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Presentacion

Los contenidos del Master “Residuos de Plaguicidas y Contaminantes. Control

Alimentario y Ambiental”, se dividen en cuatro médulos:
Modulo I: Plaguicidas

Este mddulo se centra en el estudio de los plaguicidas desde distintos puntos

de vista, para ello se imparten las siguientes asignaturas:

. Plaguicidas. Aplicaciones y tendencias ; en la cual se conocen los
distintos tipos de plaguicidas en funcién de los grupos funcionales presentes en su

estructura y se relaciona la estructura de un plaguicida con su actividad biolégica.

También se adquiere la capacidad para decidir los aspectos funcionales y
operacionales que permiten realizar un tratamiento fitosanitario éptimo desde un punto
de vista técnico y la influencia que tiene su regulacibn sobre aspectos

medioambientales y sobre la salud de las personas.

. Politicas de seguridad alimentaria: en la que se da a conocer el
marco normativo regulador para el control de residuos de plaguicidas y contaminantes
en el &mbito internacional, nacional y autonémico, como para conocer las medidas

reguladoras de control de residuos de plaguicidas y contaminantes en alimentos.

. Registro de plaguicidas: se da a conocer el marco normativo y
administrativo europeo, asi como las herramientas necesarias para buscar e

interpretar dicha normativa.

. Formulaciones de plaguicidas. Liberacion controlada , en la que se
adquieren conocimientos para el disefio, preparacion, caracterizacion y evaluacién de
las formulaciones de liberacion controlada de plaguicidas asi como para el
conocimiento de las aplicaciones agrondmicas de las formulaciones de liberacion

controlada y su utilidad en la prevencion de la contaminacién por plaguicidas
Modulo 1l : Contaminantes

Las asignaturas comprendidas en éste mddulo, tienen por objeto el estudio de
los contaminantes alimentarios y ambientales, para ello se cursan las siguientes

asignaturas:
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. Calidad y trazabilidad alimentaria ; en la que se desarrollan los
criterios necesarios para establecer las caracteristicas que determinan la calidad de un
producto alimenticio y conocer los diferentes organismos, nacionales o internacionales,

con competencias en la calidad alimentaria.

. Contaminantes: Significacion alimentaria y ambienta I, se basa en
adquirir conocimientos sobre toxicologia bésica, y la evaluacién de la toxicidad,
toxicologia alimentaria, considerando a los alimentos como vehiculo de agentes
potenciales con posibles acciones nocivas al organismo, de origen intrinseco al
alimento o como consecuencia de la produccion, procesado o manipulacion de los
alimentos y finalmente sobre Toxicologia ambiental, considerando el ambiente como

destino, fuente y reservorio de ciertos principios téxicos.

. Contaminacion y remediacién de suelos, en la que se conocen los
procesos relacionados con la contaminacion y remediacion de suelos, y los factores
gue afectan a la interaccién entre un potencial contaminante y la fraccion sélida del
suelo, asi como la mayor o menor situacion de riesgo en el sistema suelo-agua para la

proteccion de un ecosistema.
Modulo Il : Gestion de laboratorios

Este médulo se centra en el estudio de como se lleva a cabo la gestion de los

laboratorios de ensayo; para ello se imparten las siguientes asignaturas.

. Muestreo. Preparacién de muestras, en esta asighatura se conocen
tanto los procedimientos de toma de muestra, su problematica y su importancia dentro
del problema analitico como un paso fundamental, asi como las principales técnicas
para la separacién y/o preconcentracion de trazas, destacando distintos aspectos

relacionados con la reduccién de tiempo y coste.

. Tratamiento de datos analiticos. Control de calidad , en este caso la
asignatura se centra en la importancia del tratamiento de datos en la calidad de los
resultados; asi como la trazabilidad y los materiales de referencia en la medida

guimica para proceder a validar un método analitico.

. Gestion de la calidad en laboratorios de ensayo, agui se conocen
las normas y documentos que establecen los requisitos para implementar sistemas de

gestién de la calidad en los laboratorios de ensayo y la diferencia entre las entidades
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de certificacion y acreditacion de laboratorios, sus é&mbitos de aplicacion y

caracteristicas.
Modulo 1V : Experimentacién en técnicas cromatografias

Este modulo tiene por objeto el estudio de las distintas técnicas

cromatografias, para ello comprende las siguientes asignaturas:

. Espectrometria de masas, en la que se estudian las distintas técnicas
de ionizacién y tipos de analizadores de masas aplicables para el desarrollo de

métodos de analisis de contaminantes

. Exposicion a plaguicidas , en esta asignatura se conocen las distintas
estrategias para la evaluacién riesgos derivados del uso de los plaguicidas, tanto

desde el punto de vista laboral como no-ocupacional.

. Experimentacion en técnicas cromatograficas, en la que se aprende
a optimizar, mantener y utilizar distintos equipos, como el cromatégrafo de gases,
liquidos con diferentes configuraciones instrumentales, en el campo del control de

residuos de plaguicidas.
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1.- Introduccién

1.-INTRODUCCION

1.1.- SISTEMATICA DE LA APLICACION DE PLAGUICIDAS

El uso excesivo de los plaguicidas para el control de plagas en los cultivos
ocasiona problemas de contaminacién ambiental. Esto ha motivado la busqueda de
nuevas metodologias y técnicas de aplicacion mas eficientes, con el fin de mejorar la
eficacia en la utilizacion de los plaguicidas y disminuir el impacto sobre los

ecosistemas.

Una de estas técnicas es la aplicacion de formulaciones de liberacion
controlada (FLCs) del plaguicida directamente en las zonas de cultivo. En estos
sistemas, el agente activo se encuentra contenido dentro de una estructura polimérica,
la cual evita la dispersion descontrolada del plaguicida y mantiene la concentracion del
mismo dentro de los niveles de efectividad. Asi mismo, se minimizan las pérdidas del
ingrediente activo durante su aplicacion, se emplean cantidades menores del

plaguicida y se reduce el nimero de aplicaciones.

Los sistemas de liberacion controlada es una tecnologia reciente y ha venido a
revolucionar las aplicaciones en el control de plagas. Algunos polimeros como la
lignina y el alginato, han sido ampliamente utilizados para dosificar de forma

controlada principios activos (Saez, 2004).

Esta tecnologia puede resolver una variedad de problemas relacionados con la
aplicacion de un principio activo de forma convencional, puesto que el tratamiento con
estos agentes causa graves dafos, ya que puede migrar facilmente a través del agua
y el aire. Ademas, cuando un principio activo se aplica como formulacién de liberacién
controlada estos productos son mas seguros para las personas que los manejan
cuando estan en contacto con los cultivos tratados durante la cosecha o postcosecha
(Abd EI-Mohdy, 2010)

Cuando se aplican por métodos convencionales, los plaguicidas estan sujetos
invariablemente a pérdidas tales como lixiviacion, evaporacion, escapes y degradacion
(biologica y quimica). Todas estas pérdidas hacen que el plaguicida tenga més dificil
alcanzar su objetivo y produzca riesgos medioambientales, ademéas de afectar a

organismos que en principio no son su objetivo (Barbash, 2001; Knowles, 2007).



1.- Introduccién

Para compensar estas pérdidas, la cantidad de plaguicida aplicada es superior
a la requerida (Jiménez GOmez, 1992; M. Fernandez Pérez 2007), ya que en la
aplicacion de los plaguicidas por medio de sistemas convencionales, el 60-90% del

ingrediente activo nunca alcanza su objetivo (Mogul, 1996).

Demasiado
ingrediente activo

/\ Concentracion toxica

Concentracion

Concentracion efectiva

Poco ingrediente activo
e

Tiempo ——mM8 ——

FIGURA 1.1.- Variacion de la concentraciéon de plagu icidas cuando se aplican por

métodos convencionales

Tal como se muestra en la figura 1.1, cuando los plaguicidas son aplicados por
métodos convencionales, se alcanzan concentraciones iniciales muy altas, superiores
incluso al nivel de concentracidn toxica, para inmediatamente disminuir su
concentracion por debajo del nivel minimo de efectividad. Estas sobredosis, a menudo,

causan problemas de toxicidad y efectos medioambientales adversos.

Toda la problematica anterior relativa a la eficacia y contaminacién por
plaguicidas cuando se aplican por métodos convencionales, puede ser mitigada, en
gran medida, mediante el uso de sistemas de liberacion controlada (figura 1.2). Estos
sistemas regulan la aportacion del plaguicida, permitiendo una concentracibn mas
baja y continuada de los mismos en el suelo. Por tanto, se consigue reducir las
pérdidas por lixiviacion y evaporacion (Wilkins, 1990), manteniéndose siempre su

concentracion entre los limites correspondientes a la toxicidad y efectividad.
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Concentracioén téxica

Concentracion

Concentracioén efectiva

S~

Tiempo

FIGURA 1.2.- Variacion de la concentracion de plagu icidas cuando se aplican por

medio de sistemas de liberacion controlada

En los sistemas de liberacion controlada, los plaguicidas se encapsulan, es
decir, se integran en una matriz polimérica, natural o sintética, o en sélidos inorganicos
de caracteristicas adecuadas, ya sean disueltos, o bien unidos a ella fisica o
guimicamente. De esta forma, el ingrediente activo es liberado a través de procesos

controlados por difusion, permitiendo que las pérdidas sean minimas.

En agricultura, los objetivos primarios de la tecnologia de liberacién controlada
son la mejora de la actuacion sobre el blanco deseado y la eficacia de los agentes que
protegen al cultivo, permitiendo una reduccion de los problemas ambientales

asociados a su aplicacion.

1.2.- TECNICAS DE PREPARACION DE SISTEMAS DE LIBERA CION
CONTROLADA

Para preparar un sistema de liberacion controlada, se deben tener en cuenta

varios factores entre los que destacan:

 La tecnologia de liberacion controlada que encaja mejor con la

aplicacion, la forma fisica basica del sistema y la matriz polimérica.
» El agente activo que se va a utilizar.

La tabla 1.1 refleja las diferentes tecnologias de liberacion controlada,

incluyendo tanto sistemas fisicos como quimicos.

8
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TABLA 1.1.- Clasificacion de los Sistemas Poliméric os de Liberacion Controlada

1.- SISTEMAS FiSICOS

A.-Sistemas de reserva con membrana controladora
de velocidad

B.-Sistemas de reserva sin membrana controladora
de velocidad

C.- Sistemas monoliticos

D.- Estructuras laminadas

E.- Otros métodos fisicos

2.- SISTEMAS QUIMICOS
A.- Erosion quimica de la matriz polimérica

B.- Adsorcién sobre resinas de intercambio i6nico

1.- Microencapsulacion

2.- Macroencapsulacion

3.- Sistemas membrana

1.- Fibras huecas

2.- Sustratos y espumas poliméricosporosos

1.- Fisicamente disueltos en matriz noporosa, polimérica o
elastéomera.

a.- No erosionables
b.- Erosionables
c.- Degradables

2.-Fisicamente dispersos en matriz no porosa, polimérica o
elastéomera.

a.- No erosionables
b.- Erosionables

c.- Degradables

1.- Bombas osmoéticas
2.- Adsorcién sobre resinas de intercambio iénico

De las diferentes tecnologias enumeradas en la tabla 1.1, la liberacion de todos

los sistemas esté controlada, de una u otra manera, por la difusion del agente activo a

través de la barrera que representa el agente polimérico, por difusién interna de un

fluido medioambiental en el caso de mecanismos de “incorporacién de un agente

medioambiental” o por algin mecanismo homogéneo de “reaccidén quimica reversible”

en los sistemas quimicos.

En la siguiente tabla se muestran los posibles mecanismos de liberacion a

través de membranas y matrices poliméricas (Wilkins, 1990):
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TABLA 1.2.- Mecanismos de liberacién a través de me  mbranas y matrices

poliméricas

Difusién

Hinchamiento y difusion
Degradacion/erosion (hidrdlisis, actividad bioldgica, fotolisis)
Fractura

Disolucion

La mayoria de formulaciones, independientemente del mecanismo de
liberacion de la tabla 1.2, implican liberaciones de primer orden controladas por la
difusién, donde la velocidad de liberacion es proporcional al tiempo, al menos hasta
que sea liberado el 60% de ingrediente activo. Después, la velocidad disminuye
exponencialmente con el tiempo, lo que produce una répida liberacién inicial. En los
casos en los que la membrana o matriz es susceptible de sufrir hinchamiento, erosién
0 degradacion, la velocidad de liberacion puede ser mas constante con el tiempo.
Muchos sistemas erosionables y degradables han mostrado una velocidad de
liberacion proporcional al area superficial de la matriz y relativamente independiente de

la concentracion de ingrediente activo (Wilkins, 1990).

La mayoria de sistemas de liberacion controlada se basan en la difusion del
ingrediente activo a través de la membrana controladora de velocidad o matriz
polimérica. El transporte a través de la membrana polimérica o matriz transcurre por
un proceso de disolucion-difusion, donde el ingrediente activo primero se disuelve vy,
posteriormente, difunde a través del polimero a la superficie externa, donde la

concentracion es mas baja (Scher, 1999).

10
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1.3.- PLAGUICIDA SELECCIONADO: CIROMAZINA

La ciromazina es un insecticida que pertenece al grupo quimico de las

triazinas.Su nombre quimico (IUPAC) es N-ciclopropil-1,3,5-triazina-2,4,6-triamina, su

férmula empirica es CgH1oNgy su férmula estructural puede observarse en la figura 1.3.

N

H,oN

NH,

FIGURA 1.3.- Férmula estructural de la ciromazina

PROPIEDADES FISICO-QUIMICAS

Estado fisico Sélido
Forma Polvo
Color Blanco tostado
pH 6-10 a 1%wlv

Solubilidad en agua

1300mg/L

Inflamabilidad (sélido, gas)

No altamente inflamable

Clase de explosién del polvo

Forma las nubes de polvo inflamable.

