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RESUMEN

Se prepard una formulacién de liberacion controlada (FLC) mediante el encapsulamiento de
carbofurano en microparticulas de quitosano para ser usado como nematicida en cultivos de
tomate. Las particulas se prepararon mediante la técnica de entrecruzamiento ionico. La
eficiencia de encapsulamiento (EE) del plaguicida fue de 67 % vy la capacidad de carga (CC)
del quitosano para encapsular carbofurano fue de 24 %. Se evaluaron diferentes tipos de
agentes Entrecruzantes (sulfato, fosfato, pirofosfato y tripolifosfato) encontrandose que no
hay diferencia estadistica en la EE, sin embargo, se utilizd sulfato por presentar la mejor
precisién.

El pH necesario para que haya interaccion entre quitosano, sulfato y carbofurano debe estar
entre 3 y 6; se obtuvo una mayor EE y menor desviacién a pH 4. Las imagenes de SEM para
las microparticulas vacias (MPV) mostraron una superficie rugosa y porosa, con un tamano
de particula de 1023 nm, mientras que la FLC presentd una superficie lisa con tamafio de
particula de 1127 nm. La FLC mostré un perfil de liberacion en agua mas lento que el
carbofurano libre (CAB-L). Después de tres dias, la liberacion de carbofurano desde la FLC
se estabiliza con una liberacion acumulada maxima del 70 % y de 100 % para CAB-L. EL
coeficiente de difusion (n) resultd ser 0.603 implicando que la difusion es de tipo anémalo o
no fickiano. El efecto nematicida de la FLC logré disminuir las afecciones de las raices de
plantulas de tomate causada por nematodos del género Meloidogyne spp en un 50 %
usando la FLC. La aplicacién de la nueva formulacién de carbofurano ayudaria a disminuir el
impacto ambiental, disminuir el impacto sobre trabajadores y consumidores de alimentos,
reducir costos de agroquimicos, asi como también, aporte en el entendimiento del
entrecruzamiento idnico de quitosano con sulfato cuando se encapsula un ingrediente activo

como el carbofurano.

ABSTRACT

Chitosan microparticles containing carbofuran were prepared by ionic cross-linking
technique. Carbofuran encapsulation efficiency (EE) was 67%, and Pesticide Loading (PL)
was 24 %. Four cross-linkers were evaluated for the encapsulation process, finding that
there were no statistical differences in the EE due to the high deviation; however, sulfate
presented the lowest variation and, hence, it was chosen as the cross-linker agent. The
interaction pH of chitosan, carbofuran, and sulfate must be between 3.0 and 6.0; the
highest EE was obtained at pH 4.0. The minimum sulfate/chitosan molar ratio for the

crosslinking interaction was 0.4. SEM images for empty microparticles (EMP) showed a
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rough and porous surface with a particle size of 1023 nm whereas microparticles with
encapsulated carbofuran (controlled release formulation, CRF) the surface found to be
smoother with a particle size of 1127 nm. The CRF showed a slower carbofuran release
profile in water in contrast with free carbofuran (Cab). After the first three days, the
carbofuran release was stabilized with a maximum cumulative release of 70% for CRF and
100% for Cab. The diffusion coefficient (n) turned out to be 0.603, meaning that the release
was not governed by Fick's laws of diffusion, but by an anomalous transport. The
nematicidal effect of the FLC was able to reduce the root affections of the tomato seedlings
caused by nematodes of the genus Meloidogyne spp by 50% using the FLC. The application
of the new carbofuran formulation would help to reduce the environmental impact, reduce
the impact on food workers and consumers, reduce agrochemical costs, as well as
contribute to the understanding of the ionic cross-linking of chitosan with sulfate when an

active ingredient is encapsulated such as carbofuran.

PROLOGO

El uso continuo y en ocasiones sin control de los productos usados en la fertilizacién y el
control de plagas, ha traido como consecuencia la contaminacién de suelos agricolas por
compuestos y elementos persistentes. Estudios realizados sobre aplicacién de plaguicidas y
fertilizantes en diversos cultivos han determinado que sélo un porcentaje, en algunos casos
muy pequefio, tienen un efecto real sobre el control de plagas vy la fertilizaciéon, tomando en
cuenta la manera como se aplican hoy en dia; los excedentes de estos compuestos toman
diferentes vias de distribucion como, aire, aguas superficiales, aguas subterraneas y
alimentos, afectando seriamente la economia del agricultor y el medio ambiente. Mucho se
ha investigado sobre qué se debe hacer para que haya un control efectivo de plagas sin que
afecte el medio ambiente y al ser humano, pero aun no se tienen soluciones que sean
realmente llevadas al campo. La investigacién cientifica ha llevado a la busqueda de
soluciones que permitan la aplicacion controlada de plaguicidas y otros agroquimicos con el
fin de ayudar a aumentar la efectividad y reducir los dafnos, especialmente para aquellos
plaguicidas que ya han sido prohibidos por su toxicidad, pero que fueron muy efectivos para

controlar las plagas.

En este sentido, la aplicacion de los sistemas de liberacion controlada de plaguicidas es una
alternativa plausible en la cual se ha venido trabajando desde hace tiempo pero, a pesar de
los resultados que se han encontrado, falta seguir indagando sobre formulaciones para los

diferentes tipos de plaguicidas.



El desarrollo de este trabajo se baso6 en la premisa expuesta anteriormente, ya que, aunque
el carbofurano ha sido prohibido, no se ha encontrado un sustituto efectivo como
nematicida, asi que proponer una nueva formulaciéon para este compuesto, encontrar que a
concentraciones muy bajas tiene efecto nematicida del 60% y conocer que las cantidades
del plaguicidas son muy bajas como para causar un dafio potencial, son los mayores logros

de esta investigacién, con la cual se podria pensar en aplicacién en campo.

Los anteriores hallazgos estan explicados en el presente documento, el cual se dividid en

cuatro capitulos para una mejor explicacidon de los mismos:

CAPITULO UNO. Introduce al lector en la base tedrica de los temas principales del trabajo,
con una breve explicacion sobre los plaguicidas, la tecnologia de liberaciéon controlada y la

plaga, objeto de aplicacion, los nematodos.

CAPITULO DOS. En este capitulo se expone la metodologia usada para la obtencién de la
nueva formulacion a base del microencapsulamiento de carbofurano en particulas de
guitosano entrecruzado idnicamente con sulfato, se presentan las evidencias del
encapsulamiento del plaguicida en la matriz polimérica y se calcula la cantidad de plaguicida
que las microparticulas son capaces de albergar, las cuales seran usadas en los

experimentos para la evaluacion del efecto nematicida y en estudios de lixiviacion.

CAPITULO TRES. En esta parte del trabajo se encontrardn dos aspectos fundamentales para
la aplicacion de la nueva formulacién: los estudios que determinan si la nueva formulacion
presenta liberacidon controlada y cuales serian sus limitaciones, y la evaluacion de la
lixiviaciéon del compuesto desde la nueva formulacién, con el fin de determinar si estas

cantidades tienen potencial riesgo de contaminacion.

CAPITULO CUATRO. Aqui el lector encontrara cuales fueron los resultados de la aplicacion
de la nueva formulacion en un cultivo real y, aunque los ensayos se hicieron in vitro, el
lector podra darse cuenta de los efectos que puede tener la nueva formulacidn que, en

sintesis, son muy alentadores como para pensar en usarlos en experimentos de campo.

Vi



Tabla 1.1

Tabla 2.1

Tabla 2.2

Tabla 2.3

Tabla 2.4
Tabla 2.5
Tabla 2.6
Tabla 2.7
Tabla 3.1

Tabla 3.2

Tabla 3.3
Tabla 3.4

Tabla 3.5

Tabla 4.1

Tabla 4.2

Tabla 4.3

Tabla 4.4

Tabla 4.5

Tabla 4.6

LISTA DE TABLAS

Pagina
Propiedades fisicoquimicas de carbofurano 5
EE de carbofurano utilizando diferentes agentes entrecruzantes 24
Comparacion cuantitativa de la EE de carbofurano a diferentes pH 28
Efecto del tiempo y la velocidad en la EE de carbofurano 30
ANOVA del efecto del tiempo y la velocidad de agitacion en la obtencion de
MPC 30
Condiciones experimentales finales para la obtencién de la FLC 31
Tamafio hidrodindmico de particula de MPV y MPC 34
Valores de EE y CC en funcién de la masa de carbofurano 41
Caracterisiticas fisico-quimicas y texturales de los suelos de estudio 55
Parametros cinéticos para la adsorcion de carbofurano en los suelos 56
Resultados del ajuste de los modelos de Langmuir y Freundlich en la
adsorcién de carbofurano en los suelos 58
Coeficientes de difusion para la liberacion en aguadelaFLCapH 4,7y 8 62
coeficientes de la linealizacion de las ecuaciones de Korsmeyer y Peppas 65
Resultados del dafo a la raiz causado por Meloidogyne spp. en el suelo de
ST 79
Resultados del dafo a la raiz causado por Meloidogyne spp. en el suelo de
PAL 79
Resultados del analisis de varianza utilizando como control el blanco
positivo 80
Resultados del analisis de varianza utilizando como control el CAB libre 80
Prueba de rangos multiples de Fisher de los tratamientos respecto al
blanco para suelo de ST y PAL 81
Prueba de rangos multiples de Fisher de los tratamientos respecto al
blanco para suelo de Santander y Palmira 81

Vii



Figura 1.1
Figura 1.2
Figura 1.3
Figura 1.4
Figura 1.5
Figura 1.6
Figura 2.1

Figura 2.2

Figura 2.3
Figura 2.4
Figura 2.5
Figura 2.6
Figura 2.7

Figura 2.8

Figura 2.9

Figura 2.10
Figura 2.11
Figura 2.12
Figura 2.13
Figura 2.14
Figura 2.15

Figura 2.16

Figura 2.17
Figura 2.18
Figura 3.1

Figura 3.2

Figura 3.3

Figura 3.4

LISTA DE FIGURAS

Pagina

Principales familias de plaguicidas 3
Tipos de encapsulados 6
Gelificacion idnica del quitosano vy el tripolifosfato 8
Estructura de la red de quitosano formada por entrecruzamiento iénico 9
Relacion entre una formulacion de plaguicida convencional y una FLC 10
Cuerpo completo de tres géneros de nematodos fitoparasitos 12
Estructura quimica del quitosano protonado y los agentes entrecruzantes 23
Diagrama de cajas de la EE de carbofurano con diferentes entrecruzantes 24
Titulacion potenciométrica de quitosano 26
Especies de ion sulfato en dependencia con el pH 26
Espectros de RMN-1H de carbofurano y carbofurano acidulado 27
Titulacion potenciométrica de carbofurano 27
Diagrama de cajas de la EE de carbofurano a diferentes pH 28
Titulacion turbidimétrica de la relacidon molar para MPV y MPC 29
Espectros de infrarrojo de carbofurano (a), quitosano (b), sulfato (c), MPV (d)

y MPC (e) 32
Ampliacion en la zona de interaccion entre el quitosano, sulfato y carbofurano

en MPV y MP 33
Distribucion de tamafio de particula para MPV y MPC 35
Potencial Z y conductividad para MPV y MPC 36
Micrografias de las micropaticulas vacias y microparticulas con carbofurano 37
TGA de las MPV y MPC 38
DSC de las MPV y MPC 39
Capacidad de encapsulamiento del quitosano en términos de la EE 40
Espectros de infrarrojo de las diferentes FLC a diferentes cantidades de

carbofurano 42
Capacidad de encapsulamiento del quitosano en términos de la CC 42
Columna de lixiviacion usada para el estudio de movilidad 53
Perfiles de liberacion en aguaapH 4,7y 8 delaFLC y 60
Linealizacion de las ecuacion de Korsmeyer y Peppas para los perfiles de
liberacion en agua (a) pH 4 y (b) 7 de la FLC 62
perfiles de liberacién de carbofurano en suelos a) suelo ST, b) suelo PAL 63

viii



Figura 3.5
Figura 3.6
Figura 3.7
Figura 3.8
Figura 3.9
Figura 3.10
Figura 4.1
Figura 4.2

Figura 4.3

Figura 4.4
Figura 4.5
Figura 4.6

Figura 4.7
Figura 4.8

Figura 4.9

Linealizacion de las ecuacion de Korsmeyer y Peppas para los perfiles de
liberacion en suelo de ST de la FLC y CAB

Porcentajes de carbofurano recuperados y retenidos por lixiviacién

Lixiviacién de Carbofurano libre en los suelos de ST y PAL

Lixiviacion de Carbofurano libre y encapsulado en los suelos de ST

Lixiviacion de carbofurano encapsulado en los suelos de ST y PAL

Lixiviacion de carbofurano libre y encapsulado en los suelos de PAL

Bandejas de Whitehead utilizadas para la extraccién de nematodos

Extraccién de huevos de Meloidogyne spp. lavando con NaClO 1 %

Cultivo experimental de plantulas de tomate

Ilustracion de la clasificacion del indice de nudosidad en raices por dafio de
Meloidogyne spp. Las partes de color negro se representan como agallas en
la raiz

Conteo al microscopio de nematodos

Grafica de toxicidad del carbofurano

Raices infestadas

Grafica de mejoramiento de las formulaciones frente al blanco frente a los mg
de carbofurano encapsulados dentro de estas

Cantidad de carbofurano liberado respecto a la cantidad de carbofurano
encapsulado en las diferentes formulaciones a los 30 dias (a) y 10 dias (b)

64
67
68
69
70
70
73
73

75

76
77
78
79

82

83



CAPITULO I

1.1
1.2
1.2.1
1.2.2
1.2.3
1.2.4
1.3
1.3.1
1.3.2
1.4
1.4.1
1.4.2
1.4.2.1
1.4.2.2
1.4.2.3
1.4.2.4
1.4.2.5
1.5

1.6
1.6.1
1.6.2

CONSIDERACIONES TEORICAS

Pagina
INTRODUCCION 2
PLAGUICIDAS Y SU APLICACION 2
Clasificacién de los plaguicidas 2
Los plaguicidas en la agricultura 3
Riesgos de los plaguicidas 4
Carbofurano 4
TECNOLOGIA DE LIBERACION CONTROLADA 6
Microencapsulamiento 6
Liberacidon controlada desde matrices poliméricas 9
PLAGAS: NEMATODOS 11
Nematodos de nudo de la raiz 13
Control de nematodos 13
Control cultural 13
Extracto de plantas 14
Control Bioldgico 14
Resistencia al Hospedador 14
Nematicidas de origen sintético: carbamatos 15
PLANTEAMIENTO GLOBAL DEL PROBLEMA DE INVESTIGACION 15
OBJETIVOS 16
Objetivo General 16
Objetivo Especificos 16




1.1 INTRODUCCION

La permanente necesidad de tener sistemas agricolas eficientes hace que sea necesaria
la constante intervencion humana creando, en muchas ocasiones, ecosistemas
artificiales. Frecuentemente, esta intervenciéon consiste en la introduccion de
agroquimicos que, ademas de elevar la produccion, dan lugar a numerosos costos
ambientales y sociales indeseables (Rigby y Caceres, 2001). Conforme progresa la
modernizacién agricola, los principios ecoldgicos son continuamente ignorados o
desestimados y, en consecuencia, los agroecosistemas modernos se vuelven inestables,
generando desequilibrios que se manifiestan como brotes recurrentes de plagas. Estas
plagas pueden atacar la parte aérea de las plantas (insectos), pero también pueden
afectar la parte radicular (nematodos), siendo estas las mas dificiles de erradicar por
encontrarse subterraneas (Brechelt, 2004). Los métodos mas utilizados en el control de
las plagas usan plaguicidas sintéticos, con la consecuente contaminacion del aire, suelos
y aguas (Altieri y Nicholls, 2009). Se ha intentado abordar el problema del ataque de las
plagas mediante el uso de nuevas tecnologias; una de ellas son los sistemas de liberacion
controlada de compuestos con actividad plaguicida encapsulados en nano o

micromateriales, la cual toma cada vez mas fuerza (Ghormade et al., 2011).

Las formulaciones de entrega lenta o de liberacidon controlada (FLC) se han convertido
en estructuras prometedoras por su potencial uso en la proteccion y nutricién de plantas,
debido a las cualidades dependientes del tamafo, el medio y la relacién volumen-

superficie (Gogos et al., 2012).

1.2 PLAGUICIDAS Y SU APLICACION

Los plaguicidas son compuestos quimicos sintéticos usados, principalmente, en la
mayoria de los cultivos de produccion industrial con el objetivo de minimizar las
infestaciones por plagas y, asi, evitar las pérdidas de cosechas y reduccion de la calidad
de los productos (Ortiz et al., 2013).

1.2.1 Clasificacion de los plaguicidas

El término plaguicida cubre una amplia gama de compuestos que incluyen insecticidas,
fungicidas, herbicidas, rodenticidas, molusquicidas, nematicidas, reguladores del
crecimiento de plantas, entre otros (Aktar et al., 2009). Existen varias maneras para
clasificar pesticidas, pero las mas populares son aquellas basadas en (i) el modo de

entrada, (ii) la funcién plaguicida y el organismo de la plaga que controlan, y (iii) la
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familia quimica a la que pertenece el plaguicida. La clasificacion de los plaguicidas de
acuerdo al modo de entrada se basa en la forma que el plaguicida entra en contacto con
la plaga objetivo; estos incluyen sistémicos, de contacto, venenosos estomacales,
fumigantes, y repelentes. Aquellos que se clasifican de acuerdo a la plaga que controlan,
se basan en el tipo de organismo diana y toman nombres especificos para reflejar su
actividad; asi, se tienen insecticidas para controlar insectos, fungicidas para hongos,
herbicidas para malezas, rodenticidas para roedores, molusquicidas para moluscos y
nematicidas para nematodos. La clasificacién de los plaguicidas por la familia quimica se
basa en su estructura, la cual tiene grupos funcionales bien identificados, y que
comprenden cuatro grupos principales: organoclorados, organofosforados, carbamatos y

piretroides, cuya estructura molecular se muestra en la figura 1.1 (Yadav y Devi, 2017).

S O O\/
[ 1 Il :
\_O/P\S R\ - \'TJ/R
3
1o O/\ R
Carbamato
Organoclorado Organofosforado

Endosulfan Malathion

Rkﬂxworoéf

Piretroide

Figura 1.1 Principales familias de plaguicidas: organoclorados, organofosforados,
piretroides y carbamatos

1.2.2 Los plaguicidas en la agricultura

Los plaguicidas han sido una parte integral de la produccion agricola al controlar el
aumento de malezas, enfermedades y plagas de insectos que pueden reducir
notablemente la cantidad de productos que se pueden cosechar, por lo que son una parte
esencial en los sistemas actuales de produccién. Sin embargo, hay dos tendencias
respecto a su uso; por un lado aquellos paises que restringen cada vez mas su uso por
los efectos toxicos que se pueden generar en las comunidades expuestas y, por el otro,
aquellos que defienden su uso por la prevencion de las pérdidas econdmicas que

representan las plagas, llegandose a considerar a los plaguicidas como un mal necesario



(Aktar et al., 2009). En regiones tropicales, donde las plagas de insectos y las
enfermedades de las plantas son mas frecuentes, los pesticidas generalmente se aplican
en cantidades masivas, tanto en fincas pequefias como en plantaciones industriales como
banano, café, maiz y algodén (Carvalho, 2006), siendo este el real problema de todos los

plaguicidas: las cantidades usadas y la forma de aplicacién.

1.2.3 Riesgos de los plaguicidas

El objetivo de los plaguicidas es controlar plagas, sin embargo, también tienen efecto, en
algunos casos graves, en especies no objetivo. Ademas, los residuos de plaguicidas
contaminan suelos y el agua, permanecen en los cultivos, entran a la cadena alimenticia
y, finalmente, son ingeridos por humanos en los alimentos y en las aguas. El riesgo de
los plaguicidas radica en que su efecto toxico se produce a bajas concentraciones v,
ademas, su estabilidad quimica los hace persistentes en el medio ambiente, por lo que su
efecto se puede mantener en el tiempo; en consecuencia, se han encontrado
concentraciones relativamente altas de compuestos organoclorados y organofosforados
en suelos, aire y fuentes acuiferas tiempo después de su aplicacién (Kim et al., 2017). La
idea de aumentar la produccion de alimentos mediante el uso de mayores cantidades de
agroquimicos ha resultado ser, probablemente, la causante de dafios irreparables al
medio ambiente y afectaciones al ser humano que originalmente no se pensaron que
ocurririan; esto no implica que los agroquimicos, incluyendo los plaguicidas, sean
totalmente dafinos o inutiles, pero los problemas actuales requieren de formulaciones
diferentes con los cuales se puedan controlar las cantidades necesarias para el control de

las plagas y las que van al medio ambiente (Carvalho, 2006).

