CSIC

Uso de residuos de almazara como enmienda
organica: efecto en el comportamiento de
herbicidas, parametros fisioldgicos del cultivo y
poblacion microbiana del suelo

Memoria que presenta

Ana Isabel Caifiero Amoreti
para optar al titulo de Doctor con
Mencién Internacional por la
Universidad de Sevilla

Sevilla, octubre, 2012






Uso de residuos de almazara como enmienda
organica: efecto en el comportamiento de
herbicidas, parametros fisioldgicos del cultivo y
poblacion microbiana del suelo

Visado en Sevilla, a 23 de octubre de 2012

LOS DIRECTORES

Dr D. Juan Cornejo Suero Dra. Dfia. Lucia Gracia Cox Meana

Profesor de Investigacién del CSIC Investigadora Cientifica del CSIC

EL TUTOR

Dra. Diia. Matilde Forteza Gonzalez

Profesora Titular de la Universidad de Sevilla

Memoria que presenta

Ana Isabel Caifiero Amoreti
para optar al titulo de Doctor con
Mencion Internacional por la
Universidad de Sevilla






PROFESOR DE INVESTIGACION D. JOSE MANUEL PARDO PRIETO, DIRECTOR
DEL INSTITUTO DE RECURSOS NATURALES Y AGROBIOLOGIA DE SEVILLA DEL
CONSEJO SUPERIOR DE INVESTIGACIONES CIENTIFICAS

Certifica: Que la presente Memoria de Investigacion titulada “Uso de residuos de
almazara como enmienda organica: efecto en el comportamiento de herbicidas,
parametros fisioldgicos del cultivo y poblacion microbiana del suelo”, presentada
por Diia. Ana Isabel Cafiero Amoreti para optar al grado de Doctor con Menciéon
Internacional por la Universidad de Sevilla, ha sido realizada en el Departamento
de Agroquimica y Conservacion de Suelos, bajo la direccidon de los Drs. D. Juan
Cornejo Suero y Dfia. Lucia Gracia Cox Meana, reuniendo todas las condiciones
exigidas a los trabajos de Tesis Doctorales.

En Sevilla, a 23 de octubre de 2012






El presente trabajo se ha realizado en el marco del proyecto
AGL2007-65771-C02-01 del Plan Nacional de 1+D (CYCIT), dentro del

Programa Nacional de Formacion de Personal Investigador.






AGRADECIMIENTOS

Antes de empezar esta memoria, me gustaria agradecer a todas las personas que
han aportado un granito de arena en la gran tarea que ha sido elaborar esta Tesis
Doctoral. Han sido muchos los recuerdos recolectados durante estos 4 afios, y espero

reconozcais mi agradecimiento por todos esos momentos en estas breves lineas.

En primer lugar quiero agradecer a mis directores de Tesis, el Profesor de
Investigacion Dr. D. Juan Cornejo Suero y la Investigadora Cientifica Dra. Dfa. Lucia Gracia
Cox Meana, por su dedicacion constante durante estos afos, por sus consejos y por

ensefiarme ciencia aplicada. Gracias.

A la Profesora Titular de la Universidad de Sevilla, la Dra. Dfia. Matilde Forteza

Gonzalez por aceptar la tutela de los Cursos de Doctorado y de esta Memoria.

A la Direccidn del Instituto de Recursos Naturales y Agrobiologia de Sevilla
(IRNAS) del Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (CSIC) por las facilidades

prestadas para llevar a cabo este trabajo.

Gracias a la Universidad de Sevilla por cedernos el invernadero que posee para la

consecucion de los estudios recogido en el Capitulo IV.

A la Profesora en Investigacidon Diia. Maria del Carmen Hermosin Gavifio por sus

sugerencias y participacion en esta Tesis Doctoral.

Al Investigador Cientifico Dr. D. Rafael Celis Garcia por facilitarnos suelos que
fueron imprescindibles para la realizacién de esta Tesis Doctoral y por su colaboraciéon

desinteresada en la discusion de los resultados.

Al Investigador Cientifico Dr. D. José Julio Ortega Calvo por facilitarnos el acceso
al contador de centelleo y el equipo de combustién, tan importantes para algunos

resultados de esta Memoria.



Al Profesor de Investigacién Dr. D. Cesareo Saiz Jiménez y a la Cientifico Titular
Dra, Dia. Leonila Laiz Trobajo, por facilitarme el material y las instalaciones que he
necesitado durante el periodo que trabajé con microorganismos en Sevilla, por los

consejos y conocimientos transmitidos.

A la Profesora Diia. Elisabeth H. M. Wellington de la Universidad de Warwick,
Inglaterra, donde realicé estancias los afios 2010 y 2011 por ofrecerme la oportunidad de
ampliar mis conocimientos sobre el mundo de la Microbiologia, y poder aplicarlos a la

Agroquimica de Suelos.

Al Dr. D. Leonides A. Calvo Bado, por guiarme en mis estudios microbioldgicos
durante mis estancias en la Universidad de Warwick, por acogernos en su casa y hacernos

sentir de su familia a Juanjo y a mi. Gracias también a Gill y a Miguel.

A la Profesora Titular de |la Universidad de Sevilla, la Dra. Diia. Susana Redondo
Gomez y al profesor ayudante Dr. D. Enrique Mateos Naranjo de la Universidad de Sevilla
por proporcionarnos tanto los conocimientos, como las herramientas necesarias para

comprender la ecologia de la fotosintesis de los olivos.

A los Profesores Titulares Dr. Antonio Lopez Pifieiro y Dr. Angel Albarran de la
Universidad de Extremadura, por facilitarnos las muestras de suelo, alperujo y orujo que
se estudiaron en el Capitulo Ill, por sus conocimientos y colaboracidn en la consecucion de

esta parte de esta Tesis Doctoral.

A las Doctoras Ana Mufioz Gonzalez y M2 Alegria Cabrera Mesa, por ayudarme a

resolver tantas dudas, por guiarme y ser buenas companieras de laboratorio y de “oficina”.

A mis compafieros de laboratorio en la Universidad de Warwick, a Collete, Frank,
Nikos, Luci, Tanya, Vicky, Greg, Dorothy, Ashley, Alessandra, Helena y Helen, que acudian
al rescate si me veian perdida entre autoclaves. A mis caseros y a la vez compis de piso en
Warwick, Lucy y Mauro, por hacerme tan llevaderas las dos estancias que realicé, por su

carifo y amistad.



A mis compis de beca, Celia, M. Carmen, Eleonora, Rosa, Lisa, Marco, Esteban,

Ivan, Carmen, Eulalia, y a todos con los que he compartido risas en estos afios.

A mis amigos de siempre, Beatriz, Cristina, Pili, Adri, Alberto y Victor, porque

permanecen tras el paso de los afos, cuando se les necesita.

A mis compafieros de laboratorio en el IRNAS, aunque algunos ya hayan tomado
otros caminos y no los tengamos tan cerquita, gracias a Carmen, Gracia, Bea, Miguel,
Felipe, Nacho, Isabel Cardo, Manuel, Paqui y a mi Marian, por las risas, dentro y fuera del

Instituto, por hacer mas llevaderos estos cuatro afios.

Un especial agradecimiento a Isabel Serrano, Chari, Maria Jesus y Pili, por ser tan
buenas conmigo y por su ayuda tan esencial durante estos afios. Sin ustedes no habria

conseguido terminar ni con dos becas! Gracias!

Mil gracias a mis padres, Paco y Graci, siempre apoyandome y sacrificAindose para
gue realice mis suefios. Gracias a mis hermanas y a la vez amigas, Natalia y Laura, tan

importantes en mi vida y con las que cuento en cada una de mis decisiones. Os quiero.

Gracias a Juanjo, compafiero y amigo desde hace unos afios, por estar conmigo y
escucharme tantas veces en los buenos y en los malos momentos y sobre todo, por no

dejar que me rinda en ninguno de ellos. Gracias, amor.

Y con especial carifio, Gracias a mis abuelos, Enrique, Juana y Lola, que tanto me
ensefiaron y que aun sin comprender bien dénde me metia, me acompafiaron en el
comienzo de esta etapa de mi vida y espero puedan verme completarla desde ddonde

quiera que estén.

En ultimo lugar, quisiera agradecer al Ministerio de Educacion, Cultura y Deporte,
por la concesion de una beca Predoctoral del Plan Nacional de Formacién de Personal

Investigador dentro del Proyecto AGL2007-65771-C02-01.






PREAMBULO

En este trabajo de Tesis Doctoral se ha evaluado el efecto de la adicién a suelos
agricolas de residuos de almazara sobre el comportamiento de herbicidas, la fisiologia de
plantas de Olea europaea y sobre las poblaciones microbianas del suelo.

A través de estudios de adsorcién-desorcién, disipaciéon, mineralizacién,
lixiviacién y bioensayos realizados en laboratorio con tres suelos procedentes de cultivos
intensivos de la Vega del rio Guadalquivir, se ha evaluado el efecto de la adicidon de dos
residuos orgdnicos de almazara sobre el comportamiento de los herbicidas MCPA y S-
metolacloro. Como consecuencia del distinto grado de humificacion y compostaje, los
residuos mostraron componentes organicos solubles de distinta naturaleza. La adicién de
éstos al suelo, no reveld efecto negativo sobre su microbiologia, ya que se incremento el
contenido en carbono orgdanico soluble y respiracién de los mismos. Por otro lado, la
adicion de los residuos se tradujo en comportamientos diferentes en MCPA y S-
metolacloro: que en el caso del segundo produjo un aumento en su retencidn y con ello
reduccion de la lixiviacion y degradacion, mientras que no fue asi para el primero.

Se ha comparado el efecto de la materia orgdnica transformada en suelos
tratados con otros dos residuos de almazara durante 9 afios en campo en el
comportamiento de los herbicidas bentazona y S-metolacloro, comparandose los
resultados con los obtenidos en suelos enmendados en laboratorio con estos mismos
residuos frescos. El envejecimiento de la materia organica exdgena afadida al suelo al
enmendar reveld diferencias en el comportamiento de estos herbicidas, principalmente
debido a las diferencias en materia organica soluble y porosidad de los sistemas.

La aplicacidn al suelo del herbicida terbutilazina bajo condiciones de invernadero,
a diferencia de glifosato, constituye una fuente indirecta de fitotoxicidad para olivos (Olea
europaea), reduciendo su eficiencia fotosintética. Esta fitotoxicidad es contrarrestada por
la adicion de alperujo a los suelos, debido al aumento de adsorcion del herbicida.

En lo que respecta al efecto de los residuos de almazara sobre la poblacidon
microbiana del suelo, los resultados obtenidos muestran que estas enmiendas no afectan
negativamente a la misma. Estudios de tolerancia a altas dosis de herbicidas mostraron
cepas tolerantes a MCPA y S-metolacloro, aunque éstas, no lograron crecer en presencia

de estos herbicidas como Unica fuente de carbono.



PREFACE

In this Doctoral Thesis we present an assesment of the effect of addition of
organic wastes from olive oil extraction to soils on herbicides fate, Olea europaea
physiology, and microbiota of agricultural soils.

The effect of addition of olive oil wastes on MCPA and S-metolachlor behavior in
soils was studied through sorption-desorption, dissipation, mineralization, leaching and
bioassays tests under laboratory conditions with three soils from intensive crops. Due to
different humification degree and composting state, the residues used showed different
composition of dissolved organic components. The addition of these residues to soils did
not affect negatively soil microbial population since dissolved organic matter and soil
respiration were increased. Different effects were found on MCPA and S-metolachlor
behavior upon amendment with the residues: while no effect was detected in the case of
MCPA, increase in retention and lower leaching and dissipation were found for S-
metolachlor.

The effect of aged residues from olive oil extraction after 9 years application in
the field on bentazone and S-metolachlor fate was also studied and compared to the
results obtained with soils amended with fresh organic residues under laboratory
conditions. Different behaviour was observed and attributed to differences in dissolved
organic matter and porosity of soils systems.

This work also shows indirect phytotoxicity of the herbicide terbuthylazine
reducing photosynthetic efficiency of olive plants (Olea europaea) under greenhouse
conditions. This reduction was counterbalanced by the addition of organic residues due to
increase in sorption of the herbicide to soil particles, minimizing plant absorption.
However, no negative effect was observed in the case of glyphosate.

The study of herbicides addition and soil amendment with organic residues on
soil microbial communities did not revealed negative effect on microbiota when
herbicides MCPA, S-metolachlor or organic residues were added. Resistant to herbicides
using these as only carbon source were not isolated, although tolerant organisms to high

herbicides doses were found.
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amanecer en los tratamientos de plantas Olea europaea tratadas con
alperujo (Al), glifosato (G), y con alperujo y glifosato (GJ), con
terbutilazina (T) y con terbutilazina y alperujo (TJ) tras 60 dias. Los
valores representan la media £SE, n = 9. Las distintas letras indica que
las medias son significativamente diferentes entre si (Tukey test,
PO.05) e cueieieeeee et seseser e st es e et eress et teb e ea et aae et sesars et aen st et enersetenenseerenes

Dafio cronico (barras negras) y dafio dinamico (barras grises)
fotoinhibicion de las hojas de plantas adultas de Olea europaea
tratados con alperujo (AlJ), glifosato (G), y con alperujo y glifosato (GlJ),
con terbutilazina (T) y con terbutilazina y alperujo (TJ) tras: 24 horas (A,
D, G); 15 dias (B, E, H); y 60 dias (C, F, I). Los valores representan las
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Tasa fotosintética (A) (A-C), conductancia estomatica (Gs) (D-F), y
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Figura V.1.

Figura V.2.

Figura V.3.
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Figura V.7.

Figura V.8.

Figura V.9.

concentracion intercelular de CO, (Ci) (G-1) en Olea europaea tratada
con alperujo (AlJ), glifosato (G), y con alperujo y glifosato (GJ), con
terbutilazina (T) y con terbutilazina y alperujo (TJ) tras: 24 horas (A, D,
G); 15 dias (B, E, H); y 60 dias (C, F, ). Los valores representan la media

Fundamento de la técnica DGGE. Fragmentos de ADN de la misma
longitud (rojo: nucledtidos de Adenina; azul Timina; verde: Guanina y
morado: Citosina) son separados en funcion de su contenido en bases
Guanina-Citosina (G-C) en un gel con gradiente creciente de Urea-
FOrmMamIida. ..o e e s
Equipo de electroforesis D Gene System-Denaturing Gel
Electrophoresis para DGGE (BIO RAD).......cccceoeireereeecteeeeeree e sessaieens
Placas medio TSA inoculadas con suelo T10J y T10J-MCPA tras 6 dias a
{0 O VoYY o{ U [ e =T OO SRR
Placas con medio TSA inoculado con extractos de los alperujos Al
(izquierda) y AM (derecha).......ccccceceveecierieeiee ettt evve e v
Perfil DGGE comparando ADN extraido del suelo T (TO) sin enmendar y
enmendado con Al y AM (T10J y T10M) (derecha) y del suelo S
congelado, fresco y enmendados con AJ y AM (S CONGELADO, S
FRESCO, S10J y S10M) (iZQUIerda)....ccoeeeereuerirreecesiieieriereeeee e e eaaevaessanas
Perfil DGGE comparando ADN y ADNc de los suelos T10J-MCPA y T10J-
S5-mMetolacloro Al Y AM..... ettt e e et e
Absorbancia del medio TSA respecto al tiempo de incubacion con el
herbicida MCPA (arriba) y cinética de degradacion del herbicida

Absorbancia del medio TSA respecto al tiempo de incubacion con el
herbicida S-metolacloro (arriba) y cinética de degradacién del herbicida

Arriba placa de Petri en medio TSA con evidencia de las formaciones
circulares (calvas) consecuencia de la presencia de fagos en la
poblacidn microbiana. Abajo, detalle de una calva........ccccococecverennnee.
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ABREVIATURAS:

A: Tasa Fotosintética Neta.

ADH: Actividad deshidrogenasa.

ADN: Acido desoxirribonucleico.

ADN_: Acido desoxirribonucleico complementario.

AlJ: Alperujo Jaén usado en Capitulo II.

AM: Alperujo Morén usado en Capitulo Il.

ARN: Acido ribunocleico.

ARNTr 16S: Acido ribunocleico que codifica para los ribosomas 16S.
ARNasas: Enzimas degradadoras de ARN.

C: Macetas control (sin tratar con herbicida ni con alperujo), Capitulo IV.
C: Porcentaje celulosa.

C: Suelo procedente de Las Cabezas de San Juan, Sevilla, Capitulo Il.
CAF: Fraccidn de carbono asociada a los acidos fulvicos.

CAH: Fraccién de carbono asociada a los acidos humicos.

CCC: Capacidad de cambio catidnico.

C.: Concentracion de soluto en equilibrio.

CE: Conductividad eléctrica.

C;: Concentracion de soluto inicial.

Ci: Conductancia intracelular de CO,.

CO: Carbono organico.

COS: Carbono organico soluble.

COT: Carbono organico total.

C,: Concentracion de soluto adsorbida por unidad de masa del sélido.
CTAB: Solucidn tampon de bromuro de hexadeciltrimetilamonio.
C5J: Suelo C enmendado al 5% (p/p) con alperujo AJ.

C5M: Suelo C enmendado al 5% (p/p) con alperujo AM.

C10J: Suelo C enmendado al 10% (p/p) con alperujo AJ.

C10M: Suelo C enmendado al 10% (p/p) con alperujo AM.

D: Porcentaje de desorcidn.

DEPC: Dietilpirocarbonato.



DGGE: Electroforesis en gel en gradiente desnaturalizante.
DMSO: Dimetil sulféxido.

Dpm: Desintegraciones por minuto.

DW: Orujo usado en el Capitulo IlI.

DWS5: Suelo S enmendado en laboratorio al 5% (p/p) con DW.
DW10: Suelo S enmendado en laboratorio al 10% (p/p) con DW.
DW?27: Suelo S enmendado en el campo con 27 Tn Ha™ con DW.
DWS54: Suelo S enmendado en el campo con 54 Tn Ha™ con DW.
Fo: Fluorescencia basal.

FTIR: Espectroscopia de infrarrojos.

FVFm'lz Eficiencia Fotoquimica Potencial del PSII.

GJ: Macetas tratadas con glifosato y con AJ en el Capitulo IV.
GP: Grado de polimerizacién de la materia organica.

G,: Conductancia estomatica.

H: Coeficiente de histéresis.

H: Porcentaje de hemicelulosa.

H: Suelo contenido en las macetas usado para el Capitulo IV.
HIX: indice de humificacion.

HPLC: Cromatografia liquida de alta resolucion.

H5J: Suelo H enmendado al 5% (p/p) con AJ.

H10J: Suelo H enmendado al 10% (p/p) con AJ.

IF: Formazan iodonitrotetazolio.

INT: 2-p-iodofenil-3 p-nitrofenil-5 cloruro de tetrazolio.

IRGA: Analizador de gases por infrarrojos.

K: Constante de disipacion.

K4: Coeficiente de distribucion.

K: 0 K:,qs: Coeficiente de adsorcidn de Freundlich.

K:ges: Coeficiente de desorcidn de Freundlich.

Koc: Coeficiente de distribucion en funcién del CO contenido del suelo.
Ko: Concentracion inicial del herbicida en estudios de disipacidn.
LC: Porcentaje de lignina-cutina.

LOD: Limite inferior de deteccion de compuestos organicos por HPLC.



Log P: (log Kow) coeficiente de reparto octanol agua.

LOQ: Limite inferior de cuantificacion de compuestos orgdnicos por HPLC.
LSC: Conteo con liquido de centelleo.

MCPA: Acido (4-cloro-2metilfenoxi) acético.

MOS: Materia organica soluble.

MOT: Materia orgdnica total.

N: Porcentaje de Nitrégeno Kjeldahl (Nitrogeno biodisponible.
NPQ: Quenching no fotoquimico.

OW: Alperujo usado en Capitulo Ill.

OWS: Suelo S enmendado al 5% (p/p) con OW.

OW?10: Suelo S enmendado al 10% (p/p) con OW.

OW30: Suelo S enmendado con 30 Tn Ha™* de OW.

OW60: Suelo S enmendado con 60 Tn Ha™ de OW.

Pl.he: Fotoinhibicidn crénica.

Plgin: Fotoinhibicién dindmica.

PSII: Fotosistema II.

P2: Cebador P2.

P3: Cebador P3.

@p: Eficiencia Real del PSII.

Rpm: Revoluciones por minuto.

S: Suelo arenoso de Coria del Rio, Sevilla, usado en el Capitulo Il.

S: Suelo procedente de Elvas, Portugal, usado en el Capitulo III.
SCONGELADO: Suelo S arenoso procedente de Coria del Rio, usado en el Capitulo V.
S5J: Suelo S enmendado al 5% (p/p) con alperujo AJ.

$10J: Suelo S enmendado al 10% (p/p) con alperujo Al.

S5M: Suelo S enmendado al 5% (p/p) con alperujo AM.

S10M: Suelo S enmendado al 10% (p/p) con alperujo AM.

T: Suelo procedente de Tocina, usado en Capitulo II.

T: Macetas tratadas con el herbicida terbutilazina en el Capitulo IV.
TEMED: N, N, N, N’- tetrametiletilendiamina.

TJ: Macetas tratadas con terbutilazina en combinacidn con Al en el Capitulo IV.

T1/2: Vida media.



TOC: Analizador de Carbono Orgdnico Total.

TSA: Medio de crecimiento selectivo.

TO: Suelo T antes de realizar incubacién con herbicidas.

T5J: Suelo T enmendado al 5% (p/p) con alperujo AJ.

T10J: Suelo T enmendado al 10% (p/p) con alperujo AJ.

T5M: Suelo T enmendado al 5% (p/p) con alperujo AM.

T10M: Suelo T enmendado al 5% (p/p) con alperujo AM.

1/nf: Constante considerada medida de la intensidad de adsorcion.
UFC: Unidad formadora de colonias.

VTP: Volumen total de poro.
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CAPITULO I. Introduccién general

l.1.-Antecedentes

Uno de los pilares de la economia espafiola lo constituye la produccidn agricola,
y es que Espafia cuenta con la segunda extensidén agraria mas importante de Europa (en
torno a 16-18 millones de hectareas), cuyo Valor Afiadido Bruto (VAB) agrario, a precios
basicos, se situdé en 2010 en tercer lugar entre los paises de la Union Europea, después de
Italia y de Francia, asi como, constituye también la contribucidn mas importante de
Europa a la Red Natura 2000 (MAGRAMA, 2010). Sin embargo, el sector agricola se ha
visto durante afios perjudicado por grandes pérdidas econdmicas generadas por la accion
de patdgenos y parasitos sobre los cultivos. En los Ultimos 50 afios, la introduccién del uso
de sustancias xenobidticas, principalmente plaguicidas, con el fin de combatir plagas y
enfermedades, ha conseguido compensar éstas pérdidas en los cultivos, haciendo que el
uso de plaguicidas sea indispensable en el sector agricola. Gracias a esto y a otras
estrategias agricolas, la produccién en los cultivos se ha visto incrementada y se ha podido
afrontar la gran demanda de alimentos que una poblacién cada vez mayor solicitaba (FAO,
2012).

De acuerdo con los informes de la FAO (Organizacion para la Alimentacién y la
Agricultura de las Naciones Unidas), a pesar del uso de plaguicidas gran parte de las
cosechas se pierden, llegando estas pérdidas a suponer hasta un 25% en los paises
desarrollados. Uno de los motivos de que ocurra esto es que frecuentemente sélo entre
un 1y un 20% del producto aplicado alcanza la plaga diana contra la que se pretendia
actuar y, por tanto, gran parte del compuesto se dispersa en el ambiente, siendo tanto el
producto, como sus residuos, susceptibles de sufrir procesos de degradacidn, lixiviacién o
escorrentia en los suelos. Esto ha conducido al aumento en las dosis de aplicacion de estos
compuestos en los suelos y plantas, hasta lograr obtener provecho en las cosechas. Sin
duda, este incremento supone un beneficio en el sector agricola, pero la aplicacién
repetida de plaguicidas en exceso a lo largo de los afios, puede llegar a convertirse en
fuente de contaminacion puntual y/o difusa de suelos y aguas superficiales y subterraneas
de plaguicidas y los residuos de éstos. Esta practica causa que los plaguicidas alcancen
lugares para los que no estaban destinados, como por ejemplo las aguas subterrdneas y
superficiales, suponiendo un grave riesgo tanto para el ecosistema y organismos que lo

habitan, como para el ser humano. Actualmente, la Politica Agraria Comunitaria (PAC)
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legisla el uso adecuado de estas sustancias, desarrollando estrategias para un uso
sostenible y racional de los mismos en el medio ambiente.

El suelo como sistema complejo, dindmico y vivo, es soporte para
compartimentos de diversa naturaleza como tierra, agua, aire, asi como para organismos
vegetales, animales y microorganismos en continua interaccion. Todo esto en su conjunto,
presenta la capacidad dentro de una medida, de autodepuracion frente a sustancias
xenobidticas como son los plaguicidas, contrarrestando, o amortiguando el impacto
producido por su aplicacién (Cornejo et al., 2005). Sin embargo, en los Ultimos afios el
aporte de éstos al suelo supera la propia capacidad del mismo de amortiguar su dafio,
pasando los agroquimicos a ocupar espacios del ecosistema para los que no estaban
destinados (aguas superficiales, subterraneas, etc). Y es aqui donde reside el origen de la
problematica derivada del uso abusivo de plaguicidas. Este creciente conflicto ha
despertado la necesidad de estudiar en profundidad el comportamiento de estos
compuestos en suelo, y poder asi minimizar su impacto sobre la salud humana y el medio
ambiente.

Aragon et al. (2001) detecto valores maximos de 1.96 y 0.6 ug I'" de herbicidas
como la terbutilazina y el glifosato, respectivamente, en aguas subterrdneas, siendo la
familia mas representativa en este estudio la de las triazinas. Otros estudios han
detectado otros compuestos orgdnicos en aguas subterrdneas a valores también
superiores a los establecidos por la Directiva CE sobre agua potable 80/778/EC y la nueva
directiva 98/83/CE en la que la maxima concentracién para un plaguicida es 0.1 ug I o la
suma total de todos los plaguicidas presentes, 0.5 ug I"" (Carabias-Martinez et al., 2003;
Arias-Estévez et al., 2008; Hildegrandt et al., 2008; Hermosin et al., 2013).

Como consecuencia se modificaron la autorizaciones del uso de algunas
materias activas, como es el caso de terbutilazina, por parte del Ministerio de Agricultura,
Pesca y Alimentacién (MAPYA), restricciones y suspensiones temporales a nivel nacional
gue se ideaban en determinados ambitos territoriales de riesgo en base a su proximidad a
embalses destinados a la produccidon de aguas de consumo humano, constituyéndose
dosis maxima permitida de terbutilazina, 1 kg ha™ y afio de sustancia activa en el olivar,
como ejemplo (Lifidan, 2009).

Ademas de la restriccion en el uso de las materias activas aplicadas, el Plan de

Accion Nacional (PAN) para el uso sostenible de productos fitosanitarios recoge el
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reglamento para la correcta gestion, manejo y control de estos productos con el objeto de
preservar el paisaje agricola y reducir los efectos derivados de su uso en salud humana,
animales y medio ambiente. Esto es especialmente importante en escenarios de riesgo
como es el cultivo del olivar, para el control de contaminacién de aguas y optimizaciéon de

la eficiencia en el uso de plaguicidas (Manual de buenas practicas en el olivar, 2006).

1.2.-Dindamica de los plaguicidas en el suelo

Los plaguicidas pueden incorporarse al suelo a través de tres vias principales. En
primer lugar como aplicacion directa, tipica de tratamientos sobre la superficie del suelo
de los cultivos, en segundo lugar sobre las partes aéreas de las plantas, a través de la cual
puede posteriormente ser arrastrado al suelo por la lluvia y/o el viento, y en tercer lugar,
por medio de restos vegetales desprendidos durante el periodo de cosecha o deposicidén

de particulas suspendidas en el aire, que transportan restos de plaguicidas y sus residuos

al suelo.

~ APLICACION PARTES A =4 A . ARRASTRE DE RESTOS SUSPENDIDOS
” . i EN LA ATMOSFERA
s

~
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ue se pueden incorporar los plaguicidas al suelo.

' Figura I.1. Proces por los q
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Una vez que el plaguicida se ha incorporado al suelo, sufre la acciéon de diversos
procesos simultaneamente, los cuales se pueden agrupar en dos grandes tipos: procesos
de transferencia o transporte y procesos de transformacion o degradacion (Tabla 1.1).

Los procesos de transferencia son aquellos por los que el plaguicida se ve
desplazado de unos a otros compartimentos del suelo sin experimentar ningun tipo de
transformacién quimica. En este grupo se engloban los procesos de adsorcion, desorcidn,
volatilizacién, lixiviacion, escorrentia, difusidon y arrastre por aire o suelo y absorcion y
exudacién por organismos vivos. Los procesos de transformacién, implican modificacion
de las propiedades quimicas de los plaguicidas, transformandolos en otros compuestos
distintos, que pueden presentar la misma, menor o mayor toxicidad. Estos procesos son la

degradacién quimica, biodegradacién o fotodegradacion.

Tabla I.1.Procesos que determinan el comportamiento de los plaguicidas en

suelo.
/ PROCESOS DE PROCESOS DE
TRANSFERENCIA TRANSFORMACION

-Adsorcion-desorcion
-Volatilizacién
-Lixiviacion
-Escorrentia
-Difusidn-arrastre

K -Absorcion-exudacion /

Es de gran importancia considerar que todos los mecanismos que se mencionan

-Fotodegradacion
-Biodegradacion
-Degradacion quimica

en la Tabla I.1. se pueden dar simultdneamente en los distintos compartimentos que
conforman el sistema suelo. Ademas, estos procesos pueden afectarse unos a otros en
mayor o menor medida, siendo el comportamiento en suelo de los plaguicidas resultado
de la accién conjunta de todos ellos. El proceso de adsorcidn constituye el mecanismo mas
relevante de todos, ya que condiciona el efecto de cada uno de los demas al modificar la
cantidad de plaguicida en disoluciéon y por ello la cantidad disponible para lixiviar,

volatilizar, perderse por escorrentia o ser absorbida por plantas u otros organismos.
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1.2.1.-Procesos de transferencia

[.2.1.1.-Procesos de adsorcidn-desorcion

Los procesos de adsorcion se definen como el paso de una especie quimica
desde una fase liquida o gaseosa a la superficie de una fase sélida sin producir cambios en
la estructura molecular de la misma (Osgerby, 1970). Los procesos de adsorcién en el
suelo ocurren con mayor frecuencia entre la disolucion y la fase sélida del mimo, ya que
ésta ultima se encuentra muchas veces rodeada de una fina capa de agua y sélo en casos
de extrema aridez, se produciria la adsorcién desde la fase gaseosa hasta la sdlida
(Pignatello, 1989). El proceso de adsorcion se debe a la atraccidn o repulsién entre la
superficie del adsorbente del suelo y las moléculas o iones del adsorbato (plaguicida)
(Calvet, 1989). Ya se ha comentado anteriormente que los procesos de adsorcion son
determinantes en la dindmica del plaguicida en suelo, ya que dispone la cantidad libre del
mismo en solucidon y por tanto que puede sufrir procesos de transformacion o de
transporte por otros procesos (Cornejo et al., 2005). Por ejemplo, la volatilizacién, la
lixiviacion o la biodisponibilidad, pueden verse reducidas con la adsorciéon (Ferreira et al.,
2002), mientras que la degradacion quimica o el transporte por particulas en suspension
pueden verse favorecidos (Cox et al., 1993).

Otro proceso también implicado en la cantidad de plaguicida que se encuentra
disponible en la solucién del suelo, es el proceso inverso a la adsorcién: la desorcion.
Durante éste, las sustancias adsorbidas a la fase sdlida vuelven a la disolucidn o a su fase
gaseosa. En caso de desorcion total de las moléculas adsorbidas, se habla de adsorcién
reversible (Wauchope y Myers, 1985; Monkiedje y Spiteller, 2002), pero si las moléculas
adsorbidas se desorben parcialmente, se habla entonces de adsorcion irreversible (Cox et
al., 1995; Fogg et al.,, 2003). La irreversibilidad o también llamada histéresis, es un
fendmeno esencial en la dindmica de plaguicidas ya que en gran medida, determina la
biodisponibilidad del mismo en estos sistemas (Wauchope et al., 2002).

Las fuerzas de atraccion responsables de los procesos de adsorcién pueden ser
de diferentes tipos y se identifican con distintos mecanismos de adsorcidn. En funciéon de
las propiedades de los solutos y de la superficie adsorbente, son posibles varios tipos de

mecanismos que pueden ocurrir simultdneamente.
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Figura I.2. Procesos que determinan el comportamiento de los plaguicidas en
suelo.
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a) Mecanismos de adsorcion

La adsorcion y retencion de plaguicidas en la fase sélida del suelo se debe a una
serie de mecanismos que implican fuerzas de atraccion. Normalmente no se da un Unico
mecanismo, ya que en la mayoria de los casos la retencidn de los plaguicidas se produce
por una variedad de fuerzas y factores. Segun Cornejo y Hermosin. (1996) existen
mecanismos favorecidos por cambios de entalpia como son el enlace idnico, el enlace
covalente, fuerzas de Van der Waals, puentes de Hidrégeno, transferencia de carga y
cambio de ligando y otros mecanismos en los que la adsorcidon produce cambios de

entropia, como ocurre en las interacciones hidrofébicas.

b) Medida de adsorcion

La medida y caracterizacion de la adsorcidn permite investigar los mecanismos
de este tipo de interacciones y obtener por tanto, resultados comparativos entre
adsorbatos (plaguicidas) y adsorbentes (particulas del suelo) diferentes y en diversas
condiciones (Beck et al., 1993). El grado de adsorcidn al suelo se caracteriza normalmente
por una constante de reparto K, con el subindice “d” para indicar distribucion. Se define
como la proporcién entre la cantidad de moléculas adsorbidas y la cantidad de moléculas

en disolucidn en el equilibrio:

Ky
Ce <> Cs

Siendo C, la concentracion de soluto en equilibrio con el suelo y C la cantidad
adsorbida por unidad de masa del sélido.
Frecuentemente se asume que C, depende linealmente de C, y se define un

coeficiente de distribucidn, Ky, como:

C
Koo ™5 Ecuacién I.1.
Ce
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Esta forma lineal generalmente describe correctamente el equilibrio a bajas
concentraciones de adsorbato en la fase liquida. El coeficiente K4 puede utilizarse para
comparar el grado de adsorcion de diferentes compuestos en un mismo suelo o de un
mismo compuesto en diferentes suelos bajo condiciones experimentales determinadas y a
la concentracion inicial del compuesto en cuestion. Por lo general, valores elevados de Ky,
indican que el plaguicida presenta una gran afinidad por el adsorbente y se suelen
corresponder con plaguicidas de naturaleza hidrofdbica e insolubles en agua (Wauchope
et al, 2002).

No obstante, en muchos de los casos la relacién entre la cantidad adsorbida y la
cantidad en disolucion no es lineal, por lo que el valor de K4 depende de la concentracion a
la que se evalue. En estos casos, una caracterizacién adecuada de la adsorcion requiere la

obtencion de isotermas de adsorcion.

Isotermas de adsorcion

Las isotermas de adsorcion representan la cantidad adsorbida por unidad de
masa del solido (C;) en funcién de la concentracién de soluto en equilibrio (C.) a una
determinada temperatura. Para eso se hacen interaccionar cantidades conocidas de sdlido
y soluciones de plaguicida con diferentes concentraciones iniciales (C;). Una vez alcanzado
el equilibrio, se determina la cantidad de plaguicida en disolucion C, asi como la cantidad
adsorbida, C;, para las distintas concentraciones conocidas.

El valor de C; se puede obtener directamente, determinando la cantidad de
plaguicida que queda adsorbida en suelo tras la extracciéon del mismo por técnicas
adecuadas, o indirectamente, por diferencia entre la cantidad inicial del plaguicida y la
cantidad en equilibrio, asumiendo que la desapariciéon del plaguicida se debe a la
adsorcién y no a otros procesos que puedan ocurrir.

La forma de estas isotermas es una caracteristica de gran importancia porque
proporciona mucha informacién acerca de los mecanismos de adsorciéon que se dan
(Calvet, 1989) y esta también relacionada con la naturaleza de la molécula a adsorber y de
la superficie adsorbente. Segun Giles et al. (1960), las isotermas de adsorcion pueden ser
clasificadas en cuatro tipos distintos, dependiendo de la forma de la pendiente del tramo

inicial de la curva. A continuacion se describen.
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Isotermas tipo S

Estas isotermas son tipicas de adsorbentes con una alta afinidad por el
disolvente. La curvatura inicial de la isoterma indica que la adsorcion en particulas del
suelo se ve facilitada a medida que aumenta la concentracién del soluto. Esto implica que
ocurra una asociacidon entre las moléculas adsorbidas, y las moléculas aun en solucion,
constituyendo lo que se denomina “adsorcién cooperativa”. Estas isotermas pueden
observarse cuando ocurre una interaccion especifica entre el soluto y el adsorbente, una
atraccion intermolecular moderada o competencia entre el soluto, el disolvente y las
moléculas adsorbidas por los sitios especificos de adsorcion.

Isotermas tipo L

En ellas se observa una alta afinidad relativa entre el adsorbato y el adsorbente
en la fase inicial de la curva. A medida que transcurre la adsorcién, aumenta la dificultad
para que las moléculas de soluto encuentren sitios de adsorcidn vacantes. Estas isotermas
indican multiples interacciones entre el soluto y el adsorbente, una fuerte atraccidon
molecular entre las moléculas de soluto o poca competencia entre el soluto y el disolvente
por los sitios de adsorcion.

Isotermas tipo C o de reparto constante

Se caracterizan por representar una relacién lineal entre la cantidad de soluto
adsorbido y la concentracidn del mismo en disolucién en equilibrio. Muestran una
particion del adsorbato independiente a la concentracidon del mismo. Son tipicas en las
interacciones entre compuestos no iénicos y superficies orgdnicas y la mayoria de los
compuestos quimicos en un estrecho rango de concentraciones.

Isotermas tipo H

Son isotermas muy poco comunes y se consideran un caso especial de las
isotermas tipo L. Se observan cuando hay una afinidad muy elevada entre el soluto y la
superficie adsorbente, sobre todo a bajas concentraciones del primero, donde todo o

practicamente todo, queda adsorbido en la superficie.
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Cantidad adsorbida

S L C H

Concentracion en equilibrio

Figura I.3. Tipos de isotermas de adsorcion segun Giles et al. (1960).

Modelos de adsorcion
Para la descripcidén cuantitativa de los procesos de adsorcién, las isotermas
obtenidas experimentalmente suelen ajustarse a diferentes ecuaciones matematicas o
modelos de adsorcién. La mas frecuentemente usada en estos casos es la de Freundlich.
La ecuacion de Freundlich es una ecuacidon empirica que relaciona la cantidad

de soluto adsorbido con la concentracidn en equilibrio existente en disolucion y se expresa

como:
1/ nf
C; = KgxCg ™"
Ecuacién I.2.
O su expresion logaritmica:
LogCq = logKs+1/nf x logCq Ecuacion 1.3.

Donde C; es la cantidad de plaguicida adsorbido, C, la cantidad de plaguicida en
el equilibrio y K¢ y 1/n; son constantes caracteristicas que pueden obtenerse del ajuste
lineal de los datos de log C, frente a log Ce.

El valor absoluto de K; corresponde a la cantidad de plaguicida adsorbido
cuando la concentracién del plaguicida en el equilibrio es igual a la unidad y es
considerada como una medida de la capacidad de adsorcion del suelo para el plaguicida
en cuestion. El pardmetro 1/n; es la pendiente de la representacion lineal de log C, frente a
log C. y se considera una medida de la intensidad de adsorcion. Los valores de K; permiten
comparar la capacidad de adsorcién de diferentes plaguicidas y de distintos suelos,
siempre y cuando se hayan utilizado condiciones experimentales similares (Bowman y

Sans, 1985) y los valores de 1/n; sean parecidos (Hance, 1967). También es importante

46



CAPITULO I. Introduccién general

que el valor de C.=1 esté dentro o muy cerca del intervalo de concentraciones
experimentales (Hermosin y Cornejo, 1987).

Cuando 1/n; es igual a 1, la ecuacién de Freundlich se expresa como: C,=K; x C. y
se cumple la relacién lineal existente entre C, y Ce, y ademas, K¢ coincide con el coeficiente
de distribucion Kg, siendo independiente de la concentracidn. Cuando 1/n; difiere de la
unidad el error introducido al asumir una relacion lineal entre C, y C. depende del valor de
1/n¢ y de la concentracién. A medida que el valor de 1/n; se aleja de la unidad, las
diferencias entre K; y Ky se hacen mayores, especialmente para valores de C, muy alejados
de la unidad (Hamaker y Thompson, 1972; Green y Karichoff, 1990).

Al igual que las isotermas de adsorcion, las isotermas de desorcion se pueden
ajustar a la ecuacién de Freundlich. El estudio de la desorcidn suele llevarse a cabo
mediante diluciones sucesivas, por las que, tras la medida de la adsorcién, se sustituye
parte de la disolucion de equilibrio por una disolucidn libre de plaguicida permitiendo que
se restablezca el equilibrio. Cuando la isoterma de desorcion no coincide con la de
adsorcidn, se dice que existe un fendmeno de histéresis. La diferencia entre las cantidades
de plaguicida adsorbidas durante la desorcidon y en la adsorcién indica el grado de
histéresis. La magnitud de la reversibilidad del proceso de adsorcidn puede expresarse por
el coeficiente de Histéresis o H que se pueden calcular como el cociente entre los valores
de 1/nf de la desorcién y la adsorcion (O’Connor et al., 1980; Barriuso et al., 1994).

Los fendmenos de histéresis pueden deberse a la presencia de moléculas de
plaguicidas fuertemente adsorbidas o atrapadas en los poros de la materia organica o de
las particulas de arcilla, y por tanto irreversiblemente adsorbidas a los coloides del suelo.
(Wauchope y Myers, 1985).

1/ s

Ecuacion 1.4.
1/nfads

El coeficiente H puede oscilar entre 0, para procesos completamente
irreversibles, y 1, cuando la isoterma de desorcidn sigue la misma tendencia que la de
adsorcién. La existencia de histéresis puede ser atribuible a artefactos experimentales
como por ejemplo: no alcanzar las condiciones de equilibrio durante la adsorcion,

eliminacién de particulas de suelo durante la desorcidn, formacién de precipitados o

pérdidas de plaguicida por volatilizacién, degradacion o ambos, asi como a cambios en la

47



CAPITULO I. Introduccién general

composiciéon del sistema producidos durante la dilucién de la disolucion de equilibrio tras
la adsorcion (Koskinen y Harper, 1990; Gu, 1994). Sin embargo, en otras ocasiones la
existencia de histéresis puede ser causa de la deformacién de los poros del suelo, lo que
origina que el camino de la adsorcion difiera del de la desorcion (Braida et al., 2003), o
bien por la formacién de residuos irreversiblemente adsorbidos a las particulas de suelo,
donde la desorcidon es cinéticamente tan lenta que hace que experimentalmente no sea
posible observarla (Karickhoff, 1982; Celis y Koskinen., 1999). Asi, por ejemplo, Celis y
Koskinen (1999) cuantificaron, mediante un método basado en intercambio isotdpico, la
fraccién del plaguicida adsorbido de forma irreversible en un experimento de adsorcidn,
sugiriendo un incremento en el componente irreversible de la adsorcion a bajas
concentraciones de plaguicida y mayores tiempos de equilibrio. Este método podria, por
tanto, tener utilidad para ser incorporado en modelos predictivos que tengan en cuenta la

irreversibilidad.

¢) Factores que influyen en los procesos de adsorcion-desorcion. Propiedades
fisico-quimicas del plaguicida
Las caracteristicas fisicas y quimicas del plaguicida pueden indicarnos su

comportamiento en la adsorcion. Entre las caracteristicas mds determinantes destacan la
estructura, carga y tamafio molecular, ademds de su solubilidad en agua.

Con respecto a la estructura molecular, Gramatica y Di Guardo. (2002) hacen
una aproximacion que permite una rapida pre-determinacion y monitorizacién de la
distribucion medio ambiental de los plaguicidas conociendo sdlo la estructura molecular
de los mismos. Segun Bailey y White. (1970), los factores estructurales que determinan el
caracter quimico de los plaguicidas, y por tanto, su influencia en la adsorcién son: la
naturaleza de los grupos funcionales, la naturaleza y posicién de los grupos sustituyentes
respecto al grupo funcional y la presencia y magnitud de insaturaciones en la molécula
que puede afectar al balance hidrofilico-hidrofébico.

La carga molecular del compuesto organico y su distribucién son factores a
tener en cuenta en el proceso de adsorcion. Los compuestos que existen en disolucion
como los cationes, son rdpidamente atraidos por las superficies con carga negativa de los
minerales de la arcilla y de las sustancias himicas. Por el contrario, los compuestos

anidnicos son repelidos por éstos constituyentes del suelo, aunque son atraidos por las
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superficies de carga positiva como son los 6xidos metalicos. En ambos casos pueden
establecerse enlaces idnicos y la adsorcion sera proporcional a la densidad de carga y
dependera del pH del suelo (Weber et al., 1980, 1986; Weber y Swain, 1993). En otros
casos la carga molecular puede ser débil, produciéndose entonces una simple polaridad de
molécula y la interaccion con la superficie adsorbente como dipolos inducidos o
permanentes. En disolucién acuosa los plaguicidas con baja polaridad tienen gran
dificultad en competir con las moléculas de agua por las superficies polares y, por ello,
establecen interacciones con la materia organica.

El tamafio molecular del plaguicida puede influir en la adsorciéon por diferentes
razones. Por una parte tiene una relacién directa con las fuerzas de van der Waals, por lo
qgue en moléculas voluminosas este tipo de interaccion puede ser importante en la
adsorcién. Por otro lado, el mayor tamafio puede impedir que la molécula llegue a los
microporos de los 6xidos metalicos, minerales de la arcilla y otros componentes del suelo.
Ademas, el tamafio molecular influye en la solubilidad en agua (a mayor tamafio, menor
solubilidad) y, por tanto, de una forma indirecta en la magnitud de la adsorcion ya que la
relacion entre el grado de adsorcion y la solubilidad de éste no esta clara (Nemeth-Konde
et al.,, 2002).

De acuerdo con Calvet. (1989) y Chiou y Kile. (1994), parece haber una
correlacion negativa entre la solubilidad de los plaguicidas en agua y la adsorcion a suelos,
especialmente para moléculas apolares o de escasa polaridad como materia organica. Por
otro lado, Bailey et al. (1968) y Bailey y White. (1970) encontraron una relacién directa
entre la solubilidad en agua y la adsorcidon de s-triazinas y ureas sustituidas a Na-
montmorillonita, aunque no observaron el mismo comportamiento en el caso de anilinas,
fenilcarbamatos, anilida y amidas. Para una familia de plaguicidas, muchos factores
pueden interactuar para determinar si existe o no una relacién directa entre adsorcion y
solubilidad, éstos pueden incluir propiedades tales como la acidez de la superficie y la
polaridad.

Composicion coloidal del suelo

De los distintos componentes del suelo, los minerales de la arcilla, los
oxihidroxidos metalicos y la materia organica (componentes coloidales del suelo) aportan
gran parte de la superficie involucrada en los procesos de adsorcion. La importancia

relativa de cada uno de estos componentes depende en gran medida de las caracteristicas
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de carga del compuesto a adsorber. Por su elevada superficie especifica y reactividad
superficial, se considera a los componentes de la fraccién arcilla como los principales
responsables de las interacciones que tienen lugar entre la fase sdlida del suelo y los
compuestos organicos e inorganicos que a él llegan, principalmente cuando estdn en
disolucion. Por eso es conocido también como la fraccidn activa del suelo y esta formada
por dos tipos de componentes: los componentes inorganicos o minerales y los
componentes orgdnicos.

Componentes inorgdnicos

La fraccion coloidal inorganica del suelo, de gran importancia en muchos
procesos de adsorcidn de plaguicidas, estd compuesta en su mayoria por filosilicatos y por
oxidos, hidréxidos y oxihidroxidos metdlicos, fundamentalmente de Fe, Al y Si. El término
“arcilla” se refiere generalmente al material inorganico de tamano inferior a 2 um,
mientras que “mineral de la arcilla” se refiere a un tipo especifico de minerales que se
encuentran en la fraccion de tamafio arcilla (menor a 2 um) de los suelos (Moore y
Reinolds, 1987). Estas definiciones han sido objeto de muchas matizaciones, aunque
manteniendo estos conceptos fundamentales (Guggenheim y Martin., 1995).

Los minerales de la arcilla estan constituidos por ldminas de unidades
estructurales sobrepuestas, constituyendo una red regular en la que figuran las dos

2+ 2+
, Fe”) en el

unidades siguientes: octaedros, constituidos por un i6n metdlico (A%, Mg
centro y en los vértices por iones 0> 6 OH y tetraedros formados por un ién Si* que
ocupa el centro y los vértices ocupados por iones 0" o excepcionalmente OH en ambos
casos. Estas unidades se repiten formando unas capas octaédricas o tetraédricas,
respectivamente. Las unidades estructurales (ldminas) estan en general formadas por la
conexion de dos o tres capas (una o dos tetraédricas, respectivamente, y una octaédrica).
La estructura global de los minerales resulta del apilamiento de ldminas tridimensionales,
existiendo entre ellas lo que se define como el espacio interlaminar, que contribuye a la
elevada superficie especifica de estos minerales.

Entre dos laminas adyacentes pueden intervenir fuerzas de van der Waals o
fuerzas electrostaticas. En diversos minerales de la arcilla, la estructura esta
desequilibrada electrostaticamente como resultado de la sustitucion de iones durante la

formacién de los minerales, sin alterar sus dimensiones. Estas alteraciones son

. . . . o . .z . s .4 .z
denominadas sustituciones isomédrficas. En el caso de la sustitucion del idn Si*" por el idn
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AP*y del A’ por Fe** o Mg”", se origina un exceso de cargas negativas permanente. Este
desequilibrio queda compensado por cationes, hidratados o no. Cuando en la disolucién
del suelo existen otros cationes, ocurren sustituciones de los que existen en la fase
interlaminar, por los que permanecen en la solucién hasta alcanzar un equilibrio,
propiedad que se denomina: capacidad de cambio catidnico (CCC).

Las arcillas montmorillonita y vermiculita presentan alta superficie especifica y
CCC, y por ello su capacidad de adsorcidon de compuestos organicos es mayor que en el
caso de otros minerales de la arcilla no expansibles (Cox et al., 1993; Hermosin et al.,
1993). Segun Green. (1974), el grado en que estas superficies adsorben moléculas
organicas depende principalmente de la naturaleza de los cationes de cambio, del grado
de hidratacion de la arcilla y de las propiedades de la molécula orgdnica en cuestion.

La adsorciéon de plaguicidas a los minerales de la arcilla puede ocurrir
fundamentalmente en los cationes de cambio (bien por una interaccion directa o por
medio de moléculas de agua coordinadas a los cationes de cambio) o por interaccién con
los grupos -OH basales de la arcilla caolinita y los de los bordes de las ldaminas de los
silicatos (Calvet, 1989). Laird. (1996) y Celis et al. (1997), pusieron de manifiesto la
existencia de microespacios hidréfobos situados entre las cargas de los espacios
interlaminares que pueden adsorber moléculas organicas neutras por simple interacciéon
hidrofébica. También en este espacio interlaminar, los plaguicidas se pueden adsorber por
interaccién donador-aceptor de electrones (Hederlain y Schwarzernbech., 1993).