Energia minima de ignicion

<0,5kJ

Temperatura de ignicidbn espontanea 250 C
Propiedades comburentes No oxidante
Propiedades explosivas No explosivo
Densidad aparente 0,30 — 0,40 g/cm3
Miscibilidad Miscible

Punto de fusién 224,9°C

(Ficha de datos de seguridad de acuerdo el Reglamento (CE) No. 1907/2006)

La ciromazina es un insecticida sistémico, regulador del crecimiento de los

insectos que interfiere los procesos de muda de las larvas de los insectos e impide la

formacion de pupas y adultos.
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Es eficaz sobre las larvas de dipteros que han adquirido resistencia a los
insecticidas convencionales. Posee accion por contacto e ingestion. Penetra en los
tejidos de las hojas y es absorbido también por las raices, translocdndose por toda la
planta. Sobre las larvas que atacan las hojas, su actividad es inmediata; sus efectos

sobre las minas o galerias se observaran en su totalidad pasados unos dias.
Aplicaciones autorizadas:

+ Hortalizas (alcachofa, acelga, apio, berenjena, calabacin, lechuga, melén,
pepinillo, pepino, sandia y tomate): minadoras de hojas (Liriomyza spp.).

« Champifién: mosquitos del champifion (Sciaridos y Foridos).

- Patata: minadoras de hojas (Liriomyza spp.).

« Ornamentales y florales: minadoras de hojas (Liriomyza spp.)

INFORMACIONES SOBRE ELIMINACION (PERSISTENCIA Y DEG RADABILIDAD)

Estabilidad en el agua Ciromazina es persistente en agua
Estabilidad en el suelo Ciromazina no es persistente en el suelo
. Ciromazina tiene una movilidad que varia
Movilidad ;
entre baja y alta, en suelo
Bioacumulacion Ciromazina no se bioacumula

(Ficha de datos de seguridad de acuerdo el Reglamento (CE) No. 1907/2006)

12
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1.4.- FORMULACIONES ENSAYADAS

Atendiendo a las propiedades fisico-quimicas que presenta el ingrediente
activo seleccionado para nuestro estudio, emplearemos matrices poliméricas como
medios encapsulantes, e investigaremos los agentes coadyuvantes de caracteristicas

mas apropiadas para conseguir la encapsulacion mas efectiva.

Se pretende, por tanto, avanzar en el camino de la prevencion de la
contaminacion agroambiental derivada de la utilizacion de plaguicidas (sin reducir la
productividad agricola). Con tal motivo se llevar4 a cabo el disefio, preparacion y
ensayo del sistema de liberacion controlada del plaguicida ciromazina; lo que supone

una alternativa a las formulaciones convencionales ya existentes.

De este modo se ha utilizado dos técnicas o dos tipos de sistemas de
liberacion controlada basados en polimeros biodegradables, que se describen a

continuacion:
a) Sistemas basados en matriz polimérica de alginato

b) Sistemas basados en matrices monoliticas de lignina

1.4.1.- Sistemas basados en matriz polimérica de al  ginato

El acido alginico es un polisacarido natural que se encuentra en la pared
celular de las algas pardas (Phaeophyceae). Esta formado por residuos de &cido a-L-
gulurénico y acido 3-D-manurénico unidos por enlaces 1,4-glicosidicos y ordenados en
secuencias compuestas de unidades de &cido gulurénico, acido manuronico o aquellas

en las que se alternan el acido guluronico y el &cido manuroénico. (Figura 1.4)

B- (1-4) -D-Mannuronic Acid (- (1-4) -L-Guluronic Acid

Figura 1.4. Estructura de las unidades monomeéricas del alginato

13
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La proporcion de estos bloques varia entre las diferentes especies de algas
(Baird, 1994). La principal fuente comercial de 4cido alginico se basa en su obtencion
desde diferentes especies de algas de los géneros Laminaria, Ascophyllumy
Macrocystis (McHugh, 1991).

Para la obtencion de &cido alginico, se sigue el siguiente procedimiento:

» Se realiza un tratamiento alcalino con el fin de extraer las sales alginicas

(potésicas, sodicas, calcicas y magnésicas) presentes en las algas.

» Estas sales se precipitan como sales calcicas para finalmente obtener el acido

alginico y alginato sodico por tratamiento con un 4cido y carbonato sddico.

» Las sales alginicas formadas con metales alcalinos son solubles en agua a pH
neutro y moderadamente basico, donde el polimero adopta una configuracion
al azar con soOlo débiles interacciones intra e intercatenarias. La forma acida es
insoluble a pH inferior a 3. Los enlaces glicosidicos entre los residuos de acido
gulurénico son di-axiales, resultando segmentos con una conformacion de
doble pliegue con cavidades hidrofilicas formadas entre los residuos del acido

gulurénico, como se muestra en la figura 1.5.

Figura 1.5.- Formacion de los geles de alginato, ho  mopolimeros del acido
guluroénico en disolucion (a), unién de cadenas de h omopolimero mediante

iones Ca** (b) y formacion del gel (c).
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Sin embargo, los enlaces glicosidicos entre los restos manurénicos son di-
ecuatoriales y dan lugar a la aparicion de cadenas de acido poli-manurénico en forma
de cintas planas. En presencia de calcio, las cadenas de alginato se asocian
preferentemente por dimerizaciébn de los segmentos de &cido gulurénico. Dicha
dimerizacion se lleva a cabo a través de la coordinacién del calcio con los grupos
carboxilicos en el interior de la cavidad formada entre los &cidos gulurénicos, aunque
también tiene lugar la agregacion de dimeros y calcio enlazado en secuencias

alternativas (Morris, 1978).

La gelificacion del alginato también tiene lugar con otros cationes di- y
polivalentes, tales como bario, cobre, aluminio y cromo, aunque el mecanismo de
enlace del catién al alginato puede ser diferente con respecto al del calcio (Oracesca,
1992). La implicacion predominante de bloques de poli-gulurénico en el proceso de
gelificacién da lugar a que los alginatos obtenidos de diferentes especies de algas
marinas produzcan geles de caracteristicas variadas dependiendo de la composicion
de los bloques del alginato. Una alta proporcion de residuos de gulurénico, como
ocurre en los alginatos procedentes de la especie Laminaria, produce geles mas
fuertes que aquellos formados con alginatos compuestos preferentemente de
segmentos de &cido manuronico, tales como aquellos procedentes de Macrocystis
(Martinsen, 1987).

Los alginatos han sido usados en la preparacién de sistema de liberacion
controlada de varios plaguicidas, incluyendo insecticidas y herbicidas, dirigidos al
control de plagas tanto a nivel acuético como terrestre (Garrido-Herrera, 2006; Flores-
Céspedes, 2007; Singh, 2010).

Cuando una dispersion de alginato-plaguicida se pone en contacto con una
disolucién conteniendo metales di- o polivalentes, se forman granulos esféricos de gel
alginato que encapsulan al plaguicida. No obstante, estos geles hidratados no
muestran propiedades adecuadas para controlar la emisién del plaguicida y éste se
libera rdpidamente hacia el medio acuoso (Connick, 1982). El gel que se ha formado
tiene una estructura macroporosa, donde las moléculas con una masa molecular
inferior o igual a 2.10* se difunden libremente hacia dentro y hacia fuera del mismo.
Sin embargo, cuando el gel se seca sufre una contraccion formandose enlaces
adicionales entre cadenas poliméricas, dando lugar a la formacion de una densa red

gue no se hincha hasta su tamafio original cuando de nuevo se coloca en agua. La
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liberacion del ingrediente activo desde estas estructuras altamente entrelazadas se
ralentiza (Connick, 1982).

Los granulos secos son sistemas monoliticos en los que el ingrediente activo
esta disperso en una matriz de alginato. En contacto con el medio de liberacion,
normalmente agua, el ingrediente activo se disuelve y sufre una difusion a través de la
matriz hasta la superficie del granulo, desde donde es liberado. Igualmente se ha
comprobado que existe una correlacion entre las velocidades de liberacion y la
solubilidad del ingrediente activo, tanto cuando el estudio se realiza con granulos
hidratados o cuando éste se realiza con granulos secos (Pfister, 1986). En particular,
la liberacién de diferentes herbicidas desde los granulos en los que el alginato es el
anico componente de la matriz es bastante rapida para moléculas tales como
desmetryn (580 mg/L a 20C) y monolinurén (735 mg/L a 25C) (Bahadir, 1987). Es
por ello que se han investigado distintas metodologias para ralentizar la liberacién del
plaguicida desde las matrices, entre los que destacan la incorporacion de rellenos
inertes y adsorbentes. Asi, la incorporacién de kaolinita en sistemas de liberacion
controlada, reduce en éstos el contenido de alginato, mas caro, y retarda la liberacion
de ingrediente activo, llegandose a obtener distintos perfiles de liberacion variando la
cantidad de kaolinita en el granulo. Ademés de la kaolinita se han usado ciertos
agentes modificantes, entre los que se encuentran los solidos adsorbentes clasicos
como: bentonita, montmorillonita, carbon activado, gel de silice o alimina, entre otros
(Garrido-Herrera, 2006; Flores-Céspedes, 2007; Singh, 2010). En los ultimos afios se
han preparado, asimismo, formulados con adsorbentes cuyas propiedades han sido
modificadas. Asi, encontramos formulados de plaguicidas con bentonita sometida a
distintos tratamientos &cidos, consiguiendo menores velocidades de liberacion

conforme mas intenso es el tratamiento (Ferndndez-Pérez, 2004).

La incorporacién de estos agentes maodificantes confiere una gran versatilidad a
estos sistemas, adaptando la velocidad de liberacion del ingrediente activo a las
necesidades de prevencion de la plaga, en unas condiciones climatolégicas y de

cultivo determinadas.

Junto a los beneficios de ralentizar la liberacion de plaguicida, los sistemas de
liberacion controlada basados en alginato no se desintegran como les ocurre a otros
sistemas utilizados en otros trabajos experimentales, tales como los de

carboximetilcelulosa (Connick, 1984) y almidén entrelazado (Wienhold, 1992). Esto
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significa que no tienen lugar liberaciones inesperadas por rotura de granulos y asi se

pueden hacer predicciones mas fiables sobre la liberacion del ingrediente activo.
1.4.2.- Sistemas basados en matrices monoliticas de  lignina

El término general de lignina se refiere a un material polifendlico formado en la
pared celular de la mayoria de las plantas, donde estd fuertemente asociada a los
carbohidratos. Durante el crecimiento y diferenciacion de las células de las plantas, la
lignina se sitda entre las capas de celulosa y se enlaza covalentemente en el interior
de la estructura de la pared celular. Este proceso ocurre una vez que ha finalizado la
expansion y la diferenciacion es completa. Por lo tanto, la lignina es, después de la

celulosa, el segundo polimero natural mas abundante (Glasser, 1990).

Como ya se ha comentado, se encuentra en todas las plantas y ademas
constituye, aproximadamente, una cuarta parte del peso de la madera seca. Las
ligninas son desechos o subproductos de la mayoria de las industrias forestales y
agricolas de todo el mundo. Se obtienen como un subproducto del proceso de
extraccién de la celulosa o produccién de papel. Tiene fécil disponibilidad, es
econdmica, versatil y no presenta toxicidad, por lo que es ideal como agente
formulador de sistemas de liberacion controlada de plaguicidas, teniendo ademas la

ventaja de ser biodegradable y protectora de la radiacion UV (Dellicolli, 1977).

La lignina es un biopolimero formado por unidades de fenilpropano (Cs) unidas
al azar mediante enlaces éter 0 enlaces carbono-carbono. Es un polimero altamente
aromatico y rico en contenido de oxigeno debido al elevado numero de grupos

funcionales hidroxilos, metoxilos y grupos carbonilos (Davin, 2005).

La estructura de la lignina aislada por algunos métodos no suele presentar una
repeticion regular del monémero, por lo que es un material amorfo. Por lo tanto, no
puede representarse una estructura exacta, pero si una estructura representativa
basada en la frecuencia de las distintas partes. En la figura 1.10 se muestra una
pequerfia seccidn del polimero en la que se observan los tipicos enlaces quimicos de la

lignina.
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FIGURA 1.10.- Estructura representativa de una secc  i6n de la lignina

Usualmente la lignina se divide en dos clases: ligninas guaiacyl y ligninas
guaiacyl-syringyl, de acuerdo con la proporcion de unidades Cq guaiacyl (G), syringyl
(S) y p-hidroxilfenilpropano que forman el polimero (Glasser, 1990). La estructura de
las unidades Cq se muestran en la figura 1.11. Las diferencias en la relacion (unidades
syringyl/unidades guaiacyl) entre ligninas de variadas fuentes han sido atribuidas a
diferencias en la genética y en las condiciones del estrés del crecimiento de la planta
(Karkonen, 2010). Las ligninas de madera blanda, por ejemplo la lignina kraft, son del

tipo guaiacyl, mientras que las ligninas de madera dura son del tipo guaiacyl-syringyl.

c—C—C— \ C/L \—c/—L
RN N Y2 NN

OCHj CH,0 OCH;
OH OH OH

Guaiacyl Syringyl p-OH fenilpropano
FIGURA 1.11.- Estructura de las unidades guaiacyl,  syringyl y p-hidroxilfenilpropano

En lo que respecta a la extracciéon de la lignina de la madera, se pueden
distinguir tanto procesos fisicos como quimicos. La estructura quimica de la lignina en

el interior de las plantas (lignina nativa) no es conocida debido a los cambios que sufre
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durante la separacién de los tejidos de las plantas en los procesos de obtencion. Entre
los diversos métodos quimicos de extraccion de la lignina que existen, el proceso
original usa &lcalis acuosos (soda) y se ha desarrollado en los métodos comerciales
kraft y sulfito. Las propiedades fisicas y quimicas de las ligninas dependen de la fuente
genética y del método de extraccion (Glasser, 1983). Particularmente, con el método
sulfito, se obtiene como producto la lignina sulfonada, y en el proceso kraft se obtiene
la lignina kraft. Cada tipo de lignina ha sufrido un proceso de extraccion distinto,
originando distintas propiedades en las mismas; mientras el método sulfito origina
lignina hidrofilica, que se disuelve en agua, la lignina resultante del método kraft es

hidrofébica.

La lignina estudiada en el presente trabajo es una lignina kraft denominada
Indulin AT y es el subproducto del proceso kraft, el cual es el mas importante de entre
todos los métodos de obtencion de celulosa en el mundo. En este proceso kraft la
lignina es separada de los carbohidratos en un medio basico conteniendo iones sulfito

en la relacién 3:1 (hidroxido sédico/sulfuro de sodio) (Minor, 1982).

