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Efecto de la fertilizacidén fosférica sobre la lixiviacion y mineralizacion del

herbicida glifosato en suelos de cultivo de arroz.

Resumen

Glifosato es un herbicida no selectivo, que actia inhibiendo la ruta de accion del 4cido
shikimico en plantas. En el suelo, esta molécula se inmoviliza debido a que se adsorbe
fuertemente a coloides del suelo, en donde persiste de modo variable, dependiendo
del tipo de unién que forme con el adsorbente. Diversos autores han demostrado que
el proceso de adsorcion del herbicida en suelos es reversible y fuertemente
influenciado por incrementos de carga anidnica en el sistema, por lo que en
condiciones de produccion agricola, el uso de fertilizantes fosfatados favoreceria la
removilizacion de glifosato. Enmarcado en este contexto se planted ejecutar un
proyecto, que evaluase, la capacidad de adsorcion, lixiviaciéon y mineralizacion del
herbicida glifosato comercial (RoundUp) en presencia y ausencia de fertilizantes
fosfatados. Para la ejecucion del proyecto se utilizaron columnas con suelos arroceros
colombianos de propiedades fisicoquimicas contrastantes, un suelo proveniente de los
Llanos (SLL) y otro suelo de Saldafia Tolima (SST). Para evaluar la lixiviacion y
mineralizacién, se realizaron dos tratamientos para cada tipo de suelo con tres
repeticiones por tratamiento, un primer ensayo en presencia de compuestos fosfatados
y otro en ausencia de estos, en total se establecieron 12 unidades experimentales
(columnas de suelo). En cada columna se realizé6 un pulso que contenia Bromuro
potasico (KBr), glifosato comercial (RoundUp) y **C-glifostao (glifosato radiomarcado)
a concentraciones de 22.434,3 ppm, 4 L RoundUp/ha y 479.656 dpm respectivamente.
El Bromuro se emplea como elemento trazador de las columnas ya que no es retenido
por las particulas del suelo. En el ensayo con compuestos fosfatados, este se
incorporé a una concentracion de 60 Kg P/ha en un volumen de 100 m L a las 24
horas después de haber realizado el pulso. Para el analisis de las muestras se
emplearon técnicas radiologicas, cromatograficas y andlisis de las propiedades

fisicoquimicas de cada suelo.

Después de pasar por las columnas un volumen relativo de poro equivalente a 16,4
(78 dias) se finalizé el ensayo ya que en la lixiviacion de las columnas los valores del
herbicida glifosato permanecian constantes y préximos a cero. Los resultados
muestran que para el suelo SST el 26,5 % de glifosato es mineralizado en ausencia de
fosfatos, siendo ligeramente mayor, 28,4 %, con fertilizacion fosforica. Los porcentajes

del herbicida lixiviado fueron pequefios, 2,0 % y 2,9 % en ausencia y presencia de



fosfatos respectivamente. Para el suelo SLL las tasas de mineralizacion fueron 14,1 %
y 14,0 % y las de lixiviacion 2,3 % y 2,6 % sin fosfatos y con fosfatos respectivamente.
Se puede observar que la influencia del fosfato sobre el glifosato es practicamente
nula ya que las diferencias entre lixiviado y mineralizado son minimas en presencia y
ausencia de compuestos fosfatados, si se observa una diferencia de mineralizacién
entre los distintos suelos.

Palabras clave: Glifosato. Adsorciéon. Columnas. Fosfato monopotasico, Bromuro de

potasio.



Effect of the phosphoric fertilization about lixiviation and mineralization of
herbicide glyphosate on rice cultivation grounds.

Summary

Glyphosate is an herbicide non selective, that actuates inhibiting shikimic acid route in
plants. In the ground, this molecule gets immobilized due to its strong absorption by
colloidal exchange locations, where it persist on a variable mode, depending on the
union that it creates with adsorbate. Diverse authors have demonstrated that
adsorption process of herbicide in grounds is reversible and strongly influenced by
increases on anionic charge of the system. Due to this, in agricultural production
conditions, the use of phosphating fertilizers would facilitate the remobilization of
glyphosate. Based on this framework the base of the project has been to analyze the
capacity of adsorption, lixiviation and mineralization of the commercial glyphosate
herbicide (RoundUp) in presence and absence of phosphate compounds over these
processes. For the execution of the project columns of Colombian rice-cultivation
grounds with constant physic-chemical constant properties have been used, a ground
sample from “Los Llanos” (SLL) and other ground sample from “Saldafia Tolima”
(SST). In order to evaluate lixiviation and mineralization, two treatments for each type
of ground were carried out, repeating the process three times for each treatment. A first
essay with presence of phosphating compounds and other with absence of them, 12
experimental units (ground columns) in total has been carried out. On each of the
columns a pulse containing potassium bromide (KBr), commercial glyphosate
(RoundUp), 14C-glifosate as study element and bromide as column tracing element
has been used. During a second essay, phosphating compounds were incorporated at
a concentration of 60 Kg/ha at of volume of 100 m L, 24 hours after the pulse. For the
analysis, radiologic techniques, chromatographic and physic-chemical analysis of the

properties of the ground were employed.