1.2.4 Carbofurano

El carbofurano o 2,3-dihidro-2,2-dimetilbenzofuran 7-il-N-metilcarbamato es un
compuesto quimico perteneciente a la familia de los carbamatos, con actividad
nematicida e insecticida de amplio espectro, que actla a través del suelo. Sus
propiedades insecticidas fueron descritas por McEwen y Davis (McEwen y Davis, 1965).
Fue introducido a mediados de los afios 60 por la Food Machinery Corporation (FMC) bajo

el nombre comercial de Furadan.

Sus propiedades quimicas se resumen en la tabla 1.1



Tabla 1.1 Propiedades fisicoquimicas de carbofurano

30
Estructura quimica ’
o O
HN_
Nombre IUPAC 2,3-dihidro-2,2-dimetilbenzofuran 7-il-N-
metilcarbamato.
No. CAS 1563-66-2
Féormula C12H15NO3
Estado Sélido cristalino
Olor Inodoro
Polaridad Relativamente no polar
Peso molecular (g/mol) 221.26
Ts (°C)? 150-152
Solubilidad en agua (mg/L) a 20 °C 320
Log Kowb 2,3007
Log Koct 1,75a 2,17
Estabilidad Estable en medio neutro o acido. Se hidroliza en

condiciones alcalinas o fuertemente &acidas. Es
estable a la oxidacion.

Otras propiedades No inflamable, no corrosivo

DTso (dias)® 29

*Temperatura de fusién, PCoeficiente de particién octanol-agua, ‘Logaritmo del coeficiente de
distribucién normalizado sobre carbono organico, %tiempo de vida media del plaguicida en
suelo. (PPDB; US EPA)

El carbofurano actla sobre el sistema enzimatico colinesterasa dando lugar a alteraciones
en la transmision de los impulsos nerviosos en insectos y acaros, incluso en otras
especies, incluyendo el hombre, en caso de ingestion. De acuerdo al modo de entrada se
clasifica como sistémico, lo que significa que las plantas lo absorben mediante las raices
y desde alli la planta lo distribuye al resto de sus 6rganos, donde se han encontrado las

mayores concentraciones residuales del compuesto en tallos y hojas (Mora, 1992).

En el suelo, los procesos de transformacién quimica del carbofurano son influenciados por
factores tales como el pH, la temperatura, el contenido de arcilla, contenido de materia
organica, contenido de humedad, los cuales tienen grupos funcionales que se pueden
unir a la molécula transformandola mediante reacciones de o6xido-reduccion o hidrodlisis
en sus tres principales derivados: 3-hidroxicarbofurano, 3-cetocarbofurano y fenol-
carbofurano, los cuales presentan actividad insecticida, pero no nematicida. Estas
reacciones quimicas son catalizadas por los elementos que componen el suelo, por

ejemplo, las reacciones de 6xido-reduccion se ven catalizadas por superficies de arcilla,
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o0xidos metalicos e iones metdlicos en el suelo; asi mismo, los compuestos que
determinan el pH del suelo afectan la velocidad de hidrélisis quimica del carbofurano, por
ejemplo los suelos alcalinos hidrolizan facilmente el plaguicida, mientras en suelos acidos
tiende a ser mas estable, de aqui que el pH es uno de los principales factores que

determinan la persistencia de los plaguicidas en los suelos (Donovan et al., 2012).

Por lo tanto, debe tenerse en cuenta todas las caracteristicas fisicoquimicas del

plaguicida, pues condiciona y determina el éxito de cualquier formulacién que se disefie.

1.3 TECNOLOGIA DE LIBERACION CONTROLADA
1.3.1 Microencapsulamiento

El encapsulamiento es un proceso mediante el cual compuestos activos son atrapados o
cubiertos por un material de soporte para formar particulas o capsulas cuya escala de
tamafio se establece, de tal manera que las particulas menores a 1 ym se denominan
nanoparticulas o nanocapsulas, particulas entre 3 a 800 pm se conocen como
microparticulas o microcapsulas y particulas mas grandes que 1000 um se designan
como macroparticulas (Jyothi et al., 2010). Regularmente la sustancia activa hace parte
del nucleo, fase de llenado o fase interna de la particula, mientras que el material
soporte determina la pared, membrana, capsula, matriz o fase externa; de acuerdo a lo
anterior se pueden diferenciar dos tipos de morfologias: capsulas y particulas (esferas)
(figura 1.2) (Vincekovic et al., 2017; Shishir et al., 2018).

Capsulas Esferas
Matriz
.Re(':l. o O olimérica
polimérica @) OOO p
Nucleo . <
Compuesto
Compuesto (a) (b) activo
activo

Figura 1.2 Tipos de encapsulados a) capsula b) particula o esfera (Vincekovic et al., 2017)

La ingenieria para la obtencidon de capsulas o particulas puede clasificarse en: (i)
procesos fisicoquimicos (coacervacion simple o] compleja, gelificacion

ionica, emulsificacién, encapsulacion en liposomas, evaporacion de disolventes), (ii)



métodos mecanicos (secado por aspersion, enfriamiento, revestimiento de lecho fluido,
extrusion-esferonizacién, extrusién centrifuga, procedimientos de fluidos supercriticos), y
(iii) procesos quimicos (policondensacion interfacial, polimerizacién vy reticulaciéon; y

polimerizacién in situ) (Vincekovic et al., 2017).

La fase externa de las microparticulas o material de soporte es un factor determinante en
el proceso de encapsulamiento, y regularmente estd hecha de compuestos que puedan
polimerizar alrededor de los compuestos a encapsular; su seleccion depende de varios
factores: (i) el proceso de encapsulacion en si mismo, (ii) que provea la funcionalidad
deseada para la capsula, (iii) que tenga la tasa de liberacion del compuesto activo
especificada o deseada, (iv) que tenga reactividad quimica limitada con el nlcleo, y (v)
que el costo del material de soporte sea asequible (Vincekovic et al., 2017). Los
polimeros usados como material de soporte para encapsular pueden ser de origen
natural, como el quitosano, albimina, alginato, etc., o sintéticos, como los metacrilatos,
polietilenglicol, etc. Debido a su tamafio y caracteristicas fisicoquimicas, los polimeros de
origen sintético pueden generar formulaciones con varias ventajas, tales como: (i)
encapsulamiento de compuestos de diferentes polaridades, (ii) baja toxicidad, (iii)
proteccion y conservacion del activo encapsulado, y (iv) liberacion controlada de activos
incorporados (Armendariz et al., 2016), sin embargo, la lenta biodegradabilidad es un
aspecto que preocupa de estos materiales, por lo que se han abierto nuevas lineas de
investigacion sobre el desarrollo de particulas biodegradables como sistemas de
liberacion de componentes activos con la misma o mejor eficacia que los sintéticos; el
quitosano y el alginato estan recibiendo un gran interés en la encapsulacion de
compuestos bioactivos debido a su biocompatibilidad, baja toxicidad, biodegradabilidad y
estabilidad quimica y térmica (Li et al., 2018; Hosseini et al., 2013; Chan et al., 2010).

La microencapsulacion se ha desarrollado con los siguientes objetivos, a) liberacion
controlada de compuestos activos, b) proteccion de compuestos activos sensibles para
ser protegidos contra las influencias externas como la oxidacién, la luz, el agua, la
evaporaciéon etc., c) combinacion de materiales incompatibles, d) enmascaramiento de
propiedades organolépticas como sabores u olores desagradables, y €) manejo seguro de

materiales toxicos (Hack et al., 2012).

En aplicaciones agricolas ha ido tomando fuerza la gelificaciéon i6nica como método de
encapsulamiento de agroquimicos (fertilizantes, plaguicidas y coadyuvantes) ya que es

considerado como un proceso suave donde se evita el uso de agentes toxicos como



disolventes organicos y tensoactivos, lo cual contribuye al cuidado del medio ambiente
(Armendariz et al., 2016). Basicamente, una solucién polimérica o hidrocoloide, que
contiene el compuesto activo a encapsular, se gotea o se atomiza en una soluciéon de un
compuesto en estado idnico, bajo agitacién constante, formando la red polimérica con el
activo encapsulado. EI procedimiento no requiere de equipo especializado, alta
temperatura o solvente organico y puede considerarse de bajo costo, sin embargo, la
aparicion de particulas de gel heterogénea es una de sus desventajas (Kurozawa y
Hubinger, 2017).

El principio basico de este método es la interaccion electrostatica entre un polimero que
se encuentra en estado i6nico y un compuesto idnico con carga opuesta para formar las
particulas; a esta interaccion se le denomina gelificacién ionotropica. Las reacciones de
entrecruzamiento se ven afectadas por el tamafo del entrecruzante y la carga global del
polimero durante la reaccién, entre mas bajo el peso molecular del entrecruzante mas
rapido se da la reaccién de entrecruzamiento, debido a que la difusiéon en la red
polimérica es mas facil (Berger et al., 2004); esto tiene un importante efecto en las
propiedades de las particulas formadas, como por ejemplo la fuerza mecanica, la

capacidad de encapsulamiento y la liberacion de los compuestos activos, entre otros.
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Figura 1.3 Gelificacidn idnica entre el quitosano y el tripolifosfato (TPP) (Mwangi et al., 2016).



Figura 1.4 Estructura de la red de quitosano formada por entrecruzamiento idénico (Berger et al.,
2004).

La interaccién o entrecruzamiento idnico es el principio con el cual se preparan nano y
microparticulas de quitosano para con las que se encapsulan compuestos activos en el
disefio de formulaciones de liberacidon controlada. La interaccion electrostatica ocurre
entre el quitosano cargado positivamente (en medio acido) y un entrecruzante cargado
negativamente (ver figura 1.3), que regularmente es tripolifosfato, pirofosfato, sulfato,
citratos, etc, formando puentes de union idnica con el entrecruzante resultando una
estructura en red polimérica (figura 1.4), dentro de la cual quedan atrapados los

principios activos. (Armendariz et al., 2016; Li et al., 2018; Sao Pedro et al., 2013).

Dado que la interaccion electrostatica depende del grado de carga de las dos entidades,
el pH es uno de los principales factores que determinan el entrecruzamiento idnico y, en

consecuencia, la obtencion de la formulacién de liberacidén controlada.

1.3.2 Liberacion controlada desde matrices poliméricas

Se entiende por formulacion de liberacién controlada (FLC) al producto que resulta de la
mezcla de un compuesto con actividad biolégica dentro de una matriz polimérica, de la
cual se libera el compuesto activo a velocidades controladas durante un tiempo
especifico, mientras que la liberacién controlada describe el mecanismo mediante el cual
el activo es liberado de la matriz (Lewis y Cowsar, 1977; Neri y Chakraborty, 2019).

Basado en lo anterior, las técnicas de encapsulamiento de activos (microencapsulamiento



0 nanoencapsulamiento) se han convertido en los dispositivos que mejor se ajustan a los

requerimientos para una FLC (Kashyap et al., 2015).
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Figura 1.5 Relacion entre una formulacion de plaguicida convencional y una FLC
(Lewis y Cowsar, 1977).

Inicialmente las FLC se desarrollaron para ser aplicadas en el campo de la salud, sin
embargo, su aplicacién en otras areas ha ido en aumento, incluyendo en las ciencias
agricolas donde se ha usado para dosificacién de agroquimicos, como los plaguicidas, con
grandes ventajas frente a las aplicaciones convencionales. En la figura 1.5 se puede
observar como con el perfil de liberacion de una formulacion convencional se desperdicia
una cantidad importante de plaguicida, responsable de la contaminacién del medio
ambiente, mientras que la FLC establece un perfil de liberacién con menores descargas
en el tiempo lo que garantiza una disminucidon del efecto medioambiental sin perder

efectividad como plaguicida (Lewis y Cowsar, 1977).

Las primeras FLC de plaguicidas se basaron en la liberacién de los activos por desorcion
de los plaguicidas de materiales como silica gel, mica y carbén activado, sin embargo, la
mayoria de los sistemas actuales se basan en mecanismos mas controlables como la
difusion a través de medios de control de velocidad (dispositivos de membrana), erosién
o destruccién fisica de materiales de barrera biodegradables (destruccion mecanica) y
destruccién quimica o reacciones quimicas retardantes (hidrodlisis, biodegradacion,
termodegradacién, etc.) (Tsuji, 2001). Desde el punto de vista de la liberacion, los
dispositivos de membrana controlada por difusidon son los que mas se han trabajado
como FLC de plaguicidas (Kashyap et al., 2015). Los dispositivos de membrana

controlados por difusion se pueden dividir en dos categorias principales: sistemas de
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reservorio, en los que el pesticida esta totalmente encapsulado dentro de una membrana
gue controla la velocidad, y sistemas monoliticos en los que el pesticida se dispersa o
disuelve en una matriz que controla la velocidad (Lewis y Cowsar, 1977). La difusion en
este tipo de dispositivos, como mecanismo de liberacién, se basa en la segunda ley de
difusion de Fick, la cual tiene la siguiente relacién matematica semiempirica (ecuacion
1.1), descrita por Ritgers y Peppas y Korsmeyer y peppas (Ritgers y Peppas, 1987;
Korsmeyer et al., 1983):

— ktn (Ecuacion 1.1)
My

Donde M;/M,, es la relacién de ingrediente activo liberado a un tiempo t, K es una
constante que incorpora caracteristicas (porosidad, tortuosidad) del sistema de la red
macromolecular y el ingrediente activo y n es un parametro difusional que indica el

mecanismo de transporte (Choudhary et al., 2006).

El uso de las FLC de agroquimicos, principalmente de plaguicidas, tiene varias ventajas,
entre las que se pueden citar: i) prolongacion de la actividad plaguicida, ya que provee,
de manera continua, bajas cantidades del plaguicida sin perder su efectividad en el
tiempo, ii) reduccion del nimero de aplicaciones al lograr un periodo largo de actividad
con una sola aplicacién, iii) reduccién de los costos, ya que se eliminan las aplicaciones
innecesarias, y iv) reduccion de la contaminacion ambiental, ya que se reducen las
cantidades que regularmente van al medio ambiente por evaporacion, escorrentia o
lixiviacion (Akelah, 1996).

1.4 PLAGAS: NEMATODOS

La palabra nematodo, proviene de los vocablos griegos nema que significa “hilo” y eidés
u oidos, que significan “con aspecto de”, siendo definidos como animales filiformes con
cuerpo sin segmentos y mas o menos transparentes, cubiertos de una cuticula hialina, la
cual estd marcada por estrias u otras marcas; son redondeados en seccion transversal,
con boca, sin extremidades u otros apéndices, muchos son parecidos a lombrices o con
forma de anguila. Las hembras de algunas especies cuando llegan al estado adulto son

abultadas con forma de pera o esfera (figura 1.6).
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Figura 1.6 Cuerpo completo de tres géneros de nematodos fitoparasitos. a. Helicotylenchus,
b. Criconemoides, c. Meloidogyne, d. Estomatoestilete de Helicotylenchus, e. Odontoestilete de
Xiphinema, y f. Onquioestilete de Trichodorus (Guzman, 2011)

La mayoria de los nematodos son microscopicos y miden entre 300 y 1000 ym de largo y
15 a 35 ym de ancho; su tamafio los hace invisibles a simple vista. Los nematodos
fitoparasitos, segun el género, tienen en la regidon anterior (cabeza) un estilete hueco
(estomatoestilete u odontoestilete) también llamado “lanza”, pero hay algunos con
estilete sdélido modificado (onquioestilete). El estilete es usado para penetrar las células
de las plantas y, a través de él, extraer los nutrientes, causando las enfermedades en los

cultivos (Guzman, 2011).

Los nematodos que se alimentan dentro de las raices son endoparasitos, y los que se
alimentan desde fuera de la raiz son los ectoparasitos. Aunque algunos nematodos
ectoparasitos, pueden ser devastadores para las plantas en los cultivos, los tipos

endoparasitos son generalmente mucho mas perjudiciales, en términos de pérdidas
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econdmicas, ya que pasan la mayor parte de su vida dentro de raices de las plantas, lo

gue interfiere con la estructura y funcion de la raiz (Niblack, 2009).

1.4.1 Nematodos de nudo de la raiz

Los nematodos de nudo de la raiz (RKN, por sus siglas en inglés root knot
nematode; Meloidogyne spp.), nematodos del quiste ( Heterodera y Globodera spp.) vy
nematodos de la lesién ( Pratylenchusspp.) son los tres grupos mas importantes de
nematodos que pueden infectar, alimentarse y reproducirse en una amplia gama de
especies de plantas. Los nematodos del nudo de la raiz, en particular Meloidogyne spp. vy,
la mas prominente, M. incognita, exhibe un amplio rango de hospedantes y afecta a una
multitud de plantas y cultivos silvestres como el tomate, la papa y la soja. Esta especie
polifaga incluso ha sido considerada como uno de los patégenos mas daninos del mundo
(Ibrahim et al., 2019). Las especies del género Meloidogyne crecen en climas tropicales,
subtropicales y templados. El género incluye cerca de 80 especies y once razas, sin
embargo, M. incognita, M. javanica, M. arenaria y M. hapla, se consideran las especies
mas comunes e importantes del género y son responsables del 90% o mas del dafio a

cultivos agricolas (Navas et al., 2003).

De todos los nematodos, los del género Meloidogyne spp son los que representan la
mayor amenaza a los cultivos. El ciclo de vida de Meloidogyne spp involucra cuatro
etapas de desarrollo que incluyen la etapa larvaria 1 (dentro del huevo), la etapa larvaria
2 (migratoria), la etapa larvaria juvenil 3 (sedentaria), la etapa larvaria 4 (sedentaria) y
la etapa adulta (sedentaria), el ciclo de vida se completa cuando los huevos se liberan en
el suelo desde la matriz de huevo gelatinosa formada en el tejido de la raiz epidérmica.
La infeccion por nematodos en los nudos de las raices se caracteriza tipicamente por
retraso en el crecimiento, marchitamiento, desgaste de las raices y anomalias en la
formacion de las raices (Ibrahim et al.., 2019), las cuales se agravan por la simbiosis,
que sucede en ocasiones, de los nematodos con otros agentes causantes de

enfermedades como son hongos, bacterias y virus fitopatégenos (Guzman et al., 2011).

1.4.2 Control de nematodos

A continuacién se describen las estrategias utilizadas en el control de los nematodos.

1.4.2.1. Control cultural

La rotacion de cultivos y la utilizacidon de cultivos de cobertura se utilizan a menudo en

los protocolos de manejo integrado de plagas para reducir la incidencia de nematodos
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parasitos de plantas y reponer los niveles de nutrientes del suelo. Aunque los niveles de
nematodos en el suelo se han reducido efectivamente por la rotacion de cultivos no
hospedantes, el amplio rango de hospedadores de Meloidogyne spp, a menudo,

disminuye su efectividad (Chen y Tsay, 2006).

1.4.2.2. Extracto de plantas

Una técnica que ha resultado ser efectiva para el control de nematodos, en algunos
casos, es el uso de extractos de plantas. Entre estos, se ha estudiado el efecto que
tienen los terpenos, metabolitos secundarios presentes en los aceites esenciales de las
plantas, como supresores de nematodos con buenos resultados. También se ha reportado
gue la eclosién de los huevos de nematodo y el desarrollo larvario se ha reducido
drasticamente gracias a los extractos de hojas de Hunteria umbellata y Mallotus
oppositifolius, que coincidieron con un mayor crecimiento de las plantas de anacardo
(Okeniyi et al., 2013)

1.4.2.3 Control Biologico

Se encuentran documentos donde reportan la eficacia de bacterias y hongos como
nematéfogos para el control de algunos géneros de nematodos, incluyendo los
nematodos formadores de quistes y los formadores de agallas. En algunos casos estos
nematéfogos han sustituido con éxito a los plaguicidas sintéticos. Un ejemplo son las
bacterias parasitarias de Pasteuria spp, sobre las cuales se ha reportado la infestacion de
323 especies de nematodos, incluidos los nematodos parasitos de plantas y los
nematodos de vida libre (Gan et al., 2007).

