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RESUMEN

El cultivo de maiz en la Argentina se ha extendido significativamente en las ultimas
campafias, hecho que se refleja en el incremento del 60% del drea sembrada en los
ultimos cinco anos que lo posicioné en el segundo lugar después de la soja, con una
produccion, en la campafia 2019/2020, de 50 millones de toneladas. Al igual que en la
mayoria de los cultivos agricolas, una de las principales causas que puede afectar su
rendimiento es la presencia de malezas y el principal método utilizado para efectuar el
manejo de las mismas es la aplicacién de herbicidas, entre los que se pueden mencionar
la atrazina, el paraquat y el 2,4-D, que han sido seleccionados para ser analizados en
este Trabajo de Tesis, por su relevancia para la preservacion de los cultivos de maiz. La
aplicacién de herbicidas mediante formulaciones convencionales suele resultar poco
eficiente, debido a la retencion del principio activo en el suelo y a su degradacion por
estar expuesto al medio ambiente, entre otros factores. Para contrarrestar las pérdidas
la practica mas comun es la sobredosificacidn, con los consecuentes impactos negativos
sobre la salud, el medio ambiente y la rentabilidad de los cultivos. Una de las alternativas
tendientes a la resolucion de la problemdtica planteada es la utilizacion de
formulaciones de liberacidn controlada, que se basan en el encapsulamiento o la
adsorcién del principio activo para protegerlo del medio ambiente y disminuir su
retencién en el suelo por adsorcion o lixiviacion, disminuyendo la cantidad que debe ser

aplicada para cumplir su funcién herbicida.

En este Trabajo de Tesis se realizd un relevamiento bibliografico de los avances
cientificos recientes en el desarrollo de formulaciones de liberacion controlada de

atrazina, paraquat y 2,4-D. Del andlisis critico de los resultados presentados por los



diferentes autores surge un escenario alentador, dado que han demostrado tener la
misma eficiencia de manejo de malezas con menor impacto ambiental.
Lamentablemente, aun no hay muchas formulaciones de liberaciéon controlada
disponibles en el mercado, lo cual limita su utilizacion, pero a la vez es un incentivo para
continuar investigando y trabajando en los procesos de regulacion que permitan

expandir la utilizacion de esta tecnologia para el manejo de malezas.
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1. INTRODUCCION

1.1 El cultivo de maiz. Fenologia y desarrollo



El maiz es un cereal de ciclo anual perteneciente a la familia Gramineas. Las plantas
de Zea mays L. son de porte robusto con un tallo erecto de elevada longitud, que no
presenta ramificaciones y puede alcanzar los 4 metros de altura. Las hojas son
lanceoladas y se disponen en forma alterna sobre el tallo principal.

En la Argentina, el 80% de la produccién de este cultivo se concentra en la zona
correspondiente al norte de la provincia de Buenos Aires, sudeste de Cérdoba y sur de
Santa Fe, denominada tradicionalmente como “zona nucleo maicera”, seguida por las
provincias de Santiago del Estero, Entre Rios, La Pampa y Chaco. De acuerdo a los datos
de la Direccién de Estimaciones Agricolas del Ministerio de Agricultura, en la campafia
2018/19 la superficie sembrada con maiz a nivel nacional fue de 9.093.877 hay el total
de produccion alcanzd las 57.219.677 tn, lo que posiciond este cultivo como el segundo
en importancia después de la soja.

Para poder estimar la fecha aproximada de ocurrencia y duracién de cada una de
las etapas del desarrollo de un cultivo, es esencial conocer e identificar cada una de ellas
y, en base a ello, planificar las labores a realizar. En este contexto, a continuacién, se
define el concepto de fenologia y se realiza una descripcion detallada de las diferentes

etapas fenoldgicas.

1.1.1 Concepto de fenologia agricola

La fenologia es la ciencia que comprende el estudio y la observacién de los
estadios de desarrollo vegetativo y reproductivo de plantas y animales en relacién con
las condiciones ambientales (luz, temperatura, humedad, etc.) (Schwartz, M.,1999). A

su vez, la fenologia agricola estudia las fases del desarrollo por las que atraviesa un
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cultivo, basandose en los cambios morfolégicos y fisioldgicos de las plantas a medida
que transcurre su ciclo de vida.

Los estudios fenoldgicos facilitan la toma de decisiones referidas al manejo de los
cultivos, principalmente en relacién con la aplicacién de fertilizantes y pesticidas
(herbicidas, insecticidas y fungicidas). Ademas, la profundizacidon del estudio de las
diferentes fases de los cultivos permite conocer los componentes del rendimiento que
guedan fijados en cada una de ellas y analizar los factores ambientales que influyen en
su duracidn. En base a esta informacién es posible predecir la adaptacién o no de los
cultivos a las diferentes zonas de produccién, asi como también su rendimiento

potencial.

1.1.2 Escala fenoldgica y etapas de desarrollo

Las escalas fenoldgicas permiten identificar los estados de desarrollo del cultivo,
entendiéndose por desarrollo a la progresién de una etapa a otra mds avanzada. En el
caso del maiz, la escala mas utilizada a nivel nacional e internacional es la propuesta por
Ritchie y Hanway (1982), que se basa en la utilizacion de caracteres morfoldgicos
externos o macroscépicos para identificar los periodos vegetativo y reproductivo.

- Periodo Vegetativo: En la hoja del maiz se pueden diferenciar tres partes
principales: el cuerpo, la vaina y el cuello (fig. 1). El cuerpo es la parte plana que
intercepta la luz, la vaina es la parte que se envuelve alrededor del tallo y el cuello es la
linea de demarcacidn entre el cuerpo y la vaina, que normalmente presenta una forma
curva. Cuando el cuello se encuentra visible, se considera que la hoja esta

completamente extendida.
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Las etapas del periodo vegetativo (V) se caracterizan por la presencia del cuello
visible en las hojas emergidas y se identifican con la letra V y un subindice que esta
asociado al orden de la ultima hoja completamente extendida al momento de la

observacion.
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Figura 1. Hojas emergidas con cuello visible. Fuente: DuPont. Pioneer2015

Esta serie de etapas comienza con la emergencia (Ve) y continda con cada hoja
sucesiva (V1, V2, V3, Vi), hasta la aparicion de la panoja (V7). La panoja es la flor masculina
gue produce el polen, mientras que la flor femenina (mazorca) produce los évulos, que
luego de la fecundacion se convertiran en granos (fig. 2). Debido a la caracteristica de
hermafroditismo del maiz, ambas flores (masculina y femenina) se desarrollan en la

misma planta, pero se encuentran separadas (fig. 3)
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Extomsion universitaria do la
veraidad dol Balada de lowa

Figura 2. Panoja totalmente emergida (izquierda) y mazorca inmadura (derecha)

Fuente: DuPont. Pioneer. 2015

Figura 3. Separacion vertical de flores en la planta. Fuente: DuPont. Pioneer. 2015

- Periodo Reproductivo: las etapas reproductivas (R) se caracterizan por la
emergencia de los granos en la mazorca. Se identifican con la letra R y un subindice. La
primera etapa Ricorresponde a la emergencia de los estigmas, momento en el cual estos
son visibles fuera de las chalas que envuelven a la mazorca. Luego continda la etapa R,
que corresponde al estado de cuaje o ampolla. Las etapas subsiguientes desde Rz hasta
Rs corresponden al llenado de los granos. El periodo de llenado comienza desde el

momento en el que se produce la fecundacién hasta la formacién de la “capa negra” o
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tejido de absicion, el cual se genera a partir de la necrosis de los haces vasculares que
conectan al grano con los tejidos maternos. En la Ultima etapa (Re) los granos se
consideran maduros fisiolégicamente y ademds han alcanzado su peso seco maximo.
En la tabla 1 se resumen las etapas correspondientes a cada uno de los dos
periodos y, a continuacion, se presenta una breve descripcion de los principales

aspectos de cada una de ellas.

Tabla 1: Etapas de desarrollo del maiz. Adaptado de Abendroth et al; 2011

ETAPAS DE DESARROLLO DEL MAIZ
PERIODO | ETAPA NOMBRE COMUN
Ve EMERGENCIA
Q Vi PRIMERA HOJA
E 2 SEGUNDA HOJA
§ Vs TERCERA HOJA
= Vs ENESIMA HOJA
Vr PANOJAMIENTO
R; EMERGENCIA DE ESTIGMAS
S CUAJE DE GRANOS 0 ETAPA DE
5 R, “BLISTER”
2 Rs GRANO LECHOSO
§ R4 GRANO PASTOSO
& Rs GRANO DENTADO
Re MADUREZ FISIOLOGICA

1.1.3 Etapas vegetativas:

Germinacion y emergencia (V)
Luego que la semilla es plantada, comienzan a ocurrir dentro de ella reacciones
metabdlicas y, si la humedad es adecuada y la temperatura del suelo superior a los 10

°C, la radicula empieza a crecer. Poco después de que la radicula emerge, tres o cuatro
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raices adicionales emergen también de la semilla que, junto con la raiz seminal,

permiten la absorcién de agua y nutrientes para la plantula.

En el caso del maiz ocurre primero lo que se denomina emergencia “hipogea”,
en la que el cotileddn permanece debajo de la superficie. Luego, el mesocotilo se alarga
y empuja la punta del coledptilo hacia la superficie del suelo, dando lugar a la
emergencia que se produce cuando el coledptilo atraviesa la superficie del suelo. En ese
momento la posicion de la raiz principal se encuentra aproximadamente a 2 cm por
debajo de la superficie del suelo (fig. 4). Posteriormente, las hojas embrionarias crecen

a través del coledptilo y la primera hoja verdadera emerge y marca el inicio de la etapa

V1.
€—— Coleoptilo
—3> Mesocotilo
a
primera hoja —_— -
verdadera
3
g
]
£
£
Figura 4. Ubicacidn del coledptilo, la corona, la longitud del mesocotilo y la raiz principal a
tres profundidades de siembra. Fuente: DuPont. Pioneer 2015
»  Etapa Vi

La etapa Vitermina cuando la primera hoja ha surgido completamente y el collar
en ella es visible. Esta primera hoja tiene una punta redonda, mientras que en las

siguientes las puntas son mas puntiagudas.
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»  Etapa V>

Esta etapa se alcanza cuando han surgido dos hojas en las cuales los collares son
completamente visibles.
»  Etapa V;

Marca el inicio del proceso fotosintético y el final de la funcién de la semilla como
la fuente de alimentacion primaria. En esta etapa, a medida que las raices aumentan de
tamafio y empiezan a formar el pelo radical, la planta comienza a depender del sistema
radicular nodal. Ademas, se detiene el crecimiento de la raiz seminal.

»  Etapas V4-Vs

Al igual que en las etapas anteriores, estas etapas se alcanzan cuando han surgido
cinco hojas en las cuales el collar es visible.
»  Etapas Ve-Vi1

Durante estas etapas las plantas de maiz comienzan un periodo de elongacion del
nodo interno de manera muy rdpida. Alrededor de la etapa Vs, el punto de crecimiento
se desplaza por encima de la superficie del suelo. Debido a ello, en ese momento la
planta es mds propensa a sufrir lesiones que podrian dafar el punto de crecimiento.
Ademas, en general alrededor de la etapa V7, se establece la cantidad de hileras de
granos en la mazorca. Es importante destacar que durante este periodo se deben tratar
de evitar las situaciones de estrés, dado que podrian afectar el nimero de hileras de
granos producidos generando un impacto negativo en el rendimiento.

»  Etapa Vi2-Vr (panojamiento)
Asi como en el periodo anterior se establece la cantidad de hileras de granos, el

numero de granos por hilera se determina en las semanas previas a la aparicion de las
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panojas. En ese momento también es importante evitar las situaciones de estrés para
no afectar el nimero de granos producidos.
»  Etapa de transicion VT-R;

La transicion del desarrollo vegetativo al reproductivo es un periodo crucial para
la determinacién del rendimiento en granos. El panojamiento (V1) ocurre cuando la
ultima rama de la panoja ha emergido y se extiende hacia afuera. En ese momento, el

desarrollo vegetativo estd completo y la planta ha alcanzado su altura maxima.

1.1.4.Etapas reproductivas:

»  Etapa Ri-Emergencia de los estigmas

Ocurre cuando los estigmas son visibles fuera de las chalas (fig. 5). En esta etapa
también se produce la polinizacion, proceso en el cual los granos de polen caen en los
estigmas y, posteriormente, ocurre la fertilizaciéon y los évulos se convierten en granos.
En este momento es muy importante evitar el estrés hidrico que se podria generar en
condiciones de baja humedad, dado que puede causar la desecacién de los estigmas y/o
de los granos de polen, afectando por lo tanto el nimero de granos, que es el principal

componente del rendimiento del cultivo.
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Figura 5. Mazorca en R;. Con chalas y estigmas (izq.) sin chalas y estigmas (derecha). Fuente:

DuPont. Pioneer. 2015
»  Etapa R,— Cuaje de granos o Etapa de “blister”

Esta etapa comienza entre 10 y 14 dias después de la aparicién de los estigmas. En
ese momento los granos tienen alrededor del 85% de humedad y se asemejan a un
blister con un contenido interno de color claro (fig. 6). Durante esta etapa, las
condiciones de estrés pueden producir la interrupcién del crecimiento de los granos, si

bien el riesgo es mayor en los dias posteriores a la polinizacién.

Figura 6. Granos en etapa de “blister”. Fuente: Nielsen, R.L. Purdue University. 2019

»  Etapa Rs- Grano lechoso

Comienza entre 18 y 22 dias después de la aparicién de los estigmas, cuando los
granos comienzan a mostrar el color final (amarillo o blanco). En esta etapa los granos
tienen alrededor de un 80% de humedad, el liquido interior es blanco lechoso y llenan
completamente el espacio entre hileras.
> Etapa R4 Grano pastoso

Comienza entre 24 y 28 dias después de la aparicion de los estigmas. En esta etapa
los granos tienen aproximadamente un 70% de humedad, a su vez el liquido interior se

espesa y adopta una consistencia pastosa. En general, el estrés durante esta etapa no
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afecta el crecimiento de los granos, pero puede afectar la tasa de acumulacién de
almidoén y el peso promedio.
»  Etapa Rs-Grano dentado

Ocurre entre 35 y 42 dias después de la aparicidn de los estigmas. En esta etapa,
los granos estan compuestos de una capa externa de almidén duro que rodea a un
nucleo mas suave. Luego, cuando el nucleo comienza a perder humedad y se reduce, se
forma una hendidura en la parte superior del grano. La cantidad de hendiduras
dependerd de la genética y de las condiciones de crecimiento.
»  Etapa Re- Madurez fisioldgica

Esta etapa comienza entre 60 y 65 dias después de la aparicién de los estigmas.
Los granos poseen alrededor del 35% de humedad y han alcanzado su peso maximo. La
capa de almiddn duro ha avanzado hasta la punta del grano. Luego las células de la punta
del grano pierden su integridad y caen haciendo que se forme la capa de absicidon
denominada generalmente como “capa negra” (fig. 7). Una vez que la capa negra se ha
formado, el almidén y la humedad no pueden ingresar ni salir del grano. Las condiciones

de estrés en esta etapa ya no afectan el rendimiento del cultivo.

Figura 7. Progresion de la formacion de la capa de absicion negra. Fuente: DuPont.Pioneer. 2015
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1.1.5. Factores que afectan el desarrollo

En funcion del genotipo y de las condiciones ambientales, especialmente la
temperatura y el fotoperiodo, la duracidn de cada una de las etapas descriptas
anteriormente puede presentar una gran variabilidad. Por lo cual, para que se produzca
el paso de una etapa fenoldgica a la siguiente, se requiere que el cultivo haya recibido
una determinada cantidad de energia en forma de calor, es decir que hasta que el calor
acumulado no haya sido suficiente, el cultivo no pasara a la siguiente etapa fenoldgica.

(Gilmore, E., 1958).

Dado que, como se menciond en el parrafo anterior, el tiempo cronoldgico
depende de las variables ambientales, resulta mucho mads util expresar el tiempo de
desarrollo de un cultivo en términos del tiempo fisioldgico, que estd relacionado a la
cantidad de energia que recibié el cultivo en el periodo de tiempo evaluado, es decir el
calor acumulado en ese periodo de tiempo. Uno de los métodos mas utilizados para
calcular el calor acumulado es el de Grados/ Dia de crecimiento (GDD, por sus siglas en
inglés). Este método tiene en cuenta que la temperatura minima necesaria para que el
cultivo de maiz pueda desarrollarse es 10°C (Martinez Alvarez, 2015). Las temperaturas
por encima de la minima a las que el cultivo estuvo expuesto se acumulan como GDD.
Por ejemplo, la cantidad de GDD acumulados en un dia seria nula si durante todo el dia
la temperatura se mantuviera en 10°C o menos. La Ecuacidon 1 muestra cdmo se calculan
los GDD vy, la suma de los GDD acumulados durante un periodo determinado, sirve para
estimar la evolucion del desarrollo del cultivo (Ecuacion 2).

__ (Tmin+Tmax)

GDD = =S — Thase e))
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En donde: Tmin: Temperatura minima diaria, Tmax: Temperatura maxima diaria

T base: Temperatura por debajo de la cual se detiene el crecimiento.

GDD acumulados= X GD 1-n 2)

En el caso del maiz, se necesitan aproximadamente entre 90-120 GDD para la
emergencia. Mientras el punto de crecimiento se encuentra por debajo de la superficie
del suelo, la velocidad de la germinacidn, la emergencia de las plantulas y el crecimiento
posterior, estaran regidos por la temperatura del suelo en la zona cercana a la semilla.
Por este motivo, los GDD del suelo cumplen un papel fundamental en esta etapa, que
va decreciendo a medida que la plantula crece. En el caso de los GDD del aire, estos
adquieren una influencia dominante cuando el punto de crecimiento atraviesa la
superficie del suelo.

Dependiendo del genotipo, el requerimiento térmico del periodo entre la floraciéon
y la madurez relativa varia entre los 600 y los 900 GDD. Los rendimientos elevados en el
cultivo de maiz se asocian con ambientes de alta radiacion solar y elevada amplitud
térmica (Cantarero et al., 1999), debido a que temperaturas diurnas elevadas (alrededor
de 302C) posibilitan una elevada actividad fotosintética (Andrade et al., 1997), y las
temperaturas nocturnas bajas provocan una disminucion de la respiracidon y un retraso
del desarrollo fenoldgico, por lo cual aumentan los dias de aprovechamiento de la
radiacion solar incidente (Sadras et al., 2002).

Ademads de todas las variables mencionadas anteriormente, que pueden afectar el
rendimiento del maiz, es importante mencionar a las malezas que, por competir con el
cultivo por la luz, el agua y los nutrientes, asi como también por actuar como

hospedadoras de plagas y enfermedades, pueden ocasionar importantes pérdidas de
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rendimiento. Por ese motivo, es fundamental un apropiado control de las malezas. En

funcién de ello en la siguiente seccion se profundiza el tema.

1.2. Las malezas en el cultivo de maiz

1.2.1 Definicion de maleza

Las malezas son plantas indeseables en un contexto de lugar y tiempo
determinado. La Sociedad Cientifica Europea las define como “cualquier planta o
especie vegetal, excluidos los hongos, que interfiera con los objetivos o actividades
humanas”. A su vez, la Sociedad Americana las engloba en la definicion de “plantas que
crecen en sitios donde no son deseables”. Estos conceptos, abarcan la idea de que, en
un determinado momento, un cultivo puede ser considerado como maleza.

En términos generales, se pueden definir como especies vegetales que se
encuentran altamente adaptadas al entorno y crecen de forma natural en zonas de
produccidn agricola y que poseen a su vez caracteristicas tales como un elevado poder
germinativo y un alto grado de dispersion.

Como se vera a continuacién, la competencia generada por las malezas afecta el
normal crecimiento y desarrollo de los cultivos, lo que se traduce en una disminucion en

el rendimiento.

1.2.2 Efectos negativos de las malezas sobre el cultivo de maiz - Pérdidas

ocasionadas
El maiz es un cultivo de crecimiento inicial sumamente lento y, por lo tanto, ya
desde la etapa de implantacidn, las malezas pueden ocasionar importantes dafios, por

lo cual es de suma importancia realizar un control temprano. El periodo critico puede
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extenderse hasta la etapa de crecimiento Vg incluso Vs, y las pérdidas ocasionadas

pueden alcanzar valores de hasta el 95% del rendimiento (Papa, J., 2017).

Las pérdidas de rendimiento ocasionadas por las malezas en los cultivos pueden

agruparse en dos categorias:

- Directas: Son las ocasionadas por efecto de la competencia entre las malezas y
el cultivo de maiz por los nutrientes y/o el agua del suelo, y /o la posible alelopatia
(produccion por parte de las malezas de algin metabolito toxico para el maiz), que traen
como consecuencia alteraciones en el normal desarrollo del cultivo. En la zona nucleo
maicera las pérdidas directas representan aproximadamente, entre un 10y un 15 % del
rendimiento. La disminucion de la intensidad y frecuencia de laboreo de la tierra trae
como consecuencia mayor presencia de malezas y por lo tanto un aumento de las
pérdidas directas, siendo esta situacion exacerbada ante la presencia de especies
perennes (Rossi et al.,2012).

- Indirectas: Son las ocasionadas por la interferencia de las malezas en el proceso
de cosecha del cultivo, generando en la zona nucleo maicera pérdidas de rendimiento

de alrededor del 3% (Bragachini et al., 1995, Rossi et al., 2012).

1.2.3  Principales especies de malezas

En la region “nucleo maicera”, las malezas se presentan en comunidades
conformadas por diferentes especies que varian en su predominio dependiendo del
sistema de produccion. En el caso de la siembra directa, que se basa en la eliminacion
de la labranza, se generan condiciones en el suelo que favorecen la proliferacion de
gramineas anuales, que pueden ocasionar pérdidas directas altamente significativas

(Papa, J., 2017).
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Entre las principales especies de gramineas no deseadas se pueden mencionar:

» Sorghum halepense (sorgo de Alepo) (perenne)
» Digitaria sanguinalis (pasto cuaresma) (anual)
» Brachiaria spp, (pasto bandera) (anual)

» Eleusine indica (pata de ganso) (anual)

Por otra parte, entre las principales especies de latifoliadas o de hoja ancha, que

también suelen interferir en los cultivos de maiz, se encuentran:

» Amaranthus hybridus (yuyo colorado)
» Conyza bonariensis (rama negra)

» Commelina erecta (flor de Santa Lucia)
» Cardus acanthoides (cardo negro)

» Brasicca spp. (nabo)

Como se menciond anteriormente, la presencia de malezas interfiere con el
normal desarrollo del cultivo, por lo tanto, es fundamental ejercer métodos de manejo
para minimizar las pérdidas en el rendimiento. Uno de los métodos de control mas
ampliamente difundido consiste en la aplicacion de fitosanitarios, dentro de los cuales,
los destinados al control de malezas se agrupan bajo el nombre de herbicidas. Segun los
datos del Censo Nacional Agropecuario del ano 2018, de las hectareas sembradas con
maiz a nivel nacional, 5.426.360 fueron tratadas con herbicidas, 2.091.652 con
insecticidas y 739.792 con fungicidas.

