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Resumen

La atrazina (2-cloro-4-etilamina-6-isopropilamina-s-triazina) es una triazina moderadamente toxica, utilizada como
herbicida selectivo de pre y post-emergencia. Después de su aplicacion permanece en el medio ambiente debido a su baja
biodegradabilidad y larga vida media en agua (entre 30 y 100 dias). A fin de reducir el impacto ambiental de estos herbicidas se
han empleado matrices organicas e inorganicas para el desarrollo de sistemas de liberacion controlada. Dentro de las matrices
inorganicas, se han evaluado las nanoparticulas de silice mesoporosas debido a su porosidad y elevada area superficial. En este
trabajo se prepararon y caracterizaron nano- y microparticulas de silice para la encapsulacién de atrazina. Se evaluo el perfil de
liberacion mediante ensayos in vitro en agua y, ademas, se realizaron ensayos de fitoxicidad en semillas de lechuga. Se observo
que las nanoparticulas mesoporosas presentan una liberacion sostenida por al menos 24 h y una fitotoxicidad reducida.
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Abstract

Atrazine (2-chloro-4-ethylamine-6-isopropylamine-s-triazine) is a moderately toxic triazine, used as a selective pre- and
post-emergence herbicide. After application, it remains in the environment due to its low biodegradability and long half-life in
water (between 30 and 100 days) causing adverse environmental effects. In order to reduce them, controlled release systems
based on mesoporous silica nanoparticles have been evaluated due to their porosity and high surface area. In this work, silica
nano- and microparticles for atrazine encapsulation were prepared and characterized. The release profile was evaluated by in
vitro assays in water. In addition, phytotoxicity tests were performed using lettuce seeds. The mesoporous nanoparticles
exhibited sustained release for at least 24 h and reduced phytotoxicity.

Keywords: Atrazine, mesoporous nanoparticles, controlled release

Introduccion

Los agroquimicos son utilizados ampliamente en la agricultura para la proteccion de los cultivos y control de plagas. La
atrazina (2-cloro-4-etilamina-6-isopropilamina-s-triazina) es una triazina moderadamente toxica, utilizada como herbicida
selectivo de pre y post-emergencia en varios cultivos. Este herbicida pertenece a los contaminantes organicos persistentes
debido a su baja biodegradabilidad y larga vida media en agua (entre 30 y 100 dias). Se ha estimado que después de su
aplicacion, una gran parte persiste en el medio ambiente. Ademas, debido a su moderada solubilidad en agua (33 mg L") y a su
relativamente baja adsorcion en el suelo, la atrazina puede migrar facilmente hacia el agua subterranea, representando un
peligro potencial para la salud humana ya que este herbicida y sus metabolitos clorados son considerados como disruptores
endocrinos (Taverna et al., 2018). A fin de reducir la toxicidad ambiental de estos agroquimicos, se han desarrollado matrices
organicas e inorganicas basadas en micro- y nanoparticulas como posibles sistemas de liberacion controlada. Estos sistemas
ofrecen numerosas ventajas frente a su aplicacion convencional tales como reduccion de la cantidad de pesticida requerido para
el control de cultivos, disminucién del riesgo de contaminacion ambiental, proteccion de los agroquimicos frente a factores
ambientales y mejor eficiencia operativa (Grillo ef al., 2011). Dentro de las matrices inorganicas empleadas como sistemas de
liberacién controlada, las nanoparticulas de silice mesoporosa (MSN) constituyen una alternativa de bajo costo con buena
compatibilidad ambiental, gran superficie especifica, tamafio de poro ajustable y alta capacidad de carga. Popat ef al. estudiaron
la carga y liberacion de imidacloprid en MSN (Popat et al., 2012). Los resultados demostraron que la cantidad adsorbida y el
perfil de liberacion son afectados por el tipo de estructura mesoporosa y el area superficial de las particulas. Por su parte, las
MSN cargadas con abamectina demostraron un rendimiento notable, con fotoestabilidad, solubilidad en agua y
biodisponibilidad del principio activo mejoradas (Feng et al., 2020). La citotoxicidad y la actividad antibacteriana del
tebuconazol fueron mejoradas cuando se utilizaron MSN como nanoportadores (Murguia et al., 2014). Wanyika ef al.
prepararon MSN cargadas con metalaxilo, y las nanoparticulas mostraron una liberaciéon mas lenta y sostenida de metaloxilo en
comparacion con el fungicida libre (Wanyika, 2013). Hasta el momento, no han sido reportados estudios sobre la aplicacion de
MSNs y de microparticulas de silice en la encapsulacion y liberacion controlada de atrazina.