1.4.2.4 Resistencia al Hospedador

Otra forma de control de ataques por nematodos es utilizar genotipos especificos de las
plantas resistentes a la enfermedad, contribuyendo a aumentar la agresividad del
patogeno dando como resultado condiciones epifitdticas; por lo tanto, la identificacion de
variedades resistentes adicionales se hace cada vez mas necesaria para el control a largo
plazo. Los genes resistentes a nematodos que se encuentran en algunas variedades de
plantas, se han introducido en los genomas de cultivos econdmicamente importantes con
susceptibilidad natural a través de tecnologias transgénicas como la transformacion

mediada por agrobacterium (Vishnudasan et al., 2005)
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1.4.2.5 Nematicidas de origen sintético: carbamatos

Los carbamatos inhiben la acetilcolinesterasa en la sinapsis nerviosa causando el mal
funcionamiento de los sistemas musculares y otros sistemas organicos en el nematodo.
La interrupcion de estos sistemas puede afectar en gran medida el movimiento y el
comportamiento de los nematodos y, en ultima instancia, alterar el proceso de infeccion
del parasito, ya sea retrasando o evitando la penetracidon. Los efectos del carbamato
sobre los nematodos son reversibles. La actividad del nematodo se restaura después de
la degradacion o dilucion de los carbamatos en la rizosfera y el nematodo puede penetrar

y dafiar la raiz (Sikora y Hartwing, 1991).

Dentro del grupo de los carbamatos, el carbofurano es el mas utilizado en el control de
nematodos, tanto en suelos como a nivel foliar, afectando los mecanismos de orientacion
y alimentacion. La reduccién de las poblaciones de nematodos en el suelo puede
atribuirse a la inanicion, o mas probablemente a una combinacion de inaniciéon vy
toxicidad subletal. EI uso de carbofurano como nematicida, se encuentra bien
documentados, por ejemplo, su aplicacion en plantas de soja en el suelo, redujo el
numero de huevos de M. incognita que se incubaron en juveniles, lo cual se evidencid por
la reduccién de la incidencia y la gravedad del indice de agallamiento y el factor de
reproduccion, previniendo o limitando la incubacidon de los huevos y el movimiento de las

larvas hacia las raices (Jada et al., 2011).

1.5 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA DE INVESTIGACION

A pesar de los grandes esfuerzos por controlar las plagas de cultivos industriales, las
pérdidas econémicas por los dafios ocasionados siguen siendo un problema que preocupa
a productores y a entidades gubernamentales. Particularmente, los nematodos generan
pérdidas anuales de USD 80 millones a la economia mundial (Guzman et al., 2011). A
pesar de que el carbofurano es un nematicida altamente efectivo, su efecto toxico sobre
especies no objetivo, ha causado que la Agencia de Proteccion Ambiental (EPA por sus
siglas en inglés) lo haya prohibido en los Estados Unidos en el afio 2009 y en Colombia el
ICA ha cancelado su registro de venta en el afio 2014 (Gonzalez, 2018; EPA, 2011). Las
concentraciones de carbofurano residuales encontradas en cuerpos de agua, suelos y
aire, como consecuencia de su movilidad, sugiere que aun se sigue usando de forma
clandestina, y en algunos paises como Panamad, Argentina y Costa Rica tienen uso
restringido, agravando el problema de la contaminacion ambiental. El dafio que puede

presentar el carbofurano sobre especies no objetivo, como las abejas, insectos de la cual
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depende la polinizacién de muchas especies vegetales, genera, ademas del problema
ambiental, un problema social por la escasez de alimentos que pueda tener. No obstante,
la contaminacién ambiental y el dafio que puede causar el carbofurano a especies no
objetivo sugiere que el problema no es el compuesto en si mismo, sino las cantidades
usadas y los métodos de aplicacion del plaguicida. En este sentido, la investigacion en
nuevas tecnologias para encontrar alternativas de aplicacién de carbofurano, usando el
microencapsulamiento, ha dado como resultado formulaciones de liberacién controlada,
las cuales han mostrado ser efectivas por la entrega de los plaguicidas de manera
paulatina, sin embargo, la investigacién ha reportado formulaciones con cantidades
relativamente altas del nematicida, con cual se mantiene el problema ambiental.
Adicionalmente, los excesos de nematicida que resulta de altas concentraciones aplicadas
generan un problema social por el riesgo asociado a los efectos en la salud que tienen
trabajadores, responsables directos de la aplicacion, y consumidores por las
concentraciones residuales de plaguicida en los alimentos por las vias de transporte del

exceso de plaguicida.

1.6 OBJETIVOS
1.6.1 Objetivo General

Generar una nueva formulacién de liberacidon controlada a base de carbofurano
encapsulado en particulas de quitosano, que exhiba una alta efectividad nematicida en
cultivos de tomate, pero manteniendo un bajo impacto ambiental

1.6.2 Objetivos Especificos.

1.6.2.1 Determinar la capacidad del quitosano para encapsular carbofurano mediante
entrecruzamiento idnico y establecer las condiciones optimas para obtener la
mayor capacidad de encapsulamiento.

1.6.2.2 Determinar la liberacidn controlada, en agua y suelos de carbofurano
encapsulado en particulas de quitosano.

1.6.2.3 Determinar los perfiles de lixiviacion residual como medida potencial de impacto
ambiental.

1.6.2.4 Determinar el efecto plaguicida con nematodos del género Meloidogyne spp del

carbofurano encapsulado en particulas de quitosano en cultivos de tomate.
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2.1 METODOLOGIA
2.1.1 Reactivos quimicos

Se partio de carbofurano grado técnico para todos los experimentos, donado
amablemente por Tecnoquimicas S.A. (Cali, Colombia), el cual se purific6 mediante
recristalizacién con metanol. A una masa de carbofurano se le adiciond un volumen de
metanol grado analitico (Sigma Aldrich, St Louis, MO, EEUU) con agitacién constante por
30 minutos, posteriormente, se filtré y las impurezas insolubles se lavaron varias veces
con metanol. Al filtrado se le adiciond agua desionizada en una proporcién 9:1
(agua:metanol) dejando en reposo toda la noche hasta cristalizacion completa del
carbofurano, el cual se filtré y se lavdo con agua desionizada varias veces. Cuando fue
necesario se repitié el proceso hasta obtener cristales de carbofurano, en forma de
agujas de color blanco. El carbofurano cristalizado se secé a 40 °C durante toda la noche,
se caracterizd y se almacend para todos los experimentos posteriores (Shukla et al.,
1991). El carbofurano cristalizado se caracterizé mediante punto de fusion (153.3 °C),
espectroscopia de infrarrojo con reflectancia totalmente atenuada (FTIR-ATR) en un
equipo Shimadzu IRAffinity-1, (v, cm™): 3350, 2972, 2906, 1712, 1681, 1222 y 1107 y
resonancia magnética nuclear proténica RMN-'H (CDCls; 400 MHz) en un espectrometro
Bruker Ultrashield Advance II 400 (6, ppm): 1.41 (-C-(CHs),), 2.74 (-NH-CH53), 3.01 (-
CH,-), 5.0 (-NH-) y 6.79 (protones aromaticos), lo cual corrobora los resultados ya
publicados (Shukla et al., 1992). Se utilizd carbofurano estandar (Pestanal © Riedel de
Haen, Suiza) para fines analiticos. Se usd quitosano de bajo peso molecular (190 kDa) y
un grado de desacetilacion de 82.6 %, de la casa Sigma-Aldrich Co (St Louis, MO, EE.
UU.). Como agentes entrecruzantes se usaron pirofosfato de sodio (Na4P,0O;, Pyr) de
Sigma-Aldrich (St Louis, MO, EE. UU.), fosfato acido de sodio (Na,HPO,, Fos) de Merck
Co, tripolifosfato de sodio (NasP30;,, TPP) y sulfato de sodio (Na,SO,, Sul) de Sigma-
Aldrich (St Louis, MO, EE. UU.), todos ellos de grado analitico, y utilizados sin
tratamientos adicionales. Los solventes que se usaron en las determinaciones
cromatograficas fueron grado HPLC, adquiridos de Sigma-Aldrich (St Louis, MO, EE. UU.).
El ajuste del pH (acido o basico) se realizd con acido clorhidrico grado analitico o
hidréxido de sodio (Sigma-Aldrich Co, St Louis, MO, EE. UU.). Se utilizdé agua desionizada

(18,2 MQ) en todos los experimentos.
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2.1.2 Procedimiento general para la preparacion de carbofurano encapsulado en

microparticulas de quitosano

El carbofurano encapsulado en microparticulas de quitosano se preparé mediante la
técnica de entrecruzamiento idnico. Todos los reactivos se midieron en masa para evitar
posibles variaciones de las concentraciones debido a la temperatura. Se disolvié una
masa especifica de carbofurano en una mezcla de 500 mg de etanol y 1000 mg de
propilenglicol, luego se agregaron, con agitacién vortex, 5.0 g de solucién de quitosano
(2.0 % de quitosano en HCl al 2% y ajustado a pH 4.0 con NaOH), obteniéndose una
suspension homogénea, luego, se afiadieron gota a gota 5.0 g de soluciéon de agente
entrecruzante (Fos, Pyr, TPP o Sul) al 6.0 % con agitacién magnética constante en un
maximo de 5 minutos; La mezcla se agité durante 30 minutos con agitacién magnética
(1.100 rpm), seguidamente se filtré utilizando un filtro de 0.45 pm; el filtrado se
transfirid a un matraz aforado para la cuantificacion de carbofurano, y el sdlido se
transfirié a un molde en forma de tableta. El producto encapsulado se secé en un horno a
40 ° C y se almacend para experimentos adicionales. La cuantificacion de carbofurano se
realizd por HPLC en un instrumento Shimadzu 2010A HT, con bomba cuaternaria y
detector UV de doble longitud de onda. Las separaciones se realizaron en una columna
XDB - C18 de 150 mm, 4,6 mm, 5 um, Zorbax eclipse de Agilent (Santa Clara, CA, EE.
UU.), elucion isocratica, volumen de muestra 20 ul, caudal 1.0 mL/min, 1(275 nm), y
metanol-agua (50% - 50%) como fase mdévil. La cuantificacion se hizo por triplicado y se
usé calibracion estandar externa como técnica de cuantificacion. De esta manera se
obtuvieron las microparticulas con carbofurano encapsulado (MPC), que se usaron
durante todos los experimentos posteriores; paralelamente se prepararon microparticulas
sin carbofurano o microparticulas “vacias” (MPV) usadas en los experimentos posteriores
como blanco. Al producto obtenido, una vez determinadas las condiciones para obtener

las MPC, se le denominé formulacién de liberacién controlada (FLC).

2.1.3 Determinacion de la Eficiencia de encapsulamiento (EE) y la capacidad de

carga (CC) del plaguicida en las MPC

La EE corresponde a la cantidad de carbofurano encapsulado del total de carbofurano
agregado, expresada como porcentaje (%). La CC implica la cantidad de carbofurano
encapsulado en una determinada masa de microparticulas de quitosano, en términos
porcentuales (%). En ambos casos se cuantificé el carbofurano no encapsulado en el

filtrado, en la etapa de filtracion en el procedimiento descrito en el numeral 2.2.2 para la
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preparacion de las MPC. La EE y la CC se calcularon de acuerdo a las ecuaciones (2.1 y

2.2) reportadas por Kumar et al. (Kumar et al., 2014):

Total carbofurano adicionado — carbofurano no encapsulado (Ecuacién 2.1)
EE,en % = — x100
Total carbofurano adicionado

Total carbofurano adicionado — carbofurano no encapsulado (Ecuacion2.2)
CCen% = - - x100
Total masa de microparticulas

2.1.4 Evaluacion de Fos , Pyr, TPP y Sul como agentes entrecruzantes

Se determind el efecto que tienen diferentes agentes entrecruzantes (Fos , Pyr, TPP y
Sul) en la obtencién de las MPC en términos de la eficiencia de encapsulamiento (EE). Se
siguié el procedimiento descrito en el numeral 2.2.2 para la preparacion de las MPC,
donde sélo se varid el agente entrecruzante. Para evitar posibles desviaciones debido a
las condiciones de reaccion, se utilizaron las mismas condiciones experimentales en el
encapsulado de carbofurano con cada agente entrecruzante. Para la evaluacién del efecto
del entrecruzante se aplicd un diseio experimental completamente aleatorio, donde cada
entrecruzante corresponde a cada tratamiento y se tomé la EE, expresada en porcentaje,

como variable de respuesta.
2.1.5 Titulacién potenciométrica de quitosano

El pH de interaccién de quitosano para la formacién de las microparticulas con
carbofurano encapsulado se determind mediante valoracidon potenciométrica. Se preparo
una solucion de quitosano al 2.0 % en HCI a la cual se adiciond la cantidad suficiente de
HCI 0,1 N para ajustar el pH hasta 2.0, seguidamente, se titulé con NaOH 0,1 N hasta
alcanzar un pH aproximadamente de 10.0, registrando valores de pH después de cada

adicidon de base.

2.1.6 Determinacion de la relacion molar sulfato/quitosano (titulacion

turbidimétrica)

La relacién molar, sulfato/quitosano, para la formacion de las MPC fue evaluada mediante
titulacion turbidimétrica, la cual se bas6 en el trabajo publicado por Mayyas y Remawi
(Mayyas y Remawi, 2012). Se prepararon dieciséis viales con diferentes relaciones

molares sulfato/quitosano mezclando 0.54 mmol de quitosano con la cantidad requerida

20



de sulfato para lograr relaciones molares (sulfato/quitosano) de 0.05, 0.10, 0.20, 0.31,
0.42, 0.48, 0.62, 0.72, 0.83, 0.93, 1.00, 1.55, 2.03, 3.07, 4.07 y 5.08; se midi6 el pH de
cada solucién, se ajustaron a pH 4,0 con NaOH 0,1 N o HCI 0,1 N segun fuera el caso, se
agitaron durante 5 minutos y, finalmente, se tomaron las mediciones de turbidez, en un
espectrofotdmetro marca Shimadzu, a una longitud de onda de 600 nm y reportada
como (100-%T). Inicialmente se realizd el experimento con las MPV y luego se repitid
con las MPC.

2.1.7 Efecto de la velocidad y el tiempo de agitacion en la preparacion de las
MPC.

Se evalud el efecto de la velocidad y el tiempo de agitacion en la obtencién de las MPC
mediante un disefio experimental completamente aleatorio en arreglo factorial 3%, donde
los factores fueron tiempo y velocidad de agitacion, los tratamientos del tiempo fueron
30, 60 y 90 minutos y los de la velocidad de agitaciéon fueron 1100, 5000 y 10000 rpm,
todos por triplicado y 9 ensayos en total. Se calculdé la EE como variable de respuesta y
se aplicé analisis de varianza (ANOVA por sus siglas en Inglés) de dos factores para el

tratamiento de los resultados.
2.1.8 Caracterizacion de las MPC.
2.1.8.1 Analisis FTIR

Los espectros de infrarrojo se tomaron en un espectrometro FTIR (Shimadzu IRAffinity-1)

equipado con un dispositivo MIRacle ™ ATR con un cristal de diamante de reflexion Unica

(tamafio de punto de 1,8 mm) y un detector MCT (HgCdTe). En cada toma de los

espectros, la muestra se coloca en la parte superior del cristal de diamante, se tapd con

una abrazadera de alta presion y se registraron los espectros en el rango de 500 a 4000
1

cm™. Se tomaron espectros de infrarrojo a las materias primas (quitosano, sulfato,

carbofurano), a las MPV y a las MPC.
2.1.8.2 Distribucion de tamano y analisis de potencial zeta ()

Se determind el tamano de particula y el potencial zeta a las MPV y a las MPC. Las
medidas se tomaron utilizando un Zetasizer Nano ZSP (Malvern Instruments, Reino
Unido) con un laser rojo (633 nm) He/Ne. El tamano de particula se midid mediante la
técnica de DLS (Dynamic Light Scattering), con un angulo de dispersién de 90 ©a 25 ° C

y el potencial zeta de las particulas se midié a través de la movilidad electroforética (u).
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2.1.8.3 Determinacion de la morfologia mediante microscopia electréonica de

barrido

Se determind la morfologia de las MPV y a las MPC mediante microscopia de barrido
electronico (SEM por sus siglas en inglés). Cada muestra fue colocada en una cinta de
carbén conductor para ser analizadas en un microscopio electrénico de barrido modelo
Nova Nano 200 SEM de la marca FEI Company, para ser observadas en modalidad bajo

vacio utilizando un detector Helix.
2.1.8.4 Analisis de termogravimetria y calorimetria de barrido diferencial

El analisis termogravimétrico (TGA por sus siglas en Inglés) y de calorimetria de barrido
diferencial (DSC por sus siglas en Inglés) de la FLC se llevaron a cabo utilizando un
calorimetro PerkinElImer® DSC 6 (PerkinElmer, Massachusetts, EE. UU.). Se pesaron
aproximadamente 12,0 = 0,1 mg de MPV y MPC en una capsula de aluminio abierta y se
calentaron desde 30 °C hasta 550 °C en atmdsfera inerte (N,), registrando los cambios

en masa Yy los cambios energéticos en cada caso.
2.1.9 Determinacion de la capacidad de encapsulamiento del quitosano

Se determind la capacidad de carga maxima del plaguicida que una cierta masa de
quitosano puede encapsular, siguiendo el procedimiento descrito en el numeral 2.2.2
usando como entrecruzante sulfato de sodio y una masa constante de quitosano. Se
tomaron 5.0 g de solucién de quitosano y se adicionaron cantidades variables de
carbofurano entre 0, 1, 5, 10, 20, 30, 50 y 100 mg con lo cual se determiné la CC para

cada caso.
2.1.10 Analisis de datos

Las diferencias o similitudes estadisticas de los resultados se determinaron mediante
pruebas de significancia estadistica: comparacion de medias, comparacion de
desviaciones, ANOVA o comparacion de rangos multiples (Tukey, Duncan o Fisher)
utilizando el software Minitab® 18 con un nivel de significacién de p<0,05. También se

usé Excel® como software de calculo cuando fue necesario.
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2.2 RESULTADOS Y DISCUSION
2.2.1 Evaluacion de Fos, Pyr, TPP y Sul como agentes entrecruzantes.

Las MPV y las MPC se obtuvieron mediante la técnica de entrecruzamiento idnico o
gelificacién idnica, que se basa en la interaccién electrostatica entre un polimero, que se
encuentra en su forma catidnica, y aniones o moléculas anidnicas. Para que se produzca
esta interaccion, tanto el quitosano como la entidad anidnica deben tener un numero
suficiente de cargas positivas y negativas respectivamente, con las cuales se obtienen
particulas con diferentes caracteristicas. En este trabajo se utilizaron agentes
entrecruzantes con diferente nimero de cargas negativas (entre paréntesis): Sul (2), Fos
(3), Pyr (4) y TPP (5), que se entrecruzan generando nano y microparticulas con el
quitosano cargado (figura 2.1). La preparacion, caracterizacién y principales propiedades
de estas particulas, utilizando estos entrecruzantes, se encuentran publicadas vy
ampliamente discutidas (Shu y Zhu, 2002; Sacco et al., 2016; Cai y Lapitsky, 2014;
Berth et al., 2002); sin embargo, las condiciones de preparacion de estas particulas

cambian si se incorporan o encapsulan moléculas que actian como compuestos activos.

OH OH 0
0 HO NH3 5 ||
- N 0 Owee O—8—O
HO o HO ||
NH;* HO NH
o) O
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0 0 0 O 0 0
| | | | I | o
o ||3 o T o ||3 | O_”D—O o——p—20
: ‘O-I—P—O‘
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Tripolifosfato Plrofosfat% Fosfatco-

Figura 2.1. Estructura quimica del quitosano protonado y los agentes entrecruzantes

Debido a que no se ha reportado el encapsulamiento de carbofurano en particulas de
quitosano, se debieron evaluar los principales factores que afectan el encapsulamiento
del plaguicida: tipo de entrecruzante, relacién entrecruzante/quitosano, pH, velocidad y

tiempo de agitacidon, manteniendo constante la cantidad de propilenglicol y etanol.
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La tabla 2.1 muestra los resultados de la EE de carbofurano usando los diferentes
agentes entrecruzantes. Con base en el analisis de varianza, se deduce que no hay
diferencia significativa en la EE (p>0.05), lo cual significa que independientemente del
agente entrecruzante se obtienen valores estadisticamente similares. Este resultado se
puede inferir debido a las altas desviaciones obtenidas. Es de notar que la menor
desviacion y la EE de mayor valor numeérico se obtuvieron con el entrecruzante de menor

carga (Sul), graficamente se puede observar en la figura 2.2.