After applying to the columns 16.4 relative volume of pore (78 days), the essay finishes
due to the leaching of glyphosate herbicide gets reduced to values close to cero,
staying constant. The results show that for the SST ground, 26,5 % of the glyphosate
is mineralized with phosphate absence, being slightly higher with phosphoric
fertilization (28,4 %). The percentages of herbicide lixiviated where low, 2,0 % and

2,9% in presence and absence of phosphate respectively. On grounds SLL, the



mineralization ratio were 14,1 % and 14,0 % and the lixiviation ratio was 2,3 % and 2,6
% in phosphate absence and presence respectively. It can be observed that the
influence of the phosphate on the glyphosate is negligible when the results are
analyzed as differences between lixiviated and mineralized are very low in presence
and absence of phosphating compounds, if the difference of mineralization between
both grounds is observed.

Key words: Glyphosate. Adsorption. Columns. Monopotasic phosphate. Potassium

bromide.
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1. INTRODUCCION

1.1. Glifosato [N-(fosfonometil) glicina]
1.1.1. Histologia

Este compuesto fue descubierto en 1.950 a partir del quimico suizo, Dr. Henri Martin
de la empresa farmacéutica Cilag. Pero no fue hasta la década de los 70 donde se

descubrié su actividad como herbicida por J.E. Franz (Franz et al., 1997).

La compafiia de productos agricolas Monsanto durante el periodo comprendido entre
1960 y 1972 testaron alrededor de 5.100 compuestos con actividad herbicida de los
cuales menos de 150 se sometieron a pruebas de campo y menos de 50 fueron
desarrollados como producto de los cuales Unicamente 3 compuestos fueron
comercializados como herbicidas, entre ellos se encontraba el glifosato (Franz et al.,
1997).

Glifosato es comunmente vendido como herbicida RoundUp (marca registrada por
Monsanto). Monsanto fue el primero en introducir RoundUp como un herbicida no
selectivo de postemergencia en 1974. Después de los 90 la base del herbicida
glifosato era vendida en 119 paises. En 1994 la base del herbicida se podia encontrar

en mas de 150 marcas diferentes (Franz et al., 1997).

En 1994, el uso agricola a nivel global alcanzo los 43 millones de Kg de ingrediente
activo. Posteriormente con el desarrollo de los OMG en 1996 el volumen total aplicado
por los agricultores aumento 14,6 veces pasando de 51 millones de Kg en 1995 a 747
millones de Kg en 2014 estimandose a partir de las aproximadamente 1.400 millones
de hectareas de tierra cultivables en todo el mundo. En la dltima década se han
aplicado 6,1 millones de Kg de glifosato, el 71,6 % del uso total en todo el mundo
desde 1974-2014 (Benbrook., 2016).

1.1.2. Caracteristicas fisico-quimicas

El glifosato [N-(fosfonometil)-glicina] es un herbicida clasificado dentro del grupo de los
organofosforados, perteneciente a la familia de las glicinas (Souza et al., 2006), unido

a un acido fosfdrico y a un radical amino.

Las caracteristicas fisico-quimicas mas representativas del glifosato aparecen

representadas en la tablal.
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Tabla 1: Caracteristicas fisico-quimicas del herbicida glifosato.

Fuente: PPDB. Pesticides Properties DataBase (2018)

Herbicida Propiedades
Peso molecular (g/mol): 169,1
Glifosato (C;HgNOP) Punto de fusién (°C): 189,5
[N-(fosfonometil)-glicina] Pka: 08-2,3-6,0-11
Presién de vapor (mm Hg): 1,8x 107
Indice de GUS: -0,25
Estructura DTsg (dias): 15-67
BCF (Kg): 0,5
Kqg (mg/L): 5-510
BN e NP AN PO+, | Koc (mg/L): 884-50660
ll, ,l_ Solubilidad en agua (mg/1): 10500
Estabilidad en agua: estable frente a Ia hidrdlisis
entre pH 5y pH 9 (a 252C)

Pka (fuerza de disociacion), Indice de GUS (capacidad de lixiviacion de un elemento), DTso (Tasa de
semidesintegracion), BCF (Factor de bioacumulacion), Kad (coeficiente de distribucion), Koc (coeficiente de
sorcion carbono organico).

