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RESUMEN

Imazapir es un herbicida utilizado a gran escala para el control de malezas en el
cultivo de girasol Clearfield. Debido a que posee baja capacidad de adsorcion, alta
capacidad de desorcion y prolongada persistencia en el suelo, presentaria alto riesgo de
lixiviacion y de contaminacion del agua subterranea. En Argentina, es escasa la
informacion generada al respecto, por lo cual resulta de gran importancia determinar el
comportamiento ambiental de imazapir, en suelos con propiedades contrastantes. Los
objetivos del presente trabajo fueron: 1) optimizar la técnica metodolégica para la
deteccion y cuantificacion de residuos del herbicida imazapir en suelos; 2) determinar la
persistencia y adsorcion de imazapir en tres suelos de Argentina; 3) estimar el riesgo de
lixiviacion hacia el agua subterranea, empleando las propiedades ambientales obtenidas
experimentalmente para cada suelo. Para los estudios se utilizaron muestras de suelo (0-
15 cm) de las localidades de Tandil (Buenos Aires), Anguil (La Pampa) y Cerro Azul
(Misiones). Las determinaciones del herbicida se llevaron a cabo mediante Cromatografia
Liquida de Ultra Performance y Espectrometria de masas (UPLC- MS/MS). La maxima
recuperacion de imazapir se obtuvo mediante 3 ciclos de extraccion consecutivos con el
extractante KCL (0.1M pH 7). La recuperacién del herbicida fue independiente de las
caracteristicas de los suelos analizados, presentdndose solo leves diferencias entre los
mismos. La persistencia siguid el orden Cerro Azul>Tandil>Anguil, determinandose
valores de vida media (Ty2) de 121, 75y 37 dias respectivamente. La tasa de degradacion
presentd un orden inverso (Anguil>Tandil>Cerro Azul), relacionandose en forma positiva
con el pH de los suelos y el contenido de limo, e inversamente con el contenido de Fe y
Al. La vida media de imazapir se correlaciond inversamente con el pH de los suelos,
contenido de arena, limo y Fe y en forma positiva con el contenido de arcilla y la actividad
microbiana. La adsorcion de imazapir en los suelos estudiados fue descripta mediante la
isoterma linear. Los coeficientes de adsorcién (K,) determinados fueron 2.1, 0.84 y 0.57
(I kg™ para los suelos de Cerro Azul, Tandil y Anguil respectivamente. El pH, contenido
de arcilla, de Fe y Al, fueron las variables que presentaron mayor influencia en la
adsorcion de imazapir en los diferentes suelos. La adsorcion present6 un efecto limitante
en la degradacion, determinando la biodisponibilidad del herbicida en la solucién del

suelo. De acuerdo a los indices GUS y AFT, imazapir presento alto riesgo de lixiviacion
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hacia el agua subterranea en los tres suelos, segun el orden Tandil>Cerro Azul>Anguil.
Estos resultados mostraron que, bajo determinadas condiciones, una débil adsorcién y
una elevada persistencia, podrian conducir a una alta movilidad de imazapir en el peffil
del suelo, lo cual implicaria un alto riesgo de contaminacion del agua subterrdnea por el

plaguicida.

Palabras claves: comportamiento ambiental, vida media, coeficiente de adsorcion,
indices de lixiviacion, agua subterranea.
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ABSTRACT

PERSISTENCE AND ADSORPTION OF IMAZAPYR IN THREE ARGENTINE SOILS

Imazapyr is an herbicide widely used for weed control in imidazolinone-tolerant
sunflower (Clearfield). Because of imazapyr possess low adsorption capacity, high
desorption capacity and high persistence on sails, it is prone to leach to groundwater. In
Argentina there is little information about it. For this reason, is very important to determine
the environmental fate of imazapyr in argentine soils with contrasting properties. The
objectives of this study were: 1) to improve the extraction of imazapyr from soil; 2) to
determine the persistence and adsorption of imazapyr in three argentine soils; 3) to
estimate the risk of leaching to groundwater, using environmental properties from the
persistence and adsorption studies. Imazapyr was determined and quantified by Ultra
Performance Liquid Chromatography and Mass Spectrometry (UPLC-MS/MS). For the
studies, soil samples (0-15 cm) from Tandil (Buenos Aires), Anguil (La Pampa) and Cerro
Azul (Misiones) sites were used. Maximum imazapyr recovery was obtained through three
extraction cycles with an extracting solution of KCL (0.1M pH 7). Herbicide recovery was
independent of soils characteristics, showing some slight differences between them. The
persistence in soils followed the order Cerro Azul>Tandil>Anguil, with half life values (T1.,)
of 121, 75 y 37 days respectively. The degradation rate (k) had a reverse order
(Anguil>Tandil>Cerro Azul), and was positively correlated with the soil pH and content of
silt, and negatively correlated with content of iron and aluminum . The imazapyr half life
was negatively correlated with soil pH, sand, silt, iron and aluminum content, and it was
positively correlated with clay content and microbial activity. The linear isotherms
described satisfactorily the adsorption of imazapyr on soils. Adsorption coefficients (Kg)
were 2.1, 0.84 y 0.57 (I kg™) for Cerro Azul, Tandil and Anguil soils respectively. Soil pH
and contents of clay iron and aluminum were the main factors affecting the adsorption of
imazapyr. The adsorption had a limiting effect on the degradation rate, determining the
amounts of herbicide available in the aqueous phase. According to GUS and AFT indices,
imazapyr has high risk of leaching to groundwater on all soils following the order

Tandil>Cerro Azul> Anguil. The results showed that, under certain conditions, the weak
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adsorption and high persistence may increase the movement of imazapyr on soil profile
and the risk of groundwater pollution.

Keywords: environmental behavior, half life, adsorption coefficients, leaching indices,
groundwater.



INTRODUCCION

Los plaguicidas representan el gran sostén del crecimiento de los sistemas de
produccion agropecuarios, debido al rol fundamental que ejercen para el control de las
plagas en los modelos actuales de produccién. Sin embargo, en los ultimos afios el
incremento en la produccion y uso de agroquimicos, ha dado origen a una creciente
preocupacion sobre el efecto que dichos compuestos pueden ocasionar en el ambiente. El
uso en algunos casos indiscriminado, que en el pasado se ha dado a estos compuestos,
ha originado que en la actualidad se detecten residuos en el ambiente y se asocien con
riesgo potencial para la salud humana.

Desde hace afios, se han identificado residuos de plaguicidas en todos los
compartimientos ambientales (aire, agua y suelo), en diversas regiones geogréficas,
incluyendo aquellas muy remotas al sitio original de su liberacion, como océanos,
desiertos y zonas polares. Igualmente, se ha demostrado su presencia en organismos de
todos los niveles tréficos, desde el plancton hasta las ballenas y los animales del artico
(Stephenson; Solomon, 1993).

Los herbicidas son sustancias de origen organico, utilizados para el control de malezas
en cultivos o barbechos. Luego de su aplicacién, pueden permanecer en el ambiente por
diferentes periodos de tiempo y convertirse en potenciales contaminantes del agua
superficial y subterranea. En tal sentido, la proteccién y conservacion de los recursos
naturales, especialmente la calidad del agua subterranea, constituyen un pilar esencial de
los sistemas de produccion agricola sustentables. Por lo tanto, cuando se aplica un
herbicida, en primera instancia resulta fundamental determinar la vulnerabilidad del sitio,
como asi también considerar las caracteristicas del herbicida que influencian su movilidad
y persistencia y las interacciones con las propiedades de los suelos (Comfort et al., 1994).

La efectividad de un herbicida y su destino ambiental, dependen de complejas
interacciones entre las practicas de manejo (dosis, tiempo y método de aplicacién),
propiedades fisicoquimicas de los herbicidas, caracteristicas de los suelos, como asi
también de una variedad de procesos fisicos, quimicos y biol6gicos (Shaw; Chadwick,
1999). Asimismo, dichos procesos resultan influenciados por las condiciones ambientales,
especificas del sitio de liberacion del plaguicida (Kerle et al., 1996).

En efecto, comprender el comportamiento de los herbicidas en el ambiente,

especialmente en el suelo, permite predecir posibles impactos en el ecosistema, en



organismos no blanco, y evaluar el riesgo de contaminacion de los recursos hidricos
(Esser et al., 1988). Esta informacién puede ser utilizada como herramienta predictiva en
las determinaciones de destino ambiental de una sustancia y como guia para la toma de
decisiones de manejo, y el desarrollo de buenas practicas agricolas de manejo de
productos fitosanitarios.

En consecuencia, resulta necesario definir e identificar los principales mecanismos vy
procesos responsables del comportamiento de un herbicida en el ambiente, para obtener

un efectivo control de las malezas en forma ambientalmente segura.

1. Comportamiento de los plaguicidas en el ambiente

Existen diversos procesos que determinan el destino de los plaguicidas en el ambiente.
En general, entre los procesos mas importantes se incluyen mecanismos de transporte
(lixiviacién, volatilizaciéon, escurrimiento superficial y absorcion por las plantas), de
retencién (adsorcion por los coloides del suelo) y de degradacion (descomposicion
guimica, microbiana y fotodescomposcion) (Hance; Holly, 1990). Dichos procesos son
complejos y dindmicos y la importancia relativa de cada uno de ellos, resulta influenciada
por un amplio rango de condiciones edéficas, climaticas, de los plaguicidas y del sistema

de produccion.

1.1. Procesos de transporte

1.1.1. Lixiviacion

La lixiviacion consiste en el movimiento de los plaguicidas a través del suelo hacia el
agua subterranea. Dicho movimiento puede ocurrir a través de procesos de difusion y flujo
masal. No obstante, la forma mas rapida de lixiviacibn es el transporte por flujo
preferencial, principalmente a través de los macroporos del suelo (Shaw; Chadwick,
1999).

La lixiviacion de los compuestos quimicos depende de diversos factores del suelo,
incluyendo contenido de materia orgénica, textura, porosidad, densidad aparente,
estructura; y de las propiedades quimicas de las sustancias, tales como solubilidad,

presion de vapor, y coeficiente de difusion (Tiryaki; Temur, 2010).



En general, el riesgo potencial de lixiviacion de los plaguicidas hacia el agua
subterranea es menor en los suelos con mayor contenido de materia organica y arcilla y
moderada o baja permeabilidad (Cheng, 1990). Entre las caracteristicas de los
plaguicidas que incrementan el transporte por lixiviacion se incluyen, reducida adsorcion a
las particulas del suelo, lenta tasa de degradacion, y alta solubilidad en agua (Jarvis,
2001).

1.1.2. Volatilizacién

La volatilizacion es un proceso fisico-quimico por el cual un plaguicida es transferido a
la atmosfera en estado gaseoso. Generalmente, la volatilidad es medida a partir de la
presion de vapor (usualmente a 25°C), definida como la cantidad de presion ejercida por
una sustancia a una temperatura determinada. La presion de vapor constituye una
propiedad intrinseca fundamental, determinante de la disipacién y movimiento en el
ambiente. En consecuencia, a la misma temperatura, aquellos plaguicidas con elevados
valores de presion de vapor, presentan alto potencial de volatilizacion (Glotfelty;
Schomburg, 1989).

La magnitud de las pérdidas por volatilizacion es afectada por la naturaleza quimica del
plaguicida, formulacién, condiciones climaticas, del suelo y método de aplicaciéon. Los
plaguicidas con elevada presion de vapor, baja solubilidad, fotodegradables, y que
presentan débil adsorcién al suelo, presentan mayores pérdidas por volatilizacién.
Asimismo, el contenido de materia organica, de arcilla, textura y humedad del suelo
afectan, una vez dentro del mismo, la adsorcién de los plaguicidas y en consecuencia su

potencial para volatilizarse hacia la atmdsfera (Shaw; Chadwick, 1999).

1.1.3. Escurrimiento superficial

Los plaguicidas pueden ser transportados por escurrimiento superficial a través de dos
mecanismos, disueltos en el agua o adsorbidos a las particulas de suelo (Leonard, 1990).

Las propiedades fisicoquimicas de los plaguicidas, dosis de aplicacion, pendiente del
terreno, cobertura vegetal, factores del suelo y el contenido de humedad, influyen en el

transporte de los contaminantes por escurrimiento. Los plaguicidas con mayor solubilidad



en agua y menor adsorcion a las particulas del suelo presentan mayores pérdidas por
escurrimiento superficial (Shaw; Chadwick, 1999).

De igual manera, el movimiento de los plaguicidas es usualmente mayor cuando
ocurren eventos de abundantes precipitaciones luego de la aplicaciéon de los mismos. En
tal sentido, ha sido ampliamente documentado que el principal movimiento del plaguicida
fuera del area tratada ocurre en el primer evento de precipitacion luego de la aplicacion
(Tiryaki; Temur, 2010).

1.1.4. Absorcion por los cultivos

El ingreso de los plaguicidas en las plantas varia con la especie de cultivo y las
propiedades fisicoquimicas del compuesto, como asi también puede ser fuertemente
influenciado por las condiciones ambientales y el empleo de coadyuvantes.

Luego de la aplicacion de un plaguicida al suelo o al follaje, los compuestos pueden ser
transportados dentro y entre las estructuras vegetales. Este proceso puede separarse en
dos vias, a través de la absorcién por las raices de las plantas y mediante la adsorcion y
transporte hacia las estructuras superficiales de los vegetales (Wang; Liu, 2006).

El factor mas importante que determina la absorcion y movimiento de los plaguicidas
dentro de la planta es su solubilidad en agua. Otros factores tales como contenido de
humedad, pH, contenido de arcilla y actividad microbiana influyen en este proceso cuando
la polaridad del compuesto es elevada, mientras que para compuestos no polares el
contenido de materia organica constituye un factor de gran importancia en el mismo (Kerle
et al., 1996).

1.2. Procesos de retencion

La adsorcidén es uno de los procesos mas importantes que afecta el destino de los
plaguicidas en el ambiente y su transporte hacia el agua subterranea, debido a que puede
regular otros procesos tales como la degradacion y lixiviacion (Wauchope et al., 2002).
Este proceso determina la particién de los plaguicidas entre las fases sélida y liquida del
suelo, controlando la disponibilidad de los herbicidas para las plantas, los

microorganismos del suelo y su movimiento en el perfil (Gevao et al., 2000). Asimismo, la



retencibn puede ser completamente reversible o irreversible, dependiendo de las
diferentes combinaciones sustancia-suelo (Fomsgaard, 2004).

La adsorciéon de un herbicida en el suelo es usualmente caracterizada a través del
coeficiente de distribucion de adsorcion (kg), el cual es definido como la relacién entre la
cantidad de sustancia adsorbida y la cantidad en solucién, para una situacion de
equilibrio. Dicho coeficiente ha sido ampliamente considerado como indicador de la
capacidad de adsorcion de un herbicida por un suelo determinado (Weber et al., 2004).

En tal sentido, altos valores de kg indican que los plaguicidas son fuertemente
adsorbidos a los componentes del suelo, presentando en consecuencia poca movilidad, y
resistencia a la degradacién microbiana. Del mismo modo, elevados ky indican que el
plaguicida es probablemente bioconcentrado, hidrofébico e insoluble en agua, existiendo
sin embargo algunas excepciones (Wauchope et al., 2002). En contraste, herbicidas con
bajos valores de Ky son débilmente adsorbidos y poseen en consecuencia, mayor
probabilidad de lixiviar hacia el agua subterranea (Tiryaki; Temur, 2010).

Existen varios mecanismos de adsorcién de los plaguicidas, que pueden ocurrir en las
superficies minerales de los suelos, involucrando procesos fisicos y quimicos. Entre los
procesos fisicos se incluyen fuerzas de Van der Waals e interacciones electrostaticas
(intercambio de iones). Entre los procesos quimicos se destacan mecanismos de
intercambio de ligando, uniones covalentes y puentes de hidrégeno (Sparks, 2003). Si
bien no todos los mecanismos ocurren simultaneamente, dos o mas pueden presentarse
a la vez, dependiendo de la naturaleza del grupo funcional del plaguicida y de las
caracteristicas del sistema (Gevao et al., 2000).

De esta manera, los mecanismos de interaccion iénica ocurren cuando el compuesto
guimico se encuentra en forma catibnica en el suelo o puede ser protonado,
adsorbiéndose a los grupos oxidrilos, fendlicos o carboxilicos de la materia organica
(Sparks, 2003). Las uniones mediante puentes de hidrégeno, pueden formarse entre
grupos funcionales de los coloides del suelo que contienen oxigeno u oxidrilos y grupos
similares en la molécula del plaguicida. Por su parte, las fuerzas de Van der Waals,
representan atracciones dipolares que ocurren frecuentemente cuando los compuestos no
ibnicos o no polares entran en contacto con moléculas &cidas de la materia organica
(Fomsgaard, 2004).

Experimentalmente, la adsorcion es descripta mediante isotermas de adsorcion. Dicha

metodologia consiste en una simple reaccion de equilibrio entre la concentracion de la



sustancia adsorbida a la matriz del suelo y la concentracion en la fase acuosa, existiendo

diversas expresiones empiricas para describir dicha relacién (Barriuso et al., 1994).

1.3. Procesos de degradacion

Cuando un plaguicida es liberado en el medio ambiente interactia con los
componentes bioticos y abidticos de éste, sufriendo transformaciones en su estructura,
capaces de modificar profundamente sus caracteristicas fisico-quimicas y su accion
biolégica. La degradaciéon del plaguicida dara lugar a nuevos compuestos que pueden
resultar mas o menos toxicos, mas persistentes y mas méviles que la sustancia original.
De esta manera, cuando el producto de degradacién resulta menos toxico que el
compuesto original, se trata de una inactivacion o detoxificacién; si por el contrario, el
producto de degradacién resulta con mayor toxicidad, se trata de una activacion (Boxall et
al., 2004).

Las reacciones de degradacion son muy variadas (oxidacion, reduccion, hidrélisis,
sustitucion, eliminacion de grupos funcionales, fotdlisis) pudiendo estar mediadas tanto
por agentes organicos, principalmente microorganismos del suelo (hongos y bacterias),
como inorganicos. Asimismo, los procesos de transformacién se hallan influenciados por
distintos factores como la temperatura, la luz solar, pH, composicion del agua, suelo, entre
otros (Walker, 2003).