La utilizacién de herbicidas como método de control de malezas y las

formulaciones de liberacién controlada como alternativa para disminuir el impacto
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ambiental generado por su uso, seran desarrollados y analizados en este Trabajo de
Tesis.

2.  HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1 Hipotesis

La aplicacidn de herbicidas para el control de malezas es una de las herramientas
fundamentales para la produccién agricola de cultivos extensivos y, como consecuencia
de los cambios en los sistemas de produccién, en los Ultimos afios su aplicacién ha
aumentado considerablemente.

Lamentablemente, los sistemas de aplicaciéon tradicionales son altamente
ineficientes, dado que el principio activo luego de ser aplicado sufre fotdlisis, se
hidroliza, sufre degradacién por microorganismos, etc. y, por lo tanto, la proporcién de
utilizacién efectiva es sélo del 10 al 30 % (Xiang et al, 2018). Para compensar la baja
eficiencia de la aplicacién se emplean dosis de herbicidas mucho mayores a las que se
requeririan si las pérdidas fueran menores, con el consecuente impacto econémico y
ambiental negativo.

Una alternativa para aumentar la eficiencia de la aplicacion es proteger al
herbicida del ambiente preparando particulas en las cuales el principio activo esté
encapsulado o adsorbido dentro de una matriz que minimice su exposicién a las
condiciones ambientales, minimizando su degradacion. Ademas, el encapsulamiento
y/o la adsorcion de los herbicidas podrian permitir su liberacidn controlada, es decir la
liberacion gradual del principio activo reduciendo su tiempo de exposicion al medio
ambiente y manteniendo la concentracién minima necesaria para ejercer el control de

malezas.
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2.2. Objetivo general

Evidenciar el impacto ambiental positivo del encapsulamiento y la adsorcién de

herbicidas como alternativas a utilizar en lugar de las formulaciones convencionales de

los mismos.

2.3. Objetivos especificos

>

3.

Hacer un relevamiento bibliografico de los avances en el campo del
encapsulamiento, la adsorcién y la liberacién controlada de los herbicidas atrazina,
paraquat y 2,4-D, comunmente empleados en el cultivo de maiz.

Investigar los mecanismos de accion de los herbicidas seleccionados.

Analizar la dindmica e impacto ambiental de los herbicidas en estudio en las
formulaciones convencionales y en los sistemas de liberacion controlada.

Realizar un andlisis critico de las posibles ventajas de las formulaciones de liberacion

controlada frente a las formulaciones convencionales.

ESTADO DE LA TECNOLOGIA

3.1 Programa de manejo y control de malezas — Control quimico

El control quimico de las malezas por aplicacion de herbicidas puede ser

implementado en cualquiera de las etapas que se indican a continuacion. La

conveniencia del momento de la aplicacion estara determinada por el tipo de cultivo y

las especies de malezas involucradas.

> Pre siembra

> Pre emergencia del cultivo

» Post emergencia del cultivo
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3.1.1 Control de malezas en pre siembra

En el periodo de tiempo que transcurre entre la cosecha de un cultivo y la siembra
del siguiente se almacenan en el suelo los recursos necesarios (agua y nutrientes) para
el desarrollo del cultivo posterior (Papa, J., 2017). La longitud del periodo entre cultivos
estd definida por el esquema de rotacion de los cultivos pudiendo, por lo tanto, ser largo

o corto.

» Corto (2 meses - entre un cultivo estival y uno invernal). Es el caso de un cultivo de
soja cosechado a fin de marzo, seguido por la siembra de trigo en los primeros dias

de junio.

» Largo (7-8 meses - entre dos cultivos estivales) Es el caso, por ejemplo, de un cultivo
de soja cosechado a fin de marzo, seguido por la siembra de maiz a fines de

noviembre. (Ponsa, J., 2016)

Durante el periodo de pre siembra se implementan practicas tendientes al control
de malezas, para evitar que estas consuman los recursos que necesitard el siguiente
cultivo. En los sistemas de siembra directa estas practicas consisten en la aplicacién de
herbicidas, que son el componente fundamental del denominado “barbecho quimico”,
gue se define como el periodo de transicion entre dos cultivos en el que el suelo se
mantiene libre de malezas mediante la aplicacion de herbicidas.

Para el caso de barbechos largos, se requiere la utilizacion de herbicidas
residuales, también llamados suelo-activos, que se aplican directamente en el suelo vy,
luego de penetrar en el mismo, forman una pelicula en su superficie. Este tipo de

herbicida, luego de ser aplicado permanece activo durante un periodo de tiempo,
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|II

generando el denominado “efecto residual”. Es muy importante conocer la extension

aproximada del efecto residual, para conocer el periodo de tiempo en el cual el control

de las malezas sera efectivo y establecer el momento éptimo para la aplicacién evitando
que su efecto genere dafios por fitotoxicidad en los cultivos posteriores. En el caso de la
atrazina, por ejemplo, el efecto residual tiene una duracidn de entre 2 a 6 meses

(Rainero et al., 2011), mientras que en el caso del 2,4-D es, aproximadamente, de una a

cuatro semanas (Lagarde y Bedmar, 2003).

Por lo tanto y en base a lo expuesto, al momento de seleccionar el principio activo

a utilizar deberan considerarse los siguientes aspectos (Ponsa, J., 2016):

» Especies de malezas presentes: la correcta identificacion de los individuos y el
conocimiento de su ciclo (anual/perenne), asi como su tamafio, densidad y nivel de
tolerancia, definiran los principios activos y las dosis a utilizar.

> Efecto residual del principio activo sobre el cultivo posterior: como mencionamos
anteriormente, para evitar que el efecto residual del herbicida afecte el cultivo
posterior, uno de los datos fundamentales a tener en cuenta es la residualidad del
mismo, considerando, ademads, que la influencia de factores, tales como la materia
orgdnica, la textura y la humedad del suelo, entre otros, pueden variar el
comportamiento de los herbicidas una vez que entran en contacto con la superficie
del mismo (Vicari et al., 1994, Cepeda et al., 2001; Bazzigalupi et al., 2001). Por lo
tanto, el periodo de tiempo recomendable entre la aplicacion del herbicida y la

siembra del préximo cultivo dependera en parte de las caracteristicas de cada region.

En la Argentina, en el estadio de pre siembra comunmente se utiliza la atrazina, la

cual puede aplicarse solo o en mezcla con otros principios activos.
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3.1.2 Control de malezas en pre y post emergencia

Como se menciond anteriormente, el maiz es un cultivo que presenta un lento
crecimiento inicial y, en general, el periodo critico de competencia con las malezas
coincide con las primeras etapas de crecimiento. Para evitar la competencia con las
malezas en los primeros 25-30 dias después de la emergencia, se utilizan herbicidas pre
emergentes con accion residual.

Los herbicidas de accién pre emergente controlan las malezas desde las primeras
etapas de su ciclo de vida, mds concretamente durante la germinacion y la emergencia,
momentos en los cuales las plantas son mas vulnerables y su control mas eficaz. Para el
éxito de este tratamiento es fundamental que la humedad del suelo sea adecuada, dado
gue las semillas de las malezas, en general, se encuentran a una profundidad entre 3y
5 cm del suelo y el herbicida debe penetrar hasta dicha profundidad para poder cumplir
su funcién vy, en la penetracién del herbicida, la humedad del suelo tiene un rol critico.

Lamentablemente, ante la ocurrencia de precipitaciones abundante los herbicidas
son lixiviados hacia horizontes de mayor profundidad en el suelo y, esa situacion sumada
a que en algunas ocasiones la residualidad de los herbicidas aplicados no resulta lo
suficientemente prolongada para mantener el lote libre de malezas durante Ia
emergencia del cultivo, todo ello conlleva a la necesidad de aplicar herbicidas post
emergentes para frenar el crecimiento de las malezas.

Al igual que en el caso de la aplicacion de herbicidas pre siembra, al aplicar
herbicidas pre o post emergentes, como el 2,4-D, es importante considerar el momento
de aplicacién para evitar la generacion de fitotoxicidad en el cultivo de maiz. En este
caso, las manifestaciones de fitotoxicidad en el maiz por uso inapropiado del 2,4-D

incluyen malformacién de hojas, encorvamiento de plantas, tallos quebradizos y/o
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malformacion de raices adventicias, lo cual afecta la estabilidad de las plantas y puede

generar pérdidas en el rendimiento.

La eficiencia de control de malezas dependerd de diversos factores, entre los

cuales se encuentran:

>

Tipo y volumen de rastrojo - el rastrojo se encuentra formado por los restos de
hojas y tallos que quedan en el terreno después de la cosecha de un cultivo, y
cumplen un rol clave en la cobertura del suelo en los sistemas de produccién de
siembra directa. Cuando la materia seca del rastrojo en la superficie es superior a
3000 kg / ha, la llegada de los herbicidas al suelo disminuye significativamente
(Banks y Robinson, 1983; Wicks et al., 1994). Adema3s, la naturaleza del rastrojo
del cultivo anterior también es importante. En este sentido, durante la aspersion
del herbicida, el rastrojo de soja, por ejemplo, retiene menos producto que el
rastrojo de maiz.

Humedad del suelo - a mayor contenido de agua en el suelo, mayor es la
disponibilidad del herbicida para las plantulas de malezas en proceso de
emergencia. En lineas generales, la eficiencia de estos productos para controlar
las malezas esta supeditada a la posibilidad de ser absorbidos en el suelo gracias a
las precipitaciones que deben ocurrir en los 10 a 15 dias posteriores a la aplicacidn.
Contenido de materia orgdnica (MO) y textura — La materia orgdnica y las arcillas
son los principales responsables de la adsorcidén de los herbicidas en el suelo
(Zimdahl, R. 1992). Por tal motivo, el contenido de materia organica del suelo es
uno de los indicadores a considerar para establecer las cantidades de principio

activo que deben ser aplicadas.
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pH — ciertos herbicidas son sensibles al pH y, de acuerdo al pH del suelo, pueden
hallarse en estado neutro, anidnico (carga negativa) o catidnico (carga positiva).
La afinidad de los herbicidas con el suelo varia en funcién de la carga. Dado que
las arcillas y la materia orgdnica del suelo estan cargados negativamente, las
moléculas cargadas positivamente se veran fuertemente atraidas por las cargas
negativas del suelo, mientras que las cargadas negativamente seran repelidas.
Aquellos herbicidas que tengan mucha afinidad con el suelo estaran menos
disponibles para ejercer su accidn de control de malezas.

Estructura quimica del herbicida - el grado de retencién de los herbicidas por la
biomasa vegetal presente en la superficie del suelo depende, entre otros factores,
de la estructura quimica del herbicida.

Especies presentes - las especies perennes como el sorgo de Alepo, el gramon, el
cebollin y las enredaderas; requieren un analisis mas profundo al momento de
decidir la tactica de control quimico mas adecuada, dado que, algunas de ellas,
presentan una menor susceptibilidad a los herbicidas mas frecuentemente
utilizados. Por el contrario, para las gramineas anuales lo mds habitual es la

aplicacion de atrazina en combinaciéon con algin graminicida.

3.1.3 Herbicidas a utilizar en los periodos de pre y post emergencia

En las tablas 2 y 3, se resumen los principios activos mas utilizados para el control

de malezas en estadios de pre y post emergencia, asi como también las dosis

recomendadas, las especies que controlan y los porcentajes referidos al nivel de control

logrado con cada uno de ellos. En general, y especialmente con las gramineas, los
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tratamientos resultan mds efectivos si se realizan cuando las malezas alin son pequefias,

es decir que poseen de 2 a 4 hojas.

Tabla 2: Control de malezas en estadio de pre emergencia. Adaptado de Rossi et al.,
2012

3 2
= [
PRINCIPIOACTIVO | DOSIS(lts/ha) | & | £ | S | 2 |S2|%E| 5 | 8
Q =) ‘I': 2 w g < o (@)
o S S x S| 6 ®
= E (w] 14
N g

ATRAZINA +
DIMETENAMIDA (1,5-2,5) +(1-2) C C C C Cc C c/P

ATRAZINA + ALACLOR (3-3,5) +(3-3.5) C C C C C C C c/P

ATRAZINA +

ACETOCLOR (1,5-2,5) +(1.5-2,5)| C c c | c| c c c | ¢p
ATRAZINA +

PENDIMETALIN (2,5-3,5) +(3,5-4,5)| C c c |¢p| ¢ c c c
METRIBUZIN +

ATRAZINA 1,7-2,6 c c c | c| ¢ c c -
IMAZETAPIR +

PENDIMETALIN 3,54 c c c | c|sn| c c c

Nivel de control - C (control de 86-100%), C/P (control de 76-85%), - (control de 0-60%),
S/i (sin informacion)

Tabla 3: Control de malezas en estadio de post emergencia. Adaptado de Rossi et al,
2012
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PRINCIPIO ACTIVO | DOSIS (Its/ha) | S &§| = S < 83| vd 3 S
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GLIFOSATO (post
emerg temprana) 2-6 C C C C C C C C
2,4-D ESTER/SAL
AMINA 0,3-0,5 C C Cc C - - - -
2,4-D ESTER + (0,25-0,35) + ) ) i )
PICLORAN (0,10-0.12) C Cc Cc C
(0,25 -0,35) + B _ . _
2,4-D + DICAMBA (0,10-0,20) C C Cc C
PARAQUAT 1,5-3 C C Cc Cc - - S/l S/l

Nivel de control - C (control de 86-100%), C/P (control de 76-85%), - (control de 0-60%),
S/i (sin informacion)
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En lineas generales, el modelo agricola actual ha pretendido que la quimica,
mediante el uso de herbicidas, controle a la biologia, simplificando de esta manera la
toma de decisiones. Lamentablemente, este modelo no ha tenido en cuenta que el uso
excesivo de herbicidas genera riesgos tanto para el medio ambiente como para la salud
de la poblacién. Debido a ello, y, a partir de un mayor conocimiento de los riesgos
potenciales asociados al uso de herbicidas, los controles en cuanto a su utilizacién y
deteccién han cobrado una mayor importancia a nivel social. En este sentido, la
legislacién ambiental mundial ha establecido limites permitidos de residuos de
plaguicidas en aguas y alimentos que son cada vez son mas estrictos.

A continuacion, se presenta un analisis de tres herbicidas, seleccionados por ser
muy utilizados en nuestro pais: la atrazina, el paraquat y el 2,4-D en relacién con el tipo

de especies que controlan, su impacto ambiental y su toxicidad.

3.2 Familias quimicas y estructura de los herbicidas

Los compuestos que componen una familia quimica tienen en comun el poseer el

mismo grupo funcional y, por lo tanto, propiedades y modo de accion similar.

3.2.1 Familia triazinas: estructura de la atrazina

Los herbicidas de la familia triazinas tienen gran importancia agronémica a nivel
mundial por su rol en la proteccion de cultivos. Los mismos poseen un anillo
heterociclico aromatico, analogo al del benceno, en el cual 3 dtomos de nitrégeno
sustituyen a 3 4tomos de carbono. Hay tres posibles isémeros estructurales que difieren
en las posiciones ocupadas por los dtomos de nitrégeno: 1,3,5-triazina, 1,2,4-triazina y

1,2,3-triazina (fig. 8).
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Figura 8. Isémeros estructurales. (1) 1,3,5-triazina; (2) 1,2,4-triazina; (3) 1,2,3-triazina

De los tres isomeros, el que tiene importancia en el campo de la agronomia es la
1,3,5-triazina, también llamada s-triazina, de la cual derivan los herbicidas triazinicos.
Estos herbicidas se obtienen por reemplazo de los H de las posiciones 2, 4 y 6 del anillo,
por diversos sustituyentes. La posicion 2 puede estar sustituida por un cloruro (Cl) (fig.
9a), por un grupo metoxi (-OCHs) (fig. 9b), o por un grupo tioalquilo (-SCHs) (fig. 9c). En

el caso de las posiciones 4 y 6, el sustituyente es siempre una amina primaria.

a) Clorotriazina b) Metoxitriazina
)CI\ OCH;

N| Xy N)\N
z z Z X

N N

A
c) Metiltiotriazina
Cl
)\ N|)\N )\

Figura 9: Estructura quimica de los derivados de la triazina

El nombre del derivado triazinico esta relacionado con el sustituyente de la
posicién 2: si es un grupo metoxi el nombre del compuesto termina en —ton (prometon),
si se trata de un grupo tioalquilo termina en —trin (ametrina, prometrina y terbutrina), y

en el caso de que el sustituyente sea el cloro, el nombre termina en —azina (atrazina,
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simazina, propazina y cyanazina) (Pacakova et al., 1996; Abbas et al., 2015).

estructura quimica de las clorotriazinas se muestra en la figura 10.

a) Atrazina cl b) Cianazina cl

N| N N| Y CN
H N N N N N
H H i
c) Propazina cl d) Simazina cl

A,
/\NJ\N)\H/\

Figura 10. Estructura quimica de las clorotriazinas

Dentro de las clorotriazinas, la atrazina (2-cloro-4-etilamina-6-isopropilamina-

1,3,5-triazina), fig. 10a), es la mas utilizada.

3.2.2 Familia bipiridilos: estructuras del paraquat y diquat

Los herbicidas pertenecientes a esta familia son el paraquat (fig. 11a) y el diquat

(fig. 12b), (sales de amonio de la 4,4 -bipiridina). En el caso del cultivo de maiz, el diquat

La

se utliza sélo como desecante quimico, mientras que el paraquat se emplea como

desecante y herbicida para el control de malezas en estadio de post emergencia. El
paraquat es de aplicacion foliar y actua por contacto, es eficiente para el control de

malezas latifoliadas y gramineas anuales, y no es apto para el control de gramineas

perennes.

+/] N4
ClI” CI~ —
Br N N=/ Br

Figura 11: Estructura quimica de las moléculas. a) paraquat, b) diquat
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Como se menciond anteriormente, en el cultivo de maiz estos herbicidas se
utilizan, también, como desecantes quimicos para acelerar el momento de la cosecha.
Para esta funcion se aplican en estadios cercanos a la madurez y se recomienda que, al
momento de la aplicacidn, los granos tengan un contenido de humedad menor al 40%.
(Lacerda et al., 2003). En general, se recurre a la desecacién quimica en los casos de
siembras tardias, porque los maices tardios alcanzan la madurez fisioldgica durante el
otofio, cuando las temperaturas medias descienden, la humedad relativa aumenta y son
frecuentes los eventos de precipitaciones, por lo que el proceso de secado del grano,
hasta alcanzar la humedad requerida para la cosecha, puede ser lento. La lentitud del
secado, sumado al hecho que, bajo estas condiciones, se favorece la incidencia de plagas
(malezas e insectos) y enfermedades (Ferraguiti et al., 2016), promueve el uso de

desecantes quimicos.

Entre el paraquat y el diquat, el paraquat (dicloruro de 1,1'-dimetil-4,4'-bipiridinio)
es el mds ampliamente utilizado, especialmente como desecante quimico, a nivel
nacional e internacional (Bellé et al, 2014). Sus propiedades herbicidas fueron
descubiertas en el aifio 1955 vy, a partir del afio 1962, comenzd a estar disponible a nivel

comercial.

3.2.3 Familia dcidos fenoxicarboxilicos: estructura del 2,4-D

Los herbicidas pertenecientes a esta familia comenzaron a estar disponibles a nivel
comercial en el afio 1946 (Gupta, P., 1989), pero su uso comenzd a popularizarse a partir
del afio 1947, convirtiéndose en una de las familias de herbicidas mas utilizada en la

actualidad (Gupta, P., 2017). En particular, el 2,4-D (acido (2,4-diclorofenoxi)acético)
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(fig. 12) es un herbicida selectivo, post emergente y sistémico, que se utiliza para el

control de malezas latifoliadas.

Figura 12. Estructura quimica de la molécula de 2,4-D

Durante la Guerra de Vietnam, el 2,4-D era mezclado en proporciones iguales con
el 2,4,5-T, otro herbicida de similares caracteristicas. La mezcla de ambos herbicidas fue
conocida como “Agente Naranja”, cuyo nombre hacia referencia a la banda de color que
identificaba los tambores en los cuales dicha mezcla era almacenada. En el sur de
Vietnam, el agente naranja era rociado desde el aire sobre las zonas de bosques,
manglares y cultivos, a los fines de desfoliar la vegetacién en dichas areas y provocar la
muerte de los cultivos y, de esa forma, privar a las fuerzas militares de alimento y de
lugares donde esconderse (Crouse C, 2014).

Se estima que durante el conflicto se pulverizaron aproximadamente 42 millones
de litros de esta mezcla de herbicidas (Palmer M, 2005). Un estudio llevado adelante
entre los afios 1994-98 confirmd que la aplicacion de desfoliantes generd la destruccidn
del 50% de los manglares de Vietnam, y afectd el ecosistema de forma irreversible
(Tuyet Nham y Johansson, 2001), provocando también un gran dafio a la poblacién que
estuvo expuesta. No obstante, se comprobé que los principales dafios a la salud humana
habian sido causados por las dioxinas, presentes como traza por el proceso industrial de

sintesis del 2,4,5-T, y no por el herbicida en si mismo.
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3.3 Mecanismo de accion de los herbicidas

El término mecanismo de accién hace referencia a la interferencia bioquimica o
biofisica causada por un herbicida en el sitio de accién, que serd determinante del dafio
final producido. Si bien, en general, los herbicidas cominmente poseen mas de un
mecanismo de accidn, su clasificacion se realiza en base al mecanismo de accién
primario, es decir aquel que mas contribuye a la alteracion de los procesos metabdlicos.

En el caso del paraquat y la atrazina, ambos interfieren en el proceso de
fotosintesis, pero poseen diferentes mecanismos de accién, dado que la interferencia
ocurre en diferentes etapas del proceso. El paraquat, ejerce su accion “secuestrando”
electrones a nivel del Fotosistema |, mientras que, en el caso de la atrazina, actua
afectando el proceso de transporte de electrones a nivel del Fotosistema II.

Conrespecto al 2,4-D, el mismo pertenece a los lamados “herbicidas hormonales”
(auxinas sintéticas). Las auxinas, son hormonas vegetales naturales que regulan muchos
aspectos del desarrollo y crecimiento de plantas. Entre sus funciones principales se
encuentran la promocion de la elongacién celular, la inhibicidn del crecimiento de las
raices primarias, la mediacion en la respuesta a tropismos y la induccién del desarrollo
de flores y frutos. La sintesis de las auxinas ocurre mayormente en meristemos apicales
y tejidos jovenes, desde donde son transportadas hacia el resto de la planta. La auxina
natural mds abundante es el 4cido indolacético (AIA) (Jordan y Casaretto, 2006).

