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RESUMEN

La estructura quimica del herbicida diurdn le confiere un importante caracter hidrofébico que
esta relacionado con su elevada persistencia en el suelo, ademas de la presencia de cloro
que hace de este herbicida un compuesto con propiedades téxicas y de dificil eliminacion en
suelos contaminados a través de la flora autéctona del mismo. Ademas, la biodegradacion
de diurdén da lugar a la formacion, principal metabolito, un compuesto altamente téxico y
persistente en el suelo, como es la 3,4-dicloroanilina.

Con el fin de encontrar procedimientos que podrian resultar en una mejora de la
biodisponibilidad de diuréon, se han utilizado moléculas biodegradabales como las
ciclodextrinas capaces de formar complejos de inclusion en solucion con compuestos
hidrofébicos. En los estudios de solubilidad del plaguicida con las diferentes ciclodextrinas
seleccionadas se obtuvieron los mejores parametros de complejacion con hidroxipropil-BCD
(HPBCD) con un valor de la constante de complejacién de 207.70 M.

La biodisponibilidad del diurén fue probada en un suelo franco arenoso. Se confirmé
mediante el control de la produccién de " CO, que la propia flora endégena junto a una
solucion de micronutrientes (oligoelementos) fue capaz de mineralizar hasta un 44%. Sin
embargo, se mejoré cuando se empled una soluciéon de HPBCD como potenciador de la
biodisponibilidad, y los micronutrientes como bioestimulantes, obteniendo un 66% de
mineralizacion.
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natural.

INTRODUCCION

El diurdn es un herbicida biolégicamente activo que se encuentra frecuentemente en suelos,
agua y sedimentos. El diurén se une fuertemente a la materia organica del suelo, y como
consecuencia, se degrada lentamente en el medio ambiente. Sin embargo, los procesos de
biodegradacion constituyen el principal mecanismo de disipacion de diurédn en suelos y en
agua (Sorensen et al., 2003; Qureshi et al., 2008).

En este trabajo se han usado ciclodextrinas (CDs), oligosacaridos ciclicos constituidos por
un numero variable de unidades de glucosa unidas por enlaces a-(1,4) capaces de formar
complejos de inclusién con numerosos compuestos hidrofébicos, debido a su conformacion
toroidal o de “Donut”, que delimita una cavidad relativamente apolar, mientras que el exterior
presenta una naturaleza hidrofilica.

El objetivo de este trabajo es encontrar correlaciones entre este aumento de la solubilidad,
el porcentaje de desorcion del suelo, y la biodisponibilidad por medio de ensayos de
mineralizacion que confirmen la degradacion completa de este plaguicida.

MATERIALES

Se ha utilizado diurén en polvo (pureza > 98%), suministrado por Sigma Aldrich (Madrid,
Espafia). El diurén marcado radiactivamente (anillo -U- "C) fue suministrado por el Instituto
de Isétopos Co., Ltd., (Budapest, Hungary).
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Las CDs empleadas fueron B-CD (BCD), hidroxipropil- B-CD (HPBCD), y-CD (GCD) e
hidroxipropil-y-CD (HPGCD), procedentes de Cyclolab. (Budapest, Hungria), con una pureza
quimica del 97%.

Los componentes coloidales del suelo utilizados en este trabajo fueron: el mineral de la
arcilla montmorillonita (SWy), suministrado por Source Clay Minerals Repository (Missouri,
USA); un acido humico sintético (HA), suministrado por Fluka (Espafia) y una goetita
acicular sintética (GT).

A continuacién, se presenta la tabla de los dos suelos empleados con sus diferentes
propiedades fisico-quimicas.

TABLA 1. Caracteristicas de los suelos usados en este estudio.