Las ligninas kraft son aisladas como un polvo marron, con densidades
comprendidas entre 1,3 y 1,4 g cm™®, son insolubles en agua y medios &cidos, pero
solubles en disoluciones alcalinas, en algunos disolventes organicos oxigenados y en
aminas. Las ligninas no funden, pero si se ablandan o se suavizan con calentamiento
(Goheen, 1982). Del estudio comparativo de varias ligninas con la lignina kraft se
concluye que esta ultima es de las més reactivas debido a su mayor contenido en OH

fendlicos y mas bajo contenido en OCH; (Nada, 1998).

La primera formulacién de liberacién controlada de plaguicidas basada en
matriz de lignina fue desarrollada en la Universidad de Washington, Seattle, USA. La
matriz fue formada disolviendo la lignina kraft y el plaguicida en dioxano, seguido de la
evaporacion del disolvente. El proceso fue patentado por Allan (1971). Un método
alternativo de formacién de matrices ligninicas es simplemente por calentamiento del
plaguicida y la lignina bajo condiciones de fusién. Cuando se calienta con ciertos
plaguicidas a temperaturas por encima de sus puntos de fusion, la lignina es solvatada
o plastificada por el plaguicida, y al enfriarse dicha mezcla fundida, ésta se transforma
en un matriz sélida que posteriormente puede granularse en un molino (Wilkins, 1990).
Este método de fusion para la formacion de matrices de lignina es muy simple y tiene

la ventaja de no requerir disolventes en su formacion.
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Usando el método de fusién para formar la matriz de lignina se han formulado
un gran numero de pesticidas. Entre ellos se encuentran el insecticidas imidacloprid y
ciromazina, los herbicidas cloridazona y metribuzina (Garrido-Herrera, 2009;
Fernandez-Pérez, 2010). El proceso es posible para plaguicidas sélidos que sean
compatibles con la lignina (Dellicolli, 1977). En cuanto a la compatibilidad de lignina y
plaguicida, ésta sera alta, en principio, si los parametros de solubilidad de ambos

componentes son similares (Dellicolli, 1980).

Se han estudiado formulaciones de liberacion controlada en las que los
plaguicidas implicados se enlazan covalentemente a la lignina o materiales
lignocelulésicos (Jagtap, 1983). Asi, herbicidas de &cidos carboxilicos, tales como el
2,4-D, forman un enlace covalente entre los grupos hidroxilo de la lignina y los grupos
acidos de este tipo de plaguicidas. El ingrediente activo se libera por la hidrélisis de

dicho enlace controlando, de esta forma, la liberacién (Allan, 1980).

La capacidad de las ligninas kraft para interaccionar con los plaguicidas
conduce al desarrollo de composiciones de formulados que reducen el lixiviado de
cloridazona y metribuzina (Fernandez-Pérez, 2010). La lignina kraft contiene grupos
hidroxilo, carboxilo, metoxilo y carbonilo, pudiendo adsorber potencialmente a los
plaguicidas por enlaces de hidrégeno, enlace ionico o fuerzas de Van der Waals
(Riggle, 1992).
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1.5.- OBJETO Y ALCANCE

El objetivo fundamental del trabajo que se da cuenta en la presente memoria es
investigar la potencial aplicabilidad de materiales carbonosos tales como carbon
activado, &cido humico y carbon antracita, asi como materiales poliméricos
biodegradables tales como lignina, polietilenglicol y el alginato sodico para ser
utilizados en la preparacion de nuevas formulaciones de liberacion controlada de
plaguicidas con una elevada solubilidad en agua tal y como sucede con el insecticida

ciromazina.

Para llegar a conseguir el objetivo planteado, el trabajo se ha dividido en tres fases

bien diferenciadas:

En la primera de ellas se da cuenta de la preparacion de sistemas de liberacion
controlada de ciromazina, utilizando como agentes encapsulantes materiales
biodegradables, tales como el alginato sédico, la lignina, y el polietilenglicol a los
cuales se les han afiadido diferentes modificantes tales como carbon activado,
antracita y acido humico mediante técnicas tales como la encapsulacién en hidrogeles

y la fusion con lignina.

En la segunda fase se procedié a la caracterizacion de las formulaciones de
liberacion controlada preparadas, a través de estudios de espectroscopia de absorcion
infrarroja, analisis termogravimétrico, calorimetria diferencial de barrido y microscopia
Optica de las formulaciones preparadas. Esto ha permitido la familiarizaciéon con

diferentes técnicas de caracterizacién de materiales.

Por ultimo, en la tercera fase se lleva a cabo la evaluacion de la eficacia de las
formulaciones, en medio acuoso, a través del estudio de los procesos cinéticos de
liberacion del ingrediente activo y la aplicacion de modelos que permitan establecer el

mecanismo de liberacion.

En cuanto a los objetivos formativos perseguidos, se encaminan a la realizacion

del trabajo proyectado en cada una de las fases anteriormente comentadas.

Finalmente, la busqueda de informacion bibliografica para cubrir los aspectos
relativos a los estudios llevados a cabo en cada fase, ha permitido el acceso y
conocimiento de las fuentes bibliogréaficas, tanto de publicaciones periédicas como de

monografias especializadas.
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2.- MATERIALES Y METODOS

2.1.- DESCRIPCION DE LOS MATERIALES
2.1.1.- Plaguicida

Para la realizacion del trabajo presentado en esta memoria, se han utilizado las

muestras de plaguicida, que se detallan:

Plaguicida de grado analitico:

- Ciromazina, patrén analitico de pureza minima igual al 99,9% y masa molecular
166,18 g mol™, suministrado por la casa Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim,

Germany).
Dicho patron se considera de pureza adecuada para este estudio.
« Plaguicida de grado técnico:

- Ciromazina, de grado técnico de pureza minima igual a 99%, suministrado por

Industrias Afrasa S.A. (Valencia, Espafia).

2.1.2.- Materiales usados en la preparaciéon de form ulaciones de liberacién

controlada
2.1.2.1.- Acido alginico

Como matriz polimérica para la preparacion de sistemas de liberacion
controlada se ha utilizado el acido alginico, como sal sdodica, obtenido a partir de
Macrocystis Pyrifera, que nos fue suministrado por Sigma-Aldrich Chemie GmbH

(Steinheim, Germany).
2.1.2.2.- Antracita

Se ha utilizado como modificador un carbon mineral tipo antracita en polvo,
100% puro, procedente de Pefarroya-Puebloblanco (Cdérdoba), que nos ha sido
suministrado por la Central Térmica de Puente Nuevo. En lo sucesivo la

denominaremos como An.

Dicha antracita en polvo fue sometida a un proceso de calentamiento a 110 °C,

hasta pesada constante, sin necesidad de molturacién. Se continué con un tamizado
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de la misma, recogiendo la fraccibn de tamafo de particula menor a 100 um v,

posteriormente, se volvié a secar a 110 °C.
2.1.2.3.- Carbon activado

El carbon activado en polvo, quimicamente puro, nos fue suministrado por la

casa Panreac. En lo sucesivo lo denominaremos como C.

Dicho carbon activado en polvo tan sélo fue sometido a un proceso de
calentamiento a 110 °C, hasta pesada constante, sin necesidad de molturacién ni

tamizado.
2.1.2.4- Acido himico

El acido humico utilizado nos ha sido suministrado por la casa Fluka. Su
contenido en cenizas es del 20 % y posee una masa molecular relativa (Mr)

comprendida entre 600-1000. En lo sucesivo lo denominaremos como AH.

Dicho acido humico fue sometido a un proceso de molturacion y tamizacion

hasta un tamafio de particula de diametro menor o igual a 150 pm.
2.1.2.5.- Lignina

Para la preparacion de los sistemas de liberacion controlada se ha utilizado
lignina kraft (Indulin AT) (L), que nos fue suministrada por Westvaco Corporation
(Charleston, SC, USA).

2.1.2.6.- Polietilenglicol

Se utilizé polietilenglicol (PE), de peso molecular 1000 g mol™* suministrado por

la casa Fluka Chemie AG (Buchs, Switzerland).
2.2.- CARACTERIZACION DE LOS MATERIALES
2.2.1.- Espectroscopia de absorcién FT-IR

Los espectros de absorcion FT-IR de los materiales utilizados en la preparacion
de las formulaciones de liberacion controlada se obtuvieron utilizando un equipo de la
casa Bruker, modelo FT-IR Raman VERTEX 70, a partir de un comprimido de bromuro

potasico sdlido en el que se habia dispersado la sustancia objeto de estudio en cada
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caso. El intervalo de nimero de onda explorado fue el comprendido entre 4000 cm™ y
400 cm™.

2.2.2.- Espectroscopia de absorcion UV

Los espectros de absorcion en la zona ultravioleta de la ciromazina utilizada en
la preparacion de las formulaciones de liberaciéon controlada se obtuvo utilizando un
espectrofotdbmetro de la casa Shimadzu, modelo UV-1700, a partir de una disolucion
acuosa de concentracion perfectamente conocida, exploradndose la zona comprendida
entre 200 y 350 nm.

2.2.3. Analisis termogravimétrico (TGA)

Se procedid a la obtencidén de los termogramas en aire usando un analizador
termogravimétrico de la casa TA Instruments,modelo TGA Q50, aplicando una rampa
de temperatura de 10 °C/min y explorando la region comprendida entre 20 °C y 900
°C.

2.2.4. Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

Para la obtencién de los curvas DSC de los productos utilizados para la
preparacion de las formulaciones de liberacion controlada se ha utilizado un equipo de
la casa TA Instruments, modelo DSC QZ20, en atmdsfera de nitrégeno y capsula

sellada, explorando la region entre 20 y 300 °C a una velocidad de 10 °C/min.
2.2.5.- Composicion quimica

La proporcion de volatiles de la antracita viene dada por la pérdida de peso de
una muestra seca por calentamiento a temperaturas entre 875 °C y 1050 °C, fuera del
contacto con el aire, siendo equivalente este contenido de materia volatil,
generalmente, con la fraccién orgénica (Cloutis, 2003). El contenido en cenizas se
determina por combustion en aire; el residuo, expresado como tanto por ciento con

respecto del peso original de la muestra, constituye la expresion de este parametro.

Al acido humico, lignina y carbén antracita utilizados en nuestro estudio se le
ha determinado el contenido en C, H, N, y S en los Servicios centrales de
Investigacioén de la Universidad de Almeria, utilizando para ello un equipo de andlisis
elemental de la casa Elementar, modelo Vario Micro: Analizador Elemental CHNS-O.

Esta determinacion requiere la combustién de la muestra en un horno en torno a los
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1200 °C. Los gases generados son impulsados con un gas portador (helio) a través de
unos reactivos que reducen el nimero de especies gaseosas presentes en la mezcla
resultante de la combustion. A continuacion, pasan a un cromatografo de gases con

detector de conductividad térmica (TCD) que permite medir N,, CO,, H,O y SO,.

Para obtener la acidez total del &cido humico hemos utilizado el método
propuesto por Schnitzer y Gupta (Schnitzer, 1965, 1982), basado en la neutralizacion
de los hidrégenos ionizables -presentes en grupos -COOH arométicos y alifaticos y en
grupos -OH fendlicos de las sustancias humicas- con hidroxido de bario y posterior
valoracién del hidroxido afiadido con acido clorhidrico. Para ello se pesaron 100 mg de
muestra en cada caso y se le adicion6 20 mL de una disolucién de Ba(OH),0,1 M,
desplazando el aire presente en el matraz con una corriente de nitrdgeno. Las
muestras se agitaron durante 24 horas a temperatura ambiente, y el liquido
sobrenadante obtenido tras la centrifugacion se valoré por retroceso con acido
clorhidrico 0,5 M.

Los grupos -COOH presentes en el acido humico se determinaron utilizando el
método propuesto por Schnitzer y Wright (Schnitzer, 1965, 1982), basado en la
valoracion del &cido acético liberado al tratar los materiales humicos con una solucién
de acetato calcico. Para ello, se pusieron en contacto 100 mg de material himico con
10 mL de acetato célcico 0,5 My 40 mL de agua destilada libre de CO,. Las muestras
se agitaron durante 24 horas a temperatura ambiente, y el liquido sobrenadante
obtenido tras la centrifugacion se valoré por retroceso con hidroxido sédico 0,1 M.
Para el proceso de centrifugado se utilizé una centrifuga de la casa BGH Hermle,
modelo ZK 401.

Se dispuso del correspondiente blanco, expresandose finalmente los resultados
de acidez total y grupos -COOH, como miliequivalentes por gramos de material
hamico. La cantidad de grupos -OH fendlicos se puede calcular de la siguiente forma
segun Schnitzer (Schnitzer , 1982):

(Acidez total) - (grupos -COOH) = grupos -OH fendlicos (meqg/q)

En cuanto a la composicion quimica del carbén activado, ésta nos ha sido
suministrada por la casa Panreac, indicando que dicho carbdn soélo presenta las
siguientes impurezas: 0,2% CI"; 0,005% Cu; 0,05% Fe; 0,005% Niy 0,005% Pb.
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Para la valoracion de los grupos de naturaleza basica presentes en la
superficie de dicho carbdn activado se siguié el método descrito por Boehm (Boehm,
1994). Para ello, 0,25 g de muestra se pusieron en contacto con 25 mL de una
solucion de HCI (0,1 M), y se mantuvo la suspension durante 48 horas con agitacion
continua a 25 °C. Transcurrido este tiempo, se filtré y la disolucién sobrenadante se
valoré por retroceso con hidroxido sddico, determindndose la cantidad de grupos

bésicos del carbdn.

La determinacion de la concentracion de grupos acidos se llevé a cabo con
bases de distinta fortaleza siguiendo el método descrito por Boehm (Boehm, 1994).
Para ello se pesaron diferentes porciones de muestra (0,15 g) y se pusieron en
suspension en 25 mL de disoluciones de NaHCO; (0,1 M), Na,CO3 (0,05 M) y NaOH
(0,1 M), manteniéndose al igual que en el caso anterior con agitacién continua a 25 °C
durante 48 horas. Pasado este tiempo, las disoluciones sobrenadantes se valoraron
con acido clorhidrico, determinandose las cantidades consumidas de las diferentes

bases por retroceso.