El AlA, asi como las demads auxinas, son producidas por las plantas de manera
natural y su concentracion es regulada. Las auxinas sintéticas, como el 2,4-D, en dosis
muy bajas actian de manera similar a las auxinas naturales, pero en dosis elevadas son

toxicas y alteran el desarrollo normal de las plantas, observandose un crecimiento en
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exagerado, desordenado y desproporcionado, que finaliza con la muerte de la planta,
debido a que no encuentra un mecanismo de control interno.
A continuacién se describen con mayor detalle los diferentes mecanismos de

accion de la Atrazina, el Paraquaty el 2,4-D.

3.3.1 Fase luminosa de la fotosintesis — Cadena de transporte de electrones y

herbicidas inhibidores de la fotosintesis

La fotosintesis es el proceso por el cual las plantas autétrofas son capaces de
generar energia quimica a partir de energia luminica. Este proceso tiene lugar en los
cloroplastos (fig. 13). Los cloroplastos poseen en su interior un material rico en proteinas
llamado estroma y en su membrana, donde se encuentra la clorofila (pigmento
fotosintético), es donde ocurren las reacciones correspondientes a la fase luminosa de

la fotosintesis, Ilamada asi porque es dependiente de la luz solar.

El proceso fotosintético comienza en el Fotosistema Il (FS IlI) cuando la luz es
absorbida por la clorofila y los carotenoides, que estan asociados a complejos proteicos.
En el inicio del proceso, la energia solar es absorbida por la clorofila, quien transfiere un
electrén a otro pigmento denominado feofitina. La feofitina transfiere el electrén a la
plastoquinona A (PQa), una molécula orgdnica lipidica asociada al FS Il. La PQa transfiere
el electrén a un hierro no-heminico Fe?*, que a su vez lo transfiere a la plastoquinona B
(PQg). De esta forma, la PQg pasa a su forma reducida, denominada hidroquinona (QgH3).
Esta ultima, difunde hasta alcanzar el complejo proteinico llamado Citocromo bef (Cyt

bef) (fig. 14).
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Figura 14. Transferencia de electrones en la fotosintesis. Fuente: Franco y Castillo, 2013

A continuacion, el Cyt bef transfiere los electrones recibidos al fotosistema I. Esta
transferencia de electrones es mediada por la plastocianina (PC), que es una proteina
soluble en agua y funciona en el espacio interno de la membrana tilacoidal (lumen). Esta

ultima, al transferir el electrén al FS |, pasa a un estado oxidado. Luego, en el FS |

intervienen una serie de transportadores, entre los cuales se encuentran la filoquinona
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(A1), los centros hierro-azufre (Fe-S) y la ferredoxina (fd). La ferredoxina es una proteina
cuya principal funcidn es interconectar el FS | con la enzima final que reduce el NADP?,
llamada ferredoxina-NADP* oxidorreductasa (FNR). Esta enzima, alternadamente
cataliza la reduccién del NADP*a NADPH, que se utilizara en el Ciclo de Calvin para la
fijacién del CO,.

Los herbicidas que actian inhibiendo o modificando la fotosintesis, pueden
clasificarse como: inhibidores del transporte de electrones, desacopladores, inhibidores
de la transferencia de energia, inhibidores-desacopladores y aceptores (o secuestradores
de electrones) (Rao V, 2002). Sin embargo, de los mecanismos de accién antes
mencionados sélo se han comprobado como importantes el Desvio o Secuestro de
electrones en el Fotosistema |y la Inhibicion del Fotosistema Il (Anzalone A, 2007). A

continuacion, se describen ambos casos de forma mas detallada.

3.3.2 Herbicidas secuestradores de electrones en el Fotosistema | — Paraquat

Como se menciond anteriormente, dentro de este grupo se encuentra el paraquat.
La capacidad del paraquat de secuestrar electrones a nivel del Fotosistema | se debe a
gue posee un potencial redox superior al de la ferredoxina, por lo cual, compite con esta
proteina por el flujo de electrones en la cadena de transporte (fig. 15). Este es el motivo
por el cual muchos investigadores afirman que esta clase de herbicidas posee la
capacidad de “secuestrar” los electrones en ese nivel de la cadena de transporte

(Anzalone A, 2007).
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Figura 15. Sitio de accion del paraquat en la cadena de transporte de electrones

Después de recibir el electrén, la forma reducida del paraquat es muy reactiva y
puede reducir el oxigeno a superdxido (*0). En ausencia de herbicidas, los superéxidos
y otros radicales libres son generados por las plantas en el proceso conocido
comuUnmente como “estrés oxidativo”. Sin embargo, ante la aplicaciéon de herbicidas
como el paraquat, debido a la elevada cantidad generada de estas especies, el sistema
de disipacion de la planta se ve sobrepasado y la planta es incapaz de manejar la alta
concentracion de estos radicales libres, que a su vez generan otros compuestos quimicos
altamente reactivos como el radical hidroxilo (OH"). Dichos compuestos contribuyen a la
oxidacion de los lipidos de las membranas celulares que provoca una rapida destruccién
del tejido. Debido a la alta velocidad a la que se destruyen los tejidos, el dafio producido
en las especies susceptibles se manifiesta rapidamente, siendo evidente en las primeras
2 a 4 horas luego de la aplicacion. Los dafios comienzan a manifestarse con signos de
deshidratacién del tejido tratado, seguido de un “bronceado” de las hojas (adquieren

una coloracién oscura), que al poco tiempo se torna en una necrosis (muerte del tejido).

42



3.3.3 Herbicidas inhibidores de la fotosintesis en el Fotosistema Il — Atrazina

Como se mencioné anteriormente, dentro de este grupo se encuentra la atrazina
que actua sobre el Fotosistema ll, interfiriendo el transporte de electrones desde la PQa
ala (PQg) (Fig. 16). En este caso, la molécula del herbicida compite con la PQg por el sitio
de acople en la proteina D1 del FS II.

En condiciones normales, la PQg interacciona con la proteina D1 via dos enlaces
de hidrégeno. Luego, la PQg al aceptar los dos electrones provenientes de la PQa se
reduce y abandona el sitio de acople como PQg reducida. A continuacién, una

plastoquinona B no reducida se une a la proteina D1y el flujo de transferencia continda.
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Figura 16. Sitio de accidn de la atrazina en la cadena de transporte de electrones

La atrazina se une a la proteina D1, actuando como un analogo de la PQg. Pero, la
molécula del herbicida, al ser no reducible, no puede aceptar los electrones
provenientes de la plastoquinona A, concretdndose de esta manera la inhibicién del flujo
de electrones. Es importante destacar que la molécula de herbicida presenta una mayor

afinidad con los sitios de acople de la proteina D1 que la PQg (Anzalone A, 2007).
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Como consecuencia de la interrupcién del flujo de electrones, la clorofila, al no
poder transferir la energia que absorbe, queda en un estado de excitacidon y forma
clorofila triplete, que reacciona con el oxigeno formando superéxidos, radicales
hidroxilos, y otras formas altamente oxidantes, que provocan un dano irreversible a los

lipidos de las membranas celulares ocasionando la muerte de las células.

3.3.4 Herbicidas hormonales con accion similar al dcido indolacético (auxinas

sintéticas) — 2,4-D

En este grupo se encuentra el 2,4-D. Esta clase de herbicidas actian de forma
similar a las auxinas o fitohormonas vegetales, dentro de las cuales la principal en las
plantas superiores, como se menciond anteriormente, es el dcido indolacético (AlA). La
actividad de las auxinas estimula la ocurrencia de procesos tales como la elongacién y
divisién celular, la diferenciacién de los meristemas florales, el fototropismo, la
senescencia como asi también la dominancia apical y la formacién de raices.

Los herbicidas pertenecientes a este grupo son de accion sistémica. Una vez que
son aplicados se absorben principalmente por el follaje, aunque también pueden
hacerlo, en menor medida, a través de las raices (Grossmann et al., 2001). Una vez que
son absorbidos se transportan hacia los puntos de crecimiento (Sterling, T. 1994). El
grado de absorcidn varia en funcién del tipo de formulacion, por ejemplo, los ésteres
son mas facilmente absorbidos que las sales

Con respecto al mecanismo de accidn, algunos autores sugieren que la aplicacién
de los herbicidas del tipo auxinas sintéticas desencadena en algunas partes de la planta
una descoordinacién del crecimiento de forma tal que culmina con la muerte o

senescencia (Salisbury y Ross, 2000). Otros autores sefialan que algunos de los efectos
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comunes a esta clase de herbicidas podrian estar asociados a la sobreproduccion de
etileno (Duke y Dayan, 2001)
Luego de analizar los mecanismos de accién de los herbicidas objetivo de esta

Tesis, se presenta su dindmica ambiental.

3.4 Destinos en el ambiente de los herbicidas agregados al suelo

3.4.1 Fases del suelo

Como hemos ya mencionado en las secciones anteriores, dependiendo del tipo de
aplicacion existen dos clases de herbicidas: los que se aplican directamente al suelo,
también llamados residuales o suelo activos, y los de aplicacién foliar de los cuales, al
momento de la aplicacidn, aproximadamente el 50% del producto pulverizado cae al
suelo. Por tal motivo, resulta relevante presentar una descripcidn de las distintas fases
del suelo.

El suelo es un material poroso, en el que pueden distinguirse tres fases: sdlida,
gaseosa Y liquida. La fase sélida ocupa entre el 50 y el 60% del volumen total, y estd
formada por componentes inorganicos (minerales) y orgdnicos (materia orgdanica). La
fraccién orgdnica comprende materia orgdnica y microorganismos, mientras que la
fraccién mineral se encuentra compuesta por arena, limo y arcillas en diferente
proporciéon dependiendo del tipo de suelo.

La fase liquida ocupa entre un 25-30% del volumen y esta compuesta por agua,
en la que se encuentran disueltos nutrientes y sales, mientras que la fase gaseosa estd
compuesta por gases como el nitrégeno, el oxigeno y el didxido de carbono, y el volumen

ocupado por la misma se ubica entre un 15y 20%.

45



La fraccién sélida del suelo es porosa y los poros estdn ocupados por las fracciones
liquidas y gaseosas. El tamafio y la distribucion de los poros del suelo es un punto clave,
dado que influye de manera directa sobre la capacidad de almacenamiento y retencién
de agua y nutrientes. Dentro del espacio poroso se pueden distinguir macro y
microporos. Los primeros, debido a que poseen un mayor tamafio, presentan una menor
capacidad de retencion de liquidos y el agua percola con mayor facilidad. Por el
contrario, los microporos retienen mas el agua. Por lo tanto, la capacidad del agua para
transportar las moléculas del herbicida dependerad del tamano y continuidad de los

poros presentes en el perfil del suelo.

3.4.2 Destinos en el ambiente

En laimagen de la figura 17, se representa los diferentes destinos que puede tener
un producto fitosanitario en el ambiente. A nivel del suelo, el destino esta gobernado
por los procesos de retencién, transporte y degradacion, que pueden estar
interrelacionados. En el caso puntual de la actividad agricola estos procesos cobran una
importancia considerable, dado que suelen ser los responsables de que la cantidad de
herbicida originalmente aplicada disminuya, generando la necesidad de realizar mayor
cantidad de aplicaciones. Que un proceso predomine sobre otro va a depender de las

propiedades fisico-quimicas del principio activo y de las caracteristicas del suelo.
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Figura 17. Destinos del plaguicida en el ambiente. Fuente: Aparicio et al., 2015

En lineas generales, una vez que el herbicida ingresa al suelo, se reparte entre las
fases liquida, sélida y gaseosa y, dependiendo de la fase en cuestion, tendra diferentes

destinos:

» Fase liquida: el herbicida se encuentra disponible para ser transportado o degradado
por procesos quimicos, fisicos o microbiolégicos. También puede ocurrir que se
transporte con el agua hacia capas mas profundas del suelo (lixiviacién) y alcance el
agua subterranea.

» Fase sdlida: el herbicida es retenido con variada intensidad por los coloides del suelo
(materia orgéanica y arcillas). El nivel de retencion (sorcién) dependera de las
propiedades quimicas del herbicida, de las caracteristicas fisico-quimicas del suelo y
del clima (principalmente de la cantidad de precipitaciones).

» Fase gaseosa: el herbicida se incorpora a la atmdsfera como consecuencia del

proceso de volatilizacion. En este caso, la tendencia de cada compuesto a volatilizarse
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dependerd de su presién de vapor, como asi tambien de la temperatura ambiente al
momento de la aplicacién.

Los procesos de retencidn, transporte y degradacién antes mencionados tendran

diferente relevancia, dependiendo de las caracteristicas del suelo, del principio activo

considerado y del tipo de aplicacion (foliar o al suelo).

3.4.3 Retencion de herbicidas

La retencidn es un proceso fisico en el que no se generan cambios en la naturaleza
guimica de la molécula, y se produce una acumulacién del herbicida en la superficie o
en el interior de las particulas del suelo (Sposito G, 2008). La retencidon generalmente se
expresa como sorcion, siendo este, el término mas comunmente utilizado que incluye
los procesos de adsorcidn y desorcion.

La adsorcidn es un proceso que ocurre como consecuencia de la interaccidn entre
la superficie de los coloides del suelo (materia organica y arcillas) y el herbicida,
dominada por interacciones electrostaticas. La adsorciéon afecta la actividad y disipacién
de los herbicidas en el suelo, debido a que las moléculas fuertemente adsorbidas por los
coloides no se encuentran disponibles para ser absorbidas por las plantas ni degradadas
por los microorganismos, disminuyendo, ademas, la movilidad y el potencial de
lixiviacion del herbicida. En contraposicion, los herbicidas que interaccionan mas
débilmente con los coloides del suelo resultan mas eficientes para el control de malezas,
dado que se encuentran mas disponibles para ser absorbidos por estas. La capacidad de
ionizacién de las moléculas del herbicida influye fuertemente en la adsorcién, dado que,
como se menciond anteriormente, los coloides del suelo en general estan cargados

negativamente, por lo que se generan interacciones mas fuertes con los herbicidas que
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poseen cargas positivas, como por ejemplo el paraquat, y repelen a los que tienen cargas
negativas. En el caso de la atrazina y del 2,4-D, al ser una base y un acido débil,
respectivamente, la adsorcién se vera fuertemente influenciada por el pH del suelo. El
2,4-D, es eléctricamente neutro a pH acido y adquiere cargas negativas a pH mayor a 6,
mientras que la atrazina adquiere cargas positivas cuando el pH es bajo, pudiendo por
lo tanto adsorberse fuertemente en suelos de esta caracteristica.

Las variaciones en las propiedades del suelo a medida que aumenta la profundidad
también influyen en la adsorcion y en el movimiento de los herbicidas (Jenks et al.,
1998). Los herbicidas se adsorben mayoritariamente en las capas superficiales porque

son las que contienen mayor proporcidon de materia orgdnica (Sonon, L. 1992),

3.4.4 Transporte de herbicidas

Dentro de los procesos de transporte, se pueden distinguir tres tipos
fundamentales: el escurrimiento, la lixiviacién y la volatilizacién. En los dos primeros el
movimiento del agua es el principal mecanismo de transferencia del herbicida hacia el
agua superficial y subterranea, respectivamente. El transporte de los herbicidas a través
del agua (responsable de la lixiviacion y el escurrimiento) puede ser convectivo,
dispersivo o difusivo. El mas simple es el transporte convectivo, en el cual, las moléculas
del soluto siguen el movimiento del flujo del agua (Costa, J. 1995) sin desviacién del
transporte medio del flujo acuoso, y a una velocidad igual a la velocidad media de
desplazamiento del flujo. La dispersion hace referencia al desplazamiento del herbicida
a una velocidad que se aleja de la idealidad del flujo convectivo, es decir a una velocidad
diferente de la media del flujo acuoso. Por otra parte, la difusién hace referencia al

desplazamiento de las moléculas del herbicida como consecuencia de un gradiente de
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concentracion, desde las zonas de mayor concentracion hacia zonas de menor
concentracién. La difusién puede ocurrir aun en ausencia de flujo hidraulico y cesa
cuando desaparece el gradiente de concentracion. Cuando la velocidad del flujo es baja,
la difusion es el proceso predominante en el movimiento del herbicida, mientras que

cuando la velocidad es alta, el efecto de la difusion suele considerarse despreciable.

Con respecto al proceso de transporte del herbicida por volatilizacién, el mismo
dependera de la presidn de vapor del compuesto, de la fuerza de la interaccidn con el
suelo y de su solubilidad en agua, ademas, por supuesto, de factores ambientales
(principalmente temperatura y humedad) y de las caracteristicas del suelo (pH vy
humedad). La volatilizacién en general se produce inmediatamente después de la
aplicacion disminuyendo la eficiencia de control (Gutierrez y Arregui, 2005). Como se
menciond anteriormente, la volatilizacién puede ocasionar contaminacién de la
atmdsfera y causar dafio en cultivos sensibles cercanos al lugar de la aplicacion. Como
ejemplo del dafio que puede causar por volatilizacién un herbicida a cultivos sensibles,
se puede mencionar el caso del cultivo de algoddn en la Argentina, extremadamente
sensible al 2,4-D. En las provincias de Chaco, Santiago del Estero y Tucuman donde se
cultiva el algodén, el 2,4-D se emplea en el barbecho quimico, previo a la siembra de los
cultivos de maiz y soja, en un periodo que abarca desde diciembre hasta mediados de
enero; momento en el cual el cultivo de algoddn se encuentra ya emergido y en pleno
desarrollo. En las figuras 18, 19 y 20 se muestran los dafios significativos en el algoddn,
como consecuencia de su exposicion al 2,4-D. Los primeros sintomas pueden observarse
a los 2 a 3 dias después de realizada la aplicacion y los sintomas plenos del dafio sobre

la hoja aparecen aproximadamente una semana después (CSD, 2018).
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AFECTADA

Figura 18. Sintomas de afeccion por deriva de 2,4-D en planta de algoddn. Fuente: Mondino,

M. (2020). EEA Santiago del Estero. INTA.

Figura 19. Hojas afectadas por la exposicion al 2,4-D (izq.) y hoja normal (derecha). Fuente:

Mondino, M. (2020). EEA Santiago del Estero. INTA.
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Figura 20. Sintomatologia de afeccion en flores. A la Izquierda afectadas y a la derecha no

afectadas. Fuente: Mondino, M. (2020). EEA Santiago del Estero. INTA.

3.5 Procesos de degradacion de los herbicidas en el suelo

3.5.1 Degradacion bioldgica de la atrazina

Si bien la atrazina puede degradarse por mecanismos tanto bidticos como
abidticos, el principal mecanismo de degradacion de este herbicida es el que se lleva a
cabo por la acciéon de comunidades de bacterias nativas, entre las cuales se incluyen
miembros de los géneros Pseudomonas, Nocardioides, Arthrobacter, Agrobacterium y
Ralstonia, entre otros (Pinelli et al., 2012). Por ejemplo, Mandelbaum et al., (1995),
demostraron que una bacteria del género Pseudomonas sp. metabolizé la atrazina al
utilizarla como fuente de nitréogeno durante su crecimiento.

La via de degradacién bacteriana predomina en aquellos suelos considerados
como “adaptados”, en los cuales se han realizado sucesivas aplicaciones del herbicida a
lo largo del tiempo (Mahia Saavedra, J. 2012). La degradacion bacteriana puede ser
llevada a cabo por un Unico microorganismo o por consorcios de bacterias en los cuales

cada especie tiene solo algunos de los genes necesarios para llevar adelante la
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degradacion, y entre todas se complementan para degradar la molécula total o
parcialmente (Yan et al., 2010).

Los metabolitos desetilatrazina  (DEA),  desisopropilatrazina  (DIA),
desetildeisopropilatrazina (DEDIA) y el acido cianurico se forman como productos
intermedios de la degradacidn y varian en cuanto a su persistencia y toxicidad (Sorenson
et al.,, 1994; Da Cunha et al., 2012)

Cuando la degradacién de la molécula es completa, obteniéndose como productos
s6lo compuestos inorganicos, el proceso se describe como mineralizacion. En el caso de
la atrazina, la mineralizacion implica la ruptura del anillo para dar amonio (NHs*)y
didxido de carbono (CO;) (Pinelli et al., 2012)- Existen evidencias que demuestran que la
posibilidad que haya mineralizaciéon depende tanto de las propiedades del suelo
(principalmente el contenido de materia organica y arcilla), como de la adaptacion de
las comunidades microbianas (Hang y Nassetta, 2003).

Si bien en la superficie del suelo las condiciones pueden favorecer la degradacion
y retencién del herbicida, el comportamiento en el subsuelo es mas dificil de predecir,
aunque se sabe que los horizontes mas profundos poseen una menor capacidad de
degradacion de los plaguicidas por presentar menor contenido de materia organica.
Hang y Nassetta (2003), por ejemplo, determinaron que la degradacidn de la atrazina
decrece con la profundidad en diferentes perfiles de suelo, lo cual implica un riesgo de
contaminacién del agua sub superficial.

3.5.2 Degradacion bioldgica del paraquat
Como se menciond anteriormente, los coloides del suelo estan cargados

negativamente, por lo cual, dado que el paraquat es un herbicida catidnico, es
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fuertemente adsorbido por las particulas del suelo, encontrdndose menos disponible
para su degradacién por parte de los microorganismos.

Si bien la degradacidén biolégica de dicho compuesto ha sido poco estudiada, se
piensa que el paraquat podria ser degradado por los hongos de la podredumbre blanca
(HPB), dado que se sabe que dichos microorganismos son capaces de degradar
compuestos que presentaran estructuras quimicas similares a las del paraquat.
Lamentablemente, si bien hay estudios preliminares que muestran que los HPB podrian
degradar, al menos parcialmente, al paraquat, no hay estudios concluyentes (Camacho-

Morales et al., 2017).

3.5.3 Degradacion bioldgica del 2,4-D

El 2,4-D es un compuesto susceptible a la degradacion fotoquimica y ademas se
biodegrada con facilidad en el suelo y en el agua. La tasa de degradacion depende del
historial del suelo y de la adaptacidn de los microorganismos al principio activo (Wu et
al., 2017). Como se menciond anteriormente, se consideran suelos “adaptados”
aquellos en los cuales se han realizado sucesivas aplicaciones del mismo herbicida a lo
largo del tiempo.