1.3.1. Degradacion Abidtica

La degradaciéon abiética incluye a los procesos de degradaciéon en los cuales no
intervienen organismos vivientes. Estas reacciones pueden ocurrir en la superficie del
suelo, en los horizontes subsuperficiales y especialmente en la solucién del suelo. Entre
las reacciones quimicas mas importantes involucradas en la degradacion abiética de
algunos plaguicidas se incluyen la hidrélisis, fotodegradacién y reacciones de o6xido-
reduccion (Wolfe et al., 1990).

La hidrolisis es una de las reacciones mas importantes en la degradacion de muchos
plaguicidas. Esta reaccion consiste en la union de una molécula de agua al compuesto
guimico (Comfort et al., 1994). El pH de la solucion es un factor de gran importancia que

determina la tasa de hidrélisis de los compuestos quimicos. Diversos plaguicidas pueden



presentar hidrélisis acida, alcalina o neutra, dependiendo del pH del ambiente (Wolfe et
al., 1990). Otros factores que afectan la tasa de hidrélisis de los compuestos quimicos,
incluyen a la temperatura, el pH, composicion del suelo y las propiedades fisicoquimicas
del compuesto (Shaw; Chadwick, 1999).

Por su parte, la fotodegradaciéon o fotolisis es un proceso fotoquimico en el cual la
luz ultravioleta o visible causa la transformacion de los compuestos. La tasa de
fotodegradacion y los productos de degradacién originados varian ampliamente,
dependiendo de los compuestos quimicos parentales.

Este proceso puede ocurrir en aguas superficiales, en la superficie del suelo o en la
atmosfera, directa o indirectamente. La fotdlisis directa requiere la absorcion de luz solar
por el plaguicida, el cual es transformado en diversos productos de degradacion. A su vez,
la fotodegradacion indirecta comienza con la absorcién de luz por una sustancia distinta
del plaguicida. Luego, dicha absorcion, origina una serie de reacciones, que resulta
finalmente en la transformacion del compuesto (Wolfe et al., 1990).

Entre los factores que condicionan la fotodegradacion se incluyen caracteristicas del
suelo, tales como pH, contenido de materia organica, de arcilla, humedad, y
susceptibilidad de la molécula a la fotodegradacion. Asimismo, las reacciones
fotoquimicas resultan de gran importancia para plaguicidas aplicados a la superficie del
suelo sin incorporar (Armostrong; Konrad, 1974).

Diversos plaguicidas pueden sufrir también variadas reacciones de oxido-reduccion.
Entre ellas se incluyen oxidacion directa por ozono, autooxidacién mediada por metales y
peréxidos, reacciones de reduccion tales como dehalogenacion, nitroreduccién, etc.
(Wolfe et al., 1990).

1.3.2. Biodegradacion

La degradacién de los plaguicidas a través de procesos metabdlicos es considerada el
principal mecanismo de transformacién bioldgica. Los microorganismos del suelo
intervienen en la mayoria de los procesos de degradacién de los plaguicidas, mediante los
cuales, los compuestos quimicos pueden ser degradados parcial o totalmente, originando
como productos finales CO,, H,O, NH,4, NOs, etc., dependiendo de cada plaguicida en
particular (Shaw; Chadwick, 1999).



La degradacion de los plaguicidas puede ocurrir mediante diversos tipos de reacciones:
- biodegradacion o metabdlicas: los microorganismos utilizan a las sustancias como
fuente de energia para su crecimiento,

- co-metabdlicas: en este caso, los compuestos son degradados por reacciones
metabdlicas pero no son empleados como fuente de energia para los microorganismos,

- polimerizacion: las moléculas de los plaguicidas son conjugadas con otros plaguicidas o
sustancias naturales,

- acumulacion: en las cuales los plaguicidas son incorporados a los microorganismos,

- efectos secundarios de la actividad biolégica: el plaguicida es transformado, como
consecuencia de cambios provocados por los microorganismos en el ambiente (pH,
condiciones redox) (Bollag; Liu, 1990).

Entre las principales reacciones bioquimicas involucradas en el metabolismo
microbiano para la degradacién, se incluyen reacciones de hidrélisis, oxidacion,
reduccion, dealkylacion, dehalogenacion y sintesis. Los productos intermedios formados
por los procesos de degradacién, pueden tener diferentes propiedades fisicas y quimicas
al compuesto parental y en consecuencia un comportamiento diferente en el ambiente
(Comfort et al., 1994).

Existen numerosos factores que influyen en la degradacion de los compuestos
guimicos en el suelo, tales como temperatura, humedad, textura del suelo, actividad
microbioldgica, contenido y composicion de la materia organica, pH, entre otros
(Fomsgaard, 2004).

La adsorcion y degradacion de los plaguicidas constituyen dos fendmenos
interrelacionados que condicionan el comportamiento y el destino de los plaguicidas en el
suelo. La degradacién determina la persistencia de los plaguicidas en el suelo, mientras
gue la adsorcion determina la disponibilidad del plaguicida en la solucién del suelo para la
degradacion (Comfort et al., 1994).

La persistencia o residualidad de un herbicida en el suelo puede definirse como el
periodo o longitud de tiempo durante el cual permanece en forma activa en el mismo. La
persistencia es extremadamente importante debido a que determina el periodo de tiempo
en que pueden esperarse efectos fitotoxicos y la longitud de tiempo que un herbicida se
encuentra en el ambiente, también es importante debido a que los efectos fitotdxicos
residuales pueden provocar dafios a los cultivos subsecuentes en la rotacion (Ashton;
Monaco, 1991).



La persistencia de un plaguicida generalmente se expresa a través de la vida media
(T12), la cual representa el tiempo requerido para que el 50% del plaguicida original
aplicado se descomponga en otros productos (Comfort et al., 1994).

Usualmente, la tasa de degradacion para la mayoria de los plaguicidas es descripta
mediante una cinética de primer orden. La ecuacion empirica mas comunmente empleada
asume que la tasa de degradaciéon es proporcional a la concentracién del plaguicida
(Alexander; Scow, 1989). Sin embargo, existen ocasiones en las que las ecuaciones de
primer orden no son adecuadas para describir la degradacion. En tales situaciones, la
persistencia no es satisfactoriamente descripta a través de un Unico valor de vida media,
pudiendo presentar diferentes tasas de degradacion y por ende diferentes tiempos de
disipacion (Ma et al., 2004).

Cualquier factor que afecte la desaparicién o descomposiciéon de un herbicida afecta su
persistencia. La mayoria de los factores se incluyen dentro de tres categorias que
interactian fuertemente entre si: factores del suelo, condiciones climéticas y propiedades
del herbicida. Entre los factores del suelo se destacan la composicién del mismo (textura)
y contenido de materia organica, que regulan los procesos de adsorcion, volatilizacion y
lixiviacion y en consecuencia pueden afectar los periodos de persistencia de un herbicida
en el suelo. Generalmente, los suelos con mayor contenido de arcilla y materia organica
poseen mayor potencial para retener a los herbicidas a las particulas del mismo,
incrementandose la adsorcion por los coloides del suelo y disminuyendo la lixiviacion
(Ashton; Moénaco, 1991; Hager et al., 2000).

Varios nutrientes y cationes en el suelo afectan la actividad y degradacién de los
herbicidas. Algunos herbicidas estdn mas disponibles en presencia de ciertos cationes,
mientras que otros pueden estar mas retenidos y en consecuencia no disponibles. No
obstante, diversos cationes también pueden actuar cataliticamente acelerando la
degradacion de los compuestos quimicos, por lo cual su efecto sobre la degradacion,
depende de la interaccion entre las caracteristicas quimicas de los plaguicidas y la
composicion del suelo (Hager et al. 2000).

Algunos herbicidas son particularmente afectados por el pH del suelo. En suelos con
pH elevado, menores concentraciones de los herbicidas se ligan o adsorben a las
particulas del mismo, debido a que son repelidos por las cargas negativas de los suelos,

estando por lo tanto mas disponibles para la absorcién por las plantas. Asimismo, la
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degradacion quimica y microbiana de los herbicidas son mas lentas a pH de suelo
elevados (Helling, 2005).

Los principales microorganismos del suelo, bacterias, hongos, y protozoos, son
responsables de la descomposicion de algunos herbicidas, debido a que los utilizan como
fuente de energia. Los microorganismos requieren ciertas condiciones ambientales para
alcanzar un 6ptimo crecimiento, tales como humedad, temperatura, pH, oxigeno y
nutrientes (Ashton; Ménaco, 1991). Usualmente los suelos célidos, bien aireados, fértiles,
con pH neutro, son los mas favorables para el crecimiento microbiano y por lo tanto para
la degradacion de los herbicidas (Bedmar, 2004).

Las variables climaticas involucradas en la degradacion de los herbicidas son la
temperatura, la humedad y la luz solar. La degradacion por lo general se incrementa
cuando aumentan la temperatura y la humedad, debido a que tanto las tasas de
degradacién quimica como microbiana se incrementan con mayores niveles de ambas
variables (Hager et al., 2000). La luz solar algunas veces es un factor de cierta
importancia en la degradacion de los herbicidas. La absorcion de energia luminica
aumenta el nivel de energia de la molécula, resultando en alteraciones estructurales de la
misma, sin embargo para la mayoria de los herbicidas mas persistentes en el suelo, son
escasas las pérdidas debidas a fotodescomposicién (Kerle et al., 1996).

Las principales propiedades del herbicida, que influyen sobre su persistencia son la
solubilidad en agua, la adsorcion al suelo, la presién de vapor, las propiedades quimicas
y la susceptibilidad de la molécula a la alteraciébn o degradacién quimica o microbiana
(Hager et al., 2000).

La solubilidad en agua indica su potencial para lixiviar. En general los herbicidas que
son menos solubles y son fuertemente atraidos por las particulas del suelo, poseen menor
probabilidad de lixiviar, especialmente en afios secos (Jarvis, 2001).

La presién de vapor de un herbicida determina su volatilidad. Los herbicidas que tienen
elevada presiébn de vapor, generalmente tienen mayor probabilidad de volatilizarse
(Ashton; Moénaco, 1991).

La naturaleza quimica determina su interaccion con los coloides del suelo. Los
herbicidas fuertemente basicos (catiénicos) son rapidamente inactivados por las particulas
del suelo ya que son fuertemente adsorbidos. Muchos herbicidas que son bases débiles
se adsorben a la materia organica y a la fraccién arcillosa del suelo, sin embargo la

adsorcion es dependiente del pH. Los herbicidas &cidos (aniénicos) no son adsorbidos,
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debido a que son repelidos por las cargas negativas de las particulas del suelo, sin
embargo, pequefias cantidades pueden adsorberse a la materia organica y a los coloides
positivamente cargados como los 6xidos e hidroxidos de hierro y aluminio. Los herbicidas
neutros se adsorben muy poco, aunque si la solubilidad en agua es baja, pueden hacerlo
a través de fuerzas fisicas (Alexander; Scow, 1989).

La estructura quimica del herbicida determinara como se degradard en el suelo.
Algunos herbicidas son rapidamente descompuestos por los microorganismos, mientras
gue otros son resistentes a la descomposicion. Varios herbicidas son degradados a través
de reacciones quimicas, que involucran hidrélisis, oxidacién y reduccion. La
descomposicidon quimica depende no so6lo de la estructura quimica, sino también de
factores edéficos y climaticos (Hager et al., 2000).

Por lo expuesto, la retencion y degradacion de los plaguicidas constituyen dos
procesos determinantes del destino de un plaguicida en el ambiente y deben ser
integrados para poder mejorar las observaciones globales sobre el estado de

contaminacion del agua subterrdnea (Walker, 2003).

2. Estimacion de la lixiviacion potencial de los plaguicidas

El riesgo potencial de contaminacion del agua subterrdnea por un herbicida, depende
principalmente de su movilidad. En efecto, el potencial de lixiviacibn de un compuesto
guimico puede ser determinado directamente o puede estimarse indirectamente mediante
modelos, indices o indicadores (Oliveira et al., 2001).

Los programas de monitoreo constituyen una herramienta fundamental para detectar la
presencia de plaguicidas en el agua subterranea. Sin embargo, debido al elevado costo y
tiempo necesario para llevar a cabo dichas técnicas se han desarrollado en los ultimos
afios diversas metodologias basadas en indices e indicadores, las cuales estiman el
potencial de lixiviacion de los plaguicidas y el riesgo de impacto en el agua subterranea.

Los indices mas utilizados son, entre otros, DRASTIC (Aller et al., 1985); LEACH
(Laskowski et al., 1982) y GUS. El indice GUS, (Groundwater Ubiquity Score; Gustafson,
1991) es una herramienta ampliamente empleada para clasificar a los plaguicidas en

funcién de su riesgo de lixiviacién hacia el agua subterranea. Este indice relaciona la
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persistencia (vida media) y adsorcion (K,) de los compuestos quimicos en el suelo (Kerle
et al., 1996).

Rao et al. (1985), a diferencia de estos procedimientos que solo incluyen parametros
hidrologicos o exclusivamente propiedades quimicas de los plaguicidas, desarrollaron un
modelo para determinar la contaminacién potencial del agua subterranea basado en el
riesgo de lixiviacion de los plaguicidas a través del perfil del suelo. Este método ha sido
frecuentemente utilizado por diversos autores (Giambelluca et al., 1996; Costa Paraiba;
Spadotto, 2002; Sanderson; Lowe, 2002; Bernard et al., 2005; Kookana et al., 2005) e
incluye propiedades del suelo (densidad aparente, contenido de carbono organico,
contenido de humedad a capacidad de campo, profundidad del perfil), caracteristicas
hidroldgicas y climaticas (recarga neta de agua subterranea) y algunas propiedades de los
plaguicidas en estudio (vida media del plaguicida y coeficiente de particion en carbono
organico). El modelo establece la determinacion de dos indices: Factor de Atenuacion
(AF) y Factor de Retardo (RF). EL AF estima la fraccion de plaguicida aplicado a la
superficie que se lixivia a través del perfil del suelo, en base a la profundidad del horizonte
de suelo considerado, el contenido de agua a capacidad de campo, la recarga neta de
agua subterranea, la vida media de los plaguicidas en el suelo y el Factor de Retardo
(RF). El RF determina la movilidad de los plaguicidas y es definido en base a la densidad
aparente del suelo, el contenido de carbono organico edéfico, el coeficiente de particion
en carbono organico y el contenido de humedad en el suelo a capacidad de campo.

Dicha informacidn constituye una herramienta que puede ayudar en la toma de decisio-
nes y/o de control para la seleccion de plaguicidas, estrategias de manejo de plagas
asociadas a los cultivos y/o sistemas de produccién que minimicen el riesgo de impacto
ambiental.

Diversos autores (Diaz-Diaz, 1998; Natale et al., 2002; Spadotto, 2002; Bernard et al.,
2005; Kookana, 2005) han calculado los indices AF y RF, sin embargo, salvo algunas
excepciones (Diaz-Diaz, 1998; Bernard et al., 2005), la mayoria de los trabajos utiliza
informacién de adsorcién y degradacién de plaguicidas obtenida de bases de datos
internacionales. Tal situaciéon, puede conducir a la obtencion de resultados errGneos
debido a que pueden encontrarse grandes diferencias respecto de aquella informacion
adaptada de estudios con diferentes suelos, condiciones ambientales, uso de plaguicidas

y sistemas de produccién. Por todo lo expresado, y a fin de mejorar la confiabilidad de los
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resultados, resulta de gran trascendencia obtener informacién bajo las condiciones

ambientales locales de uso de los plaguicidas.

3. Imazapir

3.1. Propiedades, mecanismo de accién, usos

Imazapir es un herbicida de amplio espectro de control, perteneciente a la familia
guimica de las Imidazolinonas. Su mecanismo de accién consiste en inhibir la enzima
acetolactato sintetasa. Esta enzima cataliza el primer paso en la biosintesis de tres
aminoacidos alifaticos esenciales de cadena ramificada: valina, leucina e isoleucina vy, al
inhibirse la sintesis de aminoacidos, también lo hace la sintesis de ADN, la sintesis
proteica y el crecimiento de las células, por lo tanto las plantas susceptibles detienen su
crecimiento y mueren.

Imazapir es un herbicida descubierto por cientificos de la compafila American
Cyanamid en la década del 80’. Los primeros ensayos en 1981, indicaron que este
herbicida presentaba potencial para el control total de la vegetacion, subsecuentes
investigaciones demostraron tolerancia en diversas especies de coniferas, lo que llevé a
su desarrollo como herbicida forestal y en 1984 comenzaron a desarrollarse las sales
comerciales de imazapir (Senseman, 2007).

Las formulaciones comerciales contienen imazapir bajo la forma de acido [2-(4-
isopropyl-4-methyl-5-ox0-2-imidazolin-2-yl)-acido nicotinico] o de sal isopropilamina 2-
Propanamina, 2-(4,5-dihydro-4-methyl-4-(1-methylethyl)-50x0-1H-imidazol-2-yl]-3-
pyridinecarboxylato (Figuras 1y 2).
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Figura 1. Estructura molecular de imazapir bajo la forma de &cido (C3H1sN303).
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Figura 2. Estructura molecular de imazapir bajo las forma de sal (C13H15sN3O3HgN).

Actualmente, en Argentina, este herbicida es utilizado a gran escala para el control de
malezas en el cultivo de girasol Clearfield (CL) tolerante a Imidazolinonas. Los sistemas
de produccion Clearfield combinan cultivos tolerantes a Imidazolinonas con herbicidas
Imidazolinonas. Esta tecnologia permite el control de un amplio espectro de malezas, que
incluyen gramineas anuales y perennes, malezas dicotiledéneas y lefiosas, incluyendo
especies que no pueden ser controladas por otros herbicidas en los cultivos de maiz,
girasol, trigo y arroz (Casafe, 2009). Esta herramienta introdujo la resistencia genética de
los hibridos de los cultivos a los herbicidas Imidazolinonas, mediante un proceso de
seleccién genética natural no transgénica. En consecuencia, ademas de los beneficios
sobre el control de malezas, presenta ventajas en el proceso de comercializacion, ya que
no posee restricciones regulatorias, como en el caso de los cultivos transgénicos (Tan et
al., 2005).

Debido a las ventajas de este sistema sobre otros programas de manejo de malezas y
su facil acceso para los productores, el sistema de produccion Clearfield ha sido
ampliamente adoptado en diferentes regiones del mundo. En Argentina, en el afio 2003,
BASF lanz6 la tecnologia Clearfield para el cultivo de girasol y hoy en dia es el pais lider a
nivel mundial en girasol sembrado bajo esta modalidad. En la Figura 3 se presenta la
evolucion del area sembrada con girasol Clearfield en Argentina, desde su lanzamiento
hasta el afio 2008. En la actualidad se considera que aproximadamente, el 35-40% del

area sembrada en nuestro pais corresponde a girasol CL (Basf, 2011).
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Figura 3. Evoluciéon del area tratada con imazapir en Argentina, en el periodo 2003-

2008.