Tabla 2.1. EE de carbofurano utilizando diferentes agentes entrecruzantes

Pardmetro Fos Pyr TPP Sul
EE Promedio, en % (n=5) 39.8 35.3 37.7 47.3
CV, en % 31.5 37.0 25.4 10.7
p (0,05) 0.351
60+
50
W 40
X
304
20
PHOS PYR SuL TPP
ENTRECRUZANTE

Figura 2.2. Diagrama de cajas de la EE de carbofurano con diferentes entrecruzantes

Shu et al. habia discutido que en el proceso de obtencién de microparticulas de quitosano
mediante entrecruzamiento idnico, cuanto mas pequefo es el agente entrecruzante mas
rapida es la difusion dentro de las particulas y en consecuencia mas efectivo es el
entrecruzamiento del polimero (Shu y Zhu, 2002; Berger et al., 2004), en este sentido el
ion sulfato, por ser mas pequefio, puede difundir mas facilmente que el TPP por la que la
velocidad de entrecruzamiento con Sul es mayor que con TPP. Con base en esto, se

podria inferir que la mayor velocidad de formacion de las particulas con sulfato hace que
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el carbofurano tenga menor probabilidad de salir de la red polimérica y, en consecuencia,
la cantidad del plaguicida encapsulado tendria menor desviacion en comparacién con los
demas entrecruzantes. Caso contrario con el TPP, cuyo tamano es mayor y la velocidad
de difusidn en las particulas es menor y, en consecuencia, la formacién de las particulas
es mas lenta teniendo el carbofurano mayor posibilidad de entrar y salir, obteniéndose
una mayor desviacion. En el caso de Pyr y Fos, las desviaciones observadas se le pueden
atribuir a la misma razén, de hecho se encuentran en intermedio entre los dos extremos
de los entrecruzantes con carga mas alta y mas baja, asi como el peso molecular, de tal
manera que la seleccién del agente entrecruzante puede hacerse con base en el que

presente la menor desviacion.

De aqui se concluye que, en términos de la EE, el sulfato es el entrecruzante con el que
se obtuvieron los mejores resultados. Para nuestros fines, este resultado es conveniente
debido a que, de acuerdo a la literatura, las interacciones del ion sulfato con quitosano
producen particulas con menor fuerza mecanica, siendo una ventaja en formulaciones de

liberacion en corto tiempo (Shu y Zhu, 2002).

2.2.2. Determinacion del pH para la obtenciéon de microparticulas de quitosano y

sulfato

Debido a que los compuestos de partida pueden presentar cambios estructurales en
relacion con el pH y la interacciéon de entrecruzamiento se produce dependiendo de su
estructura, por lo tanto, se debe determinar el rango de pH global de la solucidon que

arroje los mejores resultados en términos de la EE.

El grado de desacetilacidon determina el nimero de grupos aminos libres en la molécula
de quitosano (figura 2.1), y su carga depende del pH en la cual se encuentre la solucién;
de igual manera, el pH de los entrecruzantes condiciona su carga, de tal manera, que la
carga neta de la soluciéon de reaccién condiciona el grado de reactividad (Berger et al.,
2004). En la curva de titulacién potenciométrica del quitosano (figura 2.3) se puede
observar que antes del primer punto de inflexidn, es decir a un pH<4, los grupos aminos
estan completamente protonados y, en consecuencia, el quitosano tiene una carga
positiva alta; entre pH 4 y pH 6.5 el quitosano comienza a desprotonarse, pero tiene
carga suficiente para que haya entrecruzamiento, mientras que a pH>6.5 los grupos
amino se desprotonan, hay menor probabilidad de que haya entrecruzamiento iénico y el
quitosano se precipita por coacervacion debido a su baja solubilidad a pHs altos (Shu y
Zhu, 2002; Mazancova et al., 2018).
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Figura 2.3. Titulacidon potenciométrica de quitosano

El segundo punto de inflexién que se observa en la grafica corresponde a la valoracion
del acido en el cual se disolvid el quitosano, y que coincide con el perfil de valoracién
realizada por Balazs y Sipos (Balazs y Sipos, 2007).

En conclusién, el entrecruzamiento del quitosano con especies con carga opuesta debe
darse a un pH por debajo de 6.5.

El perfil de las especies del sulfato en funcion con el pH determina que a un valor
superior a 3 el ion sulfato (estado divalente, SO4~) es la especie predominante (Base de
datos en linea de Chemicalize) (ver figura 2.4). Cabe anotar que la especie bisulfato no

genera entrecruzamiento con quitosano por tener una sola carga (Shu y Zhu, 2002).
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Figura 2.4. Especies de ion sulfato en dependencia con el pH
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En la figura 2.6 se puede observar la titulacion de carbofurano desde pH 3 hasta pH 10.
Al inicio de la titulacién el carbofurano, en medio acido, el protén de la amina del grupo
carbamato se encuentra protonado y, por tanto, cargado positivamente. Esta especie del
carbofurano ionizado por la protonacion del grupo amino se puede evidenciar en el
espectro de RMN-'H del carbofurano en medio &cido a diferencia del espectro de RMN-'H
tomado en medio neutro (ver figura 2.5). A pH 4, aproximadamente, el carbofurano
comienza a desprotonarse y a partir de pH 6.5 la molécula sufre hidrdlisis produciendo
compuestos de descomposicion menos persistentes y, aparentemente, sin actividad
pesticida (Evert, 2002; Eisler, 1985). Con base en lo anterior, se puede decir que el
rango util de pH para el encapsulamiento de carbofurano en microparticulas de quitosano

debe estar entre 3.0 y 6.0.

1
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Figura 2.5. Espectros de RMN-1H de carbofurano neutro (a) y carbofurano acidulado (b)
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Figura 2.6. Titulacién potenciométrica de carbofurano
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Con el fin de determinar cuantitativamente el pH apropiado para la obtencion de las MPC,
se evalud la EE en el rango de pH entre 3.0 y 6.0 (determinado anteriormente). De los
resultados de la ANOVA (tabla 2.2) se infiere que existe una diferencia estadistica entre
las EE a diferentes pHs (p<0.05), lo cual se puede observar en la figura 2.7 donde las
medias de la EE a pH 5 y 6 se encuentran en desfase con los demas resultados, mientras

gue a pH 3 y 4 se obtienen las medias de EE mas altas, pero con mayor desviacion.

Tabla 2.2. Efecto del pH en |la EE de carbofurano en quitosano a diferentes pHs

Parametro pH 3 pH 4 pH 5 pH 6
EE promedio, en % 46,08 47,40 44,16 38,82
CV, en % 11,16 8,23 6,05 9,34
p (0.05) 0,0064
52,5
50,0
415
45,0
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w425
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pH

Figura 2.7. Diagrama de cajas de la EE de carbofurano a diferentes pH

Con base en lo anterior, se toma 4.0 como el valor de pH en el cual se preparan las MPC

para ser utilizada en experimentos posteriores.
2.2.3. Determinacion de la relacion molar sulfato/quitosano

En el proceso de formacién de particulas de quitosano entrecruzado idénicamente, la
relacion de agente entrecruzante/polimero determina el tamafio de particula y, por lo
tanto, el tipo de coloide. Las caracteristicas de las particulas que se forman, en cuanto a

cantidad, tamafio, agregacion, etc., se derivan de la relacion entrecruzante/polimero,
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ademas, de la naturaleza del agente entrecruzante (Lapitsky, 2014). La figura 2.8 ilustra
la turbidez generada (expresada como 100-%T) por el efecto de la relacion molar

sulfato/quitosano.

100
90
80
70
60
50
40 —&— MPV
30 —&— MPC
20
10

Turbidez (100-%T)

0 0,2 0,4 0,6 0,8

R sulfato/quitosano (mmol)

Figura 2.8. Titulacidn turbidimétrica de la relacion molar para MPV y MPC

Se observa que a una relacién molar baja, no se observa turbidez significativa, lo que
sugiere un sistema coloidal compuesto por nanoparticulas de quitosano. Por encima de
aproximadamente 0,1, se observa un aumento rapida en la turbidez; en este sistema
macroscépico se forman particulas de mayor tamafio por agregacion a coloides de un
orden superior (microgel). Cuando la valoracion alcanza una relacién de Sul/quitosano de
0.4 no se observan cambios en la turbidez lo cual sugiere que no se forman mas soélidos
por agotamiento del reactivo limite; este comportamiento ya se ha reportado utilizando
otros entrecruzantes (Huang y Lapitsky, 2013; Sacco et al., 2016). La relacion molar de
Sul/quitosano de 0.4 (o 2.5 quitosano/Sul) obtenida en este experimento es consistente
con aquella alcanzada por Mayyas et al., en la preparacion de microparticulas de

quitosano utilizando Sul como agente entrecruzante (Mayyas y Remawi, 2012).

La titulacién turbidimétrica de la formacion de las MPC (figura 2.8) muestra una mayor
turbidez a la misma relacién sulfato/quitosano que para las MPV, lo que sugiere un mayor
tamafio de particula (probablemente por agregacién), sin embargo, la turbidez se
estabiliza a la misma relacion molar para las MPC y las MPV y, en este caso, se puede
toar como una evidencia de encapsulamiento del carbofurano en las microparticulas de

quitosano.
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2.2.4 Efecto de la velocidad y el tiempo de agitacién en la encapsulacion de

carbofurano.

El proceso de formacion de particulas involucra la agitacion como energia para lograr
tamanos de particula a nivel de las micras o menores, de tal manera que la velocidad vy el
tiempo que permanezca en agitacion determinan la formacion de particulas y en

consecuencia el encapsulamiento de carbofurano, en este caso.

Se ha reportado el efecto que tiene la velocidad de agitacion sobre la formacién de nano
y microparticulas de quitosano tomando como variable de respuesta el tamafio de
particula, encontrandose una relacidn inversa entre el tamano y la velocidad de agitacion
(Peniche et al., 2003; Abdel et al., 2014). En nuestro caso se tomd la EE como variable
de respuesta (tabla 2.3) encontrandose un promedio global de EE de 41% con

interesantes observaciones dentro de cada factor evaluado.

Tabla 2.3. Efecto del tiempo y la velocidad de agitacién en la EE de

carbofurano

Velocidad de agitacién, en rpm
\S‘ 1100 5000 10000
3
%W.E 15 44,2 38,7 30,5
o E
°5 | 30 48,5 40,8 40,0
a
€
2 60 46,6 40,5 38,0

El analisis de varianza de los resultados (tabla 2.4) muestra que existe un efecto
significativo en los resultados de la velocidad de agitacion, mientras que los del tiempo

de agitaciéon no mostraron diferencia estadistica.

Tabla 2.4. ANOVA del efecto del tiempo y la velocidad de agitacidon en la obtencién de MPC

Factor evaluado F Probabilidad Valor critico para F
Tiempo 2.483 0.102 3.354
Velocidad 8.864 0.001 3.354
Interaccion 0.464 0.762 2.728
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Patel y colaboradores publicaron un trabajo en el cual hallaron reduccion en el
encapsulamiento de rifampicina, un antibiético hidrofébico usado en el tratamiento de
infecciones bacterianas, atribuida a la posible difusion del compuesto hacia fuera de la
matriz polimérica durante el proceso de encapsulamiento debido a la reduccién de
tamano de las particulas causado por la alta velocidad de agitacién (Patel et al., 2013;
Fan et al., 2012). Un argumento similar podria explicar la baja EE del carbofurano a alta
velocidad de agitacion, pues su hidrofobicidad vy facilidad para cristalizar en agua,
aumentaria su velocidad de difusion en las particulas con tamano muy pequefas (que se

obtienen a alta velocidad).

El ANOVA (tabla 2.4) muestra que no se hallé efecto del tiempo de agitacién en la EE de
carbofurano (p>0.05), infiriéndose la independencia del tiempo. Resultados similares se
han encontrado en la determinacion del tamafio de particula evaludndolo a diferentes

tiempos de agitacién (Nair et al., 2019).

Los valores p de la interaccion (tabla 2.4) muestran que no hubo interaccidon entre los
dos factores evaluados (p>0.05), implicando una independencia de su efecto sobre el

encapsulamiento.

Teniendo en cuenta que la velocidad de agitacidon con la que se produjo mas EE de
carbofurano fue a 1100 rpm y que, aunque los tiempos de agitacion evaluados la EE son
estadisticamente igual en todos, a 30 minutos se observan valores ligeramente

superiores, por lo que se tomaron estas condiciones para obtener las MPC.

Las condiciones experimentales encontradas para la obtencion de las MPC para ser

usadas como FLC se encuentran en la tabla 2.5

Tabla 2.5. Condiciones experimentales finales para la obtencién de la FLC

Parametro evaluado Condicién experimental

pH del quitosano 3.0a6.5

pH sulfato >3.0

pH carbofurano 4.0a6.0

pH global de la solucién 4.0

Relacion molar minima de sulfato/quitosano 0.4

Relacion molar minima de quitosano/sulfato 2.5
Velocidad de agitacién (rpm) 1100

Tiempo de agitacion (min) 30
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2.2.5 Caracterizacion del producto encapsulado de carbofurano.

La Figura 2.9 muestra los espectros FTIR de carbofurano, quitosano, sulfato, las
particulas de quitosano vacias (sin carbofurano) y las microparticulas de quitosano con

carbofurano encapsulado.
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Figura 2.9. Espectros de infrarrojo de carbofurano (a), quitosano (b), sulfato (c), MPV (d) y MPC (e).

Las principales sefales del carbofurano (figura 2.9a) en el espectro de IR se observan a
3352 cm’ (estiramiento N-H), 2974 cm™ (estiramiento C-H aromatico), 2924 cm™
(estiramiento C-H alifatico), 1714 cm™ (estiramiento C=0), 1683 cm™ (estiramiento
C=C), 1226 cm™ (estiramiento C-O) y 1109 cm™ (estiramiento C-N) (Atifi et al., 2013;
Shukla et al., 1992). El quitosano (figura 2.9b) utilizado presenté las siguientes senales
principales en el espectro de IR a 3406 cm™ se presenta una banda ancha la cual tiene
sobrepuestas las sefiales debidas al estiramiento O-H y al estiramiento N-H (NH,), 2897
cm™ y 2850 cm™ estiramiento de los enlaces C-H, 1652 cm™ (estiramiento C=0 de la
amida), 1589 cm™ (doblamiento N-H (NHy)), 1375 cm™ (vibracién C-H (CHs)), 1564 cm™
(doblamiento N-H de la amida), 1068 cm™ (estiramiento C-O-C), 1026 cm™ (vibracién C-
0), 885 cm™ (doblamiento C-H del grupo CH3;COH), las cuales son coherentes con los
espectros de IR en la literatura (Moitiei y Kashanian, 2017; Zou et al., 2015; Brugnerotto
et al., 2001). El espectro de IR del sulfato de sodio (figura 2.9¢) exhibe las siguientes
bandas principales: a 1091 cm™ (estiramiento simétrico del enlace S-O del Na,S0,), 609

cm™ (estiramiento asimétrico del enlace S-O del Na,SO,) (Mayyas y Remawi, 2012). En
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el caso de las microparticulas de quitosano vacias (figura 2.9d), es decir sin el plaguicida,
se puede observar en el espectro que se encuentran presentes las principales bandas del
quitosano: 3246 cm™ (estiramiento OH), 2868 cm™ y 2924 cm™ (estiramiento C-H
alifatico), 1379 cm™ (vibracién C-H (CHs)), 1029 cm™ (vibracién C-O-C), mientras hay

algunas que si sufrieron cambios.
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Figura 2.10. Ampliacion en la zona de interaccidn entre el quitosano, sulfato y
carbofurano en MPV y MP

Debido a que el quitosano sufre entrecruzamiento idénico entre la amina protonada y una
especie anidnica, se debe buscar la evidencia de entrecruzamiento en la regién del
espectro de infrarrojo entre 1500 cm™ y 1800 cm™, frecuencias donde aparece las
vibraciones de la amina del quitosano (Mayyas y Remawi, 2012; Dimzon y Knepper,
2015). En la ampliacién de la regién de los espectros entre 1500 cm™ y 1800 cm™ (figura
2.10) se puede observar que la banda debido al estiramiento C=0 (amida del quitosano)
a 1652 cm™ aparece en el espectro de las microparticulas vacias (a 1654 cm™) y en las
microparticulas con carbofurano (a 1654 cm™) lo cual indica que la porcidn acetilada del
quitosano no se ve afectada, mientras que la banda de la amina (N-H en el quitosano) a
1589 cm™ (doblamiento N-H NH,) se desplaza a una mayor frecuencia en los espectros
de ambas microparticulas (vacias y con carbofurano); Mayyas y Remawi observaron este
desplazamiento en la sintesis de nanoparticulas de quitosano entrecruzado con sulfato de
sodio, atribuyendo este desplazamiento de la banda del N-H a la interaccién

electrostatica entre el ion sulfato con la amina del quitosano debido a que la restriccién
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del doblamiento del enlace N-H conlleva a un desplazamiento a mayores frecuencias de
la banda, lo cual se toma como evidencia del entrecruzamiento del quitosano con el ion
sulfato (Mayyas y Remawi, 2012). Ademas, en los dos espectros se observa la aparicion
de varias sefiales en la regién entre 1527 cm™ y 1541 cm™ que no se encuentran en el
espectro de quitosano; la aparicion de estas bandas sugiere cambios estructurales
derivados de la interaccion idnica entre el quitosano y el entrecruzante (Antoniou et al.,
2015), en este caso, el sulfato. Adicionalmente, se observa, en el espectro de las
microparticulas con carbofurano, la aparicidn de sefales propias del plaguicida que no
aparecen en el espectro de las microparticulas vacias, siendo las mas relevantes 3358
cm™ (estiramiento de N-H de la amina del carbofurano), 2976 cm™ (estiramiento de C-H
aromatico) y 1714 cm™ (estiramiento C=0) (ver figura 2.10). En general, los resultados
del FTIR confirman la presencia de carbofurano atrapado en las microparticulas de

quitosano.

Los resultados de la medicién de la distribucién de tamafio de particula, por el método de

DLS, se pueden ver en la tabla 2.6.

Tabla 2.6. Tamafio hidrodinamico de particula de MPV y MPC

MPV MPC
Tamafio hidrodinamico de
particula (nm) 1127 1023
Indice de polidispersidad 0.381 0.427

El tamafio hidrodindmico promedio del didmetro de las particulas (d.nm) resulté ser
estadisticamente iguales debido a su alta desviacién, sin embargo, las MPC tuvieron un
tamafio un poco menor que las MPV (1023 nm (0.427 IP) y 1127 nm (0.381 IP)

respectivamente).
Esta alta polidispersidad en la distribucién de los tamafios de particula, se evidencia en

valores desde 35 nm hasta 2416 nm para MPV y desde 93 nm hasta 1931 nm para MPC

(ver figura 2.11.) en la repeticion de las medidas.
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Figura 2.11. Distribucién del tamafio del didmetro de particula para MPV y MPC

Para entender la alta polidispersidad causada por la diversidad en los tamafios de
particulas se debe tener en cuenta al potencial zeta (PZ) de este tipo de polielectrolitos,
pues se encuentran estrechamente relacionados. Se han reportado valores de PZ de
nano o microparticulas de quitosano entre 40 mV a 50mV debido al nimero de aminas
protonadas disponibles que generan un estado catidénico (Yang et al., 2018; Motiei y
Kashanian, 2017; Dong et al., 2013). Una vez se inicia el proceso de entrecruzamiento
de las aminas (-NHs"-) del quitosano con una especie anidnica, el PZ comienza a
decrecer debido a la disminucidon de los grupos amino protonados libres; cuando se han
neutralizado la mayoria de las aminas, el PZ cae a valores cercanos a cero; con
cantidades adicionales de entrecruzante, la difusion de los aniones en la estructura de
quitosano genera un exceso de carga negativa y, por lo tanto, valores negativos de PZ
(Espinosa et al., 2013). Con base en lo anterior, se puede deducir que los bajos valores
obtenidos de PZ, en las MPV, indican un alto grado de entrecruzamiento del quitosano
con el ion sulfato y, la incorporacién de carbofurano (a pH 4 el nitrogeno de la amida del
plaguicida se encuentra protonado) aumentaria la carga superficial, aumentando
ligeramente el PZ para las MPC (figura 2.12). Teniendo esto en cuenta, en un
polielectrolito altamente entrecruzado, con un valor de PZ bajo, no hay suficientes cargas
superficiales para que haya repulsion, lo cual facilita la aglomeracion de las particulas, y
en consecuencia, el aumento del tamafio, conllevando a sistemas polidispersos; mientras
que si existieran cargas superficiales, habria repulsién de las particulas disminuyendo la
probabilidad de aglomeracidon de particulas, obteniéndose particulas con un menor

tamafio, tal como sucedié con las MPC (Kumar et al. 2014; Yang et al. 2018).
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Figura 2.12. Potencial Z y conductividad para MPV y MPC

De acuerdo a la literatura, el PZ es el mejor indicativo de la estabilidad de las particulas
en suspension, entre menor sea el PZ menos probable es que la suspension sea estable
(Naskar et al., 2019), lo que de alguna manera es conveniente en el caso de FLC con
nematicidas encapsulados debido al ciclo de vida de los nematodos, el cual es de 21 dias,
por lo que particulas muy estables no liberan el plaguicida en los tiempos requeridos para

el control de la plaga.