Teniendo en cuenta que el NaHCO; valora sélo grupos carboxilicos, que el
Na,CO; valora los grupos carboxilicos y lactonicos y que el NaOH valora los grupos
carboxilicos, lactonicos y fendlicos, se calcularon los grupos &cidos de diferente

naturaleza mediante las siguientes expresiones:
meq Grupos Carboxilicos = meq NaHCO;
meq Grupos Lactdnicos = meqg Na,CO;— meq NaHCO;
meq Grupos Fendlicos = meq NaOH — meq Na,COs;
2.2.6.- Superficie especifica

Para la determinacion de la superficie especifica de cada uno de los
adsorbentes utilizados en este trabajo, previamente desecados a 110 °C, se ha
empleado un analizador de superficies de gases de la casa Micromeritics modelo
Gemini ll- 2370.

La temperatura de trabajo se consiguio utilizando un bafio de nitrégeno liquido
(77,4 K) y como adsorbato se utilizé6 en todos los casos nitrégeno, con una pureza del
99,98 %.
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2.- Materiales y métodos

Las muestras estudiadas se desgasificaron a 110 °C durante el tiempo

necesario para eliminar las especies fisisorbidas en la superficie del adsorbente.

Operando de esta manera se puede determinar el area superficial, volumen de

la monocapa y volumen de microporos del adsorbente.
2.3.- METODO ANALITICO PARA LA DETERMINACION DEL PL AGUICIDA

Para la realizacion del trabajo era necesario disponer de un método analitico
gue permitiera la determinacion de la concentracion de las distintas disoluciones de
ciromazina, lo suficientemente preciso y fiable teniendo en cuenta la distinta naturaleza

de las matrices, que pudieran interferir en las medidas.

Tras una amplia revisién bibliogréafica, se llegdé a la conclusion que el método
mas util, de acuerdo con los equipos disponibles y con la naturaleza de nuestro

trabajo, era la determinacion por cromatografia liquida de alta resolucién.

Para ello se utilizé6 un equipo cromatografico de la casa Beckman Coulter Inc.
System Gold HPLC (Fullerton, CA, USA) con bomba de gradiente, modelo 126,
detector diodo array, modelo 168, inyector automatico, modelo 508 y software 32

Karat.

Después de un estudio de los métodos de cromatografia liquida descritos en
bibliografia para este plaguicida (Yokley, 2000), se fijaron las condiciones de operacion

y variables del sistema cromatografico que se detallan a continuacion:

- Fase movil: Para la determinacion de la concentracion del plaguicida se ha
utilizado como eluyente una mezcla binaria de 25% acetonitrilo (grado
“HPLC” suministrado por la casa Sigma-Aldrich) y agua (desionizada, de

pureza adecuada para HPLC)
- Flujo del eluyente: 2,0 mL/min
- Cantidad de muestra inyectada: 50uL

- Columna: Supelcosil™ LC-SCX (250 x 4,6 mm), suministrada por Supelco
Co.

- Longitud de onda: Como longitud de onda de trabajo se utilizd la

correspondiente al maximo de absorcion (A = 214 nm).
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2.- Materiales y métodos

En las condiciones operatorias descritas anteriormente para el plaguicida
estudiado, se comprob6 que el método utilizado, proporcionaba una separacion

adecuada de la sefial correspondiente al plaguicida y a la matriz.

En la figura 2.1, a modo de ejemplo, se muestra el cromatograma obtenido

para el insecticida en extracto acuoso

" Ciromazina N
tr =9,4 min.

mAl
mAl

FIGURA 2.1.- Cromatograma de ciromazina en extracto  acuoso

A la vista de la figura, se puede observar que la separacién entre picos es
suficiente para llevar a cabo la determinacion de ciromazina segun las condiciones

analiticas propuestas anteriormente.

Para la obtencién de la recta de calibrado, se prepararon una serie de
disoluciones en fase movil para ciromazina, de concentracién perfectamente conocida,

al nivel de concentracion, desde 0,1 mg L*a 3,0 mg L™

Estas disoluciones, una vez filtradas a través de filtros de nylon de tamafio de
poro de 0,45 um, se inyectaron por duplicado en el cromatégrafo en las condiciones
anteriormente indicadas. Los resultados asi obtenidos aparecen indicados en la tabla
2.1
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2.- Materiales y métodos

TABLA 2.1.- Datos cromatogréficos correspondientes a las disoluciones de

ciromazina
C :
( L‘l) area de pico
mg
0,099 0,283
0,249 0,833
0,501 1,722
0,993 3,403
1,497 5,154
2,000 7,282
2,505 8,909
2,999 10,793

En la figura 2.2 se representan los valores de area de pico obtenidos en
funcion de la concentracion (mg plaguicida L™) para la ciromazina. El coeficiente de
correlacion obtenido result6 ser de 0,999 para dicha recta.

12

104

Areade pico

0 T T T T T T T T T T T T T 1
0,0 05 10 15 2,0 25 30 35

C(mgL?

FIGURA 2.2.- Recta de calibrado correspondiente al as disoluciones

acuosas de ciromazina en el intervalo de concentrac iones estudiado
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2.- Materiales y métodos

2.4.-PREPARACION, CARACTERIZACION Y EVALUACION EN A GUA DE LOS
SISTEMAS DE LIBERACION CONTROLADA BASADAS EN MATRIZ POLIMERICA
DE ALGINATO

Para la preparacion y caracterizacion de los sistemas de liberacion controlada,

se han utilizado los materiales que se describen a continuacion.
* Matriz polimérica

Como matriz polimérica para la preparacion de sistemas de liberacion
controlada se ha utilizado el acido alginico, como sal sédica, obtenido a partir de

Macrocystis Pyrifera, descrito en el apartado 2.1.2.1.
* Ingrediente activo

Como ingredientes activos de los sistemas de liberacién controlada preparados
se han utilizado las muestras de plaguicida de grado técnico indicada en el apartado
2.1.1.

* Modificadores

Como modificadores se han empleado un acido humico (AH), una antracita
(An) y un carbén activado (C), cuyas caracteristicas fueron comentadas anteriormente

en los apartados 2.1.2.y 2.1.2.3.
e Tripolifostato

Para la disgregacién de granulos de sistemas de liberacion controlada de
alginato se ha usado tripolifosfato, como sal pentasddica anhidra, de pureza entre 90-

95%, suministrado por Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, Germany).
* Cloruro célcico

Cloruro calcico anhidro, de pureza igual al 95%, suministrado por Sigma-Aldrich

Chemie GmbH (Steinheim, Germany).
2.4.1.- Preparacion de las formulaciones de liberac  i6n controlada

A partir del método desarrollado por Connick (Connick, 1982) se han

obtenido diferentes sistemas de liberacion controlada basados en alginato sodico
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2.- Materiales y métodos

(A) que contienen ciromazina (Ci) como ingrediente activo. Como modificadores se
han utilizado un &cido humico (AH), una antracita (An) y un carbén activado
comercial (C). Para ello, en primer lugar, se prepararon diferentes dispersiones en
agua mezclando los componentes anteriormente citados en las proporciones que

aparecen en las tablas 2.9. y 2.10.

TABLA 2.9.- Composicion de las dispersiones de ciro  mazina

Muestra Ciromazina  Alginato  Carbon activo Antracita (An) Acido
(Ci) sédico © (0)) hdmico
(@) (A) (9 (AH)
(9
CiAC 1,30 1,50 5,40 - -
CiAANn 1,30 1,50 - 5,40 -
CiAAH 1,31 1,51 - - 5,40

CiAC: Ciromazina-alginato-carbén activado
CiAAn: Ciromazinaa-alginato-antracita
CiAAH: Ciromazinaalginato-acido hdmico

Estas dispersiones fueron sometidas a continuacién a una agitacion mecanica,
con un agitador de aspas de la casa Heidolph, modelo 50111, durante una hora. Este
tiempo se considera suficiente para que las diferentes dispersiones se homogenicen
totalmente (Connick, 1982). Tras la homogenizacién, se midi6 el pH de cada
dispersion, impulsandose a continuacion la misma con la ayuda de una bomba
peristaltica, marca Watson Marlow modelo 505S, hacia un montaje formado por 4
pipetas Pasteur de tal manera que la dispersién goteara uniformemente sobre una
disoluciéon de CaCl, 0,25 M. La disolucion de CaCl, se mantuvo en constante
agitacion, con la ayuda de un agitador magnético, para evitar el aglutinamiento de los
granulos formados. El goteo se mantuvo durante un tiempo comprendido entre 20 y 25
minutos, y tras su finalizacion los granulos permanecieron unos 5 minutos mas en la
disoluciéon para que las dltimas gotas caidas de dispersion dispusieran de tiempo
suficiente para formarse adecuadamente como granulos. Finalmente, para separar los
granulos formados por gelificacién de la disolucién de CaCl,, se utiliz6 un embudo
Bichner. Una vez separados los granulos se lavaron sobre el mismo Biichner con 50
mL de agua destilada para eliminar el exceso de Ca?' y se dejaron al aire durante

otras 24 horas. Transcurrido este tiempo se depositaron los granulos en unas placas
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Petriy se introdujeron en una estufa, marca Selecta tipo aire forzado, a una

temperatura de 45 € hasta pesada constante.
2.4.2.- Determinacion del tamafio de granulo

Para la determinacién y estudio del tamafio de los granulos se ha utilizado un
microscopio con zoom estereoscopico de la casa Nikon, modelo SMZ1000, provisto de

una cadmara PixelLINK (Megapixel FireWire Camera) modelo PL-A662.

Para ello se hicieron fotografias de poblaciones de aproximadamente 10
granulos para cada uno de los sistemas preparados. Una vez capturadas las
imagenes, con la ayuda del programa informatico Image-Pro Plus 4.5.1 (Media
Cybernetics, Inc., Silver Spring, MD, USA), se midieron los diametros medios de las
superficies proyectadas de los granulos y se calcul6 el valor promedio de los valores

obtenidos para cada uno de los sistemas preparados.
2.4.3.- Determinacion del contenido de ingrediente activo

Las determinaciones del contenido en ingrediente activo (Ciromazina) de los
diferentes sistemas de liberacion controlada fueron realizadas como se describe a

continuacion:

Se colocaron muestras de 5 granulos secos, correspondientes a cada uno de
los sistemas de liberacion controlada preparados, en matraces erlenmeyer de 100 mL
de capacidad con tapén de rosca, y una vez alli les fueron adicionados 5 mL de una
disolucion 0,03 M de tripolifosfato sddico. A continuacion, se colocaron dichos
matraces en un bafio termostético a la temperatura de 25 T y una agitacion de 200
rpm durante 2 horas, con el fin de desintegrar los granulos y que el alginato se
disolviera completamente. Tras esta operacion, se le afladieron 80 mL de una mezcla
metanol-agua (80:20) a cada uno de los matraces y fueron introducidos en un bafo de
ultrasonidos marca Selecta, modelo Ultrasons-P, durante 15 minutos. Transcurrido
este tiempo, las muestras se depositaron de nuevo en el bafio termostatico,
permaneciendo en éste durante 24 horas. Finalmente, el extracto resultante, tras ser
enrasado a 100 mL, se filtré a través de un filtro de nylon de 0,45 um de tamafio de
poro y se determiné la concentracion de plaguicida por cromatografia liquida de alta

resolucion, usando el método descrito en el apartado 2.3. Todos los contenidos de
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ingrediente activo en los diferentes sistemas de liberacion controlada se determinaron

por triplicado para comprobar la homogeneidad de los granulos.
2.4.4.- Determinacion de las caracteristicas cinéti  cas del proceso de liberaciéon

Para el estudio cinético del proceso de liberacion de ciromazina en medio
acuoso, se tomaron los granulos necesarios para disponer aproximadamente de 8 mg
de ingrediente activo total y se colocaron en matraces erlenmeyer de 500 mL de
capacidad provistos de tapon de rosca, y se les afiadieron 500 mL de agua destilada.
Colocados los diferentes matraces en un bafio termostatico, se mantuvieron a la
temperatura de 25 € y con una agitacion constante de 200 rpm. A intervalos
determinados de tiempo se retiré una alicuota de 1000uL de muestra. Posteriormente,
se midio la concentracion de ingrediente activo liberado en agua de la propia alicuota,

segun el método propuesto en el apartado 2.3

2.5.- PREPARACION, CARACTERIZACION Y EVALUACION EN AGUA DE LOS
SISTEMAS DE LIBERACION CONTROLADA BASADAS EN MATRIC ES
MONOLITICAS DE LIGNINA

Para la preparacion de los sistemas de liberacién controlada, se han utilizado

los materiales que se describen a continuacion.
* Matriz polimérica

Como matriz polimérica para la preparacion de los sistemas de liberacion

controlada se ha utilizado la lignina kraft descrita en el apartado 2.1.2.5.
* Ingrediente activo

Como ingrediente activo del sistema de liberacién controlada preparado se ha

utilizado ciromazina de grado técnico.
« Agentes modificantes

Como agente antiagregante, para mejorar las propiedades de
homogeneidad del formulado, se usé polietilenglicol y como maodificador el acido

humico, descritos en el apartado 2.1.2.6.
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2.5.1.- Preparacion de las formulaciones de liberacion cont rolada

A partir del método desarrollado por Chanse (Chanse, 1987), se ha
preparado una formulacion de liberacidén controlada basada en lignina kraft (L) que
contienen Ciromazina (Ci) como ingrediente activo y polietilenglicol (PEG) y acido

humico (AH) como agentes modificantes.