De acuerdo a la bibliografia, la cantidad de microorganismos capaces de atacar la
cadena lateral de la molécula del herbicida es mayor en comparacién con los que son
capaces de atacar la porcion aromatica de la molécula, sin bien algunos poseen la
capacidad de actuar sobre ambas partes (Stibal et al., 2012).

Se han descripto diferentes especies de bacterias y hongos capaces de utilizar el
2,4-D como fuente de carbono y energia. Entre los géneros bacterianos mas

comunmente citados se encuentran Pseudomonas, Alcaligenes, Ralstonia, Delftia,
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Arthrobacter y Burkholderia, (Akintui et al, 2015), mientras que en el caso de los hongos
figuran Ascomycota, Basidiomycota, Mucoromycota y Mortierella (Serbent et al., 2019).
Ademas, de igual manera que el paraquat, el 2,4-D también puede ser degradado por
los hongos de la podredumbre blanca.

Como resultado de la degradacion bioldgica en condiciones aerdbicas, el primer
metabolito que se genera es el 2,4 diclorofenol (2,4-DCP). Posteriormente, la
degradacion del 2,4-DCP da como resultado la formacién de diferentes metabolitos que
difieren en funcién del microorganismo responsable de la degradacién. Por ejemplo, la
metabolizacién del 2,4-DCP por parte de Mortierella sp. generd la formacion de los
siguientes metabolitos aromaticos: clorohidroquinona (CHQ), 3,5-diclorocatecol (3,5-
DCC), 3,5-dicloroguaiacol (3,5-DCG) y 4,6-dicloroguanacol (4,6-DCG) (Nakagawa et al,
2006).

Si bien, comunmente, como resultado de la biodegradacion se generan
metabolitos de menor toxicidad, en algunas instancias la toxicidad de estos ultimos
puede ser superior a la del compuesto original (Serbent et al., 2019), como en el caso de
los clorocatecoles y las clorohidroquinonas

Por otra parte, como en el caso de la atrazina, el 2-4-D puede ser mineralizado
dando como resultado la formacién de diéxido de carbono y agua. Jacobsen y Pedersen
(1992), verificaron la mineralizacion en el suelo por parte de Alcaligenes Eutrophus y

Pseudomonas cepacia.

3.5.4 Persistencia

Un concepto que se relaciona con la degradacion es la persistencia, la cual se

define como el periodo de tiempo durante el cual el herbicida conserva sus propiedades
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fisicas, quimicas y funcionales luego de ser aplicado. Este concepto en general se asocia
con la posible pérdida de actividad ocasionada por la degradacidn de origen bioldgico.
Se expresa a través del tiempo de vida media (t 1/2), que representa el tiempo que debe
transcurrir para se degrade la mitad de la dosis aplicada, pudiendo expresarse también

como Tiempo de Disipacion 50 (DTsg, por sus siglas en inglés).

En general, el concepto de vida media se utiliza en la elaboracién de estudios
ambientales y, en lineas generales, se considera que los plaguicidas mas persistentes
poseen un mayor potencial de contaminacion (Barriuso et al., 2000).

A continuacion, en la tabla 4 se muestran los valores del DTso (dias)
correspondientes a algunos herbicidas muy utilizados y se destacan los tres herbicidas

analizados en este Trabajo de Tesis (atrazina, paraquat y 2,4-D).

Tabla 4. Vida media de los herbicidas. Adaptado de Panaggio, 2019. INTA

Vida Media muy Vida media corta Vida media moderada- T
corta larga
Herbicida DT Herbicida DT Herbicida DT Herbicida DT
Carfentrazone | 0,1 Acetoclor 12 Glifosato 47 Paraquat | 1000
Setoxidim 5 Dicamba 14 Atrazina 60
Fluroxipir 7-14 Clopiralid 71
Fenoxaprop 9 Imazetapir 60-90
2,4-D (éster) 10 Picloram 90

Del analisis de la tabla 4 se desprende que la atrazina posee una vida media
moderadamente larga de 60 dias, mientras que el 2,4-D (éster) y el paraquat se
encuentran en extremos opuestos, con valores de 10 dias y 1000 dias, respectivamente.
La elevada persistencia en el caso del paraquat se deberia, fundamentalmente, a que el
mismo, al ser fuertemente adsorbido por las particulas del suelo, se encuentra menos

disponible para ser degradado por los microorganismos. Sin embargo, si bien es mas
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persistente, la inmovilidad generada por la adsorcion hace que presente un bajo riesgo

de contaminacion del agua subterranea.

3.5.5 Toxicidad del 2,4-D, paraquat y la atrazina

Como se discutié previamente, los herbicidas son potenciales contaminantes del

suelo y el agua que pueden ocasionar diferentes afecciones a la salud humana o animal.

En el caso de la atrazina, exposiciones de corta duracion en seres humanos
provocan el enrojecimiento de los ojos y pueden causar efectos en el sistema nervioso
central. Si la exposiciéon es prolongada o recurrente puede producir dermatitis o
sensibilizacién de la piel, pudiendo, también, afectar el higado y los rifiones. Ademas,
este compuesto se considera ligeramente téxico para la vida acuatica (Graymore et al.,
2001), y es un inductor de hermafroditismo en ranas en bajas concentraciones tales
como 0,1 pg/L (Hayes et al., 2002). En relacidn con la carcinogénesis, la informacion
disponible no permite determinar en forma definitiva si la atrazina produce cancer en
seres humanos. Si bien la Agencia para la Proteccidn Ambiental de los Estados Unidos
(EPA) determind que existe evidencia de carcinogenicidad del herbicida en animales,

hasta el momento no se puedo comprobar la carcinogénesis en humanos (EPA, 2003).

En el caso del paraquat, la EPA lo ubica, con respecto a su toxicidad, en la categoria
| (mayor toxicidad) por sus efectos en caso de inhalacidn, en la categoria Il para la via
oral y en la categoria Ill para la exposicion dérmica (Li et al., 2004), dado que en seres
humanos no presenta niveles significativos de absorcién a través de la piel sana (Smith
J,1988). Hay, ademas, evidencia epidemiolégica de que la exposicidn crénica al paraquat

podria estar asociada al desarrollo de la enfermedad de Parkinson (Li et al. 2004).
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En el caso del 2,4-D, la excesiva inhalacidon puede provocar irritacion al tracto
respiratorio, dolor de cabeza, mareos, nauseas, convulsiones, dependiendo de la
concentraciéon y del tiempo de exposicion. Ademas, el contacto con ojos y piel durante
la aplicacién puede causar irritacidn. La ingestién, aunque es poco probable, puede
causar dafios al sistema gastrointestinal. Respecto al riesgo carcinogénico, si bien la
Agencia Internacional de Investigacion del Cancer (IARC), emitié una revision en la cual
clasificé al 2,4-D como posible cancerigeno para los seres humanos, segun la opinién
consensuada de un comité de expertos en el tema no hay suficientes pruebas en

humanos para poder determinar la carcinogenicidad asociada al 2,4-D (IARC, 2015).

3.6 Usos y presentaciones comerciales

3.6.1 Atrazina

Como se menciond anteriormente, la atrazina es un herbicida de accién
basicamente sistémica y residual, selectivo para los cultivos de maiz y sorgo. Su accién
se orienta principalmente al control de especies latifoliadas anuales. Para controlar
especies gramineas se emplea mezclado con algin graminicida, como por ejemplo el
acetoclor o la simazina. En general, se utiliza como pre emergente, aunque también
puede aplicarse en post emergencia temprana sobre las malezas recientemente
emergidas.

» Presentaciones comerciales

En la tabla 5 se listan las distintas presentaciones comerciales de la atrazina en la
Argentina y su correspondiente clasificacidon toxicoldgica establecida por el Servicio
Nacional de Sanidad y Calidad Agroalimentaria (SENASA), que es la autoridad que regula

la clasificacion y etiquetado de los productos fitosanitarios.
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Tabla 5: Presentaciones comerciales de atrazina en la Argentina

< CONCENTRACION CLASE
NOMBRE COMERCIAL EMPRESA | FORMULACION (%) TOXICOLOGICA

TRAC 50 FL ATANOR SC 50% 1

TRAC 90 WG ATANOR WG 90% -
ATRAZINA 50 NUFARM NUFARM SC 50%

ATRAZINA 90 WG NUFARM | NUFARM WG 90% v
227;402!6\/7':_,5;‘2/ bow SC 50% v
GESAPRIM 90 WDG SYNGENTA WG 90% v

H - ATRAZINA 50 YPF SC 50% v

WG- granulos dispersables, SC- suspension concentrada

CLASE TOXICOLOGICA Il- moderadamente peligroso

CLASE TOXICOLOGICA lII- ligeramente peligroso

CLASE TOXICOLOGICA IV- productos que hormalmente no presentan peligro

Si bien la dosis a utilizar varia en funcién de la especie y el estado fenolégico de las

malezas a controlar, el tipo de suelo y la zona del pais, en lineas generales la dosis

promedio empleada en el cultivo de maiz es de 2 I/ha.

3.6.2 Paraquat

A pesar de su elevada toxicidad, es comercializado en 100 paises alrededor del

mundo, incluidos los mercados agricolas con las regulaciones mas estrictas como

Estados Unidos, Canada, Australia, Japdn y Nueva Zelanda. Su amplia difusidon podria

deberse a una serie de ventajas dentro de las cuales se encuentran (Dinis-Oliveira et al.,

2008):

> Bajo costo y un amplio espectro de control

> Alta hidrofilicidad

»  Rdpida inactivacién e inmovilizacion una vez en contacto con el suelo
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> El didametro de las particulas pulverizadas, generalmente mayores a los 100 mm;
son de un tamafio demasiado grande para alcanzar los alveolos pulmonares en los

seres humanos lo cual previene la ocurrencia de intoxicacidn por inhalacién

Sin embargo, la Unién Europea a partir del ailo 2007 prohibié su utilizaciéon (Wen-
Tien, T. 2013). De manera similar, Brasil en base a las evidencias relacionadas con la
toxicidad aguda, la asociacién con la enfermedad de Parkinson y la potencialidad de ser
mutagénico, en el afio 2017 también prohibid su utilizacion mediante la Resolucién
177/2017 de la Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA).

Es un herbicida post emergente, de contacto y no selectivo, por lo cual debe
aplicarse antes de la emergencia del cultivo. Si bien controla un amplio espectro de
malezas, es particularmente efectivo para controlar gramineas anuales y latifoliadas. En
el caso del maiz, se puede aplicar en el barbecho quimico en mezcla con atrazina. Para
lograr una mayor eficiencia de control, se debe aplicar cuando las malezas tienen un
tamafio pequefio de entre 2 a 4 hojas.

» Presentaciones comerciales

En la tabla 6 se resumen las comercializadas en la Argentina y su correspondiente

clasificacién toxicolégica emitida por el SENASA

Tabla 6: Presentaciones comerciales de paraquat en la Argentina

. CONCENTRACION CLASE
NOMBRE COMERCIAL EMPRESA | FORMULACION (%) TOXICOLOGICA
PARAQUAT NUFARM SL 20% _
PARAQUAT HD YPF SL 20% 11l
CERRILLO (paraquat +
diuron) SYNGENTA e 20% n
GRAMOXONE SUPER SYNGENTA SL 20% Il

SL- concentrado soluble, SC- suspension concentrada
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CLASE TOXICOLOGICA Il- moderadamente peligroso
CLASE TOXICOLOGICA lII- ligeramente peligroso

3.6.32,4-D

Como se menciond anteriormente es un herbicida selectivo, post emergente y
sistémico, que se utiliza para el control de malezas latifoliadas en diversos cultivos como
maiz, sorgo y cafia de azucar. Actualmente en la Argentina, en las presentaciones
comerciales se encuentran las sales (amdnicas, sddicas o colina) y el éster etilhexilico,
dado que el SENASA mediante Resolucién 466/2019 prohibié laimportacion,
elaboracidn, fraccionamiento, comercializacién y uso de las presentaciones comerciales
de ésteres butilicos e isobutilicos por considerarlos peligrosos debido a su alta
volatilidad.

» Presentaciones comerciales

En la tabla 7 se resumen las prestaciones comercializadas en la Argentina con su

correspondiente clasificacidn toxicoldgica.

Tabla 7: Presentaciones comerciales del 2,4-D en la Argentina

p CONCENTRACION CLASE
NOMBRE COMERCIAL EMPRESA | FORMULACION (%) TOXICOLOGICA
KRYNN DUO ATANOR cs 60% /]
HERBIFEN ADVANCE ATANOR EC 64,3% /]
ENLIST COLEX D CORTEVA cs 45,6% [
DEDALO ELITE RED SURCOS ME 30% 1
Beker NT SYNGENTA ME 30% /]
WEIZEN NT AGM ME 30% [

CS- concentrado soluble, EC- concentrado emulsionable, ME- micro emulsion

CLASE TOXICOLOGICA 1I- moderadamente peligroso.

En el caso de la micro emulsidn, al permitir la aplicacion del principio activo

directamente en su forma 4acida constituye una opcidén superadora respecto de las
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formulaciones en formas de sal de amonio y éster, dado que estas ultimas luego de ser

aplicadas deben pasar por el proceso de transformacién hacia su forma acida.

4. DESARROLLO

4.1 Contaminacion ambiental y nuevas tecnologias en la formulacion de herbicidas

4.1.1 Formulaciones de liberacion controlada

En base a todo lo expuesto anteriormente, resulta evidente lo controversial del
uso de herbicidas, debido a que su toxicidad implica un riesgo para la salud humana y
animal, ademds del potencial perjuicio que pueden causar al medio ambiente. La
magnitud del impacto ambiental negativo de los herbicidas dependera de los procesos
de retencidn, transporte y degradacién, asi como también de las caracteristicas del
principio activo considerado.

La formulacién del herbicida influye significativamente en los procesos
mencionados en el parrafo anterior. En general, en las formulaciones convencionales,
como se menciond anteriormente, por la forma de aplicacién el principio activo sufre
fotdlisis, se hidroliza o sufre degradacidon por microorganismos y, por lo tanto, la
proporcién de utilizacidn efectiva es solo del 10 al 30 % del total aplicado (Xiang et al.,
2018). A ello se suma que, al momento de la aplicacion las concentraciones iniciales del
herbicida son muy elevadas, pudiendo incluso llegar a superar el nivel de concentracién
toxica y rapidamente disminuir a niveles por debajo de la concentracién efectiva (fig.
21).

La suma de estos factores genera la necesidad de aumentar la cantidad de
herbicida aplicado o la cantidad de dosis, lo cual conlleva a la generacion de una serie

de consecuencias adversas entre los cuales se encuentran: aumento de la cantidad de
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principio activo al que estan expuestos humanos y animales, mayor riesgo de
contaminacién ambiental, aumento de la posibilidad de que las especies a controlar
generen resistencia, mayor riesgo de fitotoxicidad sobre cultivos sensibles y un

aumento de costos de produccidn (Bahadir y Pfister, 1990).
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Figura 21. Dindmica de la concentracion en las formulaciones convencionales

En este contexto, una de las alternativas para enfrentar esta problematica se basa
en la utilizacion de formulaciones de liberacidn controlada del principio activo. El
desarrollo de este tipo de formulaciones tiene como principal objetivo mantener el
umbral de concentracidn del principio activo durante un mayor periodo de tiempo (fig.
22), protegiéndolo del medio ambiente y, por lo tanto, disminuyendo la velocidad de

degradacion, buscando, ademas, la liberacién del mismo a una velocidad adecuada.

M Concentracion tmca

Concentractn

Figura 22. Dindmica de la concentracion en las formulaciones de liberacidn controlada
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Al ir liberandose gradualmente el herbicida, su tiempo de exposicién al medio
ambiente disminuye, disminuyendo por lo tanto su degradacién. Por este motivo, no es
necesario agregar sobredosis del agroquimico, por lo que disminuyen todos los efectos
adversos negativos que se describieron anteriormente, asi como también la proporcién

de lixiviacidn (Schreiber et al., 1993, Stork, P. 1998) (fig. 23).

Formulacion
convenclional

N

Formulacion de
« liberacion lenta

\ l Nivel efectivo

Concentracion
o

N\

Tiempo

Figura 23. Comportamiento de una formulacion de liberacion controlada vs una convencional.

Adaptado de Sopeiia et al., 2009

4.1.2 Encapsulamiento de herbicidas — Materiales utilizados

Las formulaciones de liberacién controlada se basan en el encapsulamiento o la

adsorcion del principio activo (fig. 24) (Khandelwal et al., 2016).

ADSORCION

ENCAPSULAMIENTO

Figura 24. Representacion grdfica de la adsorcion y encapsulamiento del principio activo.

Fuente: Yue et al., 2019
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El encapsulamiento consiste en el recubrimiento del principio activo, utilizando
como cubierta diferentes materiales, dentro de los cuales se incluyen materiales
poliméricos, inorgdnicos porosos y nano arcillas, entre otros, siendo los materiales
poliméricos los mas populares. Los polimeros son macromoléculas formadas por cientos
o miles de unidades basicas llamadas monémeros y pueden ser de origen natural, como
en el caso del quitosano, el alginato y la pectina; o sintéticos, como es el caso de la
policaprolactona (PCL) y los polihidroxialcanoatos, como por ejemplo el
polihidroxibutilvalerato (PHBV).

El quitosano, es un biopolimero que se obtiene de la quitina, un polisacarido
estructural que forma parte del exoesqueleto de los crustaceos. Con respecto a su
composicion, es un homopolisacarido constituido por unidades de 2-amino-2-desoxi-D-
glucopiranosa (D-glucosamina) enlazadas por uniones B-(1—4) (fig. 25). Los quitosanos
se obtienen por desacetilacidn total o parcial de la quitina, que es, luego de la celulosa,

el polisacadrido mas abundante de la Tierra.

CH,OH
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Figura 25. Estructura del quitosano

Los alginatos son copolimeros naturales de los acidos a-L-gulurénico y B-D-
manuroénico, provenientes de algas pardas marinas, como Laminaria hyperborean,

Ascophyllum nodosum y Macrocystis pirifera (fig. 26).
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Figura 26. Estructura promedio del alginato

Con respecto a las pectinas, son un grupo de heteropolisacdridos compuestos
mayoritariamente por unidades de acido D-galacturdnico unidas por enlaces a-( 1—4)

(fig. 27).
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Figura 27. Estructura de las pectinas

La policaprolactona (PCL) es un poliéster alifatico biodegradable, que se obtiene a

partir de la polimerizacidn de la caprolactona (fig. 28).
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Figura 28. Estructura de la policaprolactona

Los poli hidroxialcanoatos (PHA) han sido considerados en los ultimos afos como
una alternativa para el reemplazo de los polimeros de origen petroquimico por ser
sintetizados por microorganismos y presentar caracteristicas fisicas similares a las de los
plasticos derivados del petréleo (Delgado y Cordoba, 2015). Los PHA, son polimeros de
acidos hidroxialcanoicos que algunos microorganismos acumulan intracelularmente
como material de reserva, para utilizarlos como fuente de carbono y energia antes
condiciones de estrés derivadas de una deficiencia nutricional o de un exceso de la
fuente de carbono.

Si bien se ha detectado la presencia de PHA en diferentes especies bacterianas, en
algunas de ellas el porcentaje de acumulacion es muy bajo, con lo cual no resultan aptas
para producir el polimero a nivel industrial. A nivel mundial, R eutropha ha sido la
bacteria mas estudiada, debido principalmente a la capacidad de acumular grandes
cantidades de PHA y especialmente del tipo poli-B-hidroxibutirato (PHB) en porcentajes
cercanos al 80% de su peso seco (Priyadarshi et al., 2014). La produccion del PHB puede
llevarse adelante en un medio simple a partir de fuentes de carbono tales como la

glucosa y la fructosa, y como asi también de residuos de la industria oleica.
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Si bien el PHB podria utilizarse con éxito en diferentes areas (agricola, industrial y
biomédica), su aplicacién se ve desfavorecida debido principalmente a que presenta una
elevada fragilidad (Rivera Briso y Aroca, 2018). Una de las estrategias utilizadas para
mejorar las propiedades del PHB, consiste en la preparacion de copolimeros cuyas
propiedades sean extremadamente diferentes, dentro de los cuales el poli (3-
hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato) (PHBV) es el que ha presentado mejores
propiedades. En resumen, el PHBV es un poliéster lineal, copolimero de los acidos 3-

hidroxibutirico y 3-hidroxivalérico (fig. 29).

Figura 29. Estructura del PHBV

Uno de los pardmetros mds importantes a considerar al momento de seleccionar
un polimero para ser usado como encapsulante de herbicidas para su posterior
liberacion controlada es el coeficiente de difusion, dado que la liberacién del principio
activo se producird como consecuencia de la difusion de este Ultimo a través de la matriz
polimérica. Por lo general, cuanto menores son las fuerzas intermoleculares que se
establecen entre el polimero y el herbicida, mayor es el coeficiente de difusion. Se sabe
también que, cuanto mayores son el grado de cristalinidad y/o de entrecruzamiento del
polimero, peor es la difusion.

La cuantificacidon de la difusién de una sustancia a través de una membrana

permeable se puede expresar mediante la Primera Ley de Flick (ecuacion 3), que
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establece que el flujo difusivo que atraviesa una superficie es directamente proporcional

al gradiente de concentracidn e inversamente proporcional al espesor de la membrana.

_p e
J=D.5 5)

Donde J (mol cm?s?) es el flujo difusivo, D (cm?s) es el coeficiente de difusion,
el cual es una medida de la movilidad de las moléculas individuales de la sustancia, AC
es la diferencia de concentracién entre ambos lados de la membrana y § es el espesor
de la membrana.

Dentro de los modelos matematicos que se han propuesto para analizar y
describir el mecanismo mediante el cual ocurre el proceso de liberacidn, uno de los mas
utilizados es el propuesto por Korsmeyer y Peppas, 1983, el cual se basa en el coeficiente
de difusién del soluto y permite determinar si tiene lugar o no un proceso de difusién

gue obedezca a la Ley de Fick, siguiendo la relacién dada por la siguiente ecuacion (4):

1\% =kt" 4)

Donde M:es la cantidad de principio activo liberado en un tiempo t, M- es la
fraccién del principio activo liberado después de un tiempo infinito, mientras que k es la
constante cinética que involucra el analisis de las caracteristicas estructurales y
geométricas del dispositivo transportador; y n es el exponente difusional que depende
del mecanismo de liberacion del activo y de la forma del dispositivo. Los valores de n
correspondientes para geometrias cilindricas y esféricas se presentan a continuacién en
la tabla 8. Los valores de n y k se relacionan de manera inversamente proporcional, por

lo cual un valor muy elevado de k podria indicar un efecto de liberacién sin control inicial.
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Tabla 8. Coeficiente n para sistemas poliméricos de liberacion controlada de diferente

geometria. Adaptado de Sandoval et al., 2008

Exponente n
Cilindro Esfera Mecanismo de liberacion
0,45 0,43 Difusion "Fickiana"
0,45<n>0,89 0,43<n>0,85 Difusion anémala
0,89 0,85 Caso Il

En relacidn a los valores de n expuestos en la tabla anterior, Korsmeyer y Peppas
proponen que los valores cercanos a 0,43 indican que la liberacién esta controlada por
el proceso de difusion, denominada liberacidon Fickiana, para denotar que sigue la Ley
de Fick; mientras que los valores superiores a 0,85 indicarian que los mecanismos de
liberacion estan gobernados por los procesos de relajacion de las cadenas del polimero,
los cuales se definen como Caso ll. Los valores intermedios comprendidos entre 0,43 y
0,85 indicarian un comportamiento andmalo también llamado liberacion no Fickiana, en
la cual se combinarian la difusion y la relajacion de las cadenas poliméricas (Sandoval et
al., 2008).