La polidispersidad de las microparticulas se puede apreciar en las micrografias SEM que
se observan en la figura 2.13. Es de anotar que las micrografias fueron tomadas en la
muestra secada por liofilizacion. En términos generales se observa que la polidispersidad
medida por DLSL se corrobora en las imagenes del SEM (ver figuras 2.13a y 2.13b).
Cabe destacar que el tamafio de particula medido por DLS es hidrodindmico, el cual
puede dar tamafios mas pequefios, que cuando se mide por SEM ya que el secado de las
particulas puede generar agregaciéon, como se puede observar en estas dos figura 2.14a,
donde las particulas tienen tamafios desde aproximadamente 5 um hasta por debajo de 1
Mm; ademas, también se observa que las particulas no tienen una geometria definida, sin
embargo, parece que las MPC tienden a tener una geometria un poco mas esférica que
las MPV (figuras 2.13c y 2.13d).
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SEM MPV SEM MPC

Figura 2.13. Micrografias de las micropaticulas vacias y microparticulas con carbofurano

Las figuras 2.13e y 2.13f muestran las microparticulas con un poco mas de detalle,
donde se hace una interesante observacion: la superficie de las MPV luce mucho mas
porosa que las MPC que son un poco mas compactas y con una superficie un poco mas

suave. La porosidad de la superficie de las MPV puede permitir el paso de moléculas
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hacia adentro y hacia afuera de la red por difusién, que es la base de las FLC (Lin y
Metters, 2006; Neri y Chakraborty, 2019). El cambio en la estructura superficial de las
MPC por efecto del carbofurano sugiere la existencia de interacciones del carbofurano con
la estructura de las microparticulas generando particulas con una superficie mas lisa y
con menor tamafio de poro, lo cual representa una ventaja en el sistema de FLC por el
efecto que puede tener en la liberacion del plaguicida que sera discutido en el siguiente

capitulo.

El atrapamiento de carbofurano también se puede evidenciar por los estudios

termogravimétricos realizados a las MPV y MPC, como se muestra en la figura 2.14 para
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Figura 2.14. TGA de las MPV y MPC

microparticulas de quitosano vacias (MPV) y cargadas con carbofurano (MPC). Se puede
observar en los termogramas que la pérdida de peso se da en dos y tres pasos,
respectivamente, para los dos tipos de microparticulas. La curva para las MPV muestra
una pérdida de masa del 82% en el rango de 27 y 190 ° C (con punto de inflexidon en
140 °C), la cual se puede atribuir a la pérdida de la fraccion volatil debida a la
deshidratacion y desaminacién por los grupos —-OH y -NH2 del quitosano (Hosseini et al.,
2013). En segundo lugar, la pérdida de masa en el rango de temperatura de 210 a 300
°C corresponde a la escision de los enlaces glicosidicos del quitosano (Bibi et al.,
2016). El termograma de TGA de las MPC muestra un comportamiento térmico con

pérdida de masa del 79 %, a mas baja temperatura (entre 27 °C y 150 °C) que puede
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deberse a la presencia del plaguicida, ya que la temperatura de descomposicién del
carbofurano se inicia alrededor de 130 °C (Sikora, 1991). En ambos casos el residuo
inorganico de la descomposicion térmica de las microparticulas es del 10% a 540 ° C la

cual corresponde a los residuos del sulfato del entrecruzante.

Los termogramas DSC (figura 2.15) muestran, para las MPV, un cambio energético
importante en el rango de temperatura a la que ocurrié la deshidratacion y desaminacion
del quitosano (entre 27 °C y 140 °C) con sefal endotérmica a 104 °C, mientras que el
DSC de las MPC muestran dos sefiales, una con un pico endotérmico a 104 °C y otro a
108 °C (Nair et al., 2019), los cuales corresponden a la deshidratacion del quitosano y a
la descomposicion del carbofurano que presenta su maxima sefial a 130 ° C, temperatura
del cambio endotérmico del carbofurano y que corresponde a su punto de

descomposicion (Sikora, 1991).

Flujo de calor Q (W/g)
w

Temperatura (°C)

Figura 2.15. DSC de las MPV y MPC

2.2.6 Determinacion de la EE y la CC del quitosano en funcién de la masa de

carbofurano

Una vez caracterizadas las MPC y encontrando las evidencias necesarias del
encapsulamiento de carbofurano en la matriz de quitosano, es necesario saber cual es la
capacidad que tiene una masa de quitosano para encapsular una cierta cantidad del

plaguicida. Los resultados de este experimento se discutira a continuacién.
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En aras de extrapolar los resultados obtenidos hasta ahora en el disefio de
formulaciones, basadas en diferentes cantidades de carbofurano encapsulado, se evalud
la EE y la CC de una masa constante de quitosano (5 g) para encapsular el plaguicida en
funcién de la masa de carbofurano. La figura 2.16 muestra la EE del quitosano en

funcion del carbofurano adicionado en el momento de encapsular.
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Figura 2.16. Capacidad de encapsulamiento del quitosano para encapsular
carbofurano (mg CAB/g CHS), en términos de la EE. Cada linea corresponde a
una réplica

Se observa que la EE de carbofurano aumenta, con una tendencia mas o menos lineal,
hasta la adicion de 20 mg de carbofurano; a partir de este punto, la adicion de mas
plaguicida no genera un aumento significativo de la EE y tiende a estabilizarse,
obteniéndose una EE maxima promedio de 67%. Se esperaba que las cantidades mas
bajas de carbofurano se encapsularan completamente de carbofurano, dando valores de
EE alrededor del 100 %, pues la masa de quitosano es alta comparada con la masa del
plaguicida, 85 mg vs. 5 mg respectivamente, sin embargo, los resultados mostraron un
efecto contrario, tal como se puede observar en los valores de la tabla 2.7. Esta baja EE
del carbofurano podria deberse a la estructura porosa de las MPV observada por SEM
(figura 2.13e), pues como se menciond anteriormente, entre mas porosa sea la
estructura, mas probable es la difusion de los compuestos atrapados en la red
polimérica; asi que parece que a estas cantidades bajas, el carbofurano sale facilmente
de la estructura del polimero. Dado que no se encontraron reportes de este tipo de
curvas de encapsulamiento de carbofurano, no se tiene referencia de comparacion de los

resultados obtenidos. A concentraciones altas de carbofurano adicionado, las cantidades
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de carbofurano encapsulado son altas, inclusive se obtuvieron cantidades de carbofurano
cercanas al peso de quitosano, lo cual sugiere que el carbofurano quedé mezclado con el
polimero, sin quedar necesariamente encapsulado, lo cual generé EE y CC altas.
Probablemente a estas cantidades altas de carbofurano, la estructura se hace menos
porosa (como la de la figura 2.13f) y, por lo tanto, con menor posibilidad de que el

plaguicida salga de la red.

Tabla 2.7. Valores consolidados de EE y CC en funcién de la masa de carbofurano

Carbofurano adicionado, Carbofurano EE (%) CC (%)
en mg encapsulado, en mg
0,0 0,0 0,0 0,0
1,2 0,1 11,7 0,1
5,0 1,2 23,5 0,8
10,4 4,9 46,8 3,4
20,2 13,2 65,6 91
30,3 19,0 62,8 13,1
41,4 29,8 72,1 20,6
50,5 35,0 69,3 24,1
60,0 38,7 64,5 26,7
82,0 54,8 66,8 37,8
102,7 74,9 73,2 51,7

Los valores obtenidos de EE estan en el mismo orden de magnitud de los que se
encuentran publicados en los diferentes trabajos de encapsulamiento de carbofurano en
diferentes matrices (diferentes al quitosano); se encuentran reportes de EE del 95% en
FLC a base de alginato de sodio y bentonita (Fernandez et al., 2005), 94.2 % y 99.5 %
en FLC a base de polimeros de polietilen glicol (Shakil et al., 2010), 95.5 % en FLC a
base de polietilenglicol y acido polilactico (Adaka et al., 2015), todos ellos partiendo de
una masa inicial entre 0.1 g a 0.3 g de carbofurano adicionado, la cual es
considerablemente alta. En la figura 2.17 se pueden ver los espectros de infrarrojo para
cada una de las formulaciones a diferentes cantidades de carbofurano adicionado; por
debajo de 4 mg/g mg del plaguicida, las bandas propias del carbofurano no se observan
facilmente, posiblemente porque se encuentra dentro de la red del quitosano
entrecruzado donde no es posible que lo alcance la radiacion infrarroja y, en
consecuencia, no hay absorcion de radiacion; por encima de 4 mg/g quitosano aparecen
las sefialas caracteristicas del carbofurano a 3340 cm™ y 1740 cm’®; esta observacién

coincide con el valor de la inflexién de las curvas en la figura 2.14, donde a partir de 20
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mg la EE se vuelve casi constante, de lo cual se podria concluir que el encapsulamiento

se da por debajo de 4 mg/g quitosano.
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Figura 2.17. Espectros de infrarrojo de las diferentes FLC en relacion con la
masa de carbofurano en relacidon con la masa de quitosano
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Figura 2.18. Capacidad de encapsulamiento del quitosano para encapsular
carbofurano (mg CAB/g CHS), en términos de la EE. Cada linea corresponde a
una réplica
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La grafica de la figura 2.18 ilustra el comportamiento de la capacidad de carga, CC en
funcion de concentracion de carbofurano en el quitosano (mg/g quitosano). Desde 0.2
mg/g se observa una tendencia lineal hasta 10 mg/g con buena reproducibilidad del
experimento, sin embargo, a altas concentraciones, la grafica muestra una alta

desviacion.

Con la porcion de la grafica de mayor precisién se pudo establecer una relacion
matematica empirica de regresion lineal (ecuacidon 2.3) que relaciona la masa de
carbofurano adicionado vs. la masa de carbofurano encapsulado. Una relacién de esta
naturaleza brinda la posibilidad de calcular la cantidad de carbofurano que se requiere
adicionar para que la FLC tenga una concentracion deseada, siempre y cuando se

encuentre dentro de los limites de precisidon encontrados (hasta 10 mg/g de quitosano).

CE = 2.4862CA — 0.9708 (Ecuacion 2.3)

Donde CE es la masa de carbofurano encapsulado (o esperado) y CA es la masa de

carbofurano adicionado.

Evidentemente, dicha relacion matematica se deberd validad en investigaciones
posteriores donde se pueda determinar si ocurrié en este caso fortuito o es una relacion
que se pueda generalizar en este tipo de MPC. Con esta ecuacién se pudo disefiar las
formulaciones con las que se evalud el efecto nematicida y que se discutird en el capitulo
V.

2.3 CONCLUSIONES

El entrecruzamiento idénico de quitosano con sulfato permitié obtener microparticulas con
capacidad maxima de 60% para encapsular carbofurano en su estructura, como una

nueva formulacién de liberacion controlada del plaguicida.

En este proceso se evaluaron algunos factores y condiciones que afectan la reaccion,
permitiendo evidenciar el atrapamiento del plaguicida dentro de la red polimérica del
quitosano bajo las siguientes condiciones: pH 4.0, Relacién molar Sul/quitosano 2.5,
velocidad de agitacion 1100 rpm y tiempo de agitacion 30 min, manteniendo constantes

la masa de etanol y propilenglicol.
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El potencial Z permitié evidenciar un alto nivel de entrecruzamiento, lo que garantiza la

estabilidad de las microparticulas en sistemas coloidales.

Se determind que la eficiencia de encapsulamiento del quitosano entrecruzado
idbnicamente con sulfato tiene como limite maximo un 68 % y una capacidad de carga del
37 %, lo cual permite encapsular cantidades pequefias menores a 50 mg del plaguicida

para ser usado como formulacién de liberacion controlada.
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CAPITULO III Estudios de cinética de liberacién y movilidad
de carbofurano encapsulado en suelos
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3.1 METODOLOGIA

3.1.1 Recoleccidon, secado y almacenamiento de los suelos

Se seleccionaron dos tipos de suelos de uso agricola, uno proveniente de Santander de
Quilichao, denominado ST, region del norte del Departamento del Cauca (3°6'39.24"N,
76°31'21.43"0) y otro procedente de Palmira, denotado como PAL, parte media del
Departamento del Valle del Cauca (3°30'9.32"N, 76°21'18.17"0), ambas zonas con

temperatura media de 23 grados centigrados y altura promedio 1001 m.s.n.m.

Se tomaron diferentes muestras de suelo disturbado para formar una muestra
compuesta, mediante un muestreo aleatorio simple, dividiendo el terreno en grillas y
tomando las muestras en zig-zag. De cada parte se tomé 1.0 Kg de suelo hasta
completar 100 Kg, tomando los primeros 20 cm de la capa de arado, siguiendo el
procedimiento descrito en la Norma Técnica Colombiana NTC 3656 [ICONTEC, 2004]

Las muestras recolectadas se trasladaron en bolsas de polipropileno para su preparacion.
El suelo de ST se disgregé manualmente y se dejo secar a temperatura ambiente, hasta
alcanzar la humedad de equilibrio (una semana). El suelo PAL se dejo secar a
temperatura ambiente, hasta alcanzar la humedad de equilibrio (una semana) y se
redujo su tamafio de muestra y, posteriormente, ambos suelos, se tamizaron a través de
un tamiz N°10 con apertura de 2 mm A.S.T.M.E.-11, y fueron almacenadas en toneles

plasticos, para evitar su humificacién, y poder ser usados en experimentos posteriores.
3.1.2 Caracterizacion fisicoquimica de los suelos

Todos los parametros de caracterizacion del suelo se realizaron en laboratorios externos,
excepto la humedad. La caracterizacién fisicoquimica se desarrollé en el Laboratorio de
Servicios Analiticos del Centro Internacional de Agricultura Tropical, CIAT, la clasificacién
textural en el Centro de Investigacion de la Cafia de Azlcar, Cenicafia, y la humedad se

realizé en nuestro Laboratorio.

La determinacién de la humedad se realizd por el método de secado en horno siguiendo
el procedimiento de la norma NTC 1495 [ICONTEC, 2013].

En la determinacién de los pardmetros mas relevantes realizados por el CIAT se siguieron
los siguientes métodos: el pH se determind por potenciometria: se toma una masa

suficiente de muestra para preparar una dispersion suelo:agua 1:1, se deja en reposo
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por dos horas, al cabo del cual se toma las medidas de pH usando un pH-metro. El
contenido de carbono organico se determind pr el método de Walkley Black, para ello se
toma una masa de muestra de 0,03 g, se adiciona 20 mL de acido sulfurico concentrado
y 15 mL de una solucién de dicromato de potasio 1,0 N, se deja en reposo por espacio de
dos horas, para después valorarse el exceso de dicromato con una solucion de sulfato
ferroso amoniacal 1,0 N. La materia organica se determind por el método de la
combustién, para lo cual 2,0 g £ 0,0001 g se someten a calcinacién en una mufla a 650

°C por espacio de dos horas y hasta peso constante [NTC 5167].

3.1.3 Determinacion de la cinética e isotermas de adsorcion de carbofurano en

los suelos
3.1.3.1 Determinacion de la cinética de adsorcion de carbofurano

La adsorcidon de carbofurano en los dos tipos de suelos preparados en el numeral 3.2.2,
se llevd a cabo mediante el procedimiento descrito por Bermudez et al., con ligeras
modificaciones [Bermudez et al., 2011]. A porciones de 2.0000 g £ 0.0001 g de suelo se
adicionaron 10.00 mL de solucion de carbofurano a 5 ppm, preparada en CaCl, 0.01 M,
se sellaron con papel parafiim™ y se colocaron diferentes tiempos (2, 4, 6, 8, 10, 24, 48,
54, 62 y 72 h) en un agitador horizontal (Mazine Agitator TA-09E) a 180 rpm. Finalizado
el tiempo de incubacion, las suspensiones se centrifugaron a 3500 rpm durante 10 min
(Centrifuga Dinamica Indulab C-04), y el sobrenadante se filtré (0.45 pm) para su
posterior analisis por HPLC-UV siguiendo las condiciones cromatograficas descritas en el

numeral 2.2.2 del capitulo II.

La cantidad de plaguicida adsorbida por masa de suelo, denotada por g, en ppm (ug/g),
se calculé mediante la ecuacion 3.1, con la cual se construyd una grafica de q vs. t para

los dos sistemas en estudio:

Co—C V
q= [ 0 aq,t] 0 (Ecuacion 3.1)

Mgyelo

Donde, C, es la concentracion inicial de la solucion, en ppm (mg/L), C.: €s la
concentracidon de carbofurano en la fase acuosa al tiempo t, en ppm (mg/L), V, es el

volumen de la fase acuosa, en mL, y Mg, €S la masa del suelo, en g.
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Los resultados de las curvas cinéticas para determinar el tiempo de equilibrio se
ajustaron a modelos cinéticos de seudo primer orden (PPO) y seudo segundo orden
(PSO) reportados en la literatura en estudios de adsorcion de contaminantes sobre
diferentes solidos [Liu y Liu, 2008]. Dichas ecuaciones se diferencian de las ecuaciones
convencionales de primer y segundo orden en que no estan expresadas en funcién de la
concentracion de un producto o reactivo, si no que estan relacionadas con la capacidad
de adsorcién del adsorbente, y no incluyen los parametros establecidos en las ecuaciones
cinéticas convencionales, ademads, el ajuste al modelo de PSO asume que la tasa de
carga del adsorbente es debida a los sitios disponibles en la superficie [Tan y Hameed,
2017]. A continuacion se muestran las ecuaciones de los modelos de PPO y PSO

ecuaciones 3.2 y 3.3, respectivamente:
q = q.[1—e ] (Ecuacién 3.2)

Donde g, es la cantidad de plaguicida adsorbida por masa de suelo en el equilibrio (rug/g)
a un tiempo t, y k; es la constante de velocidad. El ajuste se realizd utilizando la funcién

de ajuste no lineal [Tan y Hameed, 2017]

t_ 1 +t
q kiq¢ q.