Clasificacion Materia

Suelos textural pH CaCOs organica Arena (%) Limo Arcilla(%)
(%) (%)
(%)
I Franco 8.7 6.9 1.0 82.3 4.1 13.5
arenoso
I Franco arena 5.1 0.5 14.0 69.1 7.8 23.1
arcilloso

METODOS

ESTUDIOS DE SOLUBILIDAD DE DIURON CON LAS CICLODEXTRINAS
SELECCIONADAS

El estudio de solubilidad se llevé a cabo de acuerdo con el método descrito por Higuchi y
Connors (1965). El diurdn se afiadio en cantidades que excedian de su solubilidad tedrica a
25 °C, anadiendo 5 mg a 5 mL de la solucion de CD a distintas concentraciones crecientes
(0-0.014M para BCD; 0-0.05M para GCD; y, 0-0.1 M para HPBCD y HPGCD). El ensayo se
hizo en viales de 10 mL, los cuales se pusieron en agitacién, a 25°C, durante una semana.
Las soluciones de los sobrenadantes asi obtenidas fueron filtradas y posteriormente
analizadas por HPLC asociado a un detector UV a una longitud de onda de 230 nm. A partir
de los diagramas de solubilidad se determinaron las constantes de formacion de los
complejos mediante la ecuacion: Ky.1 pendiente/Sq(1-pendiente).

ISOTERMA DE ADSORCION DE DIURON SOBRE DISTINTOS COMPONENTES
COLOIDALES Y SUELOS.

Para medir la capacidad de adsorcion del herbicida diurén y de los componentes coloidales
se tomaron 5 g de suelo y 25 mg de los componentes coloidales y se pusieron en contacto
con 10 mL para el plaguicida y con 5 mL para los componentes coloidales de un medio que
contenia Ca(NOs),; 0.01 M a 3 concentraciones distintas del herbicida (5, 10y 15 mg L™"). Se
agitaron en tubos de 30 mL durante 24 horas a 100 r.pom y 20 = 1 °C. Todas las
experiencias se realizaron por ftriplicado. Posteriormente, las suspensiones fueron
centrifugadas y se retiraron 5 mL del sobrenadante que fueron filtrados y finalmente
analizados por HPLC.

ENSAYOS DE MINERALIZACION

En este experimento se utilizaron respirémetros, constituidos por un cuerpo principal, donde
en su parte inferior se coloca la muestra de suelo y en la parte de arriba del matraz un tapén
perforado con una trampa de alcali suspendida, donde se recoge la produccion de ™ CO.,.
Los compuestos marcados y no marcados se afnadieron a 10 g del suelo | para obtener una
concentraciéon final de diuron de 50 mg/Kg y una radioactividad de 900 Bg en cada
respitometro. También se le afiadié un 1 mL de una solucion de elementos traza.

Las cinéticas de degradacion obtenidas se ajustaron al modelo propuesto por Guerin et al.
(1992), basandose en la siguiente ecuacion:P = P (1 — ™).

RESULTADOS Y DISCUSION

DIAGRAMAs DE SOLUBILIDAD DE DIURON CON LAS CICLODEXTRINAS

SELECCIONADAS

En la figura 1, se muestran los diagramas de solubilidad de diurén con las distintas CDs

empleadas. Se puede observar un claro incremento lineal en la solubilidad del herbicida con
2
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el aumento en la concentracion de CDs, no llegandose a alcanzar un limite de solubilidad en
el rango de concentraciones empleadas. De acuerdo con Higuchi y Connors (1965), se trata
de diagramas de solubilidad del tipo A, siendo el aumento de solubilidad consecuencia de la
formacion de un complejo de inclusion entre diurdn y las diferentes ciclodextrinas
empleadas. El hecho de que los diagramas sean lineas rectas con pendientes menores a 1
indica que los complejos formados en solucion presentan una estequiometria 1:1.

6 -

—cep TABLA 2. Constantes de estabilidad (Kc) e
e incremento de solubilidad (AS) obtenido en
41 e HPBCD el diaarama de solubilidad.
CDs AS Kc (M") R’
N HPBCD | 233+13 207,7+3.6 0,9886
BCD 6,7+1.0 1759+42 09577
HPGCD | 6,8+0.9 587+11  0,9336
o ; . e GCD 23+04  257+29 09985

TIEMPO (DIAS)

FIGURA 1. Diagramas de solubilidad de diurén en presencia de las CDs estudiadas.