El objetivo de este trabajo es desarrollar sistemas nano y micro-particulados basados en silice con diferentes estructuras
porosas para la liberacion controlada de atrazina, que permitan disminuir la dosis del herbicida y sus potenciales efectos
nocivos. Se estudio la morfologia y el tamafio medio de las particulas mediante microscopia optica y microscopia electronica de
barrido; y las cargas superficiales mediante determinaciones de potencial Z. Ademas, se evalud la eficiencia de encapsulacion y
los perfiles de liberacion in vitro del principio activo estudiado. Finalmente, se estudio la fitotoxicidad de la atrazina mediante el
analisis de germinacion y el crecimiento de semillas de lechuga (Lactuca sativa).
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Trabajo Experimental

Materiales

Tetraetil ortosilicato (TEOS) (Fluka, Seelze, Alemania), bromuro de hexadeciltrimetilamonio (CTAB) (Sigma-Adrich,
St. Luis, MO, USA), hidroxido de sodio, hidréxido de amonio, etanol, metanol, acetonitrilo y hexano (Cicarelli, Argentina). Los
reactivos fueron utilizados sin posteriores purificaciones. La atrazina utilizada fue de grado comercial (>90%, SYNGENTA,
Argentina). Para la cuantificacion del herbicida se emplearon estandares de atrazina (98%, Chem Service Inc. USA). Se utilizé
agua ultrapura (0,055 pS/cm) obtenida en un equipo de purificacion OSMOION.

Preparacion de los sistemas particulados
Se prepararon tres tipos de sistemas particulados: 1) nanoparticulas de silice no porosas (NP), ii) nanoparticulas de silice
mesoporosas (MSN) y; iii) microparticulas de silice nanoestructuradas a partir de NP y MSN.

i) Sintesis de NP

Para la sintesis de las NP se empleo el método Stéber modificado (Kadhem et al., 2018). En un vaso de precipitado,
200 mL de etanol y 22 mL de hidréxido de amonio 25% p/v se mezclaron bajo agitacion magnética a 300 rpm. Luego, se
afiadieron 14 mL de TEOS y la mezcla obtenida fue agitada durante 12 h a 25 °C. Finalmente, para eliminar el exceso de
reactivo, las particulas fueron centrifugadas (7000 rpm, 10 min) y redispersadas en agua 3 veces.

ii) Sintesis de MSN

En un balén de vidrio se mezclaron 384 mL de agua, 2,8 mL de una solucién 2 M de hidréxido de sodio y 800 mg de
CTAB. Luego, se agregaron 4 mL de TEOS y la solucion fue agitada durante 2 h a 80 °C. Posteriormente, se dejo enfriar a
temperatura ambiente. Las particulas obtenidas fueron separadas por centrifugacion (7000 rpm, 10 min) y resuspendidas en
agua ultrapura. Este proceso se repitié 3 veces. Finalmente, las particulas se secaron a 60 °C y se calcinaron a 550 °C durante
4 h.

iii) Preparacion de microparticulas de silice nanoestructuradas (M-NP, M-MSN)

La preparaciéon de microparticulas basadas en NP (M-NP) o MSN (M-MSN) se realizd6 mediante la técnica de
microemulsion. A tales efectos, 0,5 mL de una solucién hidroalcoholica (1:1) de 6,5 % p/v de nanoparticulas se afiadi6 gota a
gota a 100 mL de aceite de girasol bajo agitacion mecanica (400 rpm). Esta emulsion continud en agitacion por 4 h a 40 °C.
Luego, las particulas obtenidas se lavaron 3 veces con hexano. Finalmente, las microparticulas se calcinaron a 550 °C durante
4 h.

Se determind la morfologia y el didmetro medio de las particulas por microscopia Optica y microscopia electronica de
barrido (SEM). Ademas, se evalud la carga superficial de los sistemas mediante el andlisis de potencial Z. Para ello, se
dispersaron las nanoparticulas en agua, se inyectaron en una celda capilar plegada y se determiné el potencial Z por dispersion
de Iuz electroforética midiendo la velocidad y la direccion de las particulas bajo un campo eléctrico. Las determinaciones se
realizaron por triplicado.

Eficiencia de encapsulacion y ensayos de liberacion de atrazina
Para la encapsulacion de la atrazina, 30 mg de particulas (MSN, M-MSN y M-NP) fueron suspendidas en 5 mL de una
solucion saturada de atrazina en metanol (6,0 mg/mL). La mezcla se mantuvo bajo agitacion durante 24 h y posteriormente se

elimind el solvente. Luego, se agregd etanol a fin de evaluar la atrazina encapsulada en los sistemas.

La cuantificacion de la atrazina se llevo a cabo mediante HPLC utilizando un cromatdgrafo HPLC-UV/Visible equipado
con una columna C18 (tamafo de particula de 5 um) y un detector UV-vis. El tiempo de retencion de la atrazina fue 5,32 min.
La fase movil empleada fue una mezcla de acetonitrilo/agua (70:30 v/v) acidificada con acido acético con un caudal de 1 mL
min’!. La temperatura de la columna y la longitud de onda de deteccion fueron 25 °C y 221 nm, respectivamente. Para la
calibracion se utilizaron estandar de atrazina de 1, 5, 30, 60 y 100 mg mL"'. El limite de deteccion (0,3 mg mL") y el limite de
cuantificacion (1 mg mL") fueron determinados de acuerdo con Miller y Miller (Miller & Miller, 2010).
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Para los ensayos de liberacion, aproximadamente 4 mg de atrazina contenidos en los diferentes sistemas particulados
fueron dispersados en 25 mL de agua ultrapura e incubados a 25 °C. Se tomaron 2 mL de muestra a diferentes intervalos de
tiempo y fueron renovados con medio fresco. Los ensayos fueron llevados a cabo por duplicado.