En la Tabla 1 se presentan las propiedades fisicas y quimicas de imazapir, mientras

gue las marcas comerciales registradas en Argentina para el cultivo de girasol por la

empresa BASF, se describen en la Tabla 2.

Tabla 1. Nomenclatura, propiedades fisicas y quimicas de imazapir (Senseman, 2007).

Nomenclatura quimica

Formula molecular

Peso molecular

Densidad

Punto de fusién

Sal isopropilaminica del acido 2-(4-
isopropil-4-metil-5-ox0-2 imidazolin-2-il)
nicotinico.

Acido 2-(4,5-dihidro-4-metil-4-(1 metil
etil)-5-oxo-1 h-imidazol-2-il)-3-piridin
carboxilico

Acido: Cy3,H15,N3,03
Sal: Ci6,H24,N4;05
Acido: 261,28 g

Sal: 320,39 ¢
0.34gml*

169-173°C
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Tabla 2. Marcas comerciales registradas para imazapir en Argentina para el cultivo de

girasol (Porfido, 2007).

Marca Formulacion Concentracion
Arsenal SL 25%

Arsenal Forestal SL 48%

Arsenal Forestal DF WG 80%

Clearsol SL 30,4%
Clearsol DF WG 80%

Clearsol Plus WG 15%

SL: concentrado soluble; WG: granulos dispersables

Este herbicida puede aplicarse en pre o en post emergencia temprana de las malezas,

siendo mas efectivo cuando se aplica en post emergencia. Imazapir puede aplicarse en

areas no cultivadas, alambrados, cafia de azucar, palma, caucho, pino, (Senseman, 2007)
y en los sistemas de produccion Clearfield (Tabla 3) (BASF, 2011).

Tabla 3. Marcas comerciales de imazapir y su composicion, registradas para los cultivos

Clearfield en Argentina.

Cultivo Marca comercial Composicién
. Clearsol DF Imazapir 80%

Girasol CL . .
Clearsol Plus Imazamox 33% + imazapir 15%
OnDuty Imazapic 52.5% + Imazapir 17.5%

Maiz CL ) , . . :
Lightning, Interfield Imazetapir 52.5% + Imazapir 17.5%

Arroz CL Kifix 70DG Imazapir 52.5% + Imazapic 17.5%

En lo que respecta a su comportamiento en las plantas, imazapir, es absorbido por

hojas y raices y es rapidamente traslocado por xilema y floema, acumulandose en los

tejidos meristematicos de las malezas (Anderson, 1996). Aunque el crecimiento de las
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malezas es inhibido en pocas horas después de la aplicacién, los signos letales son
evidentes a partir de 1-2 dias, hasta algunas semanas después del tratamiento,
dependiendo de las condiciones ambientales (Pérfido, 2007).

3.2. Toxicologia

Imazapir es de baja toxicidad aguda oral (categoria 1V) y dermal (categoria Ill) para
aves, mamiferos y peces (US. EPA, 2006). La DLs, oral para ratas es mayor a 5000 mg
kg™ y la DLso dermal para conejos es mayor a 2000 mg kg™ (Senseman, 2007).

Estudios realizados de toxicidad subcrénica, indican que la toxicidad sistémica dermal
en conejos es de 400 mg kg™ d*. Asimismo, no se observaron efectos en ratas, luego de
la administracion por 13 semanas de 10.000 ppm con la dieta (571 mg kg™ d™).

Segun informes establecidos por la Agencia de Proteccion Ambiental (EPA) ha sido
clasificado como clase E, evidencia de no carcinogénesis. No presenta efectos
mutagénicos, y no se ha determinado que posea potencialidad para causar efectos sobre

la reproduccion, sobre la fertilidad, ni oncogénicos (Cox, 1996).

3.3. Comportamiento en el ambiente

Segun los antecedentes (Mangels, 1991; Cox, 1996; Tu et al., 2004,) imazapir es un
compuesto soluble en agua, no-volatil, persistente y movil. Con niveles de pH ambientales
superiores al valor de su pKa, la molécula se encuentra principalmente en estado aniénico
(61% ionizado a pH 4, 94% ionizado a pH 5 y mas de 99% a pH superiores a 6),
presentando en consecuencia, similar comportamiento bajo las formas de acido y sal

(U.S. EPA, 2006). En la Tabla 4 se presentan las propiedades ambientales de imazapir.
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Tabla 4. Propiedades ambientales de imazapir.

pKa (constante de disociacion) 1.9 36,11

Presion de vapor 3x 10" mPa a 25°C
Constante de Henry 1.43 x 10 a 20°C
Estabilidad Mas de 12 meses a 37°C
Solubilidad en agua 9700 mg I'* a 20°C

Acetona:3.39 Etanol:4.22

Solubilidad en solventes organicos (a 25°C) Metanol10.5 DMSO0:47.1

Tolueno:0.18
K (constante de adsorcion de Freundlich) 1.23
Koc (coeficiente de particion en carbono 100

orgéanico)
Kow (CO€ficiente de particion en octanol-agua) 1.3
Vida media en el suelo 90 dias

GUS (indice de potencial de lixiviacion) 1.98

En general, la adsorcién de imazapir a las particulas del suelo es débil (Senseman,
2007), sin embargo puede variar dependiendo de las caracteristicas edafolégicas,
incrementandose cuando el contenido de arcilla y materia organica aumentan, con
condiciones de baja humedad en el suelo y valores de pH menores a 5 (Wehtje et al.,
1987), siendo éste un proceso reversible.

La molécula de imazapir presenta naturaleza anfotérica (presencia de grupos acidicos
y basicos funcionales). Dicha caracteristica permite al herbicida existir en forma anibnica,

neutra o catidnica dependiendo del pH del ambiente (Figura 4). Posee tres constantes de
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disociacion (pKa), 1.9, 3.6 y 11.4. Cuando el pH del suelo es mayor que su pKa, el
herbicida se encuentra presente en estado aniénico (—COO-), lo que causa repulsiéon por
los coloides del suelo, resultando en una débil adsorcion. Cuando el pH del suelo es
menor al pKa se halla en forma no i6nica (-COOH) pudiendo interactuar con las
superficies hidrofébicas de la materia organica y coloides cargados negativamente (Che et
al., 1992).

[CFF_@,}ECH {CH H (CH3)-CH
—~CHgy I ~ CHg3 -
* i oy
HHN |1|"' “, N —
| 0 —0 . =0
N~ NH Kay, N TN Ka N N
. - i 1 .-_ d
i g “'m et - o,
Cocr
1.9 36
(C'ationico Neutro Anionico

Figura 4. Estructura molecular y equilibrio de disociacion de la molécula de imazapir.

Por consiguiente, la molécula tiende a ser débilmente adsorbido en la mayoria de los
suelos, presentando bajos valores de Ky y alto grado de movilidad (Mangels, 1991;
Shaner; Hornford, 2005).

La degradacién microbiana constituye el principal mecanismo de disipacion de
imazapir (Flint; Witt, 1997). En tal sentido, Wang et al. (2005) estudiando la degradacién
de imazapir en cuatro suelos de China, demostraron que entre el 62 y 78% de la
degradaciéon correspondia a biodegradacién y solo el 39% se asociaba a mecanismos
quimicos. Asimismo, la degradacién se acelera bajo condiciones que favorecen la
actividad de los microorganismos del suelo, tales como temperaturas elevadas, alto
contenido de humedad en el suelo y pH neutro (Wehtje et al.,, 1987). De Souza et al.
(1999), determinaron que el contenido de humedad era el principal factor que afectaba la
capacidad de los microorganismos para la degradacion de imazapir. Por su parte, Wang
et al. (2006) determinaron, bajo condiciones aerdbicas, variaciones en la degradacion de

imazapir en diferentes suelos dependiendo del pH.
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Imazapir no es sometido a procesos de hidrdlisis y no han sido reportados otros
mecanismos de degradacion, tales como fotélisis en el suelo, o degradacion bajo
condiciones anaerobicas (US. EPA, 2006). La volatilizacion es insignificante, debido a su
baja presiébn de vapor, sin embargo el potencial de volatilizacibon aumenta, con el
incremento de la temperatura y humedad del suelo (Tu et al., 2004).

Imazapir puede ser rapidamente degradado por la luz solar en soluciones acuosas,
sin embargo, la fotolisis en la superficie del suelo es limitada (Loux et al., 1989). En tal
sentido, Mallipudi et al. (1991) determinaron valores de vida media de imazapir, producto
de la fotodegradacion en soluciones acuosas, de 1.9 a 2.3 dias en agua destilada, 2.7 en
buffer pH 5 y 2.3 dias en buffer pH 9. Por su parte, Carrier et al. (2006) y Quivet et al.
(2006) demostraron que la presencia de iones metalicos (Ni** Cu?") produce un efecto
perjudicial en la fotodegradacion por acomplejamiento de la molécula, aumentando de
esta manera la estabilidad del compuesto. De modo semejante, Santoro et al. (1999)
demostraron que el uso de TiO,, sustancias humicas y acetona incrementaba la tasa de
fotodegradacion de imazapir.

En consecuencia, el movimiento y persistencia de imazapir se encuentra fuertemente
influenciado por diversas propiedades del suelo, entre ellas pH, contenido de arcilla y de
materia organica (Mangels, 1991; Larina et al., 2004). La adsorcién se incrementa a
medida que el pH decrece, y es mayor en suelos con alto contenido de materia organica y
arcilla (Loux et al., 1989). Dichos factores determinan la disponibilidad del herbicida en la
solucion suelo, regulando su tasa de degradacion producto de la actividad microbiana
(Alister; Kogan, 2005). Los rangos de vida media reportados en el suelo a nivel
internacional, oscilan entre 25 y 142 dias dependiendo del tipo de suelo y condiciones
ambientales (Senseman, 2007), siendo mas corta en suelos arenosos y con temperaturas
elevadas (Ulbrich et al., 2005). Al respecto, Mc Dowell et al. (1997), determinaron que la
temperatura tiene un efecto significante en la degradacién de Imazapir. Wang et al.
(2006), manifestaron que la tasa de degradacién de imazapir decrece en condiciones de
suelo de anaerobiosis.

Por lo expuesto, dada su baja capacidad de adsorcion, alta capacidad de desorcion, y
elevada solubilidad en agua, imazapir presentaria alto riesgo de lixiviacion. En tal sentido,
Vizantinopoulos; Lolos (1994) encontraron que entre el 40 y 70% del herbicida aplicado
lixiviaba a 45 cm de profundidad en el perfil, mientras que De Souza et al. (1999)

comprobaron una elevada lixiviacion, dependiendo de las propiedades de los suelos. En
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otro estudio realizado por Rahman et al. (1993), los autores detectaron residuos a 1.5y 3
metros de profundidad, dependiendo de la dosis de aplicacion.

Sumado a su potencial de lixiviacion, entre sus propiedades fisicoquimicas se destaca
su elevada persistencia en el suelo, lo cual incrementa el riesgo potencial de
contaminacién. En tal sentido, diversos estudios han determinado la presencia de
imazapir en agua superficial y subterranea. Michael; Neary (1993) y Bush et al. (1995),
hallaron residuos de imazapir en agua subterranea en el suroeste de Estados Unidos. En
la misma linea, Borjesson et al. (2004), encontraron residuos del herbicida en el agua
subterranea, luego de 8 afios de la aplicacion, presentando niveles de contaminacion
entre 0.16 y 0.89 pg I"*. Por su parte, Battaglin et al. (1998), en un estudio en rios y
arroyos de EEUU, detectaron concentraciones de imazapir superiores a los limites
permitidos en mas del 5% de las muestras analizadas. Mulder; Schmidt (2011), realizaron
un estudio de monitoreo en el estado de Montana, con el fin de determinar el impacto
potencial de los compuestos quimicos en el agua superficial y subterranea. Dichos
autores, determinaron la presencia de imazapir en el 42 y 75% de las muestras de agua
superficial y subterrdnea respectivamente, a concentraciones inferiores al valor maximo
permitido por la Unién Europea en el agua para consumo humano de 0.1 ug I'* (Hamilton
et al., 2003).

3.4. Determinacién de residuos de imazapir

Existen diversas metodologias para la determinacion de residuos de imazapir en
muestras de suelo, las cuales emplean cromatografia liquida o gaseosa con diferentes
tipos de detectores (D’ Ascenzo et al., 1998; Lagana et al., 2000; Ramezani et al., 2009).
No obstante, muchas de ellas son laboriosas, presentan baja sensibilidad,
reproducibilidad y especificidad, pudiendo originar falsos positivos.

La Espectrometria de Masas (MS/MS), constituye actualmente una de las herramientas
analiticas mas sofisticadas para el analisis de plaguicidas en diferentes tipos de matrices.
Debido a que presenta alta sensibilidad y selectividad, es posible cuantificar residuos de
plaguicidas en matrices ambientales a niveles traza (Lao; Jay Gan, 2006).

Diversos estudios han demostrado que las determinaciones de residuos de
Imidazolinonas mediante cromatografia liquida (LC)-MS/MS son adecuadas, dado que

dichos compuestos son eficientemente ionizados bajo la forma de electroespray
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(D’Ascenzo et al,. 1998; Koppen; Spliid, 1998; Lagana et al., 2000; Ramezani et al., 2009).
Sin embargo resulta necesario optimizar las condiciones instrumentales de manera que
confirmen en forma inequivoca al analito, sean reproducibles, sensibles y selectivas.

La evaluacion del efecto matriz es de gran importancia cuando se desarrolla un método
de cuantificacion mediante LC-MS/MS. Los compuestos que coeluyen con el analito
pueden afectar la ionizacién, causando incremento y/o supresion en la sefial. De esta
manera, el efecto matriz puede afectar la reproducibilidad y precision del método (Taylor,
2005).

Dadas las caracteristicas estructurales de la molécula y la influencia de las
propiedades del suelo en su comportamiento, resulta de gran importancia optimizar la
metodologia de extraccion en distintos suelos. Asimismo, debido a que la dosis actual de
aplicacion en Argentina es relativamente baja (20-80 g ingrediente activo ha™)
(http://www.agro.basf.com.ar/Soluciones.aspx, 2011), y dada su prolongada persistencia
en el suelo, la metodologia debe permitir la determinacién y cuantificacién de sus residuos
a muy bajas concentraciones, a fin de evaluar con precision su comportamiento
ambiental.

En Argentina, han sido realizados diversos estudios a campo y mediante bioensayos
con el fin de determinar la persistencia de imazapir en el suelo y sus efectos fitotoxicos
sobre cultivos de invierno y de verano (Istilart, 2002; Duffard, 2007; Porfiri; Montoya, 2008;
Gianelli et al., 2011). No obstante, es escasa la informacion relacionada con el
comportamiento de esta molécula en el ambiente (Montoya et al., 2010; Costa et al.,
2011). Por todo lo expuesto, resulta de gran importancia generar informacién al respecto,

en suelos del pais con caracteristicas edafolégicas contrastantes.
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Las hipétesis planteadas son las siguientes:

i) Las propiedades de los suelos influyen en la eficiencia de extraccion de la
metodologia empleada para la determinacion de residuos de imazapir.

i) Los patrones de persistencia y adsorcion de imazapir varian en funcién de las
propiedades de los suelos.

iii) La vida media de imazapir se encuentra inversamente relacionada con el contenido de
carbono orgéanico y el pH de los suelos.

iv) El grado de adsorcion de imazapir es mayor a medida que se incrementa el contenido
de carbono organico y disminuye el pH de los suelos.

v) El riesgo de lixiviacion y de contaminacion del agua subterranea se incrementa en los
suelos en los cuales el herbicida presenta mayor persistencia y menor grado de

adsorcion.

Como objetivo general se plantea, estudiar la persistencia y adsorcién de imazapir en
tres suelos de Argentina y en base a las propiedades ambientales obtenidas, predecir el

riesgo de lixiviacién y contaminacion del agua subterranea.

Los objetivos particulares son:

i) Optimizar la metodologia para la deteccién y cuantificacion de residuos del herbicida
imazapir en diferentes suelos.

i) Determinar la vida media de imazapir en los suelos de Cerro Azul, Anguil y Tandil,
correspondientes a las provincias de Misiones, la Pampa y Buenos Aires,
respectivamente.

i) Describir el proceso de adsorcion de imazapir en los suelos de Cerro Azul, Anguil y
Tandil, correspondientes a las provincias de Misiones, la Pampa y Buenos Aires,
respectivamente.

iv) Establecer el riesgo de lixiviacion de imazapir hacia el agua subterranea, empleando
las propiedades ambientales (vida media y Kq) obtenidas experimentalmente para cada

situacion en estudio.
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MATERIALES Y METODOS

1. Propiedades de los suelos

Para los estudios se utilizaron muestras de suelo de las localidades de Tandil, Anguil y

Cerro Azul, correspondientes a las provincias argentinas de Buenos Aires, La Pampa y

Misiones, respectivamente. Las localidades seleccionadas para la extraccion de las

muestras fueron determinadas en funcién de las propiedades fisicoquimicas de los suelos,

tales como diferente contenido de carbono organico (CO), pH, capacidad de intercambio

cationico (CIC), entre otras. En cada sitio, la recoleccion de las muestras (0 a 15 cm de

profundidad) se realiz6 con muestreador de suelo, obteniendo una muestra compuesta de

aproximadamente 15 kg de suelo.

Las muestras fueron secadas a 30°C, molidas y tamizadas por 2 mm de malla.

Posteriormente, se realizO su caracterizacion fisica y quimica segun las siguientes

metodologias:

a) Textura: se realiz6 por el método sucesivo de la pipeta para determinar las

b)

d)

9)

fracciones de los tamafios de particulas por deposicion gravimétrica (Gee;
Bauder, 1986).

Carbono organico (CO): se analizé mediante oxidacién con acido crémico
(Walkley; Black, 1934).

pH: se midié con electrodo en una relacién suelo: agua de 1:2.5.

Capacidad de intercambio cationico (CIC): se determind por la sustitucion con
acetato de amonio 1 My pH =7 (Chapman, 1965).