Los 6xidos metalicos coloidales que incluyen hidréxidos, oxihidréxidos y éxidos
propiamente dichos son componentes muy importantes de la arcilla, siendo los de
aluminio, silicio y sobre todo los de hierro, especialmente abundantes (Schwertamann y
Taylor, 1989). En estos minerales los centros activos de adsorcidon son los hidroxilos
superficiales que, segun el pH del medio en que se encuentren, se pueden comportar
como aceptores o donadores de electrones, es decir, presentan cargas dependientes del
pH (Hingston et al., 1972). En suspensidén acuosa, los dtomos metalicos terminales del
oxido completan su esfera de coordinacién con grupos hidroxilos y moléculas de agua que
adsorben H* 6 OH dependiendo del pH de la disolucién. El pH al cual las cantidades
adsorbidas de H" y OH™ son la misma se denomina punto cero de carga del 6xido. Los
oxidos y oxihidroxidos poseen una elevada superficie especifica, lo que significa que

pueden ser buenos adsorbentes de compuestos orgdnicos, fundamentalmente anidnicos
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(Madrid y Diaz Barrientos, 1991; Hermosin y Cornejo, 1991; Celis et al., 1999; Dubus et al.,
2001).

En general los compuestos organicos de baja polaridad no son capaces de
competir con las moléculas de agua que solvatan las superficies hidrofébicas de los
coloides minerales por posibles sitios de adsorcion. Ademas, la concentracién del
compuesto organico en la disolucion del suelo suele ser demasiado baja para competir
eficazmente con las moléculas de agua por los sitios de adsorcién (Calvet, 1989). Por ello,
frecuentemente se considera que los coloides minerales tienen un papel secundario en la
adsorcién de plaguicidas no idnicos salvo en el caso de suelos de muy bajo contenido en
carbono organico. Para estos compuestos muy hidrofdbicos y en suelos con un contenido
en materia orgdnica superior al 2%, la adsorcion ocurre fundamentalmente debido a la
accion de ésta (Senesi, 1992; Schulten et al., 2001; Nemeth-Konda et al., 2002).

Muchos autores han puesto de manifiesto las limitaciones de considerar a la
materia organica como la Unica responsable de la adsorcion en el caso de compuestos
polares (Weber et al., 1986; Reddy y Gambrell, 1987; Calvet, 1989; Hermosin y Cornejo,
1991; Cox et al., 1995, 1996; Wauchope et al., 2002; Fernandes et al., 2003). En muchos
casos se ha encontrado una mayor correlacion entre la adsorcién y el contenido de arcilla
de los suelos que con el de materia orgédnica (Hermosin y Cornejo, 1991; Cox et al., 1993,
1994; Aguer et al., 2000; Hermosin et al., 2000). En estos casos el compuesto organico
considerado presentaba siempre caracteristicas polares, idnicas o ionizables. Para estas
condiciones Hermosin y Cornejo. (1994) proponen el uso de un coeficiente de adsorcion
normalizado al contenido de arcilla, Ky, similar al coeficiente de adsorcion normalizado al
contenido de carbono organico, (K, que resalta la importancia de los coloides minerales
en la adsorcion y reduce la variabilidad en la adsorcidn.

Componentes orgdnicos

La fraccién orgéanica del suelo es el principal componente del suelo implicado en
los procesos de adsorcién de muchos compuestos hidrofébicos.

Aunque la fraccion orgdnica en el suelo estd compuesta por organismos vivos y
los restos de éstos sin descomponer, parcialmente descompuestos y completamente
mineralizados, el término de materia organica en el suelo es usado para referirse mas

especificamente a los componentes no vivos, que constituyen la mezcla heterogénea
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compuesta de un gran nimero de productos resultantes de las transformaciones quimicas
y microbianas de desechos organicos de animales y vegetales.

La fraccidén orgdnica de los suelos ha adquirido durante las ultimas décadas,
gran importancia en la dindmica de plaguicidas en los suelos (Cox et al., 2004; Barriuso et
al., 2011; Schnitzer y Monreal, 2011; Pignatello, 2012). A grandes rasgos, los componentes
organicos del suelo se pueden dividir en sustancias no himicas y sustancias humicas.

Sustancias no humicas

Son compuestos pertenecientes al grupo de los polisacaridos, polipéptidos,
acidos grasos y otros compuestos de bajo peso molecular procedentes de restos animales
y vegetales y para los que es posible asignar una formula molecular precisa de las
subunidades que los componen. Son, en general, facilmente atacados o degradados por
los microorganismos, lo que hace que el tiempo de vida media de estas sustancias en el
suelo sea relativamente corto (Khan, 1980).

Sustancias humicas

Grupo de compuestos organicos que se forma a partir de las sustancias no
humicas a través de procesos de biodegradacion y de sintesis. Son mucho mas estables,
por lo que constituyen el grueso de la materia organica de la mayoria de los suelos (Khan,
1980).

Las sustancias humicas se caracterizan por tener una estructura quimica
compleja y amorfa, caracter acido, color oscuro y elevado peso molecular (Aiken et al.,
1985). Se considera que estan formadas por un esqueleto fundamentalmente aromatico, a
base de heterociclos nitrogenados, quinonas, fenoles y acidos benzoicos, con cadenas
alifaticas laterales. Mas que polimeros tridimensionales, las sustancias humicas son
predominantemente lineales con puentes de unién entre diferentes puntos de los tramos
lineales (Oades, 1989).

Segun su solubilidad las sustancias humicas se dividen en tres grupos (Aiken et
al., 1985): huminas, fraccién de las sustancias himicas que es insoluble en agua a
cualquier pH, dcidos humicos, fraccidn insoluble en acido, pero soluble a pH mas elevados
y dcidos fulvicos, solubles a cualquier pH de disolucion.

Estructuralmente los acidos hdmicos y los acidos fulvicos son muy similares,
diferenciandose sélo en el peso molecular y en el contenido en grupos funcionales. Las

huminas pueden consistir, segin Stevenson. (1985), en: acidos hdmicos intimamente
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ligados a la fraccion mineral de la que no pueden ser separados y materia humica
altamente condensada con un contenido elevado en carbono (>60%) y por este motivo,
insoluble en alcalis.

Los grupos funcionales presentes en las sustancias himicas son muy numerosos
y variados. Incluyen grupos carboxilos, carbonilos, hidroxilos, sulfidrilos, aminos,
sulfénicos, etc. Los grupos carboxilos e hidroxilos son los principales responsables de su
elevada CCC, dependiente del pH, asi como de su capacidad para acomplejar metales e
interaccionar con los minerales de la arcilla (Theng, 1974; Cornejo y Hermosin, 1996).

Por su naturaleza aromatica y contenido en grupos funcionales polares, las
sustancias himicas poseen un doble caracter hidréfobo e hidrofilo. Asi, las estructuras
lineales pueden adoptar en disolucidén acuosa una conformacién esférica de forma que las
regiones hidréfobas quedan hacia el interior mientras que la mayoria de los grupos
polares quedan préximos a la periferia (Wershaw, 1986; Oades, 1989). Los grupos
periféricos polares son los responsables del hinchamiento de las sustancias humicas en
disolucion acuosa, donde pueden llegar a adsorber de 2 a 6 veces su propio peso de agua
(Ahlrichs, 1972). Existen, no obstante, grupos internos responsables de una cierta
capacidad de cambio idnico que ocurre lentamente en comparaciéon con los grupos
periféricos (Oades, 1989).

Los compuestos organicos apolares interaccionan fundamentalmente con las
regiones hidrofdbicas de la materia organica del suelo de forma que la adsorcién es menor
al aumentar el contenido en grupos funcionales polares (Rutherford et al., 1992). Por el
contrario, las regiones hidrofilicas contribuyen a la retencién de solutos polares, mas aun
teniendo en cuenta que la saturacion en agua de la materia organica del suelo en
disolucion aumenta alin mas su polaridad, y por tanto su compatibilidad con los solutos
polares (Rutherford y Chiou, 1992; Negre et al., 2001).

Excepto en el caso de solutos polares o suelos con bajo contenido en materia
organica, se considera que los coloides organicos del suelo juegan un papel esencial en los
procesos de adsorciéon de sustancias hidrofébicas sin carga. Es frecuente obtener una
correlacion bastante alta adsorcidon y el contenido de materia organica (Wolfe et al., 1990;
Ferreira et al., 2002), lo que segun Chiou et al. (1985) es una consecuencia de la alta
afinidad de las moléculas de agua por las superficies minerales, quedando por tanto

excluidas para la adsorcidn de compuestos organicos.
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Tradicionalmente se habria sumido que la materia organica es el
principal adsorbente de compuestos orgdnicos como consecuencia del simple reparto de
éstos entre la fase orgdnica y acuosa, (Teoria de Particidn) que da lugar a distintos tipos de
adsorcidn lineal (Chiou, 1979; Karichoff, 1979). No obstante, investigaciones de las Ultimas
décadas, revelan la heterogeneidad de la materia organica presenta su propio rol como
adsorbente de compuestos organicos. Esta heterogeneidad, puede generar selectividad en
la adsorcién, como consecuencia de propiedades tales como aromaticidad, polaridad,
estructura o configuracién abundancia de ciertos grupos funcionales (Celis et al., 2006;
Pignatello, 2012) Es por ello importante considerar que la materia organica puede
presentar dos estados fisicos: vidrioso o rigido y elastico. El primero da lugar a huecos a
escala nanométrica que pueden incluso estar interconectados entre si. Estos han de
preexistir para que la molécula organica se adsorba, mientras que para el segundo caso,
las cavidades que se originan favorecen adsorciones mas reversibles (Pignatello, 2012).

Caracteristicas de la disolucion del suelo

Los compuestos organicos se encuentran bajo los efectos de la fuerza idnica y el
pH de la disolucién del suelo. Numerosos trabajos han puesto de manifiesto la
importancia del pH en los procesos de adsorcién de plaguicidas (Hermosin y Cornejo.,
1987; Li et al., 2001). El pH de la disoluciéon del suelo determina la carga superficial de los
componentes con carga variable del suelo y la ionizacién de los plaguicidas con
propiedades acidas o basicas.

La variacién de la carga superficial de los coloides del suelo influye
directamente en su capacidad de interaccionar con especies idnicas. Asi, por ejemplo, la
adsorcién de compuestos anidnicos a 6xidos metalicos aumenta al disminuir el pH como
consecuencia del aumento del nimero de centros positivos en la superficie del éxido. La
adsorcion de compuestos catidnicos a sustancias humicas disminuye con la disminucién
del pH debido a la protonacién de los grupos -COO" y O del polimero organico. El pH
también afecta a la ionizacion de los plaguicidas con caracteristicas acidas o basicas e
influye directamente en el proceso de adsorcién. El efecto del pH depende del caracter
acido o basico del compuesto asi como de la carga de la superficie adsorbente. Se sabe
gue a valores de pH elevados, se conduce a disminuir la afinidad de compuestos organicos

por la MO, debido al aumento en la polaridad de ésta (Real., 2010).
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La fuerza idnica asume un papel relevante en los procesos de adsorcién por
fuerzas electrostaticas, ya que con el aumento de la fuerza idnica disminuye la adsorcion
debido a la competencia por los sitios de adsorcién entre el soluto y los iones en solucién
(Watson et al., 1973). Segun Calvet. (1989), en el caso de moléculas neutras se observa
que un aumento de la fuerza idnica por encima de la unidad da lugar a un aumento de la
adsorcién, mientras que para valores por debajo de la unidad no existe una tendencia
general.

Temperatura

Los procesos de adsorcion son exotérmicos, mientras que los de desorcion son
endotérmicos (Clark, 1974), por lo que un incremento de temperatura dara lugar a una
disminucion de la adsorcién y a un aumento de desorcidon. Por otra parte, la temperatura
afecta a la solubilidad de los plaguicidas afectando también indirectamente a la adsorcion.
Segun Hamaker y Thompson. (1972), el efecto de la temperatura en la adsorcion depende
de la fuerza de la interaccion entre el soluto y la superficie, de manera que a mayor fuerza
de interaccion, mayor es la influencia de la temperatura.

Humedad

La importancia del contenido de humedad del suelo en la adsorcién del
plaguicida puede ser explicada por dos mecanismos, uno se relaciona con la solubilidad
del plaguicida, ya que ésta varia con el contenido de agua (Bailey y White, 1970). El otro
tiene que ver con la competencia del plaguicida por los lugares de adsorcion a diferentes
niveles de humedad. En condiciones de baja humedad, las moléculas de agua se
encuentran muy fuertemente retenidas y esto deja pocos sitios activos libres para que el
plaguicida pueda adsorberse (Navarro Blaya, 1986).

De acuerdo con Chiou y Shoup. (1985), la retencién de los compuestos
orgdanicos por los constituyentes minerales y orgdnicos depende de la humedad del suelo.
En suelos secos, la adsorcion de compuestos orgdnicos resulta fundamentalmente de las
interacciones del plaguicida con los componentes minerales, mientras que en suelos
humedos, es la materia organica la que tiene un papel mas importante. Esto es debido a la
fuerte interaccién de dipolo entre la fraccion mineral del suelo y las moléculas de agua, la
cual excluye a los compuestos orgénicos, especialmente los pocos solubles en agua de
esta fraccion del suelo. Asi, la solubilidad del plaguicida en el agua seria uno de los

principales factores que afectan al fenémeno de adsorcion (Chiou et al., 1983).
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1.2.1.2.-Procesos de lixiviacion. Factores que afectan a la movilidad de
plaguicidas en el suelo
La lixiviacion es el proceso por el cual el agua procedente de lluvia o de riego,

arrastra o disuelve moléculas organicas dando lugar a un movimiento vertical de las
mismas a lo largo del perfil del suelo. Esto incide en la efectividad bioldgica del plaguicida
y favorece la contaminacion de aguas subterrdneas y acuiferos. El riesgo de esto ultimo
depende fundamentalmente de la velocidad de transporte y de su retencién y
degradacion a lo largo del perfil del suelo, ya que se disminuye el riesgo de contaminacion
de las aguas subterraneas (Bowman, 1989).

La movilidad de los plaguicidas se ve afectada principalmente por factores como
las propiedades fisico-quimicas del plaguicida, la adsorcién por los coloides del suelo, las
propiedades fisicas, quimicas, microbioldgicas y estructurales del suelo, la climatologia, la
forma y momento de aplicacidn y las practicas culturales.

Propiedades fisico-quimicas del plaguicida

La mayor o menor lixiviacion de los plaguicidas se ve afectada por la retencion
del mismo en el suelo, determinada, como se ha dicho anteriormente entre otros factores,
por las caracteristicas fisico-quimicas de los plaguicidas. Caracteristicas como la
ionizabilidad, solubilidad en agua, presiéon de vapor y cardcter hidrofébico modifican el
grado de retencién del plaguicida por las particulas del suelo (Weber et al., 1980). Por esta
razén, mientras mayor sea la adsorcién menor sera el riesgo de lavado, aunque si el
lavado es continuo, el plaguicida puede desorberse y asi aumentar la concentracién de
plaguicida en el lixiviado.

Los herbicidas catidnicos, como es el caso del paraquat y el diquat, son poco
moviles, debido a los fuertes enlaces i6nicos que forman con el complejo de cambio
cationico de los coloides del suelo. Herbicidas con propiedades basicas como las s-
triazinas, presentan una movilidad de baja a moderada, dependiente del pH de los suelos:
teniendo en cuenta que existe una relacién inversa entre el pH y la adsorcidn, la movilidad
serd mayor bajo condiciones neutras o alcalinas que en condiciones acidas. En cambio, los
herbicidas acidos, como es el caso del picloram, dicamba, 2,4-D, bentazona o MCPA, son
muy moviles debido a su baja adsortividad. Los herbicidas no iénicos, poco solubles en

agua, como la trifluralina, son muy poco modviles en disolucién, debido a su baja
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solubilidad (Calderdn et al., 1999). Los herbicidas muy solubles, como la hexazinona y el
fenurén (Bouchard y Lavi, 1985) son muy méviles por su baja adsortividad.

Adsorcion por los coloides del suelo

La lixiviacion de plaguicidas es un proceso que se ve afectado directamente por
la adsorcidn al coloide del suelo, manteniendo una relacién inversamente proporcional a
ello, como se ha mencionado en parrafos anteriores (Beck et al., 1993). Los herbicidas
muy solubles, como la hexazinona y el fenurén (Bouchard y Lavi, 1985) son muy maviles
por su baja adsortividad. Sin embargo, se ha visto que en ocasiones una alta adsorcidn
puede llevar acompafiada lixiviacién. Estos son los casos en los que los plaguicidas se ven
transportados al moverse las particulas a las que se encuentran adsorbidos (transporte
facilitado) (Roy y Dzombak, 1997; Graber et al., 2001; McGechan y Lewis, 2002). Esto es
frecuente en herbicidas de baja solubilidad que se adsorben a particulas orgdnicas del
suelo que se mueven a lo largo del perfil (Gonzalez-Pradas et al., 1998; Nelson et al., 1998;
Cox et al., 2000a, b; Graber et al., 2001). Los coloides minerales y la materia organica son
los principales componentes del suelo responsables de los procesos de adsorcion. En los
horizontes mas superficiales, la materia orgdnica es, en general, el factor determinante de
la adsorcidn, impidiendo o reduciendo los procesos de lixiviacion (Bouchard y Lavi, 1985),
mientras que al aumentar la profundidad, son la fraccion mineral, las arcillas y los 6xidos
metalicos, los responsables de los procesos de adsorcidn-desorcidon (Beck et al., 1993).
También hay que mencionar que la desorcidon de los plaguicidas vuelve a disponer en
solucién los plaguicidas previamente sorbidos, disponibles para lixiviar (Worrall et al.,
1999).

Estructura del suelo

El suelo como compartimento heterogéneo esta compuesto por particulas de
distinto tamafio y naturaleza, construyendo un complejo sistema de poros. De éstos, los
de mayor tamafio (llamados macroporos) son los conductos construidos por animales,
canales de raices, roturas y fisuras que se forman por el efecto del agua o por expansién y
contraccién del suelo, congelamiento y deshielo y conductos formados por la accion
erosiva del agua, y que pueden existir a profundidades considerables del perfil del suelo.
El movimiento de plaguicidas en el suelo se ve influenciado por la presencia de esos
macroporos, originando flujos preferenciales (Beven y Germann, 1981, Larsson et al.,

1999). En este caso, el transporte de los compuestos organicos se denomina
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hidrodinamico, mientras que si el movimiento del plaguicida ocurre a través de la masa
del suelo, predominan los procesos de difusién. Los poros de menor tamafio son los
mesoporos y microporos, donde el movimiento vertical de los plaguicidas en el suelo
ocurre lentamente predominando los procesos de difusidn, adsorcion y degradacion.

Intensidad y frecuencia de lluvia y/o riego

El aporte de agua al suelo, ya sea procedente de lluvia o de agua de riego, es un
factor de gran importancia en lo que se refiere a la persistencia y lixiviacion de plaguicidas
en suelos. La intensidad, frecuencia, distribucién y estacionalidad del agua aplicada
afectan enormemente al movimiento y distribucion de los plaguicidas en el suelo. La
retencidon de plaguicidas en el suelo aumenta progresivamente con el tiempo tras su
aplicacién (Pignatello et al.,, 1993), por tanto las lluvias al comienzo de la aplicacion
tendran gran influencia en la cantidad de herbicida lavado (Wauchope, 1978) v,
consecuentemente, en la contaminacién de aguas.

Prdcticas culturales

Las practicas culturales tienen un efecto directo en la lixiviacion de plaguicidas,
creando o destruyendo rutas preferenciales de transporte, y modificando la estructura,
naturaleza y actividad microbiana del suelo.

Una practica cultural que tiene una gran influencia en la lixiviacion es el tipo de
laboreo. Ciertos estudios han determinado que el laboreo convencional tiende a destruir
los canales y macroporos conectados (Ehlers, 1975). Por otra parte, la utilizacion de un
minimo laboreo aumenta la microfauna y microflora del suelo, con lo que puede favorecer
la biodegradacién y, consecuentemente, una disminucidn en el riesgo de contaminacion al
reducirse la cantidad de plaguicida presente en la solucion del suelo (Cox et al., 1996,
1999; Calderdn et al., 1999). También se ha encontrado que bajo laboreo de conservacién
la materia organica en los primeros milimetros del suelo es mayor que en suelos
sometidos a laboreo convencional (Calderdn et al., 1999), por lo que la adsorcidn se puede
ver favorecida y la lixiviacién reducida.

La adicion de enmiendas organicas al suelo de cultivo como practica cultural
aumenta el contenido en materia organica del mismo, alterando su estructura y actividad
microbiana. Por una parte, el aumento en materia organica tras la enmienda podria llevar
a un aumento de adsorcion de plaguicidas y/o a una mayor degradacion dando lugar a

menores pérdidas por lixiviacion (Guo et al., 1993; Cox et al., 2000a). Por otra parte, el
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cambio en la estructura del suelo puede dificultar o por el contrario favorecer el
movimiento del plaguicida (Sanchez-Camazano et al., 1996; Cox et al., 1997). También
puede haber un transporte facilitado del plaguicida cuando esta adsorbido a la materia
organica en solucidon en el caso de enmiendas con alto contenido en materia organica
soluble (Cox et al., 2000a; Worrall et al., 2001; Williams et al., 2002). Worrall et al. (2001),
al estudiar el efecto de la adicién de enmiendas organicas en el comportamiento en suelo
de carbofurano, encontraron que los fendmenos de histéresis desempefian un papel mas
relevante que el de los coloides orgdnicos en suelo, en lo que al control de pérdidas de

plaguicidas por lixiviacién a corto plazo se refiere.

1.2.1.3.-Volatilizacion
La volatilizacion es el proceso fisico-quimico por el cual un compuesto es

transferido a la fase gaseosa. Puede resultar de la evaporacién de la fase liquida,
sublimacién de la fase sdlida o desorcion de la matriz del suelo (Bedos et al., 2002). Los
factores que influyen en la volatilizacidn son: propiedades fisico-quimicas del plaguicida,
las caracteristicas del suelo, las condiciones climaticas (sobre todo la temperatura y
humedad) y las practicas de cultivo (Bedos et al., 2002). Este proceso se da principalmente
en los primeros centimetros de la superficie del suelo, aunque también se da en la
superficie de plantas y durante la presencia del plaguicida en la disolucién del suelo

(Thomas, 1982).

1.2.1.4.-Escorrentia

El proceso de escorrentia tiene lugar cuando las precipitaciones o el riego
sobrepasan la tasa de infiltraciéon de agua en el suelo. Segin Wauchope. (1978), las
pérdidas de plaguicidas por escorrentia tienen lugar en disolucion en el caso de
plaguicidas relativamente solubles en agua (plaguicidas con solubilidades mayores de 2
mg I'l), o con el plaguicida adsorbido a los coloides del suelo, para plaguicidas con
solubilidades inferiores a 2 mg I, Los factores mas importantes que determinan estas
pérdidas por escorrentia son las condiciones climdticas, las caracteristicas del suelo, del

plaguicida y practicas culturales. El proceso de arrastre que constituye la escorrentia y la
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lixiviacidon estdn relacionados, ya que el movimiento lateral de los plaguicidas hacia aguas

superficiales, no contribuirdn al movimiento a través del perfil de suelo o lixiviacién.

1.2.1.5.-Absorcion y exudacion por plantas y organismos

Las plantas y microorganismos del suelo asimilan plaguicidas, acumulandolos y
metabolizandolos. Gran variedad de plantas y organismos resistentes a determinados
plaguicidas han desarrollado esta capacidad gracias a que los metabolizan a compuestos
menos toxicos o carentes de toxicidad, constituyendo una via natural de descomposicidon
(Schmidt y Fedtke, 1977). Este proceso de absorcidon que ocurre por el sistema radical
cuando el plaguicida se encuentra en disolucién del suelo, esta determinado en gran
medida por el grado de retencidn del plaguicida por los coloides del suelo, ya que esto

determina la cantidad de plaguicida en la solucion del suelo.

1.2.2.-Procesos de transformacion

Continuando con la descripcidén de los procesos implicados en la dindmica de
plaguicidas en suelo, pasamos a describir los denominados de transformacién. La
desaparicion de los plaguicidas en el suelo ocurre por procesos que conducen a su
transformacion en otros productos generalmente, aunque no siempre, de menor toxicidad
(Cheng y Lehman, 1985) y que, por tanto, reducen la contaminacion de aguas superficiales
y subterraneas.

Los procesos de degradacion se suelen dividir, segin su naturaleza, en tres
grupos: degradacion quimica, mediada por gran cantidad de compuestos organicos e
inorganicos, degradacion microbiana o biodegradacion, catalizada exclusivamente por
enzimas y los procesos de fotodegradacion. Los factores que de forma general, afectan a
estos procesos son: la estabilidad quimica de la molécula, la adsorcidon a componentes del
suelo, el efecto del plaguicida en cuestion sobre la microflora del suelo, factores
ambientales como la humedad del suelo, la radiacién solar y temperatura y las

propiedades fisico-quimicas de los suelos.
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1.2.2.1.-Degradacion quimica

Los procesos de degradacidon quimica mas frecuentes son las reacciones de
hidrdlisis, sustitucion y las reacciones redox, que pueden ocurrir tanto en disolucion como
ser catalizadas en mayor o menor grado por la superficie de las arcillas, 6xidos metalicos,
iones metalicos, superficies de sustancias humicas y materiales organicos diversos
(Cornejo et al., 1983). Entre los factores mas importantes que afectan a los procesos de
degradacidon quimica se encuentran el pH, el potencial redox, la temperatura y la
composicidn de la disolucidn y de la fraccidn coloidal del suelo. La adsorciéon del plaguicida
a los coloides del suelo puede tener un doble efecto, ya que pude proteger al mismo de la
degradacién quimica, pero también puede potenciarla, como en el caso de reacciones
catalizadas por la superficie de los componentes coloidales.

Los cationes de cambio de los minerales de la arcilla y el agua de hidratacion
participan en muchas reacciones de degradacion catalizadas por la superficie (Russell et
al., 1968; Laird, 1996). Asi, por ejemplo, se ha visto que la elevada acidez superficial de
minerales de arcilla (como las esmectitas), originados por la elevada polarizacién del agua
de hidratacion de los cationes de cambio, favorece la degradacion quimica de herbicidas
como atrazina y simazina a los hidroxiderivados correspondientes (Laird, 1996; Celis et al.,

1997).

1.2.2.2.-Biodegradacion

Los procesos de biodegradacion de plaguicidas se deben fundamentalmente a
la microflora del suelo (bacterias y hongos) y generalmente se ven favorecidos a mayor
temperatura y humedad, condiciones en las que aumenta la poblacidn microbiana (Yen et
al., 2003). Las transformaciones que pueden ocurrir por parte de los microorganismos son
diversas. Los microorganismos asimilan estos compuestos y los degradan hasta productos
finales sencillos como CO, H,0 y NH," (mineralizacién), o bien pueden llegar a producir
sustancias de complejidad intermedia entre la original y la mas sencilla. Estas formas en
ocasiones son menos toxicas y persistentes. Estos procesos afectan significativamente a
las propiedades quimicas o toxicolégicas del compuesto, generando productos que
pueden ser utilizados como sustrato por otros organismos y no como sustrato de
crecimiento directo. Esto es lo que se llama cometabolismo, y es frecuente entre las

distintas poblaciones microbianas del suelo.
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La cinética de biodegradacidon de un plaguicida es importante porque dicta la
disponibilidad del mismo en el sistema suelo. En el caso de los plaguicidas que no se usan
como sustrato de crecimiento directo, se asume que su biodegradacion describe una
cinética de primer orden o pseudo-primer orden, donde la tasa de degradacién depende
tanto de la concentracién de plaguicida, como de la densidad de microorganismos
degradadores del mismo. Sin embargo, debido a las dificultades que entrafian contabilizar
estos individuos, se usan las constantes de primer orden o la vida media. Los plaguicidas
con una vida media inferior a 10 dias, se consideran poco persistentes; mientras que los
que superan los 100 dias, se consideran relativamente persistentes (Kearney et al., 1997).

En caso de los plaguicidas que si constituyen sustrato de crecimiento directo, es
frecuente observar curvas sigmoidales de biodegradacion. En este caso, la dificultad de
interpretar los resultados es mayor que el caso anterior, debido a su no linealidad.

Las curvas de biodegradacién tienden a ser especificas debido a las diferentes
maneras de degradacién del los plaguicidas, a la biodisponibilidad del mismo, y a
parametros como temperatura, humedad y pH del suelo. Muchos estudios indican que el
plaguicida adsorbido a las particulas del suelo no esta inmediatamente disponible para
biodegradacién (Ogram et al., 1985; Koskinen et al., 2001), sin embargo, recientemente
algunos autores han sugerido que las bacterias pueden acceder a regiones especificas
donde el plaguicida se encuentra adsorbido (Park et al., 2001; Singh et al., 2003; Hermosin
et al., 2006). Bajo condiciones limite, existe una correlacidn positiva entre la curva del
metabolismo y la temperatura del suelo, la humedad y el pH, aunque existe una
excepcidén, como ocurre en las reacciones oxidativas, que son menos probables que
ocurran en la fase acuosa del suelo, debido a la baja difusién de oxigeno, mientras que las
transformaciones catalizadas por hongos son mas frecuentes a bajo pH y/o en suelos

himedos (Kearney et al., 1997).
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Figura I.4. Cinéticas de biodegradacion de plaguicidas

La tasa de biodegradacidn esta muy influenciada por el grado de adsorcion del
herbicida. La adsorcién reduce la biodegradacion en general, ya que las moléculas
adsorbidas no suelen estar disponibles para los microorganismos. El efecto de la materia
organica de los suelos en los procesos de biodegradacion puede ser doble. Por una parte,
al adsorber el plaguicida reduce la biodegradacion (Barriuso et al., 1997; Guo et al., 2000).
Por otra parte, la materia organica puede ser un sustrato nutritivo para la microflora,
dando lugar un aumento de la poblaciéon microbiana y por tanto a una mayor tasa de

degradacion de plaguicidas biodegradables (Nair y Schnoor, 1994; Cox et al., 1999).

1.2.2.3.-Fotodegradacion

La fotodegradacion consiste en la transformaciéon del plaguicida como
consecuencia de la energia de la luz solar (Horspool, 1970). Esta reaccién es importante en
los primeros milimetros del suelo, en la superficie de las plantas y en ecosistemas
acuaticos, donde los plaguicidas pueden ser transportados en disolucion o bien adsorbidos
a la materia particulada. A medida que el plaguicida penetra en el suelo, los procesos de
fotodegradacion son menos frecuentes, debido a que la radiacidn solar puede llegar a
atenuarse hasta un 90% en los primeros 0.2 mm del suelo.

Segun Burrows et al. (2003) la fotodegradacién de plaguicidas se puede dar por
cuatro procesos: fotodegradacion o fotdlisis directa, por fotosensibilizacion, degradacion
fotocatalizada y degradacidon por reaccién con radicales hidroxilos.

El proceso de fotodescomposicion depende de factores como la intensidad y el
tiempo de exposicién del plaguicida a la radiacion solar, la presencia de catalizadores

fotoquimicos, que pueden favorecer la descomposicién, el pH del suelo, el grado de
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aireacion del suelo, el estado en el que se encuentra el plaguicida (sélido, en disolucidn,
vapor, etc) el grado de adsorcion y la estructura quimica del plaguicida.

La fotodegradaciéon puede ser directa, cuando el plaguicida se degrada por la
accion directa de la radiacion solar, o indirecta, cuando la energia de la radiacion solar es
absorbida por otros compuestos que luego transmiten esa energia a la molécula del
plaguicida o bien dan lugar a especies reactivas intermedias que pueden entrar en

reaccion con el plaguicida (Mansour et al., 1989).

I.3.-Importancia de la adicion de enmiendas organicas al suelo. El alperujo como
enmendante

En Andalucia la pobreza en materia orgdnica caracteristica de los suelos ha
potenciado el efecto dispersante que sufren los plaguicidas y los residuos de éstos una vez
qgue son incorporados a los cultivos. Una de las mas eficaces maneras hasta ahora, de
evitar pérdidas de plaguicidas por escorrentia o por lixiviacién es incorporar al suelo
enmiendas organicas. Se ha visto que en suelos con gran contenido en materia organica
estas pérdidas son menores que en suelos con bajo contenido en materia organica, ya que
se aumenta la retencién del plaguicida a las particulas del suelo (Fernandes et al., 2006;
Cabrera et al., 2009; Cafiero et al., 2012).

Han sido muchos los tipos de enmiendas orgdnicas que se han usado y que se
estan estudiando en la actualidad. Los primeros estudios sobre el efecto de la aplicacidon
de enmiendas organicas al comportamiento de plaguicidas se remontan a finales de los
afios 80 (Azam et al., 1988). Las enmiendas organicas aplicadas al suelo pueden ser muy
variadas y entre las estudiadas que afectan al comportamiento de plaguicidas en suelo se
encuentran: los compost de residuos soélidos urbanos (Cox et al.,, 2001) lodos de
depuradora (Celis et al.,, 1998a, b) restos de paja (Houot et al., 1998), residuos de la
industria vinicola (Andrades et al., 2004), bioproductos de la fermentacidn de maiz, serrin,
compost de residuos de jardines municipales, abono de ganado madurado (Moorman et
al., 2001), turba (Gonzalez-Pradas et al., 1998; Socias-Viciana et al., 1999; Flores-Céspedes
et al., 2002; Si et al., 2006), restos de madera (Menasseri et al., 2004), residuos liquidos de
almazara (Cox et al., 1997, 2001; Fernandes et al., 2006) y recientemente se han publicado

trabajos sobre el uso de residuos sélidos de almazara (alperujo y orujo) utilizados como

65



CAPITULO I. Introduccién general

enmiendas organicas en suelos (Albarran et al.,, 2003, 2004; Fernandes et al., 2006;
Delgado-Moreno y Pefia, 2007; Delgado-Moreno et al., 2007; Cabrera et al., 2007, 2008 y
2009; Cafiero et al., 2010, 2012). El estudio que se presenta en esta Memoria se centra en
esta ultima clase de residuos organicos.

En cuanto a los aspectos positivos de la adicion de estas enmiendas, se
encuentra la incorporacion de materia orgdnica exdégena a los suelos y con ello
incremento del carbono organico, que como se ha mencionado antes, resulta muy
beneficioso en la regiéon Mediterrdnea, donde la mayoria de los suelos, entre ellos los
agricolas, se caracterizan por tener un bajo contenido en la misma (en torno al 1% de
carbono organico, frente un 4% en suelos no cultivados) (Hontoria et al., 2004; Cucci et al.,
2008). Entre otras ventajas, se encuentra la mejora de la estructura del suelo,
disponibilidad de nutrientes, actividad bioldgica y fertilidad, ayudando a la restauracién de
suelos degradados (Melero et al., 2007; Badalucco et al., 2010). Piotrowska et al. (2006)
estudiaron el efecto a corto plazo de la aplicacion de dos dosis diferentes de un residuo de
la extraccion de aceite de oliva por el proceso de tres fases (alpechin), sobre las
propiedades fisico-quimicas de un suelo y observaron incremento del C organico total,
cantidad de N y C extraible, P disponible y del contenido en Fe y Mg extraibles. La
aplicacién de estos productos en suelo para remediar el déficit en materia organica,
supone ademads una practica ecoldgica sostenible reconocida (Rodriguez-Lucena et al.,
2010).

En lo que respecta a su efecto en el comportamiento en suelos de plaguicidas,
el uso de enmiendas organicas no siempre es garantia del control y reduccion de la
pérdida por lixiviacion de estos compuestos, especialmente de aquellos muy solubles en
agua (Worrall et al., 2001). Celis et al. (1998b) observaron en este caso una disminucién de
la adsorcidn de atrazina en suelos enmendados con lodos de depuradora, sugiriendo que
debido al pequefio peso molecular de la materia organica soluble, ésta podria competir
con las moléculas de atrazina por los sitios de adsorcion en la superficie del suelo. Del
mismo modo, Fernandes et al. (2006), no observaron ningin aumento en la adsorcién del
fungicida metalaxil en suelos enmendados con alperujo respecto al suelo sin enmendar, y
lo atribuyeron a las moléculas de bajo peso molecular y no humificadas de la fraccién
soluble del alperujo que se adsorbian a los componentes minerales de la fraccién arcilla

del suelo y competian con el fungicida por los sitios de adsorcién, lo cual se traducia en
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una mayor lixiviacion. Resultados similares fueron observados por Cox et al. (2007) en la
adsorcion del herbicida diurén en un suelo arcilloso enmendado con alperujo.

Por otro lado, se ha considerado la aplicacion de enmiendas organicas para
aumentar la biodegradacién de herbicidas en suelos contaminados. Moorman et al. (2001)
estudiaron el efecto de una serie de enmiendas sobre la mineralizaciéon de herbicidas y
vieron un aumento en la mineralizacion de atrazina en presencia de turba, tallos de maiz y
estiércol en suelos. Esto muestra el doble papel que ejerce de la materia organica que
aportaba la enmienda al suelo sobre la degradacién de los plaguicidas: por un lado
aumentando su persistencia en suelo al potenciar su adsorcion, y por otro, favoreciendo
su degradacion al aumentar la actividad bioldgica del suelo.

Como se ha dicho en parrafos anteriores, durante los ultimos afios se esta
centrando la investigacidn en el uso de residuos solidos procedentes de almazara, como es
el alperujo para enmendar suelos. Cabe destacar también el uso de otro residuo
procedente de almazara como es el orujo, sin bien, su aplicacién hoy en dia como
enmienda es menos frecuente que la del primero, ya que su obtencidn se basa en el
sistema de centrifugacion en tres fases, cada vez mas en desuso en el area mediterranea
(Roig et al., 2006).

En la actualidad, el habitat del olivo se encuentra entre las latitudes 302 y 459,
tanto en el Hemisferio Norte como en el Sur, en regiones climdticas del tipo del
Mediterraneo caracterizadas por veranos muy secos y calurosos. El patrimonio oleicola
existente se estima en aproximadamente 960 millones de olivos, de los que unos 945
millones (98% del total) se sitlan en los paises de la cuenca mediterranea, ocupando 9.5
millones de hectareas. La importancia del cultivo del olivar desde el punto de vista de la
produccion agraria, es incuestionable. La ventas de aceite de oliva y aceituna de mesa
representan en torno al 30% de la produccion final agraria y un 3% PIB total de Andalucia.
(Guzman-Alvarez et al., 2009). Estas altas ventas suponen la generacion de productos de
gran cantidad de desechos, con la consecuente problematica del manejo de los mismos y
es que Espafia es el mayor productor del mundo de aceite de oliva, con una produccién de
1.100.000 toneladas por afio durante el periodo de 2001-2007, (Base de datos del Consejo
Internacional del Olivo, 2008) generando enormes cantidades de restos organicos en el

proceso.
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La tecnologia de extraccién de aceite de oliva ha sufrido modificaciones a lo
largo del tiempo, impulsando notablemente la produccidn de aceite a partir de los afios
70, especialmente en Espafia, con la introduccidn del sistema continuo de centrifugacion
en tres fases, que sustituia al sistema tradicional de prensado de aceitunas (Figura I.5.).
Con este nuevo proceso se obtienen dos residuos, uno sélido (orujo) y uno liquido
(alpechin) y aceite de oliva. Mientras que el primero no puede considerarse residuo como
tal, sino mas bien un subproducto, ya que tras un segundo tratamiento puede producir
aceite de orujo de oliva, las grandes cantidades de alpechin generadas (alrededor de 750 |
por tonelada de aceituna molida) (Morillo et al., 2009), constituyen un serio problema de
gestion ambiental debido a su alto contenido en materia organica y su fitotoxicidad (Roig
et al.,, 2006).

La introduccion en la década de los 90 de un nuevo sistema de centrifugaciéon
en dos fases, redujo tanto las cantidades de los residuos producidos en el proceso (hasta
un 75%), como el volumen de agua usado en la extraccién (Roig et al., 2006, Morillo et al.,
2009). En la actualidad, este proceso ha sustituido casi al 100% al de dos fases en toda
Espafia, mientras que en otros paises mediterraneos como ltalia y Grecia, esta teniendo
lugar una incorporacion mas lenta (Roig et al., 2006).

La nueva tecnologia de extraccion de aceite de oliva consiste en un proceso de
dos fases que genera una parte liquida (aceite de oliva) y una parte residual sdlida,
conocida por alperujo (Alburquerque et al., 2004, 2009). Usando este sistema, las
almazaras generan aproximadamente 4.000.000 de toneladas al afio de este residuo
durante periodos muy cortos en el tiempo como es la cosecha de la aceituna,
constituyendo su gestidn y eliminacién un problema técnico, financiero y medioambiental

(Rodriguez-Lucena et al., 2010).
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Figura I.5. Esquema de los sistemas de centrifugacién tradicional, en tres fases
y el actualmente mas usado, de dos fases. Adaptacion de Morillo et al., 2009.

La introduccidn del uso de sustancias xenobidticas, como son los plaguicidas, ha
mejorado la produccion del cultivo del olivar en todo el mundo durante los ultimos 50
afios. Antes de ser lanzados al mercado, los plaguicidas sufren rigurosas pruebas, con el
objetivo de alcanzar una alta eficacia hacia su especie diana y producir minimos dafos
ambientales. Sin embargo, en ocasiones la actividad del plaguicida no actia
exclusivamente sobre los organismos para los que estan dirigidos y afectan directa o
indirectamente a organismos no-diana, bien sean organismos animales, o vegetales, entre
los que puede verse afectado el propio cultivo. Por otro lado, ocurren pérdidas de
plaguicidas por escorrentia, ya que el 74% de la superficie de los olivares se encuentra en
pendientes de al menos un 7% (Junta de Andalucia, 2003). Esto favorece la
desestructuraciéon del suelo y el lavado de nutrientes y como consecuencia, reduce la
fertilidad en las zonas altas del cultivo y pérdida de plaguicida, dando lugar a nuevas
aplicaciones, provocando en ocasiones restricciones en la capacidad de adquirir recursos

por parte del cultivo y, por tanto, reduccion en su productividad (Galmés et al., 2011).
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CAPITULO II. Efecto de la adicién de alperujo sobre el comportamiento en suelo de los herbicidas
MCPA y S-metolacloro bajo condiciones de laboratorio
Il.1-Introduccién

En los ultimos afios se esta intensificando la investigacion en el uso de residuos
sélidos generados durante el proceso de extraccion de aceite de oliva en almazaras, como
el alperujo, para enmendar suelos agricolas. El alperujo es un residuo muy humedo (57-
75% de humedad), altamente rico en materia organica, en K, N total, sustancias fendlicas
hidrosolubles (ya que constituye un residuo de origen vegetal) y en grasas (Alburquerque
et al., 2004, 2009; Morillo et al., 2009). La adicién de alperujo al suelo, constituido
principalmente por hemicelulosa y lignina (Alburquerque et al., 2004; Serramia et al.,
2011), incrementa el contenido en materia organica, mejora la estructura y enriquece la
poblacién microbiana de los suelos, a la vez que pueden reducir la pérdida de plaguicidas,
con la gran ventaja frente a otros tipos de residuos, de su bajo contenido en metales
pesados, y patégenos. Teniendo en cuenta todo esto y el impacto medioambiental que
genera la gestion de las grandes cantidades de alperujo producidas en las almazaras
andaluzas, su reutilizacion como enmendante en suelo supone un modo ecoldgico, eficaz
y barato de mejorar las propiedades de los suelos andaluces (Rodriguez-Lucena et al.,
2010), ademas de controlar la contaminacion del medio ambiente, al reducir las pérdidas
de plaguicidas, jugando un papel importante en el mantenimiento de los ecosistemas
naturales (Roig et al., 2006). Es importante considerar entre todas las ventajas que su
aporte a los suelos proporcionan, que la aplicacion directa de estos residuos en ocasiones
tiene efectos toxicos sobre los organismos vegetales del suelo, consecuencia de su alto
contenido en compuestos fitotdxicos como los fenoles, por lo que para una aplicacién
segura, es necesario comprobar el estado de madurez de esos componentes
(Alburquerque et al., 2009). Ademas, estos residuos son pobres en general en P, Ca, y Mg

e incrementan el contenido en sales y la acidez de los suelos (Alburquerque et al., 2004).
Tal y como se ha dicho en el Capitulo | de esta Tesis Doctoral, la adicidn al suelo
de enmiendas no siempre es garantia del control y disminucidon de la lixiviacion de
plaguicidas, especialmente de aquellos que son muy solubles en agua (Celis et al., 1998;

Worral et al., 2001; Fernandes et al., 2006).
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11.2.-Objetivos

El objetivo general de este capitulo ha sido conocer en profundidad el efecto
que tiene la adicion de dos alperujos con similar contenido en materia organica pero
distinta calidad de la misma, sobre el comportamiento de un herbicida de cardcter acido
como es MCPA y otro de caracter neutro, como S-metolacloro, en suelos dedicados a
cultivos intensivos en el valle del Guadalquivir. Los objetivos especificos a desarrollar en
este Capitulo han sido, por un lado evaluar el efecto que la adicién de los alperujos
producen sobre las propiedades fisicoquimicas y superficiales de los suelos usados,
caracterizar la materia organica soluble de los alperujos por las técnicas de espectroscopia
de fluorescencia y espectroscopia infrarroja y estudiar la influencia que tiene la adicién de
estos residuos de almazara al suelo, sobre los procesos de adsorcidn, desorcion,
lixiviacion, disipacion, mineralizacion y efectividad bioldgica de los herbicidas MCPA y S-

metolacloro bajo condiciones de laboratorio.

11.3.-Materiales y Métodos
11.3.1.-Herbicidas

11.3.1.1.-MCPA

MCPA es un acido quimicamente muy estable ((4-cloro-2-metilfenoxi) acético).
Posee un peso molecular de 200.6 g mol™ y un coeficiente de particidn octanol agua log P
=0.59 a pH 5y -0.81 a pH 7 (ambos a 20 °C). Su solubilidad en agua es 0.395 g apH 1y
25 2C, a la misma temperatura y con las mismas unidades, 26.2 a pH 5,293 9apH 7y
320.1 a pH 9 y en metanol 775.6 g I'* a 25°C. Presenta un pKa de 3.73 a 25 °C (Tomlin,
2008).

Es un herbicida auxinico, sistémico y selectivo. Se absorbe tanto por via foliar
como radicular y se trasloca hacia toda la planta. Se acumula en el tejido meristematico,
donde inhibe el crecimiento de éste, ya que interfiere en la division y diferenciacion
celular, asi como en la sintesis de proteinas (Lifian, 2006). Se utiliza para el control de
post-emergencia de malas hierbas anuales y perennes de hoja ancha en cereales, lino,
arroz, vides, guisantes, patatas, esparragos y olivo. La dosis agroquimica para MCPA oscila

entre 0.28 y 2.25 kg ha™ y con frecuencia se usa en combinacion con otros herbicidas.
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El producto técnico empleado para los estudios de adsorcidn-desorcidn,
lixiviacion, disipacién y bioensayos fue suministrado por Sigma Aldrich GmbH (Seelze,
Alemania) con una pureza de 98.8%. Para los estudios de mineralizacion se usé el
producto MCPA-[U14-C-ring] marcado radiactivamente con actividad especifica de 5.55

MBq mg'l y proporcionado por IZOTOP (Budapest, Hungria).

Figura II.1. Estructura tridimensional de la molécula de MCPA. Circulos rojos: atomos de
oxigeno; grises: carbonos; blancos: hidrégenos y verde: atomo de cloro.

11.3.1.2.-S-metolacloro

S-metolacloro(S-2-cloro-N-(2-etil-6-metilfenil)-N-(2-metoxi-1-metiletil)
acetamida) pertenece a la familia de las cloroacetamidas. Posee un peso molecular de
283.8 g mol™ y coeficiente de particion octanol agua log P= 3.05 (20 °C y pH 7). Su
solubilidad en agua es de 0.480 g I" a 25 oC y es totalmente miscible en solventes
organicos (Tomlin, 2008).

Es un herbicida selectivo de preemergencia o temprana postemergencia, es
comuUnmente usado para el control de adventicias (principalmente hierbas anuales y
algunas hierbas de hoja ancha) en cultivos de maiz, algodoén, soja, remolacha, girasol y
patata entre otros (Cao et al., 2008). Se absorbe principalmente por los hipocétilos y
brotes y actua inhibiendo la divisidn celular y la germinacidn. Su dosis de aplicacién varia
entre 0.8y 1.6 kg ha™.

S-metolacloro es un producto mezcla de isémeros en una proporciéon 80-100% (S-
isdmeros) y hasta un 20% (R- isdmeros). Moser et al. (1982) encontraron en un estudio
con 10 especies distintas de malas hierbas, que los S- isomeros poseen al menos 20 veces
mas actividad bioldgica en preemergencia que los R- isémeros.

El producto técnico usado para los estudios de adsorcidn-desorcidn, lixiviacidn,

disipacién y bioensayos fue suministrado por Dr Ehrenstorfer GMBH (96% de pureza). No
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se realizaron ensayos de mineralizacion debido a que no se disponia del herbicida S-

metolacloro marcado radiactivamente.

Figura II.2. Estructura tridimensional de la molécula de S-metolacloro. Circulos rojos:
atomos de oxigeno; grises: carbonos; blancos: hidrégenos; verde: atomo de cloro y azul:
nitrégeno.

11.3.1.3.-Método de analisis de los herbicidas

Para el andlisis de los herbicidas descritos en este capitulo se usaron dos
técnicas analiticas que se describen a continuacién. Para la determinaciéon de los
herbicidas MCPA y S-metolacloro sin marcar con c*seuséla cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC). El cromatégrafo usado pertenece a la marca comercial “Waters
Milipore” y estd constituido por una bomba WATERS 1525, un inyector automatico
WATERS 717 Autosampler y un detector de fotodiodos WATERS 2996 Photodiode Array
Detector. El sistema esta controlado por un ordenador a través del software “Millenium
2010 Cromatography manager version 2.15.01. Se empled una columna Nova Pack Cy5 de
150 mm de longitud y 3.9 mm de didmetro interno. El volumen de inyeccién fue de 25 ul y
el flujo del sistema eluyente de 1 ml min™ en modo isocratico.

Previo andlisis de las muestras de herbicidas por HPLC se realizé la puesta a
punto de los métodos de deteccion para cada uno de los herbicidas. Se determinaron los
limites inferiores de deteccién (LOD) y cuantificacién (LOQ) segun el protocolo descrito
por Camacho-Mufioz et al. (2009) y se seleccioné como sistema eluyente mas éptimo (es
decir, sistema eluyente con el que se obtuvo mayor porcentaje de recuperacion del
herbicida tras una extraccion) una mezcla de metanol y acido fosfdrico (1 N) a pH 2 para el
andlisis de MCPA, en una proporcién 60:40 (v/v) y para S-metolacloro una mezcla

acetonitrilo y agua Mili-Q en una proporcion 55:45 (v/v). La concentraciéon de los
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herbicidas MCPA y S-metolacloro en solucién de las muestras se cuantificé a las longitudes

de onda de 230 y 204 nm, respectivamente, y en un tiempo de andlisis de 7 minutos. Los
valores para LOD y LOQ encontrados se reflejan en la Tabla II.1.

Tabla II.1. Limites inferiores de deteccién (LOD) y cuantificacion (LOQ) por HPLC para
MCPA y S-metolacloro.

LOD LoQ
Herbicidas melY)  (mel)
MCPA 0.02 0.05

S-metolacloro 0.01 0.03

Para el anélisis de MCPA marcado con C™ se utilizé LSC. Las muestras se
recogian en unos viales de propileno especiales para el andlisis, con capacidad para 6.5 ml
y se mezclaban homogéneamente con 5 ml de liquido de centelleo Ecolite suministrado
por Biomedicals. Las muestran permanecian 24 horas en oscuridad y posteriormente eran
analizadas con un contador de centelleo BECKMAN LD 5000 TD.

A diferencia del HPLC, que presenta limites inferiores de deteccion y
cuantificacién especificos para cada molécula quimica que se analice, el conteo por
centelleo posee un limite de deteccion general para todas las moléculas, determinado por
el aparato, que en este caso y el liquido de centelleo usado en particular, se encontraba

dentro del rango 18-22 dpm.

Figura II1.3. HPLC (izquierda) y contador de centelleo (derecha).
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11.3.2.-Alperujos

Se han utilizado dos subproductos organicos de la produccién de aceite de
oliva: un alperujo procedente de una almazara de la finca experimental del Instituto de
Investigacion Agraria y Pesquera (IFAPA) de Mengibar, Jaén, (Al), y otro proporcionado
por la empresa Hijos de Espuny Osuna S.L. de Mordn, (AM). Para reducir su alto contenido

en humedad se dejaron secar al aire libre mediante volteo con pala mecanica.