Las constantes de estabilidad de dichos complejos (K;) y el incremento de solubilidad (AS)
fueron calculados segun la ecuacién de Higuichi y Connors (1965), y sus valores se incluyen
en la Tabla 2. Los valores mas altos, para los parametros de complejacion calculados, se
obtuvieron cuando se empledé HPBCD.

El tamafo de la cavidad de la CD resulta determinante para la efectividad del proceso de
complejacion. Debido al mayor diametro interno de GCD, se produciria un proceso facil tanto
de entrada como de salida de la molécula huésped, lo que se traduce en un valor menor de
Kc para la formacién del complejo en solucién, el cual resulté ser el menor de todas las CDs
estudiadas 25,7 M. La Kc para BCD fue alta, lo que indica una fuerte tendencia a formar un
complejo con diurdn, pero sin embargo, el valor para AS fue bajo debido a su baja
solubilidad (16 mM), concluyendo que HPBCD sera la mejor candidata para obtener los
mejores resultados en los ensayos de descontaminacion.

ISOTERMA DE ADSORCION-DESORCION EN LOS SUELOS SELECCIONADOS Y LOS
COMPONENTES COLOIDALES.

En la figura 2a, se muestran las isotermas de adsorcion de diuron sobre los acidos himicos,
montmorillonita y goetita. Se puede observar claramente que el acido humico es el mejor
componente responsable de la adsorcidon de diurdn, seguido de la montmorillonita.
Concluyéndose la importancia de la materia organica del suelo y los minerales de la arcilla,
estando la fraccion disponible del herbicida disminuida para ser biodegrado en suelos con
alto contenido de algunos de estos componentes.

En la figura 2b se muestran las isotermas de adsorcion en los suelos estudiados. Se
observa una mayor adsorcién en el suelo Il, indicando la fuerte influencia del contenido de
materia organica del mismo. La constante Kf de Freudenlich se utiliza para comparar la
capacidad de adsorcion del plaguicida en los diferentes suelos. Los valores de Kf fueron de
4.34 (Suelo 1) y 92,47 Kg™' mol (Suelo 11), indicando la fuerte influencia de las propiedades
del suelo con respecto a la adsorcion de diurdn, sobre todo el contenido de materia
organica.
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FIGURA 2. Isotermas de adsorcién de diurdn: a) Componentes coloidales del suelo. b) Suelos.
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EXPERIMENTO DE MINERALIZACION EN PRESENCIA DE HPBCD Y
MICRONUTRIENTES

En la figura 3, se representan las graficas de mineralizacion después de aplicarle al suelo |
micronutrientes y HPBCD. EIl enriquecimiento de la actividad microbiana del propio suelo
con micronutrientes provoca una mineralizacion del 44,15%, siendo éstos esenciales para
una estimulacién natural del suelo, pero el uso de una solucién de HPBCD 10 veces la
concentracién equimolar del diurén actu6 como un potenciador de la biodisponibilidad y
biaccesibilidad del herbicida. Estos efectos inducen a un aumento hasta el 66.02% en la
mineralizacion y por lo tanto se reduce tanto la presencia de diuron como de su principal
metabolito toxico y persistente 3,4-DCA, en la solucién del suelo.

70 -

TABLA 3. Efecto de la HPBCD y micronutrientes

60 en la mineralizacion de diurdén en el suelo 1.
50
Tratamientos Velocidad de Porcentaje
40 J mineralizacion mineralizado
10° (d™)
304
HPBCD+micronutrientes 0.87 £ 0.01 66.02 + 2.56
20
Micronutrientes 1.94 £ 0.32 4415+ 3.44

60 70 80 90 100 110

TIEMPO (DIAS)

FIGURA 3. Experimento de mineralizacion en el suelo | con diferentes
tratamientos: sin tratamiento (¢); Sélo micronutrientes (A);
micronutrientes + HPBCD (m).
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