La solubilidad en agua es otra propiedad que debe ser evaluada, dado que los
polimeros solubles en agua, como por ejemplo los alginatos, sélo pueden ser usados
cuando se requiere un control de corto plazo y, en estos casos, la liberacién es
controlada por la velocidad de disolucién del polimero (Ishizawa y Nakamatsu, 2002).

Ademas de todos los factores mencionados anteriormente, para ser seleccionados
para esta aplicacidn, los polimeros deben ser biodegradables y ambientalmente

amigables.
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4.1.3 Adsorcion de herbicidas — Materiales utilizados

En el caso de la adsorcién, dentro de los materiales empleados se destacan las
arcillas, aunque también se ha evaluado la utilizacidon de otro tipo de materiales como
la hidroxiapatita (Sharma, et al., 2019) y las cdscaras de arroz (Evy et al., 2015).

Las arcillas engloban a un grupo de minerales que, en su mayor parte, son
filosilicatos, dentro de los cuales se encuentra la montmorilionita, Los minerales de
arcilla como la montmorilionita, son aluminosilicatos hidratados, es decir que
mayoritariamente se encuentran formados por datomos de silicio (Si), oxigeno (O),
aluminio (Al) y grupos hidroxilo ((OH). Entre las arcillas mas cominmente empleadas
para liberacion de agroquimicos se encuentran la bentonita, la sepiolita y la caolinita,
debido a que presentan una serie de ventajas entre las que se destacan la estabilidad,
alta capacidad adsortiva, la baja o nula toxicidad, el bajo costo (Shirvani et al., 2014), y
la abundancia natural, dado que se encuentran presentes en la mayor parte de los suelos
(Hermosin et al., 2001).

Sin embargo, las arcillas mencionadas anteriormente no resultan efectivas para la
adsorcidn de compuestos orgdnicos anidnicos como, por ejemplo, el herbicida 2,4-D,
debido a que, como se menciond anteriormente, su superficie presenta cargas
negativas, lo cual genera la repulsidn de este tipo de compuestos por sus caracteristicas
anidnicas. Ante esta situaciéon, una de las alternativas consiste en el pretratamiento de
la superficie de las arcillas con surfactantes catidnicos. Los surfactantes mads
comunmente utilizados son sales de amonio cuaternario, como por ejemplo el
hexadeciltrimetilamonio (HDTMA), el benziltrimetilamonio (BTA),
bencildeciltrimetilamonio (BDTA), siendo el HDTMA uno de los mas utilizados (Guegan,

R., 2019). La adsorcion de los cationes orgdnicos sobre la superficie de las arcillas
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produce una modificacién en su superficie, que pasa de hidrofilica a hidrofébica.
Ademas, la carga neta cambia de negativa a positiva y, como resultado de dicho proceso,
se obtienen las “organoarcillas”, materiales hibridos que son el resultado de la
asociacién entre los minerales de las arcillas y los compuestos orgdnicos como los
surfactantes mencionados en el parrafo anterior (Guegan, R. 2019). Las organoarcillas,
cargadas positivamente pueden adsorber eficientemente aniones como el 2,4-D. Por
ejemplo, Hermosin et al., (2006), utilizaron una organo-montmorilionita para la
liberacién controlada del 2,4-D, que permitid disminuir las pérdidas por lixiviacion y
biodegradacion de este herbicida, mientras que su actividad se mantuvo en un nivel
similar al de la formulacién convencional.

Las arcillas, ademas, pueden utilizarse asociadas a otros materiales. Li et al,,
(2012), reportaron la utilizaciéon de bentonita asociada al quitosano para la liberacién
controlada de la atrazina. Los autores, encontraron que el periodo para la liberacién del
50% del herbicida desde las arcillas en las que se encontraba adsorbido, se extendid
hasta 572 horas y redujo el nivel de infiltracion en el suelo.

Hay diversos factores que influyen en la velocidad y la extensién de la liberacion
del principio activo desde el material en el que se encuentra adsorbido, como por
ejemplo la relacién arcilla-herbicida y el procedimiento empleado para la preparacion

de la formulacion (Celis et al., 2007).
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4.1.4 Materiales y Métodos utilizados para la preparacion y estudio de formulaciones

de liberacion controlada

4.1.4.1 Estudios relacionados con el proceso de adsorcion
- Metodologia de superficie de respuesta (RSM)

La metodologia de superficie de respuesta (RSM), es una colecciéon de técnicas
matematicas y estadisticas que se utilizan para la construccién de modelos empiricos. El
objetivo es optimizar una respuesta (variable de salida) que esta influenciada por varias
variables independientes (variables de entrada). Para ello, se llevan a cabo una serie de
pruebas en las cuales se realizan cambios en las variables de entrada para identificar las
razones de los cambios en la respuesta de salida.

Por ejemplo, Sharma et al (2019), empled el modelo de superficie de respuesta para
un estudio de adsorcidon de atrazina (ATZ) sobre hidroxiapatita, analizando tres
variables: concentracién del herbicida, concentracién de las nanoparticulas del
adsorbente y pH. Su estudio permitid generar una ecuacién que relaciona el % de
adsorcion del herbicida estudiado sobre la hidroxiapatita con las tres variables
investigadas (ecuacién 5)

% ads ATZ = 68,46 — 6,26 X [atrazina] + 20,29 X [nanoparticulas] + 0,10 X pH  (5)

- Isotermas de adsorcion-desorcion

Para la evaluacién de la eficiencia de la adsorcion, se construyen isotermas de
adsorcion, que representan la cantidad de herbicida adsorbido por unidad de peso del
adsorbente, en funcién de su concentracidon en la disolucion de equilibrio, a una
temperatura constante y un tiempo definido. Experimentalmente las curvas de

adsorcion se obtienen poniendo en contacto una cantidad fija del adsorbente con
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disoluciones de diferente concentracion del herbicida en estudio (fig. 30) con agitacién

constante.

Figura 30. Equipamiento utilizado

Finalizado el tiempo predefinido (en general 24 h), se toma una alicuota del
sobrenadante y se mide su concentracién. La masa adsorbida del herbicida se determina

por diferencia entre las concentracion final e inicial (ecuacion 6).

% Herbicida adsorbido = [%] x 100 (6)

4.1.4.2 Eficiencia del encapsulamiento

La eficiencia del encapsulamiento se determina midiendo la concentracién del
principio activo en la solucién antes y después del proceso de encapsulamiento. El
mayor desafio consiste en la separacién de las capsulas de la solucidn sin que se rompan
durante el proceso. En general, una de las técnicas mas empleadas para para lograr
eficientemente esta separacidon es la ultrafiltracion, que permite la separacion de
solidos, mediante la utilizacion de filtros constituidos por una membrana
semipermeable con poros de tamafio definido, los cuales, en el caso de los estudios de
encapsulamiento de herbicidas pueden ser de 30 kDa de didmetro. Para llevar adelante
el ensayo en el laboratorio, se emplean tubos para centrifuga modificados, que
contienen en su interior un recipiente con forma de cono en cuyas paredes se encuentra

la membrana porosa (fig. 31)
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Figura 31. Tubos de ultracentifugacion

La suspension de las particulas que contienen el herbicida se coloca en los tubos
de ultrafiltracion antes mencionados y estos son llevados a la centrifugadora.
Posteriormente mediante HPLC se determina la concentracién del herbicida en el
sobrenadante.
4.1.4.3 Estudios de caracterizacion
- Microscopia electrénica de transmision (TEM)

La microscopia electrénica de transmisién (TEM, por sus siglas en inglés,
transmisidn electron microscopy), utiliza alto voltaje para producir y enfocar un haz de
electrones acelerados a alto vacio sobre una superficie muy delgada de la muestra a
analizar (fig. 32). Alimpactar los electrones en una de las caras de una muestra de tejido
ultradelgada forman una imagen al emerger por la cara contraria. Esta técnica se utiliza
para estudiar la estructura y morfologia de muestras sdlidas, permitiendo, por ejemplo,
estudiar los cambios morfolégicos ocurridos en la superficie de los adsorbentes luego

de la adsorcion del herbicida (Sharma et al., 2019).
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Figura 32. Microscopio electronico de transmision (izq.). Imagen obtenida por TEM de las
particulas de hidroxiapatita luego de la adsorcion de la atrazina (derecha). Fuente: Sharma et

al., 2019.

- Microscopia de barrido electrénico (SEM)

La microscopia electréonica de barrido (SEM por sus siglas en inglés, scanning
electron microscope) permite analizar la superficie de muestras sélidas, brindando
informacién morfoldgica, topografica, cristalografica y de composicién quimica. Las
imagenes se generan por interaccion de un haz de electrones con la muestra, en
condiciones de vacio, con una resolucion en la escala del nandmetro (fig. 33).

En la figura 34 se puede observar el cambio de aspecto de la superficie de las

cascaras de arroz luego de la adsorcion del herbicida 2,4-D (Evy et al., 2016).

Figura 33. Microscopio de barrido electrdnico (izq). Imagen obtenida como resultado del barrido

electrénico (derecha)
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a)
Figura 34. Escaneo electronico microscopico de las nanoparticulas adsorbentes de
cdscaras de arroz. A) antes de la adsorcidon del herbicida B) después de la adsorcion del herbicida

Fuente: Evy et al., 2016

- Microscopia de fuerza atémica (AFM)

Esta técnica permite registrar la topografia superficial de una muestra a escala
nanomeétrica. El microscopio de fuerza atdmica es un instrumento mecano-dptico, el
cual consta de una sonda con una punta afilada de forma piramidal, la cual se encuentra
situada en el extremo de una micro palanca flexible. Durante el procedimiento, mientras
la punta recorre la superficie de la muestra, se hace incidir un laser en la micro palanca,
de forma tal que cada vez que la punta sube o baja debido a la interaccién con la
superficie analizada, la micro palanca reflecta la desviacidn del |aser hacia un detector.

El detector consiste en un fotodiodo, el cual estd dividido en cuatro segmentos y
las diferencias de voltaje de los segmentos superiores respecto a los inferiores permiten
determinar con precisién los cambios en la inclinacidén o la amplitud de oscilacién de la
punta. La computadora conectada al detector procesa la informacion y genera la
imagen.

A partir de las imagenes topograficas se puede obtener informacién de la
morfologia de la muestra en 3D, como también los valores de algunos parametros

superficiales como el potencial Z, la rugosidad, el tamafio y los limites del grano. En la
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figura 35 se observa la imagen resultante en 3D correspondiente a la superficie de las

nano particulas sin el contenido de herbicida y conteniendo el paraquat.

FOTODIODO

LASER

SENSOR DEL
MICROSCOPIO

MUESTRA

Figura 35. Microscopia de Fuerza atémica de las nano particulas. a) sin contenido de paraquat.

b) con contenido de paraquat. Fuente: Rashidipour et al., 2019

- Espectroscopia infrarroja transformada de Fourier (FT-IR)

En los estudios por espectroscopia infrarroja la muestra (que puede ser sélida,
liquida o incluso gaseosa), es irradiada con energia de la zona del infrarrojo del espectro
electromagnético. Este estudio se basa en el hecho que las frecuencias de vibracién de
la mayoria de los enlaces covalentes, ocurre en el rango de energia de la zona infrarroja.
Por lo tanto, cuando la molécula es irradiada, por cada movimiento vibracional presente
en la molécula habra una banda de absorcidn asociada, lo que transforma el espectro
de absorcién en una especie de “huella dactilar de la molécula” que permite
identificarla, al compararla con estandares almacenados en bibliotecas moleculares.

Ademds, los espectros IR permiten identificar los grupos funcionales presentes en
las moléculas orgdnicas acorde a la presencia o ausencia de las bandas de absorcién
asociadas a los movimientos vibracionales de los enlaces presentes en los distintos

grupos funcionales.
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En la figura 36 se muestra la imagen de un espectro IR en el que se observa la

presencia de grupos hidroxilos en la muestra analizada.
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Figura 36. Imagen del Espectro IR y movimiento vibracional de estiramiento de la banda. Fuente:
Spectral Database for Organic Compounds (SDBS). https://sdbs.db.aist.go.jp (National Institute
of Advanced Industrial Science and Technology, acceso: 30-09-2020)

4.1.4.4 Estudios de caracterizacion de las particulas
- Dispersion dindmica de la luz (DLS)

La dispersion de luz dindmica (DLS), es una técnica no invasiva que permite medir
el tamafio y la distribucion de tamano de particulas, micro o nanométricas, disueltas o
dispersas en un medio liquido. Mediante esta técnica se puede determinar, por ejemplo,
el tamafio promedio de las cdpsulas en los casos en los que se estén preparando
formulaciones de liberacién controlada de herbicidas mediante le estrategia de
encapsulamiento del principio activo. El equipo que se utiliza para realizar esta
determinacién (fig. 37) permite también medir la carga superficial de las particulas

estudiadas.
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Figura 37. Equipo utilizado en los ensayos de DLS

4.1.4.5 Estudios de deteccion y cuantificacion del herbicida
- Cromatografia Liquida de Alta Resolucién (HPLC)

La cromatografia permite la separacidn y/o analisis de una mezcla de compuestos
por medio de la distribucidn selectiva de los componentes de la muestra entre una fase
estacionaria o fija y una fase movil. La diferente afinidad de los componentes por la fase
estacionaria causa la separacion. En particular, en HPLC la fase fija puede ser sdlida o
liqguida y se encuentra contenida dentro de una columna por la que se hace fluir la fase

movil (liquida) (fig. 38).

Figura 38. Diferentes columnas que contienen la fase fija (izq.). Vista completa del cromatdgrafo

(derecha)
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El detector mas comunmente utilizado es el ultravioleta, pero también se pueden
usar otros detectores mas universales como el de indice de refraccion. Acorde a la
estructura de la muestra a analizar se selecciona el detector que se considera mas
apropiado.

En los estudios de liberacién controlada de herbicidas, por HPLC es posible, por
ejemplo, detectar y cuantificar el herbicida presente en el medio en el que se esta
analizando su liberacion. También ha sido informado su uso para estudios de lixiviacidén
(Sharma et al., 2019). Se usa también para determinar en el contenido del herbicida en

una solucion antes o después de los estudios de encapsulamiento o adsorcién.

4.1.4.6 Estudios de cinética de liberacion
- Ensayos en batch

El equipo y el procedimiento son similares a los utilizados para la elaboracion de
las isotermas de adsorcion. Para el ensayo, la muestra del herbicida adsorbido o
encapsulado, se pone en contacto con el agua contenida en un recipiente cerrado, con
agitacion que puede ser constante o intermitente. A continuacion, se procede a tomar
alicuotas del sobrenadante a intervalos definidos de tiempo, que son analizadas por
HPLC para determinar la concentracion del herbicida en la solucién acuosa.
- Ensayos sobre un embudo Biichner
Es un tipo especial de embudo que se utiliza para la filtracion al vacio. El equipo consiste
en un embudo Biichner, que es un embudo de porcelana, que se conecta a un kitasato

y a una trampa de vacio (fig. 39).

81



Figura 39. Embudo Biichner (izquierda). Matraz kitasato (derecha)

Este tipo de estudio se realiza para simular el efecto de las precipitaciones en la
liberacion del herbicida. Para estos estudios, se coloca una muestra de suelo sobre un
papel de filtro colocado sobre el embudo Biichner, y luego se rocia el suelo con la
solucion del herbicida. Posteriormente, en intervalos de tiempo previamente definidos
la muestra se irriga con un volumen medido de agua destilada para simular el efecto de
la precipitacidn natural. La concentracién del herbicida liberado se realiza midiendo la
concentracién del herbicida en el filtrado por HPLC.

- Ensayos sobre Columnas de suelo

Estos ensayos, ademds de permitir estudiar la cinética de liberacion del herbicida,
permiten realizar también, estudios de lixiviacidon. Estos estudios son muy importantes,
dado que la reduccidn de la lixiviacidn es una de las ventajas que se esperan de las
formulaciones de liberacion controlada.

Las columnas de suelo consisten en una estructura cilindrica formada, en general,
por tubos de un material plastico, pudiendo ser enteras o estar divididas en anillos
desmontables, en este ultimo caso los anillos se encuentran separados uno del otro por

un papel de filtro.
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En el ensayo, la formulacion del herbicida se aplica en la parte superior de la
columna y, a tiempos preestablecidos, se rocia agua en la parte superior de la columna
simulando el efecto de la precipitacidon natural. Luego de transcurrido un plazo de
tiempo prestablecido, se determina la concentracion del herbicida en cada uno de los
anillos por HPLC y, ademas, se emplea el modelo de Korsmeyer y Peppas (ecuacion 4)
para evaluar en mayor detalle los mecanismos involucrados en la cinética de liberacién.
- Sistema de compartimientos

Se trata de un sistema con dos compartimientos divididos, uno aceptor y el otro
donador, que se separan por una membrana porosa (fig. 40). El herbicida encapsulado
o adsorbido se dispone en el compartimiento del donador, mientras que el aceptor
contiene una solucidon acuosa que puede contener algun buffer para garantizar la
disolucién del herbicida. Posteriormente, desde el aceptor se toman alicuotas a
intervalos de tiempo predeterminados, se determina por HPLC la concentracion del
herbicida y se construyen curvas de la cantidad de herbicida liberado (%) en funcion del

tiempo.

O Heraicipa
ENCAPSULADO

" COMPARTIMIENTO
DONADOR

O

COMPARTIMIENTO
ACEPTOR

MEMBRANA

Figura 40. Sistema para evaluar la cinética de liberacion. Adaptado de Grillo et al., 2014
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4.1.4.7 Bioensayos para la evaluacion de toxicidad

Los bioensayos de toxicidad son una de las herramientas mas utilizadas en el area
de la ecotoxicologia. En general se llevan a cabo en el laboratorio, dado que las
condiciones controladas, a diferencia de lo que ocurriria en el ambiente natural,
permiten establecer la relacién entre el contaminante y su efecto biolégico. Se utiliza
una amplia gama de organismos, entre los cuales se encuentran algunas especies de
bacterias bioluminiscentes, microalgas, crustaceos y peces, entre otros. En el caso de las
microalgas, las mismas presentan una serie de ventajas, entre las cuales se encuentra
su rapido ciclo de division celular, que genera que las respuestas de toxicidad aguda y
crénica se produzcan en cortos periodos de tiempo, facilitando su medicién.

Uno de los bioensayos mas comuinmente realizado con las microalgas consiste en
la determinacion de la inhibicion del crecimiento, bajo condiciones de exposicién al
contaminante durante un periodo de 72 a 96 horas. La medicion de diferentes variables,
como la cantidad de clorofila sintetizada por las microalgas, la cantidad de células, etc,
permite realizar la estimaciéon del crecimiento. Por ejemplo, Sharma et al., 2019,
utilizaron el método de discos de papel y la microalga Chlorella sp. para evaluar la
toxicidad de la atrazina adsorbida en hidroxiapatita.

En el método del disco de papel, como se muestra en la figura 41, se coloca suelo
esterilizado en una bandeja compartimentada. A continuacién, los diferentes
compartimientos son pulverizados con las formulaciones del herbicida a evaluar, y luego
se coloca un disco de papel en la parte superior de cada uno, al que se adiciona el cultivo
de las microalgas. El sistema se incuba, generalmente durante un periodo de 7 dias,

durante el cual se produce el crecimiento de las microalgas.
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En la imagen inferior de la figura 41 se observan los discos de papel
correspondientes a cada uno de los tratamientos evaluados por Sharma et al., luego del
periodo de incubacién. En este caso, ademas de la inspeccion visual, el crecimiento se
evalud extrayendo la clorofila y cuantificandola por espectrofotometria UV. En las
imagenes de la figura 41 se observa que el crecimiento de Chlorella sp. fue superior en
el disco que habia sido tratado con la formulaciéon de liberacién controlada, en
comparacion con el correspondiente al tratamiento con la atrazina pura. Por otra parte,
en el caso de las particulas de hidroxiapatita puras, el elevado crecimiento observado se

atribuyd al efecto fertilizante de las mismas, dado que son una fuente rica en fosfatos.
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Figura 41. Método del disco de papel (arriba) y crecimiento de Chlorella sp. en los diferentes
tratamientos (control, atrazina pura (ATZ), particulas de hidroxiapatita puras (HAp NPs),

formulacidn de liberacion controlada (ATZ@HAp) (abajo). Fuente: Sharma et al., 2019

Las conclusiones que surgieron de la inspeccién visual se confirmaron con los

resultados de la cuantificacién de clorofila, que se muestran en la figura 42.
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Figura 42. Contenido total de clorofila para los diferentes tratamientos. Fuente: Sharma et at.,

2019

Siguiendo la misma linea observada en el crecimiento, del grafico anterior se
desprende, que el tratamiento correspondiente a las particulas de hidroxiapatita puras
mostré el mayor contenido de clorofila, seguido por la formulacion de liberacién
controlada, mientras que el menor valor correspondié al tratamiento con la atrazina
pura.

Otra especie ampliamente utilizada en los bioensayos de toxicidad es Allium cepa
(cebolla). Estos bioensayos, en general, se llevan a cabo para evaluar los efectos sobre
el material genético (genotoxicidad) que pueden ser clastogénicos (induccion de
rupturas cromosomicas en la division celular) y aneugénicos (alteracion en las
estructuras de la célula) (Solarte y Pepinosa, 2013).

En general, para realizar las evaluaciones se utiliza el tejido meristematico de la
raiz, dado que las alteraciones de las células de los meristemas apicales de la cebolla se
observan muy claramente. Ante la presencia de sustancias téxicas, si la divisién celular
de los meristemas radiculares se ve afectada, se genera un retraso del proceso de

mitosis y se altera, por lo tanto, el proceso de elongacién de las células radiculares.
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Las variables mas cominmente analizadas son las siguientes:

> El indice mitdtico (nUmero de células divididas cada 1000 células observadas), el
cual es una medida del potencial proliferativo de las células.