11.3.2.1.-Propiedades fisicas y quimicas

Propiedades fisico-quimicas (como contenido en COT, contenido en nitrégeno,
pH, CE, etc ...) de estos alperujos fueron determinadas por el Servicio de Andlisis del IRNAS
con la metodologia habitual para residuos organicos. El contenido en MO total de los
alperujos se determind por calcinacion a 540 oC, y el pH en una relacién 1:5 (p/v)
residuo/agua destilada. El contenido en hemicelulosa, celulosa y lignina fue determinado
usando el método descrito por Goering y Van Shoest. (1970). Ademas se analizo el
contenido en algunos macronutrientes y micronutrientes de estos residuos, entre ellos
algunos metales pesados por ICP-OES, también en el Servicio de Andlisis del IRNAS. Estas

propiedades se encuentran recogidas en la Tabla.ll.4.

11.3.2.2.-Caracterizacion de la materia organica soluble (MOS)

Debido a la dificultad para determinar experimentalmente la verdadera MOS en
muestras de suelo, suele estudiarse en su defecto la materia orgdnica total o COT extraible
en agua o solucion de CaCl, (0.01 M) (Zsolnay y Gorlitz, 1994).

Las técnicas usadas para la caracterizacion de la MOS han sido la espectroscopia
de fluorescencia y la espectroscopia de infrarrojos (FTIR), técnicas ampliamente
empleadas para la caracterizacion de la MOS (Cox et al., 2000, 2004; Ohno et al., 2007).

Determinacion del carbono orgdnico soluble total

También fue determinado el contenido en CO de los extractos de MOS. Para ello
se pusieron a interaccionar triplicados de 1 g de Al y AM con 20 ml de CaCl, (0.01 M). Las
suspensiones fueron agitadas durante 24 h a temperatura ambiente y se centrifugaron
durante 15 min a 8000 rpm. El sobrenadante se filtré usando filtros de vidrio de 0.45 um

de tamario de poro. Se hicieron diluciones 1:100 (v/v) y el COT de los extractos se analizé
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en el Servicio de Analisis del IRNAS con un Analizador de Carbono Organico Total y mddulo
de Nitrogeno Shimadzu TOC-V sch (TOC).

Estudios por espectroscopia de fluorescencia

Triplicados de 1 g de muestras de Al y AM se extrajeron con 20 ml de una
solucién CaCl, (0.01 M). Las suspensiones fueron agitadas durante 15 min a temperatura
ambiente, se centrifugaron durante 15 min a 8000 rpm y finalmente se filtraron usando
filtros de fibra de vidrio.

La MOS en estas muestras se analizé por espectroscopia de fluorescencia en el
espectrofotdmetro F-2500 FL-SPECTROPHOTOMETER de HITACHI, en el rango de
longitudes de onda de entre 300 y 480 nm, ya que para valores inferiores y superiores se
observa el fendmeno de dispersiéon (Zsolnay y Gorlitz., 1994). Por otro lado se acidificaron
las muestras afiadiendo HCI (2 N) hasta alcanzar pH 2. Se midié la absorbancia a 254 nm
de los extractos de alperujo a temperatura ambiente y a pH de extracto. Se excito la
muestra a la longitud de onda de 254 nm y se obtuvo el espectro de emision de
fluorescencia. A partir de estos espectros de fluorescencia, se ha calculado el indice de

Humificacion (HIX) segin Zsolnay et al. (1999):

480

>

WiI= 435

HIX= —— Ecuacién Il.1

345

2w

WiI= 300

Donde WI es la longitud de onda en nanémetros e ly, es la intensidad a una

longitud de onda determinada.

Estudios por espectroscopia infrarroja

Triplicados de 5 g de los distintos residuos se hicieron interaccionar con 10 ml
de CaCl, (0.01 M), se agitaron durante 24 h y se centrifugaron 15 min a 8000 rpm. El
sobrenadante se filtré usando filtros de fibra de vidrio de 0.45 um de poro y se paso a
unas placas de ceramica donde se congelaron a -4 2C durante 24 h. Una vez congeladas se

liofilizaron durante 24 h y posteriormente se molieron en mortero de agata y se secaron a
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100 °C en una estufa durante 24 h. Las muestras se analizaron por espectroscopia de
infrarrojos FT-IR en un NICOLET 5PC y el barrido utilizado estuvo comprendido entre 400 y
4000 cm™ usando un promedio de 4 registros y una resolucién nominal de 4 em™.

Esta técnica se basa en la aplicacidon de frecuencias de vibracién conocidas a una
muestra, en funcién de las cuales, van a vibrar unos u otros enlaces de las moléculas
contenidas en la muestra, representandose en picos (bandas) de transmitancia a

diferentes niumeros de onda, correspondiendo a los distintos grupos funcionales.

11.3.3.-Suelos

Se seleccionaron tres suelos (S, C y T) procedentes de cultivos intensivos de la
Vega del rio Guadalquivir en base a sus distintas caracteristicas fisico-quimicas, contenido
en CO y a su uso. El suelo S, de textura arenosa, procede de la finca experimental “La
Hampa” perteneciente al Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (CSIC) en la
localidad de Coria del Rio, provincia de Sevilla (37217’N, 6203’0), mientras que los otros
dos (C y T), de textura arcillosa, pertenecen a los municipios de Las Cabezas de San Juan
(369259’N, 5956’0) y Tocina (37236’N, 5244’0), respectivamente (Figura 1.5.) de la

provincia de Sevilla, Espafia.

Coria :
Jaen
) Cabezas - s
Tocinad y

Moren -« v e

]

-

Figura II.4. Situacién de los puntos de muestreo de los suelos procedente de
Coria del Rio, Las Cabezas de San Juan y Tocina (S, C y T) (amarillo) y procedencia de los
alperujos de Jaén y Moron (blanco).
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Los suelos se muestrearon a una profundidad de 0-20 cm y fueron llevados al
laboratorio donde se secaron al aire, se tamizaron con un tamiz de 2 mm de luz de malla 'y
se congelaron a -4 oC hasta su caracterizacion y/o utilizacion.

Los estudios de adsorcidén-desorcidn, lixiviacidn, disipacidon y mineralizacion de
los herbicidas se realizaron en los suelos sin enmendar y enmendados con los alperujos AJ
y AM a las dosis de 5% y 10% (p/p) (S, S5J, S10J, S5M, S10M, C, C5J, C10J, C5M, C10M, T,
T5J, T10J, TSM y T10M).

11.3.3.1.-Analisis elemental

Las propiedades fisico-quimicas de los suelos fueron determinadas por el
Servicio de Analisis de Suelos del IRNAS por la metodologia habitual. La textura de los
suelos sin enmendar se determind por el método de la pipeta (Gee y Bauder, 1982). El
contenido de MO se determind por oxidacién con dicromato potasico, segin Nelson y
Sommers. (1982). El pH del suelo se midié en una mezcla de suelo/agua destilada en una
relacion 1:2 (p/v). Para determinar el contenido en COS de los extractos de suelo (S, Cy T)
sin enmendar y enmendados, para lo que se pesaron triplicados de 5 g y se pusieron a
interaccionar con 10 ml de CaCl, (0.01 M), las suspensiones se agitaron durante 24 h a
temperatura ambiente y se centrifugaron durante 15 min a 8000 rpm. El sobrenadante se
filtrd usando filtros de fibra de vidrio de 0.45 um de tamafio de poro. Se hicieron
diluciones a la relacién 1:25 (v/v) y se analizaron con un TOC del Servicio de Andlisis del
IRNAS. Los valores se recogen en la Tabla II.3. La determinacién del contenido de Fe de las

muestras de suelo se llevd a cabo por el Servicio de Andlisis del IRNAS usando un ICP-OES.

11.3.3.2.-Mineralogia

La fraccién arcilla de los suelos (fraccién de tamario de particula < 2um) se obtuvo
por sedimentacion, tras una eliminacién previa de carbonatos con una solucidn de
acetato/acético (pH 5) (Jackson, 1975). La composicion de las fracciones arcilla se
determind por difraccién de rayos X sobre agregados orientados saturados en Mg2+ y K

tratados con etilenglicol y calcinadas a 500 9C, respectivamente (Brown, 1961).

95



CAPITULO II. Efecto de la adicién de alperujo sobre el comportamiento en suelo de los herbicidas
MCPA y S-metolacloro bajo condiciones de laboratorio

11.3.3.3.-Porosimetria

Para la determinacidn de la estructura de poros de los distintos suelos usados (sin
enmendar y enmendados al 5% y 10%) se tomaron muestras de 1 g de agregados de suelo,
se secaron en una estufa a 90 2C durante 24 h y se determind la distribucién de tamafios
de poro (de 0.004 a 400um) presentes en las muestras de suelo por Porosimetria de
Intrusién de Mercurio usando un Quantachrome Poremaster 33 GT, se realizd bajo una
superficie de tension de mercurio de y=0.48 N m™* y un angulo de contacto de mercurio de
0=1402 y poder calcular la distribucidon del tamafio de poro con la ecuaciéon de Washburn

(Washburn, 1921).

Figura II.5. Porosimetro de Intrusién de Mercurio (Quantachrome Poremaster 33 GT)
(lzquierda) y agregados de suelo seco para analizar (derecha).

11.3.3.4.-Determinacion de capacidad de retencién de agua

Los estudios de disipacién, mineralizacion y respiracion se realizaron al 40% de
la capacidad maxima de retencidn de agua de los suelos originales y los suelos
enmendados en laboratorio. Por duplicado y para cada suelo sin enmendar y enmendado
con los dos alperujos al 5% y 10% por separado (p/p) (S, S5J, $10J, S5M, S10M, C, C5J,
C10J, C5M, C10M, T, T5J, T10J, T5SM y T10M,) se usaron embudos de vidrio sobre los que
se colocd un papel de filtro y 30 g de suelo sin enmendar y enmendado, saturados con
agua. Todo esto se colocd sobre un matraz Erlenmeyer para favorecer el drenaje de agua.
Se anotaron los pesos del conjunto embudo+suelo+matraz inmediatamente después de
saturar los suelos y tras 24 h a temperatura ambiente. La diferencia entre estos dos pesos

representd la cantidad maxima de retencién de agua del suelo, a partir de la cual se
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calculé el 40% de la capacidad de retencién. El volumen de agua fue aplicado al inicio y
conservado constante en todos los suelos durante todo el periodo de estudio en los

experimentos de disipacion y mineralizacidn de los herbicidas y respiracion de los suelos.

11.3.3.5.-Respiracion basal

Se monitorizo la respiracion basal (la produccidn de CO, por parte de organismos
vivos del suelo) durante 42 d en los suelos frescos sin enmendar y enmendados (tras 24 h
de su muestreo en campo y previo a su congelacidn a -42C). Para ello, se usaron matraces
Erlenmeyer de 250 ml de capacidad con 25 g de suelo sin enmendar y enmendados, por
duplicado para cada tratamiento, con alperujo de Jaén al 5y 10% (p/p) (S, S5J, S10J, S5M,
S10M, T, T5J, T10J, T, T5M, T10M, C, C5J y C10J, C5M y C10M). Se afiadié agua destilada al
suelo hasta ajustar su contenido de humedad al 40% de la capacidad maxima de retencion
de los suelos. En el brazo del matraz biométrico se afiadieron 15 ml de NaOH (1 N) que
actuarian como trampa de CO, resultado de la respiracidén de los organismos presentes en
el suelo. El peso del matraz biométrico se controlaba semanalmente con el fin de
mantener el contenido en humedad constante del suelo durante el periodo de estudio. En
caso de que el peso disminuyera, se le afiadia agua destilada al suelo hasta reponer la
pérdida de humedad de los matraces y alcanzar el peso inicial. Debido a la rapida
saturacion en CO, que puede sufrir la solucion de NaOH (1 N), los 15 ml eran retirados y
reemplazados semanalmente durante los 42 d de estudio (constituyendo las tomas de
muestreo a los dias 7, 14, 21, 28, 35y 42) y eran diluidos en agua ultrapura Mili Q (relaciéon
1:25 (v/v)). Estos extractos diluidos eran analizados por el Servicio de Analisis de Suelos

del IRNAS usando un Analizador de TOC, como el citado en el apartado 11.3.2.2.
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Figura II.7. Matraces biométricos usados en los estudios de respiracién basal de los
suelos.

11.3.4.-Estudios con herbicidas en laboratorio
11.3.4.1.-Estudios de adsorcion

La adsorcién de los herbicidas en los suelos sin enmendar y enmendados al 5% y
10% (p/p) se determind haciendo interaccionar 5 g (por duplicado) de los suelos con 10 ml
de disoluciones iniciales en CaCl, (0.01 M) como disolvente, para mantener constante la
fuerza idnica, de MCPA y S-metolacloro las concentraciones iniciales (C;) fueron de 5, 10,
20, 40 y 50 uM. El uso de disoluciones de extraccidon con baja concentracién de iones
bivalentes (CaCl,), minimiza la dispersién de arcillas e imita de alguna forma la fuerza
idnica del agua en los poros del suelo (Zsolnay y Picolo, 1996). Las muestras de suelo se
pesaron en tubos de centrifuga de polipropileno de 50 ml de capacidad, se agitaron
mecdanicamente durante 24 h a temperatura ambiente, ya que previamente se habia
comprobado que este periodo era tiempo suficiente para que se alcanzara el equilibrio
entre la solucidn y las particulas del suelo. Las muestras se centrifugaron a 8.000 rpm
durante 10 min, los sobrenadantes se filtraron con filtros de fibra de vidrio y se analizaron
por HPLC, obteniéndose los valores de concentracién de MCPA y S-metolacloro en el
equilibrio en solucién (C, (mg I")). Se asumié que las diferencias entre C; y C, se debian a

procesos de adsorcion de los herbicidas en los suelos.
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Figura II1.7. Esquema del método batch de adsorcién de herbicidas (circulos rojos) en los
suelos.

Las isotermas de adsorcidn se obtuvieron representando las cantidades de los
herbicidas adsorbidos (C, (mg kg ™)) frente a las concentraciones de equilibrio (C. (mg 1))

correspondientes a cada concentracidn inicial.

(Ci-Ce) xV

Cs= Ecuacién I1.2.

Siendo V (ml) el volumen de la disolucion de herbicida y m (kg) el peso del suelo.

Para la descripcion cuantitativa de los procesos de adsorcién, las isotermas
obtenidas experimentalmente se ajustaron a la ecuacién logaritmica de Freundlich, como

se ha descrito en el apartado 1.2.1. del Capitulo I.

C fo C. 1/nf Ecuacién I1.3.
e

S

Siendo K el coeficiente de adsorcién que corresponde a la cantidad de plaguicida
adsorbido cuando C, es igual a la unidad y 1/n;es otra constante que indica la intensidad
de la adsorcidn. Del ajuste lineal de la expresidn logaritmica de la ecuacion de Freundlich
(Ver Ecuacidn 1.3.) se obtienen los valores de K;como la ordenada en el origen y de 1/n;

como la pendiente de la recta de la representacién de log C; frente a log C..
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11.3.4.2.-Estudios de desorcion

Tras la adsorcion se realizaron tres desorciones sucesivas a partir de la disolucion
de mayor concentraciéon de cada herbicida (50 puM). Para ello, una vez agitadas y
centrifugadas las muestras de suelo con las disoluciones de herbicidas correspondientes
en equilibrio, se retiraron 5 ml de sobrenadante (que fueron analizados posteriormente
por HPLC) constituyendo el valor C; a la concentraciones de 50 uM, para MCPA y S-
metolacloro y se afiadieron otros 5 ml de CaCl, (0.01 M). El suelo fue resuspendido con la
nueva disoluciéon y se dejo de nuevo en agitacion durante 24 h. Se volvid a centrifugar a
8.000 rpm durante 10 min y se retiraron 5 ml de sobrenadante, constituyendo este
sobrenadante la primera desorcién (12D) y se afiadieron de nuevo 5 ml de CaCl, 0.01 M).
Se repitié el mismo procedimiento 3 veces hasta conseguir la primera (Csges12), S€gunda

(Csgesz2) y tercera (Csgesse).

Analisis HPLC 5y C,50uM

/bbo
10ml ¥ 5?
L 1° Centrifugacion
soluplpn 9 12 Desorcion
herbicida
= - 2° Retirar 5 ml 22 Desorcién
sobrenadante
L esorcion
Agitacién \
24 horas 3°Reponer 5 ml %
CaCl, (0.01M)
59 Q s
oo Andlisis HPLC
Ci50uM ‘&  4°Resuspender \yﬂ%
5° Agitar
d Csdes’lal Csdeszi Csdessa

Figura II.8. Esquema del proceso de desorcion de MCPA a partir de suelos con una
solucion de MCPA 50 pM.

Al igual que en los estudios de adsorcién, la cantidad de herbicida en los
sobrenadantes en los ciclos de desorcidn (CSgesia, CSqesze, CSqes3a) fue determinada también
por HPLC.

Para obtener las isotermas de desorcidn se representod el valor de C, frente a la
cantidad de herbicida adsorbida por el suelo en la desorcién (Cy).

Los coeficientes de histéresis expresados en porcentaje, se calcularon segun la
ecuacion 1.4. (ver Capitulo 1). El porcentaje de desorcién se calculd de acuerdo a la

siguiente ecuacion:

CSAds 50— CSDes3§ 50
D = Ecuacion I1.4.
Cyng, 50 X 100
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11.3.4.3.-Estudios de disipacion
El estudio de disipacidon de los herbicidas se llevd a cabo en tarros de vidrio
herméticos de 1 | de capacidad que contenian 500 g de suelo sin enmendar y enmendados
con AJy AM al 10% (p/p) para el caso del herbicida MCPA y a las dosis de 5% y 10% para S-
metolacloro. Para ello, en primer lugar se afiadié a los suelos una solucion en etanol
(solvente organico que produce menor efecto téxico sobre los organismos presentes en el
suelo) de los herbicidas MCPA y S-metolacloro a las dosis de 1.5 y 1 kg ha”,
respectivamente. Posteriormente se afadid agua destilada suficiente para llevar al suelo
al 40% de su capacidad maxima de retencion de agua y se tamizo 2 veces usando un tamiz
de luz de malla 2 mm con el fin de distribuir homogéneamente el herbicida en las
muestras de suelo. Los suelos se traspasaron a envases con cierres herméticos y se
guardaron en oscuridad a 251 2C durante todo el experimento (118 dias). Con el objeto
de controlar que la humedad del suelo a lo largo del estudio no variaba, se controld el
peso semanalmente de los tarros y en caso de pérdida de humedad se reponia con agua

destilada.

Figura II.9. Tarros herméticos para estudio de disipacién de los herbicidas.

Se tomaron muestras a los tiempos: 0, 7,14 ,21 ,28 ,42 ,56,77 y 118 dias tras la
aplicacién de MCPA y 0, 7, 14, 21, 28, 42, 56, 77, 90 y 118 dias tras la aplicacién de S-
metolacloro. Cada uno de esos dias se recogia 30 g de muestra de cada tratamiento que
eran congeladas hasta el momento de extraccion de los herbicidas. Las extracciones se
realizaron con una relaciéon 1:2 (p/v) de 5 g de suelo y 10 ml de extractante, una mezcla de
acido acido fosférico (1 N y pH 2) y metanol en proporcién (40:60) (v/v) para MCPA y

solucién Unicamente de metanol para S-metolacloro. Las interacciones suelo-extractante
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se agitaron durante 24 h, y posteriormente se centrifugaron a 8.000 rpm durante 10 min.
El extracto se filtré utilizando filtros vidrio de 0.45 um de tamafio de poro y se analizé por
HPLC. Se representaron los logaritmos neperianos de la cantidad de herbicida extraido
frente al tiempo y del ajuste lineal se calculé la vida media (Ty/,) de los herbicidas en los
suelos originales y enmendados. Se asumid que la disipacién de los herbicidas en los

suelos siguié una cinética de primer orden:

- -kt Ecuacién I1.5.
C=C,e
La expresion logaritmica de la ecuacion es:

INnC=1In C, - kt Ecuacion I1.6.

Siendo C, la concentracion inicial de herbicida, C la concentracion de herbicida en
el tiempo y k, una constante de disipacion.

La vida media se calculd utilizando la ecuacion:

In2

Ecuacion I1.7.

T 1/2=

11.3.4.4.-Estudios de mineralizacion

Los estudios de mineralizacion se llevaron a cabo sélo con el herbicida MCPA.
Para ello se usé C“-MCPA (marcado uniformemente en el anillo bencénico), que
presentaba una actividad especifica de 5.55 MBq mg'l. Se determind su mineralizacién en
los suelos S, Cy T sin enmendar y enmendados con alperujo AJ al 5% y 10 % (p/p). Para
ello se colocaron 25 g por duplicado en matraces biométricos de 250 ml de capacidad y se
afiadi6 la disolucién de herbicida marcado con C** para conseguir una radiactividad final
de 0.05 uCi en 25 g de suelo (unas 4000 dpm g de suelo aproximadamente). También se
aplicé al suelo el herbicida sin marcar hasta alcanzar una concentracion de 1.5 kg ha™. A
continuacion, se afadid agua destilada para ajustar el contenido al 40% de la capacidad
maxima de retencién de agua. En el brazo del matraz biométrico se afiadié 1 ml de NaOH
(1 N) que actuaria como trampa de CO, resultado de la mineralizacién MCPA y se sell6 con

un tapon de goma. El matraz biométrico se pesaba semanalmente para controlar que la
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humedad permaneciera constante durante el transcurso del estudio. También se retiraba
el mililitro de NaOH semanalmente, y reemplazado por una disolucidon nueva mientras que
el retirado se mezclaba con 5 ml de liquido de centelleo, se dejaba durante 24 horas bajo
condiciones de oscuridad tras lo que se registraba la cantidad de herbicida mineralizado

por LSC.

3.1cm
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Figura II.11. Columnas de vidrio empaquetadas a mano con los suelos sin enmendar y
enmendados para los estudios de movilidad.

11.3.4.5.-Estudios de lixiviacion

Para los estudios de lixiviacion de MCPA y S-metolacloro en suelos alterados, se
empaguetaron manualmente columnas de vidrio de 24 cm de longitud y diametro interno
de 3.1 cm con 140 g de los suelos sin enmendar y con los suelos enmendados. Con el fin
de evitar la pérdida de particulas de suelo durante el estudio de lixiviacidn, se colocd en la
parte inferior de la columna lana de vidrio y sobre ésta, 10 g de arena de mar lavada de
grano grueso (Panreac). Otros 10 g de arena se colocaron en la parte superior de la
columna para que la distribucién de la disolucidn inicial del herbicida y las disoluciones de
lavado fuera lo mas uniforme posible en la columna. Ademas, con esta arena de mar
también se reducian pérdidas por evaporacion de dichas disoluciones.

Antes de aplicar el herbicida al suelo de las columnas, se procedié a determinar

el volumen de poro de los suelos originales y enmendados empaquetados en las columnas
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de vidrio, es decir, la cantidad de agua que es capaz de retener el suelo bajo condiciones
de saturacion. Para ello se afiadieron 80 ml de CaCl, (0.01 M) y una vez transcurridas 24 h
se midid el volumen lixiviado. La diferencia entre el volumen aplicado y el recogido,
corresponde al volumen de poro de los suelos.

La dosis de aplicacion de los distintos herbicidas fueron: 1.5 kg ha™ para MCPA y
1kg ha™ para S-metolacloro. Después de 24 h de la aplicacién del herbicida se procedi6 a
aplicar diariamente 10 ml de CaCl, (0.01 M) durante 30 d para MCPA y 50 d para S-
metolacloro. El volumen del lixiviado era medido y guardado en una camara frigorifica (-4
2C) hasta el momento de ser filtradas y analizados por HPLC.

Las concentraciones de herbicidas medidas en los lixiviados se representaron
frente al volumen de poro obteniéndose las curvas de elucion relativa. Las curvas de
elucion acumuladas resultaron de representar el porcentaje de plaguicida acumulado en
los lixiviados frente al volumen de poro calculado.

Al final del estudio, se determind la cantidad residual de los herbicidas en el
suelo de las columnas de vidrio. Para ello se extrajo el suelo y se dividié en 4 fragmentos
de 5 cm aproximadamente, correspondiendo con 4 profundidades: 0-5, 5-10, 10-15 y 15-
20 cm.

Las extracciones se realizaron con 100 ml de extractante, una mezcla de acido
fosférico (pH 2) y metanol (40:60) (v/v) como extractante para MCPA y solucion
Unicamente de metanol para S-metolacloro. Una vez puesto a interaccionar el suelo con el
extractante en un tubo de centrifuga, se dejé agitando durante 24 h y, posteriormente se
centrifugd a 8.000 rpm durante 10 min. El extracto se filtré y se analizé por HPLC la

cantidad de herbicida residual.

11.3.4.6.-Bioensayo
Para comprobar que la efectividad bioldgica de los herbicidas MCPA y S-
metolacloro no se veia afectada por la adicion de alperujo al suelo y al mismo tiempo
comprobar que el residuo no produce efecto fitotoxico, se llevé a cabo un bioensayo bajo
condiciones de laboratorio con semillas de Lepidium sativum (nombre comun, berro, para
el herbicida MCPA) y Lolium perenne (nombre comun, raigrds inglés, para S-metolacloro)

en macetas con suelo C sin enmendar y enmendado al 10% (p/p).

104



CAPITULO II. Efecto de la adicién de alperujo sobre el comportamiento en suelo de los herbicidas

MCPA y S-metolacloro bajo condiciones de laboratorio

Se usaron macetas de plastico de 50 cm’en cuyo fondo se dispusieron 30 g de

arena de mar lavada de grano grueso (Panreac) y lana de vidrio para facilitar el drenaje de

agua y reducir la pérdida de particulas de suelo. Una vez se hubieron rellenado las

macetas con 200 g del suelo C, se saturaron con agua y dejaron drenar durante 24 h. Tras

eso, se colocaron 15 semillas de berro y 0.5 g de semillas de raigras inglés en la superficie
del suelo de la maceta para después semienterrarlas con 5 g de suelo.

Se realizaron cuatro tratamientos distintos por triplicado: macetas con el

herbicida a la dosis de 1.5 kg ha™ (para MCPA) y 1 kg ha™ (para S-metolacloro), macetas a

las que se le afiadié alperujo AJ al suelo al 10% (p/p), macetas tratadas con herbicida y con

AJ y macetas sin herbicida ni residuo orgdanico, constituyendo los controles (C).

Figura I1.11. Preparacion de macetas para los bioensayos con MCPA y S-metolacloro.

Las macetas se dispusieron en un lugar idéneo para la germinacion y se regaron
diariamente con agua. La determinacién de la eficacia bioldgica de los herbicidas se
determind transcurridos 20 dias desde su aplicacion mediante un control visual del

crecimiento de las plantas y posterior peso de la biomasa aérea germinada.
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11.4.-Resultados y discusion

11.4.1.-Caracterizacion de alperujos

11.4.1.1.-Propiedades fisicas y quimicas

La caracterizacion de los alperujos Jaén (AJ) y Mordn (AM) usados en este
trabajo se realizd segln la metodologia descrita en el apartado 11.3.2. En la Tabla 11.2. se
muestran algunas de sus propiedades fisico-quimicas y el indice de Humificacién (HIX)
calculado a partir de los espectros de fluorescencia, como se describird mas adelante.
Ademas, se determind el contenido de algunos macronutrientes y micronutrientes de
estos alperujos, entre ellos algunos metales pesados, cuyos valores se recogen en la Tabla

I.3.

Tabla II.2. Propiedades fisico-quimicas e indice de humificacion (HIX) de los dos
alperujos utilizados.

N
MOT COS  Kjeldahl CE

Alperujos H . H C LC HIX
peru P (o)~ (g1 (%) s
AJ 6.7 81 2.2 1.5 3.1 12.4 16.5 10.5 9.5
+1.33* +0.66 +0.61
AM 4.8 91 4.1 1.1 9.1 15.9 23.8 23.5 1.3
+0.34 +0.27 +0.31

M calcinada a 540 ©C; H: hemicelulosa; C: celulosa; LC: lignina-cutina; * error estandar

Como se puede observar en la Tabla 11.2., el pH de AM es mas bajo que el
presentado por AJ. Esta diferencia afectara al pH de la solucion del suelo y puede ser
importante en lo que respecta a la adsorcién de herbicidas acidos, como MCPA, que se
presentan en forma anidnica a los pH normales de suelos agricolas (pka 3.73). El valor de
COS de AM fue dos veces mayores que para AJ (4.1 frente a 2.2 g I'"). Tanto el contenido
en materia organica, como el contenido en N (ambos mas bajos en AJ que en AM), se
encuentran dentro de los valores normales para este tipo de residuos, al compararse con
los valores publicados por Alburquerque et al. (2004) en un estudio de caracterizacién de
once alperujos procedentes de distintas localidades de Espafa. Los contenidos en
hemicelulosa, celulosa y la lignina (Tabla 11.2.), productos finales de la humificacién, fueron
mas altos en el caso del alperujo AM, que en Al. Esto es indicativo del menor grado de
madurez de este primer alperujo, ya que se ha constatado que con el proceso de
compostaje disminuyen los niveles de lignina y celulosa (Komilis y Ham, 2003;

Alburquerque et al., 2009). Esto se confirma ademas, con el menor pH de este alperujo

106



CAPITULO II. Efecto de la adicién de alperujo sobre el comportamiento en suelo de los herbicidas

MCPA y S-metolacloro bajo condiciones de laboratorio

(4.8), respecto al de AJ (6.7), que se atribuye a la presencia de compuestos que le

confieren acidez al residuo, como son los acidos organicos de bajo peso molecular, lipidos

y fenoles, que se ven reducidos durante el proceso de compostaje (Alburquerque et al.,

2006). Esto confirma la naturaleza mas compostada y humificada del residuo AJ, respecto
al alperujo AM.

La conductividad eléctrica (CE) es una variable que puede presentar valores muy
dispares en funcién del origen del residuo (Madejon et al., 1998). Como se puede ver en la
Tabla I1.2., AJ presenta 3 veces menor CE que AM, (3.1 respecto a 9.1 mS cm'l), valores
gue se encuentran entre los recogidos en una revision de propiedades fisico-quimicas de
ocho alperujos presentada por Roig et al. (2006). La diferencia en CE entre los dos
alperujos usados en este estudio se puede deber a que en el caso del residuo procedente
de Mordn, las aguas del lavado de la aceituna en su tratamiento en la almazara,
presentaran mayor contenido en especies idnicas (potasio, cloro, sulfatos, amonio y
nitratos) ya que el contenido en sodio de este alperujo fue 24 veces mayor que para Al. Al
contrario, se encontrd cuatro veces mas Calcio en Al que AM (Tabla 11.3.), lo que se ha
atribuido a la naturaleza mas calcarea de las aguas de lavado de la aceituna, o algun otro
proceso ocurrido durante la extraccion del aceite de oliva o incluso el agua de riego del
cultivo, en el caso de alperujo procedente de Jaén. Los valores de micronutrientes y
macronutrientes (Tabla 11.3.) fueron similares a los encontrados en otros estudios
(Alburquerque et al., 2004; Roig et al., 2006). Los valores presentados por As, Cd, Co, Sy
Zn se encontraban dentro de los valores normales para este tipo de residuos. El contenido
en Cu fue mayor de lo normalmente detectado en otros alperujos (Roig et al., 2006), lo
gue puede ser debido a los tratamientos con sulfato de cobre que se aplican en ocasiones
al olivar con el fin de reducir infecciones fungicas como las producidas en las hojas por el
Repilo (Spilocaea oleagina) (Tabla 11.3.). También se encontré que Pb, Niy Fe presentaron
valores ligeramente mas altos de los generalmente encontrados (Tabla 11.3.), elementos
cuya presencia en los alperujos se encuentra asociada entre si y se relaciona a la
magquinaria que se usa en las almazaras durante el proceso de extraccién de aceite de

oliva (Alburquerque et al., 2009; Roig et al., 2006).
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Tabla II.3. Porcentajes para algunos macronutrientes y micronutrientes metélicos y no
metalicos contenidos en los dos alperujos utilizados (AJ y AM).

Al Co Cu Fe Mg Mn Ni Pb

(%)

Al 0.213 0.007 0.003 0.197 0.32 0.006 <0.001 0.006
AM 0.217 <0.001 0.002 0.057 0.22 0.021 <0.001 0.003
As Ca Cd K Na P S Zn

(%)

Al <0.001 3.95 <0.001 1.70 0.032 0.390 0.452 0.003

AM <0.001 1.06 <0.001 2.02 0.771 0.370 0.374 0.002

11.4.1.2.-Caracterizacién MOS

Estudios por espectroscopia de fluorescencia

Debido a la relevancia que la MOS puede desempefiar sobre el movimiento de
los plaguicidas en el perfil del suelo, se llevé a cabo una caracterizacion de la misma. Los
estudios por espectroscopia de fluorescencia de la MOS de los alperujos se realizd segun
la metodologia descrita en el apartado 11.3.2.2. Los espectros de fluorescencia de los
extractos de MOS de los dos alperujos utilizados en este estudio se muestran en la Figura
[1.12. En ella se representa la intensidad de fluorescencia con excitacién a 254 nm de la
MOS normalizada al maximo registrado, frente a la longitud de onda comprendida en el
rango 300-480 nm a pH del extracto y acidificado a pH 2.

En la Figura 11.12. se puede observar que la forma de los espectros de la MOS de
los alperujos a pH de extracto (linea continua), es distinta: el espectro de fluorescencia de
AM (linea azul) muestra dos maximos de emisién bien definidos, uno en la regién de
absorbancia de los 300-360 nm y otra a longitudes de onda mayores de 400 nm, mientras
que AJ (linea amarilla) muestra un Unico maximo a longitudes de onda superiores a 400
nm. Las diferencias entre los espectros de fluorescencia de los alperujos indican que,
aunque los dos residuos contengan similares cantidades de MO (AJ= 81% y AM= 91%), la
MOS, la cual es indicativa de la MOT, es cualitativamente distinta.

A longitudes de onda préximas a 300 nm fluorecen moléculas de menor peso
molecular, polares y no humificadas (Kumke et al., 1995; Zsolnay et al., 1999; Cox et al.,
2000, 2004; Ohno et al., 2007), mientras que a longitudes de ondas superiores a 400 nm,
lo hacen moléculas mayores y mds complejas, probablemente aromadticas, tipicas del
material humificado (Senesi et al., 1991; Zsolnay et al., 1999; Cox et al., 2000, 2004; Ohno
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et al., 2007). Esto es lo que ocurre en el caso del alperujo Al y nos sugiere que su MOS se
encuentra en un estado de humificacion mas avanzado que la de AM.

A partir de estos espectros de fluorescencia, se ha calculado el indice de
Humificacion (HIX) segun Zsolnay et al. (1999), usando la Ecuacién Il.1. Los valores para
este indice se muestran en la Tabla II.1. Estos indican que la materia orgénica soluble de
AJ, indicativa de la MOT, se encuentra mas humificada que la de AM, lo que coincide con
los espectros de fluorescencia. Los valores son, en el caso del alperujo AJ, superiores a los
HIX de suelos de la zona de las marismas del Guadalquivir y en el caso del alperujo AM,
inferiores (Cox et al., 2004). Estos resultados coinciden con la caracterizacidn elemental de
los residuos, que mostraron menores MOT y COS en AJ que AM, compuestos que se han
visto reducidos durante el proceso de compostaje, mas avanzado para el primero que el

segundo. (Barriuso, et al., 2011).
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Figura II.12. Espectro de fluorescencia normalizados al maximo de emisién para la MOS

extraida de los alperujos Jaén (AJ, linea amarilla) y Morén (AM, linea azul) a pH de
extracto (linea continua) y a pH 2 (linea discontinua).
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De acuerdo con la bibliografia (Ewald et al., 1988; Spark y Swift, 1994) se sabe
que la fluorescencia de las moléculas es funcion del pH al que se mida. Esto puede ser
debido a grupos funcionales que al pH de los extractos se encuentran cargados
negativamente y hacen que el tamafio de las moléculas de MO sea mayor causa de la
repulsion entre las cargas negativas, dando lugar a una mayor fluorescencia. Por este
motivo se acidificaron los extractos a pH 2 con el fin de eliminar asi las diferencias debidas
al distinto grado de protonacion de los grupos funcionales en los dos alperujos estudiados.
Estos grupos quedan protonados a pH 2 y la repulsion entre los distintos grupos
funcionales es menor que al pH de extracto, haciendo que las moléculas de MO se
“encojan”, emitiendo asi menor fluorescencia (Wit et al., 1993; Murphy et al., 1994). En la
Figura 11.12. se observa que acidificar los extractos a pH 2 (linea punteada) altera
especialmente el espectro de fluorescencia de la MOS de AM de menor pH (Tabla I1.2.), ya
que el pico de emisidn a longitudes de onda superiores a 400 nm, desaparece. El diferente
comportamiento de la MOS de los alperujos frente a la acidificacidn, refleja la diferente
composicién, en lo que a grupos funcionales se refiere, del componente soluble de la MO
de estas enmiendas.

Estudios por espectroscopia infrarroja

Las muestras secas de los extractos de MOS de los alperujos fueron analizadas
por espectroscopia de infrarrojos FT-IR segin la metodologia descrita en el apartado
11.3.2.2. Los espectros FT-IR se muestran en la Figura 1.13. La asignacion de bandas a los
distintos grupos funcionales se llevd a cabo segun Bellamy. (1975). Estos espectros
confirman junto con los resultados de los estudios de fluorescencia, la diferencia en la
calidad de la MOS de los alperujos.

Entre las bandas que mas destacan en los espectros de FT-IR se encuentra una a
1739 cm™ que corresponde con la absorcién del grupo carbonilo (C-O) del grupo
carboxilico protonado (-COOH) (Cox et al., 2004) y la banda a 1596 cm™ que corresponde
con el grupo carbonilo del ién carboxilato (-COO’) (Bellamy, 1975). La enmienda AM, de pH
mas acido (Tabla 11.2.), contiene mas cantidad de protones en soluciéon, por lo que los
grupos carboxilos de las moléculas en solucidn se encuentran tanto en forma -COOH como
-CO0, de modo que se observa un pico a 1596 cm™ (grupos COO-) y también otro a 1739
cm™ (grupos -COOH) (Bellamy, 1975). En la enmienda AJ, de pH mas alto (Tabla 11.2.), el
pico de absorcidn correspondiente a los grupos COOH (1739 cm™) es menor en relacién
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con el pico que corresponde al grupo COO (1596 cm'l). En este alperujo, como

consecuencia de un mayor estado de humificacidon y compostaje, los compuestos fendlicos

que le proporcionan el caracter 4cido a la enmienda, se han visto reducidos (Alburquerque
et al., 2006).

Por otro lado, en la region comprendida entre 3200-3400 cm™, aparece una

banda ancha para el caso de AM, que puede ser asignada al modo de vibracién de los

grupos hidroxilos de los =COOH y que presenta menor intensidad en AJ, probablemente

por su menor contenido en grupos carboxilicos y fendlicos protonados.
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Figura I1.13. Bandas de absorsién expresadas en transmitancia de los espectros FT-IR de
los extractos de MOS para AJ (amarillo) y AM (azul).

La humificacién constituye un proceso de estabilizacion y maduracion de los
compuestos poco transformados que constituyen la MO de los suelos. Es decir, una
conversion de la MO facilmente degradable, en sustancias himicas (Schnitzer y Monreal,
2011). Estos componentes himicos son los principales responsables de muchos procesos y
funciones del sistema suelo. Como consecuencia, la calidad y la cantidad de las sustancias
humicas en los residuos orgdnicos se consideran factores determinantes desde el punto
de vista agrondmico, medioambiental y en lo que a su valor econémico se refiere (Senesi
et al., 2007). Basicamente, el compostaje no es mas que el mismo proceso de degradacion
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y maduracion de restos orgdnicos que ocurre en la naturaleza pero a mayor velocidad,
manteniéndose la relacion de que a medida que el periodo de tiempo del proceso de
compostaje aumenta, menor heterogeneidad molecular, reducciéon del contenido en
sustancias fitotdxicas como los fenoles, mayor tamafio molecular, mayor condensacién
aromatica y por tanto, mayor grado de humificacién de los restos organicos ocurre.

Es importante hacer hincapié en la diferencia entre los conceptos de estabilidad y
madurez. Mientras que estabilidad de la MO de los suelos se refiere al grado de
descomposicion de la misma, madurez se refiere al grado de descomposicion de
compuestos fitotdxicos contenidos en las sustancias organicas. La aplicacidon de residuos
orgdnicos poco maduros, es decir, con un alto contenido fendlico, puede tener como
efecto negativo la reduccion de la vitalidad o productividad de cultivos o incluso
contaminar aguas. Por ello, previa aplicacion en el campo, los alperujos u otros residuos
orgdanicos, se someten a diversos tratamientos, bien dirigidos a reducir su carga toxica
mediante biorremediacién y/o a mejora su manejo y gestién, con ayuda de métodos para
la bioconversiéon en productos de alto valor afadido (Roig et al., 2006; Morillo et al.,
2009). Estos tratamientos pueden ser el compostaje, vermicosmostaje y procesos
anaerdbicos o aerdbicos. Sin embargo, un factor que encarece vy dificulta el proceso, es
que para ser compostado, el alperujo necesita ser mezclado con restos orgénicos de otra
procedencia, como pueden ser tallos de uvas (Alburquerque et al., 2006) o paja (Madején

et al., 1998) debido a su consistencia semisélida y baja porosidad.

11.4.2.-Suelos

11.4.2.1.-Andlisis elemental. Propiedades fisico-quimicas y superficiales

Algunas propiedades fisico-quimicas de los suelos sin enmendar (S, C, T) y
enmendados con los alperujos Jaén (S5J, S10J, C5J, C10J, T5J y T10J), y Mordn (S5M, S10M,
C5M, C10M, TSM y T10M) a las dosis de 5% y 10% (p/p) se presentan en la Tabla I1.4.

Los suelos usados en este estudio se recolectaron en zonas agricolas de la cuenca
del rio Guadalquivir cultivadas con trigo, algoddn vy citricos en el momento del muestreo
(Tabla 11.4.). Mientras que el suelo S presentd una textura gruesa con un 76% de arena, los
otros dos suelos (C y T) fueron fundamentalmente arcillosos (59 y 48% arcilla,

respectivamente).
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Tabla II.4. Propiedades fisico-quimicas de los tres suelos estudiados, sin enmendar (S, C
y T) y enmendados al 5% y 10% (p/p) con AJ (S5J, S10J, C5J, C10J, T5Jy T10J) y con AM
(S5M, Si0M, C5M, C10M, T5M y T10M).

Suelos Cultivo Arcilla Limo Arena Fe (1p:|-2l) co CO§ Kjell\(‘iahl ((r:nEs
(%) (%) (agua) (%) (mgl™) (%) cm )
S ™ 15 9 76 1?)351;2’\ 8.30 0.495 10.3 0.049 0.075
S5] 7.50 1.30 15.4 0.13 0.204
S10J) 6.80 2.73 22.0 0.320 0.202
S5M 7.26 2.11 13.2 0.189 1.04
S10M 6.95 2.36 20.0 0.215 0.816
A*
C G** 59 24 17 0.398 8.15 0.729 16.0 0.117 0.698
R +0.013"
C5] 7.86 1.59 21.3 0.286 1.08
C10J 7.15 3.08 29.5 0.368 1.04
C5M 7.83 1.54 23.4 0.146 0.844
CioM 7.22 3.89 31.1 0.338 1.39
T Cc* 48 19 33 100.22?\ 8.40 1.09 15.3 0.157 0.719
T5] 7.78 2.29 17.4 0.217 0.789
T10] 6.65 2.38 22.5 0.206 0.809
T5M 7.30 2.12 18.2 0.189 0.770
Ti0M 7.00 2.95 22.0 0.262 1.29

*cultivo presente en el momento de la recoleccién de la muestra de suelo. **cultivos afios previos a la
recoleccion del suelo. T: trigo; A: algodoén; G: girasol; R: remolacha; C: citricos; ~error estandar
respecto a la media.

Los valores iniciales de pH de los tres suelos (S, C, T) de naturaleza ligeramente
alcalina, fueron similares entre si (8.3, 8.15 y 8.4), y se vieron reducidos tras enmendarse,
(Tabla I1.4.). Este descenso es debido al pH acido de los alperujos (Tabla I.2) y corrobora
previos estudios de adicion de residuos de almazara al suelo donde el pH se veia reducido
al enmendar (Fernandes et al., 2006; Roig et al., 2006).

La adicién de alperujo aumentd el contenido de CO en todos los suelos
enmendados tanto a la dosis de 5% como a 10% con el alperujo AJ, asi como con AM,
mostrando un aumento de hasta 5.4 veces en S10J, respecto al suelo sin enmendar (S)
(Tabla 11.4.).

El contenido en COS de los dos suelos arcillosos sin enmendar (Cy T), de mayor
CO iniciales, fueron similares entre si y superiores al encontrado para S, de menor CO

inicial (Tabla 11.4.). EI COS se vio incrementado al enmendar los tres suelos estudiados
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causa del alto contenido en COS de las enmiendas (hasta 100 veces superior que en los
suelos) (Tabla 11.2.). Cabe destacar el aumento del contenido en N biodisponible (N
Kjeldahl) de los suelos, siendo el incremento mas significativo para el suelo arenoso, que
inicialmente contenia muy poco (0.049%), mientras que los valores mas altos se hallaron
para los suelos C10J y C10M (Tabla 11.4.). Estos datos corroboran los obtenidos en otros
estudios que han revelado que la adicion de alperujo como fertilizante al suelo de los
cultivos, supone al mismo tiempo ventajas e inconvenientes. Entre las ventajas se
encuentran, como se ha dicho anteriormente, el aumento de nutrientes como K, N y
contenido en CO (Alburquerque et al., 2004, 2009). En ocasiones, la adicidn de alperujo
puede tener como inconveniente el incremento del contenido en sales, y con ello, la CE de
los suelos (Alburquerque et al., 2004). Nuestros resultados revelaron un aumento en CE en
los suelos enmendados, sobre todo con el alperujo AM, de mayor CE inicial (9.1 mS cm'l).
El aumento en la CE fue mas intenso en el suelo S (hasta 14 veces mayor) al enmendar con
AM) (Tabla 11.4.).

El estudio mineraldgico de los suelos revelé predominancia de arcillas lliticas
respecto a la cantidad de Motmorillonita y Caolita (Tabla II.5.). Llama la atencién la
diferente mineralogia de los suelos arcillosos Cy T (de similar contenido en arcillas totales,
59% y 48%), el primero con casi un 30 % de arcillas expansivas mientras que el segundo

presenté practicamente un 90 % de llita/Mica.

Tabla II.5. Porcentajes relativos de filosilicatos presentes en la fraccion arcilla de los tres
suelos estudiados sin enmendar (S, Cy T).

% Relativo
Suelos
M* I* C*
S 34 46 20
(o} 27 56 17
T 0 88 12
*M: Montmorillonita; I: llita/Mica; C: Caolita

La estructura porosa de los agregados del suelo determina la superficie expuesta
de suelo y condiciona los procesos de retencion y transformaciéon que tienen lugar
durante las interacciones que se dan entre los compuestos organicos y las particulas
coloidales naturales del suelo (Celis et al., 1996). Entre las técnicas que determinan la

superficie de poro de los suelos, la Porosimetria de Mercurio se considera generalmente

114



CAPITULO II. Efecto de la adicién de alperujo sobre el comportamiento en suelo de los herbicidas
MCPA y S-metolacloro bajo condiciones de laboratorio
como el método existente mas riguroso para determinar la porosidad en el rango de
macroporos y el rango superior de mesoporos (Gregg y Sing, 1982). Los volumenes de
poro relativos y el volumen total de poro (VT) de los suelos sin enmendar y enmendados
con los dos alperujos se muestran en la Figura I.14. y en la Tabla 1.6. Las barras verticales
de la Figura 11.14. indican la contribucion del intervalo de radio de poro correspondiente a
la curva del volumen de poro acumulado durante la medicidn.

Tabla II1.6. Volumenes relativos y totales (VT) de poro (mm?® g*) para distintos rangos de
tamafio de poro de los suelos sin enmendar (S, Cy T) y enmendados al 5% y 10% (p/p)
con AJ (S5J, S10J, C5J, C10J, T5J y T10J) y AM (S5M, S10M, C5M, C10M, T5M y T10M).

Rango s S5] S10] S5M S10M
(pm)

>100 45.5 62.1 50.5 60.1 67.2

100-1 119 165 151 156 127
10-1 36.6 32.4 51.7 30.3 45.2
1-0.1 8.13 9.42 11.9 9.40 196

<0.1 0.407 0.781 1.12 0.84 0.833

vT 210 270 266 257 250
Rango ¢ C5] C10J C5M C10M
(um)

>100 68.8 66.0 52.3 71.9 48.6
100-1 47.8 91.8 72.3 84.9 65.2
10-1 18.5 48.6 25.4 31.7 34.9
1-0.1 8.40 17.7 7.93 11.6 9.34

<0.1 49.7 38.7 46.4 46.7 60.1

VT 193 263 204 240 204
Rango T T5] T10J TS5M T1OM
(um)

>100 30.5 42.8 49.6 42.9 44.3
100-1 79.9 126 85.7 117 141
10-1 50.1 60.9 56.0 60.1 56.8
1-0.1 21.6 25.5 26.9 23.1 23.1

<0.1 33.5 31.7 32.6 30.4 32.3
VT 215 287 251 274 298

El suelo S, de alto contenido en arena (76%), y por ello de textura gruesa, mostré
una distribuciéon de tamafio de poro (Figura 11.14., diagrama de barras verticales) con un
maximo relativo de volumen de poro entre 1-100 pum, o poros de gran tamafio

(macroporos) y conductores (Di Bonito et al., 2005), tipicos de suelos arenosos, lo que
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también explica el bajo volumen de poros de pequefio tamafio (inferiores a 0.1 um, Figura
[1.14.). Por el contrario, los suelos arcillosos Cy T (59% y 48% de arcilla, respectivamente)
mostraron ademas de alto volumen de poro en la zona de macroporos, un maximo
alrededor de la zona de poro entorno a 0.01 um, poros de menor tamafio, frecuentes en
suelos arcillosos.

Tras enmendar los tres suelos con los alperujos, se observé un aumento en el VT
(Tabla 11.6. y linea continua en Figura 11.4.). Este aumento es debido a un incremento del
volumen de poro en el rango comprendido entre 10 y 100 um, es decir, los poros de
mayor tamafio en el rango estudiado en los suelos S, Cy T. En el suelo C, ademas se
encontré un aumento en el rango comprendido entre 1-10 um (Tabla 11.6.). Estas
diferencias en porosidad entre los suelos arcillosos pueden deberse a su diferente
mineralogia (Tabla I.5.), la cual va a determinar las diferentes interacciones entre
componentes coloidales en el suelo (Cox et al., 1997). Igualmente, Albarran et al. (2003)
comprobaron que la adicién de un alperujo, provocaba un aumento en el volumen de
poros con un radio aproximado de 10 um. En un estudio llevado a cabo por Fernandes et
al. (2006) también se observé que la adicion de alperujo al suelo provocaba un aumento
general en la porosidad debido a un aumento del volumen de poros de mayor rango
estudiado (10-100um), coincidiendo con los resultados aqui mostrados. Dicho aumento se
atribuyd a una menor interaccién con las particulas de suelo, originando con ello poros de
mayor tamano. Por el contrario, estos resultados difieren de los presentados por Cox et al.
(2001) y Fernandes et al. (2006), que encontraron una reduccién en VT al enmendar
suelos con un residuo liquido procedente de la extraccién del aceite de oliva. La reduccién
de la porosidad en estos suelos enmendados se ha atribuido al alto contenido en COS y
sales de la enmienda liquida, los cuales agregan las particulas del suelo, bloqueando los
poros de gran tamafo (Tisdall y Oades, 1982). Este hecho ha sido observado con
anterioridad en suelos que fueron regados durante tres afios consecutivos con alpechin, el
residuo liquido de la produccion del aceite de oliva por el sistema de extraccién de tres
fases, con un alto contenido en COS (Cox et al., 1997).