La densidad aparente (pp) y el contenido de humedad gravimétrica (6°) se

estimaron a partir de muestras secadas a 105°C durante 24 horas.

h) Retencion de humedad: se estimé mediante ollas de presién, las cuales se

utilizaron para medir la curva caracteristica de humedad del suelo a tensiones de
33 y 1500 kPa (Klute; Dirksen, 1986).

i) Actividad microbiana: La actividad microbiana se determiné a través de la

produccion de CO, por respirometria, en condiciones controladas de laboratorio,

mediante la metodologia descripta por Anderson (1982).

j) La determinacién de hierro total (Fe) se realiz6 por espectrofotometria de

absorcion atdmica, previa digestion acida de las muestras (USEPA, 1986).
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i) La determinacién de aluminio intercambiable (Al) se realiz6 por el método del
Aluminén (A.P.H.A., 1965)

1.1. Anélisis estadistico: Luego de la caracterizacion fisico-quimica, se realizd un
andlisis de la varianza para determinar las diferencias entre las principales
propiedades de los suelos y comparaciones de promedios mediante el test de
diferencias minimas significativas (LSD) utilizando un nivel de significancia del
5%. (The SAS System version 9.0, 2002).

2. Puesta a punto de la metodologia para la determinacion de residuos de imazapir
en muestras suelos

2.1. Quimicos, reactivos y equipos

Se utilizé un estandar de imazapir, 2-(4-Isopropyl-4-methyl-5-0xo-2-imidazolin-2-yl)-
acido nicotinico (Chem service, numero de catalogo PS-2016AJS), con 99% de pureza. El
compuesto presenta las siguientes propiedades fisicoquimicas, peso molecular: 261.3,
solubilidad en agua a 25°C: 11270 mg I, presién de vapor a 60°C: <1.33x107° Pa, pKa:
1.9, 3.6 y 11.4, coeficiente de particion en octanol — agua a 22°C (Log Kow): 1.3.

Todas las soluciones y la fase mévil empleadas para este estudio fueron preparadas
con agua ultra pura deionizada (Milli-Q water, Millipore). Los solventes (grado HPLC)
incluyeron metanol (J.T Baker), acido formico (Riedel-de Haén) y acetonitrilo (J.T Baker).
Se empled una solucién stock de imazapir (1.2 ug ml'*) preparada en agua ultra pura
deionizada la cual fue almacenada a 4°C hasta su utilizacion.

Las determinaciones se llevaron a cabo mediante cromatografia liquida de ultra
performance (UPLC Waters ®), acoplada a un espectrometro de masas Quattro Premier
XE. El sistema fue controlado mediante el software Micromass Masslynx V 4.1. Los datos
fueron procesados mediante la opcion TagertLynx utilizando una curva de calibracion
externa, linear en el rango 0.03 - 500 ug I™* (R*>0.99) (Zelaya et al., 2009).
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2.2. Seleccion de la metodologia

Los aspectos investigados incluyeron: seleccion de la solucién y procedimiento de
extraccion optimos de imazapir en muestras de suelo, determinacién de los limites de
deteccion y cuantificacion, efecto matriz y pardmetros asociados al sistema UPLC-
MS/MS.

Para el estudio se utilizaron muestras de suelo de la localidad de Tres Arroyos,
correspondiente a la provincia de Buenos Aires, Argentina (pH: 5.59, MO: 2.97%, Arena:
44.91%, Limo: 34.75%, Arcilla 20.34%, textura franco). Las muestras fueron extraidas a 0-
15 cm de profundidad, secadas a 30°C, tamizadas a 2 mm de malla y colocadas en
freezer hasta su procesamiento. La concentracién aplicada de imazapir a las muestras de
suelo fue de 110 ug kg™, equivalente a la dosis de campo recomendada para la zona de
estudio (80 g i.a ha™).

De acuerdo a los antecedentes (D'Ascenzo et al.,, 1998; Lagana et al., 2000;
Ramezani et al., 2009), se seleccionaron 7 extractantes y se determind el porcentaje de
recuperacion del herbicida con cada uno de ellos. Las soluciones evaluadas incluyeron:
cloruro de potasio (KCL 0.1M pH 7), hidréxido de sodio (NaOH 0.5M), cloruro de potasio
(KCIl 0.1M pH 14), hidréxido de potasio (KOH 0.1M), metanol/agua (CH3;OH/H,0 80:20
0.5M), hidroxido de sodio/metanol (NaOH/CH;OH 80:20 0.5M) e hidréxido de
sodio/acetonitrilo (NaOH/CH3;CN 80:20 0.5M).

2.2.1. Fortificacion de las muestras

Cada muestra, correspondiente a 5 g de suelo seco, fue pesada y colocada en
erlenmeyer de 100 ml. Posteriormente, a partir de la solucion stock se aplicé el herbicida a
fin de obtener una concentracion de 110 ug kg™ en cada una de las muestras. El suelo fue
homogeneizado mediante agitacién en vortex por 30 minutos y llevado a estufa (30°C)
durante 2 horas. Posteriormente, las muestras se colocaron en heladera a 4°C durante 48

horas antes de la extraccion.

2.2.2. Procedimiento de extraccion

Se utilizé una relacion suelo-solucién 1:4 (5 g suelo: 20 ml solucion), realizandose 3
repeticiones para cada extractante. A cada muestra de suelo contaminada se adhirieron
20 ml de cada solucién extractante. Posteriormente se agitaron en vortex durante 10

minutos, se sonicaron durante 15 minutos y luego se centrifugaron durante 15 minutos a
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2500 rpm. El procedimiento de extraccion fue repetido 3 veces para lograr mayor
recuperacion del herbicida. Finalmente se combinaron los extractos correspondientes a
cada ciclo de extraccion y se homogenizaron mediante agitacién por vortex. De cada
extracto final se tomo una alicuota, la cual fue filtrada a través de filtros jeringa de 0.2 pm
y se colocé en viales de 1.5 ml para su posterior determinacién por UPLC-MS/MS.

Como tratamiento control o blanco se utilizaron muestras de suelo sin contaminar, en
las cuales se realizé el procedimiento de extraccion descripto.

Los limites de deteccion y cuantificacion fueron establecidos mediante la relacion
sefial/ruido y el coeficiente de variacion correspondiente a 10 inyecciones.

Para evaluar el efecto matriz se prepararon a partir de la solucioén stock estandar de
imazapir (1.2 ug ml™Y), curvas de calibracién (0.05, 0.1, 0.5, 1, 2.5, 5y 10 pg I') por
triplicado, en agua ultra pura, en la solucién extractante de KCL 0.1M pH 7 y en el extracto
del suelo obtenido de la muestra control.

Para su determinacion se compararon las areas obtenidas de la curva preparada en
agua ultra pura desionizada (A), con aquellas medidas con la solucién de KCL (B) y las
del extracto de suelo luego de la extraccién (C). La relacion (B/A*100) y (C/A*100) es
definida como el efecto matriz absoluto (EM%). Un valor de 100% indica que no existe
efecto matriz absoluto. Si el valor es mayor a 100% se presenta incremento en la sefial,
mientras que valores menores a 100% indican supresion de la sefial (Matuszewski et al.,
2003).

2.3. Efecto de la concentracién del herbicida y de las propiedades del suelo en el

porcentaje de recuperacién de la metodologia analitica seleccionada

Con el fin de evaluar el efecto de la concentracion aplicada y el tipo de suelo en el
porcentaje de recuperacion con KCI 0.1M pH 7, se emplearon los suelos seleccionados
para el desarrollo de los experimentos de persistencia y adsorcion, correspondientes a las
localidades de Tandil, Anguil y Cerro Azul. Las concentraciones de imazapir evaluadas
fueron: 5, 25, 50 y 100 ug kg™. La técnica consisti6 en 3 extracciones consecutivas para
cada suelo con una solucion de KCI 0.1M pH 7, basdndose en los mecanismos de
agitacion, sonicacion y centrifugacion anteriormente descriptos. El ensayo se estableci

bajo un disefio completamente aleatorizado en arreglo factorial. Los factores considerados
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correspondieron al tipo de suelo (3) y a las concentraciones aplicadas del herbicida (4),

utilizandose 3 repeticiones para cada combinacion.

2.4. Andlisis estadistico

La informacion obtenida de los experimentos descriptos, se analizé mediante el
programa SAS (The SAS System version 9.0, 2002). A tal fin, se realizaron andlisis de la
varianza (ANOVA), y comparaciones de promedios mediante el test de diferencias

minimas significativas (LSD) utilizando un nivel de significancia del 5%.

3. Estudios de persistencia

En cada una de las muestras (1500 g de suelo seco) se realiz6 la aplicacion de
imazapir segin la dosis de uso recomendada, equivalente a 80 g ha™ del ingrediente
activo. El herbicida se aplicé utilizando la formulacion comercial Clearsol DF, BASF (WG
80%) mediante un pulverizador manual en 50 ml de caldo.

Posteriormente, se dispusieron en envases plasticos de 2 | de volumen con su tapa
“‘ligeramente cerrada”, segun la metodologia propuesta por Walker et al. (1989). Los
suelos tratados, se ubicaron en un cuarto de crecimiento sin exposicion de luz y con una
temperatura promedio de 20°C + 1°C, realizandose muestreos a los 1, 3, 7, 10, 14, 23, 30,
60, 100, 130, 170 y 210 dias desde la aplicacién (DDA).

Semanalmente, se control6 el contenido de humedad de los suelos, de manera que la
misma se mantuviera a 60% de capacidad de campo. Las muestras (50 g) obtenidas por
duplicado en cada fecha de muestreo, se dispusieron en freezer (-18 °C) hasta su
procesamiento para evitar la degradaciéon del herbicida. Finalizados los muestreos, se
descongelaron las muestras y se realizd la extraccion y determinacion del herbicida por
UPLC-MS/MS.
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3.1 Andlisis estadistico

El ensayo se estableci6 bajo un disefio completamente aleatorizado, con 4
repeticiones para cada suelo. Las concentraciones medias de imazapir obtenidas para
cada suelo y a través del tiempo, fueron comparadas mediante el test “t” (p=0.05)
utilizando el procedimiento PROC MIXED del programa SAS (The SAS System version
9.0, 2002). Se ajustaron diferentes modelos para seleccionar la estructura de covarianza
apropiada y determinar la correlacion entre las observaciones repetidas en el tiempo.

Los diferentes modelos evaluados fueron:

* Autoregresivo de primer orden: asume un decaimiento exponencial de las
correlaciones entre las medidas repetidas en el tiempo y homogeneidad en las varianzas;

* Simple: considera que las observaciones en la misma unidad no estan
correlacionadas y homogeneidad en las varianzas;

* Simetria compuesta: adjudica una correlaciébn constante entre cualquier par de
medidas repetidas dentro de la misma unidad;

* Simetria compuesta heterogénea: considera que las varianzas son heterogéneas.

Para la comparacion de los ajustes y para la seleccidon del modelo mas apropiado se
utilizaron los siguientes indicadores:

* Criterio de informacion de Akaike (AIC):

AlIC=-2L+2d @)
* Criterio de Schwarz (BIC):
BIC=-2L+dInn )
* Criterio de Bozgodan:
AICC = —-2logverosimilitud + g(log N +1) (3)

donde L es el maximo valor de la funcién de verosimilitud (restringida), d=g+p es la
dimensién del modelo, g es el nUmero de parametros de covarianza estimados y p es el
rango de la matriz de disefio. Bajo estas expresiones de AIC y BIC, el mejor modelo
resulta ser aquel con menor valor para el indicador.
Los datos de concentracién obtenidos para cada suelo se ajustaron empiricamente a

una ecuaciéon cinética de primer orden. Las concentraciones en el suelo de imazapir
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fueron analizadas mediante regresion no lineal (PROC NLIN) respecto de los DDA, de

acuerdo a la ecuacion:

ct)=ae™ (4)

donde ¢ es la concentracién (ug kg™ de suelo) al momento t, a es la concentracion
inicial en pg kg™, k es la constante de degradacién de primer orden, y t es el tiempo en
dias desde el tratamiento.

El tiempo de vida media (T/,) se calculé para cada suelo, a partir de la ecuacion:
T,,=Ln, /K (5)

en donde Ty, es el tiempo de vida media en dias y k es la constante de degradacion.
Los valores de k y Ty, obtenidos fueron testados al nivel del 5% para las diferencias entre
suelos. Posteriormente, se realizaron andlisis de correlacién y regresion lineal multiple

stepwise (p=0.05) entre los valores obtenidos de ky Ty, y las propiedades de los suelos.

4. Estudios de Adsorcioén

Para determinar la adsorcién de imazapir en los diferentes suelos, se realizaron
isotermas, mediante el método de equilibrio por tanda (batch equilibrium method). A tal fin,
se llevaron a cabo estudios preliminares para determinar la relacion suelo:solucién de
CaCl, (0.01 M) y el tiempo de equilibrio a emplear (OECD, 2000).

Se evaluaron tres relaciones suelo: solucién de CaCl,, (1:2, 1:5, y 1:10), con el objetivo
de lograr porcentajes de adsorcién cercanos al 50% (OECD, 2000). Las concentraciones
de imazapir empleadas para realizar este ensayo fueron de 10 y 150 ug I'*. Asimismo, se
establecié el tiempo de equilibrio, para lo cual se evaluaron diferentes tiempos de
agitacion: 2, 4, 7, 17, 24 y 72 horas. En ambos casos se realizaron tres repeticiones para
cada suelo.

Para la realizacién de las isotermas, se utilizd un estadndar de imazapir similar al
descripto en 2.1 (Quimicos, reactivos y equipos). Las concentraciones de imazapir
utilizadas para el desarrollo de las isotermas fueron: 0, 10, 30, 50, 100, 150, 200 y 250 pg

I, Dichas concentraciones se agregaron a las muestras de suelo (5 g) previamente
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equilibradas en 25 ml de CacCl, (0.01 M), para favorecer la floculacion de los coloides. La
mezcla se agitdé durante 24 horas, a 20°C y la suspensién de suelo se separé por
centrifugacion. El liquido sobrenadante fue filtrado a través de filtros jeringa de 0.2 umy
colocado en viales de 1.5 ml para su posterior analisis. Las determinaciones se llevaron a
cabo mediante UPLC-MS/MS

Posteriormente, el proceso fue descrito utilizando la ecuacién de adsorcion linear:
C,=K,C, (6)

donde Cs (ug kg™) corresponde a la cantidad de herbicida adsorbido en la fase sélida,
Cw (ug I'") es la concentraciéon de equilibrio en la solucién del suelo y Kq (I kg™) es el
coeficiente de adsorcion.

La cantidad de sustancia adsorbida se calculé como la diferencia entre la cantidad

inicialmente presente en solucién y la concentracion remanente al final del experimento.

4.1. Analisis estadistico

El ensayo se establecid bajo un disefio completamente aleatorizado, con 4 repeticiones
para cada suelo. Los valores de Ky obtenidos, fueron comparados mediante el test “LSD”
(p =0.05) para testar las diferencias entre suelos. Asimismo, se realizaron analisis de
correlacion y regresion lineal multiple stepwise (p=0.05) entre los valores de Ky y las

propiedades de los suelos (The SAS System version 9.0, 2002).

5. Indices de contaminacién potencial

Para estimar el potencial de lixiviacidon de imazapir y el riesgo de impacto en el agua
subterranea, se utilizaron los indices G.U.S. (Groundwater Ubiquity Score; Gustafson,
1991) y un modelo propuesto por Rao et al. (1985), el cual establece la determinacion de
dos indices: Factor de Atenuacion (AF) y Factor de Retardo (RF). El factor de atenuacion,
estima la fraccion de plaguicida aplicado a la superficie que lixivia a través del perfil del

suelo y se expresa a través de la siguiente ecuacion:
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AF = exp [-(0,693*d* 6 rc*RF)/(q*DTso)] (7)

donde d (cm) es la profundidad del suelo considerado, 6 rc (m® m?®) el contenido
volumétrico de agua en el suelo a capacidad de campo, q (cm dia™) la recarga neta de
agua subterranea, DTs (dias) la vida media de los plaguicidas en el suelo y RF el factor
de retardo.

En el presente trabajo se utilizé el indice AFT que corresponde a la transformacion
logaritmica del factor AF para simplificar la interpretacion de los resultados (Bernard et al.,
2005):

AFT = Ln (AF)/(-0.693) (8)

El factor de retardo indica la capacidad de los plaguicidas para lixiviar a través del suelo,
teniendo en cuenta la adsorcién y distribucién entre las fases sélidas y liquidas y se define
como:

RF= 1+ (pq*foc*Koc)/( 0 rc) 9)

donde pyg (Mg m'3) es la densidad aparente del suelo, f,. es la fraccibn decimal del
contenido de C organico (Diaz-Diaz et al., 1998) y Ko (m® kg™) el coeficiente de reparto
en C organico-agua.

En el presente estudio tanto el AF como el RF fueron calculados para cada suelo
considerando sus propiedades fisicoquimicas y una profundidad de 15 cm, a la cual
fueron extraidas las muestras. Asimismo, para el calculo de los indices se emplearon los
parAmetros ambientales del herbicida (Ti2 ¥ Ko resultantes de los estudios de
persistencia y adsorcién para cada sitio en evaluacion. Adicionalmente, se calcularon los
indices empleando valores de K, y T1» obtenidos de la literatura internacional con el fin
de realizar comparaciones y determinar posibles diferencias.

La recarga neta de agua subterranea se obtuvo a partir de la informacién calculada por
Aparicio et al., (2008), quienes estimaron la recarga de la serie de suelos Mar del Plata,
por medio del modelo LEACHM, para una serie de 8 afios, en un cultivo de maiz bajo
riego suplementario. Dentro del periodo calculado, se seleccionaron los ciclos
correspondientes a los valores de maxima (2.3 mm dia™) y minima (0.3 mm dia) recarga

de agua, y el promedio de los 8 afios (1.1 mm dia™).
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Asimismo, con el fin de corroborar estos valores, se realiz6 el célculo de la recarga
neta de agua, considerando el estudio realizado por Quiroz Londofio et al. (2012), quienes
encontraron para el acuifero pampeano, valores de recarga entre 9 y 21% del total de la
precipitacion, con un valor medio de 14%. A tal fin, la recarga se determin6 considerando
el valor promedio correspondiente al 14 % de las precipitaciones anuales para la localidad
de Balcarce (periodo 1970-2011) obteniéndose un valor de 1.3 mm d*, (ecuacién 10),
valor similar al reportado por Aparicio et al., (2008) en su estudio.

_SPP
~ >DP

donde R corresponde a la recarga neta (mm d*), PP (mm) al total de precipitaciones

R *14% (10)

anuales y DP al nimero total de dias con precipitaciones.