Para preparar el sistema de liberacion controlada basado en matriz
polimérica de lignina (CiPELAH), en primer lugar, se obtiene una dispersion sélida
mezclando lignina (9g), ciromazina (4g), acido humico(9g) y polietilenglicol (6g); a
continuacion se calienta en un bafio Selecta, modelo Tectron-L, provista de un
termosensor, a una temperatura ligeramente superior al punto de fusion del
ingrediente activo (224,9°C) durante 20 minutos y con agitacién continua hasta
conseguir una mezcla homogénea. Una vez fria, la matriz sélida obtenida se
molturd y utilizando tamices de luz de malla comprendidos entre 0,2 y 3mm se
obtuvieron las siguientes fracciones:3mm<d<4mm; 2mm<d<3mm; lmm<d<2mm;

0,5mm<d<1mm; 0,2 mm<d<0,5mm; d< 0.2mm.
2.5.2.- Determinacion del tamafio de granulo

Para la determinacion y estudio del tamafio de los granulos se ha seguido el

procedimiento descrito en el apartado 2.4.2
2.5.3.- Determinacion del contenido de ingrediente activo

La determinacion del contenido en ingrediente activo (ciromazina) en las

formulaciones de lignina se realiz6 como se describe a continuacion:

Se colocan muestras de 20 mg de granulos, correspondientes a las fracciones
en matraces erlenmeyer de 100 mL de capacidad provistos de tapon de rosca, y les
fueron adicionados 50 mL de metanol. A continuacion, se colocaron dichos matraces
en un bafio de ultrasonidos marca SELECTA, modelo Ultrasons-P, durante 15 minutos
con el fin de desintegrar los granulos. Una vez transcurrido este tiempo, se afiaden 50
ml de agua y se introducen en un bafio termostatico a la temperatura de 25 T y con
una agitacién de 200 rpm durante 24 horas, con el fin de completar la extraccion de
ingrediente activo. Finalmente, el extracto resultante, tras ser enrasado a 100 mL con

agua destilada, se filtré a través de un filtro de nylon de 0,45 um de tamafio de poro y
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se determiné la concentracion de plaguicida usando el método analitico descrito en el

apartado 2.3

Todos los contenidos de ingrediente activo en los diferentes sistemas de

liberacion controlada se determinaron por triplicado.
2.5.4.- Espectroscopia de absorcion FT-IR

Los espectros de absorcion IR las formulaciones de liberacién controlada se

obtuvieron utilizando el procedimiento descrito en el apartado 2.2.1.
2.5.5- Andlisis termogravimétrico (TGA)

Los termogramas de las formulaciones de liberacion controlada, se obtuvieron

utilizando el procedimiento descrito en el apartado 2.2.3.
2.5.6.- Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

Las curvas DSC de las formulaciones de liberacién controlada de plaguicidas,

se obtuvieron utilizando el procedimiento descrito en el apartado 2.2.4.
2.5.7.- Determinacion de las caracteristicas cinéti  cas del proceso de liberacion

Para el estudio cinético del proceso de liberacion de ciromazina en medio
acuoso, se tomaron los granulos necesarios para disponer aproximadamente de 8 mg
de ingrediente activo total y se colocaron en matraces erlenmeyer de 500 mL de
capacidad provistos de tapon de rosca, y se les afiadieron 500 mL de agua destilada.
Colocados los diferentes matraces en un bafio termostatico, se mantuvieron a la
temperatura de 25 € y con una agitacion constante de 200 rpm. A intervalos
determinados de tiempo se retird una alicuota de 1000uL de muestra. Posteriormente,
se midio la concentracion de ingrediente activo liberado en agua de la propia alicuota,

segun el método propuesto en el apartado 2.3.
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3.- RESULTADOS Y DISCUSION

3.1.- CARACTERIZACION FISICO-QUIMICA DE LA CIROMAZI NA
3.1.1.- Espectroscopia de absorcion FT-IR

A partir del método descrito en el apartado 2.2.1 se ha obtenido el espectro de
absorcion FT-IR correspondiente a la ciromazina técnica utilizada en la presente
memoria para la preparacion de las formulaciones de liberacion controlada. Dichos

espectro se muestra en la figuras 3.1.

g
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FIGURA 3.1.- Espectro FT-IR de la ciromazina

En el caso de la ciromazina (Figura 3.1), el espectro IR es similar al que
aparece en bibliografia para este compuesto (Armenta, 2004), observandose las

siguientes bandas caracteristicas:

a) Banda situada en la regién de los 3400 cm™ debido a la vibracién de tensién
del grupo N-H.
b) Una banda en la regién de 3050 cm™ correspondiente a la vibraciéon de

tension del enlace C-H en el grupo ciclopropilo.
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c) Bandas intensas en la region de 1450 cm™~1650 cm™ correspondientes a las
bandas de tension de los enlaces C=N conjugados del anillo triazinico; ademas se
destacan tres bandas de absorcion caracteristicas a 1626, 1601 y 1547 cm?
correspondientes a curvatura del plano N-H, vibracién de tension del grupo triazina y

vibracion de tension del enlace C-N, respectivamente.
3.1.2.- Espectroscopia de absorcion UV

El espectro de absorcion UV obtenido para el insecticida ciromazina, operando

de la forma descrita en el apartado 2.2.2 se muestra en la figura 3.2.
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FIGURA 3.2.- Espectro UV de la ciromazina

Este espectro de absorcion UV es similar al que aparece en la bibliografia para
este compuesto (Robert, 2000). En €l podemos observar la existencia de un maximo
de absorcion a 214 nm, siendo este valor de longitud de onda el que se ha

seleccionado para llevar a cabo las medidas cuantitativas.
3.1.3.- Analisis termogravimétrico (TGA)

El termograma obtenido para ciromazina, operando de la forma descrita en el

apartado 2.2.3 se muestra en la figura 3.3.
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FIGURA 3.3.- Curvas TGA-DTG de la ciromazina

El termograma de la ciromazina (figura 3.3), es similar al que aparece en la
bibliografia para plaguicidas con una estructura quimica analoga (Senneca, 2007). En
€l podemos observar que la descomposicion térmica del plaguicida tiene lugar en un
anico paso. Dicha descomposicion comienza a los 175 °C completandose al alcanzar
la temperatura de 400 °C con una pérdida total de masa del 96%, alcanzandose la
méaxima velocidad de volatilizacion a 260 °C como muestra la curva DTG. También se
pone de manifiesto la no existencia de residuo alguno una vez que superamos la
temperatura de 600 °C.

3.1.4.- Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

La curva DSC obtenida operando de la forma descrita en el apartado 2.2.4 para
ciromazina se muestra en las figura 3.4.
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FIGURA 3.4.- Curva DSC de la ciromazina

A la vista de la figura anterior se observa la presencia de un pico endotérmico a
222,30 °C, que se corresponden con el punto de fusién del producto técnico del
plaguicida ciromazina (Tomlin, 2009).

3.2.-CARACTERIZACION FISICO-QUIMICA DE LOS MATERIAL ES EMPLEADOS
EN LA PREPARACION DE FLCs

3.2.1.- Espectroscopia de absorcion FT-IR

A partir del método descrito en el apartado 2.2.1 se han obtenido los espectros
de absorcion FT-IR correspondientes a los materiales utilizados en la preparacion de
los sistemas de liberacion controlada. Dichos espectros se muestran en las figuras 3.5
a3.7.
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FIGURA 3.5.- Espectro FT-IR de la muestra de carbén  activado
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FIGURA 3.6.- Espectro FT-IR de la muestra de antrac ita
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FIGURA 3.7.- Espectro FT-IR de la muestra de acido huimico

El espectro de absorcion IR del carbén activado (figura 3.5) es similar a los
mostrados por otros autores (Olivares-Marin, 2006; Liu, 2010). Aparece una banda a
1650 cm™ que puede ser asignada a la vibracién de tension del enlace C=0O de
cetonas, aldehidos y grupos carboxilicos. En el rango 1600-1500 cm™ se observan una
serie de bandas que pueden asignharse a la vibracion de tensién del doble enlace C=C
aromatico. Por Gltimo, en el rango 1480-1300 cm™ se observa otra serie de bandas
que puede ser debida a la presencia de varias formas de oxigeno en grupos
superficiales como: el —OH en fenoles y estructuras que contienen grupos carboxilicos

o enlaces como el C-O-C en éteres.

En referencia al espectro de absorcién IR de la antracita (figura 3.6), éste
puede considerarse similar al obtenido por otros autores (Gomez Serrano, 2003). Se
puede observar una banda a 3400 cm™, correspondiente a la vibracion del enlace O-H
de los grupos hidroxilo asociados a las moléculas de agua adsorbidas. La banda a
1440 cm™ se corresponde con la vibracion del enlace C-O de carbonatos minerales
(Herzberg, 1945). La presencia de varias bandas espectrales a: 3600, 1030, 530 y 475
cm™ es asignable a la presencia de silicatos de estructura laminar como la kaolinita
(White, 1971; Dixon, 1979).

El espectro de absorcion IR del acido humico (figura 3.7) presenta numerosas

bandas debido a su complejidad quimica y al gran nimero de grupos funcionales que
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presenta coincidentes con la descritas en bibliografia (D’Orazio, 2009; Liang, 2011).
Se puede observar una banda bastante ancha a 3407 cm™ que se asigha a la
vibracion de tension de los grupos —OH, dos bandas a 2924 y 2853 cm™ que se
corresponden con las vibraciones de tension de los enlaces C-H alifaticos, una banda
centrada a 1709 cm™ correspondiente a la vibracion de tension de C=0 de los grupos
carboxilicos, aldehidos o cetonas, la vibracion de tension correspondiente a los
enlaces C=0 de grupos amida o quinona se observa a 1618 cm™, a nameros de onda
mas bajos se obtienen las bandas correspondientes a la vibracion de tension de los
OH fendlicos (1439 cm™) y de los enlaces C-O de estructuras carboxilicas y fendlicas
(1262 cm™).

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

FIGURA 3.8- Espectro FT-IR de la lignina
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FIGURA 3.9.- Espectro FT-IR del polietilenglicol

A la vista de la figura 3.8, en la que se muestra el espectro FT-IR de la lignina,
podemos indicar que este espectro de absorcién IR es similar al que aparece en la
bibliografia para este compuesto (Boeriu, 2004; Tejado, 2007). En él podemos
observar la existencia de una banda muy amplia centrada a 3398 cm™ atribuida a la
vibracion de los grupos hidroxilo en estructuras fendlicas y alifaticas. Otra centrada
alrededor de 2936 cm™, debida a la vibracion carbono-hidrégeno en grupos metoxilo

aromaticos y en grupos metilo, asi como en el grupo metileno de las cadenas laterales.

Las bandas centradas a 1596, 1513 y 1425 cm™ se corresponden a las
vibraciones del anillo aromatico del esqueleto de fenilpropano y la banda centrada

1459 cm™ a la deformacién C-H combinada con la vibracién del anillo aromatico.

Todas estas bandas son comunes para cualquier tipo de lignina, dependiendo

la intensidad de las mismas del tipo concreto de lignina estudiada (Boeriu, 2004).

La region espectral por debajo de 1400 cm™ es mas dificil de analizar, las
bandas son mas complejas, ya que pueden ser debidas a la contribucién de varios
modos de vibracion. Sin embargo, esta regidén contiene vibraciones que son
especificas de las diferentes unidades de monolignol y que diferencian a unas ligninas

de otras.
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En el caso de las ligninas procedentes de madera blanda como es el caso del
Indulin AT, la figura 3.8 muestra las vibraciones caracteristicas de la unidad guaiacil;
una banda centrada a 1269 cm™ correspondiente al anillo G y a la vibracién C=0; otra
a 1131 cm™ correspondiente a la deformacion planar C-H y las bandas a 855 y 816

cm™ asignadas a vibraciones no coplanarias C-H (Boeriu, 2004; Tejado, 2007).

La figura 3.9, correspondiente al espectro FT-IR del polietilenglicol, muestra
una banda situada en la region de los 3425 cm™ debida a la vibracion de la tension del
grupo -OH, dos picos centrados a 2874 cm™ y 951 cm™ correspondientes a la vibracion
de tension del enlace C-H alquilico, una serie de picos centrados a 1457, 1352, 1298 y
1250 cm™ correspondientes a la deformacién de los enlaces C-H de grupos alquilo, y
por ultimo una banda muy intensa a =1106 cm™ debida a la vibracién de tensién del
grupo -C-O-C. Este espectro de absorcion es similar al que aparece en la bibliografia
para este compuesto (Wang, 2009)

3.2.2.-Analisis termogravimétrico (TGA)

A partir del método descrito en el apartado 2.2.3 se han obtenido las curvas
TGA-DTG correspondientes a los materiales poliméricos, lignina, polietilenglicol y
acido humico, usados para la preparacion de las formulaciones de liberacion

controlada. Dichas curvas se muestran en las figuras 3.10 a 3.12.
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FIGURA 3.10.- Curvas TGA-DTG de la lignina
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FIGURA 3.12.- Curvas TGA-DTG del acido hiimico

El termograma de la lignina (figura 3.10) es similar al que aparece en la
bibliografia para este compuesto (Dominguez, 2008; Wang, 2009; Wang, 2008). En él
podemos observar que la descomposicion térmica del polimero tiene lugar en un
amplio intervalo de temperaturas, entre 100 y 600 °C, lo cual puede explicarse debido
al hecho de que la lignina contiene numerosos anillos arométicos con diversas

ramificaciones y por ello la actividad de los enlaces quimicos y los grupos funcionales
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en la lignina cubre un amplio rango de temperaturas (Wang, 2008). El perfil de pérdida
de peso de la lignina exhibe tres etapas durante el proceso de degradacion.
Inicialmente, la pérdida de peso es debida a la humedad presente en la muestra.
Ademas, estas pérdidas de peso son atribuibles a la eliminacion de diéxido de
carbono, monodxido de carbono y la evaporacion de otros productos de pirolisis (12
etapa), con un porcentaje de pérdida de masa del 4%. A temperaturas préximas a 200
°C comienza la segunda etapa. En esta etapa, la degradacién de la lignina se produce
de forma lenta en un amplio intervalo de temperaturas (200-450 °C), que puede ser
explicado por el hecho de que la lignina presenta una estructura complicada formada
por grupos hidroxilfendlicos, carbonilo e hidroxilbenzilicos, que estan conectados por
enlaces fuertes (Sjostrom, 1984). Durante esta etapa se produce una pérdida de masa
del 45%. A temperaturas superiores a 400 °C, las reacciones de descomposicion y las
reacciones de condensacién de anillos aromaticos son posibles durante el proceso de
pirolisis de la lignina constituyendo la tercera etapa del proceso, con una pérdida de
masa del 44%. Es precisamente en esta etapa cuando se alcanza la mayor velocidad

de pérdida de masa, tal y como muestra la curva DTG (T= 475 °C).

La lignina es utilizada en una amplia variedad aplicaciones, algunas de cuales
implica una breve exposicion a temperaturas moderadamente altas. En tales
aplicaciones la estabilidad térmica es importante, tal y como sucede en el caso de la
preparacion de formulaciones de plaguicidas mediante métodos de fusion. Los datos
obtenidos en este estudio ponen de manifiesto la estabilidad de la lignina a la

temperatura de trabajo usadas en el proceso de formulacién de los plaguicidas.