Ademas de la porosidad, se ha visto que otros parametros fisicos del suelo
pueden verse alterados al enmendarse con residuos organicos de almazara. Kavdir y Killi.

(2008) encontraron que la adicion de un residuo sélido de almazara a la dosis del 8% (p/p)
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a suelos agricolas modificé la estabilidad de los agregados del mismo suelo, la cual se vid

favorecida tras dos meses de incubacion dicho tratamiento.
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Figura II.14. Volumenes relativos (histograma) y acumulados (curva) de poro (mm? g™*)
para distintos rangos de tamarfio de poro de los suelos usados sin enmendar (S, C, T) y
enmendados al 5% y 10% (p/p) con AJ (S5J, S10J, C5J, C10J, T5Jy T10J) y con AM (S5M,
S10M, C5M, C10M, T5M y T10M). El volumen total de poro (VT) se representa como el
numero sobre la curva relativa.
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11.4.2.1.-Respiracion basal

La produccién de CO, esta directamente relacionada con la fraccidon viva y activa
de los suelos (Badalucco et al., 2010), debido a que es resultado de la respiracion de los
organismos vivos. Para los estudios de respiracion basal se seleccionaron los suelos Cy T,
de mayor contenido en MO (Tabla 11.4.), sin enmendar y enmendados al 5% y 10% (p/p)
con el alperujo AJ. En la Figura I.15. se muestran los mg de CO, producidos por los
microorganismos vivos presentes en los suelos tras 42 dias de experimento a 241 °Cy al
40% de humedad del suelo.

Nuestros resultados revelaron que la adiciéon de alperujo no producia un efecto
negativo sobre las comunidades vivas de organismos de los suelos Cy T (Figura 11.15.), por
el contrario, la cantidad de CO, se veia incrementada con la enmienda.

La MOS parece jugar un papel importante en los procesos de respiracién en
suelos enmendados, ya que existe una correlacidon positiva entre el contenido de COS y la
produccion de CO,, debido al aumento en el contenido de COS y por tanto de carbono
facilmente utilizable para los microorganismos del suelo, explicando la mayor respiracion

en éstos (Qualls et al., 2005).
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Figura II.15. Produccién de CO, kg™ por los microorganismos presentes de suelo C
(izquierda) y T (derecha) sin enmendar y enmendados con AJ a las dosis de 5% y 10%

(p/p) (C5J, T5J, C10J y T10J).

118



CAPITULO II. Efecto de la adicién de alperujo sobre el comportamiento en suelo de los herbicidas
MCPA y S-metolacloro bajo condiciones de laboratorio

11.4.3.-Estudios con MCPA
Los estudios con MCPA se realizaron con los suelos S, C y T sin enmendar y
enmendados al 10% (p/p). Se hicieron pruebas previas aplicando al suelo la dosis de 5% de
los alperujos y no se obtuvieron diferencias significativas en la adsorcion de MCPA
respecto al suelo sin enmendar, por lo que los ensayos que se presentan a continuacion se

se realizaron Unicamente a la dosis de 10% (p/p) de alperujos.

11.4.3.1.-Estudios de adsorcién

Las isotermas de adsorcién de MCPA en los suelos S, C y T sin enmendar y
enmendados al 10% (p/p) con los alperujos AJ y AM (S, S10J, S10M, C, C10J, C10M, T, T10J
y T10M) se muestran en la Figura 11.16., donde se representa graficamente la cantidad de
MCPA adsorbido (Cs, umol kg'l) frente a las distintas concentraciones de equilibrio (C,,
UM) de MCPA.

Las isotermas de adsorcion de MCPA obtenidas se corresponden con el tipo L
segun la clasificacion de Giles et al. (1960). Esto indica que la adsorcién se ve afectada por
la concentracion del herbicida, al reflejar una alta afinidad relativa entre el soluto y el
adsorbente en la fase inicial de la curva, que se ve disminuida a medida que aumenta la
concentracion de herbicida en solucion y los sitios especificos de adsorcidon van siendo
ocupados.

Los correspondientes valores de los parametros de adsorcion tras ajustar las
isotermas de adsorcion a la ecuacién de Freundlich (Ecuacién 11.5.), se presentan en la
Tabla 11.7. El ajuste a la ecuacién de Freundlich es bueno en general (R’= 0.989-0.996), a
excepcién del suelo arenoso sin enmendar (S) (R2= 0.097). Esto ultimo se atribuye a falta
de precision asociada a las medidas de adsorcion (Green y Yamame, 1970), especialmente
en este suelo, donde se adsorbe muy poco. Los coeficientes Kf permiten comparar la
capacidad de adsorcion de distintos sistemas adsorbato-adsorbente si las condiciones
experimentales y los valores de nf (coeficiente que indica la intensidad de la adsorcidn)

son similares entre ellos para los distintos suelos estudiados.
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Figura II.16. Isotermas de adsorcién de MCPA en los suelos S (arriba), C y T (abajo)
sin enmendar y enmendados con AJ o AM al 10% (p/p) (S, S10J, Si0M, C, C10J,
C10M, T, T10J, T10M).

Los suelos S, C y T sin enmendar y enmendados muestran baja adsorcién de
MCPA, presentando valores de Kf,4 entre 0.440 y 1.12 (Tabla 11.7.). Esto coincide con los
resultados obtenidos por Hiller et al. (2009) en un estudio de adsorcién de este herbicida
en suelos agricolas sin enmendar y enmendados con cenizas de maiz. Los suelos sin
enmendar Cy T, de mayor contenido en CO y arcilla, mostraron coeficientes de adsorcion
(Kf,qgs) dos veces mayores para MCPA respecto a S (Tabla 11.7.). Estos resultados estarian de
acuerdo con los obtenidos por Kah y Brown. (2007), quienes encontraron baja adsorcion
en suelos de herbicidas de naturaleza acida como es MCPA, la cual se veia incrementada
en los casos de menores pH y elevado contenido en CO. Lo mismo demostraron Socias-
Viciana et al. (1999) en un estudio comparativo con MCPA y atrazina en un suelo calcareo

del sureste de Andalucia enmendado con turba.
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Tabla II.7. Coeficientes de adsorcion de Freundlich para MCPA en los tres suelos
estudiados, sin enmendar (S, C y T) y enmendados al 10% (p/p) con AJ (S10J, C10J y
T10J) y con AM (S10M, C10M y T10M).

Kfads
(mg -1/nf kg-l ml-l/nf)
S 0.097 0.440(0.118/1.69)* 0.591+0.458** 1.00

Rzads nfads Kd 25

S10J 0.924 0.438(0.294/0.652) 0.827+0.137 6.28
S10M 0.989 1.12(0.974/1.29) 0.915+0.053 3.14

T 0.916 0.828(0.602/1.14) 0.629+0.109 6.28
T10J 0.994 0.628(0.563/0.701) 0.891+0.038 11.3
T1OM 0.949 0.767(0.578/1.02) 0.739+0.098 8.27

C 0.996 0.898(0.840/0.961) 0.626+0.023 6.73
C10J 0.996 1.04(0.959/1.14) 0.828+0.031 15.3

C10M 0.991 0.883(0.781/0.998) 0.814+0.054 12.1

*Los numeros entre paréntesis son desviaciones estandar respecto a la media
**Los numeros son medidas de nf + desviacion estandar.

MCPA es un herbicida de caracter acido, encontrandose en forma aniénica en la
solucién de los suelos a pH superiores a 3.73 (Hiller et al., 2009). La repulsién entre la
carga negativa de las moléculas de este herbicida y las cargas negativas de los coloides del
suelo explicaria su baja adsorcién (Hamarker y Thompson, 1972; Hiller et al., 2009; Paszko,
2009). EI comportamiento en suelos de los acidos fenoxiacéticos, como MCPA, estd
gobernado por su estructura quimica. El grupo carboxilo (-COOH) es el principal
responsable de su relativa actividad quimica y de las interacciones con las superficies
minerales. A los pH habituales en los suelos agricolas, éste grupo acido ionizado podria
generar una adsorcidn significativa en los éxidos de hierro, cargados positivamente,
favoreciendo fuerzas der Van der Waals entre los anillos aromaticos de MCPA (Iglesias et
al., 2009). Como se puede observar en la Tabla Il.4., los valores de 6xidos de hierro son
similares entre si y muy bajos en los tres suelos estudiados. Por otro lado, el hecho de que
los suelos presentaran contenidos bajos en CO (Tabla 11.4.), junto con el bajo coeficiente
de reparto octanol-agua (Kow) que presenta MCPA (-0.81 a pH 7 y 20 2C), también
contribuyen a su alta afinidad por la fase acuosa del suelo y su baja adsorcién (Delgado

Moreno et al., 2007).
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Al enmendar los suelos con Al y AM no se observaron aumentos importantes de
su capacidad adsorcion de MCPA, excepto para el suelo S enmendado con AJ, que mostré
2.5 veces mas adsorcion respecto al suelo sin enmendar (1.12 frente a 0.440). En el caso
del suelo T, no se observan diferencias significativas en los suelos enmendados respecto al
original (Tabla I.7.). Haberhauer et al. (2001) revelaron que un aumento en el contenido
en CO del suelo no implicaba necesariamente un aumento en la adsorcién del herbicida y
que el ndmero de sitios de adsorcidon para éste y el contenido en MO del suelo
enmendado dependian de la naturaleza de la MO que aportaba la enmienda. Sin embargo,
se ha encontrado que MCPA puede llegar a presentar valores de Kd de hasta 16.6 | kg‘1 en
suelos con 15% de MO (Tomlin, 2008), cuando en la mayoria de los suelos agricolas
mediterraneos, con valores de MO entre 1y 5%, MCPA, los valores de Kd se encuentran
entre 0.6 y 11 g'l, coincidiendo con nuestros resultados. La capacidad adsorbente del
alperujo es funcién de su contenido en MO y de las caracteristicas de la misma
(composicién, pH, grado de humificacion, etc...) (Karickoff et al., 1979; Wauchope et al.,
2002; Johnston y Tombacz, 2002).

Debido a la variabilidad de los coeficientes nf de las isotermas de adsorcién y
para poder comparar la adsorcidon entre los diferentes suelos, se ha calculado un
coeficiente de distribucion a la concentracién de equilibrio igual a 25 uM (Kd,s) (Tabla
I.7.), que se encuentra dentro del rango de concentraciones estudiadas para MCPA en las
isotermas de adsorcion (5, 10, 20, 40 y 50 uM). A concentraciones altas de MCPA, se
observan diferencias entre los tratamientos (Tabla 11.7.).

Los valores de Kd,s revelaron mayor adsorcion de MCPA en los suelos sin
enmendar C y T. Estos suelos presentaban mayor contenido en CO y arcilla, ambos
componentes coloidales del suelo, con alta superficie especifica, responsables en gran
parte de la adsorcidn de plaguicidas. La mayor adsorcidn se dio en suelos enmendados con
AJ (S10J, C10J y T10J). Las diferencias en la adsorcién entre suelos enmendados con AJ y
AM, se deben a diferencias en la calidad de la MO de estos residuos y no a su cantidad.
Como se ha visto en el apartado 11.4.1. de caracterizacion de la MOS de los alperujos,
aunque el contenido en MO es menor en el caso de AJ (81%, respecto al 91% de AM), las
diferencias en la adsorcién pueden deberse a que la MO de AJ se encuentra mas
humificada, y por tanto posee mayor capacidad de adsorcion que la de AM (Bolan et al,
2011) y al contrario de lo encontrado por Barriuso et al. (2011), que detectaron mayor
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capacidad de adsorcién de herbicidas en MOS extraida de residuos orgdnicos que

presentaban bajo grado de madurez.

11.4.3.2.-Estudios de desorcion

En la Figura I.7. se representa las isotermas de adsorcion-desorcion de MCPA
en los suelos S, C y T sin enmendar y enmendados al 10% (p/p) con los alperujos. Los
parametros de desorcidn se recogen en la Tabla 11.8. En ella se ve que en general el ajuste
de la ecuacién de Freundlich no es bueno para los sistemas con baja capacidad de
adsorcién (S, S1I0M y C), que mostraron coeficientes de ajuste muy bajos. Esto es causa de
la acumulaciéon de errores debido a la baja adsorcion detectada de MCPA (Green y
Yamame, 1970).
Tabla II.8. Coeficientes de desorcion de Freundlich, porcentaje de desorcion (D) y
coeficiente de histéresis (H) expresado en porcentaje para MCPA en los tres suelos

estudiados, sin enmendar (S, Cy T) y enmendados 10% (p/p) con AJ (S10J, C10Jy T10J)
y con AM (S10M, C10M y T10M).

R%4es Kdes Nfges P H
(mg /" kg™ mI*/™) (%) (%)
S 0.092 1.61(1.27/2.03)* -0.355+0.789** 86 60
S10J) 0.898 0.748(0.299/1.87) 1.28+0.306 64 45
S10M 0.575 10.2(8.77/11.8) 0.272+0.052 23 29
T 0.908 4.10(3.54/4.72) 0.216+0.048 35 34
T10] 0.949 4.28(1.80/2.93) 0.505+0.082 60 56
TiO0M 0.939 2.37(0.461/2.77) 1.20+0.826 50 162
(o} 0.436 11.3(9.69/13.1) -0.066+0.053 12 10
C10] 0.932 3.73(2.91/4.77) 0.443+0.084 53 53
Ci10M 0.988 0.244(0.188/0.318) 1.14+0.087 84 140

*Los numeros entre paréntesis son desviaciones estandar respecto a la media
** | os nimeros son medidas de nf + desviacion estandar

Los valores calculados de nfy., fueron menores que los nf,y para todos los
suelos, excepto para S10J y C10M y T10M, lo que revela la presencia fendmenos de
histéresis durante la adsorcidn-desorcion. Esto mismo ha sido observado por Haberhauer
et al. (2001) y por Jensen et al. (2004). Los valores menores se encontraron para los suelos

Sy C sin enmendar, pero considerando los coeficientes de ajuste tan bajos, no se puede
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concluir que exista ninguna tendencia clara en relacion al efecto que ejerce la enmienda
sobre la desorcion de MCPA. La adicion de enmienda en los suelos se ha visto que
aumenta la adsorcidon de MCPA a altas concentraciones en solucién para los suelosCy T, y
presenta coeficientes de histéresis mayores que los suelos originales, lo cual parece
indicar que si bien la enmienda aumenta la adsorcién de MCPA, ésta adsorcién es mas
reversible respecto al suelo sin enmendar (Tabla I1.8.). El aumento del COS en la solucién
tras la enmienda con alperujo podria ser la causa de este resultado, ya que ésta podria
favorecer la desorcion del herbicida retenido en la fase sélida hacia la solucién. Flores-
Céspedes. (2002) mostraron que la adsorciéon de imidacloprid en los suelos se veia
negativamente afectada por la presencia de MOS en la solucién, que favorecia su
desorcién desde las particulas del suelo, algo que también mostraron Celis et al. (1998) y

Barriuso et al. (2011).
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Figura II.17. Isotermas de adsorcién-desorcion (puntos negros y azules,
respectivamente) de MCPA en los suelos S (columna de figuras a la izquierda), C (columna
del centro) y T (columna de la derecha) sin enmendar y enmendados con AJ o AM al 10%
(p/p) (S, S10J, S10M, C, C10J, C10M, T, T10J y T10M).
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11.4.3.3.-Estudios de disipacion

Segun Crespin et al. (2001), los herbicidas del tipo de los fenoxiacidos como es
MCPA, pueden sufrir degradacion abidtica como hidrdlisis de las sales o ésteres del
herbicida, con la formacion de los correspondientes aniones o fotodescomposicidon por

absorcién de luz ultravioleta, y/o degradacion microbioldgica en la solucion del suelo.
En la Figura 11.18. se muestran las curvas de disipacién de MCPA durante 118
dias de incubacidn a 24+1 °C y 40% de humedad en los suelos S, Cy T sin enmendar y
enmendados con Al y AM. En la Tabla 11.9. se muestran los valores de vida media en esos
suelos tras el ajuste de las curvas de disipacion a una cinética de primer orden con la

ecuacion I1.5., segun descrito en el apartado 11.3.4.3.
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Figura II1.18. Curvas de disipacién de MCPA en los suelos S, C y T sin enmendar y
enmendados con AJ y AM a la dosis del 10% (p/p) (S10J, C10J, T10J, S10M, C10M y
T10M).

Cuando se comparan los tres suelos sin enmendar, las T,/, de los herbicidas
fueron menores en los suelos de mayor contenido en CO (Cy T) (Tabla I.7.), que se explica

por una mayor actividad bioldgica en estos suelos consecuencia del mayor CO, que
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favorece la degradacion del herbicida mediante procesos bidticos (Figura 11.18.). Esto se ha
observado en numerosos estudios con diversos plaguicidas (Walker y Welch., 1989; Nair y
Schnoor., 1994, Cox et al., 1999) y corrobora los resultados obtenidos por Juhler et al.
(2008), los cuales indican que la degradacion de MCPA, principalmente en los horizontes
superficiales del suelo (Figura 1.4.), esta directamente relacionada con la microbiologia y
CO del mismo. Por ello, la forma que describe la curva de degradacion del herbicida es
sigmoidal, tipo de curva que se relaciona con compuestos que son utilizados como
sustrato de crecimiento bacteriano (Kearney et al., 1997). Estas curvas se caracterizan por
una primera regién en la que la velocidad de degradacidn es lenta (coincide con la fase de
latencia de los organismos del suelo al verse expuestos al factor estresante, que en este
caso es el herbicida), seguido de una region de degradacion mas rapida (McDonald et al.,
2006; Stintzing et al., 2006).

Tabla I1.9. Coeficientes de ajuste a una cinética de primer orden y vidas medias (T%2)

para MCPA en los tres suelos estudiados, sin enmendar (S, C y T) y enmendados al 10%
(p/p) con AJ (S10J, C10J y T10J) y con AM (S10M, C10M y T10M).

Suelos S S10] S10M
R2 0.901 0.249 0.564
105 790 274
T
/2 (93.6/121)* (477/2293) (205/410)
Suelos C C10] CcioM
R2 0.935 0.056 0.758
23.3 140 110
Tu/2 (20.6/29.6) (136/460) (85.8/153)
Suelos T T10) Ti0M
R2 0.788 0.326 0.631
31 725 149
Tu/2 (25/40) (489/1586) (116/209)

*Los numeros entre paréntesis son desviaciones estandar respecto a la media

Por el contrario, la adicidn de los alperujos, a pesar de aumentar el CO de los

suelos, aumenté la persistencia de MCPA en los suelos enmendados. Las curvas de
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disipacién no se ajustan en general, bien a la cinética de primer orden, como muestran los
valores de R” en la Tabla 11.9., especialmente en el caso de los suelos enmendados con AJ,
gue presentaron una mayor capacidad de adsorcion de MCPA que los enmendados con
AM, como se observo en los estudios de adsorcion (Figura I1.6.). Sin embargo, cuando
afiadimos una fuente exdgena de carbono (alperujo) al enmendar, el herbicida se vuelve
mas persistente, coincidiendo con los resultados obtenidos por Hiller et al., (2009). Esto se
puede atribuir, por un lado, al efecto protector que proporciona la mayor adsorcién de
MCPA en estos suelos enmendados (tal y como se puede ver en la Tabla II.7.), estando el
herbicida menos disponible para sufrir procesos de degradacion (Barriuso et al., 1997; Cox
et al.,, 2000), pero también puede ser debido a que los microorganismos del suelo
prefieran utilizar la MO que proporciona el alperujo, como fuente de carbono, en lugar de
degradar el herbicida presente en la disolucién del suelo, aumentando asi su persistencia.
La MOS del alperujo parece constituir una fuente de C mds facilmente accesible a los

microorganismos del suelo (Qualls et al., 2005).

11.4.3.4.-Estudios de mineralizacion

Los resultados de mineralizacion del herbicida MCPA durante 42 dias de
incubacion a 24+1 °C y 40% de humedad en suelos sin enmendar y enmendados al 5% y
10% (p/p) se presentan en la Figura 11.19.

La mayor tasa de mineralizacién se encontré para los suelos originales, que
mostraron menores vidas medias (Tabla 11.9.). La adicién de alperujo redujo la
mineralizacién del herbicida en todos los suelos estudiados (Figura 11.8.), corroborando la
alta persistencia de MCPA en los estudios de disipacion. La reduccion de la mineralizacion
de MCPA pudo ser debida a, como se ha comentado anteriormente, el hecho de que la
enmienda aporta CO que resulta mas facilmente accesible para los organismos del suelo
que la fuente de carbono que constituye el propio herbicida (Qualls et al., 2005), lo que
reduce la mineralizacion del mismo. Esto coincide con los resultados obtenidos por
Albarran et al. (2003) y Cabrera et al. (2008), en estudios de mineralizacion de herbicidas

del grupo de las triazinas en suelos enmendados con alperujo.
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Figura I1.19. Curvas de mineralizacién de MCPA en los suelos S, C y T sin enmendar y
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11.4.3.5.-Estudios de lixiviacion

La curvas de elucidn relativa y acumulada de MCPA en los suelos sin enmendar
y enmendados al 10% (p/p) con Al y AM vy los porcentajes totales de herbicida se
presentan en la Figura 11.20.

La posicion del maximo relativo de las curvas se encuentra cerca de la unidad de
volumen de poro (Figura 11.20.), lo que es caracteristico de sistemas de baja adsorcion y
compuestos altamente moéviles (Beck et al.,, 1993), mientras que los maximos relativos
desplazados hacia la derecha de un volumen de poro, son tipicos de sistemas de mayor
capacidad de adsorcion. Las curvas relativas de lixiviacion muestran que, en los tres suelos
utilizados, MCPA comienza a lixiviar antes en los suelos sin enmendar, alcanzando el
maximo de la curva de elucién a menor volumen de poro que en caso de los suelos
enmendados (Figura 11.20.), reflejando que la adicion de AJ y AM retienen MCPA al
aumentar adsorcion (valores Kd,s, Tabla 11.7.) y retrasar con ello su pérdida por lixiviacion

en el sistema dinamico que constituye el perfil de la columna del suelo. Otros estudios han
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revelado que la presencia de mayor MOS procedente de un residuo orgdnico en los suelos

aumenta la movilidad en la columna de suelo de los compuestos organicos (Flores-
Céspedes et al., 2002).

La asimetria de las curvas de elucion, especialmente en los suelos enmendados,
se debe a que no se alcanza el equilibrio en la adsorcidn de los compuestos organicos en
los sistemas de suelo-columnas (Beck et al., 1993) y a cambios en la porosidad del suelo
tras la enmienda. Como hemos visto en el apartado 11.4.2.1., la adicién de alperujo a los
suelos aumenta el volumen de poros de pequefio tamafio, favoreciendo la difusion del
herbicida hacia éstos nuevos poros y retrasando el proceso de lixiviacidon como
consecuencia (Tabla I1.6.).

Las cantidades maximas lixiviadas tanto en los suelos sin enmendar como en los
enmendados fueron mas bajas en el suelo C, que mostré los mayores Kf,4, a pesar de que
su contenido en CO inicial era menor que el de T (Tabla II.5.). Este suelo tiene un alto
contenido en arcillas (59 %), del que en torno al 27%, son montmorillonitas, a diferencia
del otro suelo arcilloso (T), que también presentd un alto contenido en arcillas (48%), de
las que fundamentalmente la mayoria (88%) eran llita-mica (Tabla I.5.). Este alto
contenido en montmorillonita, arcilla expansiva, puede dar lugar a un movimiento mas
lento del agua a través de la columna de suelo, favoreciendo los procesos de degradacion,
adsorcién y entrampamiento fisico al herbicida (Pignatello y Xing, 1996), explicando los
menores porcentajes lixiviados totales encontrados para C (Figura 11.20.).

Salvo en el caso del suelo T, los porcentajes de MCPA eluidos (totales
acumulados, Figura 11.20.) eran mas bajos en los suelos sin enmendar, lo cual se puede
atribuir a la mayor persistencia de MCPA en suelos enmendados, donde la MO protege de
la degradacién al herbicida, como han puesto de manifiesto los estudios de disipacidon
(Apartado 11.4.3.4.). Aunque MCPA empieza a lixiviar antes en el suelo sin enmendar Ty el
maximo de lixiviacién tiene lugar a pequefio volumen de poro (Figura 1.10.), las
cantidades lixiviadas totales son similares en el caso del suelo enmendado con AM, y
mucho menores en el suelo enmendado con AJ (85% y 69%, para Ty T10M, respecto al
48% de T10J), a pesar de la mayor persistencia de MCPA en ambos suelos enmendados
(Tabla 11.9.). Por el contrario, estos valores estan de acuerdo con la mayor adsorcion de
MCPA en suelos enmendados, especialmente en el suelo enmendado con AJ. Durante el
transcurso de este estudio de lixiviacion, prevalecen los procesos de adsorcion frente a los
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de degradacion. En el suelo arcilloso C, debido a su alto contenido en montmorillonita, el
tiempo de contacto entre el herbicida y las particulas de suelo es mayor que paraSy T, de
forma que tanto los procesos de adsorcion como los de degradacion se pueden ver
favorecidos. Los resultados obtenidos con el suelo T estan de acuerdo con los presentados
por Cox et al. (1997) y Albarran et al. (2004), los cuales encontraron también una
reduccion en la lixiviacion al enmendar que atribuyeron al aumento en la adsorcién y a
una disminucion de porosidad.

Una vez finalizado el experimento de lixiviacion, se realizé la extraccion del
herbicida residual en el suelo de las columnas empaquetadas a mano segun la
metodologia descrita en el apartado 11.3.4.3. No se detecté MCPA en ninguno de los
fragmentos de ningun suelo estudiado, por lo que podemos asumir que todo el herbicida
que no es lixiviado o se ha degradado o esta fuertemente retenido por el suelo. Esto
segundo es poco probable, como se ha visto en los resultados de los experimentos de
adsorcién-desorcion de MCPA, que revelaron la baja adsorcién y alta reversibilidad de la
misma para este herbicida. Como se ha discutido anteriormente, esta mayor reversibilidad
de la adsorcidn puede deberse a una mayor afinidad del herbicida hacia la MOS presente
en solucién (Barriuso et al., 2011). Se sabe que la MOS constituye la fraccién de carbono
labil, que actia como sustrato facil para los microorganismos, asi como reservorio a corto
plazo de nutrientes para plantas (Romero et al., 2005) y es indicativo de la actividad
potencial de microorganismos en suelos naturales y de cultivos. Las moléculas de MCPA
disueltas en esta fraccion serian facilmente degradadas por los microorganismos de la

solucién.
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Figura I1.20. Curvas de elucién relativa (izquierda) y acumulada (derecha) de MCPA en
los suelos sin enmendar y enmendados con AJ y AM al 10% (p/p). Los porcentajes totales
eluidos y sus errores respecto a la media, se muestran junto a las curvas acumuladas.
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11.4.3.6.-Bioensayo

Para comprobar que la eficiencia bioldgica del herbicida MCPA no se ve afectada
por la adicién de enmienda al suelo, se llevé a cabo un bioensayo con semillas de Lepidium
sativum L., (berro) una planta sensible a la accion del herbicida.

La Figura I.21. muestra el estado de crecimiento de las plantas de berro en las
macetas por triplicado con los distintos tratamientos: Control (sin herbicida y sin alperujo),
MCPA (s6lo herbicida), MCPA+AJ (suelo enmendado con MCPA+AJ) y AJ (suelo
enmendado con AJ), 20 dias tras la siembra y en la Figura 11.22. se representa la biomasa
recogida de la planta al finalizar el experimento. Puesto que el interés de este estudio es
comprobar la eficacia del herbicida en presencia cuando es retenido por el suelo y esta
menos disponible en la solucién del mismo. El suelo que se selecciond para estos estudios
fue el suelo Cy el alperujo AJ, ya que en los estudios de adsorcion mostraron los mayores

coeficientes de adsorcién (Tabla 11.7.).

~ MCPA

MCPA+AJ

AJ

CONTROL

N

Figura I1.21. Resultados del bioensayo con Lepidium sativum L. Efecto de la adicién de
alperujo sobre la fitotoxicidad de MCPA.
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En las macetas con el herbicida MCPA, no germinaron las semillas tras 20 dias

de estudio (Figuras I.21. y 11.22.). Aunque el herbicida MCPA se encuentra mas retenido
por las particulas del suelo enmendado con AJ, como se puede ver en la Figura 1.16, ésta
mayor adsorcion no afecta a su capacidad de actuar sobre la germinacién de Lepidium
sativum L., cuyas semillas no germinan en las macetas que fueron tratadas MCPA y AJ
(MCPA+AJ) (Figura 11.22.). Esto es indicativo de que la adicién de alperujo no reduce la

efectividad del herbicida sobre la planta sensible, si bien, mejora las propiedades del

suelo, como su estructura, contenido en CO y actividad microbiolégica (Tabla 11.4.).

400
E== Control
. AJ
BN MCPA
S 300 - i B MCPA+AJ
E
]
[2]
@
1S
S
@ 200
100 A
O T T
Control Al MCPA MCPA+AJ

Tratamientos

Figura II.22. Histograma de biomasa recolectada tras el estudio de bioensayo con las
macetas de Lepidium sativum L. tratadas con alperujo, con MCPA, por separado y en
combinacién y en macetas sin tratar (control).
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11.4.4.-Estudios con S-metolacloro

Los estudios de adsorcién-desorcion, lixiviacion y disipacion con S-metolacloro se
realizaron, tal y como se detalla en el apartado 11.3.4.1., con los suelos S, C y T sin
enmendar y enmendados tanto con AJ como con AM al 10% (p/p), al igual que en los

estudios con MCPA, y ademas al 5% (p/p) de enmienda.

11.4.4.1.-Estudios de adsorcion

Las isotermas de adsorcion de S-metolacloro en los suelos estudiados se
muestran en la Figura 11.23., donde se representa grdficamente la cantidad de S-
metolacloro adsorbida (Cs (umol kg'l)) frente a las distintas concentraciones de equilibrio
(Ce (UM I'l)). Los correspondientes parametros de adsorcion se reflejan en la Tabla 11.10.,
tras ajustar las isotermas a la ecuacion de Freundlich (Ecuacién I1.3.). Debido a la
variabilidad en los valores de nf y con el objetivo de comparar la capacidad de adsorcion
de los distintos suelos, se calculd un coeficiente de distribucidén a la concentracion de
equilibrio igual a 10 uM (Kg:0), que se encuentra dentro del rango de concentraciones
estudiadas para S-metolacloro en las isotermas de adsorcién (5, 10, 20, 40 y 50 uM).

A diferencia de MCPA, que mostrd isotermas tipo L, la mayoria de las isotermas
de S-metolacloro son de reparto constante o C (nf~ 1) (Giles, 1960). Esto indica que, en el
rango de concentraciones estudiadas, la adsorcidn no se ve afectada por la concentracion
del herbicida, es decir, ocurre un reparto constante entre la fase acuosa y organica del
adsorbente. Los suelos sin enmendar mostraron menor capacidad de adsorcion de S-
metolacloro que los enmendados, aunque mayor que para el caso de MCPA (Tablas II.7. y
11.10.). No se encontraron diferencias significativas en la capacidad de adsorcion de los
suelos Sy C, mientras que el suelo T mostré ligeramente una mayor capacidad adsorptiva.
Los valores de Kgip para S-metolacloro en los suelos sin enmendar, no mostraron
diferencias significativas entre ellos (Tabla 11.10.).

Los suelos enmendados mostraron un aumento claro en la adsorciéon de S-
metolacloro a diferencia de lo encontrado con MCPA. S-metolacloro es un herbicida cuya
capacidad de adsorcién a los suelos se afecta, en general, por la presencia de
componentes coloidales del mismo, tanto inorganicos (minerales de arcilla) como

organicos (CO), tal y como se ha confirmado en estudios previos con el producto racémico
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metolacloro y con S-metolacloro (Torrents y Jayasundera, 1997; Weber et al., 2003;

Shaner et al., 2006).

Tabla I1.10. Coeficientes de adsorcion de Freundlich para S-metolacloro en los tres suelos
estudiados, sin enmendar (S, Cy T) y enmendados al 5% y 10% (p/p) con AJ (S5J, S10J,
C5J, C10J, T5J y T10J) y con AM (S5M, S10M, C5M, C10M, T5M y T10M).

Kf.
Rzads a0 I"fads Kd10
(mg -1/nf kg—l ml—l/nf)

S 0.993 1.00(0.871/1.14)* 1.05%0.052** 12.2+1.12

S5J] 0.979 2.33(2.01/2.78) 1.12+0.032 10.9+1.46
$10) 0.959 7.59(6.30/9.13) 0.973+0.115 16.9+2.03
S5M 0.994 1.84(1.25/2.19) 1.09+0.098 10.2+1.30
S10M 0.979 5.38(5.62/6.254) 1.03+0.085 15.9+2.51

C 0.964 1.13(0.832/1.54) 1.10+0.122 13.7+1.84

C5] 0.978 1.15(0.92/1.43) 1.00+0.102 16.1+2.20
C10J 0.987 7.68(6.01/8.69) 1.39+0.287 41.0+6.53
C5M 0.992 2.59(2.06/2.89) 1.12+0.083 15.2+1.86

C10M 0.984 10.0(9.05/11.05) 1.05+0.053 16.7%+2.13

T 0.987 1.57(1.32/1.84) 1.05+0.068 12.9+1.41
T5] 0.991 2.68(2.44/3.04) 1.14+0.123 11.9+1.79
T10) 0.934 3.85(2.77/5.35) 1.28+0.196 22.9+3.14
T5M 0.987 3.05(2.72/3.68) 1.09+0.158 11.5+2.13
T10M 0.975 5.85(4.97/6.88) 1.03+0.095 16.6+2.71

*Los numeros entre paréntesis son desviaciones estandar respecto a la media
** Los nimeros son medidas de nf + desviacion estandar

El aumento en la adsorcion es mas intenso a dosis mas altas de alperujo,
revelando que en estos suelos, el efecto que produce sobre estos procesos el componente
orgdnico, es mds importante que el componente inorganico. El estudio de Weber et al.
(2003), donde se compara la adsorcion y movilidad del producto racémico metolacloro en
cinco suelos procedentes del sur de Inglaterra, revela una mayor correlacién de estos
componentes organicos del suelo con la adsorcién del herbicida metolacloro respecto a

los componentes inorganicos, lo que corrobora los resultados aqui presentados.
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Los valores mds altos de adsorcidn se dan al enmendar el suelo arenoso con AJ al
10%, alperujo de mayor HIX (9.5) y COS, mientras que fue la adicién de AM la que mas
aumento la adsorcién en Cy T (Tabla 11.10.). A altas concentraciones del herbicida (K1), €5
AJ la enmienda que mayor adsorcién produce en los tres suelos usados (Tabla 11.10.) al
igual que ocurre para MCPA (Kd,s, Tabla I.7.). Esta diferente adsorcion en suelos
enmendados con alperujos de contenido en CO similar (81 y 91%) pone de manifiesto, al
igual que en el caso de MCPA, la importancia de la naturaleza de la materia orgdnica
exodgena (Cox et al., 1995, 2000). El distinto grado de asociacion de la materia organica con
los componentes coloidales del suelo, lo que depende de tanto las propiedades de las
enmiendas como de la naturaleza coloidal del suelo (Celis et al., 1999; Cox et al., 2000),

también puede influir en las diferencias en la adsorcion.
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Figura I1.23. Isotermas de adsorcién de S-metolacloro en los suelos S (arriba), Cy T
(abajo) sin enmendar y enmendados con AJ o AM al 5% y 10% (p/p) (S5J, S10J, S5M,
S10M, C5J, C10J, C5M, C10M, T5J, T10J, TSM y T10M).
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11.4.4.2.-Estudios de desorcion

MCPA y S-metolacloro bajo condiciones de laboratorio

En la Figura 11.24. se han representado las isotermas de adsorcién-desorcion de
S-metolacloro en los suelos S, Cy T sin enmendar y enmendados con Al y AM al 5% y 10%
(p/p). Los pardmetros de desorcion se recogen en la Tabla I1.11.
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Figura 11.24. Isotermas de adsorcion y desorciéon de S-metolacloro en los suelos S
(izquierda), C (centro) y T (derecha) sin enmendar y enmendados al 5% y 10% con Al y AM.
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El ajuste de la ecuacion de Freundlich fue mucho mejor que el obtenido para el
herbicida MCPA (Tabla I1.6.), tal y como muestran los coeficientes de ajuste calculados. La
desorcién de S-metolacloro es irreversible en los suelos S y T, que mostraron coeficientes
de adsorcién ngq mayores que 10s nges (Tablas 11.6. y 11.11.) lo cual es indicativo de
fendmenos de histéresis (Seybold y Merseil, 1996), mostrando coeficientes de histéresis
mayores en los suelos enmendados respecto a los no enmendados. En el caso del suelo C
ocurri6 al contrario, encontrandose valores de ng.; mayores que ngys a excepcion de C5J,
C10J y C5M (Tabla 11.11.). Estos resultados no coinciden con los obtenidos por Cox et al.
(1997) y Koskinen et al. (2006), que encontraron mayores H en sistemas altamente
adsorbentes, y puede ser debido a la diferente capacidad adsorbente de la materia
organica del suelo y a la materia organica exdgena. A diferencia de MCPA, la adicion de
enmienda no favorece la desorcion de S-metolacloro hacia la solucién del suelo.

Tabla II.11. Coeficientes de desorcién de Freundlich, porcentaje de desorciéon (D) y
coeficiente de histéresis (H) para S-metolacloro en los tres suelos estudiados, sin
enmendar (S, Cy T) y enmendados al 5% y 10% (p/p) con AJ (S5J, S10J, C5J, C10J, T5J
y T10J) y con AM (S5M, S10M, C5M, C10M, T5M y T10M).

R%4es 1 /,.fode.sl 1/nf Nfges D H
(mg kg™ mI”/™) (%) (%)
S 0.976 6.98(6.05/8.05)* 0.465%0.051** 48.3 44.5
S5] 0.989 6.08(6.18/7.20) 0.680+0.111 44.2 555
S10] 0.987 15.2(13.7/16.9) 0.619+0.049 39.6 63.6
S5M 0.991 8.2(7.76/8.84) 0.496+0.085 20.4 46.1
S10M 0.960 20.6(17.5/24.4) 0.489+0.070 21.5 47.6
C 0.999 0.996(0.952/1.04) 1.12+0.016 66.7 102
C5] 0.987 4.25(3.15/5.21) 1.02+0.026 42.9 68.3
C10) 0.987 14.9(13.3/16.6) 1.03+0.036 28.1 39.7
C5M 0.993 16.9(16.1/17.2) 1.11+0.236 38.2 82.7
CioM 0.975 4.42(3.51/5.82) 1.08+0.122 38.5 131
T 0.981 4.98(5.75/6.36) 0.692+0.051 50.9 65.6
T5] 0.989 6.45(5.65/6.96) 0.895+0.121 35.1 82.5
T10] 0.992 7.61(6.93/8.35) 0.934+0.041 30.9 73.0
T5M 0.999 8.28(8.02/8.49) 0.982+0.062 45.2 74.1
Ti0M 0.996 9.61(8.80/10.5) 0.820+0.038 30.8 79.4

*Los numeros entre paréntesis son desviaciones estandar respecto a la media**Los nimeros
son medidas de nf + desviacién estandar.
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11.4.4.3.-Estudios de disipacion
En la Figura 11.25. se muestran las curvas de disipacion de S-metolacloro tras 135
dias de incubacion a 24+1 °C y 40% de la capacidad maxima de retencion de agua en los
suelos sin enmendar y enmendados. En la Tabla I1.12. se muestran los valores de vida
media (T,/,) de S-metolacloro en esos suelos tras el ajuste de las curvas de disipacién a una

cinética de primer orden (Ecuacién I1.5.).

%S-metolacloro

[0] 20 40 60 80 100 120 140
Tiempo (Dias)

%S-metolacloro
%S-metolacloro
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Figura II.25. Curvas de disipacion de S-metolacloro en los suelos S (arriba), C y T
(abajo) sin enmendar y enmendados con AJ y AM a la dosis del 5% y 10% (p/p) AJ (S5J,
S10J, C5J, C10J, T5J y T10J) y con AM (S5M, S10M, C5M, C10M, TS5M y T10M).
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Tabla II.12. Coeficientes de ajuste a una cinética de primer orden y Vidas medias (T1/2)
para S-metolacloro en los tres suelos estudiados, sin enmendar (S, Cy T) y enmendados
al 5% y 10% (p/p) con AJ (S5J, S10J, C5J, C10J, T5J y T10J) y con AM (S5M, 10M, C5M,
C10M y T5M y T10M).

Suelos s S53 S10J S5M S10M
R? 0.988 0.979 0.797 0.911 0.799
T 31 67 149 71 178
/2 (24/39)*  (59/76) (128/162) (62/89) (113/199)
Suelos C c5J C10J C5M C10M
R? 0.948 0.978 0.968 0.766 0.568
T 19 39 a7 158 1752
1/2 (11/29) (29/46) (38/59) (112/187) (223/2639)
Suelos T T53 T10J T5M Ti0M
R? 0.986 0.991 0.679 0.989 0.599
T 21 41 1500 58 121
/2 (16/32) (36/48) (345/2352) (42/71) (76/291)

*Los numeros entre paréntesis son desviaciones estandar respecto a la media

La persistencia de S-metolacloro en los suelos se ve afectada por la actividad
microbiana asi como por la naturaleza e intensidad de las interacciones entre el herbicida
y las particulas del suelo (Pignatello et al., 1991; Shaner et al., 2006). En este estudio, al
igual que se ha encontrado para MCPA, S-metolacloro mostré menor persistencia en los
tres suelos estudiados sin enmendar (Fig.l1.15.), describiendo curvas de disipacion de tipo
sigmoidales, caracteristicas de procesos de degradacion de sustratos microbianos (Figura
I1.4.). La menor capacidad de adsorcion de estos suelos sin enmendar favorece que el
herbicida en solucién se encuentre mas disponible para los procesos de degradacion. No
se encontraron diferencias significativas en la vida media del herbicida entre los 3 suelos
originales (Tabla 11.12.), que fueron similares a las encontradas en los estudios de
O’Connell et al. (1998) y también por Shaner et al. (2006).

La adicién de enmienda produjo un aumento importante en la persistencia del
herbicida en los tres suelos, siendo mayor a la dosis mas alta de enmienda (10% (p/p). La
alta persistencia de los suelos S10M, C10J, CIOM y T10M, hizo que sus curvas de
disipacién, no se ajustaran bien a una cinética de primer orden (Ecuacién 11.5.), de ahi la
variabilidad tan alta en las vidas medias encontradas (Tabla 11.12.). Al contrario que con
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MCPA, no se observan diferencias significativas en la persistencia de S-metolacloro entre

los dos tipos de residuos.

11.4.4.4.-Estudios de lixiviacion

En la Figura I1.26. se muestran las curvas de elucion relativas y acumuladas de S-
metolacloro en los suelos sin enmendar y enmendados con Al y AM al 5% y 10% (p/p).

Los bajos maximos relativos alcanzados en las curvas de lixiviacidon relativas
corroboran que la retencion del herbicida es mas intensa que la encontrada para el
herbicida aniénico MCPA, tanto por los suelos sin enmendar, como en los enmendados
(Figuras 11.10. y 11.26.). En el caso de los tres suelos sin enmendar, las diferencias en el
potencial de lixiviacién fueron mucho mayores que las encontradas para MCPA. Esto es
debido a que C y T presentan mayor contenido en MO vy arcilla, componentes
determinantes en la adsorcién de S-metolacloro (Shaner et al., 2006) y no para MCPA
(Buss et al., 2006).

El comienzo de lixiviacién de S-metolacloro se ve retrasado en los suelos Cy T, si
se compara con el suelo S, lo que se atribuye al mayor contenido CO vy arcillas de los
primeros, y por tanto, mayor capacidad de retencién de los primeros. Sin embargo, los
coeficientes de adsorcion reflejaron sélo un pequefio incremento en C y un incremento
algo mayor para T, respecto a S (Tabla 11.10.). La curva de elucion de S-metolacloro en el
suelo arenoso presentd una forma mas simétrica que la de los suelos C y T, mostrando
ademas, un maximo relativo mucho mayor (5.5%, frente a 0.6% y 1.6%, respectivamente),
(Figura 11.26.). Esto se puede explicar por la menor capacidad de adsorcién de S-
metolacloro de este suelo de textura mas gruesa menor CO, respecto a los otros dos
suelos (Figura 11.26.).

La adicién de alperujo a todos los suelos retrasé la lixiviacion de S-metolacloro
respecto a los suelos originales, corroborando el aumento de la capacidad de adsorcién de
éstos al enmendar tanto a la dosis de 5% como al 10% (p/p) (Tabla 11.10.). No se
encontraron diferencias significativas Unicamente en la adsorcién de los suelos C y C5J,
aunque éste Ultimo mostrara un retraso en la lixiviacion (Figura 11.26.). El retraso en la
lixiviacion al enmendar fue mucho mas intenso para el suelo S, que mostré un maximo de
elucién 2.6 veces menor para los suelos enmendados al 5% y de hasta 18 veces menor
para los enmendados al 10%. Los suelos C10M y T5M, T10M no lixiviaron herbicida, que se
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explica por los altos K.gs encontrados para C10M y T10M (10 y 5.85, respectivamente),

mientras que por el contrario, C5M y T5M no lixiviaron y mostraron Kg,¢s mucho menores.
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Figura I1.26. Curvas relativas de lixiviacién (izquierda) y acumuladas (derecha) para S-
metolacloro en los suelos sin enmendar (S, Cy T) y enmendados al 5% y 10% (p/p) con
AJ (S5J, S10J, C5J, C10J, T5Jy T10J) y con AM (S5M, S10M, C5M, C10M, T5M y T10M).
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Al contrario de lo encontrado para MCPA, que mostré mayor porcentaje
acumulado en los suelos en los suelos S y C sin enmendar, respecto a los enmendados, lo
gue se atribuyd a la menor retencidn del herbicida en estos sistemas y por ello, una mayor
exposicion a fendmenos de degradacion (Figura 11.20.), los porcentajes totales acumulados
de S-metolacloro en los suelos originales fueron mas altos que los suelos enmendados, a
excepcioén del suelo T.

Los procesos de lixiviacion se pueden ver afectados por diversos factores, entre
ellos la naturaleza del herbicida, la cantidad y calidad del CO o del COS y la porosidad del
suelo, como factores mas determinantes. Los resultados del estudio de lixiviacion con S-
metolacloro revelan que el factor mdas determinante en la retencion y el patrén de
lixiviacion de este herbicida es el contenido en CO, y no la porosidad del suelo, ya que el
aumento de volumen de poro al enmendar los suelos (Tabla II.5. y Figura 11.4.) no se
tradujo en un aumento en la lixiviacidn, sino que al contrario, la lixiviaciéon de S-
metolacloro se ve fuertemente reducida e incluso a veces, no ocurre lixiviacion en las
condiciones de este estudio, como se vio en los suelos C10M, T5M y T10M (Figura 11.26.).
El suelo S, de textura arenosa, lixivié el mayor porcentaje total de los tres suelos (52%,
Tabla 11.13.), frente al 13.5% y 36.8% de los suelos C y T. Las diferencias en la lixiviacion
total se atribuyen a la diferente textura de los suelos: la mayor cantidad de poro de gran
tamafio en el suelo S, facilita la movilidad del herbicida por el perfil del suelo, reduciendo
el tiempo de permanencia de éste en el suelo (tras 30 dias de estudio, cesa la lixiviacion
del herbicida), y como consecuencia, minimizando los procesos de adsorcidon y
degradacion.

Tras 50 dias de estudio de movilidad en columnas del herbicida, se extrajo el
herbicida residual retenido en el suelo dividiéndose la columna en 4 fragmentos de
profundidades: 0-5, 5-10, 10-15 y 15-20 cm. El porcentaje extraido de S-metolacloro
residual a distintas profundidades, se recoge en el grafico que describe la Figura 11.27.

Aunque los suelos originales S, C y T no mostraron diferencias significativas en
la capacidad de adsorcion del herbicida, y tampoco en su persistencia en el suelo (Tablas
11.10. y 11.12.), si mostraron diferencias en el balance de masas calculado tras el estudio de
lixiviacion. La extraccion del suelo S, no reveld cantidades cuantificables de S-metolacloro
residual a diferencia de C y T (Figura 11.27). La Figura 11.27. muestra en general, mayor
porcentaje que recuperacion de herbicida en los suelos S y T. La menor recuperacion total
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de S-metolacloro en Cy T, respecto a S (24 y 46% respecto a 52%, Tabla 1.13.), se debe a
que el herbicida permanece mas tiempo en la columna de suelo (50 d) y los procesos de
degradacién fueron mayores respecto al suelo arenoso. El suelo C, de mayor contenido de
la arcilla expansiva montmorillonita, y volumen de poro menor de los tres suelos

estudiados, presentd el menor porcentaje de recuperacion (24%) (Tabla 11.13. y Figura

1.27.).
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Figura II.27. Porcentajes de S-metolacloro extraido de las porciones de suelo a distintas
profundidades de las columnas de suelo empaquetadas a mano.

Por otro lado, el suelo T enmendado con AM que no lixivid, mostrd los
porcentajes mas altos de extraccidn en la columna de suelo (Figura 11.27.), que ademas se
detectaron mayoritariamente en los fragmentos mas superficiales de la columna. Esto

muestra que aunque los coeficientes de adsorcion para T5M y T10M no fueron los mds

elevados (Tabla 11.10.), el herbicida fue fuertemente retenido.
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Tabla II. 13. Porcentajes totales lixiviados, residual en la columna empaquetada a mano
y Total calculado, de S-metolacloro en los suelos S, C y T sin enmendar y enmendados al

5% y 10% (p/p).

Total Total Total
Suelos lixiviado extraido
(%)

S 52.5+1.76* - 52.5
S5] 62.2+2.06 13.5+0.414 75.7
S10] 4.07+0.240 17.9+0.125 21.9
S5M 44.8+2.37 14.3+0.028 59.1
S10M 3.52+0.051 16.3+0.280 19.8

C 13.5+0.924 10.5%+0.230 24.0
C5] 6.45+3.12 7.90%+0.030 14.3
C10] 2.53%+1.76 11.7+0.120 14.2
C5M 0.625+0.780 18.4+0.070 19.0
Ci0M - - -

T 36.8+0.880 9.40+0.330 46.2
T5] 7.42+0.890 44.0+0.221 51.4
T10] 0.080%+0.001 24.8%+0.520 24.9
T5M - 44.1+0.390 44.1
Ti0M - 39.1+0.296 39.1

*Los numeros son medidas de nf = desviacién estandar.

1.4.4.5.-Bioensayo

Se realizd un bioensayo para comprobar si la eficacia bioldgica del herbicida S-
metolacloro sobre la mala hierba Lepidium sativum (raigras inglés) se veia afectada por la
adicién de alperujo y del herbicida al suelo.

Al igual que ocurrid para MCPA, la eficacia de S-metolacloro frente a la hierba, no
se redujo en el suelo enmendado C10J. Mientras que MCPA no mostré una alta adsorcion
al suelo, y por ello la posible reduccién de su eficacia frente a la mala hierba no era
esperable, S-metolacloro mostré una alta capacidad de ser retenido por el suelo
enmendado (Kdqo= 41). No obstante, en el suelo C10J, a pesar de de la alta adsorcién

encontrada, no se encontrdé germinacion de las semillas en las macetas, lo que indicé que
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no existe un efecto inhibitorio sobre la actividad bioldgica del herbicida. Ademas, y al igual
que ocurrié para MCPA, las macetas con suelo enmendado y sin herbicida, no mostraron
efecto fitotdxico por la adicion de alperujo (Figura 11.18.), mostrando cantidades de
biomasa aunque menores, visiblemente las plantas no se vieron afectadas con el

tratamiento AJ (Figuras 11.28. y 11.19.).

