite de solubilidad defmnido, por lo que queda descartada la
posibilidad de obtencion de complejos en estado solido por coprecipitacién para

las mismas.

2. El célculo de las constantes de estabilidad en medio liquido ha puesto de
manifiesto la siguiente secuencia B-CD>y-CD>a-CD. Estos resultados confirman
la importancia de la dimensién de la cavidad de la ciclodextrina en el proceso de

complejacidn del plaguicida.

3. Los estudios térmicos (DSC) pusieron de manifiesto que los sistemas
elaborados mediante las técnicas de atomizado, y rotavapor nos conducen a una
complejacion total del plaguicida dentro de la cavidad de la CD, deducida a partir
de la desaparicion de la endoterma de fusidn del plaguicida en los termogramas de
dichos sistemas y por el contrario el sistema elaborado por amasado conduce a
una complejacion parcial debido a la presencia de la endoterma de fusidn del

plaguicida annque de menor intensidad que en la mezcla fisica.

4. XRD ha puesto de manifiesto que los ftres sistemas conducen a
modificaciones en sus espectros respecto a la correspondiente mezcla fisica. En el
caso de los sistemas elaborados por amasado y atomizado se registra la practica
desaparicién de los picos que se pueden atribuir a2 la complejacion y/o
amorfizaciéon de los sistemas. Por el contrario el producto obtenido por
evaporacidon conduce a un nuevo compuesto cristalino totalmente diferente a los

productos de partida.

5. Mediante espectroscopia de IR, para la técnica de rotavapor, se ha confirmado
que el proceso de complejacion del plaguicida en la cavidad de la $-CD produce
un desplazamiento parcial de la banda situada a 1618 cm™, correspondiente al
grupo carboxilico de la molécula del plaguicida lo que indicaria una complejacién

parcial, ademés de la aparicién de una nueva banda a 1299 cm™.
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6.

suelos.

Los estudios de velocidad de disoluciéon muestran que la presencia de la B-CD

en las formulaciones conduce, en todos los casos, a un aumento de Ia velocidad de

disolucién del plaguicida, cercanos al 100% lo que indica una disolucion casi

instantinea de los mismos, independientemente de la técnica utilizada para su

elaboracion.

7.

10.

11

En orden creciente, la adsorcion para los distintos suelos quedd como sigue:

SRLCO<ST<P-27<TM<AL.

Se observd que en todos los casos la isoterma de adsorcidn se ajustd a la

ecuacion de Freundlich para los tipos distintos de suelos.

Las variables estadisticamente significativas fueron el contenido en materia
orgnica y el contenido en oxidos de hierro y de aluminio. Entre estas
propiedades del suelo la mas significativa fue la cantidad de materia organica,

que contribuye un 85% a la adsorcion.

Las isotermas de desorcion obtenidas empleando solucién de nitrato célcico,
fueron también descritas mediante la ecuacidén de Freundlich. Sin embargo,
cuando la solucion de P-CD fue empleada, la isoterma de desorciéon no se

ajustd a dicha ecuacion.

En todos los casos donde se emplearon las soluciones de nitrato calcico 0.01M
para llevar a cabo la desorcidn, se observo histéresis, siendo especialmente
marcada en el suelo TM. Cuando la desorcion se realizdé empleando solucién
de B-CD, se observa que en la totalidad de los casos la histéresis es inferior a
cuando se emplea la solucién de nitrato calcico, llegando incluso a ser

negativa.
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