La curva TGA-DTG del polietilenglicol (figura 3.11) es similar al que aparece en
la bibliografia para este compuesto (Lamin, 2006; Kim, 2004). En ella podemos
observar que la descomposicion térmica del polimero tiene lugar en un Unico paso;
dicha descomposicion comienza a los 180 °C, completandose al alcanzar la
temperatura de 350 °C y alcanzandose la maxima velocidad de volatilizacion a 237 °C.
También se observa igualmente la no existencia de residuo alguno una vez que

superamos la temperatura de 500 °C.

A la vista de la figura 3.12, donde se muestra la curva TGA-DTG del acido
hamico podemos comprobar que inicialmente tiene lugar una pérdida de masa del 8%
atribuida a la pérdida del agua absorbida (Zhang, 2011), posteriormente comienza la
descomposicién térmica del acido humico, la cual tiene lugar en un solo paso entre

150 y 500 °C, con una pérdida de masa del 65%. La maxima pérdida de masa de esta
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etapa se registra a 372 °C como muestra la curva DTG. Durante esta etapa se
produce la degradacion de los carbohidratos, de los grupos carboxilicos, fendlicos,
carbonilo y alcohdlicos, ademas de deshidrataciéon de los compuestos alifaticos
(Zhang, 2011). También se pone de manifiesto la existencia de una gran cantidad de
residuo una vez que superamos la temperatura de 600 °C.

3.2.3.- Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

A partir del método descrito en el apartado 2.2.4 se han obtenido las curvas
DSC correspondientes a los materiales poliméricos usados para la preparacion de las

formulaciones de liberacién controlada. Dichas curvas se muestran en las figuras 3.13
a 3.15.
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FIGURA 3.13.- Curva DSC de la lignina
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FIGURA 3.15.- Curva DSC del &cido hiimico

La curva DSC presentada en la figura 3.13, correspondiente a la lignina es
similar al que aparece en la bibliografia para este compuesto (Corradini, 1999). En ella
se puede observar un pico a una temperatura 153,13 °C correspondiente a una
transion vitrea. A 202,59 °C se apreacia un pico endotérmico correspondiente a la
fusion de la fase cristalina, lo cual es indicativo de que la lignina es un material

parcialmente cristalino.
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En el caso del polietilenglicol (figura 3.14) se observa la presencia de un pico
endotermico a 39,44 °C correspondiente al proceso de fusidén. Este termograma es
similar al que aparece en la bibliografia para este compuesto (Lamin, 2006).

La curva presentada en la figura 3.15 corresponde al estudio de calorimetria
diferencial de barrido del acido humico; dicha curva es similar a la que aparece en la
bibliografia para este compuesto (Provenzano, 1998). En ella podemos observar la
existencia de un pico endotérmico alrededor de los 145 °C resultado de la
deshidratacion de la muestra. Se muestra un segundo pico endotermico a la
temperatura de 191 °C que se corresponde con la perdida de las cadenas periféricas

de las moléculas de polisacarido (Provenzano, 1998).
3.2.4.- Composicion quimica

En el caso del acido hdamico y del carb6on antracita, operando de la forma
descrita en el apartado 2.2.5 se han obtenido los contenidos en C, H, N y O, que se

especifican en la tabla 3.1.

TABLA 3.1.- Andlisis quimico elemental de la antrac  ita y acido himico

Carbono Azufre Hidrogeno Nitrégeno Oxigeno

(%)
Antracita 47,78 0,20 0,80 0,48 4,99
Acido Himico 42,18 <0,1 3,69 0,80 53,33

Los resultados del andlisis quimico inmediato de la antracita utilizada en la
presente memoria, aparecen recogidos en la tabla 3.2.

TABLA 3.2.- Analisis quimico inmediato de la antrac  ita

Materias Volatiles (%) Cenizas(%)

Antracita 7,38 45,75

Por otra parte, siguiendo igualmente el método propuesto en el apartado 2.2.5,
para la determinacion de la acidez total, grupos -COOH y grupos -OH fendlicos del

acido humico, se han obtenido los valores que se expresan en la tabla 3.3.
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Tabla 3.3.- Acidez total, grupos carboxilo y fenoli  cos del &cido humico

ACIDEZ TOTAL G.-COOH G.-OH FENOL.

(meq/g) (meq/g) (meq/g)

5,36 1,07 4,29

En cuanto a la concentracion de los grupos de naturaleza acida y basica
presentes en la superficie del carbon activado y siguiendo el procedimiento descrito en

el apartado 2.2.5, se han obtenido los resultados que se muestran en la tabla 3.4.

TABLA 3.4.- Grupos funcionales superficiales del ca  rbdn activado

Grupos Grupos Grupos Grupos
carboxilicos lactonicos fenolicos basicos
(meqg™)
Carbén
. 2,25 0,17 0,50 3,44
activado

Los modificadores que se estudian en la presente memoria tienen
caracteristicas muy diversas, tanto por su origen, como por algunas de sus
propiedades fisicoquimicas. El carbon activado, constituido en su mayor parte por
carbono, aparece como un material pulvurulento altamente poroso y con un gran

desarrollo de su superficie interna.

Por otra parte, la antracita, carbon mineral 100%, es un material también
pulvurulento, de consistencia terrosa, constituido por carbono amorfo acompafado de
hidrocarburos, compuestos organicos complejos y materiales inorganicos. De entre
todos los carbones minerales la antracita es el carbén que posee el mayor contenido
en carbono (= 90%) y el menor contenido en materia volatil. El contenido en cenizas
nos proporciona idea de qué cantidad de minerales formaban parte del carbon,
incluyendo: silicatos, aluminosilicatos (arcillas minerales), carbonatos, sulfatos,
sulfuros, silice (cuarzo), etc. Aunque en los carbones se han encontrado una gran
diversidad de minerales (Speight, 1990), predominan las arcillas (Gomez Serrano,
2003). El contenido en cenizas en los carbones espafioles es muy alto (Gomez
Serrano, 2003). Una de las principales caracteristicas de estos carbones, por tanto, es
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gue poseen un muy alto contenido de materia mineral, que varia entre un 35% y 45%
en peso y que, raramente, es inferior al 30% (Ministerio de Industria y Energia, 1979).
Por estos motivos podemos afirmar que nuestra muestra de antracita es representativa

de los carbones nacionales, presentando un contenido en cenizas del 45,75%.

En cuanto al andlisis quimico elemental de la antracita, cabe resaltar que los
resultados mostrados se han dado en base seca y teniendo en cuenta la cantidad de
cenizas en la muestra. Teniendo en cuenta el mismo andlisis, en base seca y libre de
cenizas, los resultados serian: 88,07%, 0,37%, 1,47%, 0,88% y 9,20% de carbono,
azufre, hidrégeno, nitrégeno y oxigeno, respectivamente. Con estos datos podemos
confirmar la catalogacién de antracita de nuestra muestra, puesto que posee un
contenido de carbono proximo al 90%. Ademas, los datos de andlisis quimico
anteriormente mostrado, son similares a los encontrados para otras muestras de

antracitas nacionales (Suarez-Ruiz, 2006; Marques, 2009).

Los valores de los diferentes parametros fisico-quimicos estudiados (tablas 3.1
a3.4) son analogos a los que aparecen en bibliografia para estos tres materiales
(Suarez-Ruiz, 2006; Sachs, 2011).

3.2.5.- Superficie especifica

A partir de los datos correspondientes a las isotermas de fisisorcion se han
calculado los valores correspondientes al volumen de la monocapa adsorbido (Vy,) y la
superficie accesible al N, a 77,4 K (S) para los modificadores utilizados en la
preparacion de formulaciones de liberacion controlada de alginato. Dichos datos
aparecen en la tabla 3.5 junto con los correspondientes coeficientes de correlacion (r).

TABLA 3.5.- Volumen de monocapa, superficie accesib  lealN,a 77,4Ky

coeficiente de correlacion, obtenidos mediante laa  plicacion de la ecuacion de
BET

Muestra
Carbén activado 197,11 858,07 0,999
Antracita 5,37 23,40 0,999
Acido Himico 3,17 13,79 0,999
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Los datos obtenidos son del mismo orden de magnitud que los que aparecen
en bibliografia para muestras similares (Biniak, 1999; Sun Kou, 2004). En la tabla 3.5
se observa que el valor de S es 37 veces mayor para el carbon activado que para la
antracita, y unas 2 veces mayor para esta ultima que para el &cido hamico. El valor tan
elevado de &rea superficial que presenta el carbdon activado se justifica por la
contribucién esencial de los microporos de dicho adsorbente, mientras que la antracita

y el &cido humico son fundamentalmente materiales no porosos 0 macroporosos.

3.3.- PREPARACION, CARACTERIZACION Y EVALUACION EN AGUA DE LAS
FORMULACIONES DE LIBERACION CONTROLADA BASADAS EN M ATRIZ
POLIMERICA DE ALGINATO

3.3.1. Caracteristicas y composicion de las FLCs

En la tabla 3.6 aparecen las caracteristicas y composicién de los diferentes
sistemas de liberacién controlada preparados con el ingrediente activo (i.a.)

ciromazina, segun se describe en el apartado 2.4.1

TABLA 3.6.- Caracteristicas y composicion de los si  stemas de liberacion

controlada de ciromazina

Eficiencia
Formulacion i.a (%) Encapsulacion*
(%)
CiAAN 4,52 32,30
CiAAH 8,66 60,20
CiAC 10,89 92,57

"Eficiencia de encapsulacion: (cantidad de plaguicida en la matriz sélida / cantidad de

plaguicida en la dispersion) x 100

A la vista de la tabla 3.6 en la que aparecen reflejadas las caracteristicas y
composicion de los sistemas de liberacién controlada preparados con ciromazina, se
puede observar que se han alcanzado valores de eficiencia de encapsulaciéon que
oscilan entre 32,30% para el sistema CiAAn y 92,57% para el sistema CIiAC,
observandose que los valores de eficiencia de encapsulacion para las formulaciones
preparadas con antracita y &cido humico son considerablemente menores a los

obtenidos en presencia de carbon activado. Los valores de eficiencia de encapsulacion
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de las formulaciones CiAAn y CiAAH son indicativos la existencia de pérdida de
materia activa durante el proceso de obtencién de los granulos, probablemente debido
a la elevada solubilidad de la ciromazina (Garrido—Herrera, 2006) y a la baja capacidad
de adsorcion de estos modificadores, especialmente en el caso de la antracita, frente

al carbon activado (Flores-Céspedes, 2007).

Los porcentajes de ingrediente activo de las formulaciones preparadas oscilan
entre 4,52% para el sistema CiAAn y 10,89% para el sistema CIiAC. Los granulos
preparados en ausencia de carbdén activado presentan porcentajes de ingrediente
activo menores que estos, justificado por la menor eficiencia de encapsulacién del
ingrediente activo debido a la menor adsorcion del carbon antracita y del acido humico
en comparacion con el carbén activado. No obstante, todos los contenidos de
ingrediente activo son adecuados para la utilizacion a nivel agronémico de las
formulaciones preparados, tal y como se pone de manifiesto en la composicién de
otros sistemas (Garrido—Herrera, 2006; Fernandez-Pérez, 2007) similares o

convencionales.
3.3.2- Determinacién del tamafio de granulo

Para la determinacion del tamafio de granulo, se han obtenido las fotografias
de microscopia Optica para todas las formulaciones de liberacion controlada
preparadas siguiendo la metodologia descrita en el apartado 2.4.2. A modo de ejemplo
se exponen algunas de las fotografias usadas para realizar dichas determinaciones
(figuras 3.16 a 3.18).

Figura 3.16.- Fotografia de microscopia 6ptica de la formulacion de liberacion

controlada CIAC
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Figura 3.17.- Fotografia de microscopia dptica de la formulacion de liberacion

controlada CiAAN

Figura 3.18.- Fotografia de microscopia éptica de la formulacion de liberacion

controlada CiAAH

A partir de estas fotografias se ha realizado el correspondiente analisis de las
imagenes, siguiendo la metodologia descrita en el apartado 2.4.2, que ha permitido

obtener los valores de diametro medio, como se muestra en la siguiente tabla:

TABLA 3.7.- Valores de diametro medio (mm) para las  diferentes formulados de

liberacién controlada basadas en matriz polimérica de alginato

Formulacion Diametro medio(mm)
CiAANn 1,56 (0,06)*
CiAAH 1,88 (0,07)?

CiAC 2,22 (0,09)*

®Valores entre paréntesis representan la desviacion estandar
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A la vista de los datos de la tabla anterior se observa que el tamafio medio de
los granulos es mayor en presencia de carbon activado, disminuyendo conforme

aumenta la densidad del agente modificador.
3.3.3.- Estudio cinético de liberacién de ciromazin  a en agua

Operando segun el método experimental descrito en el apartado 2.4.4, se han
obtenido los datos los correspondientes a la de liberacién de ciromazina para los
diferentes sistemas de liberacion preparados como se indican en el apartado 2.4.1.

TABLA 3.8.- Datos correspondientes al proceso de so  lubilizacion en agua del

producto técnico de ciromazina

Ciromazina
T (horas) téc.n.ica
solubilizada
(%)
0,08 76,3
0,17 84,66
0,25 92,79
0,33 97,1
0,42 97,96
0,5 99,6
1 99,99
2 100
3 100
6 100
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TABLA 3.9.-Datos correspondientes al estudio cinéti ~ co de liberacion de
ciromazina desde las distintas FLCs basadas en matr iz polimérica de alginato

CiAAn CiAAH CiAC

Tiempo Ciromazina Tiempo Ciromazina Tiempo Ciromazina

liberada liberada liberada

(%) (%) (%)

0 0,00 0 0,00 0 0,00
1 63,26 0,5 25,21 1 9,53
2 73,40 1 32,42 2 14,25
4 78,15 2 40,88 4 16,16
7 80,86 4 48,36 7 18,79
9 81,12 6 54,67 9 20,54
24 82,30 20 64,00 24 26,29
32 81,69 44 67,89 32 28,09
48 81,92 76 71,35 48 30,56
72 82,46 92 72,11 72 33,22
96 83,41 116 73,32 96 34,55
144 83,49 140 74,83 144 35,15
168 83,13 171 76,99 168 34,91

Con objeto de proceder a la obtencién de la curva de liberacion de ingrediente
activo, tales datos se han representado en la forma de porcentaje acumulado de
ingrediente activo liberado frente al tiempo. En la figura 3.19 se representa la curva de

liberacién para los diferentes sistemas preparados
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Figura 3.19.-Curva de liberacion de ciromazina en  agua desde los

sistemas de liberacion controlada preparados

De forma general se observa, a la vista de la figura anterior y en las
condiciones experimentales en que se llevaron a cabo nuestras experiencias, que el
producto técnico se solubilizé rapidamente, siendo necesarios apenas 15 minutos para
que se alcanzase el 90 % de producto solubilizado, mientras que para los sistemas de
liberacion controlada preparados la liberacion de ingrediente activo desde el granulo a

través de la solubilizacién del mismo transcurre mas lentamente.