-

S-METOLACLORO+AJ

S-METOLACLORO, CONTROL

Figura II1.28. Estado de las macetas de raigras inglés crecidas tras 20 dias de ensayo en
laboratorio para los tratamientos Control, alperujo, S-metolacloro+AJ y S-metolacloro.
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Figura II.29. Histograma para la biomasa de raigrass inglés crecida tras 20 dias de
ensayo en laboratorio para los tratamientos Control, alperujo, S-metolacloro+AJ y S-
metolacloro
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11.5.-Conclusiones

Aunque los residuos de almazara mostraron similares contenidos en carbono
orgdnico, los estudios de espectroscopia de fluorescencia y de infrarrojos revelaron
diferencias en la fraccion soluble del mismo, y distinto grado de humificacién y
compostaje. Los resultados revelan un diferente efecto de los alperujos sobre el
comportamiento de MCPA y S-metolacloro. Mientras que en caso de éste ultimo se redujo
la lixiviacion, disipacion e incrementa la adsorcidon en los suelos, el alto potencial de
lixiviacion que presentdé MCPA, no se vio reducido significativamente por la adicion de los

residuos usados.
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l11.1.-Introduccion

La materia orgdnica del suelo (MO) constituye un complejo y dindmico sistema
sometido constantemente a cambios temporales y espaciales, que se ve afectado por
factores bidticos y abidticos. La naturaleza fisica y quimica de la MO es resultado de la
accién conjunta de factores como la entrada de biomasa al sistema, de la historia agricola
del suelo (Alleto et al., 2010; Schnitzner y Monreal., 2011; Pignatello et al., 2012), de la
composicién de la matriz mineral del mismo, la climatologia, la abundancia de agua, la
profundidad del perfil del suelo, la microflora, microfauna y de la mesofauna que lo
habitan (Pignatello, 2012).

Ya en el Capitulo | se menciona la fraccién orgdnica de los suelos como
componente determinante en los procesos de adsorcion-desorcidn de algunos plaguicidas.
Existen estudios que ponen de manifiesto que la composicién coloidal del suelo
condiciona fuertemente el grado de adsorcidon de la MOS exdgena que aporta los residuos,
asi como las interacciones que se daran entre los plaguicidas y las particulas del suelo. Las
interacciones entre la MO del mismo y la procedente de los residuos va a depender de su
estructura quimica y por tanto del origen de la misma (Schnitzner y Monreal., 2011).

La evolucidn y transformacion de la MO en los suelos enmendados, debido
fundamentalmente a las condiciones climaticas, juega un papel relevante en la
determinacién de su capacidad de interaccionar con compuestos organicos en el suelo
(Cox et al.,, 2004; Barriuso et al., 2011). Algunos autores han investigado sobre el
comportamiento de plaguicidas en suelos enmendados con alperujo y/o orujo (Lopez-
Pifieiro et al., 2006, 2008a, b; Albarran et al., 2004; Cabrera et al., 2008, 2010), pero
existen pocos trabajos desarrollados bajo condiciones de campo y que evalten el efecto
de la transformacion de la MO del suelo en el comportamiento de plaguicidas (Cabrera et
al., 2009; Cafiero et al., 2012).

Bentazona (2, 2-diéxido de 3-isopropil-(1H)-2, 1, 3-benzotiazidin-4(3H)-ona) es
uno de los herbicidas mas ampliamente usados en agricultura para el control de malas
hierbas en cultivos de maiz, arroz y otros cultivos intensivos (Li et al., 2003; Liu et al.,
2011). Debido a su baja capacidad de adsorcién en suelos y, por tanto, a su alta movilidad,
presenta alto riesgo de lixiviacidon hacia aguas subterraneas (Lagana et al., 2002; Dousset

et al.,, 2004) y es frecuentemente detectado en aguas superficiales y subterraneas a
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concentraciones superiores a las establecidas por la UE. Loos et al. (2010) encontraron
que la bentazona constituia un serio problema de contaminacion en términos de
frecuencia de deteccion y concentraciones maximas en aguas subterraneas en 23 paises
europeos bajo estudio. En Alemania en particular, bentazona es uno de los plaguicidas que
mas problemas causa en la gestion de aguas potables. En Espafia, Kuster et al. (2008)
demostraron que bentazona era uno de los contaminantes mas destacados en muchas

regiones de Espafia sometidas a practicas intensivas de manejo agricola.

111.2.-Objetivos

El objetivo general de este estudio ha sido por un lado, evaluar el impacto que
tienen aplicaciones sucesivas a un suelo agricola durante 9 afios de dos residuos de
almazara (un alperujo y un orujo), y por otro lado, la aplicacién de estos mismos residuos
frescos bajo condiciones de laboratorio, sobre las propiedades fisicas y quimicas de un
suelo de olivar, asi como sobre los procesos que regulan el comportamiento de los

herbicidas bentazona y S-metolacloro.

11l.3.-Materiales y métodos

lll.3.1.-Herbicidas

1ll.3.1.1.-Bentazona

Bentazona es un herbicida que pertenece a la familia de las benzotiadiazinonas.
Presenta un peso molecular de 240.3 g mol™ y su solubilidad en agua es de 0.570 g I"a pH
7 y a 22 °C. Es un acido débil con pKa= 3.2 (Boivin et al., 2005) que se encuentra en la
solucién del suelo fundamentalmente en forma aniodnica. El producto técnico (pureza del
98%) usado para los estudios de adsorcion-desorcion, disipaciéon, mineralizacién vy
lixiviacion fue proporcionado por BASF (Limburgerhof, Alemania). Los estudios de
mineralizacién se realizaron usando C'“-bentazona marcada en el carbono del grupo
carbonilo, con actividad especifica de 6.8 MBq mg’1 y proporcionado por IZOTOP
(Budapest, Hungria).

Bentazona es un herbicida selectivo de contacto, de absorcidon por las hojas.
Actla en postemergencia sobre monocotiledéneas no gramineas y dicotileddneas

inhibiendo la actividad fotosintética en el fotosistema Il (PSIl). Se degrada principalmente
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por hidroxilacion en suelo y en plantas se metaboliza rapidamente hacia moléculas

derivadas del acido antranilico (Li et al., 2003; Liu et al., 2011).

Figura III.1. Estructura quimica tridimensional de la molécula de bentazona. gris: &tomos
de carbono; azul marino: nitrégenos; blanco: hidrégenos; amarillo: azufre; rojo: oxigenos.

111.3.1.2.-S-metolacloro
Las propiedades fisicas y quimicas de S-metolacloro ya han sido descritas en el

apartado 11.3.1.2 del Capitulo II.

111.3.1.3.-Método de analisis de herbicidas
Las muestras de bentazona y S-metolacloro se analizaron usando HPLC en las
mismas condiciones descritas en el apartado 11.3.1.3. del Capitulo II. El sistema de eluciéon
fue una mezcla 40:60 (v/v) acetonitrilo/H;PO, al 0.25% (pH= 2.8) y mezcla de acetonitrilo y
agua ultrapura Mili-Q en una proporcién 55:45 (v/v), respectivamente. Las muestras de

bentazona C**se analizaron por LSC, bajo las condiciones descritas en el apartado 11.3.1.3.

111.3.2.-Residuos orgdnicos y suelo

Se usaron dos residuos organicos subproductos del proceso de centrifugacion en
dos fases para la obtencion de aceite de oliva: un alperujo (OW) resultado de la extraccion
en dos fases con agua y proporcionado por la empresa Olidal en Portalegre (Portugal), y
un orujo (DW) resultado del tratamiento del aceite de oliva producido en la centrifugacion
en dos fases con hexano, seguido de una posterior destilacion para obtener un aceite de
oliva de segunda extraccion. Este orujo fue suministrado por UCASUL, empresa localizada

en Beja, Portugal.
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Se selecciond un suelo procedente de una granja experimental perteneciente al
Instituto Nacional de Investigacién Agraria y Pesquera (INIAP) en Elvas, Portugal (38253’ N;
799’W; 290 msnm). Para este estudio se seleccionaron 15 parcelas de un olivar de
dimensiones 14x15 m, distribuidas al azar, que habian sido tratadas durante 9 afios de la
siguiente manera: tres de ellas con alperujo a la dosis de 30 Mg ha™ y afio, otras tres
parcelas con 60 Mg ha’ (OW30 y OW60) (equivalentes a 0.62 y 1.24% (p/p),
respectivamente), e igualmente otras seis parcelas con orujo a las dosis de 27 y 54 Mg ha™
y afio (DW27 y DW54) (equivalentes a 0.56 y 1.12% (p/p), respectivamente). Tres parcelas
permanecieron sin enmendar y constituyeron las parcelas control a lo largo del estudio
(S). La distribucion de las parcelas se muestra en la Figura Ill.2. En la parte inferior
izquierda de esta figura se muestra una parcela experimental individual, que se encuentra
dividida en diferentes subparcelas de 3 x 4 olivos, de entre los cuales se seleccionan como
puntos de muestreo los dos arboles que quedan en el centro de la misma (en rojo, Figura
I1.2.), previniendo de este modo el posible efecto borde o deriva que pudiera ocasionarse
en el muestreo. Los residuos fueron aplicados manualmente cada mes de febrero a lo
largo de un periodo de 9 afos, distribuyéndose por la superficie del suelo, tras lo que se
realizdé un arado con el fin de homogeneizar la superficie del suelo enmendada. Tras 20
meses desde el Ultimo tratamiento, se recogieron muestras de suelo de los primeros 25
cm de profundidad en cada parcela.

Con el objeto de comparar el comportamiento de los herbicidas bentazona y S-
metolacloro en estos suelos bajo el efecto de residuos organicos transformados (suelos
enmendados en condiciones de campo durante 9 afios) y con residuos organicos frescos
en laboratorio, se recolectaron muestras de suelo sin enmendar (S) que se secaron a
temperatura ambiente, cuya fraccién menor de 2 mm fue enmendada bajo condiciones de
laboratorio con los mismos residuos, OW y DW a las dosis de 5y 10 % (p/p) (OW5, OW10,
DW5 y DW10) y almacenada a 42C hasta su posterior uso. La cantidad total de residuo
afiadida al campo tras los 9 afios de tratamiento fue similar a aquella recibida por los

suelos enmendados en laboratorio.
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Figura III.2. Distribucién al azar de las parcelas experimentales de la granja de INIAP.

111.3.3.-Andlisis de residuos orgdanicos y de suelo

La textura del suelo (20% arcilla, 20% limo y 60% arena) fue determinada por
sedimentacion usando el método de la pipeta (Gee y Bauder, 1982). El suelo es un Luvisol
Cutdanico (ISSS-ISRIC. FAO, 1994), ampliamente distribuido en el drea mediterranea. El
contenido en COT de los suelos y los residuos fue determinado por oxidacidon con
dicromato seglin Nelson y Sommers. (1982) y el pH fue medido en una relacién 1:1 (p/v)
suelo/agua y 1:5 (p/v) residuo/agua, usando un electrodo combinado. La conductividad
eléctrica (CE) fue medida en un extracto saturado para el suelo (US Salinity Laboratory
Staff, 1954) y en una relacidn 1:10 (p/v) de una mezcla DW/OW y agua. El COS de los
suelos y los residuos fue determinado en una solucidn con agua destilada a la relacion 3:1
(agua/suelo) (v/p) y 100:1 (agua/OW y agua/DW) y los extractos fueron medidos con un
espectrofotémetro de absorbancia Shimadzu TOC-V sch. Los 4cidos humicos y fulvicos (AH
y AF, respectivamente) fueron extraidos de los suelos y residuos con una solucién 0.1 M
de Na,P,0; + NaOH usando una relacién 10:1 (extractante/muestra suelo o residuo). Para
precipitar los acidos humicos el sobrenadante se acidificd hasta alcanzar pH 2 con H,S0, (1
M). El COS y el COT asociados con cada fraccién de AH y AF (CAH y CAF, respectivamente)
fueron determinados por oxidacién dicromatica y medida su absorbancia a 590 nm (Sims y
Haby, 1971). El grado de polimerizacién (GP) de la materia organica del suelo fue
calculado como la relacién entre CAH/CAF. La lignina fue determinada usando el método

descrito por Goering y Van Shoest, (1970). Asimismo, se realizd un estudio sobre las
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propiedades superficiales (Washburn, 1921) de los suelos siguiendo la metodologia
descrita en el apartado 11.3.3.2.

Se separé la fraccidn arcilla del suelo (fracciéon de tamarfio de particula inferior a 2
um) por sedimentacion, tras una eliminacion previa de carbonatos con acetato/acético
(pH 5) (Jackson, 1975). La mineralogia de la fraccién arcilla se determind por difraccion de
Rayos X sobre agregados orientados saturados en Mg2+ tratados con etilenglicol y K"
calcinadas a 5009C (Brown, 1961).

Se monitorizé la respiracion basal (la produccion de CO, por parte de organismos
vivos del suelo) durante 42 dias en los suelos frescos sin enmendar y enmendados con OW
y DW en campo (OW30, OW60, DW27 y DW54), y en laboratorio (OW5, OW10, DW5 vy

DW10). La metodologia se recoge en el apartado 11.3.3.5. del Capitulo II.

111.3.4.-Estudios de laboratorio

111.3.4.1.-Estudios de adsorcidn-desorcion

Duplicados de 5 g de suelo sin enmendar y enmendados con OW y DW (OW30,
Owe60, DW27, DW54, OW5, OW10, DW5 y DW10) fueron tratados con 10 ml de
soluciones iniciales conocidas (C) de bentazona (0.05, 0.1, 0.5, 1, y 1.5 mM) y S-
metolacloro (5, 10, 20, 40, 50 uM). Las muestras se trataron y se analizaron siguiendo las

metodologias descritas en los apartados 11.3.1.2. y 11.3.4.1. del Capitulo II.

111.3.4.2.-Estudios de disipacion-mineralizacion-actividad deshidrogenasa

Los estudios de disipacién se realizaron para ambos herbicidas, pero la
mineralizacion sdlo se determind para bentazona, ya que no se disponia de producto
marcado S-metolacloro. Para los estudios de disipacién-mineralizacion de bentazona se
usaron matraces biométricos que contenian 25 g de suelo sin enmendar (S), los suelos
enmendados con OW y DW en el campo durante 9 afios (OW30, OW60, DW27 y DW54) y
de los suelos enmendados en el laboratorio (OW5, OW10, DW5 y DW10). El suelo fue
incubado durante 42 dias a 24 +1 2Cy al 40 % de capacidad maxima de retencion de agua
del suelo. El peso de los matraces con el suelo se controlaba semanalmente y en caso de
pérdida, se ajustaba al peso inicial con agua destilada, con el fin de mantener constante la

humedad durante todo el experimento.
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Los suelos que iban a ser extraidos en los tiempos de muestreo 0, 4 y 42 dias
fueron tratados con una disolucién de C*-bentazona hasta alcanzar una concentracion
equivalente 2.2 kg ha™, mientras que los suelos a extraer en los tiempos de muestreo 7,
14 y 28 dias, fueron tratados ademas, con C'*-bentazona hasta alcanzar una concentracién
final de 92.5 Bq g En todos los tiempos de muestreo se extraia la bentazona contenida
en los 25 g de suelo con 50 ml de una disolucién mezcla (40:60) (v/v) de acetonitrilo y
HsPO, al 0.25% (pH 2.8), agitando mecanicamente a 20+2°C durante 24h. Las suspensiones
se trataron y se analizaron como en los apartados 11.3.1.2. y 11.3.4.1. del Capitulo II.
Para monitorizar la mineralizacidon de bentazona, se deposité 1 ml de NaOH (1
N) en el brazo del matraz biométrico, que actuaria como trampa de CO, producido
durante el proceso de mineralizacion del herbicida. Al igual que se detalla en el apartado
11.3.4.4, el mililitro de NaOH se recogia y reemplazaba semanalmente por una nueva
disolucion y se analizaba por LSC.

Tras la extraccion de bentazona de los suelos contenidos en los matraces con C**-
bentazona, éste se dejé secar y molid, en un mortero de Agata. Se cuantificé el contenido
de residuos no extraibles de S-metolacloro. Un gramo de este suelo se sometid a
combustion a 9002C usando un oxidizador Harvey OX-500. El c" liberado tras la
combustién fue atrapado por un liquido disefiado para tal fin (Harvey’s c" cocktail), que
actudé como trampa de carbono y fue analizado por LSC.

En el caso de S-metolacloro se realizd un estudio de disipacién del mismo modo
gue para MCPA en el Capitulo Il y se monitorizé la actividad deshidrogenasa (ADH) en los
suelos sin enmendar y enmendados en presencia de S-metolacloro. Se determind usando
el método de Trevors (1984) modificado por Garcia et al. (1993). Para ello se incubé un
gramo de suelo (por triplicado) durante 20 h en oscuridad en presencia de 0.2 ml del
sustrato 2-p-iodofenil-3 p-nitrofenil-5 cloruro de tetrazolio (INT) (0.4%). El producto
formado: formazan iodonitrotetazolio (IF) se extrajo con 10 ml de metanol y se midid la

absorbancia a 490 nm.
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111.3.4.3.-Estudios de lixiviacion

Los estudios de lixiviacion para bentazona y S-metolacloro fueron llevados a cabo
por duplicado en columnas empaquetadas a mano con suelo alterado, sin enmendar y
enmendado tanto en el campo como en el laboratorio (S, OW30, OW60, DW27, DW54,
OWS5, OW10, DW5 y DW10). Con el fin de minimizar pérdidas de suelo durante el
experimento de lixiviacion, la parte inferior de las columnas se rellend con 20 g de arena
de mar y lana de vidrio. En la parte superior de la columna de suelo, una vez empaquetada
con los suelos, se colocaron de nuevo 5 cm de arena de mar. Las columnas de suelo fueron
saturadas con agua permitiendo el drenaje total durante 24 horas y entonces se procedid
a anadir un volumen de soluciéon en etanol equivalente a las concentraciones de
bentazona y S-metolacloro a la dosis de 1y 2.2 kg ha™ respectivamente, en la parte
superior de la columna. Cada dia las columnas fueron regadas con 50 ml de agua destilada
y los lixiviados fueron recolectados, filtrados y analizados por HPLC.

Al final del experimento se extrajo el suelo contenido en las columnas, siguiendo
la misma metodologia que el apartado 11.3.4.3. Se extrajeron los herbicidas usando una
solucion 40:60 (v/v) acetonitrilo y H;PO, al 0.25% (pH 2.8) para bentazona y una soluciéon

Unicamente de metanol para S-metolacloro.

111.3.4.4.-Analisis estadistico

Se llevé a cabo un andlisis estadistico usando el programa de estadistica SPSS
(v.11.5) para Windows. Los datos presentados se trataron con una ANOVA de una
variable. Igualmente se realizaron comparaciones usando el Test de Duncan. Las

diferencias se consideraron significativas a una p<0.05.
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111.4.-Resultados y Discusion

111.4.1.-Propiedades fisico-quimicas y superficiales de los suelos sin
enmendar y enmendados y propiedades fisico-quimicas de los residuos
Las propiedades fisicas y quimicas estudiadas para el suelo procedente de la

granja experimental INIAP sin enmendar, y de los suelos enmendados durante un periodo
de 9 afios con alperujo y orujo por separado en campo y los suelos enmendados en
condiciones de laboratorio con los mismos residuos, se resumen en la Tabla IIl.1. En la
misma se muestran las propiedades fisico-quimicas de los dos residuos utilizados, OW vy
DW.

La adicion tanto de alperujo (OW) como de orujo (DW) modificé las propiedades
originales del suelo tal y como se puede ver en la Tabla Ill.1. El contenido en COT aumentd
en los suelos enmendados con OW y con DW. Aunque éste era similar en los dos residuos
(535g kg'1 paraelOWy 516 g kg'1 para el DW), se encontraron mayores COT en los suelos
enmendados en el campo con DW que con OW, lo que se puede atribuir a una mayor
estabilidad de la materia orgdnica del primero a lo largo de los 9 afios de tratamiento, ya
gue presentd mayor contenido en lignina que OW (Tabla 1ll.1), polimero que se conoce
limita los procesos de degradacion (Komilis y Ham, 2003; Alburquerque et al., 2009).
Ademas, la adicion de OW y DW al suelo aumentd también el contenido en COS y este
incremento fue mas significativo en el caso de los suelos enmendados en laboratorio. El
menor contenido en COS de los suelos enmendados en el campo se puede atribuir a
pérdidas por procesos de lixiviaciéon y escorrentia y a procesos de biodegradaciéon por
parte de los microorganismos presentes en el suelo, ya que el COS constituye una fuente
de carbono facilmente accesible para ellos (Romero et al., 2005; Schnitzner y Monreal,

2011).
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Tabla III.1. Propiedades fisicoquimicas de los residuos organicos (OW y DW) y del suelo
sin enmendar y enmendados en campo con OW a la dosis de 30 y 60 Mg ha™ (OW30 y
OWG60), y con DW 27 y 54 Mg ha™ (DW27 y DW54), y suelos enmendados en laboratorio
con OW y DW a la dosis de 5% y 10% (w/w) (OW5, OW10, DW5 y DW10).

ow DW S Ow30 O0Owe0 DW27 DW54 OW5 O0OW10 DW5 DW10
coT
(e k) 535 516 14.6a 30.7b 37.6¢ 46.1d 63.5f 37.8c 54.8e 34.2bc 54.6e
cos 43 74  0.127a 0.542b 0.712c 0.760c  1.51d 3.29e  5.25f  5.54f  8.42g
(gke”)
CAH 52 31 0965a 2.07b 278  2.94c 4.14d 3.28c 5.16e 1.84b  3.20c
(gke”)
CAF 35 62 1.14a 1.94b 2.00b 1.77b 2.29¢ 2.59¢ 4.40e 3.68d 8.42f
(gkg™)
pH 5.70 53 7.95d 7.83d 7.74cd 7.81d 7.59¢ 6.81b 6.45b 6.56b 6.07a
(H,0)
CE 0.704 1.21 0.704a 1.21b 1.58c 1.11ab 1.87c 3.10d 4.94e 7.08f 12.39g
(dsm™)
GP - - 0.849b 1.07c 1.39¢ 1.66cd 1.81d 1.26¢ 1.17c 0.501a 0.38a
total N 16 24 - - - - - - - - -
(gkg™)
Lignina 19 24 - - - - - - - -
(gke™)

COT: Carbono orgéanico total; COS: Carbono organico soluble; CAH: Acidos humicos; CAF: Acidos

falvicos; GP: grado de polimerizacion; CE: conductividad eléctrica. Los datos de la misma fila seguidos

por la misma letra en el superindice no son significativamente diferentes con p < 0.05
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El contenido en CAH (fraccién de carbono de los Acidos Himicos) y CAF (fraccién
de carbono de los Acidos Fulvicos) aumentd con la enmienda tal y como muestra la Tabla
l1l.1., sin embargo se encontrd que la cantidad de CAH era igual o mayor que la de CAF en
todos los suelos enmendados excepto en los de laboratorio enmendados con orujo (DW5
y DW10), que también presentaron ademas un mayor contenido en COS. Al contrario, ésto
no se observé en los suelos enmendados en campo (DW27 y DW54) lo que puede ser
atribuido a una mayor degradabilidad de los AF respecto de los AH (Qualls, 2005). Como
consecuencia, el GP, (calculado como la relaciéon: CHA/CFA) aumenta con la enmienda en
todos los suelos a excepcion de DW5 y DW10. El hecho de que ésta relaciéon aumente,
indica humificacion de la materia organica hacia la formacién de moléculas mas
condensadas y complejas como AH y que a su vez presentan mayor GP.

El pH y la CE de los suelos se ven afectados también por la adicion de los residuos,
coincidiendo con otros autores (Alburquerque et al., 2004; Roig et al., 2006). Los suelos
enmendados en campo presentaron valores de pH similares al suelo sin enmendar,
mientras que los extractos de los suelos enmendados en laboratorio fueron mas acidos
(Tabla I1I.1). Igualmente, la CE de los suelos enmendados es mayor que la encontrada en el
suelo sin enmendar, siendo este aumento muy alto en el caso de los suelos enmendados
en laboratorio (Tabla Ill.1.). Las diferencias encontradas entre los suelos enmendados en
campo y los suelos en laboratorio con OW y DW, éstos ultimos de mayores pH y CE,
pueden ser también atribuidas a pérdidas de los compuestos solubles y sales a través de
los procesos de transporte y degradacién durante los 9 afios de enmienda en los suelos de
campo, lo que no ocurre en los suelos enmendados en laboratorio con los residuos
frescos.

El estudio del sistema de poros de los suelos explica en gran medida los procesos
de adsorcion, desorcidn, lixiviacion e incluso de degradacién que ocurren en el suelo, por
lo que su determinacidon constituye una herramienta basica para el conocimiento del
comportamiento de los plaguicidas en este sistema.

La Figura 11.3. muestra los volimenes de poro relativos y acumulados totales (VT)
para el suelo sin enmendar y los suelos enmendados con los dos residuos. EI VT (Figura
I11.3.) se vio incrementado con la adicién de residuos en los suelos enmendados en el

campo, siendo este aumento mas importante en el caso de DW. Esto fue causa de un
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aumento de poros en el rango de mayor tamafio estudiado (10-1000 um), coincidiendo
con los resultados presentados por Fernandes et al. (2006) y en menor medida también a
un pequefio aumento en el volumen de los poros de tamafio menor a 1 um, para estos
suelos, excepto para DW54, que mostré un incremento mayor. Kavdir y Killi. (2008)
encontraron al igual que en nuestro estudio, que la aplicacion de un residuo resultado de
la produccién de aceite de oliva a la dosis del 8% (p/p) también afectaba a las propiedades
fisicas del suelo como la estabilidad de los agregados, que pueden verse incrementado
tras un periodo de dos meses de incubacion. Por el contrario, los suelos enmendados en
laboratorio tanto con OW como con DW mostraron una pequefia reduccion en VTP. Esta
reduccién ocurre en el rango mayor de tamafio de poro estudiado (10-100 um). EI mayor
contenido en COS y la alta CE de los suelos enmendados en laboratorio podrian contribuir
a esto, ya que el COS y las sales son compuestos agregantes que pueden bloquear poros
de gran tamafio (Tisdall y Oades, 1982). Esto ha sido observado con anterioridad en un
estudio de campo en el que el suelo fue tratado durante 3 afios consecutivos con alpechin,

un residuo de la extraccion de aceite de oliva en tres fases (Cox et al., 1997).
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Figura III.3. Valores relativos (diagrama barras) y acumulados (curva) para los
volumenes de mercurio para los suelos sin enmendar y enmendados en campo (OW30,
OwW60, DW27 y DW54), y en laboratorio (OW5, OW10, DW5 y DW10).
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111.4.2.-Respiracion basal

La Figura Ill.4. muestra la cantidad de CO, producido (mg Ci Kg™) por las
poblaciones microbianas presentes en el suelo sin enmendar y los suelos enmendados en
campo y laboratorio durante 42 dias de incubacion a 24+1 °C y 40% de humedad del
suelo.

Tal y como se ha dicho en el apartado 111.4.2.1. la producciéon de CO, esta
directamente relacionada con la fraccidn viva y activa de los suelos (Badalucco et al.,
2010) y es el componente organico soluble de los suelos el mas facilmente disponible para
los microorganismos (Qualls et al., 2005; Schnitzner y Monreal, 2011), el que parece jugar
un papel determinante en los procesos de respiracion, encontrandose una correlacion

positiva entre el contenido de COS y la produccion de CO,.

8000

mg Cikg™' suelo

50
Tiempo (Dias)

Figura III.4. Respiracion basal del suelo sin enmendar y los suelos enmendados en
campo y laboratorio con OW y DW.

Nuestros resultados revelan que la adicion de OW y DW al suelo incrementa la
respiracion del mismo, lo que se puede atribuir al aumento del COS al enmendar (Tabla
111.1.), a excepcion del suelo OW30, que mostré mayor contenido en COS que el suelo
original sin enmendar, y sin embargo, mostré similar tasa de respiracion que S (Figura

111.4.). La mayor tasa de respiracion se encontrd para los suelos enmendados con DW en
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laboratorio, siendo la mas alta para DW10, de mayor COS (Tabla Ill.1.), seguido de los DW5
y OW10 enmendados en laboratorio (Figura I11.4.).

111.4.3.-Estudios en laboratorio

111.4.3.1.-Estudios de adsorcion

Las isotermas de adsorcidn para bentazona y S-metolacloro en el suelo sin
enmendar y los suelos enmendados en campo y en laboratorio se muestran en la Figura
I11.5., y los coeficientes de adsorcidn tras ajustar los valores a la ecuacion de Freundlich, en
la Tabla I11.2.

Bentazona es un herbicida ionizable. Su adsorcidn a las particulas del suelo se ve
afectada por las variaciones de pH de la solucién del suelo, ya que modifica el estado de
ionizacién de la molécula. El estado de ionizacidon de una molécula es crucial para evaluar
los mecanismos de adsorcion en el suelo (Calvet, 1989). Es un acido débil (pKa= 3.2) por lo
que la adsorcidn en suelos es baja en general. En este estudio observamos valores para los
coeficientes de Freundlich que se encuentran entre 0.032 y 1.70 (Tabla II.2.),
confirmandolo. Por el contrario, S-metolacloro mostré alta adsorcion por los suelos
presentando coeficientes de Freundlich entre 2.79 y 12.2 (Tabla IIl.2.). Tal y como se ha
visto en el Capitulo Il, este herbicida muestra una alta adsorcion en general, tanto a

particulas inorganicas como organicas en los suelos (Shaner et al., 2006; O’Connell et al.,

1998).
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Figura III.5. Isotermas de adsorcién para bentazona (izquierda) y S-metolacloro
(derecha) en el suelo sin enmendar y los suelos enmendados en campo con alperujo y
orujo (OW30, OW60, DW27 y DW54), y en laboratorio (OW5, OW10, DW5 y DW10).
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La adicién de OW y de DW a los suelos aumenté la capacidad de adsorcidn tanto
de bentazona como de S-metolacloro si se compara con el suelo sin enmendar. Aunque los
valores mas altos se encontraron para el segundo, el incremento de adsorcién para
bentazona fue mas intenso, mostrando hasta 50 veces mas adsorcion al enmendar con
DW10, respecto al suelo original (Tabla Il1.2.).

El aumento en la adsorcidén de bentazona fue mayor para los suelos enmendados
en laboratorio (OW5, OW10, DW5 y DW10), lo que puede ser atribuido al mayor
contenido en componentes alifaticos en la MOS presente de los residuos poco
transformados, respecto a los residuos madurados en campo tras 9 afios de tratamiento
(Chefetz y Xing, 2009). Barriuso et al. (2011) encontraron mayor capacidad de adsorcién
de MOS extraida de compost inmaduro, frente a otro de mayor grado de maduracion. Sin
embargo, en el caso de S-metolacloro no se observé una tendencia clara: el aumento en la
adsorcién fue mayor para los suelos enmendados en campo y con DW (DW30 y DW60) y
para OW, el suelo enmendado en laboratorio, OW10 (Tabla I11.2.).

No se ha encontrado correlacion significativa entre los valores de Kf,4 y de COT
(r2= 0.38) para bentazona, lo que esta de acuerdo con los resultados presentados por
Boivin et al. (2005), en un estudio que incluia 13 suelos agricolas, y con los resultados de
Romero et al. (1996). Por el contrario, Li et al. (2003) observaron que los coeficientes de
distribucion para bentazona en cinco suelos aumentaban con el contenido en materia
organica del mismo, y por otro lado, Carrizosa et al. (2000) mostré un gran incremento en
la adsorcion de bentazona en esmectitas modificadas con cationes organicos
(organoarcillas). Nuestros resultados mostraron una correlacion positiva y significativa
entre los valores de Kf,4 y el componente soluble de la materia orgénica (COS) (r2= 0.96) y
una correlacion fuertemente negativa entre Kf,y y pH (r2= 0.89), ambos inversamente
relacionados entre si (r2= 0.96). Esto ultimo estaria de acuerdo con estudios de adsorcidon
de bentazona en suelos (Li et al., 2003; Boivin et al., 2005), e indican que la adsorcion
tiene lugar por medio de interacciones no especificas hidrofébicas entre la forma
molecular de bentazona vy los sitios de adsorcidn.

S-metolacloro se adsorbe mas a los suelos enmendados con DW en campo, y en
los enmendados en laboratorio al 10% (p/p) (DW30, DW60 y DW10), de mayor contenido

en COT, mostrando al contrario que para bentazona, correlacidn positiva entre los valores
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de Kf,4s y de COT (r2= 0.857). Sin embargo, no se observo correlacion con el contenido en
COS (r’=0.0008).
Tabla III.2. Coeficientes de adsorcidon para bentazona y S-metolacloro Krags, Nfagss, €n el

suelo sin enmendar y enmendado en campo (OW30, OW60, DW27 y DW54) y en
laboratorio (OW5, OW10, DW5 y DW10).

Bentazona S-metolacloro

Suelos Rz Kf ads Nf ads Rz Kf ads N¢ ads

s 0.922 (0.0101'903.’597)* 1.29+0.187** 0.985 (1.623;/739_95) 1.06+0.078
OW30 0.979 (0_1252/8_1314) 1.05+0.076 0.994 (4_%/267_35) 0.999:+0.044
OW60 0.977 (o_lgéz/gils) 1.10+0.076 0.974 (5.562'/67?86) 0.939:0.088
pw27 o981 0198 = 109+0.075 0.959 (9_2129'1”;_6) 0.970+0.116
DW54 0.984 (0_32';;8_322) 0.969:0.060 0.990 (11_112/'12\,3_3) 0.968+0.055
OW5 0.983 (0_22'7‘}(1)203) 1.00+0.064 0.984 (3_951'25(?03) 1.06+0.078
OW10 0.993 (o_gég/stg) 0.960£0.039 0.996 (8.317‘3'141_4) 1.030.039
DW5 0.993 (0_5815/3;?925) 0.964+0.039 0.994 (4_753;251_89) 0.971+0.043
DW10 0.998 (1_34/71988) 0.873+0.017 0.998 (7.387'/3;7_41) 1.05+0.025

*los nimeros en paréntesis son las desviaciones estandar respecto a la media
**errores estandar respecto a la media

El efecto de la MOS sobre la adsorcién de los plaguicidas en el suelo depende de
la naturaleza de la misma, de la naturaleza del compuesto quimico y de las propiedades
fisicas quimicas del suelo (Cox et al., 2001, 2007). Mientras que en algunos casos las
reacciones de adsorcién de la MOS en las superficie del suelo aumentan la capacidad del
suelo de adsorber moléculas de plaguicidas (Said-Pullicino et al., 2004), en otros casos la
capacidad de adsorcidn de éstos se ve reducida debido a la competencia entre la MOS y
las moléculas del herbicida por los sitios de adsorcion en el suelo (Nelson et al., 1998; Celis
et al., 1998; Cox et al., 2001, 2007), esto en parte podria explicar lo que ocurre con S-

metolacloro en este estudio.

111.4.3.2.-Estudios de desorcion
Las isotermas de adsorcidn-desorcidon se muestran en las Figuras I11.6. y Ill.7. para
bentazona y S-metolacloro, respectivamente. Los parametros de desorcidon se muestran

en la Tabla IllI.3.
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Tabla III.3. Coeficientes de desorcion para bentazona y S-metolacloro Kiges Y Nises €n el
suelo sin enmendar y en los suelos enmendados en campo con alperujo y orujo (OW30,
OwW60, DW27 y DW54) y en laboratorio (OW5, OW10, DW5 y DW10).

Bentazona S-metolacloro
Suelos R? Kt des Nt des R? Ks des Nt des
s o3 2000 o0s3asx0.a83+* o0.986 |, O° o 1.100.008

OW30 0651 0 = 03740194 0976 20 0.389:0.043
oweo 0679 S f 0 0.397x0190 0966 %7 034420011
DW27 0.644 (1.913‘3'534_3) 0.503+0.264  0.956 (38?’2%;130_5) 0.295+0.044
DW54 0588 (3 gy, 04430262  0.937 (68‘_559/'750_5) 0.113+0.021
OWS 0649 (45 7p, 0439£0.228  0.983 (7_787'/91%_ )y 0:819+0.075
OW10 0616 (5g5143  0.374£0.208  0.961 e 4_28‘3'22_2) 0.339:0.076
DW5 0640 7% 04460234 0925 . ;35_/49983) 0.537+0.108
DW10 0.659 (, 3'esq 041840213  0.194 (67(.328/645. g 0-059+0.086

*los nimeros en paréntesis son las desviaciones estandar respecto a la media
**errores estandar respecto a la media

Las isotermas de desorcion para bentazona no se ajustaron bien a la ecuacién de
Freundlich (R’= 0.59-0.68), pero en todos los casos (a excepcion del suelo S para S-
metolacloro) la pendiente de las isotermas de desorcidn fueron menores que las de
adsorcidn (nges<Nsags), 10 que indica que la adsorcidn no es reversible para los herbicidas
en estos suelos, al igual que lo encontrado en los estudios con S-metolacloro del Capitulo
Il de esta Memoria.

Nuestros resultados para bentazona no coinciden con los proporcionados por
Boivin et al. (2004), quienes encontraron una muy alta reversibilidad en la adsorcién de
este herbicida. En su estudio, se usé bentazona marcada radiactivamente, por lo que
atribuimos nuestros resultados a artefactos debido a las bajas concentraciones de
bentazona adsorbidas (Tabla 111.2.) (Koskinen y Cheng, 1983).

S-metolacloro se adsorbe mas intensamente a los suelos enmendados con DW en
campo, y en laboratorio al 10% (DW30, DW60 y DW10), de mas altos contenidos de COT,
al contrario que para bentazona una correlacién positiva entre los valores de Kf,4 y de
COT (r’= 0.857). Sin embargo, no se observé correlaciéon con el contenido en COS

(r’=0.0008).
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Figura III.6. Isotermas de adsorcién-desorcion para bentazona en el suelo sin enmendar
y los suelos enmendados en campo con alperujo y orujo (OW30, OW60, DW27 y DW54), y

en laboratorio (OW5, OW10, DW5 y DW10).
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Figura III.7. Isotermas de adsorcién-desorcion para S-metolacloro en el suelo sin
enmendar y los suelos enmendados en campo con alperujo y orujo (OW30, OW60, DW27
y DW54), y en laboratorio (OW5, OW10, DW5 y DW10).
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111.4.3.3.-Estudios de disipacion-mineralizacion

Se monitorizé la disipacién de bentazona y S-metolacloro en el suelo sin
enmendar y los suelos enmendados con OW y DW en campo y en laboratorio. Las curvas
de disipacién se muestran en la Figura IIl.8. y las vidas medias (Ty;,) tras ajustar estas

curvas a la cinética de primer orden se muestran en la Tabla I1l.4.
En el caso de los suelos enmendados en laboratorio con DW, no fue posible
calcular las vidas medias para bentazona porque no se ajustaron a la cinética de primer

orden debido a la ausencia de disipacion durante los 42 dias de incubacion (Figura I11.8.).

140 120

=Om S

120 100 o= OW5
=e= OW10

) 0= OW30

50 == OW60

60
40

20

S-metolacloro %

0 10 20 30 40 sC 0 10 20 30 40 50
Tiempo (dias) Tiempo (dias)

Figura III.8. Curvas de disipacién para bentazona (izquierda) y S-metolacloro
(derecha) en el suelo sin enmendar y los suelos enmendados en campo y laboratorio con
OW (arriba) y DW (abajo).

En los suelos enmendados en el campo con OW, la vida media de bentazona fue
similar a la del suelo sin enmendar. Por el contrario, las vidas medias de bentazona para
los suelos enmendados con DW, se incrementaron por los factores de 2 y 3 para DW27 y
DW54, respectivamente. Estos resultados indicaron una clara correlacion entre la
adsorcidn y la disipacion en los suelos enmendados en campo, consecuencia de la limitada

biodisponibilidad de la molécula de herbicida al aumentar la adsorcion (Piutti et al., 2002).
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Las vidas medias aumentaron hasta 18 veces en los suelos enmendados en el laboratorio,
especialmente en el caso de OW10 (Tabla 1Il.4.), aunque este gran aumento no puede
explicarse tan sélo por un incremento de la adsorcidn. El alto contenido en COS puede ser
responsable de esta menor disipacion debido a que esta fraccidén de carbono constituye,
como se ha mencionado antes, fuente de carbono labil para los microorganismos del
suelo, que prefieren usar esta fuente de carbono en lugar del herbicida.

S-metolacloro, el ajuste a una cinética de primer orden fue mejor que para
bentazona (R2= 0.819-0.958). No se encontraron en este caso diferencias importantes en
su persistencia en los suelos enmendados respecto al suelo original (Tabla 111.4.).

El estudio de mineralizacidon sélo se realiz6 con bentazona y las curvas de
mineralizacion en los suelos estudiados se muestran en la Figura 111.9., y el porcentaje total

mineralizado después de 28 dias de incubacién en la Tabla IlIl.4.
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Figura III.9. Curvas de mineralizacion de bentazona en el suelo sin enmendar y
enmendados con OW (izquierda) y DW (derecha).

La cantidad de bentazona mineralizada en el suelo sin enmendar fue similar a la
registrada por Piuti et al. (2002) y ligeramente menor en los suelos enmendados en campo
con OW. Los resultados obtenidos en los ensayos de mineralizacion estan de acuerdo con
los estudios de disipacion, ya que se observa una menor mineralizacién en los suelos
enmendados, especialmente en los enmendados en el laboratorio (Figura 111.9.). Los
microorganismos del suelo prefieren usar el COS de los residuos OW y DW, que la fuente
de carbono que les proporciona el propio herbicida. Esto se ha demostrado previamente
en trabajos con bacterias degradadoras de triazinas en suelos enmendados con alperujo

(Albarran et al., 2003; Cabrera et al., 2008). Por otro lado, el alto contenido en MOS de los
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suelos enmendados en laboratorio (Tabla 11.1) también es responsable del bajo pH de

estos suelos, lo que se ha visto también que afecta negativamente a la degradacion de
bentazona (Rodriguez-Cruz et al., 2008).

Al finalizar el estudio de disipacidn-mineralizacidn para bentazona, se procedié a

la combustion de las muestras de suelo con el objeto de determinar la cantidad de

residuos no extraibles de bentazona. Los datos se recogen en la Tabla Il1.4.

Tabla III.4. Coeficientes de ajuste a una cinética de primer orden y vidas medias (Ti/2)
para bentazona y S-metolacloro en el suelo sin enmendar y enmendados en campo
(OW30, OW60, DW27 y DW54) y en laboratorio (OW5, OW10, DW5 y DW10). Porcentajes
mineralizado de bentazona y de los residuos no extraibles de la misma determinados por
combustion durante el estudio de disipacion.

Bentazona S-metolacloro
Suelos R2 Ti,2 Mineralizado Combustién R2 Ti,2
(dias) (%) (%) (dias)

[ 0.854 6.974+1.19 15.520.221** 80.8+0.308  0.937 24.5+1.40%
OW30 0.965 6.58+0.60 11.0+0.608 92.740.801  0.958 27.1+2.26
OW60 0.956 6.61+1.12 11.1+0.287 99.9+1.02 0.819 26.4+0.460
DW27 0.919 13.9+1.70 5.79+0.824 90.5+1.63 0.918 23.1%+0.720
DW54 0.961 22.7+2.10 2.09+0.417 105+0.461  0.896 26.6%2.09
OW5 0.769 54.1+12.3 1.82+0.228 66.4+1.13 0.929 30.4+2.64
OW10 0.864 127+18.3  0.985+0.469 54.8+2.94 0.953 30.1+1.96
DW5  0.386 - 0.513+0.055 67.0+£0.950 0.932 28.2+2.12
DW10 0.021 - 0.413+0.235 80.2+2.20 0.940 33.8+1.90

*los nimeros en paréntesis son las desviaciones estandar respecto a la media
**errores estandar respecto a la media

11.4.3.4.-Monitorizacidon de la actividad deshidrogenasa

La cuantificacion de la biomasa microbiana y las actividades enzimaticas mas
tipicas en el suelo, como la ureasa, la deshidrogenasa (ADH) y la catalasa entre otras,
revelan informacion crucial de la bioactividad de suelos agricolas frente a distintos
manejos del suelo (Skujins et al., 1967; Garcia et al., 1997). La actividades enzimaticas y la
biomasa microbiana constituyen biomarcadores muy sensibles que rigen la funcionalidad
de los suelos cuando se evalla el impacto de distintas practicas agricolas (Garcia-Orenes

et al., 2010; Laudicina et al., 2011). Esto es posible ya que las enzimas presentes en los
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suelos reaccionan frente a cambios en las condiciones del suelo mas rdpidamente que
otras variables, siendo unos biomarcadores muy eficientes (Tejada et al., 2006).

En este estudio, la determinacion de la ADH se llevd a cabo en los suelos sin
enmendar y enmendados y en presencia de S-metolacloro. Los datos se muestran en la
Figura I11.10., junto con las curvas de disipacion.

Tras 42 dias de estudio, la ADH mostré que la adicidn de enmienda no afecta
negativamente a las poblaciones microbianas de los suelos, lo que corrobora los
resultados de los estudios de respiracion de los suelos (Figura 1ll.4.). Se observa un
aumento de ADH en torno a los 10 dias de estudio para S enmendado en campo, tanto
con OW como con DW, y en laboratorio sélo con el primero. Mientras que para los suelos
enmendados con orujo (DW5 y DW10) se retrasa hasta los 20 dias aproximadamente
(Figura 111.10.). Laudicina et al. (2011) y Tejada et al. (2006) también encontraron un
aumento en ADH (Skujins et al., 1967; Garcia et al., 1997) cuando se afiade enmienda

organica al suelo.
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Figura III.10. Curvas de disipacion de S-metolacloro (circulos blancos) junto con la
monitorizacion de la actividad deshidrogenasa de los suelos usados (cuadrados negros).
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11.4.3.5.-Estudios de lixiviacion

La Figura 1l.11. muestra las curvas relativas y acumuladas de lixiviacion de
bentazona en los suelos sin enmendar y enmendados en el campo y en laboratorio con
OW y DW). El total del herbicida lixiviado, el porcentaje extraido de las columnas
empaquetadas a mano, y el total recuperado (lixiviado y extraido) se presentan en la Tabla
IIl.5. Las Figuras II1.12. y 111.13. muestran el porcentaje de los herbicidas extraidos de las
distintas columnas de suelo al finalizar el estudio de lixiviacién.

Mientras que bentazona lixivid en todos los suelos estudiados, retrasando su
inicio en los suelos enmendados, sélo se detectd S-metolacloro en los lixiviados del suelo
S, sin enmendar, de menor capacidad de adsorcién para este herbicida que los
enmendados (Figura IlI.11.E.). Aunque el incremento en la adsorcién no fue tan
significativo para S-metolacloro como para bentazona, las interacciones entre las
moléculas de herbicida y las particulas de suelo fueron mas intensas, impidiendo su
lixiviacion en los suelos enmendados (Tabla 111.2.).

La posicion del maximo de lixiviacion para bentazona en todas las curvas se
encuentra cercano al valor de un volumen de poro (Figura 111.11.), lo que es caracteristico
de sistemas de baja capacidad de adsorcion y compuestos altamente méviles (Beck et al.,
1993). En los sistemas mas adsorbentes (OW10, DW5 y DW10) (Tabla 1l1.6.) se observan
desplazamientos de los maximos de lixiviacidon hacia la derecha de un volumen de poro
(Figura 111.11.). Ademas se observa un achatamiento de las curvas de elucién en algunos
suelos enmendados, que puede ser debido a que no se haya alcanzado un completo
equilibrio durante el proceso de adsorcion, lo que estaria de acuerdo con los resultados
encontrados por Boivin et al. (2004) en un estudio sobre el efecto en el tiempo de

residencia en suelo del herbicida en la adsorcién de bentazona.
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Figura III.11. Curvas relativas (A, B, C y D) y acumuladas (E, F, G y H) de lixiviacién
para bentazona en el suelo sin enmendar y enmendado en laboratorio y campo y curva
relativa (1) y acumulada (J) en el suelo S para S-metolacloro.
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Tabla III.5. Porcentaje de bentazona lixiviado, extraido, residual en las columnas de
vidrio, de bentazona y S-metolacloro en los suelos estudiados.

Bentazona S-metolacloro

Lixiviado Extraido Total Lixiviado Extraido Total
(%) (%) (%) (%) (%) (%)

Suelos

S 66.9+2.39* 15.3+1.89 82.2 37.8+4.2 15+1.02 52

OW30 50.5+5.56 6.25+1.29 56.7 - 47+4.08 18
OW60 60.1+3.11 3.37+0.070 63.5 - 52+1.58 52
DW27 49.3+x4.45 4.04+0.226 53.3 - 52+3.25 52
DW54 58.4+5.37 3.82+1.21 62.2 - 58+4.09 58
OW5 46.4+2.28 14.2+175 61.3 - 64+4.01 64
OW10 52.2+0.980 11.8+1.57 64.0 - 86+6.57 86

DW5 52.1+1.67 6.2841.86 58.4 - 41+£5.24 41
DW10 53.6+2.62 2.94+0.494 56.5 - 55+3.65 55

*errores estandar respecto a la media

Tanto el sistema de poros que compone un suelo como lo procesos de adsorcion
que en él se desarrollan, son responsables del tiempo de residencia de un herbicida en los
suelos, lo que junto con los procesos de degradacion determinara el total de herbicida
lixiviado. En este estudio se encontrd una reduccién en la cantidad total de bentazona
recuperada en todos los suelos enmendados, tanto el laboratorio como en campo (Tabla
I1.5). Si no se considera el incremento de la persistencia del herbicida en caso de los
suelos enmendados en laboratorio con OW y DW, el aumento en la adsorcién de
bentazona y la disminucion en el volumen de poro de gran tamario, explicarian la menor
lixiviacion del herbicida en estos suelos. Por el contrario, en los suelos enmendados en
campo, se encontrd un aumento en la porosidad de los suelos, tanto en el rango de poro
mayor estudiado, y como se muestra en esta Figura 1ll.3. el volumen de poro en el menor
rango estudiado (<1um), lo que no explicaria una menor lixiviacion del herbicida. Se sabe
que estos poros corresponden con microporos y poros no conductores, donde los
procesos que predominan son los de difusidon (Pignatello y Xing., 1996). Los procesos de
difusidn en los poros tan pequefios, favorecen la adsorcidn, el entrampamiento fisico y

también la degradacién, debido a que estos poros son facilmente accesibles a las bacterias
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(Pignatello y Xing., 1996) y constituye un motivo para esta baja recuperacion del total de

bentazona (Tabla I11.5).
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Figura III.12. Porcentaje de bentazona extraido de las columnas alteradas de suelo a
distinta profundidades.
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Figura III.13. Porcentaje de S-metolacloro extraido de las columnas de suelo a distinta
profundidades.

111.4.5. Conclusiones

Todos los resultados obtenidos en el estudio con suelos enmendados en campo y
laboratorio mostraron el distinto comportamiento de los plaguicidas en el suelo en
estudios estaticos en laboratorio (batch y experimentos de disipacion) y estudios
dindmicos como son las columnas de suelo y deberia ser considerado al extrapolar los
resultados desde laboratorio hacia campo. El envejecimiento de la materia orgdnica
exdgena afiadida al suelo con las enmiendas, revelé diferencias, principalmente debido al

contenido en MOS y la diferente porosidad de los sistemas.
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IV.l.-Introduccion

El uso de herbicidas como terbutilazina o glifosato como productos
fitosanitarios se encuentra recogido en la normativa por el Ministerio de Medio
Ambiente y Medio Rural y Marino (MAGRAMA, 2012). Su uso en el olivar esta
autorizado por la Orden del 16 de febrero de 2012, por la que se modifica el
Reglamento Especifico de Produccion Integrada de Olivar, aprobado por la Orden de
15 de abril de 2008.

Terbutilazina se usa como herbicida para el control de gran parte de las malas
hierbas anuales, en sustitucidn de otro herbicida de la misma familia, la atrazina, cuyo
uso fue prohibido por la CE en marzo de 2004 (2002/248/CE) debido a contaminacion
de aguas superficiales y subterraneas derivada de su uso. Su comportamiento en
suelos se ve influenciado por la presencia de materia orgéanica (Dolaptsoglou et al.,
2008; Singh et al., 2001, 2002) enddgena del mismo o la que aportan algunos residuos
como pueden ser los residuos organicos de almazara usados para enmendar los suelos
(Delgado-Moreno et al., 2007).