(Ecuacion 3.3)

Donde g es la cantidad de plaguicida adsorbida por masa (ug/g) en el tiempo t, g €s la
cantidad de plaguicida adsorbida por masa de suelo en el equilibrio (ug/g) a un tiempo t

y k> es la constante de velocidad de seudosegundo orden.
3.1.3.2 Determinacion de las isotermas de adsorcion de carbofurano

La determinacion de las isotermas de adsorcion de carbofurano en los suelos se llevd a
cabo mediante el procedimiento descrito por Singh vy Srivastava, con ligeras
modificaciones [Singh y Srivastava, 2009]. Porciones de (2 + 0.0001) g de suelo se
mezclaron con soluciones de carbofurano entre 0.5 y 25.0 ppm (mg/L) preparadas en
CaCl, 0.01 M. Una vez las suspensiones han alcanzado el tiempo de equilibrio
(determinado en el numeral 3.2.7.1), se centrifugaron a 3500 rpm por 10 min, y el
sobrenadante se filtr6 (0.45 pm) para su posterior analisis por HPLC-UV. Estos

experimentos fueron realizados por duplicado.
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Con base en la literatura, los datos se ajustaron a los modelos de adsorcién de Langmuir
(ecuaciéon 3.4) y Freundlich (ecuacion 3.5) [Bermudez et al., 2011]. Las ecuaciones 3.6 y

3.7 presentan las formas linealizadas de estas isotermas.

q= —QObCe (Ecuacién 3.4)
1+ Q,C. '
q = KFcl/n (Ecuaciéon 3.5)
C, B 1 N C,
e bQo Qo (Ecuacion 3.6)
1
logqe. = logKp + ElogCe (Ecuaciéon 3.7)
de
Kq = C. (Ecuacién 3.8)
e
100K,
Kom = UMO (Ecuacién 3.9)
Koc = 1.724Kopn (Ecuacién 3.10)

En donde, b, es la constante de Langmuir, Q,, es la capacidad maxima de adsorcion, KF
(mL/g) es la constante de Freundlich y, n, es un estimativo de la heterogeneidad de los
sitios de adsorcion. Con estas relaciones matematicas se obtuvieron los parametros
experimentales asociados al proceso de adsorcién, los cuales fueron K, (mL/g)
coeficiente de distribucidn de la adsorcion (ecuacion 3.8), Koy (MmL/g) es el coeficiente de
distribucion del plaguicida en el suelo normalizado por contenido de materia organica
(ecuacion 3.9), y Koc (mL/g) es el coeficiente de distribucion normalizado por contenido

de carbono organico (ecuacion 3.10)

3.1.4 Método para la cuantificacion de carbofurano en suelos.
La extraccion del carbofurano en suelos se basd en el procedimiento descrito por
Fernadndez et al., [Fernandez et al., 2005], que consiste en una extraccion asistida por

bafio de ultrasonido: se tomaron 5 g de suelo y se adicionaron 5.0 mL de una mezcla

metanol-agua (70-30) y se agitaron en vortex por un minuto. Luego, la solucién se
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sometié por 10 minutos a ultrasonido, seguido de 10 minutos de centrifugaciéon a 3500
rpm. El sobrenadante se filtré (nylon de 0,45 um) y se llevdo a 25 mL de volumen con
metanol-agua (70-30) para ser cuantificado por HPLC, siguiendo el método y las

condiciones cromatograficas descritas en el numeral 2.2.2 del capitulo II.
3.1.5 Preparacion de la formulacion de liberacion controlada (FLC)

La nueva formulacién de carbofurano encapsulado en microparticulas de quitosano se
prepardé de acuerdo al procedimiento descrito en el numeral 2.2.2 del capitulo II. Se
prepararon pastillas de FLC cuyos contenidos de carbofurano promedio para los
experimentos de liberacion en agua fueron de 10.70 mg (desviacion estandar, s = 0.45)
y para los experimentos de liberacién en suelos de 5.90 mg (s=0.64). Para los
experimentos de lixiviacién se prepararon pastillas con un contenido de carbofurano de
20.00 mg (s=0.85).

3.1.6 Liberacion de carbofurano desde la FLC en agua y a diferentes pH

El perfil de liberacion de carbofurano en agua, desde la FLC, se realiz6 siguiendo el
procedimiento descrito por Shakil et al., con ligeras modificaciones, tomandose el
término de liberacion como indicador de la cantidad de IA que se registra a ciertos
intervalos de tiempo [Shakil et al., 2010]. Se pes6 0,1 g de la FLC (descrita en el
numeral 3.2.6, la cual contenia, en promedio, 10,7 mg de carbofurano (s = 0,45) y se
envolvid en una pequefia bolsa de nylon (de aproximadamente 4 cm?), la cual se
introdujo en matraz conico, con tapén, en 250 mL de agua desionizada a temperatura
ambiente (25 °C aproximadamente). La bolsa con la FLC se suspendié en el agua
teniendo cuidado de estar en la mitad del volumen del liquido. En el primer momento que
la FLC se introduce en el agua, se extrae una alicuota de 2 ml y se analiza el carbofurano
disuelto por HPLC (numeral 2.2.2, capitulo II), a este se le denominéd tiempo cero (t,). Se
determiné carbofurano por HPLC en alicuotas de 2 mL de la muestra tomadas a
diferentes intervalos de tiempo (4, 8, 12, 18, 24 y 36 h). Se tuvo en cuenta que cada vez
gue se extraia una alicuota de la muestra, se restituia con el mismo volumen de agua
desionizada, con el fin de mantener el volumen constante y las condiciones insaturadas
[Xu et al., 2016]. Simultdneamente se montd el mismo experimento, pero en lugar de la

FLC se usé materia prima de carbofurano libre (CAB-L).

Se utilizé el modelo semiempirico de Korsmeyer y Peppas para el calculo de los

coeficientes de difusién de la liberacion de carbofurano en agua a partir de la FLC,
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mediante una relacion simple de liberacion en funcién exponencial con el tiempo
(ecuacion 3.11). Este modelo se aplica para matrices poliméricas porosas que
experimentan hinchamiento con agua, basandose en la segunda ley de difusidon de Fick
[Costa y Sousa, 2001; Korsmeyer et al., 1983].

M,

M_ = kt" (3.11)

Donde M,/M., corresponde a la fraccion del carbofurano liberado en el tiempo ¢, @ es una
constante que incorpora caracteristicas estructurales y geométricas de la capsula y el IA,

y n es el exponente de liberacion, que indica el mecanismo de liberacion del plaguicida.

Dichos coeficientes se obtuvieron mediante la linealizacion de la ecuacion 3.12:

M,
Ln (M_) = Lnk + nLnt (3.12)

o0

El procedimiento descrito anteriormente se utilizé para determinar los mismos
coeficientes a diferentes pHs, para lo cual sélo se modificd la solucién de liberacién. En
lugar de agua se prepard una solucion tampoén (pH 4 y 8) de fosfato, debido a que los
suelos que se evaluaron se encuentran en estos pHs. En todos los casos, el volumen total

de la solucion se mantuvo constante.
3.1.7 Liberacion de carbofurano desde la FLC en los suelos

El perfil de liberacién de carbofurano en suelos, desde la FLC, se realizd adaptando el
procedimiento descrito por Kumar et al., al plaguicida que se trabajé [Kumar et al.,
2010]. Se utilizaron los suelos preparados en el numeral 3.2.2 y caracterizados en el

numeral 3.2.3.

Se prepararon 10 tabletas de la FLC (numeral 3.2.6), las cuales contenian 5.9 mg de
carbofurano (s = 0.64) y se dispusieron en pequefias bolsas hechas con pedazos de
nylon de 4 cm?. Paralelamente, se prepararon, en bolsas de nylon, 10 muestras que
contenian 6.0 mg de CAB-L. En vasos de 5 mL (10 vasos para la FLC y los otros 10 para
CAB-L) se pesaron 5,0 g = 0,0001 g de suelo (rotulados aleatoriamente del 1 al 20), y se
les adiciond suficiente volumen de agua para garantizar una humedad del 40% en cada
uno de ellos. Se colocaron cada una de las bolsas en cada vaso con el suelo,

asegurandose que quedara en el centro del volumen de la muestra (aproximadamente
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1.5 cm de profundidad). El vaso se pesaba cada tres dias y se afiadié agua cuando fue
necesario para mantener el mismo nivel de humedad; posteriormente, los vasos se

I™ y se perforaron con el fin de asegurar el intercambio de aire

cubrieron con papel parafi
a temperatura ambiente, y asi, se mantuvo durante todo el experimento. A las 12 h (0,5
dias) se tomé el primero de los vasos, se retird la bolsa con la muestra y se cuantifico el
carbofurano en el suelo mediante el método (HPLC) descrito en el numeral 3.2.5.
Posteriormente, se fue tomando cada vaso a cada tiempo planeado (0,5, 1, 2, 3, 4, 5, 7,
10, 12 y 14 dias); se determiné el contenido de carbofurano en el suelo por HPLC, como
se describié anteriormente. Este procedimiento se realizé por duplicado para los dos tipos

de suelos.

Se aplicaron las ecuaciones descritas en el numeral 3.2.7 para el calculo de los

coeficientes de difusion y la descripcidn de la velocidad de liberacion [Kumar et al., 2010]
3.1.8 Estudio de movilidad de carbofurano en suelos

Una vez el carbofurano ha salido de la matriz de la FLC y se encuentra en el suelo, una
parte de él actuara sobre la plaga objetivo (nematodos que se discutira en el siguiente
capitulo), el restante quedara en el suelo donde se movera. En este numeral se discutira
su movilidad en los dos tipos de suelos que fueron seleccionados. La movilidad se
determind mediante el perfil de lixiviacion, por el método de columna que se describe a

continuacion.
3.1.8.1 Preparacion de la columna de suelo

El perfil de lixiviacion del carbofurano liberado de la FLC se llevé a cabo mediante el
método de lixiviacién en columna de acuerdo a la metodologia de la Organizacién para la
Cooperacién y el Desarrollo Econdmico (OCDE). Se utilizaron columnas de PVC (5 cm id,
40 cm de longitud) seccionadas cada 10 cm (figura 1). Se coloc¢ filtro de fibra de vidrio
en las partes inferior y superior de la columna (con el fin de evitar la alteracion del suelo
durante la infiltracion, facilitando la distribucion de agua en la superficie
homogéneamente) y en cada una de las secciones de 10 cm, asegurandose de que no
existiera filtracion ni pérdida de material cuando el experimento estuviese corriendo. Se
llené la columna con cada uno de los suelos (preparados en el numeral 3.2.2 y
caracterizados en el numeral 3.2.3), mediante adiciones sucesivas de capa de suelo con
vibracion constante para que el empaquetamiento fuera homogéneo y se tuviera una

densidad aparente uniforme cada 10 cm de altura. Los experimentos se llevaron a cabo a
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temperatura ambiente (en promedio 26 °C) y por triplicado (OECD/OCDE 312, 2004;
Pefia et al., 2011; Rodriguez-Liébana et al., 2014b)

<« Ca CI 2

<— CONTROLADOR DE FLUJO
Scm %JBO DE PVC
o FILTRO DE FIBRA DE VIDRIO
250 g DE SUELO

FILTRO DE FIBRA DE VIDRIO

10cm
250 g DE SUELO

FILTRO DE FIBRA DE VIDRIO

10cm
250 g DE SUELO

200 g DE ARENA

FILTRO DE FIBRA DE VIDRIO

<

w

Figura 3.1. Columna de lixiviacién usada para el estudio de movilidad de carbofurano a través del
suelo

3.1.8.2 Experimentos en la columna

El primer paso fue la hidratacién del suelo con solucion de CaCl, 0,01 M (simulando agua
de lluvia) con el fin de saturar todos los poros del suelo para que el flujo de la solucién
lixiviante sea constante durante todo el experimento. Para esto, se dejo la columna con
los suelos en un platdn con la solucion de CaCl, subiera lentamente por la columna por
capilaridad; de esta forma se garantiza que el aire que se encontraba en los poros del
suelo sea desplazada por la solucién [OECD/OCDE 312, 2004]. Una vez se alcanzé el
equilibrio, el exceso de agua se drend por gravedad durante la noche, con el propésito de
que la humedad final del suelo en la columna estuviera cerca de la del suelo en el campo.
El volumen de poros (PV) de las columnas empaquetadas se estimé por la diferencia de

peso entre las columnas saturadas de agua y las columnas secadas al horno.
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La pastilla de la FLC fue colocada en la parte superior de la columna para dar inicio al
drenaje de 400 mL de solucién de CaCl, de manera continua por goteo. La lixiviacién se
realizd6 a un caudal entre 0.1-0.2 mL/min. Las fracciones de lixiviados (54 mL diarios)
fueron colectadas, filtradas (0.45 um) y analizadas por HPLC-UV (numeral 2.2.2 Cap II).
A las muestras de suelo que fueron tomadas en cada segmento (1 g) se les determiné el

carbofurano mediante el procedimiento descrito en el numeral 3.2.5.

Cada experimento se llevé a cabo por triplicado, incluyendo un control con CAB-L y un

control sin plaguicida (sélo solucién de CacCl,).
3.2 RESULTADOS Y DISCUSION
3.2.1 Caracterizacion de los suelos

En general, los suelos del Valle Geografico del rio Cauca son de tipo latiosles y Monisoles,
sometidos a quemas y requemas por lo que han perdido parte de su contenido de
materia organica. En particular, los suelos provenientes de Santander de Quilichao son
acidos, con toxicidad en aluminio y baja disponibilidad de fésforo y se clasifican dentro
del orden de los inceptisoles o sea suelos jovenes [Malagdén, 2003], un poco menos
jévenes que los entisoles y con un desarrollo incipiente de horizontes (capas de suelo).
No presentan acumulaciéon de materia organica, hierro o arcilla. Los inceptisoles son uno
de los tipos de suelo mas abundantes en las zonas de aluviones. Los suelos procedentes
de Palmira son del orden de los vertisoles, estos son suelos donde hay un alto contenido
de minerales de arcilla expansiva, entre ellos muchas montmorillonitas, que forman
profundas grietas en las estaciones secas. Las expansiones y contracciones debido a las
arcillas generan que el suelo se mezcle consistentemente entre si, causando muchos
vertisoles con un horizonte A (capa organica del suelo) extremadamente profundo
[Sposito, 2008].

El comportamiento de plaguicidas en este tipo de suelos depende de dos factores
principales: 1) Los fendmenos fisicos, quimicos y bidlogicos que ocurren en ellos y 2) las
caracteristicas fisico-quimicas de los plaguicidas; ambas propiedades fijan procesos como
adsorcion-desorcién, volatilizacién, degradacién, lixiviacion y escorrentia, los cuales

influyen directa o indirectamente en su movilidad y transporte [Arias et al., 2008].
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Tabla 3.1 Caracterisiticas fisicoquimicas y texturales de los suelos de estudio

Pardmetro Suelo PAL Suelo ST
pH 7.67 4.30
Materia Organica (%) 2.41 4.17
Carbono organico (%) 1.40 2.42
Humedad (%) 4.51 4.74
Aluminio intercambiable (cmol/Kg) N.D. 4.58
CIC (cmol/Kg) 27.7 14.2
Arcilla (%) 50.8 64.8
Arena (%) 12.6 22.6
Limo (%) 36.6 12.6
Textura Arcilloso Arcilloso
Porosidad (%) 38 43
CIC = Capacidad de Intercambio Catidnico, N.D.=No detectable, PAL=Palmira, ST=Santander de

Quilichao

La tabla 3.1 muestra los resultados de la caracterizaciéon fisico-quimica de los suelos
usados en la investigacién. Una primera observacién es la composicidon de la textura de
los dos tipos de suelos; a pesar que ambos materiales son de tipo arcilloso, las
diferencias en los contenidos de arena y limo hace que el comportamiento del drenaje de
agua sea diferente, drenando con mayor facilidad el suelo de ST; lo cual es predecible ya
que la suma de arcilla y limo en el suelo de ST (77.4 %) es menor, con mayor contenido
de arena, que el suelo de PAL (87.4 %), pues su limite de plasticidad es menor, y en
consecuencia la porosidad se hace un poco mayor y esto hace que el agua fluya mejor

[Rucks et al., 2004], afectando la movilidad del carbofurano en el suelo.

Ambos suelos presentan una diferencia importante del valor de pH. Como se discutié en
el numeral 2.3.2 del capitulo II, el pH afecta la estructura de carbofurano, asi como su
hidrdlisis a pHs por encima de 6.5 [Eisler, 1985; Evert, 2002], por lo tanto, se podria
predecir que el comportamiento del plaguicida sea un poco diferente en ambos suelos; su
estructura se ve mas afectada en el suelo de PAL que en el de ST y, en consecuencia, los
procesos de adsorcion, movilidad y su efectividad también se ven afectados [Singh y
Srivastava, 2009].

A pesar de que el suelo de ST presenta mayor concentracién de arcilla y materia organica
su valor de la CIC es mas bajo; el menor valor del pH de este suelo hace que las cargas

negativas inducidas superficiales disminuyan, por efecto de protonacion de los hidroxilos
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de la arcilla, y en consecuencia la CIC sea menor, mientras que en el suelo de PAL el
mayor valor de pH estimula la carga negativa inducida por desprotonacion de los grupos
HO", favorenciendo la estabilidad del anion (Si,Os)"™ de este tipo de silicatos y por ende la
carga negativa de las particulas, asi la CIC se vuelve mayor [Gillman, 1981; Castaing,
1998]. En consecuencia, se podria decir que parte de las diferencias encontradas en la
liberacion de carbofurano desde la FLC y en la lixiviacidon de los dos suelos, se deben a

estas caracteristicas.
3.2.2 Adsorcion de carbofurano en los suelos

La retencidén es un proceso fisico, sin cambio en la naturaleza quimica de la molécula, en
el que se produce una acumulacion del plaguicida en la superficie o en el interior de las
particulas del suelo. Este proceso se denomina sorcién, e incluye a los procesos de
absorcion, entrada del plaguicida a la matriz del suelo, y adsorcién, unién del plaguicida
a las particulas de suelo. La descripcién del proceso de transferencia de una sustancia
desde la fase liquida (agua) a la fase sélida (suelo) se realiza mediante isotermas de
retencidn, mientras que los estudios cinéticos para procesos de adsorcion permiten
dilucidar el comportamiento del sistema y su forma de alcanzar el estado de equilibrio
[Sposito, 2008].

Inicialmente se ajustaron los datos experimentales a dos modelos cinéticos regularmente
empleados en procesos de adsorcion: modelo de pseudoprimer orden (PPO) vy
pseudosegundo orden (PSO); la linealizacién planteada para el modelo PPO (regresién no
lineal) proporciond estimaciones precisas, y puede usarse con mayor grado de precision
que otros ajustes lineales reportados en la literatura para este modelo (El-Khaiary et al.,
2010). La Tabla 3.2 resume los parametros obtenidos tras el ajuste de los datos a los

modelos de PPO y PSO para la cinética de adsorcion en los suelos.

Tabla 3.2. Parametros cinéticos para la adsorcion de carbofurano en los

suelos
Modelo Parametro AL SiEln ST

k; 0.278 0.060

Pseudo primer orden Ge (UG g71) 5.045 3.052
R? 0.714 0.476
k> 0.036 0.009

Pseudo segundo orden Ge (UG g1) 5.798 3.933
R? 0.988 0.439
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Como se puede ver en la tabla 3.2, ninguno de los suelos de estudio presenté buenos
coeficientes de correlacion para el modelo cinético de PPO. En el caso del suelo de PAL se
obtuvo buena correlacion para el modelo de PSO, lo cual determina el modelo de
adsorcion del carbofurano en un suelo con esas caracteristicas, y eso explica por qué el
valor predicho por el modelo para la capacidad de adsorcion ge. fue muy cercano al valor
experimental obtenido. Con el ajuste al modelo del PSO se deduce que existen
numerosos sitios activos para la adsorcidén en la superficie del suelo y, que la ocupacion
de los mismos se da por reacciones superficiales relacionadas a procesos de quimisorcion
[Vithanage et al., 2016]. El suelo de ST es mas heterogéneo que el suelo de PAL, con
particulas mas gruesas, que pueden deberse a su mayor contenido de arena, pudiendo
ser una causa para la poca correlacion en el ajuste de los modelos cinéticos, pues la
heterogeneidad en los sitios de adsorcidon constituye una limitante que afecta la velocidad
de los procesos de adsorcion [Kumar et al., 2006]. Estos resultados corroboran la
premisa de que la textura y las propiedades fisicas de los suelos juegan un papel
importante en la adsorcién de compuestos organicos, pues dichos procesos estan
determinados en gran medida por las interacciones superficiales existentes entre el

adsorbato y el adsorbente [Tan y Hameed, 2017].

La capacidad de retencion del carbofurano en los suelos puede ser descrita por medio de
isotermas de adsorcién y es el parametro del cual depende el fendmeno de lixiviacion
[Liu y Liu, 2008]. Los modelos que tienen mayor aceptacion para la determinacion del
equilibrio de adsorcion en sélidos son el de Langmuir y el de Freundlich [Chamorro y
Sanchez, 2012], el ajuste de la linealizacidn de las isotermas nos da informacion sobre el
tipo de adsorcién que se presentd en el suelo en contacto con el carbofurano. La Tabla
3.3 resume los parametros obtenidos a través de las isotermas de Langmuir y Freundlich

y sus respectivos coeficientes de distribucion.

Los coeficientes de regresién r® para la linealizacién de las isotermas del modelo de
Langmuir indican que la adsorcion, en ambos suelos, no se ajusta a éste modelo de
Langmuir, en caso contrario, los coeficientes de regresiéon para los suelos de PAL y ST de

0.996 y 0.849 respectivamente, indican que la adsorcion sigue el modelo de Freundlich.