Si bien dichas valores fueron obtenidos por los mencionados autores, a nivel regional,
en el presente estudio se consideraron los valores mencionados en forma estimativa, con
el fin de calcular los indices y realizar comparaciones entre suelos, considerando valores
de recarga neta de agua homogéneos entre los mismos.

Una vez obtenidos los indices RF y AFT, el herbicida se clasific6 en base a su
movilidad y su potencial de lixiviacion empleando la clasificacién propuesta por Khan;
Liang (1989), (Tabla 5).

Tabla 5. Escalas de clasificacion de los plaguicidas en base al Factor de retardo (RF),
Factor de atenuacion (AF) y el Factor de atenuacion In-transformado (AFT).

RF Clasificacion AF AFT Clasificacion
=1 muy movil 225x 10" y <1 <2 muy probable
>1ly<?2 movil 21x10"y<25x 10" =22y<3 probable
moderadamente > 1 moderadamente
22y<3 o 21x10°y<1x10 23.3y<7.2
movil probable
moderadamente _4 5 ]
23y<10 vl 21x107y<1x10 27.2y<13.3 improbable
inmovi

>10 muy inmovil <1x10* >13.3 muy improbable
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Otro indice utilizado para estimar el riesgo de lixiviacion de imazapir fue el indice GUS,
(Groundwater Ubiquity Score; Gustafson 1991). Este indice es considerado como
indicador de la movilidad intrinseca de los plaguicidas ya que consiste en una simple
regresion empirica que incorpora solamente parametros de adsorcion y persistencia, para
determinar el riesgo, y no incluye informacién de los suelos en estudio (Spadotto, 2002).

El indice GUS es estimado mediante la siguiente ecuacion:
GUS =logt,,,(4—logk,.) (11)

Cuando el indice GUS es > 2.8, los plaguicidas son clasificados como lixiviadores, no

lixiviadores si el indice es <1.8 y de transicion cuando presenta valores entre 1.8y 2.8.
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RESULTADOS Y DISCUSION

1. Propiedades de los suelos

En base a la clasificacion taxonémica de suelos (USDA, 1999), los suelos de las
localidades de Tandil y de Anguil pertenecen al orden Molisol, clasificandose en funcién
de la distribucion de particulas, de textura franco arcillo arenoso y franco,
respectivamente. Por su parte, el suelo de Cerro Azul se incluy6 en el orden Ultisol,
presentando textura arcillosa.

En la Tabla 6 se presentan los resultados de las caracterizaciones fisico-quimicas de
los suelos. En el andlisis estadistico de las variables, se detectaron diferencias
significativas (p<0.05) entre los tres suelos, para el contenido de CO, pH, CIC, contenido
de arena, limo, arcilla, Fe y Al, como asi también en la actividad microbiana. En tal
sentido, se observé que el contenido de CO y la CIC de los suelos fueron superiores en
Tandil seguido por los suelos de Cerro Azul y Anguil respectivamente (p<0.05). Por otra
parte el suelo de Anguil presenté mayores valores de pH respecto de Tandil y de Cerro
Azul (p<0.05). El contenido de Fe total y de Al intercambiable fue superior en el suelo de
Cerro Azul (p<0.05), mientras que en los suelos de Tandil y Anguil no se observaron
diferencias significativas para estos elementos.

En general, el contenido de arena, limo y arcilla difiri6 entre suelos, obteniéndose los
mayores valores de arena en el suelo de Tandil (p<0.05), de limo en Anguil (p<0.05) y de

arcilla en Cerro Azul (p<0.05).
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Tabla 6. Contenido de carbono organico (CO), distribucién del tamafio de particulas
(arena, limo y arcilla), pH, capacidad de intercambio catiénico (CIC), contenido de Fe total,
contenido de Al intercambiable y actividad microbiana (C-CO,) de los suelos de Tandil,
Anguil y Cerro Azul *.

Suelo CO Arena  Limo  Arcilla pH CIC C-CO, Fe Al
. . total intercambiable
(g 100g™) (%) (%) (%) (cmolc g™) -1
(MGG (06)  (meq100g™)
Tandil 34a 46.5a 26.1b 27.4b 54b 25.2 a 0.08b 0.81Db 0.11b
Anguil l4c 442b 352a 206c 6.3a 174c 0.04b 1.08b 0.15b
Cerro 25b 54c 16.7¢c 78.0a 49c 206 b 0.16 a 8.4a 0.69 a

Azul

! Letras iguales dentro de cada columna indican diferencias no significativas (p>0.05)

La produccion de C-CO, fue afectada por el tipo de suelo. En tal sentido, la respiracion
fue significativamente superior (p<0.05) en el suelo de Cerro Azul (Tabla 6), seguido por
los suelos de Tandil y Anguil, los cuales no difirieron entre si (p>0.05).

La actividad microbiana (C-CO;) se correlacioné en forma negativa y altamente
significativa (p<0.01) con el pH de los suelos (r:-0.81), el contenido de arena
(r:-0.81) y limo (r:-0.85), y en forma altamente significativa (p<0.01) y positiva, con el
contenido de arcilla (r: 0.86), hierro (r: 0.81) y aluminio (r: 0.70).

Asimismo, resultados de estudios previos (Dupuis; Whalen, 2007; Rousk et al., 2009),
determinaron una correlacion negativa entre el crecimiento microbiano y el pH de los
suelos. Si bien en el presente trabajo no se determind una correlacién significativa entre la
produccion de C-CO, y el contenido de CO, se observd una relacién directa entre ambas
variables (r: 0.37). En coincidencia, Bérjesson et al. (2004), en un estudio sobre el destino
ambiental de imazapir, no encontraron una estrecha correlacion entre la actividad
microbiana y el contenido de carbono orgénico de los sitios en estudio, reportando bajos
valores de produccion de C-CO,. Por su parte, Dupuis; Whalen (2007), determinaron una
correlacion negativa (r:-0.32) entre el contenido de CO de los suelos y la produccién de
C-CO..
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En la misma linea, De Souza et al. (1999), determinaron la respiracion microbiana en
suelos de Brasil, con diferentes dosis de aplicacion de imazapir. Dichos autores,
observaron mayor produccion de CO,, y mayor actividad de los microorganismos en
suelos de textura franco arenosa, que en suelos de textura arcillosa, resultados contrarios
a los obtenidos en el presente trabajo. Sin embargo, el suelo arcilloso de Brasil,
presentaba un pH sustancialmente mayor (6.7) que en nuestro caso.

Estos resultados sugeririan que existe una compleja interaccion entre las distintas
propiedades de los suelos (pH, contenido de materia organica, capacidad de intercambio
cationico, contenido de humedad, temperatura) que podrian explicar la variabilidad en la
produccion de C-CO, hallada entre los mismos (Buchman, 2000; Andersson; Nilsson,
2001; Dupuis; Whalen, 2007).

Otro factor a considerar que podria haber influido en los mayores valores de
respiracion obtenidos en el suelo de Cerro Azul, es el manejo de los sistemas productivos,
debido a que en estos suelos, la produccion de cultivos perennes constituye su uso actual
predominante (Gunther et al., 2008). En tal sentido, las muestras de suelo utilizadas en
este estudio provenian de un lote bajo produccién de yerba mate con mas de 20 afios de
cultivo. De la misma manera, Ramirez Pisco et al. (2007) cuantificaron la actividad
microbiana en un suelo andisol bajo diferentes sistemas de manejo. Dichos autores
determinaron mayor produccion de C-CO, en un suelo pristino, presentando una
produccién promedio de 0.264 g CO, kg™, mientras que la menor produccion (0.009 g CO,
kg!) se determiné en un suelo con méas de 20 afios de labranza. Similares resultados
fueron obtenidos por Hang et al. (2003) quienes comparando la actividad microbiana en
suelos de la provincia de Cérdoba bajo diferentes sistemas de produccién, determinaron
valores de C-CO, mucho mas elevados en un suelo no cultivado.

Finalmente, cabe destacar que podria haber existido una posible supresion (total o
parcial) de la actividad microbiana, debido a que inicialmente el suelo fue secado al aire
(Shaner et al., 2006). Por tal motivo, es probable que manteniendo las condiciones de
humedad original del suelo, se hubiesen obtenido tasas de respiracidon superiores a las

determinadas en este trabajo.
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2. Puesta a punto de la metodologia para la determinacién de residuos de imazapir
en muestras de suelo

2.1. Seleccion de la metodologia

El porcentaje de recuperacién de imazapir varié significativamente (p<0.05) segun el
extractante empleado (Tabla 7). Se encontraron diferencias significativas entre las
soluciones evaluadas, excepto para NaOH/CH3;OH (80:20) y NaOH/CH3CN (80:20), las
cuales no fueron eficientes para recuperar el herbicida.

Los valores de recuperacion siguieron el orden: KCL (0.1M pH 7) > KCL (0.1M pH 14)
> KOH > NaOH > CH3OH/H,0 (80:20) > NaOH/CH3;0OH (80:20) = NaOH/CH3CN (80:20).
En las Figuras 5y 6 (a y b) se presentan a modo de ejemplo los cromatogramas
correspondientes a la extraccion de imazapir con la solucion de KCL (0.1M pH 7) y
CH3;OH/H20 (80:20) y sus respectivos estandares.

Tabla 7. Recuperacion obtenida con las soluciones
extractantes evaluadas.

Solucién extractante Recuperacion (%)* CV (%)
KCL (0.1M pH 7) 95 %(2.5) a 2.6
KCL (0.1M pH 14) 80 (1.5 b 1.9
KOH 65 (2.1) c 2.3
NaOH 50 (2.1)d 4.2
CH3OH/H,0 (80:20) 30(1.2)e 3.9
NaOH/CH30H (80:20) 0 f -
NaOH/CH3CN (80:20) 0 f -

"Letras iguales indican diferencias no significativas (p>0.05).

’Los niimeros entre paréntesis corresponden a los desvios estandar
de tres repeticiones.
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Figura 5.a. Cromatograma correspondiente al estandar de imazapir (27.6 ug I'*) en KCL
(0.1M pH 7).
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Figura 5.b. Cromatograma de imazapir luego de la extraccion con KCL (0.1M pH 7).
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Figura 6.a. Cromatograma correspondiente al estandar de imazapir (27.6 ug ') en
CH3;OH/H,0 (80:20).
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Figura 6.b. Cromatograma de imazapir luego de la extraccién con CH3;OH/H,0 (80:20).

Los limites de deteccion y cuantificacién alcanzados fueron de 0.1 y 0.5 ug I*
respectivamente, presentando el método buena repetibilidad (CV < 6%). Por su parte, no
se observo efecto matriz ya que las concentraciones de imazapir en cada una de las
curvas preparadas con las distintas soluciones fueron equivalentes (Figura 7). En tal
sentido, en la Tabla 8 se presentan las relaciones entre areas obtenidas con las diferentes
matrices. En la misma, se puede observar la ausencia de efecto matriz dado que los

valores promedios de las relaciones halladas de las muestras por triplicado, oscilaron
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entre 81 y 114%, valores muy préximos al 100% el cual representaria la inexistencia de

efecto matriz absoluto.

Area

Concentracion (ug 1)

¢ Suelo o KCL A AGUA

Figura 7. Curvas de calibracion y ecuaciones obtenidas para determinar el efecto matriz:
Agua ultra pura y= 884,19x - 15.916 R2: 0.9999; extracto de suelo y=831.75x - 61.079
R2:0.9989; KCL y=853.9x - 50.756 R2: 0.9986.

Tabla 8. Efecto matriz (EM) basado en la relacién entre las areas de
las curvas de calibracion en diferentes matrices.

EM (%)
Concentracion (ug | ™) KCL Extracto de suelo
0.05 114 91
0.1 108 87
0.5 108 84
1 99 103
2.5 81 106
5 99 91
10 96 98
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En base a los resultados se puede establecer que las condiciones Optimas para
obtener la maxima recuperacion, identificacion y confirmacién del herbicida fueron: 3
ciclos de extraccion consecutivos con el extractante KCL (0.1M pH 7). Asimismo,
empleando KCL (0.1M pH 7) como solucién extractante, el procedimiento evaluado
permitié obtener un extracto final claro, sin necesidad de realizar procesos de limpieza, lo
cual facilitdé su inyeccion directa en el sistema cromatogréfico, reduciendo sustancialmente
el tiempo de procesado y andlisis de las muestras.

Las especificaciones cromatograficas se establecieron en base a la metodologia
propuesta por Zelaya et al. (2009). En la Tabla 9 se presentan las condiciones de

operacion LC y MS.

Tabla 9. Condiciones de operacion de los sistemas de cromatografia liquida y
espectrometria de masas para la determinacién y cuantificacion de imazapir.

Cromatografia liquida Espectrometria de masas
Sistema LC: ACQUITY UPLC SYSTEM Sistema MS: Quattro Premier XE
(Waters ®)

Columna: ACQUITY UPLC® BEH C18 1.7 Modo de ionizacion: Electrospray
um 2.1 x 50 mm

Fase movil A: Solucién 0.01% &cido Polaridad: positiva

férmico en agua

Fase moévil B: metanol Voltaje de capilar: 3.5 Kv

Flujo: 0.350 ml min™* Temperatura de la fuente: 100°C
Temperatura de la columna: 40.0°C Temperatura de desolvatacion: 350°C
Volumen de inyeccion: 10 ul Flujo de gas del cono: 51 h*

Tiempo de andlisis: 9 minutos Flujo de gas de desolvatacién: 700 | h™
Tiempo de retencién:; 2.94 minutos. MS/MS operacion: MRM (monitoreo de

reacciones multiples)
Transiciones analizadas: (262.10 > 148.90
y 262.10 > 217.00)

Los resultados del presente estudio son coincidentes con los reportados por
D’Ascenzo et al. (1998). No obstante, Ramezani et al. (2009) evaluando diferentes
extractantes, determinaron que la extraccion de imazapir con KCL a pH 5.9 produjo menor
recuperacion que las restantes soluciones, como consecuencia del bajo pH de la solucion
de extraccion. En nuestro estudio las mejores recuperaciones fueron obtenidas con KCL a

pH neutro y alcalino debido a que en este rango de pH (superior al pKa de la molécula), el
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herbicida se encuentra en forma anibénica siendo repelido por los coloides del suelo y
aumentando su solubilidad a causa de la desprotonacion del compuesto (Mangels, 1991;
Lagana et al., 2000).

Los restantes extractantes evaluados presentaron baja eficiencia de recuperacion de
imazapir en el suelo, probablemente como consecuencia de la menor solubilidad del
compuesto en soluciones acuosas y en solventes organicos. Asimismo, las
combinaciones de NaOH/CH3;0H (80:20) y NaOH/CH3CN (80:20) no fueron efectivas para
lograr una correcta separacion del sobrenadante, debido a la obtencién de un extracto
pigmentado, lo cual evidencié la presencia de compuestos humicos y particulas en
suspension, que provocaban interferencias en la determinaciones cromatograficas de la

molécula.

2. Efecto de la concentracion del herbicida y de las propiedades del suelo, en el

porcentaje de recuperacién de la metodologia analitica seleccionada

Se detecto efecto de interaccion (p<0.05) para el % de recuperacion, entre los suelos y
las concentraciones evaluadas (Tabla 10). El porcentaje de recuperacion en los suelos de
Tandil y Anguil, aument6 con el incremento de la concentracién del herbicida. Sin
embargo, en el suelo de Cerro Azul, la recuperacidbn mantuvo una tendencia similar a
través de las concentraciones, no detectandose diferencias significativas (p>0.05) entre
las mismas (Tabla 11).

Estos resultados concuerdan con los reportados por D"Ascenzo et al. (1998), quienes
empleando una metodologia de extraccién equivalente, no encontraron variaciones en la
recuperacion de imazapir en el rango de concentraciones evaluadas (50-200 ug kg™),
como asi tampoco detectaron efecto del tipo de suelo. Del mismo modo, Ramezani et al.
(2009), no observaron diferencias significativas entre los suelos analizados, obteniendo
una recuperacion del herbicida mayor al 70% en todos los casos estudiados. Esta
tendencia podria atribuirse a que tanto los suelos evaluados por D"Ascenzo et al. (1998)
y Ramezani et al. (2009), como los del presente estudio presentaban valores de pH de 5
a 7.6. En dicho rango de pH la molécula de imazapir se encuentra en estado anionico,
provocando la repulsion por los coloides del suelo cargados negativamene, originando en

consecuencia elevada recuperacion del herbicida.



Tabla 10. Analisis de la varianza para la comparacion

entre suelos y concentraciones del % de recuperacion de la técnica.

Factores P>F?
Suelo 0,0526
Concentracion <0,0001 "~
Suelo x Concentracién 0.0058 ~
Coeficiente de variacion (%) 114

% nivel de significancia: * p<0.05; ** p<0.01
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Tabla 11. Analisis de la interaccion suelo x concentracion para el porcentaje de

recuperacion.
Concentracion (ug kg™) *
Suelos
5 25 50 100
Tandil 62,0Aa 120,7B a 99,7B a 101,0Bb
Anguil 513ADb 100,7Bb 843Bb 1240Ca
Cerro Azul 58.0ADb 94.3ADb 96.0A a 91.3Bb

!Letras mayusculas corresponden a comparaciones dentro del mismo suelo; letras mintsculas

corresponden a comparaciones dentro de la misma concentracion.

Los resultados sugeririan que a pesar de la influencia de las propiedades del suelo

(pH, contenido de arcilla y de materia organica) en la movilidad y adsorcién del herbicida

(Pusino et al., 1997; Firmino et al., 2008), el KCI seria efectivo para provocar la ionizacién

de la molécula, originando repulsion de la misma de los coloides del suelo. Asociado a

este proceso se obtendria un elevado porcentaje de recuperacion del herbicida,

independientemente de las propiedades de los suelos. No obstante, cuando se aplican

concentraciones muy bajas (5 ug kg™), podrian acentuarse las diferencias entre suelos

probablemente como consecuencia de la mayor cantidad de sitios de adsorcidén

disponibles o posiblemente debido a ciertas limitaciones en la metodologia de extraccion.
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3. Estudios de persistencia

El analisis de los resultados mostré que los tres criterios utilizados (indicadores Akaike
(AIC), Schwarz (BIC) y Bozgodan (AICC)) coincidieron en seleccionar a la estructura
autoregresiva de primer orden como la mas apropiada, para ajustar covarianzas en los
datos analizados y determinar la correlacién entre las observaciones repetidas en el
tiempo. De esta manera se asumio un decaimiento exponencial de las correlaciones en

las medidas repetidas en el tiempo (Tabla 12).