Ensayo de fitotoxicidad

Los ensayos de fitotoxicidad fueron realizados siguiendo el ensayo de toxicidad aguda propuesto por la norma
IRAM 29.114 con modificaciones menores. Para tal fin, se colocé un disco de papel de filtro en una placa de Petri. Luego, se
agregaron 4 mL de una soluciéon acuosa de 50 ppm de atrazina libre o encapsulada en MSN o M-MSN. Posteriormente, se
colocaron en cada placa 20 semillas de Lactuca sativa. Se utiliz6 agua destilada como control. Finalmente, las placas se
incubaron a 24 °C y luego de 3 dias se midi6 el largo de las raices de las semillas germinadas y se determind el indice de
elongacion de la raiz (RE) con la ecuacion (1). Se usé agua destilada como control.

RE =(RL—-RL,)/RL, (1)

donde RL y RL. son la longitud promedio de la raiz de la muestra estudiada y del control, respectivamente.

Resultados y discusién

En la Tabla 1, se presentan el tamafio medio y potencial Z de los sistemas particulados.

Diametro Potencial Z
NP 192 £17 nm -49,90 (£1,50)
MSN 304 + 35 nm -36,20 (£1,15)
M-MSN 158 25 pm -
M-NP 147 +£ 32 pm -

Tabla 1. Didmetro y potencial de superficie de las particulas de silice.

El tamafio medio de las MSN es superior al de las NP. El potencial Z de las NP indica una mayor carga negativa
superficial respecto a las particulas mesoporosas, lo cual puede atribuirse a mayor condensacion de los grupos silanoles a
siloxanos durante la calcinacién durante la preparacion de las MSN (Brahmkhatri & Patel, 2012). La Figura 1 muestra la
morfologia de las microparticulas conformadas por NP y MSN. En estas ultimas, se observa una mayor porosidad de las
microparticulas y menor area superficial. En ambos casos se observa una geometria esférica con un didmetro de
aproximadamente 150 pm (Tabla 1).

Figura 1. Micrografia de las microparticulas M-NP (a) y M-MSN (b).

La eficiencia de encapsulacion de las particulas estudiadas se muestra en la Tabla 2. Como era de esperar las MSN
presentaron una mayor eficiencia de encapsulacion en comparacion con las microparticulas debido a las menores limitaciones
difusivas. Por otra parte, los valores de eficiencias de las microparticulas son consecuencia de efectos contrapuestos de las
caracteristicas morfologicas y superficiales. La mayor porosidad de las M-MSN favorece la accesibilidad del principio activo y
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por lo tanto el grado de encapsulacion, pero su menor area superficial y la menor carga superficial de las MSN desfavorecen la
interaccion del principio activo con la silice.

Eficiencia de encapsulacion

(mg/100 mg particula)
MSN 5,41 (+£0,53)
M-MSN 3,21 (+0,28)
M-NP 3,42 (+0,84)

Tabla 2. Eficiencia de encapsulacion de atrazina.

Los ensayos de liberacion de atrazina mostraron diferencias entre los 3 sistemas estudiados (Figura 2). Las MSN y
M-MSN mostraron una liberacion sostenida luego de 24 h. Las MSN presentaron un mayor porcentaje de herbicida liberado que
las M-MSN (aproximadamente 70% vs. 50% respectivamente), debido a las mayores limitaciones a la transferencia de materia
presentes en las microparticulas. Por otro lado, en los ensayos con las M-NPs, el porcentaje final liberado en los tiempos
estudiados es menor como consecuencia de los efectos difusivos y de las mayores interacciones superficiales presentes en estas
particulas.
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Figura 2. Perfiles de liberacién de atrazina

RE
MSN -0,086
M-MSN -0,613
Atrazina libre -0,616

Tabla 3. RE de la atrazina libre y encapsulada

El parametro RE brinda informacién sobre la fitotoxicidad de un compuesto en comparacion con un control. Este indice
puede tomar valores comprendidos desde -1 hasta mayores que 0, y con el aumento de RE disminuye la fitotoxicidad del
sistema evaluado (Bagur-Gonzalez et al., 2011). Los resultados obtenidos para este ensayo (Tabla 3) evidencian que las MSN
no presentan fitoxicidad.

Conclusiones

Se sintetizaron y caracterizaron nanoparticulas de silice no porosas y mesoporosas, y microparticulas basadas en estas
nanoparticulas. Se estudi6 el encapsulamiento y la liberacion controlada de atrazina encapsulada en los diferentes sistemas
particulados. Ademas, se ensayo la fitotoxicidad de los sistemas desarrollados en Lactuca sativa. Se observd que las MSN
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presentaron una liberacion sostenida del principio activo durante aproximadamente 24 h y una fitotoxicidad inferior a la del
herbicida libre.
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