57



Tabla 3.3. Resultados del ajuste de los modelos de Langmuir y Freundlich en la adsorcion de
carbofurano en los suelos

Modelo de Freundlich Modelo de Langmuir Ky Kom Koc
Suelo Log Koc
Ke Ng R? Qo b r* (mlg?) (mig') (mlg™)

PAL 1.179 1.057 0.996 329.805 0.003 0.048 1.083 44.933 77.645 1.889

ST 2.775 1.240 0.849 21970 0.316 0.663 2.658 63.733 109.875 2.041

El modelo empirico de Freundlich representa el proceso de adsorcién en multicapas sobre
superficies heterogéneas, donde los sitios de adsorcion tienen diferentes afinidades, en
primer lugar, se ocupan las posiciones de mayor afinidad y posteriormente la fuerza del
enlace decrece logaritmicamente, al incrementar la ocupacién de sitios de adsorcién. Los
resultados en la tabla 3.3 muestra que la capacidad de adsorcion (Kr) para el suelo de ST
es mayor que para el suelo de PAL (2.775 y 1.179 respectivamente), asi como también,
la intensidad de adsorcidon (ng) de 1.240 para el suelo de ST y 1.057 para el suelo de
PAL. Este modelo asume que una intensidad de adsorcidon (n) mayor a uno describe una
adsorcion favorable en multicapas vy, si por el contrario n es menor a uno, la adsorcién de
Freundlich es desfavorable [Liu y Liu, 2008], lo cual confirma la favorabilidad de la
adsorcion del carbofurano en multicapas. Este resultado es coherente con el valor de Ky
(coeficiente de adsorcién) y el LogKoc (coeficiente de particion carbono organico-agua),
los cuales describen la tendencia del suelo de ST por la adsorcion de carbofurano. Valores
similares se habian encontrado para la adsorcion de carbofurano en suelos colombianos
con valores de LogKoc entre 1.73 y 2.05 con valores de OC (%) entre 1.20 y 3.79
[Valencia et al., 2008].

Con base en lo anterior resulta evidente que el proceso de adsorcion afecta el proceso de
movilidad del carbofurano en los suelos, asi como también afecta la liberacion del

plaguicida de la FLC en los suelos, el cual se discutird a continuacién.
3.2.3 Liberacion de carbofurano de la FLC en agua y a diferentes pHs

El perfil de liberacién de carbofurano desde la FLC fue contrastado con el del carbofurano
libre (carbofurano proveniente de una materia prima y que se encuentra sin ninguin
aditivo, denominado CAB-L); estos perfiles se muestran en la figura 3.2. En la grafica
3.2A se observa que el CAB-L se libera con mayor velocidad que el carbofurano de la

FLC. A las primeras 12 horas se ha liberado el 23.5 % del contenido de carbofurano de la
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FLC, mientras que el CAB-L ha migrado el 40 % en el mismo tiempo, y se estabilizé en
los primeros 3 dias con una liberacién maxima del 65 %, mientras el CAB-L se transfirid
el 100 % al cuerpo del agua. Una observacion interesante es que los perfiles de
liberaciéon de las FLC muestran una concentracion maxima de carbofurano del 70 %,
guedando el 30 % restante, presumiblemente, en la red polimérica. Este comportamiento
lo han conseguido varios investigadores en el esfuerzo por encapsular carbofurano en
diferentes matrices, por ejemplo, Fernandez et al. obtuvo liberaciones del plaguicida
entre 5% al 90% aproximadamente, para diferentes tipos de formulaciones en el mismo
tiempo [Fernandez et al., 2005]. Otra diferencia, en cuanto a la liberacién de carbofurano
en agua, respecto a los trabajos publicados, es el tiempo de estabilizaciéon de la
liberacion, en nuestro trabajo se consiguié un tiempo en el que la liberacidon se hace
constante a los 3 dias, mientras que en el trabajo publicado por Fernandez et al., este
tiempo se encuentra alrededor de las 24 horas (2 dias) y Paradelo et al. consigue la
estabilizacion a 2 horas aproximadamente [Fernandez et al., 2005; Paradelo et al.,
2012].
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Figura 3.2 Perfiles de liberacién en aguaa pH 4 (a), 7 (b) y 8 (c) de la FLC y CAB-L

Los perfiles de liberacién a pH 7 muestran un aspecto un poco diferente (Figura 3.2). La
liberacién del carbofurano se consigue a menor tiempo: a las 12 horas se ha liberado el
27.5 % de la FLC mientras que en el CAB se ha liberado el 55 %; el tiempo de
estabilizacion en la liberacién de la FLC se consigue a los 3 dias con un porcentaje de
liberacion del 80 %, mientras que en el CAB el tiempo de estabilizacion de la liberacion
se consigue al mismo tiempo, pero con una liberacién del 100%. A pH 8 el perfil de
liberacion muestra en ambos casos un patrén muy similar y, ademas se presenta una

liberacion muy baja, con un porcentaje maximo de liberacidon del 37 % para ambas
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muestras. Una observacidon importante es que la curva de liberacion sufre una caida en

las concentraciones del plaguicida a partir del 4 dia.

Una primera conclusidon que sale de estos resultados es el efecto que tiene el pH sobre la
estabilidad de la molécula de carbofurano, aspecto que ya se habia tratado
anteriormente, pero que aqui se muestra con resultados experimentales. A pH acidos (en
un rango de 4 a 6) la molécula se mantiene estable en el tiempo logrando mantenerse
las concentraciones en el tiempo de estudio: 8 dias (figura 3.2), a medida que el pH
aumenta el carbofurano sufre degradacion, probablemente por hidrélisis (Morales et al.,
2012), a partir del 8 dia para el CAB-L; en el caso de la FLC se observa que el
decaimiento de la concentraciéon de carbofurano es del 28.5 %, mientras que para el
CAB-L es del 45.7, lo cual podria sugerir un efecto protector del carbofurano que se
encuentra encapsulado. En el caso de la liberacién a pH 8, el efecto de la hidrdlisis es
mucho mas evidente, las concentraciones de carbofurano caen, en ambos casos, por
debajo del 1% al vigésimo dia (figura 3.2). Esta observacién sugiere que las
microparticulas de quitosano entrecruzadas iénicamente podrian ser inestables bajo
condiciones de basicidad; una posible hipdtesis es que la alcalinidad desprotona los
grupos aminos del quitosano perdiendo carga y destruyendo la atraccién electrostatica
entre el quitosano y el sulfato, liberando de forma inmediata el carbofurano que se
encuentra en la red polimérica, sin embargo, esta premisa debe tener mas estudios que

sustenten la afirmacion.

El modelamiento matematico de la liberacién de principios activos tiene una gran utilidad
en la prediccién de los tiempos de liberacién de una cierta masa del compuesto con el
objetivo de disefiar la FLC que se requiera. Estos modelos han sido ampliamente usados
en la formulacion de medicamentos, y hoy en dia toma mas fuerza su aplicabilidad para
la liberacion de agroquimicos desde matrices poliméricas [Lee, 1980; Siepmann y
Siepmann, 2008].

Los coeficientes calculados con la ecuacion 3.13 se muestran en la tabla 3.4, para la
liberacion a pH 4 y 7, donde se observa una buena linealidad con coeficiente de regresion
de 0.960 para la FLC a pH 4 y 0.958 para la FLC a pH 7.
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Tabla 3.4 Coeficientes de difusidn para la liberacién en aguade laFLCapH 4,7y 8
2

n K r
FLC pH4 0,82 -3,12 0,960
FLC pH7 0,60 -3,40 0,958
FLC pH8 No hay linealidad
(a)
-1,8 -1,3 -0,8 '0'3-2,8 0,2
~~
)
=
N
.|
=
Nt
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-4,8
=0,8171x - 3,1223 ’
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y = 0,6033x - 3,4037 Lnt

Figura 3.3 Linealizacion de la ecuacién de Korsmeyer y Peppas para los perfiles de liberacién en agua

(a) pH4 vy (b) 7 de laFLC

Como puede verse en la figura 3.3, la linealidad de las graficas permite deducir que el
modelo de Korsmeyer y Peppas se ajusta bien a la liberacion del carbofurano desde las
microparticulas de quitosano. Los exponentes de difusion, n, encontrados permite
deducir que el mecanismo de transporte del plaguicida hacia el agua sigue un transporte
andémalo (0.5 < n < 1.0) y la velocidad depende de t"!; en el caso de la liberacién a pH

8, coeficiente de regresién dio muy bajo (r°=0.1018), lo cual no se ajusta al modelo de
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Korsmeyer y Peppas, lo cual puede tomarse como una confirmacion de que la capsula se

destruye, y por lo tanto, no hay liberacion lenta [Costa y Sousa, 2001].
3.2.4 Liberacion de carbofurano de la FLC en los suelos

La grafica 3.4 muestra los perfiles de liberacién de carbofurano en los dos suelos objeto
de estudio, ST y PAL.

(a)

ce@:s CAB-L
—a—FCL

Liberacion acumulada de
carbofurano (%)

0 5 10 15
tiempo (dias)

(b)

w w
(2} o w»
.
.
o®

.- * —e—CAB-L
eeehee FLC

=R NN
v o
g
.
.
.
»
.
.

o

Liberacion acumulada de
carbofurano (%)

o wum

0,0 5,0 10,0 15,0
tiempo (dias)

Figura 3.4 perfiles de liberacién de carbofurano en suelos a) suelo ST, b) suelo PAL

Se observa que el perfil del suelo de ST (figura 3.4a) tiene un comportamiento de
liberacion ascendente en el tiempo, lo cual sugiere una liberacién lenta para el caso del
carbofurano en la FLC. Para el CAB-L la velocidad de liberacién es un poco menor, con un

perfil de disolucién irregular durante el tiempo del experimento. La mayor concentracion

63



de carbofurano liberado se logré con el CAB-L (aproximadamente 40%), mientras que en
la FLC se obtuvo 26% en el mismo tiempo.

El perfil de la liberacion de carbofurano en el suelo de PAL tuvo un comportamiento
anémalo, como puede observarse en la figura 3.4b. La liberacidn de la FLC y el CAB sigue
el mismo comportamiento hasta el dia 3 en el que la concentracién de carbofurano del
CAB bajé (15% aproximadamente en ambos casos), la FLC siguid liberando, pero la
concentracion del CAB bajo y no liberé6 mas de este valor. El comportamiento anémalo de
la liberacién podria explicarse teniendo en cuenta el pH del suelo de PAL, que es cercano
a 8.0, el cual puede hacer que el carbofurano se degrade, como se vio en la liberacién en
agua. Sin embargo, una observacion interesante es que la FLC libera mas que el CAB
solo; una posible explicacién para este fendmeno es que la capsula esté sirviendo de
agente protector del plaguicida, el cual hace que la concentracién se mantenga mas
tiempo en el suelo. Esta afirmacién debe evaluarse en futuras investigaciones para

corroborar esta hipdtesis.

A pesar de que el perfil de liberacion de carbofurano en el suelo de ST guarda una cierta
similitud con el de la liberacién en agua, la cantidad liberada en suelos si difiere, debido a
los procesos fisicoquimicos que se dan en el suelo y que hacen que el plaguicida no
difunda en la misma magnitud, pero si bajo el mismo modelo, como se puede observar
en los coeficientes de regresion en la figura 3.5, y por esta razon se pueden aplicar las

ecuaciones desarrollada por Korsmeyer y Peppas para determinar la cinética de difusion.
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Figura 3.5 Linealizacion de las ecuacién de Korsmeyer y Peppas para los perfiles de liberacion en

suelo de ST de la FLC y CAB
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En la tabla 3.5 se muestran los coeficientes de difusion de las ecuaciones de Korsmeyer y
Peppas, donde el r*> muestra una buena regresién indicando un buen ajuste al modelo y
el parametro de difusion, n, establece que el mecanismo de transporte de carbofurano en

este suelo es de tipo anémalo [Costa y Sousa, 2001].

Tabla 3.5 Coeficientes de la linealizacion de las ecuaciones de Korsmeyer y

Peppas
n K r?
FLC ST 0,59 -1,22 0,973
CAB ST 0,43 -0,95 0,975

Estas caracteristicas son muy importantes porque miden la delimitacién de la cantidad de
carbofurano que sale de la capsula permitiendo predecir las cantidades del plaguicida en

un momento determinado.
3.2.5 Movilidad de carbofurano en suelos: perfil de lixiviacion

La determinacién de las concentraciones de carbofurano en las columnas evaluadas
mostrd, en general, una buena concordancia entre las repeticiones, por lo que se decidié
trabajar con la media aritmética (n=3) de los resultados de las columnas de los suelos de
STy PAL.

El comportamiento de la molécula del carbofurano en su proceso de movilidad en los dos
tipos de suelos estudiados se debe principalmente a sus caracteristicas fisicoquimicas, su
capacidad de adsorcién a particulas del suelo, su solubilidad en agua, ademas a la
lipofilicidad, la volatilizacion, la presion de vapor, la persistencia o tiempo de vida media,
y su constante de disociaciéon (pKa). Estas caracteristicas son las mismas para
carbofurano encapsulado y no encapsulado vy, por lo tanto, las diferencias en la liberacion

del plaguicida van a depender de la condicion de encapsulamiento.

Los parametros del suelo que intervienen en los procesos de movilidad de los plaguicidas
son el contenido de materia organica, el tipo y proporcién de minerales del suelo (arena,
limo, arcilla), la capacidad de intercambio cationico, el pH, el espacio poroso y la
distribucion del tamafio de poros, que aqui se determind como volumen de poro de agua

(VP) y se calcul6 con la diferencia de masa entre la columna seca y himeda.

El proceso de transporte del plaguicida en el suelo se realiza a través de un material

poroso compuesto por particulas sdlidas de tamafios variable. La textura y la estructura
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del suelo determinan la distribucién del tamafno de poros (macroporos, mesoporos y
microporos), los cuales son importantes para el movimiento de agua, de solutos y del

aire.

El mecanismo mas simple de movimiento de solutos en el suelo es el transporte
convectivo, en el cual las moléculas de soluto siguen al movimiento del flujo del agua
(Zhen et al.. 2019). Sin embargo, los mecanismos de difusion y dispersién, también
poseen un rol importante en el transporte de solutos. Por su parte, la difusién, descrita
por la primera Ley de Fick, puede ocurrir cuando existen gradientes de concentracion de
solutos en el suelo. Mientras que la dispersion, ocurre en la direccion del movimiento del
agua debido a las diferentes velocidades de flujo dentro de los poros. La capacidad del
agua para transportar las moléculas de plaguicidas depende del tamafio y continuidad de
los poros presentes en el perfil del suelo. En los macroporos se da el flujo
preferencialmente por dispersiéon hidrodinamica de forma longitudinal y las moléculas de
soluto (plaguicidas). Por los mesoporos el movimiento se realiza en forma longitudinal y
lateral en igual medida. Este movimiento puede ser longitudinal y/o lateral, generando
direcciones de flujo convergente y divergente (INTA, 2015). La distribucién de solutos en
el perfil de suelo se modifica por los gradientes de concentracién lateral y longitudinal y

por la velocidad alcanzada en los poros.

Para sintetizar y comparar la informacién generada en el proceso de lixiviacion o
transporte vertical, se presentaran los resultados como porcentaje de recuperacién, que
mide el porcentaje del plaguicida que se recupera en la solucidn lixiviada, respecto al
total aplicado en la superficie del suelo, una vez que ha concluido el periodo de lixiviacién
considerado. El factor de retardo (RF) (ecuacion 3.13) significa que el plaguicida no se
mueve junto con el flujo de agua, sino que sufre procesos de sorcién-desorcion, que
condicionan y retardan el movimiento vertical del plaguicida y que se mide con la

siguiente relacién (Mercado et al. 2018) :

RF =14 Densidad aparente K (3.13)
- Porosidad d '

En la figura 3.6 se representa el porcentaje de carbofurano recuperado y retenido en los
dos tipos de suelos, los cuales mostraron que, para el carbofurano sin encapsular en el

suelo de ST, se recuperdé el 24% vy se retuvo el 76% durante el periodo de
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experimentacion y en el encapsulado se recuperd el 7.2% y se retuvo el 92.3%,
confirmandose que en suelos la liberacién del carbofurano es mas lenta a partir de un

solido pastilla y mucho menor cuando se aplica en forma de ingrediente encapsulado.
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Figura 3.6. Porcentajes de carbofurano recuperados por lixiviacion en columna de los suelos de ST
y PAL

En el suelo de PAL, se observa un comportamiento muy diferente, pues el porcentaje
recuperado en la columna en el que eluye el CAB-L se recupera el 0,7% vy por diferencia,
se retiene el 99,3% y en la columna de la FLC se recupera el 2.2% y se retiene el 97.8%.
Esta diferencia permite deducir que el pH del suelo degrada la molécula de carbofurano
(3-hidroxicarbofurano, 3-cetocarbofurano y fenol-carbofurano) de tal manera que el
carbofurano puro no es que esté retenido dentro de la columna, sino que se ha
degradado durante su exposicion al suelo y que el tiempo de vida media en estas
condiciones es muy bajo, mostrando coherencia con los resultados encontrados en la
liberacion en este mismo suelo y discutido en el numeral 3.3.4. Esto nos permite concluir
gue el uso de la FLC permitiria una mayor estabilidad a la molécula encapsulada
permitiendo que el carbofurano pueda actuar durante mas tiempo; en condiciones de
cultivo regular, con la degradacion del carbofurano encontrada para este tipo de suelos

se requeriria de aplicaciones mas frecuentes o de mayores cantidades del plaguicida.

El factor de retardo RF calculado para la molécula de carbofurano en los dos tipos de
suelo nos indica que se encuentra dentro del mismo orden, 1.09 para el suelo STy 1.06

para el suelo PAL, simplemente indicAndonos que es > 1 y < 2 considerado como movil.
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El comportamiento de lixiviacion del carbofurano libre en los dos tipos de suelos se
muestra en la figura 3.7, se puede observar que la cantidad de soluto recuperado en la
solucidn lixiviada para el suelo ST fue mayor y su comportamiento de distribucién es mas
coherente que el suelo PAL, respecto al total aplicado en la superficie del suelo. Esto se

debe probablemente a la influencia de la textura de los dos tipos de suelos y el pH.
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Figura 3.7. Lixiviacion de Carbofurano libre en los suelos de ST y PAL

De acuerdo a la textura de ambos suelos, los dos son considerados arcillosos; sin
embargo, el de PAL, con un 50,8 % de arcilla favorece los procesos de adsorcién del
carbofurano, mientras que el suelo de ST el contenido de arcilla es mucho mayor dejando
el plaguicida un poco mas libre; adicionalmente, el contenido de arena y de limo del
suelo de PAL lo hacen facilmente apelmazable, dificultando la circulacion de aire y agua a
través de él (Ibafiez, 2006). También se debe considerar que su volumen de poro esta en
un rango menor que el de ST. La otra variable significativa es el pH, puesto que el suelo
de PAL (pH=7.67) facilita el proceso de degradacién del carbofurano, lo cual se podria
evidenciar por la sefial que Salié en los cromatogramas durante la cuantificaciéon por
HPLC, asumiendo que se trata de fenolcarbofurano ((2,3-dihidro-2,2-dimetii-7-
beozofuranoil) (Mora, A., 1992). En condiciones de ensayo similares, cuando el plaguicida
presenta un menor porcentaje de recuperacidon, priman los procesos de sorcion y

degradacion (INTA, 2015). El carbofurano es considerado como una molécula de
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movilidad tipo V, es decir movil, con un factor de movilidad relativa en el rango de 2.5 a
5.0, segun la OECD, (OECD/OCDE 312, 2004).

Al comparar el comportamiento de lixiviacion de la FLC y el CAB-L en el suelo de ST
(figura 3.8), la liberacién del plaguicida es lenta en la FLC, tal como se esperaba, con una
buena distribucion en el tiempo de lixiviacién y cantidades lixiviadas menores a las
mostradas por el CAB-L. En este caso no se considera que esté en degradacién pues esta
ocurriria en ambas moléculas liberadas. Asi que se determina que este comportamiento

es a la liberacién controlada y la sorcién que pueda estar ocurriendo
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Figura 3.8. Lixiviacion de Carbofurano libre y encapsulado en los suelos de ST

El comportamiento del carbofurano encapsulado en los dos suelos (figura 3.9) reconfirma
lo expuesto anteriormente; es decir, que el compuesto encapsulado tiene mayor
estabilidad y que, aunque seguramente una vez liberada la molécula del encapsulado en

el suelo PAL sufre degradacion, el tiempo de accion se prolonga aunque su concentracion
baje.
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Figura 3.9. Lixiviacion de carbofurano encapsulado en los suelos de ST y PAL

La figura 3.9 ilustra con mayor claridad el efecto del suelo PAL en el proceso y la
estabilidad del compuesto encapsulado. Podemos ver como el producto que proviene del

encapsulado tiene mayor tiempo de vida y su concentracion aunque baja, se mantiene
durante mas tiempo (figura 3.10).
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Figura 3.10. Lixiviacion de carbofurano libre y encapsulado en los suelos de PAL

70



3.3 CONCLUSIONES

El encapsulamiento de la molécula de carbofurano produjo una menor velocidad de
liberacion desde las microparticulas de quitosano en agua a pHs 4 y 7, mientras que a
pH 8 mostré un perfil de degradacion.