Tabla 12. Ajuste de los diferentes modelos para la seleccién de estructura de covarianza.

Criterios de seleccion

Modelos

AIC AlICC BIC
Autoregresivo de primer 503.3 593.4 504.3
orden
Simple 614.8 614.9 615.3
Simetria compuesta 608.0 608.1 609.0
Simetria compuesta 607.3 611.2 613.6

heterogénea

Posteriormente, las concentraciones medias de imazapir obtenidas para cada suelo y
a través del tiempo (ajustadas a la estructura de correlacion seleccionada), fueron
comparados mediante el test LSD (p=0.05). En el analisis se detect6 efecto de suelo, dias
desde la aplicacion y de la interaccion suelo x dias desde la aplicacién (p<0.05),
observandose diferencias significativas entre los suelos y entre los dias desde la

aplicacion (Tablas 13 y 14).



Tabla 13. Analisis de la varianza (ANOVA Proc-mixed, SAS)

para la comparacion entre suelos y DDA de las concentraciones

de imazapir.

Efectos P>F?
Suelo <0,0001 "
DDA <0,0001 ~
Suelo x DDA <0,0001

% nivel de significancia: * p<0.05; ** p<0.01

Tabla 14. Andlisis de la interaccion suelo x dias desde la aplicacién para las

concentraciones de imazapir.
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Dias desde la aplicacion *

Suelos 1 3 7 10 14 23 30 60 100 130 170 210
Tandil 69.7 620 581 564 549 482 468 381 294 172 169 131
Aa Ab Ac Ad Ae Af Ag Ah Al Aj Ak Al
Anguil 522 493 469 404 354 319 279 146 122 6.3 3.1 2.1
Ba Ba BP g Bd Bd Be Bf Bf Bg Bf Bg
Cerro 904 842 804 802 73.0 700 657 609 601 424 320 197
Azul Ca Chb Cc Cd Ce Cf Cg Ch Ci Cj Ck Cl

"Letras minusculas corresponden a comparaciones dentro del mismo suelo; Letras mayusculas
indican comparaciones dentro de la misma concentracion.

La degradacion de imazapir en los suelos se ajusté significativamente (p<0.001) a una

ecuaciéon cinética de primer orden. Asimismo, los valores de los coeficientes de

determinacion (R?) obtenidos en el ajuste de los datos (Tabla 15), indicaron que la

degradacion del herbicida fue satisfactoriamente descripta por este modelo.

Este patrén de degradacion es esperado cuando las concentraciones de los

compuestos quimicos son bajas y la degradacion ocurre principalmente a través de los

microorganismos (Alexander; Scow, 1999; Fomsgaard, 2004). Dicho modelo ha sido
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frecuentemente utilizado para describir la degradacion de imazapir en diferentes suelos
(Vizantinopoulus; Lolos, 1994; El Azzouzi et al., 1998; Wang et al., 2005; Raymundo-
Raymundo et al., 2011).

Considerando la evolucién del porcentaje de imazapir recuperado en los tres suelos, se
observd una cinética de degradacion inicial rapida, seguida de una fase posterior que
presenté una ligera menor degradacion. A tal fin, los porcentajes de recuperacion para
cada suelo se calcularon considerando como 100 % al porcentaje recuperado en el
tiempo cero (Figura 8).

120 q
100 4
80 A
60

40 A

Imazapir recuperado (%)

20 A

0 T T T T
0 50 100 150 200 250

Dias desde la aplicacion

—o— Tandil —a— Anguil —o— Cerro Azul

Figura 8. Evolucion de la degradacién de imazapir en los suelos de Tandil, Anguil y Cerro
Azul. Las barras de error representan el error estandar del promedio.

La rapida degradacion en la primera fase ocurre cuando el herbicida se encuentra en la
interfase suelo — agua y esta rapidamente disponible para los microorganismos. En la
segunda fase el herbicida se halla adsorbido a las particulas del suelo y la degradacion
estd controlada por la constante de desorcion-difusion dentro de la fase suelo-agua
(Henriksen et al., 2004). Las tendencias de degradacion fueron, en lineas generales,
similares en los tres suelos, sin embargo, el suelo de Cerro Azul presentd menor
degradacion (Figura 8).

La tasa de degradacion (k) y la vida media de imazapir difirieron significativamente

entre suelos (Tabla 15), siguiendo la degradacion el orden Anguil > Tandil > Cerro Azul.
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Tabla 15. Constantes de degradacion de primer orden y vida media de imazapir en los
suelos de Tandil, Anguil y Cerro Azul **.

Constante de degradacion de Vida media R?
primer orden (K) (dias)
Tandil 0.0093 (0.00625-0.00862) b 75 (70-80) b 0.96
Anguil 0.0188 (0.01651-0.00214) a 37 (31-41)c 0.96

Cerro Azul 0.0058 (0.00468-0.00586) ¢ 121 (120-144) a 0.94

"Letras iguales indican diferencias no significativas (p>0.05). “Los nimeros entre paréntesis
corresponden a los intervalos de confianza al 95%.

Los periodos de persistencia de imazapir determinados son coincidentes con estudios
previos, en los cuales han sido reportados valores de vida media entre 25 y 155 dias y
baja tasa de degradacion en diferentes tipos de suelos (El Azzouzzi et al., 1998; US EPA,
2005; Senseman, 2007).

En el suelo de Tandil, la tasa de degradacion de imazapir fue de 0.0093,
correspondiendo a una vida media de 75 dias. Este valor resulté levemente inferior a los
establecidos por McDowell et al. (1997), quienes utilizando un suelo de caracteristicas
similares (franco limoso, 6.4 % de materia organica y pH 5.42), determinaron valores de
vida media de 125 y 155 dias a 15 y 30 °C respectivamente. De modo semejante,
Borjesson et al. (2004) obtuvieron valores de vida media entre 67 y 144 dias en suelos
arenosos, de pH 6.2-6.7. No obstante, Ulbrich et al. (2005) reportaron valores inferiores
(33 dias), en un suelo franco arenoso de Brasil (4.7% de materia organica, pH 5.8, 28%
de arcilla, 14% limo y 58% arena).

Por su parte, la vida media determinada en el presente estudio para el suelo de Cerro
Azul, fue de 121 dias. Este valor es sustancialmente superior al establecido por Ulbrich et
al. (2005) quienes refirieron un valor de 40 dias en un suelo arcilloso de Brasil con
caracteristicas similares. Asimismo, Ramezani et al. (2010) hallaron un periodo entre 39 y
49 dias para un suelo de pH 5 y 3% de carbono organico, mientras que Ismail; Abmad
(1994), obtuvieron valores de 7 y 5 dias a 35°C, en suelos arcillosos y franco arcilloso
respectivamente. Por el contrario, Raymundo — Raymundo et al. (2011) determinaron en
suelos alofanicos de Meéxico, una baja tasa de degradacidbn de imazapir y en

consecuencia elevados valores de persistencia, estimando un tiempo de vida media
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superior a 39 meses. Los autores atribuyeron tales resultados principalmente a que los
suelos andisoles ofrecen condiciones poco favorables para el desarrollo de
microorganismos, tales como bajo contenido de fosforo disponible y un alto contenido de
aluminio extractable. Por su parte, EI Azzouzi et al. (1998) al comparar un suelo lateritico
y un suelo organico, reportaron mayor persistencia en éste Ultimo obteniendo valores de
vida media de 25 a 58 y 55 a 58 dias, respectivamente.

Finalmente, la vida media en el suelo de Anguil fue de 37 dias, lo cual es coincidente
con los valores reportados por Wang et al. (2005), quienes estudiando la degradacion de
imazapir en 4 suelos de China, obtuvieron un periodo de vida media entre 30 y 45 dias.

La degradacion de los plaguicidas en el suelo, se halla influenciada por diversos
factores, entre los que se incluyen la actividad microbiana, contenido de carbono
organico, nutrientes, pH, temperatura y contenido de humedad del suelo. Asimismo, la
biodisponibilidad de los plaguicidas para la degradacién depende de la capacidad de
adsorcion a las particulas del suelo (Ghafoor et al. 2011).

La vida media de imazapir se correlacion6 en forma altamente significativa (p<0.01) e
inversamente, con el pH, contenido de arena y de limo de los suelos, y en forma
altamente significativa (p<0.01) y positiva, con el contenido de arcilla, de Fe y de Al
(Tabla 16). Por su parte, la actividad microbiana se correlacion6 significativamente y en
forma positiva (p<0.05) con la vida media del herbicida. Asimismo, el andlisis de regresion
multiple (stepwise), indic6 que la vida media se relacioné en forma positiva con el
contenido de Al y en forma negativa con el pH y el contenido de limo de los suelos (R? =
0.9896; T 1, = 252.3 — 27.25 [pH] — 1.33 [limo] + 33.47 [Al].

En lo referente a la tasa de degradacion, se correlacioné en forma altamente
significativa (p<0.01) y positiva con el pH de los suelos y el contenido de limo, e
inversamente con el contenido de Fe y de Al (Tabla 16). Por su parte, las correlaciones
con el contenido de arena fueron positivas pero significativas (p<0.05), mientras que
resultaron negativas y significativas con la actividad microbiana, el contenido de carbono
organico y arcilla, y la capacidad de intercambio catidnico. De la misma manera al
considerar el andlisis de regresion mdultiple, dicha variable se relacion6 positivamente con
el pH, y negativamente con la CIC y el contenido de Fe de los suelos (R*= 0.9948; K = -
0.00808 + 0.00575 [pH] — 0.000527 [CIC] -0.0003804 [Fe]).
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Tabla 16. Correlaciones entre las constantes de degradacion de primer orden y la vida
media de imazapir y propiedades seleccionadas de los suelos.

_ Constante de Vida media
Variable degradacion de (dias)
primer orden (K)
pH 0.99* -0.96**
CO -0.73* 0.48
CiC -0.62* 0.35
Arena 0.66* -0.86**
Limo 0.93** -0.98**
Arcilla -0.77* 0.93**
C-CO, -0.79* 0.85*
Fe -0.68** 0.87*
Al -0.63** 0.83*

" nivel de significancia: * p<0.05; ** p<0.01

En el presente estudio la persistencia de imazapir en los suelos sigui6 el orden Cerro
Azul>Tandil>Anguil (Tabla 15). De hecho, el mayor periodo de persistencia (121 dias) fue
determinado en el suelo de Cerro Azul el cual presenta valores de pH inferiores a los
restantes suelos (4.9) y mayor contenido de arcilla y de Fe y Al. Por el contrario, los
menores valores de vida media (37 dias) fueron observados en el suelo de Anguil,
seguido por el suelo de Tandil (75 dias). El suelo de Anguil posee mayor pH (6.3) y menor
contenido de arcilla respecto de los otros suelos, mientras que el suelo de Tandil registra
valores intermedios de ambas variables (Tabla 6). Estos resultados son coincidentes con
los reportados por Ulbrich et al. (2005), quienes determinaron que el tiempo de vida media
de imazapir fue mayor en un suelo arcilloso y de menor pH, comparado con un suelo
franco-arenoso. Del mismo modo, Ismail; Ahmad (1994) obtuvieron mayor degradacion de
imazapir y por lo tanto menor persistencia en un suelo franco arcilloso que en un suelo

arcilloso. Por su parte, Wang et al. (2005) observaron mayor persistencia de imazapir en
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suelos con valores de pH extremos (9.04 y 5.25), mientras que en suelos de pH cercanos
a la neutralidad el periodo de persistencia disminuia. Dichos autores atribuyeron estos
resultados a que en suelos neutros, los microorganismos poseen adecuadas condiciones
para su crecimiento, acelerando el proceso de degradacién de imazapir. En la misma
linea, Ramezani et al. (2010), determinaron que el pH fue la variable del suelo que
presentaba mayor influencia en la tasa de degradacion de imazapir. Los autores
observaron menor degradacién y mayor persistencia en suelos con pH bajos, sin
embargo, no encontraron correlacién entre la tasa de degradacién y la textura de los
suelos.

En particular, el pH del suelo puede afectar la degradacién de los compuestos
directamente, si su estabilidad es pH dependiente. Asimismo, puede presentar una
influencia indirecta mediante cambios en la actividad y biomasa microbiana o a través de
la adsorcion a las particulas del suelo (Kah; Brown, 2006).

El rol del pH y de los 6xidos de hierro en el proceso de adsorcion de las
Imidazolinonas en el suelo ha sido estudiado por varios autores (Pusino et al., 1997;
Regitano et al., 1997; Leone et al., 2001). Estos trabajos confirmaron que la adsorcion se
incrementa a medida que el pH decrece y que los 6xidos de hierro tienen una importante
intervencion en la adsorcién de imazapir en el suelo. Aln asi, las diferencias en las tasas
de degradacion determinadas en el presente estudio, podrian deberse a diferente
actividad biolégica de los tres suelos. En tal sentido, Wang et al. (2005) demaostraron
mayor degradacién del herbicida con el incremento de la actividad biol6gica de los suelos,
indicando que la tasa de degradacion fue 2.6 a 4.4 veces mas lenta en suelos estériles
comparada con suelos en condiciones naturales. No obstante, en otros estudios no se ha
establecido una clara correlacién entre la actividad microbiana y la tasa de degradacién
de los plaguicidas (Scow, 1993; Veeh et al., 1996). Borjesson et al. (2004) concluyeron
gue la variabilidad en las tasas de degradacion de imazapir en los diferentes sitios, no
podia ser atribuida a diferencias en la actividad microbiana de los mismos. En efecto,
existe una compleja interaccibn entre los microorganismos, plaguicidas y los
constituyentes del suelo, que puede alterar la capacidad de degradacion de las moléculas
(De Souza et al., 1999). Asi, la degradacién microbiana es afectada por diversos factores
incluyendo la temperatura del suelo, aireacion, contenido de humedad, pH, contenido de
materia organica, estado nutricional (Helling, 2005). En tal sentido, la degradacién

microbiana de los plaguicidas presenta una estrecha relacion con la cantidad del
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compuesto biodisponible en la solucién del suelo (Kraemer et al., 2009). Por lo tanto, otros
factores podrian haber influenciado la persistencia de imazapir, tales como el contenido
de materia organica, o arcilla los cuales pueden disminuir la disponibilidad del herbicida
para la degradacion. Consecuentemente, el contenido de carbono organico podria ejercer
dos efectos opuestos en el suelo. Por un lado, elevados contenidos de carbono orgéanico,
pueden incrementar la actividad biologica y la tasa de degradacién de los herbicidas,
debido a que proveen condiciones favorables para el crecimiento microbiano
(Thorstensen; Lode, 2001). No obstante, frecuentemente, la adsorcion de los herbicidas
en el suelo, se correlaciona en forma positiva con el contenido de carbono organico,
reduciendo en consecuencia la biodisponibilidad de los compuestos para la degradacion
(Walker, 2003; Kah; Brown, 2006). En su trabajo, Walker (1994) presenté diversos casos
en los que existen procesos de adsorcién dominante, relacionados a elevados contenidos
de carbono orgénico, los cuales fueron asociados con reducidas tasas de biodegradacién
de los plaguicidas.

Por otro lado, el pH de los suelos presenta efectos directos e indirectos en la
degradacién de los plaguicidas. Por un lado controla la actividad microbiana presentando
una influencia positiva en la degradacion. Sin embargo, en el caso de compuestos
ionizables, como imazapir, incrementos en los valores de pH disminuyen la fuerza de
adsorcion y aumentan su disponibilidad para ser degradado en el suelo (Kah; Brown,
2006).

De modo semejante, el contenido de arcilla de los suelos, ademéas de ser un factor
clave en el proceso de adsorcibn de algunos herbicidas (Fomsgaard, 2004), puede
presentar una estrecha relacién con la actividad biolégica de los suelos y en consecuencia
con la degradacién. Por ejemplo, De Souza et al. (1999), reportaron mayor degradacién
de imazapir en un suelo franco arenoso que en un suelo arcilloso, en concordancia con lo
determinado en este trabajo. Los autores atribuyeron estos resultados a que el suelo mas
arenoso, presentaba mayor porosidad, lo cual facilitaria la aireacién y en consecuencia la
actividad global de los microorganismos para la degradacién de la molécula.

Segun lo expuesto, en el suelo de Cerro Azul, se incrementaria la adsorcion y
disminuiria en consecuencia la disponibilidad de imazapir para la degradacion microbiana
(principal mecanismo de degradacion). Por el contrario, el suelo de Anguil presentaria

mayor degradacion y menor persistencia debido a que presenta valores de pH mas
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elevados, menor contenido de arcilla y por lo tanto menor adsorcién, mientras que el suelo
de Tandil representaria una situacion intermedia.

En sintesis, en el presente trabajo, la textura, el pH y la composicion mineralégica de
los suelos, serian los factores que explicarian en mayor medida, los periodos de
persistencia determinados en cada uno de los suelos.

Otro aspecto a considerar que puede determinar también, en gran medida, la
persistencia de los herbicidas en el suelo, es la formacién de residuos estables (no
labiles) conocidos como residuos ligados (Gevao et al., 2000). Asi, la formacién de
residuos no extractables puede contribuir a la disipacion aparente de los herbicidas en el
suelo.

En el caso de los herbicidas Imidazolinonas, es escasa la informacion disponible
respecto a la formacién de residuos ligados. En tal sentido, Jarvis et al. (2006)
determinaron que la formacién de residuos ligados de imazapir retardaba los procesos de
lixiviacion y degradacion del herbicida. Por su parte, Regitano et al. (2002), encontraron
que los residuos no extractables representaban aproximadamente el 23 % de la
concentracion aplicada de imazaquin en un suelo arcilloso, mientras que en un suelo
arcillo arenoso solamente el 9% permanecia bajo esta forma.

En base a lo expuesto, seria pertinente realizar estudios empleando la marcacion de
los compuestos parentales, con el fin de cuantificar la formacién de residuos ligados en el
proceso de disipacion, ya que dichos residuos pueden ser removilizados por las plantas,
microorganismos, o por modificaciones fisicoquimicas en los suelos y estar disponibles
para la degradacion o lixiviacién (Gevao et al., 2000).