Glifosato es el herbicida mas usado a nivel mundial desde 1974. Una vez en el
suelo, es rapidamente degradado y asi inactivado por parte de los microorganismos
dando lugar a su metabolito AMPA (acido aminometilfosfonico), el cual es mas
persistente y mas fuertemente retenido que el compuesto del que proviene
(Borggaard y Gimsing, 2008). Las moléculas de glifosato se adsorben fuertemente al
suelo, principalmente a los coloides inorganicos (Veiga et al., 2001; Borggaard y
Gimsing, 2008) y se degrada rapidamente, por lo que el riesgo potencial de
contaminacidn, deberia ser bajo (Mamy y Barriuso, 2005; Laitinen et al., 2006). Sin
embargo, varios estudios han revelado cantidades de glifosato y sus residuos por
encima a las maximas permitidas en aguas superficiales y subterraneas (Carabias-
Martinez, et al., 2003; IFEN, 2006; Arias-Estévez, et al., 2008; Hildebrandt, et al.2008).

El funcionamiento del aparato fotosintético en los organismos vegetales esta
determinado por factores como la presencia de agua, la temperatura, intensidad
luminica del medioambiente, asi como por la propia predisposicién genética de cada

especie. Dentro de un rango 6ptimo de valores de temperatura o humedad en el
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medio, el funcionamiento del aparato fotosintético de las plantas ocurre eficazmente,
mientras que cuando se presentan temperaturas extremas, sequia e inundacion,
escasez de nutrientes, contaminacién por metales pesados (Mateos-Naranjo et al.,
2007) o contaminacion por plaguicidas o residuos organicos (Catriona et al., 2003),
pasan a constituir generadores de estrés para las plantas. En especial, el uso de
plaguicidas puede llegar a reducir la capacidad de adquirir recursos en un cultivo y, por
tanto, mermar su productividad (Saladin y Clement, 2005; Galmés et al., 2010).

La absorcion de la energia luminica por las moléculas de clorofila en los tejidos
verdes de las plantas puede tomar 3 vias diferentes: puede ser utilizada para realizar la
fotosintesis (energia fotoquimica), puede ser disipada en forma de calor, o puede ser
re-emitida como fluorescencia, evitando asi dafos estructurales permanentes en los
sistemas fotosintéticos causados por el exceso de energia recibida. Si se producen
modificaciones en la funcién fotosintética como respuesta a cambios ambientales, se
ocasionaran variaciones detectables en la emisidon de ésta ultima, de manera que una
planta expuesta a altos niveles de estrés, que afecten directa o indirectamente a la
funcionalidad de su aparato fotosintético, emitird mas fluorescencia que otra no
expuesta a factores estresantes. Los parametros de fluorescencia se pueden utilizar en
la deteccidn y cuantificacion de dafio en el aparato fotosintético asi como en estudios
de recuperacién de los niveles de estrés cuando el agente de estrés ambiental
desaparece. Es por ello que los cambios en la fotoquimica de un organismo vegetal
como consecuencia de la exposicidon a un factor estresante, se pueden cuantificar a
través de la Fluorescencia del Fotosistema Il (PSll), lo que se puede detectar in situ por
si sola o conjuntamente con la medida de intercambio gaseoso incluso antes de que se
manifiesten cambios fisioldgicos externos en la planta, siendo por tanto marcadores
no destructivos de estrés en plantas (Haynes et al., 2000; Redondo-Gomez et al.,
20073, b).

Como se ha dicho anteriormente, a pesar de la alta eficiencia en los organismos diana,
los herbicidas pueden ocasionar fitotoxicidad no especifica (Dalton y Boutin, 2010;
Galmés et al., 2010). En estudios anteriores se ha observado una la reduccion en la
eficiencia fotosintética de las plantas de los cultivos como consecuencia de factores

estresantes medioambientales. El andlisis de la Fluorescencia de la clorofila a
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constituye una herramienta valiosa que permite explicar los niveles de estrés
fisiologico de la vegetacion antes de que aparezcan sintomas internos irreparables
(Figueroa et al., 1997; Castillo et al., 2000; Sayed, 2003). Su cuantificacion es una

medida precisa y fiable de la temprana deteccién de estrés.

IV.2.-Objetivo

El objetivo del presente estudio es evaluar el efecto que producen los
herbicidas terbutilazina y glifosato sobre la eficiencia fotosintética de olivos de 3 afios
de edad bajo condiciones de invernadero. Y paralelamente se ha estudiado el efecto
de la adicion al suelo de un residuo procedente de almazara sobre la adsorcion de

estos herbicidas, y sobre la eficiencia fotosintética de los olivos.

IV.3.-Materiales y métodos

IV.3.1.-Herbicidas

IV.3.1.1.-Terbutilazina

La terbutilazina (Nz—tert—butiI—6—c|oro—N4—etiI—1, 3, 5-triazina-2, 4-diamina)
(Figura IV.1) es un herbicida que pertenece a la familia de las s-triazinas. Es un polvo
incoloro con peso molecular 229.7 g mol™?, punto de fusion entre 177 y 179 C, presidn
de vapor 0.15 mPa a 25 2C, coeficiente de particidn octanol agua Kow log P = 3.21 (no
ionizado) a 20 2C. Su solubilidad en agua es 8.5 mg I™* (pH 7 y 20 2C). Terbutilazina es
una base débil con pKa= 2.0, siendo estable en medio neutro e hidrolizandose en
medio &cido o basico.

Se trata de un herbicida de amplio espectro, que se absorbe principalmente
por la raiz aunque también débilmente a través de las hojas (Lifian, 2009), por lo que
se usa tanto en pre- como en post-emergencia temprana, traslocandose a través del
xilema hacia sus puntos de accidn, para el control de malas hierbas en cultivos de maiz,
sorgo, vides, arboles frutales, citricos, olivos, patatas, cafia de azlcar, entre otros
cultivos. Actua de forma sistémica en la reaccion clorofilica, inhibiendo el transporte
de electrones fotosintéticos en el receptor Fotosistema Il (PSll) en plantas y por tanto

de la absorciéon de CO,.
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Persiste en la parte superior del suelo entre 30 y 90 dias, segun las
propiedades fisico-quimicas del mismo (Worthing y Hance, 1991), controlando una
amplia variedad de malas hierbas a dosis comprendidas entre 0.6 y 3 kg de sustancia
activa por ha. Su uso en Europa se encuentra limitado a 1.5 kg ha 1 siendo aplicado
generalmente en combinacién con otros herbicidas (Tomlin, 2006). En olivos no se
puede aplicar mas de 1 kg de i.a.ha y afio. El producto comercial usado en este ensayo
ha sido CUNA (terbutilazina 500 g I en forma de suspension concentrada suministrado

por Sipcam Inagra S.A.).

Figura IV.1. Estructura quimica de la molécula de terbutilazina. Circulos grises:
atomos de carbono; azules: nitrégeno y verde: cloro.

IV.3.1.2.-Glifosato

Glifosato (N-(fosfonometil) glicina) (Figura 1V.2.) es un herbicida sistémico
perteneciente a la familia de las glicinas. Aparece en forma de cristales incoloros, con
peso molecular de 169.1 g mol™ y presenta una solubilidad en agua 10.5 g " (pH19y
20 2C), y muy baja solubilidad en disolventes orgdanicos.

El glifosato es un herbicida no selectivo de absorcion fundamentalmente foliar
que se trasloca facilmente por el floema hacia los 6rganos subterraneos por medio de
difusion pasiva (Lifian, 2009). Sin embargo, también se ha detectado absorcion a través
de las raices (Coupland y Lutman., 1982; Rodrigues et al., 1982). Es especialmente
efectivo contra malas hierbas perennes al acumularse en el tejido meristematico de los
tallos, raices y drganos de almacenamiento. Actia inhibiendo la enzima 5-
enolpiruvilsikimato-3-fosfato sintasa, que controla la sintesis de aminoacidos
aromaticos esenciales como triptéfano, fenilalanina y tirosina, junto a otros

importantes productos quimicos enddgenos como lignina, fenoles, y 4cido
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indolacético. Es el Unico herbicida de entre los que actualmente se comercializan, que
afecta a la biosintesis de aminodcidos aromaticos. Ademas se sabe que inhibe la
sintesis del acido &-aminolevulinico, bloqueando la sintesis de clorofila y otras
porfirinas (Li et al., 2005).

Para realizar estudios de adsorcion bajo condiciones de laboratorio se usé
glifosato marcado radiactivamente (P-Metileno-C14) con una actividad especifica de
11.4 Bq mg'l suministrado por IZOTOP (Budapest, Hungria). La formulacién comercial
del herbicida para los estudios con los olivos, bajo condiciones de invernadero fue
GLIALKA (36 g de componente activo por litro) y fue suministrado por Presmar S.L.

Espafa.

¢ €,

Figura IV.2. Estructura quimica tridimensional de la molécula de glifosato. Amarillo:
atomo de fdsforo; rojo para los oxigenos, azul: nitrégeno y gris para los atomos de
carbonos.

IV.3.2.-Tratamiento de las plantas

Se seleccionaron plantas de Olea europaea L. de tres afios de edad en
macetas de plastico de 26 cm de profundidad y 15 cm de didmetro que se rellenaron
con suelo arenoso (H). Las macetas se emplazaron en un invernadero perteneciente a
la Universidad de Sevilla, bajo unas temperaturas minima de 21 y maxima de 25 °C,
iluminacién diaria natural con flujo de luz entre 200 y 1000 pmol m” s'ly una humedad
relativa de entre 40 y 60% (Figura IV.3.).

Se realizaron cinco tratamientos distintos por triplicado: macetas tratadas con
terbutilazina a la dosis de 3 kg ha™ (T), macetas tratadas con glifosato a la misma dosis
(G), macetas a las que se le afiadié alperujo (AJ) al suelo a la dosis de 10 Mg ha™,
macetas con terbutilazina y AJ (TJ) y macetas con glifosato y AJ (GJ). Ademas se usaron

tres macetas sin herbicida ni residuo organico como controles (C) a lo largo del ensayo.
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Para los tratamientos AJ, TJ y GJ se extrajo suelo de aproximadamente los
primeros 5 cm del contenido en las macetas que se mezclé con la cantidad de AJ
necesaria para aplicar la dosis de 10 Mg ha™ (18 g) a cada olivo. Esta mezcla se
homogeneizé y aplico en la superficie de las macetas. Los herbicidas se aplicaron en la
superficie de las macetas 24 h después de la aplicacidon del residuo. Con objeto de
obtener triplicados con biomasa similar para cada uno de los cinco tratamientos, la
longitud de cuatro ramas por maceta y de dos hojas por cada una de estas ramas

fueron medidas y analizadas estadisticamente.

Figura IV.3. Olivos para el ensayo en el interior del invernadero.

IV.3.3.-Suelo y residuo organico

El contenido de CO, pH y textura de suelo de las macetas fueron determinadas
siguiendo la metodologia descrita en el apartado 11.3.3.1. y se recogen en la Tabla IV.2.
El residuo organico usado fue el alperujo Jaén (AJ), con un contenido en MO del 81% y
pH 6.7, subproducto de la extraccion de aceite de oliva a través del proceso de
centrifugacién en dos fases, usado anteriormente para los estudios desarrollados en el

Capitulo 11
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IV.3.4.-Estudios de adsorcidn y analisis de los herbicidas

Duplicados de 5 g de suelo sin enmendar y enmendados con AJ al 5% y 10%
(p/p) fueron tratados de forma separada con 10 ml de terbutilazina y de glifosato a las
Cide 1,5,10y 20 uM en CICa, (0.01 M). Las suspensiones se trataron y se analizaron
siguiendo las metodologias descritas en los apartados 11.3.4.1. y 11.3.1.3. del Capitulo II.
La fase mdvil para el andlisis de terbutilazina fue una mezcla de acetonitrilo/agua
ultrapura Mili-Q (50:50) y el compuesto se detectd a la longitud de onda de 222 nm en

el HPLC. En el caso de glifosato, el analisis se realizo por LSC.

IV.3.5.-Medida de fluorescencia de la clorofila a

La fluorescencia de la clorofila a se midié en un total de 9 hojas por olivo (tres
por cada rama) usando un fluorimetro modulado portatil (FMS-2, Hansatech
Instrument Ltd., Inglaterra) (Figura IV.4.) tras 24 horas, 15 y 60 dias desde el
tratamiento, con el objeto de conocer la respuesta fisiolégica de los olivos en un
periodo corto y medio de tiempo de exposicion al mismo. Se determinaron los
parametros de fluorescencia a la luz (cinética lenta de la fluorescencia de la clorofila) y
tras un periodo de adaptacion a la oscuridad (cinética rapida de la fluorescencia de la
clorofila), tanto al amanecer (entre 1y 7 umol m™s™*) como al mediodia (1700 umol m’
2 s’l) con el fin de determinar si el herbicida, el residuo organico o la combinacion de
los dos afectaba a la sensibilidad de las plantas frente la fotoinhibicidn. Para ello los
olivos fueron adaptados a la oscuridad durante 30 minutos usando unas pinzas
disefiadas para este propdsito. El primer pardmetro que se registra en la curva de
emisidn de la cinética rapida de la fluorescencia es la fluorescencia basal (Fg).

Ademas en este estudio se determinaron la fotoinhibicién crénica (Pl,) vy la

fotoinhibicion dinamica (Plgy,) (Werner et al., 2002), calculadas como:

l:m' s
OPSIl = —— (Genty et al., 1989) Ecuacién IV.1.
F.
F.—F
qP = —n = Ecuacion IV.2.
F.—F,
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— Fm m' . .
NPQ= F— (Schreiber et al., 1986) Ecuacién IV.3.

_ (Fv/Fm)d _(Fv/Fm)mid

x100 (Werner et al., 2002) Ecuacion IV 4.
(FV / Fm ) max

Plgyn

Donde (F/Fn)a ¥ (F/Fm)mia son los valores de F,/F, al amanecer y al mediodia,
respectivamente. (F,/F.)nax €S el valor maximo de F,/F,, se tomd la media de las
medidas del tratamiento control al amanecer al dia siguiente de la aplicacién de los
herbicidas. También se calculéd el quenching no fotoquimico (NPQ) a través de la

Ecuacion IV.4.

Figura IV.4. Fluorimetro modulado portatil.

IV.3.6.-Medida de intercambio gaseoso

El analisis de intercambio gaseoso se realizd con un analizador de gases por
infrarrojo (IRGA) (Figura IV.5.) en sistema abierto y conectado a una cdmara para hojas
(LI-COR Biosciences Inc. LI- 6400, Lincoln, Nebraska, USA). Las medidas se tomaron en
hojas completamente desplegadas elegidas al azar después de 24 horas, 15 y 60 dias
desde el tratamiento, coincidiendo con las medidas de fluorescencia de la clorofila a.
Se determind la tasa de fotosintesis neta (A), la concentracién de CO, intercelular (C) y
la tasa de conductancia estomatica al CO, (G,) de 365 umol mol™, en un rango de
temperatura en torno a 25-28 2C, humedad relativa del aire de 50 £+ 5 % y a una

intensidad luminica de 1000 pumol m?s™.
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Los valores de A, G, and C; fueron calculados usando las férmulas estandar de
Von Caemmerer y Farquar. (1981). El area fotosintética fue calculada a partir del

dibujo de la superficie de cada hoja sobre la superficie de un papel milimetrado.

F [ CO,)e — (CO,)d] P
A = X .2
Ecuacion IV.5.
S 0.083(273 + T) x 104 x 60
1 1.61 1.37
= + Ecuacion IV.6.
Gs GHy04¢t GH,Oy
(Ce-A)
) Ecuacioén IV.6.
Ci =
Gs
Siendo:

F= flujo (I min™)

(CO,). = CO, a la entrada de la cdmara (umol mol'l)

(CO,)s = CO, a la salida de la camara (umol mol™).

S = superficie fotosintética (sz) calculada para cada hoja. La superficie de hoja
introducida en la cdmara del IRGA se calculé mediante su aproximacion al area de un
trapecio.

P= presidn atmosférica (atmadsferas).

T=temperatura del aire en la cdmara (2C).

G20 est = cONnductancia estomatica al agua (mol m? sh).

G0 o = conductancia de la capa limite al agua (mol m? s'l).

C. = concentracién de CO, externo (en la cdmara) (umol mol™).

C, = concentracion de CO, intracelular (en la hoja) (umol mol™).
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Figura IV.5. Analizador de gases por infrarrojo (IRGA) usado para las mediciones
durante el experimento.

IV.3.7.-Analisis estadistico

El analisis estadistico fue realizado usando el programa Statistica version 6.0
(Statsoft Inc., Tulsa, OK, USA). La comparacién de medidas se realizd6 por medio de
analisis de varianza de una y dos vias (ANOVA; F-test). Cuando el resultado del andlisis
de varianza fue significativo se identificaron las diferencias mas importantes mediante

el Test de Tukey (Day y Quinn, 1989).
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IV.4.-Resultados y discusion

IV.4.1.-Suelo y residuo organico

El contenido en CO, el pH y textura del suelo H sin enmendar y enmendado al
5% y 10% (p/p) con el alperujo, se muestran en la Tabla IV.1. El alperujo (AJ) usado fue
caracterizado en el Capitulo | de esta memoria (apartado 11.4.1).

La adicion de AJ incrementé el contenido de CO del suelo 2 y 2.7 veces para
H5J y H10J respectivamente, respecto al suelo original, coincidiendo con otros autores
(Alburquerque et al., 2004, 2009; Cabrera et al., 2009). Aunque el pH se redujo al
enmendar con AJ (Tabla IV.l), la reducciéon fue menor que la encontrada en otros

estudios con estos residuos (Roig et al., 2006).

Tabla IV.1. Propiedades fisico-quimicas del suelo contenido en las macetas, sin
enmendar (H) y enmendado al 5% y 10% (p/p) con AJ (H5J y H10J, respectivamente).

Suelos co pH Arcilla Limo Arena
(%) (H20) (%)
H 1.9 7.4 18 22 59
H5] 3.7 7.1
H10] 5.4 6.7

1V.4.2.-Adsorcion

Las isotermas de adsorcion de terbutilazina y de glifosato se muestran en la
Figura IV.6. y los coeficientes de adsorcion de cada herbicida en el suelo sin enmendar

y enmendado con el alperujo a las dosis de 5% y 10% (p/p) (H5J y H10J) se muestran en

la Tabla IV.2.
Glifosato se adsorbe al suelo sin enmendar (H) alrededor de 5 veces mas que
terbutilazina (5.13 respecto a 0.960 mg A/nf kg" ml'l/”f), sin embargo no se detectaron

diferencias significativas en la capacidad de adsorcion de glifosato al enmendar los
suelos con alperujo al 5% y 10% (H5J y H10J) (Tabla IV.2., Figura IV.6.). Esto se atribuye
a que glifosato se adsorbe fuertemente a lo suelos, y que ésta interaccién ocurre
principalmente con los coloides inorganicos de los mismos (Veiga et al.,, 2001;

Borggaard y Gimsing, 2008). Por el contrario, si se encontrd que la adicién de alperujo
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al suelo aumentd la adsorcion de la terbutilazina respecto al suelo original por un
factor de 1.4 y 7.9 en H5J y H10J, respectivamente (Tabla 1V.2.). Terbutilazina presenta
una baja solubilidad en agua (8.5 mg I'l) y como consecuencia, alta afinidad por la
fraccién hidréfoba de la materia organica de los suelos, que explica el aumento de
adsorcién al enmendar H con los residuos orgdnicos, que no se vio para el herbicida
glifosato. Esto se ha demostrado en trabajos anteriores (Celis et al., 1998; Cabrera et
al.,, 2007, 2009; Krawariti et al., 2010). A medida que aumenta la capacidad de
adsorcién del herbicida, menor cantidad de moléculas de terbutilazina pueden ser
absorbidas por la plantas, reduciendo o evitando desencadenar un efecto téxico sobre
las mismas.

Tabla IV.2. Coeficientes de adsorcion para terbutilazina y glifosato en el suelo
sin enmendar (H) y enmendados al 5% y 10% con alperujo (H5J y H10J).

Herbicidas Suelos R? (mg /" ||((gf1 mI/ey 1/n¢
0.964 .
=+
H 0.859 (0.622/1.49)" 0.57+0.230
Terbutilazina H5J 0.938 1.38 0.696+0.131
(1.09/1.76)
7.
H10J  0.899 5.3 4?: 68) 0.865+0.253
H 0.999 @ ;_’51/2’049) 0.832+0.090
. 5.44
ifosato . .812+0.
Glif t H5J 0.999 (5.29/5.64) 0.812+0.045
411
H10J 0.999 IS 59/5 63) 0.780=+0.050

*Los numeros entre paréntesis son desviaciones estandar respecto a la media

**Los numeros son medidas de nf = desviacién estandar.

La molécula del glifosato presenta 3 grupos funcionales polares: un grupo
carboxilo, otro amino y un tercer grupo fosfato (Figura IV.2.), que determinan que su
adsorcién ocurra preferentemente en la fase mineral del suelo (principalmente en
minerales de arcilla con carga variable), siendo fuertemente adsorbido a éstos
componentes y convirtiéndose en una molécula fundamentalmente inmévil en el suelo
(Vereecken., 2005; Mamy y Barriuso., 2007; Borggaard y Gimsing., 2008). Cuando los
valores de pH de la solucidn del suelo se encuentran comprendidos entre 4 y 8, como
ocurre el caso de los suelos H, H5J y H10J (Tabla IV.1.), las moléculas de glifosato

presentan gran afinidad por cationes trivalentes como Fe® y AP*. A través de su grupo
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fosfato, glifosato se adsorbe fuertemente a hidréxidos de aluminio y hierro de los
suelos, formando Al-O-P y Fe-O-P, compitiendo por los mismos sitios de adsorcidn que
el fosforo inorganico (Latinen et al., 2009; Borggaard y Gimsing., 2008). Esto explica
qgue el aumento en contenido de CO no afecte a la adsorcién del glifosato en la medida
en que ocurre con terbutilazina. Sin embargo, Mc Bride. (1991) y Yu y Zhou. (2005)
encontraron que glifosato se puede unir a la materia organica a través de puentes de
iones metalicos a pesar de su alta solubilidad en agua y bajo coeficiente de reparto

octanol-agua (Ko) (Sol.= 10.5 g I'; Kow=-4).

Terbutilazina
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Figura IV.6. Isotermas de adsorcion de terbutilazina (arriba) y de glifosato (abajo) en
el suelo (H) sin enmendar y enmendados al 5% y 10% con alperujo (H5J y H10J).
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IV.4.3.-Fluorescencia

La eficiencia fotoquimica potencial del PSII (FVFm'l), la eficiencia real del PSII
(Dpsi) y el quenching no fotoquimico (NPQ) medidos al mediodia para los tratamientos
C, AL, T G, Ty GJ, alas 24 horas, 15 y 60 dias después de la aplicacién de los
herbicidas, se muestran en la Figura IV.7. La eficiencia fotoquimica potencial del PSlI
(F,F,,) al amanecer tras 60 dias en Olea europaea L. se muestra en la Figura IV.8. No
se muestran los datos de FVF,,,‘I, @y, vy el NPQ al amanecer tras 24 horas, 15 y 60 dias,
ya que no se observaron diferencias significativas para los distintos tratamientos

(ANOVA, P>0.05).

oo A I ) e e e Y Y

CAIGGITT CAIGGTT CAIGGTT

Tratamiento

Figura IV.7. Eficiencia fotoquimica potencial del PSII (F,F,™) (A-C), Eficiencia real del
PSII (®OPSII) (D-F), y quenching no fotoquimico (NPQ) (G-1) medidos al mediodia en
los tratamientos de Olea europaea tratados con alperujo (AJ), glifosato (G), y con
alperujo y glifosato (GJ), con terbutilazina (T) y con terbutilazina y alperujo (TJ) tras:
24 horas (A, D, G); 15 dias (B, E, H); y 60 dias (C, F, I). Los valores representan la
media = SE, n = 9. Las distintas letras indican que las medias son significativamente
diferentes entre si (Tukey test, P<0.05).

Tras 15 dias de exposicion a los herbicidas no se observaron diferencias
significativas en F,Fm™ entre los tratamientos (Figura IV.7.A-C), sin embargo, tras 60

dias, los olivos tratados con la terbutilazina (T) expresaron efecto fitotdxico
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estadisticamente significativo, mostrando menor eficiencia fotoquimica al mediodia
(0.60 respecto a 0.80 para C; ANOVA, P<0.0001; Figura IV.7.). Este efecto se reduce al
afiadir alperujo al suelo, que aumenta la adsorcion del herbicida a las particulas del
suelo, exponiendo a los olivos a menor cantidad de herbicida.

Aunque el aumento de CO al enmendar el suelo no afectd a la adsorcion de
glifosato (Tabla IV.1.; Figura IV.6.) como se ha visto anteriormente, éste mostré mayor
adsorcioén respecto a terbutilazina (a excepcion del suelo enmendado al 10% (H10J)).
Esta fuerte adsorcidn de glifosato, junto con la baja cantidad que puede ser absorbida
por las raices (Coupland y Lutman., 1982; Rodrigues et al., 1982; Laitinen, et al., 2007)
provoca que glifosato esté menos biodisponible para ser absorbido por las plantas vy,
consecuentemente, no afecte a la fotoquimica potencial de los olivos como ocurre

para el herbicida terbutilazina (Figura IV.8.).

0.90
2 ab
ab ab
- 0.807
= b
T 0.70
0.60-
T T T T
C Al GG T T
Tratamiento
Figura IV.8. Eficiencia fotoc medida al amanecer en
los tratamientos de Olea e 1), glifosato (G), y con
alperujo y glifosato (GJ), co ina y alperujo (TJ) tras
60 dias. Los valores represe lintas letras indican que
las medias son significativan t, P<0.05).

Los bajos valores de F,,Fm'l para los olivos tratados con la terbutilazina, al
mediodia tras 60 dias de experimento (Figura IV.7. A-C) se atribuyen a la fotoinhibicién
causada por un alto flujo de luz, el cual tiene por consecuencia un menor nimero de
centros de reaccién abiertos (Maxwell y Johnson, 2000). Esto se ha observado
anteriormente en otros estudios con herbicidas (Bigot et al., 2007). Esta fotoinhibicidn
es causada por un dafio (exposicion al herbicida) en los componentes fotosintéticos,

como son las moléculas de clorofila del PSIl de los cloroplastos, y se traduce en un
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efecto bien a corto plazo y a la vez reversible. Esto fue observado también por Popov y
Cornisa. (2006) al exponer a cuatro malas hierbas a concentraciones altas del herbicida
atrazina y es lo que se denomina fotoinhibicidon dinamica. También puede ocurrir un
efecto a largo plazo e irreversible, observandose efectos negativos del tratamiento que
persisten hasta el amanecer siguiente a las medidas de fluorescencia al mediodia,
proceso que se llama fotoinhibicidn crénica (Maxwell y Johnson, 2000; Werner et al.,
2002).

Por el contrario, Catriona et al. (2003) observaron recuperacion de la
eficiencia fotoquimica potencial del PSIl tras cuatro dias bajo tratamiento con diurdn
de Zostera capricorni. Nuestro estudio no detectd recuperacién al amanecer en olivos
tratados con terbutilazina (Figura I1V.8. (ANOVA, P<0.0001) lo cual indica fotoinhibicidon
crdnica a largo plazo (Figura 1V.8), lo que se atribuye a que terbutilazina inhibe el flujo
de electrones en el PSIl en plantas (Lifian., 2009). Cabria esperar que los olivos TJ
también mostrasen este efecto negativo causa de la presencia del herbicida, sin
embargo, se encontrd recuperacién de los valores bajos de F, Fm™ en las medidas al
amanecer (Figura 1V.8.). Esto indica que la mayor retencion del herbicida en presencia
del alperujo (Tabla IV.6) reduce su capacidad fitotoxica sobre el olivo, lo cual es
beneficioso para el cultivo.

Las macetas tratadas con los herbicidas mostraron menores @, tras 15 dias
de tratamiento (Figura IV.8.E), aunque no se registraron diferencias significativas,
(ANOVA, P>0.05). Sin embargo, los valores de @ps, para las plantas tratadas con la
terbutilazina fueron significativamente menores tras 60 dias (ANOVA, P>0.01; Figura
IV.8.F). Redondo-GAmez et al. (2007b) mostraron tras una semana de tratamiento con
diurdn y simazina menor eficiencia fotoquimica potencial y @, en plantas jévenes de
olivo, mientras que un estudio similar en arboles adultos de olivo este efecto se
observaba sélo a partir de dos meses de aplicacion del herbicida (Redondo-Gémez et
al. 2007a), al igual que ocurre en nuestro estudio con olivos de 3 afios de edad.

La coaplicacion de la terbutilazina y alperujo, contrarrestd la reduccidén de
FFn-1'y @ps,, ya que, como se ha descrito, la presencia de alperujo, aumenta la
adsorcién de terbutilazina, por lo que se encuentra menos disponible para ser

absorbida por las plantas. En caso de los olivos tratados con el glifosato (G), no se
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encontré efecto fitotdxico. Aunque se sabe que el glifosato inhibe la sintesis del acido
S-aminolevulinico, bloqueando la sintesis de clorofila y otras porfirinas (Li et al., 2005),
su principal modo de accidon no es éste, sino inhibir la sintesis de la enzima 3-
enolpiruvil-siquimato-5-fosfato sintetasa, localizada en los cloroplastos e involucrada
en la sintesis de aminodcidos aromaticos esenciales como triptéfano y fenilalanina y
tirosina (Della Cioppa et al., 1986), el cual no estd directamente relacionado con la
fotosintesis (Franz et al., 1997).

El dafio crénico y dindmico para los distintos tratamientos se muestra en la
Figura IV.9. La disipacion de energia como calor (NPQ) (Figura IV.8.G-l) es un
mecanismo protector que poseen las plantas que expresan bajo condiciones de estrés
y dafio dindmico, y que normalmente se ve favorecido cuando F, F,-1 y @y, bajan
(Maxwell y Johnson, 2000). Sin embargo, los olivos tratados con terbutilazina, tras 60
dias de tratamiento, no mostraron un aumento en NPQ, lo que podria ser
consecuencia del dafio crénico que sufrieron (fotoinhibicién crénica) los olivos bajo
este tratamiento (Figura IV.9.). Estos resultados no concuerdan con otros trabajos con
olivos (Redondo-Gdmez et al., 2007a, b), mientras que coincide con los bajos valores
de NPQ encontrados por Catirona et al. (2003), en estudios con diurén en el alga
Zoostera capricorni. Mientras que los olivos T mostraron la mayor fotoinhibicidn
crdnica, en presencia de alperujo (TJ) este efecto se ve reducido. Por el contrario, los

olivos G y GJ mostraron una respuesta a la fotoinhibicidn similar al control.
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Figura 1IV. ico (barras grises)
fotoinhibiciéon de las hojas de adultos Olea europaea tratados con alperujo (AJ),
glifosato (G), y con alperujo y glifosato (GJ), con terbutilazina (T) y con terbutilazina y

alperujo (TJ).
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IV.4.4. Intercambio gaseoso

La Tasa fotosintética, la conductancia estomatica, y concentracion intercelular
de CO, Olea europaea medidos al mediodia para los tratamientos C, AJ, T, G, TJy GJ, a
las 24 horas, 15 y 60 dias después de la aplicacion de los herbicidas se muestran en la
Figura IV. 10. La Tasa Fotosintética Neta (A) manifestd un claro efecto negativo en los
olivos tratados con la terbutilazina, registrandose una reduccién en los valores tras 15
dias con respecto a los olivos control (ANOVA, P<0.05), la cual se agudizé tras 60 dias
de tratamiento (ANOVA, P <0.0001) (Figuras 1V.10.B-C). Sin embargo estas diferencias
no fueron observadas en los tratamientos G, TJ y GJ. El descenso de la A se atribuye a
limitaciones estomaticas y/o no estomaticas (Flexas y Medrano, 2002). En caso de que
esta reduccion sea producida por limitaciones no estomaticas, se deberian observar
cambios bioquimicos causando inhibicién de la sintesis de moléculas de clorofila, lo

gue no puede ser comprobado al no haberse analizado los pigmentos de las hojas.
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En el caso de reduccién de A por limitaciones estomaticas debido a reduccion
de la conductancia estomatica (G;), deberia observarse una disminucién de la
concentracion intercelular de CO,, que si ocurre tras 15 dias de tratamiento con
terbutilazina, aunque no ocurre al final del estudio. Sin embargo, como se ha
comentado anteriormente, no se encuentran diferencias significativas para los olivos
TJ. Ademas la adicién de AJ incrementa Gs en ambos casos (TJ y GJ) (Figura IV.10.B-C),
lo que confirma que no existe efecto negativo de la adicion de AJ. Nuestra hipotesis es
que las limitaciones estomaticas ocurren a corto plazo, justo tras la aplicacién del
herbicida, afectando directamente a la sintesis de las moléculas de clorofila tras una
larga exposicion al tratamiento (Flexas y Medrano, 2002). Los valores para la tasa
fotosintética confirman que la adicion de Al reduce el efecto negativo producido por la
exposicion a terbutilazina, debido al incremento en la adsorcién, ya que no se
encontré una reduccidn significativa tras 60 dias de estudio en los olivos del
tratamiento T.

Para los olivos tratados con glifosato, no se encontraron diferencias
significativas para A, G, ni C; durante el experimento, pero en caso de GJ, se encontré
gue tanto G; como C;disminuian tras 15 dias de estudio, efecto que desaparecia al final
del estudio. Redondo-Gémez et al. (2007a, b) encontré resultados parecidos en
trabajos con olivos y otro herbicida perteneciente a la familia de las triazinas, donde
sugeria que, aunque la adicion de terbutilazina a los suelos podria afectar
negativamente a la fotoquimica de la planta del olivo, este efecto podria ser reducido
por el uso de enmiendas como el alperujo en los suelos, al verse reducida su
fitotoxicidad al aumentar su adsorcién. La adicion de este residuo al suelo a las dosis
estudiadas no afecta a la actividad bioldgica del herbicida (Cafiero et al., 2010) y
mejora las propiedades del suelo (Alburquerque et al., 2009). Ademas, este residuo es

facilmente accesible ya que es generado cerca de los cultivos de olivo.
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IV.5.-Conclusiones

El uso de plaguicidas seguros y efectivos en los cultivos, sin desarrollar efectos
indirectos es crucial para los agricultores. En este estudio se demuestra que por un
lado la aplicacidon de glifosato no constituye dafio para los olivos, mientras que
terbutilazina es una fuente indirecta de fitotoxicidad para los olivos, reduciendo la
eficiencia fotosintética que fue contrarrestada por la adicién de alperujo a los suelos,
debido al aumento de la adsorcién del herbicida al suelo Los resultados obtenidos
pueden ser Utiles para el manejo de estrategias que engloban el uso de herbicidas en
el cultivo del olivar. En el caso de glifosato habria que evaluar su efecto tras una

aplicacién foliar.
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V.1.-Introduccidon

La Ecologia Microbiana se desarrolla como disciplina independiente durante la
segunda mitad del siglo XX. Aunque su concepto y metodologia ya estaban presentes en
estudios anteriores del siglo XIX, el primer libro de texto en el que aparecia este término
fue publicado en el afio 1966 por Thomas D. Brock: “Principles of Microbial Ecology”.

El interés por los microorganismos del suelo se ha visto incrementado
notablemente en las Ultimas décadas (Arias et al., 2005; Schmidt, 2006; Grenni et al.,
2012). Se ha calculado que estos organismos constituyen una biomasa total equivalente a
la de toda la flora y fauna existente en la Tierra. Su abundancia es tal, que se estima que
un gramo de suelo puede contener hasta 10°-10° genomas diferentes pertenecientes a
organismos procariotas (Wu et al., 2008). Su ubicuidad caracteristica en toda clases de
ecosistemas, tanto terrestres, acuaticos como aéreos, ha proporcionado a estos individuos
una alta variabilidad gendmica, que se traduce en una alta versatilidad metabdlica.

Las técnicas clasicas cultivo-dependientes e identificacion microscopica son
insuficientes para evaluar la composicion real de microorganismos en muestras naturales
(Schafer y Muyzer, 2001) ya que proporcionan informacién sélo de un 0.1-10% de la
poblacién microbiana total presente en los suelos (Amann et al., 1995; Torsvik, et al.,
1990), que se corresponde con la parte de microorganismos que son cultivables bajo
condiciones de laboratorio. Consecuentemente, la composicion real de comunidades
autéctonas de las muestras de suelo se desconocia en su mayoria al aplicarse dichas
técnicas. Aun asi, estas técnicas permiten la valoracidn cualitativa de los organismos
cultivables bajo condiciones de laboratorio. Incluso hay autores que han aplicado técnicas
moleculares en estudios de ecologia microbiana utilizando de forma simultanea técnicas
cultivo-dependientes y cultivo-independientes (Edenborn y Sexstone, 2007).

La introduccion de técnicas moleculares en la tecnologia del mundo microbiano
en los afos 80, ha aumentado exponencialmente la informacion sobre Ia
diversidad/composicion microbiana de todos los ambientes. Estas técnicas permiten
establecer relaciones filogenéticas entre organismos sin necesidad de cultivarlos en
laboratorio a través del estudio de determinadas regiones de alta variabilidad presentes
en los ARN ribosémicos 16S procaridticos (ARNr 16S) en el caso de las bacterias, estimados

como los microorganismos mas abundantes del suelo. Entre estas técnicas se encuentran
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las de “huella molecular” como es la Electroforesis en Gel en Gradiente Desnaturalizante
(DGGE), que constituye una via excepcional para comparar grandes cantidades de
muestras y refleja con alta fiabilidad la diversidad genética de las comunidades en los
ecosistemas (Muyzer et al., 1999). La DGGE, es una de las técnicas moleculares mas
usadas en el drea de la microbiologia ecolégica desde que se introdujo en 1993 (Muyzer et
al.,, 1993) y se basa en la separacion de fragmentos de ADN de longitudes similares en
base a su secuencia nucleotidica (Claesson et al., 2009; Wang y Qian, 2009).

La importancia de los microorganismos de los suelos radica en su implicacién en
los procesos de transformacién de materia organica, en los ciclos biogeoquimicos (como
nitrégeno, fésforo, sulfuro y carbono), como intercambiadores de gases con la atmadsfera
0 secuestro de carbono en los suelos, como reguladores del crecimiento de plantas y
como estabilizadores de agregados del suelo (mantienen la estructura de los suelos)
(Torsvik y Orveas, 2007; Wertz et al., 2006; Wu et al., 2008). Por lo tanto, constituyen una
pieza clave para mantener los suelos en condiciones saludables (Viti et al., 2008) y se
consideran bioindicadores de calidad y productividad de muchos sistemas agricolas
(Killham et al., 1994; O’Donnell et al., 1994; Girvan et al., 2003).

Las poblaciones microbianas de los suelos son especialmente vulnerables a
procesos antropoldgicos que incluyen practicas agricolas como la rotaciéon de cultivos,
fertilizacién, cultivos intensivos, laboreo, aplicacién de plaguicidas y enmiendas orgdnicas,
gue impactan sobre la comunidad microbiana de los suelos (Viti et al., 2008; Wu et al.,
2008; Caraciolo et al., 2010). Al incorporarse al sistema suelo los plaguicidas, ademas de
actuar sobre especies diana, afectan a los microorganismos presentes en el mismo
(Perucci et al., 2000; Vichetti et al., 2002), y este impacto puede ser positivo, negativo o
simplemente no producir efecto sobre las comunidades microbianas del suelo. Singh y
Ghoshal. (2010) han comprobado que la adicién de butacloro reduce la tasa de respiracion
de suelos agricolas, lo que generalmente se asocia a una reduccién en la biomasa
microbiana en los mismos (Klose y Ajwa, 2004), mientras que otros estudios con glifosato
han revelado un aumento en la tasa de respiraciéon, que a su vez puede implicar un
crecimiento de la poblacidn bacteriana (Voos y Groffman, 1997; Haney et al., 2000).

Se ha visto que la aplicacion de plaguicidas a los suelos puede reducir la
diversidad microbiana pero a la vez puede aumentar la diversidad funcional de las

comunidades. En ocasiones la poblacion microbiana se afecta por la aplicacién de
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plaguicidas y tras un periodo de aclimatacién, recupera su actividad normal o incluso en
ocasiones, se ve incrementada (Fliessbach y Mader, 2004; Niewiadomska, 2004). Gonod et
al. (2006) en estudios de DGGE observaron modificaciones en la estructura de
comunidades en respuesta de la aplicacion de 2,4-D y que este efecto desaparecia tras 7
dias de tratamiento.

Otra practica cultural que se estd usando en la actualidad y que altera la
composicién microbiana de los suelos es la aplicacion de residuos organicos. Como se ha
comentado en capitulos anteriores de esta Memoria, esta actividad mejora la estructura
del suelo, disponibilidad de nutrientes y fertilidad, ayudando a la restauracién de suelos
degradados (Melero et al., 2007; Badalucco et al., 2010) (Ver Capitulos I, Il y lll). Ademas
su aplicacion puede reducir los procesos de transporte y por tanto pérdida y posible
contaminacion por plaguicidas, muy frecuente en suelos agricolas de bajo contenido en
carbono organico (Albarran et al. 2003, 2004; Si et al., 2006; Majumdar y Singh, 2007).
Algunos estudios han revelado que la adicién de residuos organicos se traduce en un
aumento en la actividad bioldgica de los suelos (Lai et al., 1998; Albiach et al., 2000; Singh
y Ghoshal, 2010), constituyendo una practica agricola beneficiosa. En el caso de los
residuos de la extraccion de aceite de oliva, se ha visto que no constituyen una fuente de
toxicidad para los organismos autéctonos del suelo (Sampedro et al., 2009).

En este capitulo se ha estudiado el efecto de la adicidon de alperujo a suelos
agricolas sobre las poblaciones microbianas enddgenas de dos suelos, asi como el efecto
de la incubacidn con los herbicidas MCPA y S-metolacloro en esos suelos bajo condiciones
de laboratorio. Ademas se han aislado cepas procedentes de estos suelos con el fin de

encontrar organismos degradadores de estos herbicidas.

227



CAPITULO V. Efecto de la adicion de alperujo y herbicidas a suelos sobre comunidades microbianas
autdctonas del mismo. Estudios independientes y dependientes de cultivo

V.2.-Objetivos

Los objetivos de este estudio han sido caracterizar las poblaciones microbianas
presentes en dos suelos agricolas seleccionados de cultivos intensivos de la Vega del
Guadalquivir y evaluar el efecto que la adicién de alperujo tiene sobre estas poblaciones.
También se ha querido evaluar el efecto de los herbicidas MCPA y S-metolacloro sobre
poblaciones microbianas del suelo tras un periodo de tiempo determinado de incubacién
en laboratorio, aislar bacterias de los suelos con el fin de obtener organismos tolerantes o
resistentes a los mismos y estudiar la degradacién de herbicidas con esos organismos

tolerantes o resistentes.

V.3.-Materiales y métodos

V.3.1.-Herbicidas

Los herbicidas que se usaron en los experimentos recogidos en este Capitulo
fueron MCPA y S-metolacloro, ambos anteriormente descritos en los apartados 11.3.1.1. y

I1.3.1.2. El método analitico de estos herbicidas fue descrito en el apartado 11.3.1.3.

V.3.2.-Alperujos
Los residuos organicos usados en estos estudios fueron los mismos que
aparecen en el Capitulo Il (apartado 11.3.2.), los alperujos AJ y AM, cuya caracterizacion se

recoge en el apartado 11.4.1. del mismo capitulo.

V.3.3.-Suelos

Para este capitulo se seleccionaron tres suelos agricolas de cultivos intensivos de
la Vega del Guadalquivir (S, C y T) anteriormente usados en el Capitulo I, conservados a -
49C. Las propiedades principales de estos suelos se describen en el apartado 1.4.2.
Ademas se estudiaron muestras del suelo S frescas sin congelar, ya que era el Unico suelo
con posibilidad de conseguir muestras en el momento del estudio. También se usaron
estos mismos suelos enmendados con los residuos Al y AM al 10% (p/p) (S10J, C10J, T10J,
S10M, C10M y T10M) y por otro lado, muestras del suelo T10J previamente incubadas por
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separado con MCPA y S-metolacloro a las dosis de 1.5 y 1 kg ha'l, bajo condiciones de

laboratorio durante 45y 72 dias, respectivamente.

V.3.4.-Extraccion de ADN de suelos y alperujos

Para la caracterizaciéon de la comunidad microbiana autdctona, se hizo una
extraccion de ADN total contenido en 0.5 g de las muestras de los alperujos y muestras de
suelo sin enmendar (S, Cy T) y de los suelos enmendados al 10% (p/p) con estos residuos
por separado. Para ello se usé el kit comercial “Fast DNA Spin Kit“(suministrado por Q
BlOgene). Una vez extraidas las muestras se conservaron a -202C para su posterior analisis

por PCR y DGGE.

V.3.5.-Extraccion de ARN

El ARN representa la poblaciéon biolégicamente activa de los suelos en el
momento de la extraccidn. En estos estudios se extrajo ARN de muestras de suelo
siguiendo el método modificado de Griffiths et al. (2000).

Este método de extraccion consiste en lisar 0.5 g de suelo usando una matriz de
perlas de silica suministrada por Q-Biogene que se mezcla con solucién tampdn Bromuro
de hexadeciltrimetilamonio (CTAB) y fenol-cloroformo-alcohol-isoamilico (25:24:1, pH
4.3). Estas muestras se agitan a 5.5 ms™ durante 30 s en un sistema de agitacion rapida
(Precellys 24-Lysis&homogenation, Stretton Scientific Ltd.), se centrifugan a 13500 rpm
durante 5 min a 49C y la fase acuosa de los acidos nucleicos se traspasa cuidadosamente
en un tubo eppendorf. Se extrae con cloroformo-alcohol-isoamil (24:1) en una relacion
(1:1) (v/v) y se centrifuga a 13500 rpm durante 5 min a 42C. Seguidamente, se precipitan
los 4cidos nucleicos con Polientilenglicol 8000 (30%) (Fluka BioChemika) durante 2 horas a
temperatura ambiente (relacion 2:1 v/v). Las muestras se centrifugaron a 14000 rpm
durante 10 min a 42C. Los precipitados se lavaron 3 veces con etanol (70%), se dejaron
secar a temperatura ambiente durante 30 min y se resuspendieron en 50 pl de agua libre
de ARNasas tratada con DEPC (Dietilpirocarbonato).

Tras la extraccién de ARN, las muestras se trataron para eliminar posibles restos
de ADN que pudieran interferir en los analisis posteriores. Para ello se mezclaron 7.5 pl de

agua estéril, 5 pl de solucién Turbo DNAse, 2.5 ul de tampdn (10x) y 25 pl de muestra y se
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incubod a 372C durante 25 min. Transcurrido ese tiempo se afadieron 8 ul de Agente de
inactivacion de las ADNasas y se incubaron 5 min a temperatura ambiente mezclandose
ocasionalmente. Posteriormente se centrifugdé a 8000 rpm durante 1.5 min y se transfirié
el sobrenadante a otro tubo. Inmediatamente después se hizo una PCR con los cebadores
27F y 1525R y se comprobd en gel de agarosa que no existia amplificacién al haberse
eliminado eficazmente todo el ADN de las muestras.

Las muestras de ARN se guardaron a -802C para preservarlas de procesos de
degradacién. Muestras de 2 pl se mandaron a analizar por Bioanalyser en el Servicio de
Analisis de Biologia molecular del Departamento de Ciencias Bioldgicas de la Universidad
de Warwick.

Tras la extraccidén de ARN se realizé una sintesis de ADN complementario (ADNc)
utilizando el protocolo High Capacity RNA-to-CDNA Kit (Applied Biosistems) siguiendo las
recomendaciones de los fabricantes. Tras esto se aplicé una reaccion térmica al producto
obtenido con las siguientes caracteristicas: 372C 60 min (1 ciclo) y 952C durante 5 min (1
ciclo). Con este producto se hizo una PCR con los cebadores P2 y P3 (Tabla V.1.) todo esto
se compard con el ADN previamente extraido del suelo por la técnica de DGGE, de modo
gue vemos bandas correspondiente a los organismos presentes en el suelo, activos y no

activos biolégicamente (ADN) frente a sélo los activos biolégicamente (ARN).

V.3.6.-Caracterizacion morfolégica y conteo de microorganismos por
técnicas cultivo-dependientes
Se identific6 morfolégicamente (de visu) la composicion de las poblaciones

microbianas de los suelos tanto sin enmendar como enmendados, antes y después de
tratamientos de 45 dias y 72 dias con MCPA y S-metolacloro, respectivamente (T, T10J,
T10J-MCPA y T10J-S-metolacloro) y las muestras de alperujos (AJ y AM). Para ello, se puso
a interaccionar 1 g de cada uno de los suelos en estudio y los alperujos por separado con
10 ml de una solucién salina (y asi reducir choque osmético y rotura de las células vivas
presentes en la muestra). Estas disoluciones se agitaron durante 5 min a 4 ms”, se
diluyeron por un factor de dilucién 107 en caso de los suelos sin enmendar y enmendados
y por factores de 10" y 10°® para los alperujos Al y AM, respectivamente. Los extractos se
sembraron en medio sélido Tryptic Soy Agar (TSA) (composicidn: caseina (17 g) peptona

de soja (3 g) bacto-dextrosa (2.5 g), CaCl (5 g), K,HPO, (2.5 g), agar (15 g) para un litro de
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agua destilada, de pH 7) seleccionado por ser un medio no selectivo para el recuento del
mayor nimero de unidades formadoras de colonias (UFC). El medio fue esterilizado en
autoclave durante 1 h a 121 °C y se vertid en placas Petri (20 ml/placa). Una vez
solidificado y enfriado, se sembraron 100 pl por triplicado de extractos de los suelos y
residuos. Las placas se incubaron a 302C en oscuridad durante 6 dias. Previamente se
realizaron pruebas a 20, 302C y 372C y se selecciond 302C como la temperatura mas
idénea para el crecimiento de los microorganismos de estas muestras de suelos y
residuos.
Para la identificacion morfolégica de los microorganismos cultivables se

determinaron de visu segun su morfologia, color y examen microscépico.

V.3.7.-Electroforesis en gel de agarosa

A través de la técnica de electroforesis en gel de agarosa se confirmaba que las
extracciones de ADN y ARN de tanto las muestras de suelo, como de las colonias aisladas,
presentaron suficiente calidad para ser amplificadas posteriormente. Para ello se cargd 5
ul de muestra de ADN extraido, previamente mezclados con 2 pl de tampdn de carga 6x
que lleva incorporado el colorante azul de bromofenol para visualizar el frente de
migracion, en un gel de agarosa (1%) previamente tefiido con bromuro de etidio (1%) para
la visualizacion de ADN. Este gel se sumergié en una unidad de electroforesis horizontal
que contenia tampdn TAE 1x (a partir de una solucidn stock TAE 50X: Tris base (242 g)
acido acético glacial (57.1 ml), EDTA 0.5 M (100 ml), y enrasar con agua hasta un litro)
durante 20 minutos a 120 V. La migracion de la banda de ADN extraido se visualizé con la
ayuda de un TRANSILUMINADOR de emisidn ultravioleta Gene Flash UV imager (Syngene
BIO imager, Cambridge, UK). Una vez comprobado que se extrajo ADN de las muestras, se
procede a la amplificacion de ADN por PCR. Las imagenes de los geles se capturaron con
un equipo de analisis de imagen (Biorad) que lleva acoplado un sistema de impresion de
imagenes (Gelprinter vm509).

La determinacién del tamafio molecular de los fragmentos de restriccién se ha
efectuado teniendo en cuenta marcadores de tamafo molecular (de 100 pb) de los
fragmentos de restriccion del ADN del Fago lambda resultado de la digestiéon con

endonucleasa Hlind Il o EcoRI/HindIll.
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V.3.8.-Amplificacion de ARNr 16S a través de PCR

A partir de las distintas muestras de ADN se amplificé por PCR cada uno de los
fragmentos del gen codificante para ARNr 16S. El objetivo de esta técnica es estudiar la
poblacién bacteriana del suelo, al ser éstos, los microorganismos mas abundantes del
suelo. Para ello se usaron los cebadores universales del domino Bacteria (Tabla V.1.) que
fueron suministrados por Invitrogen, y se diluyeron con agua desionizada hasta una
concentracion stock (25 pmol) y se almacenaron a -20 2C hasta su uso. Todas las
amplificaciones de PCR se llevaron a cabo usando PCR-Promega Master mix (Promega,

London, UK).