Los resultados encontrados de la liberacién en el suelo de ST (pH 4) mostraron
concordancia con los de agua al mismo pH. En el suelo de PAL se evidencié la
degradacion de carbofurano mostrada en agua a pH 8.

El perfil de liberacion del carbofurano encapsulado mostré una liberacién lenta
disminuyendo el proceso de lixiviado y su posibilidad de contaminar mas facilmente
las aguas subterraneas.

Los perfiles de lixiviacion del carbofurano encapsulado mostré una mayor lixiviacion en
el suelo de ST con pH 4 (7,2), mientras que la lixiviacién en el suelo de PAL con pH 8
fue menor (2,2)

Se observa que al aplicar el plaguicida en suelos con pH por encima de 7 y cercanos a
8 (muy comunes en algunas zonas del Valle del Cauca, Llanos Orientales y zonas del
bajo Cauca), generan procesos de degradacion, los cuales se verian disminuidos al
usar el compuesto encapsulado, dando mayor tiempo de accién al ingrediente activo,
disminuyendo el niumero de aplicaciones pues se mantendria mas tiempo en el suelo y

reduciendo el riesgo de contaminacion por lixiviacion.
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CAPITULO IV Evaluacién del efecto nematicida de
carbofurano encapsulado en microparticulas
de quitosano
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4.1 METODOLOGIA
4.1.1 Fuente de inoculo de Meloidogyne spp.

Los nematodos del género Meloidogyne spp fueron adquiridos de un suelo (tipo aluvial)
infestado por Meloidogyne spp., donado por el Laboratorio de Investigacion en
Ingenieria Agricola de la Universidad Nacional sede Palmira. Para su extraccion se
utilizé el método de las bandejas de Whitehead (Bybd et al. 1983), el cual consiste en
el paso por difusion de los nematodos a través de una membrana porosa depositada
entre el suelo y un depdsito de agua, (Figura 4.1), concentrandose la cantidad de
nematodos a 45 mL.

Figura 4.1. Bandejas de Whitehead utilizadas para la extraccién de nematodos.

Como fuente de indéculo de masas de huevos se utilizaron raices de tomate
recolectadas de un suelo infestado. La extracciéon de las masas de huevos se realizd
utilizando el método de lavado con hipoclorito de sodio al 1% y tamizaje en malla de
400 mesh (38 ym) de la solucién resultante como se observa en la Figura 4.2 (Coyne
et al. 2007).

Figura 4.2. Extraccion de huevos de Meloidogyne spp., lavando con NaClO al 1 %.
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4.1.2 Determinacion de la toxicidad o concentracién efectiva de carbofurano
para Meloidogyne spp (CEsg)

Para la determinacion de la toxicidad del carbofurano utilizado, se prepararon
soluciones de 0, 56, 84, 168, 204 y 240 ppm de carbofurano, de las cuales se tomaron
25 mL de cada una y se mezclaron con 2 mL de la solucién de nematodos preparados
segun el numeral 4.2.1, cuya concentracidon promedio fue de 10 individuos por mL, por
triplicado. Cada recipiente (tubos falcon) se incubd a 27 °C, aproximadamente. La
evaluacion de la movilidad de los nematodos se realizé a las 24 horas de exposicion.
Para ello, antes de cada evaluacion, los tubos falcon fueron agitados de manera
manual para dispersar los nematodos. Posteriormente, se hicieron observaciones en un
microscopio 6ptico con aumento entre 4x y 10x, colocando 3 mL de la solucién sobre
un segmento rectangular acrilico con divisiones en sectores cuadrados de 2 x 2 mm.
En cada sector se observd el nimero de nematodos que exhibian movimiento propio;
los movimientos no activos se tocan suavemente con un filamento y, si reaccionaban,
se contaban como nematodos activos; aquellos que no mostraban movilidad se
reportaron como nematodos muertos. Para precisar la toxicidad del carbofurano, se
calculd la CEsy, o concentracion efectiva media que consiste en la concentracion
calculada estadisticamente, de una sustancia en el medio, que se espera que produzca
un determinado efecto en el 50% de los organismos de experimentacién de una
poblacién dada, bajo un conjunto de condiciones definidas, siguiendo el procedimiento
sugerido por Choudhary et al., (2006), donde se grafica el porcentaje de mortalidad de
los nematodos frente a la concentracion aplicada tanto del carbofurano libre como el

encapsulado.

4.1.3 Recoleccion de las muestras de suelo y caracterizacion.

Las muestras de suelo utilizadas para la siembra de las plantulas de tomate y la
determinacion del efecto del plaguicida encapsulado fueron los mismos que se
describieron en el capitulo III y que fueron usados en la determinaciéon de la liberacién
y movilidad de carbofurano en suelos, denominados Santander de Quilichao (ST) y
Palmira (PAL), y cuya caracterizacion esta descrita en el numeral 3.2.3 del capitulo

anterior.

4.1.4 Preparacion de las plantulas de tomate para la infestacion.

Las plantulas de tomate utilizadas fueron cultivadas en vasos de poliestireno expandido

(icopor) con una altura de 20 cm y 12 cm de didametro, en invernadero, a la
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temperatura promedio de la ciudad de Cali durante los meses de enero-marzo de 2019
19-29 °C. Durante este periodo se mantuvo una humedad constante en el suelo

aplicando 50 mL de agua diariamente, ver Figura 4.3.

Figura 4.3. Cultivo experimental de pléntulas de tomate.

4.1.5 Preparacion y caracterizacion de la FLC.

Se utilizé la FLC, a base de carbofurano encapsulado, preparada y evaluada en el
capitulo II. La preparacion de las microcapsulas se describe en el numeral 2.2.2, la
cual se hizo mediante la técnica de entrecruzamiento idénico del quitosano con sulfato
de sodio, la caracterizacién y la determinacién de la eficiencia de encapsulamiento
(EE), asi como la capacidad de carga (CC) se encuentran descritas en los numerales

2.2.8 y 2.2.3 respectivamente y la preparacion de las pastilla a usar.

4.1.6 Evaluacion del efecto nematicida de la FLC en plantulas de tomate para

el control de Meloidogyne spp.

Las pastillas preparadas para este experimento tuvieron un peso promedio de 64,76
mg + 13,02 mg y contenian de 3,83 a 29,79 mg de carbofurano encapsulado para ser
usadas en el suelo de STy 5,73 mg a 20,55 mg para el suelo de PAL, preparadas de

forma aleatoria.

Para la evaluacién del efecto de los tratamientos, se empled un disefio experimental
completamente aleatorio en arreglo por bloques con cinco tratamientos (utilizando
como concentracion minima encapsulada el dato de CEsg) y tres plantulas de tomate
por tratamiento, como testigo negativo se tuvieron plantulas sin nematodos y sin FLC,

y como testigo positivo una plantula con nematodos y sin carbofurano; ademas, se
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dispuso de dos plantulas infestadas por nematodos con una cantidad de carbofurano

sin encapsular igual al CEsy para cada experimento.

Para la inoculacién de las plantulas se utilizaron 0,6 mL de la solucidon de huevos para
cada tratamiento con una concentracion de 420 huevos por mL. Una vez inoculadas las
plantas se esperd dos dias y se administré la FLC y el CAB-L a cada plantula. A los 30
dias de haber empezado el tratamiento, a una temperatura promedio de 25 °C, se
evalud el efecto mediante el conteo de agallas en las raices de las plantas. El muestreo
permitié determinar el nimero de agallas por plantula y el indice de nudosidad (IN).
Este muestreo fue destructivo, es decir, se eliminaron las plantulas al final de cada
observaciéon. Para el IN, se utilizd la escala de evaluacion de infeccion de raices con
nudosidad causadas por Meloidogyne spp propuesta por (Taylor y Sasser, 1978)
(Figura 4.4), atribuyendo el rango de porcentaje de dafo a cada planta tomando como
base los nddulos contados y la cantidad de raices afectadas. Las medias de los
tratamientos fueron comparadas mediante una prueba de rangos multiples (prueba de
Fisher a<0.05), posterior al analisis de varianzas (ANOVA), con un nivel de confianza
del 5%.

i 7
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% = 26-50 % =51-75 % =76-100

Figura 4.4. Ilustracion de la clasificacion del indice de nudosidad en raices por dafio de
Meloidogyne spp. Las partes de color negro se representan como agallas en la raiz.
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4.1.7 Carbofurano residual en el suelo.

Para la extraccién del carbofurano del suelo se utilizé la extraccion asistida por
ultrasonido, agregando 5 g de suelo en 5 mL de metanol, posteriormente, 1 minuto de
agitacion en vortéx, 10 minutos en bafo ultrasonido y 10 minutos de centrifugacién a
3500 rpm. El sobrenadante se filtré a través de membrana de nylon de 0,45 ym. Las
muestras de suelos se analizaron a los 10 y 30 dias posteriores a la adicion de las FLC.
La cuantificacién se realizé por HPLC siguiendo el método descrito en el numeral 3.2.6

del capitulo anterior.

4.2 RESULTADOS
4.2.1 Conteo de nematodos en el inéculo de Meloidogyne spp.

El recuento de nematodos vivos del género Meloidogyne spp en estado juvenil (J2) en
el inéculo fue, en promedio, 10 nematodos por mL de solucion, después de llevar la
solucién a aproximadamente 45 mL. Por otra parte, el conteo de huevos a partir de
raices de tomate infestadas (claros sintomas de afectaciones por el género

Meloidogyne spp.) fue de 420 huevos por mL de solucién, ver figura 4.5.

Figura 4.5. Conteo al microscopio de nematodos (a) y huevos de nematodos (b).

4.2.2 Determinacion del CEs, del carbofurano

Fue importante establecer el CEsy ya que permite encontrar un rango de efectividad del
ingrediente activo para controlar el nematodo y asi saber que concentraciones se
deberia aplicar. En la figura 4.6, la grafica muestra la relacion entre la concentracién
del carbofurano libre evaluado y los nematodos muertos a estas concentraciones con
el fin de determinar el ECso. Como se puede observar existe una correlacion lineal

entre las dos variables.
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Figura 4.6 Grafica de toxicidad del carbofurano.

Mediante la regresion de la CEsq se determind que la CEsq fue de 229 ppm, que
teniendo la alicuota tomada (25 mL), corresponde a una masa 5,74 mg de carbofurano
en los 25 mL o0 0,229 por mL. La concentracidon de la CEsg encontrada se encuentra en
el mismo orden de magnitud que la encontrada por Gonzales, en el que en su estudio
hall6 711 ppm en 10 mL (7,11 mg del plaguicida por 10 mL o 0,711 mg por mL)
(Gonzales et al., 2014). A pesar que los resultados son comparables, se debe resaltar
que formulaciones con menores cantidades de plaguicidas son preferibles dado el alto

dafio que hacen estos compuestos a concentraciones tan bajas.

4.2.3 Evaluacion del efecto nematicida del carbofuran encapsulado sobre
Meloidogyne spp.

En la figura 4.7 se puede observar un caso tipico de las raices infestadas, en las tablas
4.1 y 4.2 se encuentran los resultados del indice de agallamiento y el nimero de
agallas observadas para los diferentes tratamientos en los suelos de ST y PAL,
respectivamente. En estas tablas se puede verificar que el niumero de agallas formadas
en el suelo de ST fueron ligeramente mayores que en el suelo de PAL, posiblemente
porque el suelo de ST es un suelo ligeramente mas aireado por tener un porcentaje de
arena mavyor, lo cual permite que las raices puedan extenderse con mas facilidad y los
nutrientes y el agua puedan llegar a ellas facilmente, siendo favorables para el

desarrollo de la plaga.
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Figura 4.7 Raices infestadas (a) y raices no infestadas (b)

Tabla 4.1. Resultados del dafo a la raiz causado por Meloidogyne spp. en el suelo de ST

Promedio del
Carbofurano en la FLC (%) |numero de agallas Indice de agallamiento (%)
10,3 32 26-50
11,1 34 26-50
16,6 42 26-50
34,7 37 26-50
36,2 30 26-50
Control negativo 85 76-100
Control positivo 19 11-25

Tabla 4.2. Resultados del dafio a la raiz causado por Meloidogyne spp. en el suelo de PAL.

Carbofurano en la FLC (%) nu;rgrng chc;g:;,as Indice de agallamiento (%)
4,6 23 11-25
6,7 21 11-25
9,4 21 11-25
16,9 23 11-25
19,5 30 11-25
Control negativo 44 26-50
Control positivo 8 1-10
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Se evalla el dano a la raiz y se realizan comparaciones entre los diferentes
tratamientos usando el nimero de agallas como variable de respuesta, con lo cual se
busca que exista diferencia, pero con valores menores a los controles. Los resultados
para el suelo de PAL y de ST se encuentran consignados en las tablas 4.3 y 4.4,

respectivamente.

Tabla 4.3. Resultados del analisis de varianza utilizando el control positivo.

Suelo ST Suelo PAL
Factor GL Valor p GL Valor p
Concentraciones de CAB encapsulado 5 0,012 5 0,381

Tabla 4.4. Resultados del analisis de varianza utilizando como control el CAB libre.

Suelo ST Suelo PAL
Factor GL Valor p GL Valor p
Concentraciones de CAB encapsulado 5 0,482 5 0,640

En los resultados se observa que el suelo de ST presenta diferencia significativa de las
concentraciones de los diferentes tratamientos y el control positivo debido a que el p
valor es menor de 0,05. La prueba postanova (aplicada cuando existe diferencia
estadistica entre los tratamientos), utilizada fue la prueba de rangos mdltiples de
Fisher (Tabla 4.5), muestran que en el suelo de ST las formulaciones de carbofuran
tuvieron una media de numero de agallas menor que la del control, mientras en el
suelo de PAL sucedid lo contrario; se determin6é que las medias halladas no difieren
significativamente del control. De esta forma se comprueba el supuesto de que las
formulaciones de estudio disminuyen significativamente el dafio a las raices producido
por Meloidogyne spp en cultivos piloto de tomate, teniendo en cuenta que el tipo de

suelo afecta los resultados.
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Tabla 4.5. Prueba de rangos multiples de Fisher de los tratamientos respecto al control para
suelo de ST y PAL

Suelo ST Suelo PAL
CONCENTRACIONES n Media Agrupacion Media Agrupacion
6 (Control) 1 88,2667 A 44,8333 A
3 3 42,3333 30,0000 A
4 3 36,6667 23,3333 A
2 3 34,0000 22,6667 A
1 3 32,0000 21,3333 A
5 3 30,3333 21,3333 A

Las medias no etiquetadas con la letra A son significativamente diferentes de la media del nivel de control.

En cuanto a la comparacion con el uso del CAB-L se comprobd que no habia diferencia
significativa en las medias del indice de agallamiento de las formulaciones y el control
para ambos tipos de suelos (Tabla 4.6). Esto demuestra que el uso de las
formulaciones propuestas puede usarse para reemplazar formulaciones comerciales
que utilicen el ingrediente activo de forma libre con el fin de disminuir el dafio a las

raices de plantas piloto causado por Meloigodyne spp.

Tabla 4.6. Prueba de rangos multiples de Fisher de los tratamientos respecto al
control para suelo de Santander y Palmira.

Suelo ST Suelo PAL
CONCENTRACIONES N Media Agrupacion Media Agrupacion
6 (Control) 2 22,2667 A 8,8333 A
3 3 42,3333 A 30,0000 A
4 3 36,6667 A 23,3333 A
2 3 34,0000 A 22,6667 A
1 3 32,0000 A 21,3333 A
5 3 30,3333 A 21,3333 A

Las medias no etiquetadas con la letra A son significativamente diferentes de la media del nivel de control.

Se calculé la diferencia (en porcentaje) de la disminucién del agallamiento de los
controles y los controles negativos (sin plaguicida). Como las lineas de tendencia
sugieren en la Figura 4.8, no hubo una mejora frente al blanco en el suelo de ST
conforme se aumentaban la concentracion de carbofurano encapsulado, de igual
forma, el suelo de PAL tuvo un aumento en el indice de agallamiento conforme se

aumentaban la concentracion de carbofurano encapsulado.
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Figura 4.8. Mejor control nematicida de la FLC en el suelo de ST con menor desviacién

Este fendmeno pudo ocurrir por varios factores, tanto de cinética de liberacion como
de movilidad. Sin embargo, esta tendencia se entiende como constante debido a que el
rango en que oscila es muy estrecho. Por otra parte, se observa que en promedio para
el suelo de ST la mejoria fue cercana al 60% y para Palmira al 50%, esto indica que,
pese a los resultados del ANOVA, existe una mejora representativa de las

formulaciones al ser comparadas con el control negativo.

Como se puede ver se encontrd que las formulaciones de liberacién controlada basadas
en carbofurano quitosano son eficaces contra esta variedad de nematodo que infecta
los cultivos de tomate, pues se alcanza un control de un 50% en el indice de
agallamiento, porcentaje considerado valido en el uso de formulaciones (Pankaj et al.,
2012), aun con el uso de las concentraciones mas bajas usadas. Todas las plantas
tratadas mostraron un mejor crecimiento que las plantas de control. Este nivel de
crecimiento vegetativo implicaba que la tasa de fotosintesis y la acumulacién de

materia seca eran mas altas para las plantas tratadas que para las plantas de control.

4.2.4 Carbofurano residual en suelo.

Se realizé la cuantificacién de carbofurano presente en los suelos a los 10 y 30 dias del
experimento con la finalidad de comprobar el supuesto de liberacidon. En las graficas

4.9a y 4.9b se observa que las tendencias son crecientes en ambos tiempos, es decir,
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que a mayor cantidad de carbofurano encapsulado se libera mayor cantidad de esta

sustancia al medio
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Figura 4.9. Concentracion de carbofurano liberado respecto a la cantidad de carbofuran
encapsulado en las diferentes formulaciones a los 30 dias 10 dias para el suelo de ST (a) y PAL (b).

Este hecho indica que se debe optar por trabajar con menores cantidades del
ingrediente activo encapsulado para disminuir los dafios en el medio ambiente con
iguales resultados. Para el caso de ST se puede destacar que la concentracién de
carbofurano se queda en la parte superior del suelo, ya que a los 30 dias se observd
un aumento significativo en la pendiente, esto puede garantizarse debido a que las
muestras fueron tomadas a la misma altura de las medidas de los 10 dias. Esta
observacién podria suponer que existe una menor movilidad del carbofuran para este

suelo en comparacién con el suelo de PAL, vemos que sin embargo esto no ocurre y

83



que la pérdida se da por la degradacion generada por el pH del suelo, pues se observa
un fendmeno completamente inverso, en donde las concentraciones de carbofurano

disminuyeron en el tiempo para las diferentes formulaciones evaluadas.

Los suelos de Santander y Palmira poseen un pH de 4.11 y 7.78, respectivamente, por
esta razoén lo que sugieren los resultados encontrados de tendencia creciente en el
suelo de ST son congruentes con lo que se esperaba, ya que la liberacion del
carbofuran se da mas efectivamente, es decir, se comprueba la hipotesis que plantea
las capsulas preparadas entregan el ingrediente activo sin la consecuente degradacion
por efecto de pH como si ocurre con el suelo de PAL. Ademas, entre mas cantidad de
carbofurano se encuentra encapsulado, mayor sera la cantidad liberada al medio para

Su uso.

4.3 CONCLUSIONES

La toxicidad encontrada para los nematodos en forma de ECs, se halla dentro del rango
de las concentraciones utilizadas y este valor sirve como un indicativo de no utilizar
concentraciones indiscriminadas de carbofurano en el momento de preparar las

capsulas para ser usadas en la nueva formulacion.

El efecto nematicida encontrado en ambos tipos de suelos tratados (PAL y ST) con el
carbofuran encapsulado se considera que fue efectivo pues se pudo comprobar su
eficiencia al controlar el 50% de las afecciones causadas por la plaga en el

tratamiento aplicado en plantulas piloto de tomate.

Los resultados encontrados sugieren que se descarte el uso de altas concentraciones
de carbofurano encapsulado para el tratamiento de plantulas de tomate contra los
nematodos de estudio, debido a que el efecto nematicida no mejora al aumentarla, y si

se aumentaria el remanente del ingrediente activo en el suelo.
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