> El indice de aberracién cromosdmica, que representa la cantidad de divisiones con
presencia de aberraciones en funcién de la cantidad total.

> Porcentaje de células y estimacion de la duracidn de las diferentes fases.

Grillo et al., 2014, realizaron el ensayo para evaluar la genotoxicidad de las
nanoparticulas de quitosano y tripolifosfato que se usaron como agentes encapsulantes
de paraquat. Los resultados obtenidos mostraron que el dafio producido en el ADN fue
menor cuando el herbicida se encontraba asociado a las nanoparticulas, en comparacién

al daino que generd la utilizacion del herbicida puro (fig. 43).
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Figura 43. Resultados del nivel de dafio en el ADN de las semillas de Allium cepa para los

diferentes tratamientos. Fuente: Grillo et al., 2014.

Por otra parte, Pereira et al., 2014, evaluaron la genotoxicidad de las nano
particulas de PCL que contenian atrazina. Luego de haber expuesto las semillas de Allium
cepa a los diferentes tratamientos analizaron el indice mitético y el indice de aberracién
cromosdémica. Los resultados obtenidos se encuentran representados en las figuras 44

y 45.

87



.7 g mil

a)

0% -

indice Mitdtico

LT

Conorod ATE NCATE NES/ATZE
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etal., 2014.
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Figura 45. Evaluacién del Indice de aberracién cromosémica (%) en las células de Allium cepa
para los diferentes tratamientos. Fuente: Pereira et al., 2014.

Como se puede observar en las figuras 44 y 45, el indice mitético fue mayor
cuando la atrazina se aplicé asociada a las nano capsulas, en comparacién a los valores

gue se obtuvieron cuando fue aplicada en forma pura.
Con respecto a los resultados del indice de aberracién cromosdmica, los mayores

valores del mismo se asociaron a la aplicacion de la atrazina pura, y fueron
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notablemente inferiores cuando el herbicida se encontraba en el interior de las
nanoparticulas, lo cual cémo se explicd anteriormente podria deberse a la lenta
liberacion del herbicida desde el interior de las nano cépsulas.

4.1.4.8 Estudios de la actividad herbicida

En estos estudios se utilizan dos especies vegetales diferentes, una es el cultivo de
interés, que en este Trabajo de Tesis es el maiz, y la otra la maleza a combatir, por
ejemplo, Bidens pilosa 'y Brassica sp. En todos los casos se comparoé la actividad herbicida
de las formulaciones de liberacidn controlada con la del mismo principio activo en una
formulacidon convencional. Es de destacar que los mismos ensayos realizados en
condiciones de campo podrian arrojar diferentes resultados debido a la influencia de los

factores ambientales y edaficos.

5. RESULTADOS Y DISCUSION
5.1 Adsorcion y encapsulamiento de herbicidas

5.1.1 Ensayos realizados con atrazina y resultados obtenidos

A continuacidn, se presentan algunos de los avances que se han informado, hasta
el momento, con respecto al desarrollo de formulaciones de liberacién controlada de
atrazina.

Como ejemplos, se pueden mencionar los estudios de Fernandez-Perez et al.,
(2004), quienes adsorbieron la atrazina sobre bentonitas previamente activadas por
tratamientos con acido y luego encapsularon las bentonitas en granulos de alginato; los
de Sanchez-Verdejo et al., (2008) quienes encapsularon el herbicida en vesiculas de

fosfatidilcolina (PC) y adsorbieron las vesiculas sobre montmorilionita (MT); y por ultimo
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los estudios de Sharma et al., (2018) que adsorbieron la atrazina sobre hidroxiapatita
(HAp).

En todos los casos, para maximizar la cantidad de herbicida adsorbido, se
realizaron estudios para determinar las proporciones éptimas de los distintos materiales
gue componian el adsorbente, asi como también las condiciones del medio de reaccién,
como el pH. Por ejemplo, mezclando 10 mg/l de particulas de HAp con 2.500 mg/I| de
atrazina a pH 7, se lograron porcentajes de adsorcién del herbicida cercanos al 95 %,
condiciones seleccionadas mediante la metodologia de superficie de respuesta (RSM).
Las isotermas de adsorcidon fueron consistentes con un proceso de adsorcidén en
multiples capas que solo es posible cuando la adsorcidn se debe a interacciones fisicas
(fuerzas intermoleculares) lo cual fue considerado positivo dado que, en los casos de
adsorcidn quimica, (por ejemplo, interacciones idnicas), como consecuencia de una
mayor fuerza de atraccidn se retrasa la liberacion del herbicida.

Por otra parte, en el caso de los granulos de alginato, Fernandez-Perez y su equipo
observaron que la incorporaciéon de las bentonitas activadas a la formulacién generaba
los siguientes efectos: i) un aumento en el tamafo de los granulos de alginato, ii) un
aumento en el peso de los granulos sumado a una forma mas esférica, ii) que hubiera
menos agregados y iv) un aumento de la eficiencia de encapsulacién, observandose
valores superiores al 90, 91% considerados muy satisfactorios. En este caso, las
isotermas de adsorcién que se muestran en la fig. 46, permitieron concluir que el
tratamiento de las bentonitas con las soluciones de acido sulfarico (0,5 y 2,5 moles/l),
incrementaba el nivel de adsorcidon, observando maxima adsorcion en el caso de B-0,5

(fig. 46, curva 1).
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Figura 46. Isotermas de adsorcion de la atrazina en las bentonitas. B. B-0,5, B-2,5. Fuente:

Fernandez-Perez et al., 2004.

Los estudios realizados por Sanchez Verdejo acerca de la cinética de liberacion del
herbicida fueron exitosos. En el caso de las vesiculas de PC adsorbidas en MT, las tres
formulaciones de liberacion controlada evaluadas contenian diferentes proporciones de
arcilla y atrazina respectivamente: AT5/1,8 (5 gr/l de arcilla y 1,8 milimoles (mM) de
atrazina), AT5/2,4 (5 gr/l - 2,4 mM de atrazina) y AT1,6/2,4 (1,6 gr/l - 2,4 mM de
atrazina). Para llevar a cabo el ensayo se utilizaron embudos Blichner siguiendo la
metodologia explicada en el apartado 4.1.4.6 de la seccidn materiales y métodos. En
ensayos paralelos se aplicaron distintas formulaciones del herbicida sobre suelo
depositado en el embudo, y las muestras de suelo fueron irrigadas 43 veces con
volumenes constantes de agua destilada, emulando la precipitacién. A continuacion, se
procedid a medir la concentracion del herbicida en el agua luego de cada irrigacion y se
graficé la concentracion del herbicida en el agua irrigada vs el nimero de irrigacién (fig.
47). En el caso de la formulacién comercial, al cabo de ocho irrigaciones se detectd un
acumulado del herbicida correspondiente al 79,3 % del que habia sido depositado en el

suelo irrigado, mientras que, en los casos de las formulaciones de liberacidn controlada,
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luego de la misma cantidad de irrigaciones el porcentaje de liberacion acumulado no

superd el 30 %.
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Figura 47. Evaluacion de la cinética de liberacion de la atrazina para las diferentes formulaciones.

Comercial, AT5/1,8, AT5/2,4, AT1,6/2,4. Fuente: Sanchez Verdejo et al., 2008.

Por otra parte, en la figura 48 se muestran los resultados obtenidos al evaluar la
solubilidad en agua de la formulacién comercial de la atrazina (A), y la cinética de
liberacion de las formulaciones de liberacién controlada a partir de la incorporacién del
herbicida en los granulos de alginato (A.). Como se puede observar en la figura, en el
caso de la formulacidn comercial, el 89,78% del total aplicado de atrazina se detectd en
el agua al cabo de seis dias (fig. 48, curva 1), mientras que un porcentaje similar (93,43%)

de la formulacién AA,.B-0,5 (fig. 48, curva 3), se liberd luego de transcurrido un plazo de

108 dias.
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Figura 48. Evaluacion de la cinética de liberacion en agua de las diferentes formulaciones.

Comercial, AA,, AAB-05, AA.B-2,5. Fuente: Fernandez-Perez et al., 2004.

92



En resumen, los resultados obtenidos permiten concluir que los materiales
evaluados constituyen alternativas viables a los fines de incrementar la capacidad de
adsorcion del material y lograr la liberacién controlada del herbicida.

Se realizaron, también, estudios de lixiviacién, en columnas de suelo siguiendo la
metodologia descripta anteriormente en el apartado 4.1.4.6 de la seccion materiales y
métodos, de las diferentes formulaciones.

Los resultados obtenidos por el grupo de investigacion de Sanchez-Verdejo
mostraron, en el caso de la formulacidon comercial de la atrazina, una mayor lixiviacién,
con respecto a las formulaciones de liberacion controlada. Como se puede observar en
la figura 49a, el 75% de la atrazina aplicada mediante la formulacion de liberacién
controlada se retuvo en los primeros 4 cm de profundidad del suelo, mientras que dicho
porcentaje descendid a un 53% en el caso de la formulacién comercial. La misma
tendencia se mantuvo al analizar los segmentos mas profundos, dado que en el Ultimo
segmento (12-16 cm) soélo se detectd la presencia de la formulacién comercial del

herbicida (fig. 49a).
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Figura 49. a) Perfil de lixiviacion de la atrazina en ensayos de columnas de suelo. b) Evaluacion

de la actividad herbicida sobre Setaria viridis. Fuente: Sanchez Verdejo et al., 2008.

Por otra parte, la menor lixiviacidon de las formulaciones de liberacién controlada

también se vio reflejada indirectamente en la actividad herbicida, dado que el mayor
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porcentaje de inhibicidn de la germinaciéon de Setaria viridis (cola de zorro) se desarrollé
en los primeros 4 cm del suelo (fig. 49b).

Los resultados de Sanchez-Verdejo coincidieron con los de Sharma et al., (2018),
quienes también observaron una mayor lixiviacién en las formulaciones comerciales,
respecto a las de liberacion controlada, observando que la formulacidon comercial del
herbicida lixivié hacia las capas mas profundas del suelo, alcanzando el maximo nivel de

concentracion en la capa 7 (fig. 50).
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Figura 50. Evaluacion de la lixiviacion de las formulaciones de atrazina. ATZ (comecial), ATZ-

HAp (formulacion de liberacion controlada). Fuente Sharma et al., 2018

Los dos ejemplos mencionados ponen en evidencia uno de los beneficios de las
formulaciones de liberacion controlada versus las formulaciones convencionales, que es
la menor lixiviacién de los herbicidas con la consecuente reduccién en la posibilidad de
contaminacién de aguas subterraneas, entre otras ventajas.

Se llevaron también a cabo ensayos para evaluar la actividad herbicida de las
formulaciones de liberacion controlada. Los resultados obtenidos por el equipo de
Sanchez-Verdejo et al, fueron comentados anteriormente junto con los

correspondientes a la lixiviacidon, dado que en ambos casos se realizd la evaluacidn en
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funcién de la profundidad, de los dos primeros anillos y del total de la columna
respectivamente (fig. 49 ay b).

Asimismo, los resultados obtenidos por Sharma et al., permitieron comprobar que
los compuestos involucrados en las formulaciones de liberacion controlada (particulas
de hidroxiapatita) no tuvieron ningun efecto toxico sobre la germinacion de las semillas
de maiz (fig. 51 a y b), y que, ademas, la formulacién de liberaciéon controlada mostré
una mayor eficiencia de control sobre Brassica sp. dado que, en este caso, la maleza
comenzé a germinar recién a los 25 dias posteriores a la aplicacién. mientras que cuando

se aplicé la formulacion convencional, la germinacién comenzé a los 14 dias (fig. 51c).
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Figura 51. Evaluacion de la actividad herbicida en maiz y Brassica de las diferentes
formulaciones de atrazina. Control, HAp (particulas de hidroxiapatita), ATZ (formulacion

comercial), ATZ-HAp (formulacidn de liberacion controlada). Sharma et al., 2018.

En la figura 52 se muestra el desarrollo de las plantas de maiz a los 30 dias
posteriores a la aplicacion de las diferentes formulaciones del herbicida. En funcién del
desarrollo de las plantas de maiz se pudo comprobar que la aplicacién de la formulacién
de liberacion controlada no afectd la germinacion, dado que, al igual que en el control,

(fig. 52a), en este caso también germinaron tres de las cuatro semillas sembradas (fig.
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52c), mientras que en el caso de la formulacion comercial del herbicida sélo germinaron

la mitad de las semillas (fig. 52b).

Figura 52. Estado de desarrollo de las plantas de maiz. en los diferentes tratamientos.

Fuente: Sharma et al., 2018.

En resumen, los resultados obtenidos permiten concluir que las formulaciones de
liberacion controlada evaluadas, constituyen una alternativa viable a los fines de lograr
un adecuado nivel de control, sin afectar el cultivo y disminuyendo ademas el impacto
ambiental y el riesgo de contaminacion.

Hay antecedentes, también, de formulaciones de liberacidon controlada basada
Unicamente en el encapsulamiento de la atrazina con un agente apropiado sin que
participen procesos de adsorcion. En este contexto, se pueden mencionar los trabajos
de Lobo et al., (2011) que utilizaron PHBV como agente encapsulante, y los de Grillo et
al., (2012), Pereira et al., (2014) y Preisler et al., (2020) que emplearon PCL.

En el ensayo con PHBV, la eficiencia de encapsulacion resulté muy baja,
ubicandose en un rango entre 3,3 y 24,7%, coincidiendo con informes anteriores de
otros investigadores que utilizaron el mismo procedimiento para encapsular diferentes
principios activos, como por ejemplo, los de Sendil et al., 1999, quienes evaluaron la
utilizacién de las particulas de PHBV como sistema para la liberacidon controlada del
antibiotico tetraciclina. Por el contrario, al utilizar PCL, la eficiencia de encapsulamiento
fue mucho mayor obteniéndose porcentajes de encapsulamiento en el rango entre 86,7
%y 92 % que se consideran satisfactorios.
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Las diferencias encontradas en los porcentajes de encapsulacién se pueden
relacionar, entre otros factores, con la afinidad entre el herbicida y el material
encapsulante, asumiendo que una mayor afinidad aumenta la probabilidad de éxito del
encapsulamiento, por lo cual, en virtud de los resultados obtenidos se podria concluir
que el PCL seria una mejor alternativa.

Por otra parte, los resultados obtenidos por Pereira et al., en relacidn a los perfiles
de liberacién del herbicida desde las particulas de PCL se muestran en la figura 53,
observandose que, en el caso de la formulacién comercial del herbicida, la pendiente
inicial de la curva fue significativamente mas pronunciada debido a la mayor
concentracion inicial de atrazina en la formulacion comercial comparada con la
formulacion de liberacion controlada. Ademas, al aplicar el modelo matematico de
Korsmeyer y Peppas se comprobd que el mecanismo de liberacién involucrado era el

transporte anémalo, en el cual se combinan la difusion del principio activo y la relajacion

de las cadenas del polimero.
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Figura 53. Perfil de liberacion de la atrazina desde las particulas de PCL. Fuente: Pereira et al.,

2014.
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Para evaluar la actividad herbicida, una de las especies seleccionadas fue Bidens
pilosa (Preisler et al., 2020). Durante el periodo de tiempo que durd el ensayo se
contabilizaron diariamente la cantidad de semillas germinadas (con la plumula visible) y
muertas (con las hojas cotiledonares necréticas). No se observaron diferencias
significativas en la germinacion entre las formulaciones de liberacion controlada y la
formulacion comercial del herbicida (fig. 54a). Por el contrario, si se observaron
diferencias significativas en cuanto al mayor nivel de mortalidad de la maleza mediante
la aplicacién de las formulaciones de liberacién controlada comparada con la

formulacidon comercial (fig. 54b).
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Figura 54. a)-b) Evaluacion de la actividad herbicida sobre Bidens pilosa de las diferentes
formulaciones. Control, NC (nano capsulas), NC + ATZ (nano capsulas c/atrazina), NC+ATZ 1/10
(nano capsulas c/atrazina diluida), ATZ (formulacién comercial), ATZ 1/10 (formulacion
comercial diluida). Fuente: Preisler et al., 2020. c) Evaluacion de la actividad herbicida sobre
Brasscia sp de las diferentes formulaciones. Control, NCs (nano capsulas), NEs (nano esferas),
NCs/ATZ (nano capsulas c/atrazina), NEs/ATZ (nono esferas ¢/atrazina), ATZ (atrazina comercial)

Fuente: Pereira et al., 2014.
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Se estudié también la efectividad de las formulaciones frente a Brassica sp (Pereira
et al., 2014). En este caso, las formulaciones de liberacién controlada tuvieron un mayor
efecto de afeccion sobre el indice de germinacion comparadas con la formulacién
comercial del herbicida (fig. 54c).

Por otra parte, en la figuras 55 a y b se muestran los resultados de los estudios
tendientes a demostrar que el agente encapsulante no resultaba tdxico para el cultivo
de maiz, a la vez que, en las formulaciones con la atrazina encapsulada, se mantenia la
eficiencia de control sobre las malezas, que, en algunos casos, fue superior a la lograda
con la formulacién convencional, lo cual permite concluir que el mecanismo de accién
del herbicida no se vio alterado por el encapsulamiento, dado que las plantas de maiz

no fueron afectadas ante la aplicacién del mismo.

Control
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Figura 55. a) Desarrollo de las pldntulas de maiz y b) Brassica sp. a los 14 dias luego de la
aplicacion de las diferentes formulaciones. Control, NCs (nano capsulas), NEs (nano esferas),
NCs/ATZ (nano capsulas c/atrazina), NEs/ATZ (nono esferas c/atrazina), ATZ (atrazina

comercial). Fuente: Pereira et al., 2014

En resumen, dado que las formulaciones de liberacién controlada presentaron un
nivel de control similar o incluso superior en comparacién al obtenido mediante la
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formulacién comercial, es posible concluir que el encapsulamiento no afecté la accién
herbicida de la atrazina, si bien cabe aclarar que los resultados obtenidos en condiciones
de campo podrian diferir como consecuencia de las variables ambientales.

En funcidn de los resultados obtenidos se puede concluir que el encapsulamiento
o la adsorcidn de la atrazina es una alternativa prometedora que parece poder cumplir
con la premisa de lograr igual actividad herbicida, con menor cantidad de principio

activo aplicado y menor impacto ambiental.

5.1.2 Ensayos realizados con paraquat y resultados obtenidos

En relacion a los materiales utilizados para encapsular el paraquat se pueden
mencionar, por ejemplo, los estudios que realizaron, Grillo et al.,, (2014), quienes
emplearon particulas compuestas por una combinacién de quitosano vy tripolifosfato
(TPP); los de Silva et al., (2011) que evaluaron una mezcla de quitosanos y alginatos; y
los de Rashidipour et al., (2019) y Ghaderpoori et al., (2020), quienes ensayaron una
combinacion de TPP y quitosano, incorporando, ademas, pectinas en el primer caso y
goma xantica en el segundo.

La incorporacion de pectinas o goma xantica a las mezclas de quitosano y TPP,
condujo a un aumento significativo de la eficiencia de encapsulacién (de 63 a valores
cercanos al 85 %). En el caso de la mezcla de alginato y quitosano la eficiencia de
encapsulacion fue del 74 %, superior la del quitosano y TPP, pero menor a la de la mezcla
con pectina o goma xantica.

Los estudios morfoldgicos permitieron determinar que la combinacién del
guitosano, tanto con el TPP como con el alginato, conducia a la formacién de particulas

de forma esférica, con una estructura sélida (figs. 56 y 57). Por otra parte, el
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entrecruzamiento electrostatico entre el TPP o el alginato y los grupos amino del
quitosano generé la formacién de poros, como se observa en las imagenes obtenidas

por SEM (fig. 58).

a)

Figura 56. Imdgenes obtenidas por AFM de las particulas de quitosano y TPP. a) sin paraquat b)

con paraquat. Fuente: Grillo et al., 2014

Figura 57. Imdgenes obtenidas por TEM de las particulas de quitosano y alginato. Fuente: Silva

etal, 2011

Figura 58. Imdgenes obtenidas por SEM. a) particulas de quitosano, TPP y pectina s/PQ. b)
particulas de quitosano, TPP y pectina ¢/PQ. Fuente: Rashidipour et al., 2019. c)Particulas de
quitosano, goma xdntica y TPP s/PQ. d) Particulas de quitosano, goma xdntica y TPP c¢/PQ.

Fuente: Ghaderpoori et al., 2020.
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Es importante destacar que, en ambos casos, las particulas formadas resultaron
estables durante el periodo de evaluacion de 60 dias, lo que permite concluir que la
incorporacion, tanto de la pectina como de goma xantica, a la combinacién de quitosano
y TPP resultan viables, por no afectar la estabilidad de la formulacién.

Los estudios cinéticos de liberacidon del paraquat en agua, realizados segun el
método de compartimientos descripto en la seccidn 4.1.4.6 de este Trabajo de Tesis,
resultaron también alentadores. Por ejemplo, en el caso de las particulas de quitosano
y TPP, al cabo de 350 minutos sdlo se detectd en el compartimiento aceptor el 70 % del
herbicida encapsulado, mientras que, en las pruebas con el herbicida sin encapsular, en
ese mismo periodo de tiempo, el 92% del paraquat se encontraba en el compartimiento
aceptor (fig. 59a). De manera similar, Silva et al., (2011) comprobaron que, cuando el
agente encapsulante era quitosano y alginato, la deteccion del 100 % del herbicida en el
compartimiento aceptor consumia 480 minutos, dos horas mas que en el caso de la

formulacion convencional (fig. 59b).
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Figura 59. Perfiles de cinética de liberacion del paraquat. Fuente: Grillo et al., 2014. Silva
etal, 2011

Por otra parte, en el caso de las capsulas de pectina, quitosano y TPP se observé
que el 74,3% del herbicida se liberd luego de transcurridos 360 minutos (fig. 60a),
mientras que, cuando en vez de pectina se utilizd goma xantica, la liberacion del
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paraquat encapsulado se produjo a una mayor velocidad, dado que al cabo de 270
minutos se habia liberado el 89,92 % (fig. 60b). Lamentablemente, en estos ultimos dos
casos, los autores no informaron la curva de liberacién del herbicida en su presentacién

comercial (Rashidipour (2019); Ghaderpoori (2020).
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Figura 60. Cinética de liberacion del paraquat encapsulado. Fuente: Rashidipour et al.,

2019. Ghaderpoori et al., 2020.

Asimismo, dado que, como se menciond anteriormente, la cantidad de herbicida
disponible para ser adsorbido por las malezas puede disminuir como consecuencia de la
adsorcion del mismo en el suelo, se realizaron estudios de adsorcidon en suelo de las
distintas formulaciones del paraquat. Como se puede observar en las isotermas que se
muestran en la figura 61, tal como se esperaba, el paraquat contenido en las capsulas
de quitosano y TPP presenté un menor nivel de adsorcidn en suelo que la formulacién
comercial.