Tabla V.1. Cebadores usados en las distintas reacciones de PCR.

Nombre del cebador Secuencia (5’-3’)
27F . AGAGTTTGATCMTGGCTCAG
Suelo-alperujos
1525R AGGAGGTGWTCCARCC
p2 CGCCCGCCGLCGLCGLGGLGGGLGEGGGLGEG
Bandas GGGCACGGGGGGCCTACGGGAGGCAGCA
P3 ATTACCGGCTGCTGG
p341F CGCCCGCCGLCGLGLCGGLGGGELEGEGRLGGRAEAG
DGGE GCACGGGGGGCCTACGGGAGGGAGCAG
P907R CCGTCAATTCCTTTRAGTTT

Todas las reacciones de PCR se completaban hasta un volumen total de 50 pl
conteniendo: 25 pl Master Mix (50 unidades ml™ de la polimerasa Tag DNA en una
reaccion tampon (pH 8.5), 400 uM de cada uno de los dinucleétidos (dNTP), 3 mM MgCl,),
10 uM de cada cebador, 2.5 ul de Dimetil sulféxido (DMSO) (Fisher Scientific
Loughborough, Leicestershire, UK), 2 ul de albimina de suero bovino (BSA 10 mg ml™,
SIGMA, St Louis, MO, USA) y 2 ul de ADN molde para la sintesis. Estos 50 ul se sometieron
a una reaccion en un termociclador Mastercycler pro (Eppendorf) bajo las condiciones del
programa de amplificaciéon que se muestra en la Tabla V.2. Una vez finalizado el programa

las muestras se mantuvieron a 42C en el termociclador hasta su uso.
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Tabla V.2. Programa usado en el termociclador para las reacciones de PCR de cada uno
de los cebadores.

Cebadores P2-P3 Cebadores 341F-907R Cebadores 1525R-27F
T2 Tiempo N2 T2 Tiempo N2 T2 Tiempo Ne
(C9) (seg) Ciclos (eC) (seg) Ciclos (eC) (seg) Ciclos
95 60 1 95 60 1 95 60 1
95 45 72 45 35 72 60 35
55 30 35
72 45 72 45 72 45
72 600 1 45 350 1 45 600 1

V.3.9.-Electroforesis en gel en gradiente desnaturalizante (DGGE)

El analisis de la comunidad total de bacterias presentes en las muestras de suelos
y alperujos se llevé a cabo por medio de DGGE usando el Sistema DCode (Bio-Rad,
Hertfordshire, United Kingdom) (Muyzer et al., 1993). El fundamento de esta técnica se
muestra en la Figura V.1. Esta técnica consiste en la separacion electroforética de las
cadenas de ADN en un gradiente quimico de urea y formamida en un gel de
poliacrilamida, que desnaturaliza la molécula de ADN de forma progresiva a medida que
avanza por el perfil de electroforesis, lo que reduce su movilidad en el mismo. Este
incremento de resistencia al paso que ejerce el gel en las moléculas mas desnaturalizadas
(mas abiertas), genera una banda en el gel (Figura V.1.) y permite la separacién de las
moléculas de ADN en funcion de diferencias sencillas en el contenido en pares de bases

Guanina-Citosina.

| 20%

HiH

D i | | |
AAARR | 5

[IH1]
Figura V.1. Fundamento de la técnica DGGE. Fragmentos de ADN de la misma longitud
(rojo: nucleétidos de Adenina; azul Timina; verde: Guanina y morado: Citosina) son

separados en funcion de su contenido en bases Guanina-Citosina (G-C) en un gel con
gradiente creciente de Urea-formamida.

70%
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El equipo que se utilizd para esta técnica se muestra en la Figura V.2. Para la
DGGE se prepard un gel (al 12% de acrilamida) de 1.5 mm de grosor con un gradiente
quimico creciente de urea-formamida (Muyzer et al., 1993). Tras realizar varias pruebas
con distintos gradientes quimicos, se seleccioné el gradiente 20-70% como el mas éptimo
para nuestros estudios. Para ello se mezclaron distintos volumenes de dos soluciones
madres desnaturalizantes SO y S100 (su composicion se muestra en la Tabla V.3.) para
preparar 20 ml de las soluciones desnaturalizantes al 20% (S20) y al 70% (S70) necesarias
para la formacidn del gel.

-16 ml de SO y 4 ml de S100, para S20.

-8 ml de SOy 12 ml de S100, para S70.

Para catalizar la polimerizacion de la acrilamida se utilizé 37.5 ul de N,N,N, N’-
tetrametiletilendiamina (TEMED) (Merck, Darmstadt, Alemania) y 75 ul de una solucién
fresca de peroxodisultafo amdnico (10%) (APS) para S20 y S70. Para la formacion del
gradiente quimico en el gel de poliacrilamida se empled un soporte vertical y una bomba
manual conectada con dos depdsitos, cerradas con una llave para controlar el paso de
liquido hacia el soporte vertical que sostenia dos placas de vidrio separadas 1.5 mm, entre
las cuales se polimerizaria el gel. El control de estos dos depdsitos, permitia regular la
cantidad de liquido que entraba entre las placas de vidrio y asi la mezcla de las soluciones
S20 y S70. Una vez que mezclados los 40 ml de las dos soluciones S20 y S70 e
incorporados a la estructura para la formacion del gel, se selld la parte superior del mismo
con una solucién de acrilamida sin agentes desnaturalizantes (SO mezclada con 20 pul de
TEMED y 37.5 ul de APS), donde se colocaria el peine para formar pocillos para la posterior
carga de muestras.

Una vez polimerizado el gel (tras 2 horas), éste se introdujo en una cubeta para
electroforesis DGene System para DGGE (BIO RAD) con aproximadamente 7 | de tampdn
TAE (1%). Las muestras (productos PCR con los cebadores 341F y 907R) se cargaron en los
pocillos del gel (25 ul mezclados con 5 pl tampdn de carga 6x (1:1) (v/v) y después se
aplicé una carga eléctrica de 150 V durante 10 min a 60°C. Tras esto, se dejo una carga

eléctrica de 60 V durante 16 horas. Los geles se examinaron con un Transiluminador.
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Tabla V.3. Composicion de las soluciones desnaturalizantes SO y S100 a partir de las que
se preparan las S20 y S70.

Solucién desnaturalizante S0 (0%) $100 (100%)
Acrilamida/Bis (37.5:1)(40%) 30 ml 30 ml
TAE (50x) 2ml 2 ml
Formamida desionizada - 40 ml
Urea - 42g
H20 destilada (hasta completar 100 ml)  (hasta completar 100 ml)

El gel con las muestras de ADN cargadas se dejaron a 60 V durante 16 h a una
temperatura constante de 60 2C en una solucion tampdn TAE (40mM Tris-acetato y 1nM
EDTA, pH 8.0). Transcurrido este tiempo, se extrajeron los geles del sistema y se tifieron
durante 20 min en una solucién TAE 1x que contenia bromuro de etidio (0.5 mg ™) y mas
tarde destenidos durante otros 20 min en Agua Milli-Q. Los geles fueron visualizados y
fotografiados con un Transiluminador. Bandas seleccionadas de estos geles DGGE fueron
extraidas del gel y entonces amplificadas por PCR, y limpiadas (QlIAquick, Qiagen) antes de
ser secuenciadas. Todas las secuencias fueron editadas con el paquete de analisis DNAstar
SegMan Il (Lasergene, Inc.) y las mejores coincidencias para especies bacterianas fueron
determinadas usando BLASTN (http:www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/index.html). El

marcador que se usoé fue 100 pb Plus DNA Ladder (Fermentas).

Figura V.2. Equipo de electroforesis D Gene System-Denaturing Gel Electrophoresis para
DGGE (BIO RAD).
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V.3.10.-Estudio de tolerancia de las poblaciones microbianas frente a
herbicidas
Para este estudio se prepararon placas de Petri con medio TSA con glucosa como

fuente de carbono y placas de Petri con TSA con Unica fuente de carbono soluciones de los
herbicidas MCPA y S-metolacloro a las concentraciones de 0, 2, 3, 5, 7, 10 kg ha™. Para ello
se mezclaron 20 ml de medio TSA con los herbicidas por separado hasta conseguir las
concentraciones deseadas, para lo que se esperd a que la temperatura del medio bajara a
4029C, antes de solidificarse y poder homogeneizar la mezcla en un vial de tubo estéril. Esta
mezcla se vertia en las placas Petri y dejaba solidificar. Sobre estas placas se inocularon
diferentes cepas y se comprobd la tolerancia a los distintos herbicidas de los individuos
seleccionados previamente.

También se hizo un estudio de tolerancia sobre la poblacién microbiana de los
alperujos (AJ y AM), con herbicidas a las concentraciones 0.3, 0.6, 1 kg ha™’, con el fin de
evaluar el efecto de la adicion de MCPA y S-metolacloro sobre las poblaciones microbianas

de estos residuos.

V.3.11.-Estudios de degradacidon de los herbicidas MCPA y S-metolacloro
por cepas aisladas
Una vez se obtuvieron cepas que eran capaces de crecer en presencia de los

herbicidas como Unica fuente de carbono, se inocularon en matraces que contenian 250
ml de medio TSA liquido con los herbicidas por separado como Unica fuente de carbono
(Figura V.5.). Se aplico herbicida a la concentracién con mayor crecimiento de UFC
(apartado Vv.3.10.).

La degradaciéon microbiana de los herbicidas MCPA y S-metolacloro se analizé
mediante cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) a partir de 5 ml del medio de
250 ml de cultivo TSA con los herbicidas como fuente de carbono liquido inoculado con las

distintas cepas, que se centrifugaba a 6000 rpm y se filtraba previo analisis.

V.3.12.-Secuenciacion
El ADN amplificado y purificado (10 pl de la muestra junto con 5.5 pmol de los
cebadores P2 y P3, por separado, para el caso de productos de PCR procedentes de

bandas de gel y 1525R y 27F para productos PCR extraidos de bandas de gel de agarosa o
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de suelo) correspondiente a cada tipo de microorganismos aislados, se envié al Servicio de
Analisis de Biologia molecular del Departamento de Ciencias Bioldgicas de la Universidad
de Warwick. Todas las secuencias se analizaron usando MEGA4 (Tamura et al., 2007). Se
uso el algoritmo de bulsqueda BLAST (Altschul et al.,, 1990) para obtener indices de
similitud de homdlogos en la base de datos de ADN del GenBank, disponible online en el
National Centre for Biotechnology Information (NCBI), http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).
En este estudio se considerd que las secuencias que diferian entre si menos de
1% pertenecian a la misma unidad taxondémica operacional (OTU) atribuyendo las
diferencias a artefactos experimentales producidos durante el proceso de amplificacion

por PCR o a diferencias existentes entre individuos muy cercanos filogenéticamente.

V.4.-Resultados y Discusion

V.4.1.-Extraccion de ARN
Se realizo la extraccion de ARN de todos los suelos utilizados y sélo se consiguio

obtener producto en los casos: S, S CONGELADO, S10J y S10M y para los suelos T10J-
MCPA y T10JS-metolacloro, que habian sido incubados bajo condiciones de laboratorio
con MCPA y S-metolacloro, respectivamente. La Tabla V.4. resume la concentracion de
ARN y el valor para el Numero de Integridad de ARN (RIN) de los suelos comentados.

Se probaron tres métodos de extracciéon de ARN: Griffiths et al. (2000), Shestha,
et al. (2008) y Mettel, et al. (2010), y sélo con el método de Griffiths et al. (2000)
modificado, se consiguid extraer ARN de las muestras en estudio. Como muestras control
positivo, se inocularon muestras de suelo (T, C, T10J, C10J, T10M y C10M) con organismos
previamente cultivados en laboratorio y ademas muestras de suelo frescas colectadas de
un jardin en el momento del estudio y se incubaron durante 96 h a 372C a un contenido
de humedad equivalente a la capacidad de maxima de retencion de agua del suelo. De las
muestras de los suelos T, C, T10J, C10J, TIOM y C10M no se obtuvo ARN, mientras que de
las muestras de suelo fresco de jardin, si (estos datos no se presentan). El método de
extraccion fue efectivo aunque no funciond con algunas de nuestras muestras. Esto se
puede deber a que, como se ha dicho con anterioridad, el ARN extraido del suelo, que
representa la poblacion biolégicamente activa en el momento de la extraccién (Griffiths et

al., 2000), presentan alta sensibilidad a la degradacion por nucleasas (ARNasas), enzimas
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abundantes en las muestras bioldgicas y también presentes en las manos y en general por
toda la superficie de nuestros cuerpos (Mettel et al., 2010).

Las muestras de ARN que si se extrajeron se cuantificaron con Bioanalyser, que
posee un software que calcula la concentracién de ARN y dos parametros que explican la
calidad del mismo, que constituyen la relacién que existe entre las cantidades de las
subunidades 23S y 16S y el valor RIN. El uso de éste coeficiente facilita la determinacion
objetiva de la calidad del ARN. Este valor que puede ser desde 1 hasta 10
(correspondiendo a moléculas de ARN muy degradadas (1), y a moléculas intactas (10)) y
se basa en la cuantificacién de productos de degradacion del ARN a lo largo de toda su
migracion electroforética (Tabla V.4.).

Tabla V.4. Concentracion de ARN obtenido tras la extraccién y valor del Numero de
Integridad de ARN (RIN).

MUESTRAS CONCENTRACION (n gul™) RIN

S FRESCO 600+38.1° 8.8

S CONGELADO 31.7+#4.3 5.1
S10J 311+23.0 7.3

S10M 212+1.3 7.1
T10J-MCPA 418+64.2 6.5
T10JS-metolacloro 108+17 6.6

*Los numeros son medidas + desviacion estandar

Se encontré que el suelo S CONGELADO sufriéd una reduccion significativa de la
concentracion de ARN respecto al S FRESCO (mismo suelo arenoso S que no se congeld
previo analisis) (Tabla V.4.). Esto es debido a que el proceso de congelacién afecta a la
poblacién microbiana bilégicamente activa presente en el mismo (Pesaro et al., 2003).

Al afiadir alperujo, aunque el suelo se encontraba congelado previamente, la
concentracion de ARN aumentd hasta 10 veces respecto al suelo sin enmendar, siendo el
aumento mayor al enmendar con AJ que con AM (Tabla V.4.). Esto demuestra que la
adicién de alperujo al suelo no reduce la actividad biolégica de este suelo sino que por el
contrario aumenta el contenido en microorganismos activos. EI mayor numero RIN
cuantificado se encontrd para el Unico suelo fresco (S FRESCO), seguido por los suelos S
enmendados (510J y S10M) (7.3 y 7.1, respectivamente), sin embargo, los suelos T10J-

MCPA Y T10J-S-metolacloro mostraron ARN de menor calidad, lo que se atribuyd a la
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posible degradacion del mismo durante el proceso de incubacion con los herbicidas (Tabla

V.4.).

V.4.2.-Caracterizacion morfoldgica y recuento de UFC

Tras 6 dias de incubacion a 309C y oscuridad, se procedié al recuento de visu y
estudio morfolégico de colonias de las placas inoculadas con extracto de suelo T sin
enmendar (TO) y enmendado con AJ al 10% (p/p) (T10J) y suelos enmendados con AJ al
10% (p_/p) incubados con MCPA y S-metolacloro 45 y 72 dias, respectivamente (T10J-
MCPA Y T10J-S-metolacloro). Con el fin de caracterizar la poblacion microbiana de los
residuos usados (AJ y AM), también se inoculd extracto de estos residuos (diluidos 10* y
107 para los alperujos Al y AM, respectivamente). En la Figura V.3. se muestra el estado
de las placas tras la incubacion en el caso del herbicida MCPA (T10J y T10J-MCPA). Para los
suelos Sy C no se hizo el estudio de comparacién con suelos incubados con los herbicidas

porgque no se disponia de muestra suficiente.

Figura V.3. Placas de medio TSA inoculadas con suelo T10J y T10J-MCPA tras 6 dias a
30°C y oscuridad.

Durante el conteo de visu en los suelos T (TO) sin enmendar se encontraron
mayoritariamente colonias de color blanco y azul. Las colonias azules no aparecian o su
presencia era baja en el suelo T10, mientras que en los suelos enmendados tratados con
los herbicidas (sobre todo el suelo T10J-MCPA), aparecian en mayor nimero que las

blancas, lo que se ha atribuido a la presencia de herbicidas.
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Tabla V.5. Niumero medio de UFC presentes en las placas inoculadas con los suelos T,
T10J, T10J-MCPA Y T10J-Smetolacloro.

COLONIAS BLANCAS COLONIAS AZULES TOTAL
MUESTRA 2 -1 2 -1 2 -1
(UFCx10°g™) (UFCx10°g™) (UFCx10°g™)
TO 3616* 18+3* 58
T10J) 2843 20+4 48
T10J-MCPA 1944 70+12 89
T10J-S-METOLACLORO 387 41+7 79

*Los numeros son medidas * desviacién estandar

Dichas colonias se aislaron, se purificaron y por un lado se extrajo su ADN para
secuenciar, y por otro lado se sembraron en medio no selectivo TSA, con MCPA a distintas
dosis (0, 0.3, 0.6, 1.5 y 2 kgha‘l). Tras 6 dias de incubacidn, se contaron las colonias
presentes en los distintos tratamientos (Tabla V.5.) y se encontré que el niumero de
colonias azules se veia incrementado frente a las colonias blancas, al aumentar la dosis de
MCPA (Tabla V.5.). La incubacidon con el herbicida favorecié el crecimiento de estos

organismos frente a los organismos formadores de colonias blancas.

Tabla V.6. Nimero de UFC de color blanco y azul en placas con concentraciones
crecientes de MCPA.

1 COLONIAS BLANCAS COLONIAS AZULES
MCPA (kg ha ) 2 -1 2 -1
(UFCx10°g™) (UFCx10°g™)
0 184" 67112
0.3 1743 7249
0.6 2343 82412
1.5 10%2 8519
2 1142 110+15

*error estandar respecto a la media

V.4.3.-Aislamiento colonias seleccionadas, purificacién y secuenciacion

Se seleccionaron 25 colonias distintas visualmente de las placas TSA inoculadas
con los suelos TO, T10J, T10J-MCPA, se sembraron en placas TSA de nuevo
individualmente (técnica cultivo-dependiente) y una vez confirmado que representaban
una Unica colonia se extrajo su ADN y se mandd a secuenciar (técnica cultivo-

independiente). Los resultados de la secuenciacion se muestran en la Tabla V.6.
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Tabla V.7. Presencia (X) o ausencia (-) de las cepas (A1-A25) secuenciadas en los suelos
TO, T10J, TLOMCPA y T10JS-metolacloro.

T10J T10J
cepa IDENTIDAD (%) Identificacion cepa T0O Ti0J
MCPA  S-metolacloro
Al 99 Achromobacter piechaudii X X X X
A2 99 Achromobacter xylosoxidans* X X X X
A3 100 Achromobacter sp X X X X
A4 99 Bacillus sp. X - - -
A5 99 Paenibacillaceae bacterium X - - -
A6 99 Alcaligenes faecalis X X X X
A7 98 Ensifer sp. X - - -
A8 99 Ensifer adhaerens** X - - -
A9 99 Acinetobacter schindleri X X X X
Al10 100 Acinetobacter sp X X X X
All 99 Acinetobacter johnsoni X - - -
A12 100 uncultured bacterium clone A43 X X X
Al13 96 Pseudomonas sp. X X X X
Al4 99 Pseudomonas putida X X X X
Al15 99 Pseudomonas fluorescens. X - - -
Al6 96 Gordonia sp. X X X X
Al7 98 uncultured Actinoplanes sp X - - -
Al18 98 uncultured Rhodocyclaceae bacterium  x - - -
Al19 99 uncultured compost bacterium - X X X
A20 98 uncultured actinobacterium X X X X
A21 99 Rhizobium sp X X X X
A22 99 uncultured Sinorhizobium X X X X
A23 99 Janthinobacterium sp. X X X X
A24 99 Duganella nigrescens X X X X
A25 99 Oxalobacteraceae sp. X X X X

*También identificada por Alcaligenes xylosoxydans; **Sinorhizobium morelense

Todos los individuos que se secuenciaron en el suelo T sin enmendar (TO) se
encontraron en el mismo suelo enmendado (T10J) (Tabla V.6.), lo que muestra que la
poblacién autdctona del suelo cultivable que fue secuenciada, no se afecta negativamente
por la adicion de enmienda, (AJ, en este caso), al contrario que lo encontrado en un
estudio que detectd un efecto téxico sobre microorganismos del suelo al enmendar con
un residuo de extraccion de aceite de oliva como en nuestro caso (Sampedro et al., 2009).

La presencia de MCPA y S-metolacloro tampoco elimind ninguna especie (entre las
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cultivables), ni favorecié el crecimiento de ninguna nueva (Tabla V.6.). Ademas, no se
encontraron diferencias entre los individuos secuenciados entre los suelos incubados con
MCPA y con S-metolacloro. Estos resultados indican que la incubacién a medio plazo no es
suficiente para favorecer la presencia de organismos especializados en la degradacion de
estos herbicidas. En un estudio a largo plazo presentado por Singh y Ghoshal. (2010), la
aplicacién del herbicida butalacloro, sin embargo, reducia la actividad bioldgica total del
suelo. Este efecto desaparecia cuando se aplicaban distintas enmiendas organicas (restos

de poda, y estiércol) al suelo junto con el tratamiento de herbicida.

Tabla V.8. Tolerancia (T) y no tolerancia (NT) a MCPA a las dosis 2, 3, 5, 7 y 10 kg ha™.
Nombre cientifico

IDENTIDAD Cepa (%) Tolerancia a MCPA (kgha™)
2 3 5 7 10
Al 99 Achromobacter piechaudii T T T T NT
A2 99 Achromobacter xylosoxidans* T T T T T
A3 100 Achromobacter sp T T T T T
A4 99 Bacillus sp. T T NT NT NT
A5 99 Paenibacillaceae bacterium T T NT NT NT
A6 99 Alcaligenes faecalis T T T T NT
A7 98 Ensifer sp. NT NT NT NT NT
A8 99 Ensifer adhaerens** NT NT NT NT NT
A9 99 Acinetobacter schindleri T T T T NT
Al10 100 Acinetobacter sp T T T T NT
All 99 Acinetobacter johnsoni T T T T NT
Al12 100 uncultured bacterium clone A43 NT NT NT NT NT
Al13 96 Pseudomonas sp. T T NT NT NT
Al14 99 Pseudomonas putida T T NT NT NT
A15 99 Pseudomonas fluorescens T T NT NT NT
Al6 96 Gordonia sp. NT NT NT NT NT
Al17 98 uncultured Actinoplanes sp NT NT NT NT NT
A18 98 uncultured Rhodocyclaceae bacterium NT NT NT NT NT
A19 99 uncultured compost bacterium NT NT NT NT NT
A20 98 uncultured actinobacterium NT NT NT NT NT
A21 99 Rhizobium sp NT NT NT NT NT
A22 99 uncultured Sinorhizobium NT NT NT NT NT
A23 99 Janthinobacterium T T T T T
A24 99 Duganella nigrescens NT NT NT NT NT
A25 99 Oxalobacteraceae sp. T T T T T

“También identificada por Alcaligenes xylosoxydans **Sinorhizobium morelense
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Tabla V.9. Tolerancia (T) y no tolerancia (NT) al herbicida S-metolacloro a las dosis 2, 3,
5,7,y 10 kg ha™.

Nombre cientifico

IDENTIDAD Cepa (%) Tolerancia a MCPA (kgha™)

2 3 5 7 10

Al 99 Achromobacter piechaudii T T T T T
A2 99 Achromobacter xylosoxidans* T T T T NT
A3 100 Achromobacter sp T T T T NT
A4 99 Bacillus sp. T T NT NT NT
A5 99 Paenibacillaceae bacterium T T NT NT NT
A6 99 Alcaligenes faecalis T T T T NT
A7 98 Ensifer sp. NT NT NT NT NT
A8 99 Ensifer adhaerens ** NT NT NT NT NT
A9 99 Acinetobacter schindleri T T T NT NT
Al10 100 Acinetobacter sp T T T NT NT
All 99 Acinetobacter johnsoni. T T T NT NT
A12 100 Uncultured bacterium clone A43 NT NT NT NT NT
Al13 96 Pseudomonas sp. T NT NT NT NT
Al4 99 Pseudomonas putida T NT NT NT NT
A15 99 Pseudomonas fluorescens. T T NT NT NT
Al6 96 Gordonia sp. NT NT NT NT NT
Al17 98 Uncultured Actinoplanes sp NT NT NT NT NT
A18 98 uncultured Rhodocyclaceae bacterium  NT NT NT NT NT
A19 99 uncultured compost bacterium NT NT NT NT NT
A20 98 uncultured actinobacterium NT NT NT NT NT
A21 99 Rhizobium sp NT NT NT NT NT
A22 99 Uncultured Sinorhizobium NT NT NT NT NT
A23 99 Janthinobacterium T T T NT NT
A24 99 Duganella nigrescens NT NT NT NT NT
A25 99 Oxalobacteraceae sp. T T T T T

“También identificada por Alcaligenes xylosoxydans; **Sinorhizobium morelense

Tampoco se encontraron diferencias importantes entre los organismos que
toleraban (Tabla V.9.) concentraciones altas de MCPA y S-metolacloro (Tablas V.7. y V.8.).
Individuos como Alcaligenes faecalis , Oxalobacteracea sp. y Acinetobacter sp. mostraron
misma tolerancia a las distintas dosis de los herbicidas, aunque en algunos casos los
organismos no crecian a la dosis mas alta (10 kg ha'l) (Achromobacter xylosoxidans,
Achromobacter sp. o Janthinobacterium (éste ultimo que corresponde con las colonias

azules encontradas). Se ha visto con anterioridad que estas bacterias son tolerantes a

243



CAPITULO V. Efecto de la adicion de alperujo y herbicidas a suelos sobre comunidades microbianas
autdctonas del mismo. Estudios independientes y dependientes de cultivo

algunos metales como Zn y a herbicidas, como puede ser atrazina, metolacloro vy
nicosulfurdn, y esta mayor tolerancia les confiere la capacidad de desplazar a otras
bacterias cuando se dan concentraciones altas de estas sustancias en el suelo (Jackson et
al., 2012). Se seleccionaron algunas cepas que mostraron tolerancia a la mayor
concentracion de los herbicidas, con el fin de determinar su capacidad de usar el herbicida
como fuente de carbono. De los organismos que toleraban los herbicidas, se seleccionaron
Janthinobacterium, Achromobacter xylosoxidans, Acinetobacter sp para hacer
inoculaciones en medio TSA con los herbicidas como uUnica fuente de carbono, como se
describira en el apartado V.4.7. de éste capitulo.

Recientes estudios han revelado la presencia de microorganismos como
Oxalobacteraceae sp, y Janthinobacterium sp en muestras de residuos orgdnicos.
Microorganismos del género Achromobacter se ha visto que poseen una alta capacidad
para degradar moléculas aromaticas y se han aislado de suelos contaminados con metales
pesados (Ma et al., 2008). También bacterias del género Acinetobacter, puede usar S
como fuente de energia, se han aislado de composts (Meade et al., 2001). Individuos del
género de Alcaligenes se han encontrado en residuos de lodo de depuradoras (Tanio et al.,
1981) y se ha comprobado que son capaces de degradar fenantreno (Kiyahara et al.,
1982). También se ha visto que puede degradar moléculas organicas como 4-clorofenol
(Balfanz y Rehm, 1991).

Extractos de los alperujos se inocularon en placas Petri con medio TSA y se
caracterizo la morfologia de las UFC (Figura V.4. y Tablas V.10. y V.11.). Resultado de la
inoculacién, observamos alta diversidad de microorganismos respecto a la encontrada en
los suelos (Tablas V.10. y V.11.). Los residuos de almazara presentan alto contenido en
MOT (81% para AJ y 91% para AM) (Tabla I1.2.) y ésto explica la abundancia en organismos
bioldgicamente activos y su alta diversidad en comparacidn con los suelos. La poblacidn
total contenida en AM es hasta 4 veces menor que en AJ, que aunque presentara mayor
contenido en COS (4.1 g I respeto a 2.2 g I'' de AJ) su pH (4.8) era mas &cido y constituyé
un factor limitante en el crecimiento microbiano (Figura V.4.). Por otro lado, la mayor
presencia de microbiota en el alperujo AJ, se explica ademds por su menor contenido en
sustancias fendlicas (Tabla 11.2.), que se han visto reducidas como consecuencia del

proceso de compostaje, mas avanzado en este alperujo que en el caso de AM.
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Figura V.4. Placas con medio TSA inoculado con extractos de los alperujos AJ

(izquierda) y AM (derecha).

La presencia de S-metolacloro en las placas redujo el numero medio de UFC y
diversidad en el caso de las inoculadas con extracto de AM (Tabla V.10.), mientras que
para el caso de MCPA, el nimero de UFC mostré una relacion positiva con la
concentracién del mismo (Tabla V.10.). En el caso del alperujo AJ, en incremento en la
concentracion de tanto MCPA como S-metolacloro, redujo el nimero de UFC medio (Tabla

V.11.).

Tabla V.10. Morfologia y nimero de UFC en placas TSA inoculadas con extracto de AM.
Tipos colonias AM (UFC g'lde alperujo)

Dosis MSPA rosa amarilla azul Blanca MEDIA
(kg ha™)
0 310 611 - 18+2 231
0,3 310 310 210 13+2 22.5%#4.5
0,6 410.5 410 - 201 27.5%£1.5
1 3+0.5 410 - 23+2.5 33.5%1.5
. S—metilacloro rosa amarilla azul Blanca MEDIA
(kg ha™)
0 210 - 310 2412 24+0.5
0,3 - - - 161 161
0,6 - - - 14+1 14+2
1 - - - 161 16+0.5

*Los numeros son medidas * desviacion estandar
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Tabla V.11. Morfologia y nimero de UFC en placas TSA inoculadas con extracto de AJ.
Tipos colonias AJ (UFC g de alperujo)

Dc;;igs ::S;’A ramificada azul blanca  MEDIA
0 2107 5+1 98+5.2 104+4.0
0,3 - - 66.5+3.2 66,5+2.5
0,6 - - 73.5%¥4.2 73.5%1.5
1 - - 3.5#3.1 34.5#25

Dosis S-metolacloro "
amarilla azul blanca MEDIA

(kg ha™)

o 2#1 41 98:4.0 103#3.9
03 210 41 94368  99+1.0
06 210 3%l 38423 4115

L 261 41 58#3.4 61l

~error estandar respecto a la media.

V.4.4.-DGGE

Con el fin de evaluar el efecto de la adicién de alperujo y de herbicida sobre la
poblacién microbiana a través de otro tipo de métodos cultivo-independientes que
completen los resultados obtenidos tras la secuenciacién, se hicieron geles DGGE con
muestras de ADN y ADNc de los suelos. La similitud que se encontrd entre los individuos
secuenciados de las placas Ty T10J se corrobord con un nimero parecido de bandas. Cada
una de estas bandas representa a una poblacién de individuos presente al menos en un
1% del total de individuos de la muestra de suelo (Casamayor et al., 2000). La Figura V.5.
muestra los perfiles para los ADN de los suelos Ty S sin enmendar y enmendados.

La adicién de enmienda no afecta a la poblacién bacteriana presente en el suelo
originalmente, tal y como se encontré en los estudios en placas para extractos de suelos S
y T. Esto se confirmd con los geles de DGGE para estos suelos, que no mostraron menor

numero de bandas (Figura V.5.).
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Figura V.5. Perfil DGGE comparando ADN extraido del suelo T (TO) sin enmendar y
enmendado con AJ y AM (T10J y T10M) (derecha) y del suelo S congelado, fresco y
enmendados con AJ y AM (S CONGELADO, S FRESCO, S10J Y S10M) (izquierda).

Aunque en el estudio de la concentracion de ARN de estos suelos se encontré
menor concentracion en el suelo S CONGELADO respecto al S fresco (hasta 20 veces
menos ARN), ni el nimero de bandas ni la intensidad de las mismas se redujo
significativamente (Figura V.5.). Los suelos mostraron 25, 23, 26 y 25 bandas para los
suelos T10M, T10J y T10J y TO, respectivamente. Los perfiles para el suelo arenoso, S, S
CONGELADO, S FRESCO, S10J Y S10M, no mostraron diferencias entre el niumero de
bandas ni intensidad de las misma (Figura V.5.). Hay que tener en cuenta que los perfiles
de DGGE no proporcionan una cobertura completa de la diversidad bacteriana de los
suelos, porque el nimero de bandas que pueden aparecer en él son limitadas (Muyzer,
1999; Nikolansz, et al., 2005), al presentar sélo bandas que representan minimo un 1% de
la totalidad de organismos presentes en las muestras, como se ha dicho anteriormente

(Casamayor et al., 2000).
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Frente a cultivos-dependientes, la técnicas PCR y DGGE se caracterizan por alta
reproducibilidad y exactitud (Moreno et al., 2009), sin embargo, en este estudio el nimero
total de bandas, no superé el nimero estimado de UFC observado a través de la técnica
del conteo de visu.

Se compard el ADN extraido con el ADNc sintetizado a partir de ARN de las
muestras de suelos (Figura V.6.), ya que ésto permite comparar las diferencias entre
poblaciones microbianas activas biolégicamente en el momento de la extraccidn y las no
activas. La intensidad de algunas bandas, tanto en el caso del suelo T10J-MCPA como en el
de T10J-S-metolacloro, fue mayor para el caso del ADNc que para ADN (flechas azules,
Figura V.5.). La mayor intensidad de las bandas también coincide con los valores de
concentraciéon de ARN encontrados (Tabla V.4), aunque no se pudo cuantificar la
concentracion para el suelo T10J como referencia para los suelos incubados con
herbicidas. Ademas, el perfil de ADNc para T10J-S-metolacloro mostré una banda que no
aparecia en el perfil de ADN. Esto pudo deberse a que la poblacién de estos organismos
sea muy pequefia (igual o inferior al 1%), y a las limitaciones en la deteccién de bandas por

la técnica de DGGE.

ADN ADNc ADN

Figura V.6. Perfil DGGE comparando ADN y ADNc de los suelos T10J-MCPA y T10J-S-
metolacloro AJ y AM.
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Los perfiles para Al y AM también se incluyeron en este gel para comparar la
presencia de bandas en estos residuos frente a las de los suelos enmendados con ellos.
Los alperujos mostraron mayor numero de bandas y, por tanto, mayor diversidad
microbiana que los suelos enmendados, lo que estaria de acuerdo con el mayor nimero
de UFC y mayor diversidad morfoldgica encontrada en técnicas cultivo-dependientes
mostrada en este capitulo (Tablas V.910. y V.11.). El alperujo AJ mostré 34 bandas

facilmente identificables, mientras que el AM, que mostré menor nitidez, s6lo mostro 26.

V.4.5.-Seleccion de microorganismos resistentes

Resultado del estudio de tolerancia de cepas seleccionadas descrito en el
apartado V.4.3., se escogieron Janthinobacterium sp., Achromobacter xylosoxidans y
Acinetobacter sp para ser inoculadas por separado en matraces con 250 ml de medio
liguido TSA (cuya composicién ya ha sido descrita en el apartado V.3.6.) y con los
herbicidas como unica fuente de carbono. Al mismo tiempo se inocularon dos matraces
como controles positivos con medio TSA y glucosa como fuente de carbono ademas del
herbicida. Las Figuras V.7. y V.8. muestran la absorbancia del medio TSA respecto al
tiempo de incubacién y la cinética de degradacion con los herbicidas MCPA y S-
metolacloro.

Antes de inocular las cepas en los matraces se purificaron y mandaron a
secuenciar para confirmar que correspondian con una Unica especie. En el caso de
Acinetobacter sp, la siembra en placas con medio enriquecido en glucosa reveld el
crecimiento de dos tipos distintos de colonias. Tras varios intentos de aislamiento no se
consiguio purificar la colonia. Esto puede ser debido a cometabolismo por parte de los dos
individuos. La coexistencia y la participacién en procesos de degradacién multifasica de
compuestos organicos se ha descrito con anterioridad (Schmidt y Gier., 1990). Por ello
este organismo no se usO para los estudios de resistencia que a continuacion se

presentan.
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Figura V.7. Absorbancia del medio TSA respecto al tiempo de incubacion con el herbicida
MCPA (arriba) y cinética de degradacién del herbicida (abajo).

Tras la inoculacién de las cepas en los matraces si hizo un seguimiento del
crecimiento de estas colonias a través de medidas de absorbancia del medio de cultivo a
600 nm, y a los mismos tiempos se midié en HPLC la concentracién de herbicida en
solucién (Figuras V.7. y V.8). Este estudio reveld una absorbancia de hasta 1 nm para los
organismos en el medio con glucosa (control positivo), mientras que en presencia de
MCPA y S-metolacloro como fuente de carbono Unica, mostraron una absorbancia de 0.3 y
0.5, en presencia de MCPA y S-metolacloro, respectivamente. La cuantificacién por HPLC
de los herbicidas mostré muy baja capacidad de degradacion de los mismos, mas acusado
para MCPA, que para S-metolacloro (Figuras V.7. y V.8.). Estudios recientes han mostrado
la capacidad de levaduras para degradar el herbicida metolacloro (Mufioz et al., 2011).

Ademas se encontré que el crecimiento de los organismos en los matraces se detenia en
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torno a 70 h de incubacién con los herbicidas tal y como se ve en las Figuras V.7. y V.8. La
baja degradacién de los herbicidas estudiados por los organismos Janthinobacterium sp. y

Achromobacter xylosoxidans, pudo deberse a este cese en el crecimiento de

MCPA
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S-metolacloro (arriba) y cinética de degradacion del herbicida (abajo).

Durante los estudios de siembra en placas de Petri a altas dosis de herbicidas, se
encontré la presencia de unas formaciones circulares similares a calvas de crecimiento. En
la Figura V.9. se muestra el estado de estas estructuras. En estudios de suelos
contaminados con herbicidas o con metales pesados, se ha encontrado que son
frecuentes. La formacién de estas estructuras se atribuye a la presencia de fagos en

respuesta a una situacion de estrés, como son las altas concentraciones de herbicidas o
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contaminantes, y que destruyen las bacterias que se encuentran alrededor (deteniendo el
crecimiento de las poblaciones presentes en los matraces), y surgen colonias resistentes

mutantes en el interior de la calva.

Figura V.9. Arriba placa de Petri en medio TSA con evidencia de las formaciones circulares
(calvas) consecuencia de la presencia de fagos en la poblacion microbiana. Abajo, detalle
de una calva.
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V.5.-Conclusiones

El uso de enmiendas organicas como los alperujos y los herbicidas MCPA y S-
metolacloro, no produjo efecto téxico sobre la poblacidn microbiana presente en las
muestras de suelo estudiadas, ya que estudios cultivo-dependientes como la inoculacidn
en placas Petri, revelaron aumento en el nimero de colonias de los suelos enmendados
respecto a los suelos sin enmendar y cierto cambio en la composicién de las poblaciones
microbianas, favoreciendo a aquellas mas tolerantes a los herbicidas.

Con respecto a los estudios cultivo-independientes como la DGGE, las
bandas en el perfil de los suelos enmendados se intensifican, lo que coincide con un
aumento en la concentracién de ARN de estos suelos, y por tanto de la actividad bioldgica.
La adicién de enmienda, por tanto a los suelos, no sélo no afecta negativamente a los
suelos, sino que ademas parece que favorece la actividad microbiana, como revelan las
concentraciones de ARN y el coeficiente RIN.

Muchos organismos que se detectaron en los extractos de suelos mostraron
algun tipo de tolerancia a la presencia de los herbicidas, y sin embargo, los estudios con
organismos tolerantes hasta la mdxima dosis de herbicida aplicada, no fueron capaces de
degradar eficazmente los dos herbicidas estudiados. Esto puede atribuirse a la presencia
de fagos en las placas de cultivo, que surgen como respuesta a situaciones de estrés, como
la presencia de altas concentraciones de herbicidas, y eliminan a las colonias vivas de las

muestras de suelo.
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VI.-General conclusions

1. The olive oil mil waste AJ, with higher pH and lower soluble organic
carbon (COS) than AM, presented low lignin and cellulose content, characteristic of
humified material. The fluorescence spectrum of the COS of the wastes revealed
higher HIX for AJ than for AM (9.5 and 1.3, respectively), corroborating the higher
humification of AJ. The amendment AM presented more phenolic compounds in
solution, which increased acidity of the residue. In case of AJ, these last compounds
were degraded due to composting and humification processes. Both fluorescence
and infrared results confirmed the different nature of the dissolved organic
compounds of these residues. Despite the similar organic matter content, it is
possible to conclude the AJ residue is a better option as organic amendment for the
soils, as it provides more stable organic matter than AM.

2. Surface and porosity studies of the soils S, C and T revealed that addition
of Al and AM at 5% and 10% doses, increased the total pore volume in the three soils
studied when compared to unamended soils. Olive mill residue addition increased
dissolved organic carbon content and therefore bioavailable carbon source for soil
microorganisms explaining higher respiration found in C and T soils.

3. MCPA sorption was concentration dependent (L type isotherms), while S-
metolachlor sorption was not affected by concentration in the range studied (C type
isotherms). The soils S, C and T showed very low and low sorption capacity of MCPA
and S-metolachlor, respectively. K4 values for MCPA in amended soils did not
showed great increase in sorption in these three soils, while Ky, did, mainly when
amending with AJ. K4 and Kyio coefficients for S-metolachlor were both increased
when amending with the wastes, but higher increased was found for AJ.

4. Sorption of MCPA and S-metolachlor in unamended soils, although low,
was not reversible, as higher ng4 than n;y (except in case of the C soil) were found.
However, amended soils showed reversible sorption for MCPA. Increase in dissolved
organic carbon upon amendment could be responsible of this, as desorption of
herbicide could be favored from the solid to the liquid phase. In case of MCPA,

addition of the organic residues, did not favor desorption of S-metolachlor.
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5. Half lives of MCPA in unamended soils were lower in the case of Cand T
soils, of higher organic carbon content. This was attributed to higher biological
activity in the soils. No significant differences were found in case of S-metolachlor.
Addition of the residues increased persistence of MCPA and S-metolachlor in the
soils. This was attributed, on one hand, to the higher sorption capacity of amended
soils, and on the other hand, to organisms in the soil using alperujo as organic carbon
source instead the herbicide, increasing persistence in soil. Addition of amendment
reduced the MCPA mineralization in all the studied soils, corroborating dissipation
studies.

6. Mobility studies revealed low and high retention capacity for MCPA and S-
metolachlor, respectively, showing lower leaching when amending, mainly in the case
of the last herbicide. Increase in soil pore volume obtained when amending did not
increase leaching of the herbicides. Organic matter is a determinant factor to be
considered in leaching.

7. Organic residues (alperujo (OW) and orujo (DW)) addition increased
sorption of the herbicides S-metolachlor and bentazone, especially in the case of the
last. Higher sorption was observed in soils amended in the laboratory (OW5, OW10,
DWS5 y DW10) compared to field amended soils (OW30, OW60, DW27 y DW54). This
was attributed to the high dissolved organic carbon content present in the laboratory
amended soils.

8. Amended soils with OW showed similar bentazone half lives to
unamended soils. At the contrary, amended DW-soils, increased bentazone half lives
by a factor of 2 and 3 in DW27 and DW54 amended soils, respectively. Laboratory
amended soils showed an increase in half lives of 18-fold respect the original soil.
Amended soils did not show significant differences in persistence of S-metolachlor
when compared to unamended soil. Increase in bentazone sorption did not result in
lower leaching. On the contrary, a strong reduction in S-metolachlor leaching in
amended soils was observed.

9. Bentazone mineralization was reduced in both field and lab amended
soils. However, dehydrogenase activity of soils in presence of S-metolachlor did not
revealed herbicide nor residue toxic effect, confirming the increase in soil respiration

upon amendment.
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10. Terbuthylazine, unlike glyphosate, was an indirect phytotoxicity source
for olive plants, reducing the photosynthetic efficiency under greenhouse conditions,
which was counterbalanced by the addition of alperujo to the soil, as increase in
sorption of the herbicides molecules was found.

11. Addition of the organic residues AJ or AM did not reduced microbial
population in soils. Tolerance studies at high herbicide doses revealed the presence
of tolerant, but not resistant organisms to MCPA and S-metolachlor in the soils used.
Culture-dependent studies showed an increase in number of organisms in amended
soil respect to the unamended ones and a slight change in population composition.
The addition of amendment, modified the composition of microbial populations,
favoring more tolerant organisms to wastes and herbicides, as no toxic effect on
microbiota was found. Independent-culture studies (DGGE) showed an increase in
intensity of bands in amended soils profile, which coincided with an increase in ARN
concentration in soils. Absence of toxic effect of the residues, and indeed, a positive

tendency, was observed in case of addition of alperujo to the soils.
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lazine (W'tert buryl-6-chlom- N ethd | L% trissine- 4 disnine )
isa precmergrnce solective herbicide applied divectly to the sl
and mainly sbsorbed by roots. It ishibis the Hill readion and
€O, sorption in the cilomplylic fnction'” Ghpboute

by hnzm some roct absorption ha sl been
reported. Bomde il mpface contaminadion, trarsdocgion
af gyphaate from laves © plnt ronts has been shown 1o be
alm reponsible for ghyphoste reidees in fhe wil® Thes
berhicide sl bhawe wery different soi sorption behawics, ™™~
and the cfiect of this soi procas o photorysem [ photo-
chemixtry will slas be cxslusicd

B MATERIALS AND METHODS

Herbicides, Soll and Organic Waste Figh pewy (99
ﬁiw-ﬂmﬁ—m}_ﬂlw
froe D, Eoresorrier G (Angsivey Commy) Trbrtyloss o
3 coleriess ponedes woth 3 wates sisbdey of L5 mg L™ & 2°C, sl
Pk-ﬂﬁ-*u#-,#hh-ﬂlll."
20 °C) ad prennly el & oo g o

Recewed bk 3 3011

Acopeed  Apel ¥, W11
Bovmed: gl 33001

o e
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Table 1. Properiies of Unamended (5} and
Aand-d}m- % Rate (5 + 5% OW) and 10% Raie (5§ +
10% OwW

f— 5 5 4 5% OW B4 0N OW
g b % L] a s
chyw) i1 %] JT %] (1]
ol fn) na 111 i
(W) 5 s b

P T n &z

lﬂmm_w-&wkmzu
Wil mg™ ', spplied by ROTOP {Bodupest, Hongary), wa diso med
ta parfarm sorption. studies onder lahormory oondisans. Commania
Tarmulaso ne of the herticides were nsed o the srodies with alive plans
andar jjashonse condimions: gyphosate (Glialla 85 M0 g of ative
Ingrediert 1.=', ms;sw}mumm Sy ol
scove ingmdimt L™", Sipam Inagra S, Spain}.

The tap & om of & @ndy soil fom Soothen Spain was semgled, s
dried and seved 10 pama T mm mesh Phpsiondiamuzal peopedies are
gven i Table 1. The oganic cabon (0C) ontert of the sl wa
dearrmined by dadwomate omdanon, ™ md the pH was detarmanad na
PEA (g L7 ) sol/deimnmed satrr morere Sal tormee wa dewe-
mnad by sl onen tan

The al deraill wese [(0W) med & 5 roide ios dee al
perodecrion obtanal by o tenpluse Farfygres praces ® ' The
orgenk maler @bt of the ot (dewrs aed by culongen | &
B0, ane the pbl i 67 ( 13 g L™ residine/ desierssed wter mistare ).

Herbicde Sorption Studles. Duplos wmpes of 5 g of
wnamended soll and soll amended with OW at 5% and 108 [w/w)
were treaied stpaately with 10 mL of terbodylanine and glyphosate
wokntions (initid snaenmations, C, of 1, 8, 10, and 20 uM in 001 M
Calls) P dy, it was 4 inved that el dbwi m. s readhed in
less than 34 b, and that no measrahle degradition acamed daring
T ol Tt mspens ans wene cenmrfuged (0 man @ M0 pm. In
thie case ol vovbathylasne, the equiliom concentrat ani [C,) in Se
i nstants were determined by high perbrmance hgmd domna-
tegraphy (HPLC) onder the blowirg mndwissm: Now-Pack ol
wms, |50 men lengeh = 39 mm id ; cobumn packing, CIR, fow mate,
| =l mis™ ") charnt mviem water + acetomirde (1 + | by volame)
mimere snd detetion af 172 am In e o o gyphose, O, wa
detamined by lopd comtillacs omog (15C) One mliiEo
gty ey remowd for sabpes d med weh 4 mL ol iantills
man cacktal Difmence between C and O, were ssmamad to be the
imaon® sbsarbed (C, « pmeal kg ~"). Sarpaon sotherma were fited
ta th Frenndlich equation: C, = K5 and sorption. melficionts I,
and /ey aloaated

Plant Matedal and Treatments. Oles surepass L. wees [three
years o) were grown in plstic pats (26 om bagh = 15 om
diumeter) 8ed with the sandy soil and placed in 4 glasshou e with
minmam- masiman temperatmnes of 11-35 °C, §0-60% relative
hgmadiny and nataral daylight { manimom and maxsmam bght € 300
and 1006 gmal m~" & ). Five dfierent treatments wae done in
irplican pots Pots with the ogenic resdae sdded 1o fie soll & e
wate of 50 big ha™' [OW P}mﬂmﬂﬂ-h
wall gt vhe rge of Vig e~ (T pots) potswih ghpbaste sdded to e
s ut e rate of Vg b~ [ G pats) and pors with tertmth e nr snd
OW (T + OW pos) o ghyphusste and OW (G + OW pota).
Inpicste oty wEhow Leriecile o GELKE WEE weer Swd =
comrals Horscides were appliod to the top of the volls 26 b alter
the spplcation of the TW.
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Thelengh of four brandhes and ten lesws,banch of cach plant were
mesmed and saistially sdyial, 00 8 ws posshiz to b home
geneons hiomass tajplicate or #ie diffemnt reastments.

of Chiorophyll Auorescence. Chlamghyl
fmomsconce was measmmd in #ie alie beaoves asing a partable modu-
lated Enorimeter (FMS-, Hansstech Instrument I2d, England) after
148, 15 deysand i) days of weasnent in osdesto know the phsiologicd
respoess (0 the short mnd lang womn. Redondo Gimes et d " mpamed
that Eoorescesce pasmetes of abw troes wee afeced by hedaads
trearmens Bom wiek oo, b Rados do Gimes of i ™ foond thut these
p—nu— ax diczed @il rwo months of Peasmen Light sad

& b

(L
.’l.ﬂ‘l,—d-‘lf'jﬂﬂq[m,—d- i) i order
Ackrmin: & ledickls, OW o the sombintion of both sicad b
sensswry of plants to photonbsherwn = Aans were daadgpeed doe
30 min, pang kadchps deugned ko this papose. The minimad
fuomscemna lewd in the did-slpwd sae (Fo) was messwred wang &
madolawed polse (08 gl m™* o=" for L8 us) too small o indoce
':I-ﬂlll‘- h in the plant. Mazimal Boorescence in
') w8 measmnad aliee applying @ samraing actinic lght
pu.”fuunml m &' for 07 5. Vius of the wridhle
Muoxscence (F, = F,, ~ Fyl end maximum qnantom efficiency of PSIT
phomdianisry | R Fa,) wers clcaliied fom Foand F,, The sime leaf
aredof ench plunwas wied v messse bght adeped paamees Seady
stk fowesceme yeld (F) wa meconded afer adepang ples w
l.h]*ﬂhl‘.““ A mmntey sy bgie poce of
15000 gmed m ﬁrﬂ.hmh-d-p-ﬁnth-—
FEnmsrnr yekd | Fo ) by wmpoondy whibeng P31
lh;h-n-umd-_d m o *.-d.i.-t,
e il o tom e cency of B4
fﬁ--:.:—ﬂh}.#w..—nnﬂm.r =
Fot {Fn
Chronie (Pl ) and dyransic {Plie) phominhitition was cionlawd
acowding o Wemner & al™ o falows: Pl,, = [[F/F)w — (B
Fuu)al (Ful o Joe] X 100) Plagn = ([(R/Frue — (RlFodusa] (Pl
Pl % 100 where (F,/F,), and (E/F,),,4are dven and midday
Mﬁnwhu.m{FJﬂ.J_hmMF-nh,ﬂﬂl

= daffrars vimas

l.nl.l:lu.tmu.-.