Por altimo, cabe destacar que en el proceso de degradacién de los herbicidas se
producen, a partir de la molécula parental, diversos metabolitos que pueden tener mayor o
menor grado de adsorcién, persistencia, movilidad y toxicidad que los compuestos
originales (Boxall et al., 2004). En tal sentido, Wang et al. (2006), identificaron bajo
condiciones aerdbicas, la presencia de los siguientes metabolitos de imazapir producto de
la biodegradacion del compuesto parental: 2,3-piridindicarboxamida, &cido 2,3-
piridindicarboxilico anhidrido, mientras que en condiciones anaerébicas los productos de
degradacion detectados fueron 2,3-piridindicarboxilico anhidrido y acido nicotinico 2-(4-

hidroxi-5-0x0-2- imdazolin-2-yl).
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Asimismo, el acido 2,3-piridincarboxilico y 7-hidroxi-furo [3,4-bipiridin-5(7H)-1, fueron
identificados como principales productos de la fotodegradacién de imazapir en soluciones
acuosas (Mallipudi et al., 1991).

Dadas las caracteristicas estructurales de los metabolitos, los mismos presentarian
menor polaridad, y menor estabilidad que el compuesto parental, por lo tanto serian
menos persistentes y de menor toxicidad (EPA, 2005). No obstante, y debido a las
complejas interacciones que existen entre los compuestos quimicos y las propiedades de
los suelos, resultaria necesario, en futuras investigaciones, generar informacién bajo
condiciones locales, relacionada al comportamiento ambiental de los productos de
degradacion de imazapir. Dichos estudios constituirian una herramienta complementaria
gue permitiria determinar y predecir el riesgo asociado al uso de este herbicida y en

consecuencia minimizar su impacto en el ambiente.

4. Estudios de adsorcién

En primera instancia, se determiné el efecto del tiempo de agitacion sobre el porcentaje
de adsorcion de imazapir en los diferentes suelos. Los resultados indicaron que el
herbicida alcanz6 el equilibrio a las 24 horas de agitacion, presentando valores de
adsorcion superior al 60% en los 3 suelos (Figura 9). El tiempo de equilibrio establecido
en este trabajo, fue coincidente con el tiempo de agitacion empleado en diversos estudios
previos de adsorcién de imazapir en el suelo (Pusino et al., 1997; Wang; Liu, 1999;

Borjesson et al., 2004).
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Figura 9. Efecto del tiempo de agitacién en la adsorcién de imazapir en los suelos de
Tandil, Anguil y Cerro Azul.

Ademas del tiempo de agitacion, diversos trabajos han determinado una dependencia
significativa del porcentaje de adsorcion de los compuestos quimicos, con la relacion
suelo:solucién, empleada en el desarrollo de las isotermas de adsorcion (Limousin et al.,
2007). Generalmente, ha sido observado que amplias relaciones suelo:solucién
promueven una menor retencion de los herbicidas en el suelo (De Oliveira et al., 2006). A
tal fin, en el presente trabajo se evaluaron tres relaciones suelo:solucién de CaCl, (1:2,
1:5, y 1:10) empleando dos concentraciones del herbicida (10 y 150 ug I™"). Los resultados
mostraron mayores porcentajes de adsorcién, al utilizar concentraciones bajas de
imazapir. Cuando se utilizé6 una concentracion de 150 ug I* el porcentaje de adsorcién no
superd el 50% en la mayoria de los suelos de las relaciones evaluadas (Figura 10),
debido probablemente a la saturacién de los sitios disponibles para la adsorcién.

En base a los resultados obtenidos en este ensayo preliminar, y a pesar de la
variabilidad encontrada en los datos, se decidié utilizar una relacidon suelo:solucién de
CaCl, de 1:5 (5 g de suelo: 25 ml de CaCl,) para el desarrollo de los experimentos de
adsorcion, de manera similar a las cantidades empleadas por Pusino et al. (1997), Wang;
Liu (1999) y Borjesson et al. (2004).
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Figura 10. Efecto de la relacion suelo: solucién a diferentes concentraciones de imazapir
en el porcentaje de adsorciéon del herbicida, en los suelos de Tandil, Anguil y Cerro Azul.

El proceso de adsorcibn de imazapir en los suelos estudiados, fue descripto
satisfactoriamente mediante la ecuacion de adsorcién linear (Figura 11 y Tabla 17). Los
coeficientes de adsorcion (Kg) fueron 2.1, 0.8 y 0.6 (I kg™*) para los suelos de Cerro Azul,
Tandil y Anguil, respectivamente, detectdndose diferencias significativas (p<0.05) entre
los suelos (Tabla 17).
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Figura 11. Isotermas de adsorcion de imazapir para los suelos de Tandil, Anguil y Cerro
Azul.

Tabla 17. Parametros de adsorcion de imazapir en los suelos
de Tandil, Anguil y Cerro Azul*2.

Suelo Ky R?
(kg™
Cerro Azul 2.10 (1.92-2.28) a 0.9713
Tandil 0.84 (0.80-0.89) b 0.9381
Anguil 0.57 (0.53-0.61) ¢ 0.9284

! etras iguales indican diferencias no significativas (p > 0.05).
’Los nlimeros entre paréntesis corresponden a los intervalos de confianza al 95%.

Segun los resultados, y para el rango de concentraciones evaluadas (0, 10, 30, 50,
100, 150, 200 y 250 ug I™") equivalentes a un rango de 0.05 a 1.25 mg imazapir kg™ suelo,
la adsorcion de imazapir ocurrié de forma lineal en los 3 suelos en estudio. Giles et al.

(1960) expresaron que la linealidad de la isoterma generalmente indica que el mecanismo
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primario de adsorcion es de particion constante entre el soluto y un componente del suelo,
por el cual el nUmero de sitios de adsorcién permanece constante a través de un amplio
rango de concentraciones, indicando una isoterma de adsorciéon de tipo C. Este tipo de
isoterma, frecuentemente utilizado para caracterizar la adsorcion de los compuestos a
bajas concentraciones o en un estrecho rango de las mismas (Limousin et al., 2007), tales
como las empleadas en este experimento, indicaria que la relacién entre la concentracion
de imazapir remanente en solucion y adsorbida fue la misma a cualquier concentracion.

En la misma linea, Raymundo - Raymundo et al. (2011) aplicaron el modelo lineal para
caracterizar el proceso de adsorcion de imazapir en dos estratos de un suelo alofanico de
México. No obstante, otros autores (Pussino et al., 1997; Wang; Liu, 1999 y Leone et al.,
2001) observaron un comportamiento no lineal en la adsorcion de este herbicida,
determinando en sus estudios la presencia de isotermas de tipo L segun la clasificacion
de Giles et al. (1960). Dicha variabilidad podria atribuirse al diferente rango de
concentraciones evaluadas respecto a las del presente trabajo, como asi también a la
variacion en las propiedades de los suelos empleados en cada uno de los estudios.

Los valores de K, hallados en el presente estudio para imazapir, oscilaron entre 0.57 y
2.10 | kg ™. Los bajos valores obtenidos son similares a los reportados en la bibliografia
(0.07-2.4), manifestando de esta manera, una débil adsorcién de imazapir a los coloides
del suelo (Senseman, 2007). Asimismo, Wehtje et al. (1987) registraron valores de Kg
entre 0.07 y 0.19 en cinco suelos de Alabama (USA). Raymundo — Raymundo et al.
(2011), determinaron valores de Ky de 2.43 cm® g™ para el estrato superior y 2.37 cm® g*
para el estrato inferior de un suelo aloféanico, ligeramente acido, con 11% de arcillay 5.7%
de MO. Por su parte, Borjesson et al. (2004), en su estudio informaron valores de K4 que
oscilaronentre 2 y 15.5 cm® g™

Por otro lado, Pussino et al. (1997) ajustaron la ecuacion de Freundlich a los datos
obtenidos para 6 suelos, determinando valores de K;que oscilaron entre 0.84 y 121 (umol
kg™). Asimismo, Tjitrosemito et al. (1993) evaluando la adsorciéon de imazapir en tres
suelos de Indonesia inform6 valores de K; entre 15.9 y 98 (umol kg™).

Los resultados del presente experimento indicaron que los valores de Ky decrecieron
en el orden Cerro Azul>Tandil>Anguil. El Ky se correlacion6 en forma altamente
significativa (p<0.01) e inversamente con el pH, contenido de arena y limo de los suelos y
en forma positiva y altamente significativa con el contenido de arcilla, de Fe y de Al
(Tabla 18).
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Asimismo, el andlisis de regresion mdultiple (stepwise), indico que el Ky se relacion6
negativamente con el pH, y positivamente con el contenido de arcilla los suelos (R? =
0.9908; Ky = 0.85127 - 0.12097 [pH] +0.02358 [arcilla]. En consecuencia, estas dos

variables del suelo explicarian el 99% de la varianza total.

Tabla 18. Correlaciones entre los coeficientes de adsorcion
de imazapir (Ky) y propiedades seleccionadas de los suelos.

Variable Kg
pH -0.85**!
CO 0.20
CIC 0.07
Arena -0.97**
Limo -0.92**
Arcilla 0.99**
Fe 0.97**
Al 0.80**

"nivel de significancia: * p<0.05; ** p<0.01

Los mayores valores de Ky de imazapir fueron obtenidos en el suelo de Cerro Azul
(2.1) el cual presentaba mayor contenido de arcilla y Fe y menores valores de pH
respecto de los restantes suelos. Estos resultados son coincidentes con diversos estudios
previos, en los cuales se determind menor adsorcion del herbicida con incrementos en el
pH de los suelos (Wehtje et al., 1987; Pusino et al., 1997). Del mismo modo, Leone et al.

(2001) comprobaron una dependencia entre la adsorcion de imazapir y el pH, observando
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mayores valores de Ky a bajos pH, y cercanos a los valores del pKa de la molécula, en
coincidencia con Tjitrosemito et al. (1993).

Al igual que lo determinado por Wang; Liu (1999), en el presente estudio, el contenido
de arcilla y el pH presentaron una alta correlaciéon con la adsorcion del herbicida en el
suelo. No obstante, Firmino et al. (2008), no detectaron una estrecha correlacién entre el
pH y la adsorcion de imazapir en diferentes suelos. La influencia del pH en la adsorcién
de compuestos iénicos, se debe principalmente a las diferentes proporciones en que se
presenta un plaguicida bajo las formas i6nicas o neutras en cada valor de pH, producto
del efecto sobre la ionizacién de los diferentes grupos funcionales ionizables, como asi
también sobre la fuerza de adsorcién (Kah; Brown, 2006).

Imazapir se presenta predominantemente en forma aniénica a valores de pH mayores
a su pK,. En este estado, generalmente muestra bajos valores de Ky debido a que son
repelidos por las cargas netas negativas de la superficie del suelo. A medida que el pH
del suelo decrece, se incrementa la proporcion de las fracciones moleculares que pueden
protonarse. Esta forma neutra, presenta mayor fuerza de adsorcion (Mangels, 1991).
Adicionalmente, pueden ocurrir cambios en las cargas superficiales i6nicas de las
particulas del suelo, amplificando el efecto sobre la adsorcion de estos compuestos
(Wauchope et al., 2002).

De la misma forma, en suelos con abundante presencia de 6xidos e hidroxidos de Fe y
Al, las cargas pH dependientes de los adsorbentes pueden presentar un efecto
suplementario en la adsorcion de la molécula (Kah; Brown, 2006). A valores de pH
inferiores al punto de carga cero (8.5) de los minerales, las superficies presentan carga
neta positiva lo cual permite la atraccion electrostatica de los aniones (Pusino et al.,
(1997). En tal sentido, Wehtje et al. (1987); Pusino et al. (1997) y Firmino et al. (2008),
encontraron una correlacion positiva entre la adsorcion de imazapir y el contenido de Fe
de los suelos. Asimismo, Leone et al. (2001) confirmaron que los 6xidos de Fe tienen un
importante rol en la adsorcion de imazapir y demostraron la influencia del pH en el estado
de agregacién de dichos minerales.

Otro factor que puede explicar los resultados obtenidos en este estudio, es el
contenido de arcilla de los suelos, factor de gran importancia, en la adsorcion de los
compuestos ionicos (Kah; Brown, 2006). En el presente trabajo, la adsorcion de imazapir
se asoci6 en forma directa con el contenido de arcilla de los suelos. Firmino et al. (2008)

evaluaron la adsorcion de imazapir en 3 suelos de Brasil, con texturas muy similares a las
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del presente estudio. En concordancia con nuestros resultados, estos autores
determinaron que la adsorcion de imazapir se correlacion6 en forma positiva con el
contenido de arcilla de los suelos, presentando el siguiente orden: muy arcilloso> franco
arcillo arenoso> franco arenoso. Por su parte, Vizantinopoulos; Lolos (1994) y De Souza
et al. (2000), mostraron que la mayor adsorcién de imazapir ocurre en suelos con
contenidos altos de arcilla. No obstante, Wehtje et al. (1987), determinaron menor
adsorcion del herbicida en suelos arcillosos. Sin embargo, estos autores manifestaron que
la adsorcién de imazapir no fue afectada por el contenido relativo de arcilla, sino por el pH
de los suelos y el desarrollo de cargas pH dependientes en las superficies coloidales de
los suelos, que permitieron la adsorcién del herbicida.

Por su parte, la materia organica generalmente provee la mayoria de los sitios de
adsorcion en el suelo para los compuestos no i6nicos. Sin embargo este criterio no es
totalmente adaptable para los plaguicidas i6nicos, debido a que su adsorcién se
encuentra fuertemente regulada por el pH del suelo y por su interacciébn con otras
fracciones tales como las arcillas y 6xidos e hidroxidos de Fe y Al (Kah; Brown, 2006). Por
tanto, si bien el Ko (coeficiente de adsorcion normalizado por el contenido de carbono
organico de los suelos), es un pardmetro menos variable y ha sido ampliamente utilizado
para comparar la adsorcién de los plaguicidas en el suelo, esta aproximacion no es
totalmente aplicable en el caso de los compuestos idnicos. En tales casos, claramente los
valores de K, determinados a un Unico valor de pH, no pueden ser totalmente
transferidos a otros suelos con diferentes valores de pH y en consecuencia los valores de
Kq¢ presentan baja correlacion con el contenido de materia organica de los suelos
(Wauchope et al., 2002).

Por otra parte, han sido citados diversos mecanismos involucrados en la retencion de
los herbicidas Imidazolinonas en el suelo. Generalmente, estas sustancias en su forma
molecular, son adsorbidas a las superficies de la materia organica y arcillas a través de
mecanismos de enlaces fisicos, mientras que las especies en estado aniénico resultan
repelidas por esos constituyentes, pero probablemente pueden ser adsorbidas a las
superficies cargadas positivamente de los 6xidos e hidréxidos de Fe y Al, mediante
intercambio anidnico. Por su parte, a muy bajos valores de pH pueden generarse
especies de la molécula en estado catidnico, como asi también en superficies acidicas y
ser adsorbidas a través de mecanismos de intercambio catiénico (Regitano et al., 1997;
Weber et al., 2004; Kah; Brown, 2006).
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Por lo expuesto, en el suelo de Cerro Azul se presentaria mayor adsorcion de imazapir,
probablemente debido al mayor contenido de Fe y Al, menores valores de pH y mayor
contenido de arcilla del mismo respecto de los restantes suelos, factores que determinan

en gran medida la adsorcion de imazapir en el suelo.

5. indices de contaminacién potencial

La mayoria de los estimadores utilizados para determinar el impacto de los plaguicidas
en el agua subterrdnea, requieren informacion referente al comportamiento de los
compuestos quimicos en el suelo. En tal sentido, se utilizan frecuentemente los
pardmetros que describen la adsorcion y persistencia de los plaguicidas en el suelo.

Como se expreso, se ha intentado desarrollar una constante de adsorcién universal
para predecir la adsorcién de todos los contaminantes organicos en los suelos. En base a
ello y debido a que el carbono organico es el componente mas importante del suelo que
determina la adsorcién de los compuestos organicos neutros (Kah; Brown, 2006), se ha
propuesto utilizar el Ko para determinar la adsorcion de la mayoria de los plaguicidas.
Claramente, este parametro resulta poco eficaz para comparar la adsorcion de
compuestos idnicos como es el caso de imazapir. No obstante, cabe destacar que a pesar
de la ausencia de correlacion entre los parametros de adsorcién (kg) obtenidos
experimentalmente y el contenido de carbono organico de los suelos, a fines practicos,
para el calculo de los indices, fueron estimados los valores de K,. de imazapir para cada
uno de los suelos (Tabla 19). Dicha apreciacion se utilizé con propésitos de comparar la
capacidad de lixiviacion del herbicida en los diferentes suelos, debido a que la mayoria de
los indices empleados para determinar el riesgo, emplean al K, para describir la
adsorcion de los compuestos quimicos.

Los indices GUS, RF y AFT, fueron calculados para los suelos de Tandil, Anguil y
Cerro Azul, considerando los valores del coeficiente de particion en adsorcidén
normalizado por el contenido de carbono organico (K..) y la vida media de imazapir,
obtenidos a partir de los experimentos de persistencia y adsorcién para cada uno de los
suelos. Asimismo, para el calculo del indice AFT se consideré la profundidad a la cual

fueron extraidas las muestras de suelo (15 cm).
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En la Tabla 19 se presentan las propiedades ambientales (T1, ¥ Koc), l0s valores
calculados mediante el indice GUS para imazapir, y su clasificacion correspondiente, en
los suelos de Tandil, Anguil y Cerro Azul.

Tabla 19. Vida media (Ty52), coeficiente de particion en carbono organico (K,), indice GUS
y riesgo de lixiviacion de imazapir en los suelos de Tandil, Anguil y Cerro Azul®.

Suelo Tap Koc indice GUS Clasificacion

Tandil 75 25 4.9 (0.04) Lixiviador

Anguil 37 41 3.7 (0.11) Lixiviador
Cerro Azul 121 85 4.3 (0.08) Lixiviador

Los ntimeros entre paréntesis corresponden al desvio estAdndar de cuatro repeticiones.

De acuerdo al indice GUS, imazapir fue clasificado como lixiviable (>2.8) en los suelos
de Tandil, Anguil y Cerro Azul. Si bien la categorizacion del herbicida fue la misma en los
tres suelos estudiados, el herbicida presentaria mayor peligrosidad de contaminacion
segun el orden Tandil > Cerro Azul > Anguil.

La degradacion y adsorcion de los herbicidas en el suelo controlan directamente el
transporte de los compuestos hacia el agua subterranea. Es por ello, que la tendencia
establecida mediante el indice GUS, es concordante con los resultados obtenidos en los
experimentos previos. El suelo de Tandil presenté valores intermedios de persistencia y
adsorcion del herbicida, comparado con los restantes suelos, por lo cual incrementaria el
riesgo de lixiviacién de la molécula. Por su parte en el suelo de Cerro Azul, si bien se
registr6 mayor adsorcion, lo cual limitaria la movilidad del herbicida en el perfil, este
proceso también limité posiblemente la disponibilidad para la degradacién, incrementando
en consecuencia el periodo de persistencia de la molécula y el adicionalmente el riesgo
de contaminacion.