Los granulos preparados (CiAC, CiAAn, CIAAH) producen una ralentizacion del
proceso de disolucién de ciromazina, en relacion con la ciromazina técnica. Asi, se
necesitan 50 horas para que se libere el 80% de ciromazina contenida en el sistema
CiAAN, liberandose el 70% en el caso del formulado CiAAH y sélo aproximadamente el

30% para la formulacién CIAC en ese mismo tiempo.

Es de destacar que para todos los sistemas preparados se observa una
disminucion de la velocidad de liberacién de plaguicida con el tiempo, probablemente

debido al incremento de la distancia que las moléculas de plaguicida disueltas han de
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recorrer por difusién conforme la zona de agotamiento avanza hacia el centro del

granulo.

En relaciébn a la preparacion de estos sistemas, se puede explicar que el
entramado de la disolucion de alginato sodico que contenia al ingrediente activo y al
modificador, dio lugar a un gel en el que los sélidos quedaron suspendidos cuando se
prepararon estos sistemas. Al secarse, se formé una matriz de polisacarido
envolviendo a las particulas de antracita, acido humico, carb6n activado y a los
cristales de plaguicida. Cuando los granulos se sumergieron en agua, los poros se
rellenaron rapidamente de la misma produciéndose una hidratacion del alginato junto
con el modificador, lo cual conllevé que el plaguicida se disolviera en el fluido y
difundiera a través de los poros hacia la superficie del granulo, siguiendo un gradiente
de concentracion (Baker, 1987). En este sistema, conforme se fue liberando el
ingrediente activo en la superficie, se disolvié una segunda capa y comenzé a difundir
a través de la matriz, la cual fue haciéndose cada vez mas porosa conforme se fue
liberando mas ingrediente activo (Higuchi, 1963). De esta manera, se desarrollé un
frente entre las areas con ingrediente disuelto y aquellas con ingrediente disperso en

la matriz, que fue avanzando hacia el interior del granulo.

De todo lo expuesto se puede deducir, en una primera aproximacion, que el
factor méas relevante que controla la liberacion de los plaguicidas desde los sistemas
preparados, es la interaccion de los ingredientes activos con el tipo de modificador
introducido en el sistema, que a su vez incide en el fenémeno de absorcion de agua de

los granulos o difusidn del ingrediente activo a través de la matriz.

3.3.4.- Ajuste de los datos experimentales de liber  acion de ingrediente activo al

modelo de Ritger y Peppas
El estudio de la cinética de liberacién tiene dos objetivos fundamentales:

-En primer lugar comprobar que las velocidades de liberacibn son las

adecuadas para suministrar la concentracion necesaria de ingrediente activo.

-En segundo lugar, los perfiles de liberacién suministran informacion sobre el

mecanismo que controla la liberacion de ingrediente activo.

Los sistemas de liberacion controlada son disefiados para que la velocidad de

liberacion sea constante e independiente del tiempo, es decir, sigan una ley cinética de
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orden cero (figura 3.20). Sin embargo, en sistemas monoliticos simples y recubiertos
como los estudiados en la presente memoria, es habitual que se produzca una
disminucion de la velocidad de liberacién de plaguicida desde la matriz que lo contiene
en funcion del tiempo. Este hecho puede ser debido, probablemente, a un incremento
de la distancia a través que las moléculas disueltas tienen que difundir conforme la
zona agotada de plaguicida avanza hacia el centro de la matriz. Dicha disminucion de
la velocidad provoca, normalmente, que la liberacién obtenida sea proporcional a la
raiz cuadrada del tiempo (Fig.3.20) (Fan, 1989).

% i.a.
liberado

Tiempo

FIGURA 3.20.- Cinéticas de liberacion de ingredient e activo

En el caso de sistemas monoliticos con forma de lamina, donde el area de la
zona que contiene ingrediente activo no cambia significativamente con la liberacion, la
relacion con la raiz cuadrada del tiempo se mantiene durante la mayor parte de la
liberacion. Sin embargo, para sistemas con forma irregular, similares a los preparados
en este trabajo, hay una reduccién del &rea superficial cuando nos desplazamos hacia
el centro de la matriz que contiene el ingrediente activo disperso, hecho éste que limita
la relacién entre la raiz cuadrada del tiempo y el porcentaje liberado, siendo esta
relacion aplicable solo al tramo inicial de la curva (Ritger, 1987). Las formulaciones
aqui estudiadas pueden ser descritas como sistemas que contienen particulas de
soluto finamente divididas, las cuales estan uniformemente dispersadas dentro de la

fase matriz y en algunos casos ademas recubiertos por una membrana polimérica.
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Para obtener un parametro comparativo para los distintos sistemas de
liberacion controlada se ha utilizado la siguiente ecuacion empirica propuesta por
Ritger y Peppas (Ritger, 1987):

—L =Kt" (Ec. 3.1)

donde M /M, representa la fraccion de ingrediente activo liberado en funcién del
tiempo (t), K es una constante que incorpora caracteristicas del sistema reticular
macromolecular y del plaguicida, y n es un exponente de difusion, indicativo del

mecanismo de transporte caracteristico de ella.

Si los datos experimentales se ajustan a la ecuacién de Ritger y Peppas se
pueden calcular los pardmetros n y K, caracteristicos del modelo de Ritger y Peppas,
los cuales aparecen, junto con los correspondientes coeficientes de correlacion (r) en
la tabla 3.10, observandose, en general, un buen ajuste de los datos experimentales al

modelo aplicado.

Por otra parte, a partir de los pardmetros individuales (K y n), obtenidos de la
aplicacion de la ecuacién de Ritger y Peppas para cada sistema de liberacion
controlada preparado, se ha obtenido el valor del pardmetro Ts,, que representa el
tiempo necesario para que se libere el 50% de ingrediente activo inicialmente presente
en las formulaciones. Los valores de este parametro, calculado para los diferentes

sistemas, se recogen igualmente en la tabla 3.10.

TABLA 3.10.- Valores de los parametros de la ecuaci  6n de Ritger y Peppasy T s
correspondientes al estudio de liberacibn en aguad e los formulados de

ciromazina basados en matriz polimérica de alginato

Formulacion
liberacion
CiAAN 0,655 0,109 0,952 8,40x10
CiAAH 0,348 0,159 0,974 9,77
CiAC 0,109 0,266 0,989 306,98

Desde un punto de vista tedrico, la difusion tipo Fick -aquélla en la que el
transporte de ingrediente activo se rige por la primera ley de Fick- se corresponde con
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un valor de nigual a 0,5 para cualquier geometria del sistema de liberacién controlada.
Sin embargo, experimentalmente se ha puesto de manifiesto que este valor debe ser
corregido tomando como base la geometria particular del sistema (Ritger, 1987). Asi,
para matrices monoliticas esféricas, como es nuestro caso, la difusion tipo Fick tiene

lugar cuando n est4 comprendido aproximadamente entre 0,4 y 0,5 (Ritger, 1987).

Los valores obtenidos del exponente difunsional (n) varian entre 0,109 para la
formulacion CiIAAN y 0,226 para la formulacion CiAC. El hecho de que se obtengan
valores de n inferiores a 0,4 podria estar relacionado con la complejidad de los
sistemas, en los que el ingrediente activo interacciona con los modificadores, haciendo
gue en estos casos la difusiébn no sea el Unico factor a considerar en el proceso de

liberacion.

Los valores del pardmetro K del modelo de Ritger y Peppas parecen estar
relacionados con las variaciones que se introducen en la red macromolecular
especifica de cada sistema de liberacién controlada preparado. Considerando las
FLCs preparadas, se observa que los valores de K oscilan entre 0,109 horas™ para el

sistema CiAC y 0,665 horas™ para el sistema CiAAN.

Los sistemas monoliticos preparados en nuestro estudio, consistentes en una
red hidrofilica de alginato y calcio con cristales de ingrediente activo dispersos en ella-
modificada en ciertos casos por la incorporacion de componentes de relleno- absorben
rapidamente el agua del medio. Dicha absorcidn de agua da lugar a la formacién de un
hidrogel de alginato con una membrana continua que rodea al plaguicida junto con los
componentes de relleno. En esta situacién el ingrediente activo, una vez disuelto
desde la superficie de los cristales, se difunde a través de la red macromolecular y se

libera hacia el medio.

Si consideramos la masa molecular del plaguicida utilizado en nuestro estudio
(166,18 uma), no es de esperar, en principio, que se produzcan impedimentos
estéricos que afectan a la difusién del plaguicida a través de los poros rellenos de
agua en las regiones del hidrogel. No obstante, las zonas de entrecruzamiento de
alginato constituyen una barrera para el movimiento de soluto en el gel (Oracesca,
1992).

Obviamente, la presencia de modificadores en el hidrogel, tales como la

antracita, acido humico o el carbén activado, representan un aumento considerable de
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centros de interaccién, derivado de la porosidad de estos componentes, que conlleva
una disminucion de la difusion de ingrediente activo. La presencia de grupos
funcionales tales como hidroxilos en la superficie del &cido humico, en el carbén
activado y en la antracita, puede contribuir a la formacion de enlaces de hidrégeno con
los grupos carboxilos presentes en las cadenas de alginato, dando lugar a la aparicion
de sistemas con un mayor entrecruzamiento y consecuentemente con menor

permeabilidad.

Paralelamente, de la evaluacién de los datos correspondientes al parametro Tsg
que, tal y como se describié con anterioridad, representa el tiempo necesario para que
se libere el 50% de ingrediente activo presente en cada sistema se obtiene el orden de
variacion CiAAn < CiAAH <<< CIiAC, siendo el valor de Tsq para la formulacién
preparada con carbén activado unas 30 veces superior al obtenido para el formulado
que contiene acido himico y ~ 3800 veces superior al obtenido para la formulacion
CiAAN.

Estos valores de T, parecen estar de acuerdo con la distinta superficie
especifica y contenido de grupos superficiales accesibles de los modificadores que
condicionaria la extensién y tipos de interaccion entre la ciromazina y los
modificadores. De esta forma, el carbdn activado con una mayor superficie especifica
presenta el valor mas alto del pardmetro T, y por tanto la mayor ralentizacion en la
velocidad de liberacién de ciromazina. Por otra parte, el acido himico presenta un alto
namero de grupos carboxilicos y fendlicos superficiales que pueden interaccionar con
los grupos amino de la ciromazina, esta interaccion daria lugar a una menor velocidad

de liberacién de esta formulacién en relacién a la formulacién preparada con antracita.

3.4.- PREPARACION, CARACTERIZACION Y EVALUACION EN AGUA DE LAS
FORMULACIONES DE LIBERACION CONTROLADA BASADAS EN M ATRICES
MONOLITICAS DE LIGNINA

3.4.1. Caracteristicas y composicion de las FLCs

En la tabla 3.11 aparecen las caracteristicas y composiciéon de la FLC,
preparado con el ingrediente activo ciromazina, como se ha descrito en el apartado
2.5.1.

En este caso se ha tomado la fraccién de matrices sélidas comprendida entre

d<0,2mm y 0,2mm<d<0,5mm como referencia para determinar las caracteristicas y
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composicion de dichos sistemas de liberacion controlada, siendo estas caracteristicas

idénticas en el resto de fracciones a excepcion de la masa y didmetro medio.

TABLA 3.11.-Caracteristicas y composicién de los si  stemas de liberacién

controlada de ciromazina

Eficiencia de Encapsulacion*

Formulado
(%)
d<0,2mm 8,10 56,70
0,2mm<d-0,5mm 8,05 55,64

Eficiencia de encapsulacién: (cantidad de plaguicida en la matriz sélida / cantidad de plaguicida
en la mezcla de fusién) x 100

El porcentaje de ingrediente activo de las formulaciones preparadas (= 8%) es
adecuado para la utilizacion a nivel agronémico de las formulaciones preparados, tal y
como se pone de manifiesto en la composicién de otras formulaciones similares o

convencionales.
3.4.2- Determinacion del tamafio de granulo

Para la determinacion del tamafio de granulo, se han obtenido las fotografias
de microscopia Optica para todas las formulaciones de liberacion controlada
preparadas siguiendo la metodologia descrita en el apartado 2.5.2. A modo de ejemplo
se exponen algunas de las fotografias usadas para realizar dichas determinaciones
(figura 3.21).
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Figura 3.21.- Fotografia de microscopia dptica de las formulacion es de liberacion
controlada de ciromazina; CIiPELAH d<0,2mm (a), CIiPELAH 0,2 mm <d< 0,5 mm (b),
CiPELAH 0,5 mm <d< 1,0 mm (c), CiPELAH 1,0 mm <d< 2 ,0 mm (d), CiPELAH 2,0

mm <d< 3,0 mm (e) y CiPELAH 3,0 mm <d< 4,0 mm (f)
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TABLA 3.12.- Valores de didmetro minimo (mm) para | as diferentes fracciones de

las matrices monoliticas basadas en lignina, paral  os plaguicidas ciromazina.

Diametro minimo

Formulacién Tamario de la fraccion
(mm)
d<0,2mm 0,15 (0,03)?
0,2mm<d<0,5mm 0,41 (0,10)%
) 0,5mm<d<lmm 0,82 (0,17)%
CiPELAH
Imm<d<2mm 1,69 (0,40)?
2mm<d<3mm 2,89 (0,39)%
3mm<d<4mm 3,56 (0,54)%

“Valores entre paréntesis representan la desviacion estandar

A la vista de los valores reflejados en la tabla anterior, se observa que los
valores de didmetro medio obtenidos para todas las formulaciones estan dentro del

intervalo ensayado, situandose en todos los casos en la parte superior del mismo.