Measurement of Gas Exchange. Ga an by wad
made monyg an open syeen (L1400, LLOOR lnc Linsln, NE, LEA)
ﬁuhl:hﬂﬂhimmmm
(4], somard exeductance & COy () sd etevcelnbe OO, maces.
'ﬂ-[ﬂq—‘mﬂll-hlﬂhmlﬂ
mmolmal, tempemtane of 1528 “C, 50 & 5% el bomiudey snd s
phoioe fioy deny of MO0 pmol m ™" s~ Thevalses brd, G, and O

e of exch leaf ower graph papar.

Statistical Analysis. Srasticl snayss was camied om wsing
Smtisica v. 60 (Stasofy Ine, Tolas, OK, USA) Dat was anadysed
using one and meooway ey of varenae (ANDVA; Ped] S
nificant test resnity were fallasd by Tokey test for idensiBation of

wm
B RESULTS
Somption Stdies. Terbuthylsine ﬂjﬂiﬂ.‘l: sorption

I.“hl_.l.’!lhl-. m. 1, and ool cents for
rach herhicide on wod (%) and vaik amended with OW a2
5% and 10% (w//w ] {5 + 5% and § + 10%) are given in Table 2

adorbs o6 sol to i mxch kigher corm fon worbe-
the K values of which were incessed by afactoral LY
and 796, when soib were amended with 5% and 10% OW,

i gV LT g | e o e 00N, 000, LG
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Table 2 Terbuthylarine and Sarption Cocth-
cirntsof Unamended [5) and Amended Soik ot 5% Rate [5 =
5% OW) and 10% Rate (5= 1% OW)

nmtmal s Giey el Ve B
Lo e 5 e9se (L4 —RsDT @57 E003" ass
54 5% 0W 138S{L74 — 1089 s 0l) 093
5o 10%OW TEED([RSED - 5388 QBSOS Q9
Pt 5 SI0{545 —4TRE GEILOOG 099
54 5% OW SL80(L540 - 5188 QST 004 099
54 I0OW 5811560 - 51900 QTREE005 059
* Nombes 0 am smndard emors (SE) dvom the mean Kx

* Mombes e men |, S

respectively. Mo significaat incrase in sorption wpon amend-
miewt was found in the cse of ghphoste.

Chiovophyll Fluareseencs. Maximmm quantem ficency of
PSH photochrmivtry [F.-.l"F.}, quamm efidency of P3I
From contrl, OW, T, G, T + l'.'lhraﬂ{; +0OWpots M b, 15
hﬂmh#hﬂﬁ&ﬁm-thWL
No dierences betwesn trestments were ocbwerved for B/ Fa
rhtm&rﬂhw]jhj.ﬂﬂhﬂltﬂhmhﬂ]
dﬂg:ﬁ'hﬂm:l-ﬁ recorded the
]mf.ﬁ.nhunmﬂh{mm]!ﬂmﬁrﬂ!mnmﬂ
ANOVA, P < 00001 F‘-':Ll\. ﬂ}.f}lstﬂ&pﬂ:!ﬂ‘li
down, as Fignre 3 shows (ANOVA, P < 00001 ). Data come-
sponding of F/ F_ at dows after 24 and 15 doys oftrestmment 2o
mot shown since no = differences were olwerved
[ANOVA, P > D05 Pois treated with tedbothydovine and

showed lower @ppy values 15 dayn afier herbicide
treatment {Figure 2E), althongh significnt dffrenos were not
recomded (ANOVA, P > 005). Nonethelem, @yug for T trested
pots w lower than for the control affer 60 days
(ANOVA, P> 0.01; Figere 3F ) A similar frend was recorded o
NP (Fgore 2G—1). Chronic and dynemic domage e the
&hmumnhaniTuﬂnﬂ.pﬂ:ﬂmd
the bighest chronic bt, wiuem
“-mhﬂwﬁmﬂ+m},dmlhmrm
mﬂ*lnhmﬁmﬂﬁ+mmnm

smilar to that of the contral

E.uEzh.gaPhnfn—Tuuulpuummdulhm
vaboes of net x rae (A) than the contiml lSth'F
after berhicide treatment (ANOVA, P < 0.05); and the lowest
vales after 60 days (ANOVA, P< 00001 ) {Figme 58,C ). These

diffrrencors were not olserved whes OW was added  Abhoogh
stomatal condoctance () of phnts fom Totreated pots was
significandl y lower than that of the costrel 15 days after hesbacide
treatment, it became Smilar to that of the control at the end of
the experment. The addition of OWincresed G, values i both
cses |Figue SRC). Addition of terbathplrine reduced ntes-
celiubr CO: concemtration (i) sfer 15 days, while no =g-
nificant differences wers fond in the e of T + OW, Af=rad
days, an inceae was olserved inboth e gments | Figees 3H ).

Fnrﬂ—hﬂnlpuhnnig:ﬁﬂﬂin:ﬂ:ﬂmmﬁmﬂﬁﬂ,
G, anad C, valoes deving the expecment bot in GHOWzated
pots adecresse inboth G, and € valses after 15 days wes found,
effect which disappeamed at the cod of the study

B DISCLSSHN
mhuthFJF_fwﬁdL#iu treabed phnts at
photoinhibition of dive phnuath#l#&n,uﬂnd:rur-
to a lower m:fnpmn::im:ﬂlm as obserwed in
nlﬁﬂdn&l!ﬂ‘ﬂhﬂlﬂ.-m#uh-ﬂhnu-_ih
demage in photosynthetic componests, 2 of chlorophyll mad-
ecdes of photospstem [, and this effect cm be short-term and
revemsible [d_:.-:_ﬂ:nm-ﬂﬂﬂ:—.] mlms,-'hmndmn
sible, at a dawn {dnnnu: imhiks-
i ). Asno cecovery was found 2t hnlnﬂ!med"pnh
trested with tecbuthylavine (Figore 3), we cn conclode that
Iﬁﬂ:phmupmﬂadnmtﬁut_ﬂ:ﬁm d]q-lun
(Figure 4}, which @n be exphined by fe mode of action of
tu'hﬂir-plme.-h:ll.lﬂ'nhhﬂ!hlfﬂuﬂmumn PSIl in
i could ke npnmd-ﬂ::‘l‘ + OW tetment abo
hm@dz effect doe to the addition of the herli-
cide, but no lower wlus in ths pesmeter were fomd. The
ﬂﬁimnfmmnl[m};m—m]mﬂqhn!n]nm
ﬂ'ﬂﬂel ﬁm“},ﬂﬂhﬂb&nhﬂ.bhmﬂ:ﬂ.ﬂﬂh{

makes te |—mHﬂ:hhﬂ-tH|rFP1-k.r¢-
dncing or avoiding the ic effect of the herhicide Semilar
results were by = et al B850 gl with

olive plnts and other thiazine herbicides These rovulis soggest
that, although edwthydsine adiifion to ik coold =St
negatively photochemistry of clive phnt, this effect codd be
reduce dby theoseof OW as sl persjoinsoiks. The addition of this
'ﬂzmﬁ:ﬂﬂdnﬂmtﬁdhﬂ!mﬂ:]lﬂn'ﬂlmﬂ.m&
improves s0il pepchochemical *® Furthermoe, & &
easily scomssible since & i grnemted dose to olive coopa.

s LI 1 90000 S g o (e, 00, 00K, ENE- Y

269



Capitulo VII. Publicaciones

Journal of Agricultural and Food Chemistry

h

-
= Mg 3 n

YW w5

Apmet et 2

o
3

I
-

[RL
ey

Clfuma ol
o - -
Cavel [ =

o=y [ «

B

T+

"
L=

< vt

agd

B LRt
=13 =

"o
z F
- &
e
-3 1

a3
.
.lllI
ERN
L e E
sz &
g | l-;lm -
I . 3 Ll 3
b =
&
g3
()

¥, - ., r;
* B i ?
3

E5° 5
H

IredlrEnt

Figore & Ne phoosyathesc rate, A (A—C), somata] cndodmce, Gy (D—F), and intercdlsiar O0; coaceyation, G (G—1) in Oks
trested with solid olive- milll oaganic waste [OW), ghyphosate (G L andboth of them (G + OW), tebofplarine (T) and T-+OWakher 34 h (A0, G} 15
days (B E, H); and 60 dags (C,F, [). Viaboes represent newn 4 SE, m = 9 Difleent betters indicate means that are sigmtficantly Aot from ench other

(Tokey s P2 O08])

dect ease " This was not slwerve din tha sudy for terbuthylizine
trested plants 60 days afler treatment. This could be 2 conse.
quence of the chronic dumage that plants from this treatment
suffered. These results do not agree with previous work with olive
pz.-,“"uukﬂqdn..ruuﬂa.h-ran-h-r._a
bry Macinmis-Ng and Ralph,” in studies with duwron on the nes-
gram Laostera capriomi

Youngalire trees showed an eady expremion of 13
lﬁnlslﬁﬂ ﬁ'mwi-m‘, ﬂm
vististically wignificant 60 days after irestment. A significant
reduction in vahes of @y afer 60 days of treatment with
terbuthylazine was obmowd i T pots when compared to
phnts Eom the control pots (Figare 2E.F). Redond o-Gomes
et al"™ found that F/F_ and gy were affected after one
werk of trestment of young olve plnts with duron and
vinazine, while in 2 similar study with adul trees, this efect
was mot cbeerved until 2 months after herbicide appBcation
(Redondo-Gomes et al.),'"* = ocourred in our simdy. The
sddition of OW to terbuthylasine i plants -
bahnced the reduction of F/F, and @y perameters since,
as described abowe, this OW makes terbuthylazine loss avai-
able to be adbsorbed by plants,

In relation to gas exchan,

parameten, there was 3 very
chear cfiect i olives trated with terbuthfazine but not in
plnt teated with The decline of net photosys-
thetic mte (A) may be attnboted to stomatal and/or non-
stomatsl Emitations.*" If this reduction is produced by non-
stomatal limitations, biochemical changes causing inhilition
of chlorophyll synthesis would be observed This cannot be
proved in our study since no pigment studies were per-
formed In the cse of stomatal lmitations of A by G,
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reduction, a decrease in ot ercellulr concentration of ODz
would be observed, which occurred 15 days after tesbut hyla-
mine trestment, but not at the end of the 60 day experiment.
Ovur bypothesis s that stomatal limitstions o cosr shortly afier
herbicide treatment affecting the synthesin of

molecules after lon ger exposure ' Values for photosyn hevis
rate confirmed that the addition of OW reduces the negative
effect genenmted terbathylxine ure, due to the
inﬂ'—rﬂ'lﬂ?ﬁ:lilnlf‘ﬁ[ﬂ:_tn found
after 80 dapwin T + OW pot.

The use of safe and dffeciive pesticides ior gops, without

ing indivect effects, & orucial for agronomists and Grmen. In this
study, we show that soil application of terbuthylazine is a soome
of indinect phytotosicity for olive plants, seducing it photosyn-
thetic eficency, which was counterbalinced by the addition of
OW to soik, inaeasing graly the sorption of the herbicde to
the soil partides and becoming low avakble to mteract and be
ahsorbed by the plant. Results dbtzine d can be wseful in prepasing
management stmtegies concerning herbicide we in alive cops.
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B ABBREVIATIONS USED

A, net phobosyathetic mie; Co, cquilibomn concentation; G
initial concenttion; O, intercellubr €0 oncentrafion; C.,
amount sodbed; F, minimal flooresenoe level in the dadk-
adapied state; F, maumal foocescence kewel in the dask.
ackopted iate; FSF, mmm:ﬁnqu'm
M}hm:&mﬁmhﬁ,

W REFEREMCES

(1) Dalon, B; Bosrn, C Comparison of the dfects of
and armine hefbicides on nontamget plants grown sngly ad =
micTocoems. Emree. Tasicel Chem 3000, 35, T304 1315

() CarablacMatines R , E; Fernindes.
Laespada, M E; Cabvo Serorera, L; Sﬁnﬂnill‘.m.[n,l‘j.hi
o ower fime of the of waiers in an anes of
Sdamana and Famers | Water Rex 3003, 37, 918 938

(3] Comejo, J; Hesnosin M. C; Caig B; Cox, L Mechods =
desrmine sorpton of Pestindes and Orther Omganic Compoonds In
Hmhamﬁ,ﬂ&ppm—ﬂ_

(4) AnasEoriws, M: LipesPeriage, E; Masines.Carhalla, E:
Smmal-Gandara, |;: Megew, | C; GacleRis, L. The mohlcy and
degradason of pesicdes in solk and e palimson of groondwarer
\gric, Ecoper Emtron. 2008, 133, 347360

(%) Hidelwande & ;Gaillamdn, M;Limee, £ Tals, B Barcds,
D Impact of pesicides oeed in and wmesyands to sorfoe aad

(Miarth Spain). Wiker Bex 3008, 42 3315506

(8] Saladin, G Cement, O Physiologica side efiects of pesticdes

S mdOn I L A o sl
Tm"‘ HOVA Schence Pibdiben loc: Faspyaage
NY, 3% pp

k] mﬂﬂ_l};ml}mrﬂpﬂ_ﬂ
recovery of Zaiera copewornl phomaynthess sfer herbicide aposwe
Agust Bst 2003, 78 1-15.

(8) Bigot A Footsme F. Elnn:u.ﬂ.\rﬂ-'.m.n,}lmctd
the herhicide fin mnon ph e of grapesime
| Wikt nimifier 1) Illﬂ,ﬁ?. lm—llil.

(%) Wiliams, 5 1 ;Camarm A ;Komdman | Ders S; Kohda KM
Eferm of the harbicds dewn on Condgraes | Spastie falise) wfiecaes
and phomeynthetic pesmeters. Erusnies Casst 2009, 33, 146-157.

[N1:] Maweell, ; Johmson, G L. Review. O anop byl finonescesce
A pucaca gode | Exp Bt 3000, 51 (345), 659 -668_

(10) Megri A Viollbards, C; Humpheey, H; Heopward, A; Jones B ;
Eaglesham, G; Fabrices, K Effects of fhe herbicde dioron on fue ey
1 ity smges of ural. M, Follur Bull 3005, 51, 370383

(12) Brack, W; Frask, H Chlorophyll 2 Sorecence: A tool for e

nfuﬂh&w““.u
Eewirmn Saf 1998, 80 3441
(13) Haynes, D Raiph, P Punge. |; Deomnisen, B The impact of
the herbicide dioron on photnsynthesis in theee species of tropcal
Mar. Poller Ball 3000, 41, 188295
14) Sayed, O H. Review Chioropiyll Seoresconce 2 2 todl i
mmmwmu;u_m
(ﬁﬁnﬂm‘?:,i;fa,lqui‘nuﬂ,EC_,
ShTaTne on i
Hobt A i e ety
Healsh, n-u:uu:r Rt KL N
[lﬁ'}l mh!,mm!i:—p&.&;l.,m],
E Effect of herbicde and sol d on
phmﬂ:mhﬂumjﬂ-!d.l{ﬂl,”l
1007, 42, SE3- 5

(17) Gomssias, C; Bomssar, A ; Rothesdford A W Phomases 1
and phomaynthes: orsdason of water: an overvees Pliles Trass B Sac
Lowdoe B Bial. S 3003 357, 13691581

(18) Lifde C Viadesscum of plyisss seey oo J suection b proiars
T e
i ; 1 =

Washingsna, ThC, 1557

{20) Cosplasd [v; Lotman, P. ] W. vesiasions into mowment
off gyphosate fven reated to adacent netweated plants Ase Aped Biel
1981, 101, 315301

(11) Bodrigaes J.].V.; Waorsham, & [ Carbin, F.C, Exsdaion of
ghphomte foem wheat (Tniiomm sctvas) and Es efiecs on
1983, 30, 516300

(12) Alswr C; Kogan M ; Pino, L Diferentid phymeoicey of
Frphosate in maie seeding following applcations i Dots or Soat
Weed Ren 20005, 45, 17-32

(23] Lasinen, P Rame, §; Sime, K Ghphout wandoction
fram plans © suldoes ths oo o agnifcant propormos of
reshdnes in soll? Plaes Soll 207, 300, 51-60

(23] Vereedees, H. Mobility and keaching of ghyphoute:  resew.
Pest Mansge 5o 3005, 61, 1139-115.

(28] Borggaaed . K; Gimsing A L Fair of glyphossie in salland
the possihiiey of mching to gromd ad erfe waes: 2 eview Fes
M Sol 2008, 64, $41-456

{ Cabvrera, & ; Cow, L; Velawde, P'; Kodiinen, W. C; Commeja, .
Fa of dswon aad erinfanne insals amended with two- phase olive
ofl mill wase J. Food Chem. MW7, 55, S538 405
Eleffherohorinos, 1: Voodnx, E A kfenos of dffeent organic

dments an e degradastion, membobon and adswpton of e
buthyleine | Esstrse Qual 2008, 3, 1793 1802,

(1) Tomis C DS ThesPesind Massal A Wold Compendin
Version 40, 148 ed; BCPC Sorrey, LUK 3006 — 3007,

(29] Melsom, T W Sommers, L. E Methads of Soll Analys Part 3,
Am&m'[ihpmq:lﬁhmlﬂu

(30) Aborguerque, | A; Gonsiwes, |; Torioss, G Cegams, |
Evalmason of “alperme”™ compostng hesed on angamc mater degrada-
thon, homificsien and compos qulity. Bisdgredstes 3009,
20, 710

{31) LocessBoddigaer, P Hemindes D Hemdnde-Apscls
L; Loceng, | | Rewisretion of 2 B [ —
& micronniriens fesiiver | Agric Frod Clhem. 2000, 54, 1085 W62
Logue, T; Figuersa, M. E; Davy, A | Carypowr of dfermsal ok
Asn Bat Mo0R, M 1@-11L

(33) w-qnwo,hﬁ,uw,-m
afdh i of defferen
l.l&ﬂmn:-m!-'-ihu 00T, 29 - i 1

'[34) Voo Carsmmeser, 5 . G T Some nH:l-ﬁ:
betwem e hwckemiswy of photopaisis and the gas ewhange of
leaves. Plamta P91, 153, 377-387.

(18] Celis B Bamemo, E; Honot & Efest of lignid sewage sadge
addimon on v sorption and desorpaon by soll Oheseples 1998,
37, 10911107

(%) Cabrera, A Cox, L; Fenindes Hernindes, A; Garcie Onin
Dnmﬂ,f—an].ndda“)-—ntﬂdnﬂ.mﬂm

Bation n abve Effes on hesbiride netention.
ton and d’ terbothylasine and chlopyriins in Bicbed
biomiviwres fom @mposted cotton oop rsidnes. Pet Mosage 5o
2010, 66, 112~ 1108

(34) (Cafiesn, & L; Cox, L; Hermosin, M C; Camejo, . Bfect of
sl amendmess wEh @ nr'.nlciﬂ-al smetokachlar G 146
Ramiran L il Conference, Lishoq, Posngal 2010, C7-0086

[,ﬂ] Lasmen, P; Rama, 5; Nilowen 11; Jashisnen, L S K-
Tortola E (Gyphosate and eachangand residunesm bored
sandy soll Mlesr Sall 30045, 133, 367 383

1. Agere: Pead (P, WURN., 00N SN0

271



Capitulo VII. Publicaciones

Journal of Agricultural and Food Chemistry

(#0) L] Smeda R J; Seles, B A; Johmson, W G. Inflnence of
formalasion and ghyphose sat on shearption and samslsmsan in three
anmmal weeds Wead S 2008 43, 153199

(a1) Flexas, |;Medrann, H Dironghe inhibsress of ph otorpnthesis in
I'.‘i]h.t stomail and mon-estomatal bmEatons revisead. Ans Bat
103, &9, 183 189

272

oo P 0 P8 g P e, 3000, K, 0K £



Capitulo Vil.Publicaciones

Science of the Toml Exvimament 413 (2042) 198-205

Contents Ests available at SciVorse SciancaDimaot

Science of the Total Environment

joumal homepage: www.alsevier.com/locate/scitotenv

Transformation of organic wastes in soil: Effect on bentazone behaviour

Ana L Cafiero *, David Becerra ®, Juan Cornejo *, Maria C. Hermosin *, Angel Albarrin ®,
Antonio Lopez-Pifieiro , Lucia Cox **
* aiem de Revavmas Maturales y Agrodiniogia e Sevila IRNAS, CSIC, Avenidh, R Morcades 10, 4 1012 Sevilh, Spain

b drea de Fradercitn Vigem] Edosla de dnge siorins Agrovias, Universidnd de Beremadiors, Cora de Clooes, 0671 Budnjos, Spain
‘kacmm;mwmamwcnmnaanms;umlmam

ARTICLE INFO ABSTRACT

Arsick himney!
Recetved 28 My 2082
Received in revised fomm 19 June 2002

Accepaed 19 Jane 2002

The aim of this study wasto avaluate the impact of two organic wastes from olive o il pmod uction on the fate of
bentzzone in soil, and toassess the influence of the transformation of arganic mateer from these wastes under
field conditions. Results on freshly Liborasory-amended soils were companed 1o those with soil s amended in
the fisdd far nine consecutive years. Two amendments and two doses wes studied Sorpsion of bentizonein-

M creased upon amend ment with Kd values from Q03 to 1.7. The increse was higher for freshly amended soils
[r—— tmfwﬂzﬂmuﬂn?ﬁadbrﬂth‘!ﬂdmw—;u i L_'lv.ll _.’. in the cas=
Rmrasas of fisdd soils, higher ein freshiy sails may Indtmm
Olive odl msabias crobial asilbility of DOC e than b molecules The i in 4 alltﬂll
Dac amended soils Gvourssorpion and degradation process s reducing keachin difies=n

Sarpon mtduﬂhlﬂhﬂmhﬂ;mﬂdﬂmdaﬁ&ﬂmﬂmhhﬂi&ﬂqﬂﬂmd
Learkisg y studies to fidd

Diapson ©2012 Bevier RV, All iights reserved.
1. Introdusction al_ 20082, 2008b ) Indeed, several studies have found that the applica-

Olive oil extraction, formerly confined to the Mediterranean area,
is now gaining an ever increasing emnomic and social relevance
worklwide. Technical improvements in oil extraction systems have
favoured an increxe not only in ail production but ako in the con-
comitant waste (Rodriguez-Lucena et al, 2010). The mast commanly
used procedure in olive-oil extraction & a @ntinuous centrifuge
two-phase process that ge nerates a liquid phase (olive ail ) and organ-
e shurry (two-phase olive mill waste, OW). Alter drying the OW is
generally subjectad to 2 subsequent extraction with hexane to remv-
er the remaining oil still present, leading to the formation of 2 solid
resichie — de-oiled two-phase olive mill wase (DW ) The amount
produced of both wastes in Spain is greater than 4000000 Mg per
year and their disposal is 2 cause of serous technical, finsncial, and
emvimnmental concens. Becase OW and DW contain 2 major pro-
portion of organic matter, and Lack hesvy metals and pathogenic or-
ganisms, recyding &8 soil amendment, either raw or composted, may
represent 4 valuable alternative to their dispossl (Lopez-Pifisin et

Ablyeviamons: OW, Oiganic Two-plae olive mil waite; DW, de-olad Two phae
olive mil v C, Amuer soded of herbicide; G, inkial concenararivn of herbicite ;
C. ejdibsem; X, mEtion cefcer of hedbickle; X sopdon coficien; o,
Freasdlich cosfficient and Brearty paramesr, DOC, disoled arganic carbon; TOC
mlqﬂtmmﬂnh-km CFA cartn Tvic acid; EC elecmrical

L T s de; CHC, crion exchasge caachy

Cﬂmamil_ 4 I495B2T 1L X § 4 ISHEHOD.

E-mal aeifress ooodinnase oo o (L Coal.

D048-35575 - e Boar mumer © DD Ekevier BY. Alrghs resened
did: B0, 001 &) ecioor s 20 1 2 DE.065

tion of OW ar DW a5 arganic amendments leads to beneficial effeas in
restoring soils and crop yiekls, potentially lowering the need for in-
putsof N P, and K fertilizer | Brunetti et al, 2005; Burgos et sl 2006,
Loper-Pifieiro et al, 2006 20083, X008D).

One positive side effect of arganic amendments is that they can
also favour pesticide sorption. The impact an pesticide sorption,
tramsport, and distribution in soil depends on the type of or ganic ma-
terial, its dosage. and its effect on microbial activity, x5 well 25 on the
pesticide’s moleculsr configuration, polarity, and size (Si et al., 2006,
Barriuso et al, 2011). Moreover, the evoluSion and transformation of
the organic matter in amended soils due to environmental conditons
may ply 2 major role in determining the soil's char sderistics sfter a
period of ageing, modifying further interactions with any pesticides
present {Cos: et al_ 2004; Barriso et 2l 201 1). Although Mediterra-
nean sgricultural soils would appesr to be well-suited 1o OW and
DW applications | Lopez-Pifieiro et 2l 2006 2008, X008b ), lew stud-
ies have investigaed its effex on pestidde behaviour (Andreu and
Pichi, 2004; Albarrin et al 2004, Cabrera et al, 2008, 2010), and
even fewer have been carmied out with the wastes sged under field
conditions (Cabrera et al, 2009)

Bentarane (3-sopropyl-1H-21 3H)-ane 22-di-
oxide) is one of the most widely wsed herbicides in Brming worl dwide
for cntralling sedges ad brosd-leal weeds in aom fields, rice paddies,
and other intensive aops (Li et al_ 2003 ) Due to its very low sorption
by soil and relatively high mobility, tsiqwsﬂymmm
and surisre waters 8 @ncentrations sbove the European threshald for
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AL Ceieren of ol [ Schewre of e Tl Savironmess E3 (TN D) 19525 155

drrinking water. Loos 2 2l [2010) o that bestaonne vas ane of the
mast impontant contensinant in tenms of feguenoy of descrion and
e conenrations in grousdeaers bom 73 Bropesn caunties

The aim of e presen study was (o evabote the impact of OW
andl DWW amendments on the ssption, degradation, and leadving
of bentazsne spplied to 2 luvisal — 2 sl type that is widely G tribn tef
in Mediterranesn egons md fequendly dedicted o intensive
cropping. In onder to study the inflvence of the ansformation of OW
arrtl T g ey oncder flsld conditlons. om bentarons behaviour,
ek e 5 ade on anemended and fresh Lbsoratory-amended soils
were mmpred with these with Swse wisies trandfonmed in the soi
after nine consecutive wearly applications in the Sedd and ssmpled twen-
1y months alter |51 spplicaion

2. Materiak and methods
2. Orpasic amendmenss and sodl

Twio organic amendem s [DW.and DW) were wed in this sudy The
OV wes skt Boen Qlidal, & Bevo-phuse oy ntiman s olive: o industry
loated in Porolegre [Pomugd | with enrilegsl sepirarion in two
Bages: o and solid wege {olive mill westewater was ot produced
since veater wars nol redquined in e centrifigal proces] The DW was
dbtained Bom the LICASIN oil indhestry located i Beja | Portisgad) which
emplys chemicl [hexane) b obtain 2 smed-sctration ofi ve-oil.
Once this aperation was carmied ot the ol fom the miboure with hex-
e v separated through d illetion

The ol sl e wsed in the present study wese millecred | 3-30 cm
depth) from along-term feld experimen that wes = Sabdished in 1999
a1 the experimental B of the INIAP (Mationsl Inst e of Agrarian
andl Fishveries Redearch) in Elves Portugal (385 N 79 W 20 m
alvive sea bevel) [Loper-Pifieiro o ol 20082) The soil & dessified
Cutamic Lusrisn] [ S55-1SRC-FAQ 1954 | The climate 5 semi-aid Medi-
terramnesn with an e sage snnusl ranidl of SO0 mm ooowr ng maosty
in sutumnand spring and & mean soms] temperatuse of 167 “C This
soil had yearly recehved sddition af OW amd DN for nine yesrs 51 the
rates of 30.and 60 Mg OW ha—" | squivalent 1o 062 and | M regpec.
tively) and 27 and 54 Mg DW ha ™" [aquivaient to 55 and 112E, re-
spectheely | both wistes b dry weight equivalents To svabite e
translormation efec of OW and DN of gani ¢ musler under Bedd condi-
101 oy et 2 e Besburiionir, i e o smended soll samples
were colletted ) months sfter the lea W [DW30 and (WED) and
DW [DWZT and [WS4) trestment The colleted soil omples wers
it dried, sod the fraction that passed thiough 42 -mm e wes stoned
at 4 °C untill wied Urammended sol wes also smended in the Labaramry
wiith frest DW [OWS and OW10) and DW (WS and DWI0) 21 5 and
T [w'w ) dosed, sieved sned treated s the soi smended in the fheld
The totsl smount of the wastes reesived in the fel d-ame aded soils is
il B these reosived in the labor sniy-amesded soils

23, Herbicids
Tnvierrdeer 1o void Enterfenences with adjuvents or otey mmpounds
in the mewmencial beatsrone, the technicsl ompound [ iy 98X)

570 mgl— " and pia=327 (Romem &t &l 1995 Boivin =t ol 2004)
Minersbotion stides wete performed uwsine both “C-benfavane
anil M-bentamne [sperific arhany 68 MBg mg— ") purchess| fom
[20TOP Badspest, Hungsry.

23 Analysss af sodls, OW, and W
Sl pesmuie | 20K clay, 20F Sl el G0N Samel) wizd determmined by

sevlimentatinn ing the pipetts mathoad Tol orgenic carbon oon-
tent [TOC) wead determined by dichromate sxadation [Nelon and
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Sommers, 1395) Dislved ogani carbon [DOC) was exvaded
weiith die-iomd sevl wiater 20301 [wiater Soil) and 1001 |vtes W and
wiaber TW) ratios and extracts mesiured with 3 Shimads: TOC-V
sch. Humie [THA) and fubvic adds |(FA) were extracted by 4 sohition
of @1 M NP0 +001 M NeDH wsing a ratio of 1001 [exoractan
sample). T precipitate humic scid e supernatant was acidified 1o
pH 2 with 1 M H,50,, The DOC and the TOU s sted with aach frae-
tion of CHA and CFA were determined by dichoom ste addation and
meanuremen of the dbsorhane a1 590 nm [Sims and Haby, 19710
The polymedesion grade [PG) wes alculaed o the relation be-
oween CHANTFA. Hertrical conduetivity BT wis messcred in 2 xtu-
ration extsact for ol (US Salinicy Laboratory Saalf 1954) and 1:10
(wih) DWW or OW wiater mituees and the gH in 1:1 feov) sody
wiater amd 1:5 {w/v) DWW or OW water mixtores usdng 2 mbrination
elecmade Lignine contert was determined wsing the sadand neutral
fibire dieterg=mt method | Goering and Van Soes. 1370). Physi

ical properties of the wades are given in Table 1, snd of the
unamendsd soil (5L soils smended in the Ssld [0W30 OWEL
DWZT amd DWSd) and soils smended in the Liboratory (DWS
OWT0L D'WS and DWTT) in Tabde 2

24 Forosity méasirement

[Fail kg thee | eaching experiment, duplic s undi sturbed sl cores
[1 g) were ampled Som the borom 5-on i dng of the columng
dried a2t B0 C for 24 b and pore sire disribagion (lom 1< 107 w0

Quantacbyome Poremster 33GT menury infmion porodmeter. A
walue for the surfae tension of mescury of y= 0458 N m ™" and 2 mer-
cury solil mntact snglhe ol § = M40 were raumed to caleul s the pors
sivedinmibutions isng the Washisam equation [W.shisom, 1921 ) This
panosiry does nol @erespond 1o the real in wndsmobed Beld bt it cor-
s povds to Uhe Soil mary wied o sudy Hie Soll procese in Lab exper-
iments et foll ow.

25, Adworprinn shudies

Sorption Motherms wene determined wsing 4 barch squiibhration
methad Triplicse sol samphes [3 g) were squiifvated with 10 mL of
inifisl bestarane ssheSons (005 Q1 025 05 1 ad 1S5mM in
wikter ] by shaling meshanicslly 22 20+ 2 “Clor 24 h Equiliriim con-
ceniry Sons in the supermn s wers determined by high per i mane
liquid chromstograpby (HPLD (conditions desoibed below) The
it of bentarome sorked [ O, ) wes caleul s Brom the difles e be-
rween the iniSal [C,) and equilibriem [ L) soloSon coneemtratamms.

Sorptin resuits wess ined to the Freundch model, Cs= KiCe"™,
weihere Cu (mM kg~ ") & the smoont of herbicids sorbed 2 the e
librium concentration G [mM L"), and Kf [mM'— "= jg—" L¥=)
and nf sre Freundlich cosflicient 2nd linesd B parame B, Fe e ve-
Iy The Kd walue | partition cosfficent ) were caloulsted ot 1 mM ini-
tial bentrrane concentsation [ =Kdle)

2. Diztparion an:d s el ot s dies

Duplicats Erienmeyer (leks with 25 g of unamesdsd [US)
and ammended (WE0, 0WED, W2 7, DWS4, WS, OW1 0L DWS and
DWW soills were incubated throeghout 42 deys to sesess disipation
anil miner alsation proedses of the herbicile bentarons Distiled
weater was added to the soils B dbtain modture content sgulvalen
10 I of she water-holding capacity. Sois i be sampled &1 0, 4
and 42 dms of experiment were spiked with 22 0g ha" of
nilabvelled bhenlarnne, wihenees biometric s oontyning ol tobe
sampled a2 7, 14 and 28 day, wese spiked withunlshell s bentarons
(22 kg b ") and ™Chentorone st 925 By g . One mlllite of
MaDH TN was plced in the srm of thess fesks in omder 1o trap
MO0, remiling from minsraliaton of “C-lbelled bemarans The
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L
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sail were incubsted &t 25+ 1 T and moliture v lep! comtant
during the sxperimen by adding distilled water 2 mereswry. The
1 mi-NaDH saluion was weskly, mived with 4 ml of
Ready Sufe Beclonan Scintil bon cocltsi] and kept in the dark over-
it prior mes auement in 2 BEOOMAN LD 500 TD Scimtiletion mon-
ter [LS0). Spiked soils were combuaed by 1Sing 2 Hanvey O-500
ooaddizer The "C releided wis trapped in 4 cirbon trapper Harvey's

M codrtail and immadiately snalywed by LSC
27 Colusm leaching s

Leaching scperimens wers camisd oul using PVC sl mhimns
[ 30 em lengthoc 5 am L | To mimimiee ks of soll during e expen-
et e ey 5 om of the oolames ws fifled wirh sea samed smd the boi-
tom 5 e with sen Land phes plow wiool The remsinieg 20 cm wad
husrt-purked with unamendsd o smended sir-dried sof The =g
vt iz per et wArh triplc e of the leld and Libvoratory smended
sl sasmgiled. The soil ol were sauraid with watsr, slowsd to
dirzin for 24 b, and then rhe smoun of bentarone corssponding 1o
an sppic sSon rae of 22 kg ha ™" disselved inwater was applied B the
top of Se columm Ewch dey the oolumng wee leached with
de-iomises] wiater a1 3 e of 50 ml dey—" undl o herbicdds was
deterred in the lesdhutes [the ool snmmt of waier sifsd wes
O i) Leslule: ntsmng Se hebitde were colleted daily,
filrereed, snd soaryed by HPLC Az the end of o lesching e periment,
the colusrs ware secioned nta S-on deep portions. 5ol semples

Talle 1
SR R Thot SOl W, o amld I acThenCt =1 Enbll i ool el (1 | el
el el b e Skl | WDzl OVNED el TWWD T il TAVE | el b i b

oy (O, W, DWW and W
Soily, ¥ am L L
[ LT |- T 1.3 +0087 ]
owad D2 {013 1.6 #0076 L]
TWED 02 (A 1E-0a3) 110 £ 00T [T
[ 0% (A 13-aWs) 1.0 $ 00T osEs
LW SIS {4 SR [FL SRR TE ] (5
ows D485 |01 -REE) 1.0 & DG4 nsE
oWl DT (RS- 1) LS & CUTS L]
WS L3 | L5885 L5654 & U =]
WD L7 L5412 RETE 40T LSE

T e o i e G A St ST i B et et
= Somlad e aboer e mE

(5 g) from diffsren depths wene setratsd ane with 10 ml of 850 v/
v areiarie water | pH = 2.8 adjusted with Hy P ) by shulong mertun
jcally at 30+ 2 °C for 24 b The suspemions wene centrifugsd, Soewed,
il sy by HPLL | conul it ones deserithed hedow) i ander to determine
e residnl smomnt of benteons o the diflrent depths of the sl
cthemm

2 Herbiride analysic
Bentarone wrsanalysed by HPLC g oW ers G00E duromasograph
coppied b 2 Waters 996 dinde-array determr. The fbilovwing concitim

were imal Nove-Pak O18 cohens (150 mim lengrhe 39 mm id],
A6 cemnrlewater (pH= 20 adpsed with H,P0,) chent micue
at & Mow rate of 1 ml min " wnder Bocratle mnditions, 25 gl imprson
vohene sad iV detectionar 213 mm

2.9 Srorfericol ooy

Al Sterrwical snalyses were crried oul wsing the SPSS packogs
[ 115) for Windows. The dats obtzmed were subjcted to 3 omewy
AMNDVA. Pasrwite muiltiple comparsand wens e
Downcan tesr Differe nees hetween resuls were oo de red sLarsci clly
significamt 20 2 p-0U05 level of peobuabiing.

3. Resmslrs sl dsouwesion

1.1 Pyysicockemical and surfiee propertiss of amended sl

Addition of OW knd DW modifled the aiiging propertes of e
soil (Tabie 1) Total organic carbon (TOO) incre zsed in both OW and
DW amended saily Although the contents of organic carbon of e
Wit were Similsr (535 g kg~ e OW and 5162 kg~ e DW],
differsncss betwesn the two trestments were found in TOC of sails
amended in the fleld DW ameoded sils had higher TOC than (W
arm ended it which cn be arrdted to Lirger seumulstion of or-
i-'_l ey in DW amendied soib doe i higher stabiling This waeae

2 huigher content in lignin than OW [Table 1) which is known o
limit degeadstion [Komils and Hen 2003 Alrqeesgios o o
e | The acddition af W and DW incrested DOC and this inoesse
i s bigher i thee case of Freshly smended soils This differsncs
betivesn Beid and laboratory smendsd salls muld be eplkned by
e Tesks of DO in the field sils = 2 conse quence of leading snd
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1] i) &0 (-] o] 000 =] 14800
Ca fpumal LY

Fig 1 Bemaroms e i US and i sesled b O el (OWI0
WL DD T el DMWY, anell B Ther ey | VS, WD DWW andl DFWIEN)

rumoll processed and ako 292 consequende of degradafion ot
simes DOC comprises the ssdes svailable soure of ssergy for i
RO T ST

CHA and CFA also inaessed upon amendment. Howsver, it wa
fomemed thaet the amownt of CHA was higher than or similer 1o that of
CFA in all amended soil sxrsst in soils amended in the Lbatamnsy
with DW [DW3 and DWIDL of higher content in CFA than CHA
[Tabds 1] which alsn hove the Lorpst content in DOC This was not
observedin sped amended sl (W27 and DW 54) amd ool be at-
tritated po the higher degeadobility of FA when compussd 1o HA
(i, 2005 ) Consequently, palimerization grade (PG) incresse
upan amendment in al sois exespt in DWS and DW N0

The pH and electric conducriviny [EC) of soils wes sleo affected by
armesdn ent wi th OW and DWW, Soils smended in the Seid had similar
pH values than US, wheness hower pH was bund in sl amended in
he Liber atery. The EC of amesded soils was higher tham that of LS,
amd this increxie was very Larpe in the case of soil smended in the
laboeatery [Table 2] Diffrences in the effen of i smendment
wiith (N amid DW. of scidic g and high BC {Tabie 1L betwesn fisld
amd freshiy laby amended soils on these soil propertiss can be alio at-

trifasted i loses of solule compounds thr ough e mport proceses
im the S-year perod of rasfomaton of the smendmens in the

feld and to degradation prooessss

Total cumulstive sodl poee volume (Fig. 1) incressed upon amend-
ment in feld amended soik, and this inmess wes higher in W
amendsd soils. This increese in ol ponosity was dss i the nonesse in
the higher pore sire {10300 gm) but 4150 to the incresse in smaller
siveed pees. (<1 pm) Kavde s KGlli (2008) slso found that alive o
Solich weaste apqlicat on o Soi o1 BX rate slso affeced plyseal paoper-
ries smch a4 3 gprepate s bty which increxsed sfier two months of in-
cubation On the contrary, simisr or slightly medured vales wene
observed in the case of svils amended in the iborstory In this cme,
Ehes deryepe in the highest sies pored sudied [10- D00 pm) rendened
lovever tmtal porosity. Howesves, ol smended soils experisncsd an in-
crewse in pores of < 1 pm sire The higher content in DOC and fe high
EC of the labor sinry amended solls (Table 1) ould be the marson fof
i, sgnes DOC and Lalts sggeegate topether soil partris blocking
Larpe sted poes (Tisdall amd Duedes 1982 This o s been previous-
Iy otsersed and reported in 2 S=id udy with soils irrigased for thes
oS e ive years with ofveod mill weeote vwaber, which has s high con-
eent in DNOC o et al | 194T)

312 Sorplian-desorption 5 Sufe
sotherms of besgarane in the Sudied sol were shown

Adsarmptaon
im Fag. 2, and sof pion oelicens. slter finting sothems 1o Fremndlich
ymaion in Tshie 2 Berntarons b o wesk scid | pla— 3 7) and thas it

Barvin pone %

1
i
F 4
E L
£ =
&
45
—n— 15
—o— WS
0 e DWW
—=— OWaT
= —— WS
-I III] ﬁ ﬁ -ﬂli =0
Time [33ys)
Fig. 3 Do oo 5 0 Dt oo U5 and silis amtselond vl OFW [ Cop o Clee
e’ Sl DN (B of che Sgare?.

5 wealdy sorbed by the 3oi-0W-DW mixkunes, 4 hovd ng Fre ondlich co-
efficient | K values betwesn QIE2 and 1 70| Table 2)_Some of e o
therms wers mn-linesr, snd in ondsr 1o campare sor ption cpacty of
the diflere o solls, 4 distribution oelicient Kd was caleulsted a8 0e =
1 mb, s K values were nol comparabis when isofherms pressnt
diflerent doges [0l The Lirgestv.ale wid obixned for fresbly amend-
ment sl Kd =19 for OW and 4 =170 lor DW 2t e bigher dose
2pphel

When anaroende d Sod 8 not considersd, thers B 3 high neg ative
relation bemween il and Kd [F=0.54), which suggests mose specific
it raction in the thars sorpiive sysems [Caher 1959) Additon of
borh OW and DW incressed bemarane sofpiion in sl when oim-
pared to IS, and this increse wes higher in the cee of sl smended
inthe Libnrsary (DWS, 0W1 QL DAWS and DW10 L The higher levels af
aliphate components in fresh then in matune organie marter should
contritate to this |Theferr amd Ming, 2009). However, o sgniflcant
correlation was olserved betwesn K4 and TOC [F=038] which
wiad in agveement with a 13-agricubursl il study foom Bobdn = sl
[2005) and with Romerm et ol [ 1995, which re ported Bele or no o
Tect of woil arganic mutter on sorption of this wealdy scidic herbidde
du= to repubiion of negative dhares betwesn the chemicl mnd i
orgamic mamer. However, Li o 3l [ 2003) found that the dsribution
coefficent of bentarone infve diffe rent soils was 3 function of soll or-
ganic matter content and Carrirosa ot 2l [2000) showed a Larg= in-
cresse of bentirone snrplion by smectite upon modiflesion with
arganic cationd [arganoclas). The high content in ilie of this soi
does moll sugpest an important comriuton of cly mimerals o
bentarons sorpion. Our resulis showsd 2 high posithe e ltion
betwesn Kd and DOC {2 =0.95) amd a high negative corrsiazion be-
rwesn K and pH (r* = 0U80) both (TR0 snd pH) invershy mimslsed
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AL Oelews ox ol [ Schee affrhe T Sesiromenr 83 [T 19E-NE oL

[ =096). The Lt speed with previon stodies on bentenne soi
sorpion [Liet al, 2005; Boivin ot 2l 3005) and indicsied that somtion
ocrur red thiough moe-spedfic -lndmphobic e tions baween fe
molecular form of bentarone snd i aufse sis The efst of DOC
onsoil herticde sorpson depends on the nasere of the DOC, the naurs
of the chesmical 4 nd the ply deocbemicsl properties of the sall (Gox et
&l 200, 2007 ) While 0 Some cises sorption resctions of DDC an sod
surf e enhenced the sampton capecity of the sil b pesicades moke-
cules [(Subd-Pullicing o2 sl AWM in other crses soil sorption was e
dured duse 10 competition betvwesn DOC and berhicide moksrules for
sorption sites andior B DOC-hewhicide mesrartions i@ sohition
[Melson = 2l 1998; Celis =t sl 1998 Cox ef a2l 2001, 2007 ) DOC
T g have besn alo dhown 1o (oo deorplon protese
wihen sorption is low [Barmiue = 201 1)

33 Megradation st

of bemtarane wis monitared in US, in e shiy amended
sl weith OV anel DNV and in sails smended i the fiekd Dismipation
v, gre showit in Fig. 3 snd benm sone hal i Bees sfver Bring curves
1o firar ordes ldnetics n Table 3. 1n the case of Lboraton-amendsd
soils weith DW. it was nat posible tocal ilate hall-li ves beuse the
dats did mat fit firs order kineties due 10 the sbsence of disipation
during the £-day mcobhation period

In e sils armended in the Seld with OW, bentarone holf-life was
simila o that of L5 On the contrary, bentsrons halblies in DW
amended sails increred by 3 bewe of 2 (W2T) and by 2 fstar of 3
(WS Thesie resislts inclicaed & clesr cormslatinn hetwess sompion
el i gt i el prmended sk, Since e Brited i silab ity
of e molsmule profected herbicids from trargbamation [Poi et al,
2002 Hali-ives highly meressed s solls amended in the Laby ssped ally
in the case af W 10 smended saik In this case, the high ncrere in
haalf-life comibd mue e artribnited to the inCresse @ sorpton, which was
it Larger than two-lbld and sugge=t 3 maor fole of DOC in Bmiting
bemiitarone diption n sl Athough bentimne inetabolitss wens
il Tl v iy i i Sy, i bt Beisen repories] that Che et sEp in
microbial degradation of bentreons i hydrcylstion at the & or
B-pesition of the phemyl ring. which sre further metabolsed rapidly
[ Knansbver o 51 W00: Boivin et 5 F004)_

The: pevcsntages of bentirons mineralised o the end of the i no-
bation stwdy with radinlshelled bentarons [Fg 4 and Toble 3) ame
inacoordenee with the recl (5 fom the bentrrone diss parion studies
The amoment of hentarone imiverlired wes smler to thet reparted by
Piutti et ol | 2002 ) i the LS sodl amd dighthy keweer in soils smended
in the feld with OW. In the rest of the smendsd soflls the smonts
minerafiesd wene wery bw. The hgh matent in DOC of the sails
smended in the b [Table 1), respomibie for the low pH of the
sl 4, imury have sfferted depr sdation negatively. & s itive cormesl ation
betwesn pH and besterons persitence abserved by Radrigues Orue
et sl [2008) suggested that the high persigence of bentarans in

Taabile 3
B rower Bl e (T, i eat e e e Bk (AT
a0l OWED el IWD andl DWE4) and I e Lbecmay (OWS OWHL DWS ad
DWI0 L e e ke mited il Codusird b et T Sty

P

Sadls Tum iy [ Mibrclised (T}  Combued (X}
us 47 (SE-AW]"  0Ese 1558000 Made0E
OWED 655 (E@-TH) L= 114 S ST & BB
WES  EE1 (55740 [ 1105 80 8 100
WOT 135 |2-164) (T3 5798 BEM a5 163
DWES 237 (M5 X3 [E=1 2058 BETT [T
e 541 {42 5-T5] [ 1525 AT EEae 113
oWIE  II7(106-1EE) [T ] S48e 104
WE = L3E  ASI3L A0S ET 8 055
[ 1 0aN AA3sETE BATE 2T

" Nemmbers i paresTiecs e Shldond emol Bl S S

= Somiond e O The S
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Ban@mzans %

Time jdays)

P 4 ey e S o B0 e vt 0 LS i WG amentelinl wi PV Do o
St fpyoe |.2md TP | Euarms of Sot Sgaae)

thesie Soails wias chis o snill mriceoorg snism s e wing DOC fram OW
ar W = more madily sailshie oo of N & compaered 1o the
heiftricide-derived N This wis previoudy olseny s with trusrine her-
bicides. m studies with trisrine-degrading bactenis [Albsrin of al,
2003; Cabwera et 2l 3008 ) Unfile bentiromne, fhee hetarided wens
of hatic choracter and hove ow wter sol ubilies

A, [emehvimg shelies

Fig. 5 shuwws the breakthrowgh corves [BTC ) of bentezone in US
and soil amended in the field and in the Libaramry with W am
DWW Thes tota ] bentarons lesched, the percentess sxtracted from the
hand pacied oohemns, and the torsd recovensd [lesdhed +enracied)
are piesented in Tabe 4

The position of the mund e of ol Se FTCs wes close i one poes
wolume [ Feg 4] which wes fypical of low sorprive systems and highly
mabile com ponds, | Beck ot ol 1999, and shilfts of BTC to the right of
one pore wolume sre dbserved in Se more sarptive dysems [DWI0
DWS amd DWI0, Table 3] A wiling offer we obsereed in some
smended sails which may be doe 16 nos-squilibriem srption
which sgreed with 2 study by Boiwin =t 2l (2004) on the effect of
time an bertarane

Bath, soil pore system and sorption e respondbls b the resi
dence Sme of 2n herbicde i nthe soi during lesching, which, together
with degradation procses, will determiee the toal herbicides
lendhed For a1 amended soils, S sidition of both wastes reduoed
the amount of benterons lesthed and the total amount meoovensd
| lenched +soil sxrrars) [Tabie 4). Despite degradation resul e, the in-
crexse in sorption amd the decre s in lirger sixe paves [Fig 11 could
explain these results in the ce of ol amended in the Lab with OW
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Barazona %
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Fig 5 B air hanegh Carees Sor e oroms in

drd | U5 amed sl

amel DV, bast oot thee resudts obtxined for soils amended in the field,
whise porsity increxsed in the lirger range studied However, xs
shinen in this Figure, pore valume in the lower range studied
[=1 pim ) was sl inere sted in these soils This correspands te micro-
pores or non-conductng pores where dow difusion proceses of
moke cule s predominste (Pignatello and MNing 1996) Diffusion pro-
cefges indo Slgnant pores enhance sorption, physical entrapment
anil hence sllow time for degradation proesses to take plece, sine
these pores are sccesible to beeteris (Pignatells and Xing 1995),
and this muld be the reason for the low recoveries These nesulis
bt ned in le sching ex periments showed the very diflerent herbicde
behxviour in Wsborstary ststic (batch and sodl inaubations ) snd dy-
namic {soil column) systems and should be considened when extrap-
oluting resul i from the laboratory to the field. The randomation of

Tabde 4
P g of Besvianoer e acenad, e aracned aned ooy recovered S hasdpacie d ol
colamis

Sails Lesacond |} [ Toxal oo d | X)
us &5 235" 1534 L35 323
oW 5 $556 E254 129 5E7
WD o 301 3374 Q0T 635
oW 83 4445 4044 026 5313
WS4 B4 537 1524 121 E22
WS £4 4138 1424 175 EL3
oW 22 0580 1184 157 40
WS =20 157 G284 136 534
oW HE $2162 2544 0454 585

" Sramwlard #mars dbwneT rhe EEan

il i e el il BTy

the exogenous OM sdded 1o soils revesled important diferences
mzinly due 1o te DOC content and diflerent porosity development
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