En la Tabla 20 se presentan los valores generados mediante los indices RF Y AFT
para imazapir, en los tres suelos estudiados, considerando tres valores de recarga neta (q
= 0.3, 1.1 y 23 mm d") y los pardmetros de persistencia y adsorcion obtenidos

experimentalmente.
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Tabla 20. Clasificacion de imazapir de acuerdo a su movilidad y riesgo de lixiviacion en los
suelos de Tandil, Anguil y Cerro Azul segun el Factor de Retardo (RF) y Factor de
atenuacion (AFT). Calculos realizados para tres recargas, considerando los valores del
coeficiente de particibn en carbono organico (Koc) y vida media, obtenidos
experimentalmente para cada suelo.

AFT
Suelo RF Recarga (mmd™)
0.3 1.1 2.3
Tandil 6.5 (0.12)" 8.3 (0.24) 2.4 (0.07) 1.1 (0.03)
Anguil 5.9 (0.28) 11.8 (0.94) 3.4 (0.27) 1.5(0.12)
Cerro Azul 10.6 (0.29) 10.7 (1.09) 3.1 (0.31) 1.4 (0.14)

*Los nimeros entre paréntesis corresponden al desvio estandar de cuatro repeticiones.

En base al indice RF, el cual indica la movilidad relativa de los plaguicidas, imazapir
categoriz6 como moderadamente inmoévil en los tres suelos. Para su determinacién, el
mencionado indice utiliza parametros de adsorcién por lo cual la movilidad en los suelos
siguié el orden Anguil>Tandil>Cerro Azul, producto de los valores de K, obtenidos
experimentalmente en los estudios de adsorcion.

En lineas generales, el potencial de lixiviacion (AFT) de imazapir en los tres suelos, se
increment6 con el aumento de la recarga neta de agua subterranea, siendo maximo a 2.3
mm dia™. El riesgo asociado al herbicida fluctué entre improbable y muy probable, para
las recargas de 0.3 mm d' y 2.3 mm d*, respectivamente, presentando escasas
variaciones entre los suelos. En tal sentido, considerando la recarga de 0.3 mm d*, se
determind que la lixiviacién imazapir seria improbable en los tres suelos estudiados.

No obstante, al seleccionar una recarga de 1.1 mm d*, valor promedio obtenido para
un periodo de 8 afios, se determin6 que el riesgo de lixiviacion del herbicida oscil6 entre,
probable en el suelo de Tandil y moderadamente probable en los suelos de Anguil y Cerro
Azul. Finalmente, el riesgo se incrementd a muy probable en los tres suelos, cuando la

recarga fue maxima (2.3 mm d%).
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La velocidad a la cual lixivian los plaguicidas a través de la zona no saturada o
vadosa, y la proporciéon de plaguicida aplicado que alcanza el agua subterranea, esta
fuertemente relacionada al flujo promedio de agua (recarga), asi como a su variabilidad
temporal (Giambelluca et al., 1996). Por tanto, los resultados del presente estudio,
permitirian establecer que en afios con abundantes precipitaciones o en situaciones de
sobreriego se incrementaria el riesgo de lixiviacion de imazapir y por ende la potencialidad
de contaminacién. Por el contrario, bajos volumenes de drenaje aun con elevado
contenido de plaguicidas en el suelo conllevarian a una reduccién en las cantidades
transportadas (Grignani; Laidlow, 2002).

En concordancia con el indice GUS y no obstante que la categorizacion del herbicida
fue la misma en los tres suelos estudiados, excepto para la recarga de 1.1 mmd™, si se
consideran los valores numéricos, el herbicida presentaria mayor peligrosidad de
contaminacion en los suelos de Tandil y Cerro Azul, dado que el riesgo de lixiviacion se
incrementa progresivamente a medida que disminuyen los valores del indice AFT.

Por otra parte, se utilizaron valores de K,y T1» obtenidos de la literatura internacional,
para calcular los factores de Retardo y Atenuacion a fin de cotejarlos con los calculados a
partir de parametros propios, obtenidos de los experimentos de persistencia y adsorcion
de este trabajo. Segun los resultados, se registraron algunas diferencias sustanciales. En
tal sentido, las categorizaciones de riesgo del herbicida fueron levemente inferiores
respecto de la anterior forma de calculo (Tabla 21). A modo de ejemplo, la movilidad de
imazapir determinada mediante el RF, disminuy0, categorizando en este caso como muy
inmovil en los tres suelos. Asimismo el riesgo de lixiviacion del herbicida (AFT) resultd
menor para las tres recargas de agua consideradas. De esta manera, el riesgo de
lixiviacién paso6 a ser muy improbable, y probable para los valores de minima (0.3 mm d™)
y maxima recarga de agua (2.3 mm d!) respectivamente. Por su parte, para la recarga de
1.1 mm d™* categoriz6 como moderadamente probable en los suelos de Tandil y Cerro

Azul y probable en el suelo de Anguil.
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Tabla 21. Clasificacion de imazapir de acuerdo a su movilidad en los suelos de Tandil,
Anguil y Cerro Azul segun el Factor de Retardo (RF) y Factor de atenuacion (AFT).
Célculos realizados para tres recargas, considerando los valores del coeficiente de
particion en carbono organico (Koc) y vida media obtenidos de la literatura internacional.

AFT
RF
Recarga (mmd™)
SUELO 0.3 1.1 2.3
Tandil 23.1 (0.96)" 24.5 (0.16) 7.1 (0.54) 3.2 (0.07)
Anguil 12.9 (1.01) 10.7 (0.16) 3.1 (0.55) 1.4 (0.07)
Cerro Azul 12.3 (0.24) 16.7 (0.10) 4.8 (0.35) 2.2 (0.05)

*Los niimeros entre paréntesis corresponden al desvio estandar de cuatro repeticiones.

En base a lo expuesto, resulta evidente que los resultados obtenidos en la estimacion
del riesgo de lixiviacion de los plaguicidas, pueden diferir segun su forma de calculo.
Generalmente, para el célculo de los estimadores de riesgo, se utiliza informacién de
adsorcion y degradacion de plaguicidas obtenida de bases de datos internacionales. En
tal sentido, esta aplicacién podria resultar imprecisa para realizar determinaciones de
riesgo sitio-especificas debido a que las interacciones plaguicida-suelo para un sitio
individual no resultan bien representadas por la poblacion de suelos incluidos en los
estudios a partir de los cuales se genera la informacion (Green et al., 1990). Por ello, es
necesario obtener informacién de estas propiedades bajo las condiciones ambientales
locales, debido a la estrecha relacion que existe entre estos parametros y los
componentes de los suelos, que pueden afectar heterogéneamente el comportamiento de
los plaguicidas.

En el presente estudio, imazapir presentd aproximadamente el mismo riesgo de
lixiviacion tanto con el indice GUS como con el Factor de Atenuacion, sin embargo, es

evidente que el modelo que considera al Factor de Atenuacion y de Retardo, provee
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mayor informacion al incorporar propiedades de los suelos e hidrolégicas, posibilitando de
esta manera una mejor interpretacion de los resultados.

Asimismo, los resultados obtenidos con los indices propuestos, fueron altamente
coincidentes con la informacion generada experimentalmente en los estudios de
persistencia y adsorcion del herbicida.

Los mismos indicarian que bajo las condiciones del presente estudio, el herbicida
imazapir presentaria alto riesgo de contaminacion potencial del agua subterranea, siendo
mayor el riesgo a medida que se incrementan los valores de recarga neta de agua
subterranea. En concordancia, Vizantinopoulos; Lolos (1994) reportaron para imazapir
valores del indice GUS de 7.23, mientras que Surgan et al. (2010) y Pfeiffer (2010),
informaron valores de 3.91, indicando en todos los casos un elevado potencial del
herbicida para lixiviar y en consecuencia, un alto riesgo de contaminacion del agua
subterranea.

Asimismo, Montoya et al. (2010) emplearon el indice GUS para estimar la capacidad
de lixiviacibn de imazapir en dos suelos de la provincia de La Pampa (Haplustoles
Enticos), clasificando al herbicida como lixiviable. Por su parte, se han realizado diversos
estudios previos, utilizando el Factor de Retardo y el Factor de Atenuacion, en los cuales
se determiné el riesgo de lixiviacién de imazapir en suelos del sudeste de la provincia de
Buenos Aires (Bedmar et al., 2007; 2008; 2010; Gianelli et al., 2008; 2010). En tal sentido
Gianelli et al. (2008) evaluaron el riesgo de contaminacion del agua subterranea con
herbicidas aplicados en el cultivo de maiz, en la cuenca del Arroyo Pantanoso, Argentina,
determinando que imazapir fue uno de los herbicidas con mayor riesgo de contaminacion.

Sin embargo, Gianelli et al. (2010) determinaron el riesgo de lixiviacion de imazapir en
18 series de suelo de la Cuenca del Arroyo Pantanoso, encontrando que el riesgo de
lixiviacion de imazapir resulté improbable. No obstante, en dicho trabajo para el calculo de
los indices se utilizé informacion proveniente de bases de datos internacionales, por lo
cual podria haberse subestimado el riesgo de contaminacién del herbicida.

Estas aproximaciones sugeridas mediante los estimadores de riesgo han sido
confirmadas por estudios de monitoreo, en los cuales se ha detectado la presencia de
imazapir en el agua subterrdnea en diversas regiones del mundo (Michael; Neary, 1993;
Bush et al., 1995; Borjesson et al., 2004; Mulder; Schmidt, 2011). Por lo tanto, los indices
empleados en este trabajo permitirian establecer tendencias generales de lixiviacion

potencial de imazapir. No obstante, para su construccién deberian tenerse en cuenta
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ciertos aspectos que podrian mejorar la estimacion de los célculos tales como utilizacién
de informacién de las propiedades ambientales de los plaguicidas obtenida en los suelos
y ambientes bajo estudio en lugar de aquella proveniente de bases de datos

internacionales.

CONSIDERACIONES FINALES

La degradacion y adsorcion de los herbicidas en el suelo son dos procesos que
controlan directamente el transporte de los compuestos hacia el agua subterranea. En
efecto, la adsorcién de los herbicidas puede representar un efecto limitante en la tasa de
degradacion de los mismos, ya que determina la biodisponibilidad de los compuestos en
la solucion del suelo. En tal sentido, diversos estudios han demostrado una relacion
inversa entre la adsorcién y la degradacion de los compuestos quimicos en el suelo.
Corroborando esta tendencia, en el presente estudio se observdé una estrecha relacion
negativa entre la degradacion de imazapir y la adsorcién del compuesto en los diferentes
suelos.En consecuencia, la integracion de los procesos de adsorcion y degradacion
brinda una vision conjunta que permite entender y predecir la movilidad y destino de una
sustancia en el ambiente.

Asimismo, la variabilidad entre las propiedades de los suelos permitié definir un
escenario heterogéneo para determinar el comportamiento de imazapir bajo condiciones
edafoldgicas contrastantes. Los resultados obtenidos, indicaron que existié una compleja
interaccion entre las caracteristicas edafologicas y los patrones de persistencia vy
adsorcion del herbicida. En tal sentido, la adsorcién de imazapir determinada mediante el
Kd, fue fuertemente dependiente del pH de los suelos demostrandose asimismo, que la
adsorcion no fue dependiente de la concentracion del herbicida. Por su parte, la
degradacion de imazapir fue mas lenta en los suelos que presentaban menores valores
de pH, y mayor contenido de arcilla, de Fe y Al. Esto podria ser producto de un
incremento en la adsorcion a bajos valores de pH y menor biodisponibilidad del herbicida
en la solucion del suelo, incrementando la persistencia del herbicida. En efecto, el
incremento en la adsorcion a bajos niveles de pH, podria en parte describir la degradacion
més lenta en el suelo de Cerro Azul, determinante de los mayores periodos de

persistencia obtenidos en dicho suelo.
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Si bien la evaluacion del comportamiento de imazapir en suelos con caracteristicas
contrastantes demostré que su persistencia y adsorcién fueron suelo-dependiente, cabe
destacar que este estudio fue realizado con tres suelos lo cual podria constituir una
limitante. En tal sentido, seria aconsejable en futuras investigaciones, incorporar mayor
cantidad de suelos al estudio de estos procesos, a fin de brindar informacion mas robusta
y representativa y por ende estimar mas acertadamente la dependencia establecida con
cada una de las variables a fin de comprender mas claramente los mecanismos de
retencion y degradacion del herbicida.

De todas maneras, los resultados presentados constituyen una contribucién al
entendimiento del comportamiento del herbicida en suelos contrastantes, infiriéndose una
estrecha relacion con las propiedades edéficas. Asimismo, en proximas investigaciones
se podria integrar informacion obtenida en los diferentes horizontes del suelo con el
objetivo de predecir el comportamiento de imazapir en el perfil, y de esta manera predecir
el potencial impacto sobre el agua subterrdnea mas adecuadamente.

Por lo expuesto, el riesgo de contaminacion del agua subterranea puede diferir
significativamente entre zonas de produccion en las cuales es aplicado dicho herbicida.
De esta forma, y como fue establecido mediante los indices de estimacién de riesgo, se
podria inferir que, el riesgo de lixiviacion de imazapir seria superior en los suelos de Cerro
Azul y Tandil, como consecuencia de la mayor persistencia en estos suelos respecto del
suelo de Anguil. Si bien el suelo de Cerro Azul presenté mayor adsorcién, lo cual
disminuiria su movilidad, también se veria limitada la disponibilidad del herbicida para la
degradacién microbiana, incrementandose en consecuencia el riesgo de lixiviacion.

En sintesis, estos resultados muestran que, bajo determinadas condiciones, una débil
adsorcion y una elevada persistencia, podrian conducir a una alta movilidad de imazapir
en el perfil del suelo, lo cual implicaria un alto riesgo de contaminacién del agua
subterranea por este plaguicida.

Para finalizar, cabe mencionar que se deberia tener en cuenta en futuras
investigaciones, que los resultados podrian diferir si provienen de ensayos a campo 0 Si
son obtenidos experimentalmente en condiciones controladas de laboratorio.
Generalmente, los datos usados en las determinaciones de riesgo ambiental incluyen
parametros de persistencia y adsorcion medidos en laboratorio bajo condiciones
controladas de temperatura y humedad. Sin embargo, la informacién proveniente de datos

generados a campo para un gran numero de condiciones agroclimaticas, podria proveer
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informacion relevante para ser empleada en determinaciones de riesgo ambiental. De
esta manera, se podria obtener una descripcion mas fehaciente del comportamiento de un
compuesto en el ambiente, respecto de aquella generada bajo condiciones de laboratorio,
debido a que podrian existir variaciones en algunos parametros descriptivos de las
interacciones entre los plaguicidas y el suelo.

En conclusién, comprender y predecir el destino de los herbicidas en el suelo resulta
fundamental para promover el uso seguro de los productos fitosanitarios y mantener la

sustentabilidad de los sistemas actuales de produccion.



71

CONCLUSIONES

Puesta a punto de la técnica metodolégica para la determinacion de residuos de
imazapir en muestras suelos

1.

La recuperacion del herbicida imazapir fue independiente de las caracteristicas de los

suelos analizados, presentandose solo leves diferencias entre los mismos.

El porcentaje de recuperacion de imazapir tendié a incrementar con el aumento de la

concentracion inicial aplicada del herbicida.

La evaluacion de la técnica en suelos heterogéneos demostré que la misma,
resultaria factible para la deteccion de imazapir en suelos que presentan

caracteristicas contrastantes para un amplio rango de concentraciones.

El porcentaje de recuperacion obtenido con la metodologia evaluada varié en funcion

de la solucion empleada para la extraccion del herbicida.

La maxima recuperacion de herbicida se obtuvo mediante 3 ciclos de extraccién

consecutivos con el extractante KCL (0.1M pH 7).

El método seleccionado resulté simple, rapido, sensible, preciso, con buen ajuste
lineal y con limites de deteccion y cuantificacibn adecuados para el andlisis de

residuos de imazapir en muestras de suelo.

Estudios de persistencia

1.

2.

3.

La persistencia de imazapir varié en funcién de los suelos estudiados.

La vida media de imazapir se relaciond inversamente con el pH de los suelos,
contenido de arena y limo y en forma positiva con el contenido de arcilla, Fe, Al y la
actividad microbiana. El contenido de Carbono organico no se correlacion6 con la vida
de media, mientras que presentdé una baja relacién con la tasa de degradacion de

imazapir.

La vida media del herbicida sigui6 el orden Cerro Azul>Tandil>Anguil.
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4. La adsorcion del herbicida a las particulas del suelo, presentdé un efecto limitante
sobre la tasa de degradacién, disminuyendo la biodisponilibilidad del compuesto en la

solucién del suelo.

Estudios de adsorciéon

1. Los patrones de adsorcion de imazapir variaron en funcién de las caracteristicas de

los suelos, siguiendo el orden Cerro Azul>Tandil>Anguil.

2. La adsorcion de imazapir se relacioné en forma inversa con el pH y en forma positiva

con el contenido de arcilla, de Fe y Al de los suelos.

3. El contenido de carbono organico no se relacion6 con la adsorcion de imazapir en el

suelo.

4. Los bajos valores de K4 determinados para los tres suelos estudiados, indican una

débil adsorcion del herbicida en los mismos.

indices de contaminacién potencial

1. El riesgo potencial de contaminacién del agua subterranea se incrementd en los
suelos con mayor persistencia y adsorcion del herbicida. El riesgo de lixiviacion de

imazapir en los diferentes suelos siguié el orden Tandil>Cerro Azul> Anguil.

2. De acuerdo al indice GUS imazapir presentd alto riesgo de lixiviacion en los tres
suelos, mientras que el indice AFT indic6 que la peligrosidad de contaminacién del

agua subterranea vari6 en funcion de la recarga neta del agua subterranea.

3. Los parametros de adsorciéon y persistencia de imazapir obtenidos experimentalmente,
permitieron realizar calculos mas confiables del potencial de contaminacién del agua

subterranea que la utilizacién de bases de datos.

4. Bajo las condiciones del presente estudio, imazapir presentaria alto riesgo de
contaminacién potencial del agua subterranea, siendo mayor a medida que se

incrementan los valores de recarga neta del agua subterranea.
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