3.4.3.-Espectro de absorcion FT-IR

A partir del método descrito en el apartado 2.2.1 se ha obtenido el espectro de

absorcion IR correspondiente la formulacion CiPELAH. Dicho espectro se representa
en la figura 3.22.
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Figura 3.22.- Espectro FT-IR de la formulacion CIiPE  LAH
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Este espectro de absorcion es similar al que obtenido para la lignina, si bien en
algunos casos las bandas aparecen desplazadas ligeramente y la intensidad de las
sefiales es menor en la mayoria de los casos. En él podemos observar la existencia de
una banda muy amplia centrada a 3446 cm™ atribuida a la tensién de vibracién de los
grupos hidroxilo. Otra centrada alrededor de 2925 cm?, debida a la tensién de
vibracion carbono-hidrégeno en grupos metoxilo aromaticos y en grupos metilo y
metileno de las cadenas laterales. Tanto el desplazamiento observado como la
disminucion de la intensidad de estas bandas es indicativo de la formacion de enlaces
de hidrogeno intermoleculares entre los grupos hidroxilo de la lignina y los grupos éter
del polietilenglicol (Kubo, 2005).

Los cambios observados en las frecuencias de vibracién de estos grupos
funcionales ponen de manifiesto la existencia de interacciones especificas entre los
componentes de la mezcla. La magnitud del desplazamiento en el nimero de onda

dependera de la intensidad de las interacciones intermoleculares que se producen.

También se observa una banda intensa a 1632 cm™ correspondiente a la
vibracién de tensién del doble enlace C=N de la molécula de ciromazina. Y por ultimo
una banda muy intensa a =1099 cm™ debida a la vibracion de tensién del grupo —C-O-

C- del polietilenglicol.

Se observa también la desaparicion de algunas bandas caracteristicas de la
lignina probablemente debido al solapamiento con bandas de la ciromazina y del

polieetilenglicol a regiones por debajo de los 1500 cm™.
3.4.4.- Analisis termogravimétrico (TGA)

La mezcla de polimeros es un método apropiado para el desarrollo de
formulaciones de liberacion controlada de plaguicidas. El resultado final del producto
obtenido dependeréa de las propiedades fisico-quimicas de las moléculas involucradas.
La mayoria de los materiales poliméricos son inmiscibles debido a su baja entropia de
mezcla y solamente a través de interacciones intermoleculares especificas, la mezcla
de compuestos organicos se produce de forma adecuada para obtener un producto

final con las propiedades deseadas.

Siguiendo el método descrito en el apartado 2.2.3 se han obtenido la curva

termogravimétrica de la formulacion de liberacion controlada preparada (Fig.3.23).
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Figura 3.23.- Curva TGA-DTG de la formulacién CiPEL AH

La figura 3.23 representa el perfil de degradacion térmica de la formulacion
CiPELAH, podemos observar que el proceso de descomposicion térmica de la muestra
tiene lugar en cuatro etapas, a diferencia de la degradacion térmica de los
componentes individuales de la formulacion en los que ésta sucedia en una Unica

etapa (ciromazina (Fig. 3.3) y polietilenglicol (Fig. 3.11)) o en tres en el caso de la
lignina (Fig. 3.10).

3.4.5.- Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

Siguiendo el método descrito en el apartado 2.2.4 se han obtenido la curva
DSC de la formulacion de liberacion controlada preparada (Fig.3.24).
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Figura 3.24.- Curva DSC correspondiente a la formul  acién CiPELAH

La figura 3.24 muestra la curva DSC para la formulacion CiPELAH. En dicha
figura se observa un pico endotérmico a 164 °C, correspondiente a la transicion vitrea
de la muestra. Al alcanzar la temperatura de 200 °C comenzaria el proceso de
degradacién de muestra, lo que estaria de acuerdo con lo observado en las curvas
TGA. A la temperatura de 235 °C se observa un pico endotérmico debido a un
proceso de fusidn, que puede estar relacionado con la interaccidon quimica entre la
ciromazina, AH, PE vy lignina. Esta interaccion da lugar a la posible formaciéon de una
nueva fase cristalina debido a los cambios estructurales y morfolodgicos que conlleva el

proceso de obtencién de los granulos mediante el proceso de fusion.
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3.4.6.- Estudio cinético de liberaciéon de ciromazin  a en agua

Operando segun el método experimental descrito en el apartado 2.5.7, se han
obtenido los datos los correspondientes a la de liberacion de ciromazina para las
diferentes FLCs basadas en matrices monoliticas de lignina de liberacion preparados
como se indican en el apartado 2.5.1.

TABLA 3.13-.Datos correspondientes al estudio cinét  ico de liberacion de
ciromazina desde las distintas FLCs basadas en matr  ices monoliticas de lignina

CiPELAHO, CiPELAHO, CiPELAH1, CiPELAH2, CiPELAHS,

Tiempo Sl L 2 mm<d< 5 mm<d< 0 mm<d< 0 mm<d< 0 mm<d<

& 0,5mm 1,0mm 2,0 mm 3,0 mm 4,0 mm

0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
1 77,32 73,01 67,87 54,63 49,78 38,99
2 80,78 75,98 70,99 61,39 57,61 49,07
3 81,58 77,84 76,43 67,34 59,87 52,95
4 84,32 80,46 79,52 69,42 66,72 62,77
7 88,69 81,66 82,55 76,04 68,73 73,85
24 92,83 84,55 85,58 77,84 73,45 75,55
33 95,26 84,94 87,91 79,11 80,55 78,47
48 94,94 87,89 88,70 82,15 81,91 80,48
74 96,54 92,30 91,41 83,94 85,89 84,00
96 100,82 95,06 93,89 86,62 86,48 89,80
144 98,54 96,32 95,96 90,65 87,62 91,95
168 98,98 97,69 97,01 89,52 89,15 92,74
240 100,41 97,94 97,91 90,04 94,00 95,50
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Figura 3.25.-Curva de liberacion de ciromazina en  agua desde los sistemas de

liberacion controlada preparados

En cuanto a la figura 3.25, se observa que el tamafio sobre la liberacion de
ingrediente activo, asi, el aumento del tamafio va a incidir en el comportamiento de los
sistemas preparados, observandose una ralentizacion de la liberaciéon para el sistema
de mayor tamafio (CIiPELAH 3,0mm<d<4,0mm). A medida que disminuye el tamafio
del granulo se produce una liberacibn mas rapida de la ciromazina debido al
incremento del area superficial de la matriz en contacto con el agua, disminuyendo
asimismo la distancia que el ingrediente activo debe recorrer a lo largo del granulo
para difundir hasta la superficie del mismo; asi para la fraccién de tamafio d<0,2mm el
tanto porciento liberado de ciromazina es de un 95% transcurridas 48 horas y
conforme aumenta el tamafio de la fraccién disminuye este porcentaje, siendo de un
80% para la fraccién 3,0mm<d<4,0mm en el mismo tiempo.

3.4.7.- Ajuste de los datos experimentales de liberacion de ingrediente activo al
modelo de Ritger y Peppas

Para el caso de los sistemas de liberacion controlada basados en matriz
monolitica de lignina, los datos experimentales de liberacion de ingrediente activo han
sido ajustados al modelo de Ritger y Peppas, tal y como se llevo a cabo con los datos
correspondientes a las formulaciones de alginato.
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TABLA 3.14.- Valores de los parametros de la ecuaci  6n de Ritgery Peppasy T s
correspondientes al estudio de liberacion de ingred iente activo en para las

diferentes fracciones de CiPELAH

Formulacién 8 ez
(horas ™) (horas)
CIiPELAH d<0,2mm 0,777 0,056 0,987 3,74 x10*
CIiPELAH 0,2mm<d<0,5mm 0,741 0,043 0,978 1,07 x10™
CIiPELAH 0,5mm<d<1lmm 0,698 0,067 0,961 6,93 x10°
CiPELAH 1mm<d<2mm 0,588 0,091 0,933 0,169
CIiPELAH 2mm<d<3mm 0,528 0,118 0,970 0,633
CIiPELAH 3mm<d<4mm 0,441 0,176 0,934 2,028

Los valores obtenidos del exponente difusional (n) estarian fuera del intervalo
establecido para ser descritos por la primera ley de Fick, al igual que sucedia con las
formulaciones de alginato, lo que pone nuevamente de manifiesto la complejidad de
los sistemas, en los que el ingrediente activo interacciona con los modificadores,
haciendo que en estos casos la difusibn no sea el Unico factor a considerar en el

proceso de liberacion.

Al evaluar los valores del pardametro Ts, correspondientes a las diferentes
fracciones estudiadas del formulado CIiPELAH se observa que el valor mas bajo de T
corresponde a la fraccion con el menor tamafio de granulo (CIPELAH d<0,2 mm)

siendo el orden de variacion de este parametro
CiPELAH(d<0,2mm) < CiPELAH (0,2mm<d<0,5mm) <
CiPELAH (0,5mm<d<1,0mm) < CiPELAH (1,0mm<d<2,0mm) <
CiPELAH (2,0mm<d<3,0mm)< CIiPELAH (3,0mm<d<4,0mm)

Este orden de variacion pone de manifiesto la ralentizacién del proceso de
liberacion del plaguicida a medida que aumenta el tamafio de los granulos, hecho
totalmente légico si tenemos en cuenta que el incremento de la distancia que las
moléculas de plaguicida han de recorrer por difusion, es mayor a medida que aumenta

el tamafo de granulo.

De este modo, el tamafio de los granulos es el factor que mayor influencia tiene

sobre el proceso cinético de liberacion de los plaguicidas, en estos sistemas de
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liberacion controlada. Debido a este comportamiento, se ha realizado el analisis de
regresion simple entre el parametro Tso y el diametro medio (D) de los granulos,
determinado siguiendo el procedimiento experimental descrito en el apartado 3.4.2,
para cada una de las fracciones de la matriz monolitica de lignina que contienen

ciromazina.

La representacion de Ts frente al diametro medio de los granulos, aparece en
la figura 3.26.
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FIGURA 3.26.- Correlacion entre el parametro T 5o y el didmetro medio (D) de las

fracciones de la matriz monoliticas CiPELAH.

Tras el ajuste analitico correspondiente, hemos obtenido la siguiente ecuacion

empirica (Ec. 3.2).
Tso = 0,50 -0,32 r=0,871 (p = 0,024) (Ec. 3.2)

Es facil comprobar que la liberacién de ingrediente activo desde los sistemas
basados en matriz polimérica de lignina se ralentiza, notablemente, a medida que
aumenta el diametro medio del granulo (D).Vemos pues, que es posible predecir en
una primera aproximacién, y con un grado de fiabilidad aceptable, los valores de Tsp a
partir del didmetro medio de granulo. Tal y como se ha indicado, estos valores de Tsq
se utilizardn para predecir el comportamiento cinético del sistema preparado vy, por
tanto, disefiar un perfil adecuado de liberacién del ingrediente activo desde el

formulado en cada situacion cultivo-plaguicida particular.

72



4.- Propuestas sobre la continuacion del trabajo

4. PROPUESTAS SOBRE LA CONTINUACION DEL TRABAJO

Continuando con el estudio realizado, las investigaciones futuras estarian
orientadas por una parte al desarrollo de nuevas formulaciones de liberacion
controlada donde se alcance una mayor eficiencia de encapsulacion y por otra al
conocimiento de las interacciones de las formulaciones de liberacion controlada
preparadas con el suelo, a través de estudios de liberacién, lixiviacién y degradacion.
Estos estudios junto con los ensayos de actividad in vitro permitirdn analizar las
ventajas que presentan los sistemas aqui preparados frente a sistemas
convencionales. De esta forma podremos evaluar la optimizacion en la aplicacién de
plaguicidas en condiciones reales de campo utilizando estos sistemas de liberacion

controlada.
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Conclusiones

CONCLUSIONES

Como consecuencia del estudio realizado sobre la preparacion, caracterizacion
y evaluacion de los sistemas de liberacion controlada de la ciromazina basados en
materiales poliméricos, asi como del examen de los antecedentes bibliogréaficos

encontrados, se ha llegado, entre otras, a las siguientes conclusiones:

Los polimeros alginato, lignina, y el polietilenglicol pueden ser utilizados de
forma satisfactoria para la preparacion de formulaciones de liberaciéon controlada de la
ciromazina mediante técnicas de encapsulacion en hidrogel o a través de procesos de

fusion.

El método seguido para la preparacion de los sistemas de liberacion controlada
basados en matriz polimérica de alginato, permite obtener una distribucion uniforme de
la ciromazina en los granulos, una aceptable esfericidad de los mismos, asi como una
aceptable eficacia de encapsulacion, incrementandose ésta a medida que aumenta la

capacidad de interaccién del modificador con el plaguicida.

La comparacion entre las curvas de solubilidad del producto técnico de
ciromazina y las curvas de liberacion de este plaguicida desde los distintos sistemas
ensayados, demuestra la ralentizacion de la liberacion del ingrediente activo con el uso

de estas FLCs basadas en matriz polimérica de alginato.

En relaciéon a la eficacia en la ralentizaciébn del proceso de liberacion del

ingrediente activo, se observa que se obtiene una velocidad de liberacion mas lenta

para aquella formulacion que contiene carbon activado.

La metodologia seguida en la preparacion de los sistemas de liberacion
controlada basados en matrices monoliticas de lignina permite obtener una distribucién
homogénea de ingrediente activo en las matrices preparadas con ciromazina, ademas
los estudios de espectroscopia IR y de andlisis térmico ponen de manifiesto la
existencia de interacciones que dan lugar a una buena compatibilidad entre los

materiales poliméricos utilizados y la ciromazina

En relacion a la eficacia en la ralentizacién del proceso de liberacién del
ingrediente activo y su posible aplicacion a nivel de campo, se pone de manifiesto que
dicha ralentizacion se acentia a medida que aumenta el tamafio de los granulos,

siendo este efecto mas acusado para la fraccién de mayor tamafio, 3mm<d<4mm.
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Se observa una buena correlacién entre los valores de Tso en aguay el
diametro minimo de los granulos preparados, lo cual nos permitira predecir, de forma
general y aproximada, el comportamiento cinético del sistema preparado, una vez

determinado dicho diametro.
Competencias adquiridas y grado de adquisicion

Por ultimo, destacar que las competencias adquiridas a través del trabajo fin de
master, asi como en la realizacion del propio master, me han permitido desarrollar la
capacidad de concebir, disefiar y realizar una investigacion cientifica original. Una vez
planteadas las etapas y metodologia necesarias para la consecucion del fin propuesto,
se ha concluido con el tratamiento de la informacién obtenida a lo largo de la

investigacion y la redaccién de la correspondiente memoria.
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