Ademas, los estudios realizados en columna de suelo (fig. 62) confirmaron una
marcada reduccion de la lixiviacion del paraguat como consecuencia del
encapsulamiento, dado que en las formulaciones con el herbicida encapsulado el mismo
se acumuld mayoritariamente en los primeros centimetros del suelo, a diferencia de lo

que ocurrid en los estudios realizados con la formulacién comercial.
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Figura 61. Isotermas de adsorcion del paraquat en el suelo. Fuente: Grillo et al., 2014
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Figura 62. Ensayos en columnas de suelo. PQ:NP (paraquat encapsulado), PQ (paraquat sin

encapsular), formulacion comercial. Fuente: Rashidipour et al., 2019.

El equipo de Silva realizd, también, un estudio de la influencia del contenido de la
materia orgdnica en la adsorcidn del paraquat en el suelo, comparando una formulacién
comercial con la de liberacion controlada y, contrariamente a lo que ocurrid con la
formulacidn comercial, no se observé una influencia significativa de la variacién en el
contenido de materia organica en el caso de la formulacién encapsulada

En resumen, los resultados permiten concluir que el encapsulamiento del
paraquat es una alternativa viable a los fines de lograr una formulacion que presenta
como ventajas, ademas de la gradualidad en la liberacion del herbicida, menor nivel de

adsorcion en suelo, menor influencia del contenido en materia orgdnica del suelo en la
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eficiencia de control y menor lixiviacién, con la consecuente disminucién del riesgo
potencial de contaminacién del agua subterranea.

Respecto a la evaluacién de la genotoxicidad de las diferentes formulaciones,
realizados segln la descripcion de la seccién4.1.4.7, los resultados obtenidos en el test
de Allium cepa mostraron que el dafio producido en el ADN fue menor cuando el
paraquat se encontraba asociado a las particulas de quitosano y TPP en comparacién al

dano que generd la utilizacién del herbicida puro-

Los estudios de citotoxicidad se realizaron sobre tres lineas de células: i) células KB
(células de carcinoma humano nasofaringeo) (fig. 63a), ii) células A 549 (células de
adenocarcinoma humano del epitelio alveolar basal) (fig. 63b) ii) y iii) células CHO
(células del epitelio ovarico del hamster chino) (fig. 63c); ademds en este Ultimo caso se
determiné la Concentracidn Inhibitoria 50 (Clsp), la cual representa la concentracién

necesaria de una sustancia para inhibir a la mitad un proceso biolégico.

En los dos primeros casos se observé una menor mortalidad de las células cuando el
herbicida se encontraba encapsulado en las particulas de quitosano, TPP y pectina. Por
otra parte, como se muestra en la figura 63 c, el valor de la Clso para el paraquat sin
encapsular fue de 0,12 mg/ml, mientras que, al estar encapsulado, el herbicida no
presentd efectos tdxicos a las concentraciones evaluadas, lo cual se ve reflejado en los
valores de la viabilidad celular, que se mantuvieron cercanos al 100% durante todo el

periodo que durd el ensayo.
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Figura 63. Evaluacion de citotoxicidad en diferentes lineas de células. a) A549, b) KB Fuente:

Rashidipour et al., 2019. c) CHO Fuente: Grillo et al., 2014.

Los ensayos tendientes a evaluar la actividad herbicida de las diferentes
formulaciones se realizaron sobre el maiz, representando al cultivo de interés, y Brassica
sp, representando la maleza a combatir. En la figura 64 se muestra el estado de las
plantas de ambas especies al inicio del ensayo y a las 48 horas después de haber recibido
la aplicacion del herbicida. En el caso de las plantas de Brassica sp, el efecto herbicida
obtenido mediante la aplicacion del paraquat encapsulado con la mezcla quitosano/

alginato fue similar al de la aplicacidn del herbicida sin encapsular, lo cual se ve reflejado
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en la figura 64 (Cy D) y en el grafico de la figura 65a. Por otra parte, de la figura 65b se
desprende que el peso seco de las plantas de maiz fue similar, no habiéndose observado
diferencias significativas en el mismo en funcién de ambas formulaciones del herbicida

(comercial y de liberacidn controlada).
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Figura 64. Evaluacion de la actividad herbicida de las diferentes formulaciones en plantas de
maiz y Brassica sp. A) control, B) particulas s/PQ, C) PQ comercial, D) PQ encapsulado. Fuente:

Grillo et al., 2014.
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Figura 65. Evaluacion de la actividad herbicida de las diferentes formulaciones en funcion del

peso seco. a) Brassica sp, b) maiz. Fuente: Grillo et al., 2014.
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Si bien la aplicaciéon del paraquat en ambos tipos de formulaciones (sin
encapsular y encapsulado en las particulas de quitosano/TPP/pectina afectd las plantas
de ambas especies, el efecto herbicida fue mayor en el caso de Brassica sp., lo cual se
ve reflejado en los menores valores de peso seco de la maleza (fig. 66a) comparados con

los del maiz (fig. 66b), luego del tratamiento.
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Figura 66. Evaluacion de la actividad herbicida de las diferentes formulaciones. Control, nano
particulas (NPs), nano particulas ¢/PQ (NP:PQ), PQ s/nano particulas (PQ s/NPs), PQ comercial
Adaptado de Rashidipour et al., 2019

Por otra parte, el efecto herbicida sobre Brassica sp obtenido mediante la
formulacidon de liberacién controlada, fue mayor al de la formulacién comercial,
conforme se observa en la figura 67. La mayor eficiencia de accion del herbicida

encapsulado con cubiertas de quitosanos podria estar también asociada a una mejora
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en la adhesion de las capsulas a la superficie foliar, con respecto al paraquat sin
encapsular, dado que la facilidad de adhesion a la superficie foliar es una propiedad

reconocida de los quitosanos.
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Figura 67. Evaluacion de la actividad herbicida de las diferentes formulaciones. Control, nano
particulas (NPs), nano particulas s/PQ (NPs s/PQ), nano particulas ¢/PQ (NP:PQ), PQ grado

técnico, PQ comercial. Adaptado de Ghaderpoori et al., 2020

En resumen, los resultados obtenidos demostraron que los materiales
seleccionados para encapsular el herbicida constituyen una alternativa viable para la
elaboracidn de las formulaciones de liberacion controlada, dado que no sélo la actividad
herbicida sobre Brassica sp no se vio afectada, sino que ademas como consecuencia de
la mejor adhesion de las particulas a la superficie foliar por efecto del quitosano, el

efecto generado por el herbicida seria mayor.

5.1.3 Ensayos realizados con 2,4-D y resultados obtenidos

Con respecto a materiales usados como adsorbentes del 2,4-D para formulaciones
de liberacién controlada, se pueden mencionar, la cascara de arroz, Evy et al., (2016);
particulas de silice mesoporosa, Cao et al., (2018), 6rgano montmorilionita, Hermosin et

al., (2006); organo bentonitas y organo zeolitas, Shirvani et al., (2014); y un hidrogel de
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goma gatti/ dimetiliacrilamida (DMA) /metilenbisacrilamida (MBA), en el cual
incorporaron particulas de plata (Ag) a los fines de mejorar la biodegradabilidad del
material y la liberacién del herbicida (Babaladimath y Vishalaksh (2017).

En relacidn a los resultados obtenidos respecto a la capacidad de adsorcién de los
diferentes materiales, en el caso de las cascaras de arroz, la velocidad inicial del proceso
de adsorcién fue elevada, y el equilibrio se alcanzé luego de transcurridos 90 minutos.
En el caso de las organo bentonitas, el nivel de adsorcion y la velocidad del proceso fue
superior al de las organo zeolitas, conforme se desprende de las respectivas isotermas
de adsorcion (fig. 68 a y b), haciéndose mas notoria la diferencia entre los materiales
cuando la cantidad de surfactante cetrilmetilamonio (CTMA) utilizada en el
pretratamiento de las arcillas fue mayor, debido posiblemente a un incremento de la
afinidad entre el material adsorbente y el herbicida generada por la aplicacion del CTMA.
Las isotermas también reflejaron una mayor desorcién del herbicida desde las organo
zeolitas con valores aproximados de 44 mmol 2,4-D/kg, lo cual reflejo el grado de
reversibilidad del proceso.

Similares resultados se obtuvieron cuando el material utilizado fue la organo
montmorilionita, observandose que, en este caso, la afinidad entre el adsorbente y el
herbicida se vio incrementada con el incremento en la cantidad de
hexadeciltrimetilamonio (HDTMA) utilizado en el pretratamiento, lo cual provocé un
aumento, tanto de la velocidad como de la capacidad de adsorcién, como se puede
deducir analizando las isotermas de adsorcion-desorcién que se muestran en la figura

68c.
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etal., 2006.

Los estudios de adsorcidn de 2,4-D sobre la silice mesoporosa también resultaron
satisfactorios. Como puede observarse en la figura 69, las isotermas se elaboraron en
funciéon de la adsorcidon del nitrégeno, dado que la misma representa la metodologia
mas comunmente utilizada en los materiales porosos. La presencia del herbicida
dificulta la adsorcion de nitrégeno, por lo cual las diferencias en cuanto a la adsorcién
del nitrégeno se atribuyen a la presencia del herbicida adsorbido en las particulas de
silice (fig. 69), por lo cual los resultados permitieron determinar que el nivel de adsorcion

del 2,4-D sobre la silice mesoporosa fue adecuado.
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Asimismo, en el caso del hidrogel, como era lo esperable, |a eficiencia de adsorcién
disminuyd ante el aumento en el entrecruzamiento, sin embargo, la incorporacién de
las particulas de plata (Ag) generd un incremento en el nivel de adsorcién que podria
atribuirse a un disminucion en el entrecruzamiento con el consecuente aumento en el
tamafio de los poros, dado que la fuerte union de las particulas de plata a las cadenas
que componen la matriz del gel, reduce las interacciones Inter segmentales lo cual

aumenta la capacidad de hinchamiento.
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Figura 69. a) Isotermas de adsorcion del nitrégeno en las particulas de silice mesoporosa: pristina
(P-MSN), tratada con trimetilamonio (MSN.TA), conteniendo el 2,4-D (2,4-D-MSN). Fuente: Cao
etal., 2018.

En resumen, los resultados obtenidos permiten concluir que los materiales
evaluados, como asi también el tratamiento con surfactantes de los mismos,
constituyen alternativas viables a los fines de lograr un adecuado nivel de adsorcién del
herbicida 2,4-D.

Con respecto a los ensayos correspondientes a la evaluacion de la cinética de
liberacidn, en la figura 70 se muestran los perfiles de liberacién en agua del herbicida
adsorbido en las cdscaras de arroz. En este caso, el equilibrio se alcanzé al segundo dia,

y laliberacidn fue lenta y sostenida, lo cual podria deberse a una fuerte interaccién entre
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el material adsorbente y el herbicida, habiéndose conseguido, ademas, para el caso de
la mejor formulacién, mantener la liberacidon constante durante un periodo de seis dias
(fig. 70a, curva 2). De manera similar, cuando se utilizaron las organo bentonitas y
zeolitas, luego de transcurridas las primeras horas de iniciado el ensayo, casi la totalidad
de la formulacion comercial del herbicida se encontraba en el compartimiento aceptor
(fig. 70b, curva 1), mientras que, en el caso de las formulaciones de liberacién
controlada, al igual que en el caso de las cascaras de arroz, el equilibrio se alcanzo al
segundo dia. Asimismo como mencionamos anteriormente, el tratamiento de las arcillas
con el CTMA generd un incremento en la afinidad entre estas ultimas y el herbicida vy,
como consecuencia, luego de transcurridos siete dias, solo se habia liberado el 22% del
herbicida adsorbido en las bentonitas-CTMAqo (fig. 70b, curva 5), mientras que, en el
mismo periodo de tiempo, se liberé alrededor del 60% del herbicida adsorbido en las

bentonitas-CTMA1qo (fig. 70b, curva 2) y en las zeolitas (fig. 70b, curvas 3 y 4).
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Figura 70. Perfiles de cinética de liberacion en agua del 2,4-D. Fuente: Evy et al., 2016. Shirvani

etal.,, 2014.

De manera similar, cuando se utilizé montmorilonita como material adsorbente,

el equilibrio se alcanzé entre el primer y el segundo dia, mientras que, en el caso de la
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formulacién comercial del herbicida, el 53% de la misma migré al compartimiento
aceptor al poco tiempo de iniciado el ensayo (fig. 71a, curva 1). De la fig. 71a también
se desprende que, al igual que en los casos anteriores, la cinética liberacion se vio
influenciada por el nivel de afinidad entre el material adsorbente y el herbicida
relacionada con el tipo de interacciones fuerte (SC) o débiles (WC) entre el 2,4-D y el
material adsorbente (fig. 71, curvas 4 y 5).

Por otra parte, en el caso de las particulas de silice mesoporosa, el equipo de Cao
et al.,, (2018) evalud la cinética de liberacion del herbicida en agua bajo diferentes
condiciones de pH y temperatura y observd que, a pH 3, luego de 2 horas sélo se habia
liberado el 16%, mientras que, en el mismo periodo de tiempo, a pH 10 el porcentaje de
liberacion del herbicida habia sido 43% (fig. 71 b). Con respecto a la influencia de la
temperatura en la liberacidn, los resultados mostraron un aumento en el porcentaje de
liberacion en funcion del aumento de la temperatura, observando a 20, 30 y 40°C, una
liberacidon del 53, 75 y 96% del herbicida, respectivamente, luego de transcurridas 15
horas (fig. 71c).

Por ultimo, los perfiles correspondientes a la cinética de liberacién del herbicida
desde el hidrogel se observan en la figura 71d. En este caso, se pudo comprobar que la
liberacion disminuyd ante el incremento en la reticulacién del material adsorbente,
dado que a mayor reticulacion disminuye el volumen disponible para el ingreso de las
moléculas de agua, lo cual reduce la difusién del herbicida. Asimismo, los resultados
obtenidos mostraron que, en ausencia de las particulas de Ag, el 50% del herbicida se
liberé al cabo de 6, 5 y 4,5 horas en funcién de la composicidon del gel respecto a la
concentracion de MBA, 0,097, 0,194 y 0,291, respectivamente. Sin embargo, ante la

incorporacion de las particulas de Ag, la liberacion del 50% del herbicida se produjo
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luego de transcurridas 12, 10 y 9 horas, respectivamente (fig. 71e), lo cual indica la
influencia de la composicién del gel sobre el proceso de liberacidn.

En resumen, los resultados obtenidos permiten concluir que los materiales
utilizados constituyen opciones validas para lograr la liberacién controlada del 2,4-D,
habiéndose observado diferencias en la cinética de liberacién en funcién del grado de

afinidad entre el adsorbente y el herbicida, y de las condiciones de pH y temperatura del

medio.
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Figura 71. Evaluacion de la cinética de liberacion en agua del 2,4-D. Fuente: Hermosin et al.,

2014. Cao et al., 2018. Babaladimath y Vishalakshi., 2017.

Por otra parte, a los fines de evaluar la lixiviacion de las diferentes formulaciones,
se realizaron ensayos en columnas de suelo, cuya metodologia fue explicada en el
aparatado 4.1.4.6 de la seccion materiales y métodos.

Los estudios demostraron que el 2,4-D adsorbido en la organo montmorilionita
presentaba un menor nivel de lixiviacién que la formulacién comercial (fig. 72a). De
manera similar, la adsorcién en las organo bentonitas y zeolitas también condujo a una
reduccion en el nivel de lixiviacién del herbicida, dado que, como puede observarse en
la figura 72b, las formulaciones de liberacién controlada ejercieron la actividad herbicida
en los primeros 5 cm de profundidad del suelo, lo cual se vio reflejado en los menores
niveles de produccién de materia seca de Lepidium sativum (berro), mientras que en el
caso de la formulaciéon comercial, la accidn herbicida se desarrollé entre los 10 y los 25
cm de profundidad, lo que demuestra la mayor lixiviacion de la formulacidn comercial.
En el caso de las particulas de silice mesoporosa, la formulacion de liberacién controlada
también condujo a una significativa reduccion de la lixiviacién con respecto a la

formulaciéon comercial (fig. 72c).
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Figura 72. Evaluacion de la lixiviacion en columnas de suelo. Fuente: Hermosin et al., 2006.

Shirvani et al., 2014. Cao et al., 2018. Evy et al., 2016.

También se observé menor lixiviaciéon cuando el material adsorbente fueron las
cascaras de arroz, dado que el herbicida queddé mds retenido en los primeros
centimetros del suelo, mientras que el herbicida comercial, debido al mayor grado de
lixiviacién se distribuyé a lo largo de todo el perfil, conforme se desprende de la figura
72d. En este caso, también se evalué la lixiviacion de las diferentes formulaciones en
funcién de la actividad herbicida sobre Brassica sp en los distintos segmentos de
profundidad del suelo. Los resultados obtenidos mostraron que la actividad herbicida
de la formulacion de liberacién controlada se desarrollé principalmente en los primeros
centimetros de profundidad del suelo, dado que se observd un mayor nivel de
crecimiento de Brassica sp a mayores profundidades, confirmando la menor lixiviacidon

del 2,4-D cuando se hallaba adsorbido sobre las cascaras de arroz.
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En resumen, los resultados obtenidos demostraron la aptitud de los materiales
analizados para obtener formulaciones de liberacidn controlada que permitan lograr
una reduccioén en el nivel de lixiviacion, a los fines de disminuir el potencial riesgo de
contaminacién del agua subterranea.

Por ultimo, en cuatro de los trabajos analizados se realizaron ensayos tendientes
a evaluar la actividad herbicida de las diferentes formulaciones. En el caso de las organo
arcillas bentonitas y zeolitas, ambas formulaciones (de liberacién controlada y
comercial) mostraron un nivel de control similar sobre Trifolium repens (trébol),
conforme se desprende de los resultados obtenidos, dado que estadisticamente no se
observaron diferencias significativas (fig. 73a). Asimismo, similares resultados se
reportaron al emplear la organo montmorilionita como material adsorbente, dado que
al igual que en el caso anterior, las diferentes formulaciones no mostraron diferencias
en relacion a la eficiencia de control.

Por otra parte, en el caso de las cascaras de arroz, el equipo de Evy et al., (2016),
evalud el efecto de la aplicacién de las diferentes formulaciones en la germinacién de
las semillas de maiz y de Brassica sp. En el caso del maiz, la adsorcién no generé
modificaciones en la actividad herbicida, dado que las plantas de maiz no se vieron
afectadas, mientras que en el caso de Brassica sp, la formulacidon de liberacidon
controlada mostré una mayor eficiencia de control comparada con la comercial. Los
resultados descriptos se ven reflejados en los graficos de las figuras 73 by ¢, en los cuales
se observa la produccién de materia seca de ambas especies. En las figuras 74 ay b, se
observa el estado de desarrollo de ambas especies luego de la aplicacién de las

diferentes formulaciones.
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Figura 73. Evaluacion de la actividad herbicida. Fuente: Shirvani et al., 2014. Evy et al., 2016.

b)

Figura 74. Evaluacion de la actividad herbicida sobre maiz (a) y Brassica sp. (b) de las diferentes
formulaciones. A) control, B) formulacion convencional, C) cdscaras de arroz s/herbicida, D)

formulacion de liberacion controlada. Fuente: Evy et al., 2016.

Por otra parte, el equipo de Cao et al, (2018) tampoco informd diferencias
significativas en relacién a la actividad herbicida de las formulaciones de liberacion

controlada y de la formulacién comercial, lo cual se ve reflejado en la figura 75ay en el
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grafico de la fig. 75b, los cuales se observan niveles similares en la inhibicién del

crecimiento radicular y en el peso fresco de Cucumis sativus (pepino).

Longitud radicular
Peso fresco =

(18) oasauy osag

02

Longitud radicular (cm)

b)

Figura 75. Evaluacion de la actividad herbicida de las diferentes formulaciones sobre Cucumis
sativus. A) Control, B) Formulacion comercial, C) Formulacién de liberacion controlada. Fuente:

Caoetal., 2018.

En resumen, los resultados obtenidos permiten concluir que la adsorcién en los
diferentes materiales no afectd la actividad herbicida, dado que las plantas de maiz no
se vieron afectadas, y ademas la eficiencia de control obtenida mediante la aplicacion
de la formulacion comercial y de las formulaciones de liberacidn controlada fue similar,
lo cual demuestra la viabilidad de estas ultimas para ser utilizadas a los fines de disminuir
el impacto ambiental manteniendo a su vez un adecuado nivel de control.

Conrespecto a la estrategia de encapsular el 2,4-D para elaborar las formulaciones
de liberacion controlada se puede mencionar, por ejemplo el trabajo de Feng et al.,
(2020), que utilizaron como agente encapsulante una combinacion de
carboximetilquitosano y dietilamina cumarina, logrando encapsular el herbicida en un
biopolimero “inteligente” sensible a estimulos luminosos, mientras que Hussein et al.,
(2005) y Nguyen et al., (2017), emplearon un hidréxido doble laminado (LDH en inglés)
de zinc y aluminio como agente encapsulante, denominando al material resultante

como ZAL.
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En el trabajo de Feng et al., se realizé un ensayo de dispersién dindmica de la luz
(DLS) a los fines de caracterizar las micelas obtenidas, siguiendo la metodologia
explicada en el apartado 4.1.4.4 de la seccién materiales y métodos. La distribucién del
tamafiio de las micelas irradiadas y sin irradiar, se muestran en la figura 76a, en la que se
puede observar un aumento promedio de casi 100 nm en el didmetro de las micelas
como consecuencia de la irradiacion. Ademas, en las imagenes obtenidas por TEM (fig.
76 by c), se puede observar la forma esférica de las mismas-

La respuesta del material a los estimulos luminicos para la liberacién del
herbicida fue muy buena, detectandose que, cuando se irradié la formulacién se liberé
el 90 % del 2,4-D a los 500 minutos, mientras que durante el mismo periodo de tiempo
y en ausencia de irradiacion, el porcentaje de liberacion fue del 65% (fig. 77).

Con respecto a las particulas compuestas por 2,4-D encapsulado utilizando una
cubierta de hidréxido de zinc y aluminio, las imagenes obtenidas por SEM, antes (figs.
78 ayc) y después de la incorporacién del 2,4-D (figs. 78 b y d), permiten observar que,

luego de la incorporacién del herbicida, las mismas presentan una morfologia irregular

con una estructura de aglomerados compactos.
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b) c)
Figura 76. Estudios de caracterizacion de las micelas. a) DLS. b) Imdgenes TEM. c) Imdgenes TEM

después de la irradiacion. Fuente: Feng et al., 2020.
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Figura 77. Liberacion del 2,4-D desde las micelas de carboximetilquitosano y dietilamina

cumarina bajo condiciones de luz y oscuridad. Fuente: Feng et al., 2020.
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Figura 78. Imdgenes SEM del DLH de zinc y aluminio. a y c) Antes de la incorporacion del
herbicida, b y d) después de la incorporacion del herbicida. Fuente: Hussein et al., 2005. Phuong

etal., 2017.

Asimismo, el equipo de Hussein et al., evalud la cinética de liberacion del del
herbicida en: i) solucion de cloruro de sodio (NaCl), ii) solucion de carbonato de sodio
(Na2C0:s) y iii) en agua destilada.

En el caso de la solucién de NaCl, el equilibrio se alcanzé luego de transcurridas 100
horas, y el porcentaje de liberacién se incrementd en funcidon del aumento de la
concentracién de la sal en la solucidn (fig. 79a). Por otra parte, en la soluciéon de Na,COs,
el equilibrio se alcanzé mas rapidamente (a las 40 horas) y, en este caso, la liberaciéon
también se vio favorecida con el aumento de la concentracion del carbonato en la
solucion (fig. 79b).

Por ultimo, en el caso del agua destilada, el equilibrio se alcanzé luego de
transcurridas 120 horas, y el porcentaje de 2,4-D liberado fue proporcional a la cantidad
de ZAD (ZAL conteniendo el 2,4-D) incorporada en el agua destilada, observandose la
liberaciéon del 80 y 90% del herbicida ante el agregado de 0,2 y 0,4 g de ZAD

respectivamente (fig. 79c¢).
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Figura 79. Evaluacion de la cinética de liberacion del 2,4-D en diferentes medios. a) solucion de
cloruro de sodio (NaCl), b) solucién de carbonato de sodio (Na,COs), c) agua destilada. Fuente:

Hussein et al., 2005.

En resumen, los resultados obtenidos demostraron la aptitud de los materiales
analizados para lograr la liberacion controlada del herbicida y, puntualmente, la
factibilidad de usar cumarina para lograr cubiertas sensibles a los estimulos luminicos.

Por ultimo, al igual que en el trabajo de Cao et al., en el cual el 2,4-D se encontraba
adsorbido en las particulas de silice mesoporosa, el equipo de Feng et al., también utilizé
la especie Cucumis sativus (pepino) en el ensayo para evaluar la actividad herbicida de
la formulacion de liberacion controlada (fig. 80a). En este caso, los resultados obtenidos
mostraron que el encapsulamiento no afectd la actividad herbicida, lo cual se ve
reflejado en el grafico de la figura 80b, dado que entre ambas formulaciones (comercial
y de liberacién controlada) no se observaron diferencias significativas en funcién del

peso fresco y de la inhibicién del crecimiento radicular.
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Figura 80. Evaluacion de la actividad herbicida sobre Cucumis sativus. a) Control, b) Formulacion

comercial, c) Formulacion de liberacion controlada. Fuente: Feng et al., 2020.

6. CONCLUSIONES

Luego de haber finalizado la investigacién bibliografica sobre la tematica
planteada, a continuacién, se expondran las principales conclusiones.

En el caso del maiz, al igual que en la mayoria de los cultivos agricolas, la utilizacién
de herbicidas se ha incrementado considerablemente en las Ultimas décadas, por ser la
principal herramienta con la que cuentan los productores para el manejo de malezas en
los sistemas de siembra directa. Lamentablemente, como se menciond anteriormente,
las formulaciones convencionales de herbicidas tienen un bajo nivel de eficiencia debido
a que, luego de la aplicacién, los principios activos se ven afectados por procesos de
retencion, transporte y degradacién entre otros, que traen como consecuencia que la
proporcién de utilizacion efectiva sea sélo del 10 al 30% de la concentracién aplicada.
Surge por lo tanto la necesidad de incrementar la dosis a los fines de mantener la
concentracion del principio activo dentro del rango de efectividad, lo cual trae aparejado
un aumento en el impacto negativo de su aplicacién tanto para la salud humana o animal
como para el medio ambiente, asi como también un incremento en los costos de

produccién.

125



En este contexto, una de las alternativas que ha surgido en los ultimos afios se
basa en el desarrollo de formaciones de liberacién controlada, las cuales, como hemos
mencionado durante el desarrollo de este Trabajo de Tesis, permiten lograr la liberacién
gradual del principio activo, prolongando su accidon por un mayor periodo de tiempo y
protegiéndolo a su vez de la degradacién. El material seleccionado como adsorbente o
encapsulante debe ser ambientalmente amigable y tener alta eficiencia de retencion del
principio activo por encapsulamiento o adsorcién. Es ademas importante que la
formulacidon se mantenga estable durante un prolongado periodo de tiempo.

Con respecto a la eficiencia de los materiales para actuar como encapsulantes o
adsorbentes, el andlisis de los resultados relevados, permite concluir la importancia de
analizar la compatibilidad quimica entre el principio activo y los materiales
seleccionados. La relevancia de este andlisis se puso de manifiesto en la baja eficiencia
de encapsulamiento de la atrazina en PHBV.

Los ensayos de actividad herbicida mostraron que el encapsulamiento y la
adsorcion no afectaron al principio activo, dado que los niveles de control obtenidos
mediante la aplicacién de las formulaciones de liberacién controlada fueron similares y,
en algunos casos, superiores a los de las formulaciones convencionales. Se observo,
también, en el caso de las formulaciones de liberacidon controlada, una disminucién en
los niveles de lixiviacién, lo cual reduce el potencial riesgo de contaminacion del agua
subterranea. Sin embargo, resulta importante aclarar que dichas evaluaciones no fueron
efectuadas en ensayos en campo sino bajo condiciones de laboratorio, por lo que faltaria
realizar estudios en condiciones de campo, para analizar el efecto de las variaciones

ambientales en el comportamiento de los herbicidas en las nuevas formulaciones
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Finalmente, los trabajos analizados permitieron comprobar la hipdtesis planteada
en esta Tesis, dado que los resultados informados por los distintos autores evidenciaron
las ventajas que presentan las formulaciones de liberacidn controlada frente a las
formulaciones convencionales, tanto econdmicas como ambientales, demostrando la
importancia de invertir esfuerzos en lograr expandir el uso de esta tecnologia para el

control de malezas.
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8. ANEXO

8.1 Presentacion elaborada para la defensa de la Tesis
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ESCUELA DE TECNOLOGIA

EL CONTROL DE MALEZAS EN EL CULTIVO DE ZEA MAYS
ENCAPSULAMIENTO Y ADSORCION DE LOS HERBICIDAS PARA DISMINUIR EL
IMPACTO AMBIENTAL NEGATIVO DERIVADO DE SU APLICACION. AVANCES EN
EL DESARROLLO DE FORMULACIONES DE LIBERACION CONTROLADA DE
ATRAZINA, PARAQUAT Y 2,4-D

AUTOR: Vignolo, Patricia Julieta (Leg. N° 103720)
DIRECTOR: Errea, Maria Inés

Tesis presentada para la obtencidn del titulo de Magister en Gestion Ambiental - Buenos Aires 2021

EL CULTIVO DE MAIZ EN LA ARGENTINA

Es un cereal de ciclo anual
perteneciente a la familia

Gramineas
En la Argentina, el80% de la

pradumm se concentra en la

“zona nicleo maicera”
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ETAPAS DE DESARROLLO DEL CULTIVO

y- PERiODO
VEGETATIVO B\
"377 773

VE Emergencia ) _ S
R1 Emergencia de estigmas ,.“ {., rry ;%: .
R2 Cuaje de granos o “blister” ‘“IIfy;

V1 Primera hoja

V2 Segunda hoja
. / R3 Grano lechoso

R4 Grano pastoso \
R5 Grano dentado
Ré6 B———

V3 Tercera hoja

Vn Enesima hoja \/

VT Panojamiento .
Madurez fisiologica

DETERMINACION DE LOS COMPONENTES DE RENDIMIENTO DEL CULTIVO

Etapa R2-R5 (etapas de llenado)

Etapas V7-Vi2

Cantidad de espigas por planta y Se determina el peso de los

granos

de hileras por espiga

Etapa R1
Cantidad de granos por hilera
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PRINCIPALES FACTORES MEDIOAMBIENTALES QUE AFECTAN EL
DESARROLLO Y EL RENDIMIENTO

TEMPERATURA FOTOPERIODO

=3
)

LAS MALEZAS

DEFINICION

Compiten con los cultivos por
luz, agua y nutrientes, y son
ademds hospederas de plagas
y enfermedades

PERDIDAS OCASIONADAS

Las pérdidas quiqudas_ pueden ser
directas (competencia o alelopatia) o
indirectas (interferencia en la
cosecha) En la zona nicleo las
pérdidas directas representan entre el
'10-15% del rendimiento, y las
indirectas el 3%

En general se encuentran -
altamente adaptadasal entorno,

y presentan un elevado poder
germinativo y un alto grado de

dispersion
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PRINCIPALES ESPECIES DE MALEZAS EN LA ZONA NUCLEO MAICERA

LATIFOLIADAS O DE
HOJA ANCHA

ANUALES o
PERENNES

- Brassica sp (nabo)
- Sorghum halepense (sorgo de Alepo) - Conyza bonariensis (rama negra)

- Digitaria sanginalis(pasto cuaresma) - Cardus acanthoides (cardo negro)

- Brachiaria sp (pasto bandera) - Amarantus hybridus (yuyo colorado)

METODOS DE CONTROL DE MALEZAS

Los herbicidas pueden serde El aumento en las dosis
aplicacion directa al suelo o

de aplicacion foliar

aplicadas genera impactos

negativos a nivel ambiental

Uno de los métodos mds y economico

comunmente empleados se
basa en la utilizacion de

.' herbicidas
RS

A nivel nacional,5.426. 360 ha
de maiz fueron tratadas con
herbicidas en el ano 2018

Ello genera que el porcentaje

de utilizacion efectiva sea solo
del 10-30 %, por lo cual se
debe aumentar la dosis

aplicada
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MOMENTO DE APLICACION DE HERBICIDAS

POST EMERGENCIA

Determinacion en funcion de lasespecies

de malezas a controlar y del principio

activo a utilizar

PRE SIEMBRA

Barbecho quimico

PRE EMERGENCIA

- G Cuando la residualidad de los pre
En la Argentina se utiliza

emergentes no es suficiente.

ati andr

Evitar la competencia en las Paraquat - 2,4-D

Considerar efectos de fitotoxicidad
en el cultivo

primeras etapas. Periodo critico
hasta V8-V9 (primeros 25-30

dias) - Atrazina

APLICACIONES DE HERBICIDAS - FACTORES A CONSIDERAR

Humedad

v Fitotoxicidad

v’ Malezas

Materia
Orgdnica

v' Caracteristicas del suelo
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HERBICIDAS SELECCIONADOS PARA SER ANALIZADOS EN ESTE TRABAJO DE TESIS

2,4-D (2,4
diclorofenoxi)acético)
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USOS DE LAATRAZINA - PARAQUAT Y 2,4-D

Accion sistémica Accién sistémica

4

Se utiliza para el control de Se utiliza para el control
latifoliadas y algunas de malezas latifoliadas

gramineas anuales

Aplicacién enpost
emergencia

HERBICIDAS AGREGADOS AL SUELO

HERBICIDAS FOLIARES

Alrededor del 50% del
producto pulverizado cae al

suelo

Se aplican directamente al

suelo (ej atrazina)

El suelo es un material poroso,

constituido por tres fases

La fase solida (50-60% del
volumen) esta formada por
minerales y materia organica

144



PROCESOS DE RETENCION ,TRANSPORTE y DEGRADACION

_ DE LOS HERBICIDAS EN EL SUELO
— roasrome
Procesos fisicos, sin

_ i Dos tipos fundamentales
quimica de la molécula Puede ser quimica o biolégica

escurrimiento y lixiviacion
La principal es ladegradaciocn
Incluye los procesos de _ biolégica

adsorcion y desorcion.

cambios en la naturaleza

Importancia en relacion a la

disponibilidad del herbicida

Relacionados con el contenido
de Materia orgdnica y

arcillas

FORMULACIONES DE
LIBERACION CONTROLADA
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NUEVAS TECNOLOGIAS EN LA FORMULACION DE HERBICIDAS

FORMULACIONES DE
[TTp—

Tienen como objetivos- Con la liberacion gradual al

mantener el umbral de disminuir el tiempo de

concentracion - proteccion del exposicion, disminuye la
degradacion y la necesidad

de sobredosificar

principio activo - liberacion a

una velocidad adecuada

FORMULACIONES DE LIBERACION CONTROLADA

Se basan en elencapsulamiento o la adsorcion del principio activo
ENCAPSULAMIENTO ADSORCION

Es un proceso por el cual el
Consiste en la cio |
principio activo queda contenido en nsiste en la retencion de!
rincipio activo sobre la
el interior de un material (cubierta prncip

superficie de una fase solida

o coraza)
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ENCAPSULAMIENTO DE HERBICIDAS - MATERIALES UTILIZADOS

Los polimeros por su origen

pueden ser

Los polisacaridos son polimeros naturales polihidroxilados - Se encuentran la
abundantes - biodegradables y pertenecientes a labiomasa policaprolactona (PCL) y los
renovable polihidroxialcanoatos (ej
polihidroxibutilvalerato
(PHBV)

)

Es un copolimero natural de los

dcidos gulurénicoy manurénico
Se obtiene de algas pardas

marinas (ej. Laminaria

hyperborean - Macrocystis

Es un heteropolisacdrido. Se
encuentra en lapared celular

de las celulas vegetales
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MATERIALES POLIMERICOS SINTETICOS

EL PHBV es un poliester lineal, copolimero de los
Pertenece al grupo de los polihidroxialcanoatos dcidos 3-hidroxibutirico y 3-hidroxivalérico
(PHA). Los microorgansimoscomo la bacteria
Ralstonia eutropha los acumulan
intracelularmente como fuente de carbono y

energia

ADSORCION DE HERBICIDAS - MATERIALES UTILIZADOS

Se destacan las arcillas

» La carga neta cambia de

negativa a positiva

Mejora la adsorcion de

aniones como el 2,4-D
Las mds empleadas son

bentonita - zeolita -

caolinita .
Se denominan

Alta capacidad de adsorcion “organoarcillas”
Baja o nula toxicidad
Bajo costo
Abundancia natural
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RESULTADOS

Eficiencia del encapsulamientd
o adsorcion de los principios
activos en los materiales
ensayados

!‘ Cinetica de liberacion de los
herbicidas desde la FLC
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ESTUDIOS RELACIONADOS CON LAACTIVIDAD HERBICIDA

De las malezas habituales de los cultivos de maiz de la zona niicleo Brassica sp, una

maleza latifoliada, fue la que se utilizo para las pruebas de actividad herbicida en los
trabajos analizados

Se realizaron tambien algunos estudios sobreTrifolium repens, Cucumis sativus, Bidens

pilosa y Setaria viridis , que no tan comunes en la zona nlcleo, pero que sirven de

referencia.

Se evaluo
La mortalidad
La longitud de las plantulas
El peso seco

La inhibicion de la germinacion

En algunos casos se evaluo tambien el efecto fitotoxico de las FLC sobre los cultivos de maiz.

ESTUDIOS RELACIONADOS CON LA CINETICA DE LIBERACION

SISTEMA DE

CINETICA DE COMPARTIMIENTOS

LIBERACION [
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ESTUDIOS RELACIONADOS CON LA MOVILIDAD EN SUELOS

LIXIVIACION

El objetivo es comparar el nivel de

lixiviacion de la FLC con el de la

comercial. Se utilizaron columnas de

suelo generalmente divididas en

anillos para segmentar las diferentes

En la parte superior de la misma se

didad
profundidades agregan las formulaciones a

evaluar del herbicida y, a

intervalos de tiempo

determinados, se incorpora agua

desde la parte superior emulando

la precipitacion

ATRAZINA - RESULTADOS OBTENIDOS

ENCAPSULAMIENTO CON PCL

— Actividad Herbicida
ca sp

Control, NCs (nano capsulas), NCs/ATZ (nano
capsulas c/atrazina, ATZ (atrazina comercial)
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ATRAZINA - RESULTADOS OBTENIDOS

ENCAPSULAMIENTO CON PCL

Movilidad en suelos Cinética de Liberacion

Atrazina (%)

Profundidad (cm)

ATRAZINA - RESULTADOS OBTENIDOS

ADSORCION SOBRE HIDROXIAPATITA - HAp

Actividad Herbicida

Movilidad en suelos

350

—=m=ATZ
el sasssssss 300{—e— ATZ@HAp
- ATE {
y

—O—l'l]ﬂ‘“r'

Concentracion de atrazina (ug/l)

@ ©
54
: “1 (©)
1 3
H .
4 e
[ ]
RO -
et ".st“‘ © S 10 15 20 25 30 6 7

N° de semiilas germinadas (maiz)

Tratamientos Tiempo (dias)

Longitud de las plantulas de Brassica sp. (cm)

Control, HAp (particulas de hidroxiapatita), ATZ (formulacion comercial), ATZ -HAp (formulacion de

liberacién controlada)
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ATRAZINA - RESULTADOS OBTENIDOS

ADSORCION SOBRE ORGANO BENTONITAS Y ENCAPSULAMIENTO EN GRANULOS DE ALGINATO

No fueron evaluados debido a que el objetivo
Actividad Herbicida principal del trabajo era evaluar como la

incorporacion de lasorgano bentonitas afectaba la

Movilidad en suelos liberacion

Se evaluo en agua.

Cinetica de Con la incorporacién de lasorgano

bentonitas, la liberacion del 93,43%

Alrazing liberoda (%)
.
LY

Liberacion
de la atrazina se produjo a los 108
dias (AALB-05)

Tiempo (dias )

Comercial, AAL, AALB-05, AALB-2,5

ATRAZINA - RESULTADOS OBTENIDOS

ENCAPSULAMIENTO EN VESICULAS DE FOSFATIDILCOLINA Y ADSORCION EN MONTMORILIONITA

Actividad Herbicida Movilidad en suelos

[ JATS 2.4
CIATI.AZ4

£
§
3
E
)
2
3
5
-
£

Profundidad del suelo (cm)
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ATRAZINA - RESULTADOS OBTENIDOS

ENCAPSULAMIENTO EN VESICULAS DE FOSFATIDILCOLINA Y ADSORCION EN MONTMORILIONITA

Cinéetica de Liberacion

Comm ercial
ATEMN. 8
ATEZ. 4
AT1.O/2.4

i
;%
:

PARAQUAT - RESULTADOS OBTENIDOS

ENCAPSULAMIENTO EN PARTICULAS DE QUITOSANO/TPP/PECTINA

Actividad Herbicida

ST

& & H H H g F
& Pl L ‘.\\ &
d o N

& & & &

Peso seco del maiz (gr)
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PARAQUAT - RESULTADOS OBTENIDOS

ENCAPSULAMIENTO EN PARTICULAS DE QUITOSANO/TPP/PECTINA

Movilidad en suelos Cinética de Liberacion

La FLC presento un menor nivel de
lixiviacion, concentrandose en los

primeros 5 cm de profundidad

PQ liberado scumulado (%)

En este caso no se informo la curva
de liberacion de la formulacion

comercial del herbicida

PARAQUAT - RESULTADOS OBTENIDOS

PARTICULAS DE QUITOSANO/TPP

Actividad Herbicida

B Brassica sp
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PARAQUAT - RESULTADOS OBTENIDOS

PARTICULAS DE QUITOSANO/TPP

Cinética de Liberacion Movilidad en suelos

En este trabajo en lugar de evaluar la lixiviacion en el suelo, se

evalué la adsorcion del principio activo en el mismo

¥ & 8 8 8
-

PQ liberado acumulado (%)

o
-

0 10 10 200 250 00 W0

1]

Tiempo [min)

PQ adsorbido (mg/g)

& 6 80 0 10 140 W0 W0 200

Se evaluo la cinética de

Tiempo (minutos)

liberacion en agua

2,4-D - RESULTADOS OBTENIDOS

ADSORCION EN CASCARAS DE ARROZ

Actividad Herbicida

A) Control - B) Formulacién comercial - C) Cdscaras sin herbicida - D) FLC
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2,4-D - RESULTADOS OBTENIDOS

Movilidad en suelos Cinética de Liberacion

== 24D comercial
—-— 24-Dn-RH

—

o4 48

2,4-D liberado (%)

Profundidad (cm)

La liberacion se mantuvo constante
durante un periodo de 6 dias

2,4-D - RESULTADOS OBTENIDOS

ADSORCION EN ORGANO BENTONITAS Y ORGANO ZEOLITAS

Actividad Herbicida

Inhibicion de la germinacion (%)

Formulaciones de 2.4-D
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2,4-D - RESULTADOS OBTENIDOS

ADSORCION EN ORGANO BENTONITAS Y ORGANO ZEOLITAS

Cinetica de Liberacion Movilidad en suelos

Profundidad del suelo (cm) @04 #5510 81015 #1520 - 2029
:. == Froe herbic ide _
: == CTMA, - bent E = o -
b E O "
; o CTMA 200l - o
] 2 o
E cae CTMAg-neol g
i B aii
i B s it Lt SRS Y s CTMAebont g
v L Y
T T T 0 -
%0 100 150 200 g
E am " »
Tiempo (horss) 11
3 . : .
& [T CTMLA b e CTMAND el i
Formulaciones del 2.4-D

2,4-D - RESULTADOS OBTENIDOS

ENCAPSULAMIENTO EN BIOPOLIMERO “INTELIGENTE” DE CARBOXIMETILQUITOSANO Y
DIETILAMINA CUMARINA

Actividad Herbicida Cinética de Liberacion

e o

o~
g 2

» -
o 1 —
s e H
= ™ 8 i
~
" i i - 2
- o
s wm "
-] [
] -5
-

En respuesta a la irradiacion, el 90% del
herbicida se libero a los 500 minutos.
En oscuridad se libero el 65%

a) Control - b) Fermulacion comercial - ¢) FLC
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CONCLUSIONES

El encapsulamiento y la adsorcion no afectaron los principios activos, dado que los niveles de

control obtenido mediante las FLC fueron similares o superiores al de la formulacion comercial
Los materiales evaluados permitieron lograr una liberacién gradual del principio activo

Las FLC mostraron un menor nivel de lixiviacion, lo cual es una ventaja dado que reduce la

potencial contaminacion de las napas subterraneas

El cultivo de maiz no se vio afectado por la aplicacion de las FLC en los casos en los que se

realizo esta evaluacion

Dado que las evaluaciones fueron efectuadas bajo condiciones de laboratorio, faltaria realizar
estudios en condiciones naturales para analizar el efecto de las variaciones ambientales en el

comportamiento de los herbicidas

MUCHAS GRACIAS
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