El glifosato es en si mismo es un acido, pero también puede ser utilizado en forma de
sal de isopropilamina. La marca comercial RoundUp contiene una parte acida y una

parte en forma de sal.

Este compuesto se disuelve facilmente gracias a su forma en sal de isopropilamina en
bases acuosas diluidas y acidos acuosos fuertes para formar sales anidnicas y
catidnicas las cuales son muy estables, sin embargo es poco soluble en &cidos

organicos (Franz et al., 1997).

El glifosato es un herbicida con un amplio espectro de accién ante malezas que junto
con su inactivacion en el suelo hacen de este compuesto uno de los mas utilizado a

nivel global.

Es utilizado en postemergencia, en las primeras fases de desarrollo vegetativo de
malezas, es sistémico, es decir, es absorbido a través de la parte aérea de la planta

moviéndose a través de los haces vasculares hasta llegar a la zona de accion.

En las plantas este herbicida actia sobre la ruta del acido shikimico inhibiendo la
biosintesis de aminoacidos aromaticos en las plantas (triptéfano, fenilalanina y tirosina)
mediante la inhibicibn de la enzima 5-enolpiruvil-shikimato-3-fosfato-sintetasa
(EPSPS), reduciendo la produccién de proteina y el desarrollo de la misma (Franz et
al., 1997).
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1.1.3. Comportamiento en el suelo

En general los plaguicidas pueden ser adsorbidos por los componentes del suelo,
lixiviados a través del movimiento del agua o descompuestos a través de diferentes

factores ambientales y/o quimicos.

El glifosato es un herbicida el cual tiene una gran afinidad a la adsorcién en el suelo,

esta adsorcion es producida principalmente por tres fuerzas (Figura 1):

-Fuerzas de London-van der Waals: fuerzas fisicas producidas por atracciones

intermoleculares.

-Puentes de hidrégeno: al ser el agua un dipolo, la adsorcién de agua sobre las

superficies de las arcillas es dominado por enlaces de este tipo.

-Fuerzas debidas a los campos electrostaticos: Estas fuerzas interfieren en todo tipo
de reacciones ya sean fisicas o quimicas destacando el intercambio iénico (Lopez et
al., 2008).

Debido a que la molécula del herbicida glifosato es facilmente ionizable, como anién
se produce la adsorcion a través de diferentes mecanismos e interacciones (Franz et
al., 1997).

Glifosato es un compuesto organico dipolar, por esta razén existe una rapida y alta
tasa de adsorcion con oOxidos e hidroxidos de hierro y aluminio. Las arcillas también
tienen un papel fundamental en este proceso ya que a través de estas se produce la

capacidad de intercambio cationico del suelo (Cuervo y Fuentes., 2014) (Figura 1).

Otro motivo para su elevada adsorcion al suelo es debido al 4cido fosférico presente
en la molécula de glifosato (Franz et al., 1997), el cual es capaz de formar enlaces con

compuestos arcillosos formando complejos estables (Huber y Jones., 2013) (Figura 1).

Interaccion electrostatica M

Fuerzas de Van der Waals

OHFe H
Enlace covalente ‘ | I p;‘b . T ﬁ i
O—P—C—NH —Cc—
AT T R
I
H
’/ Puentes de

Figura 1: Esquema de mecanismos (interaccion electrostatica, fuerzas de Van der Waals, puentes de
hidrogeno y enlace covalente) involucrados en la adsorcion del glifosato en el suelo (Prata et al,. 2003).
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El pH y la materia organica también ejercen un efecto en la adsorcion del glifosato.

Dependiendo del pH el glifosato puede tener cuatro constantes de ionizacion (pKa = 2,
2,6,5,8y10,8), un rango de pH entre 4 y 8 el glifosato se mantiene en su forma iénica
produciendo una gran afinidad por los cationes trivalentes Al 3*y Fe 3* (Okada et al.,
2016).

Este herbicida tiene un DTso de 24 dias en campo (Tabla 1), esta degradacion se

realiza a través de diferentes factores ambientales ya sean quimicos y/o fisicos.

La degradacion a traves de la microfauna que se encuentra en el suelo se considera la

principal ruta de descomposicion de glifosato a través de la mineralizacién.

Dentro de las distintas vias de degradacién de glifosato, la principal es a través de la
ruptura del enlace C-N formandose AMPA y glioxilato. Otra ruta que también ocurre es
la ruptura del enlace C-P dando lugar a fosfato y glicina (Torstensson., 1985) (Figura
2).

o}
HO
Holu/\n/\cozﬂ
Jq
Glyphosate Pathway observed in isolated soil
bacteria

Major pathway (inhibited by inorganic phosphate )

observed in soil

H
o Inorganic + JC\N SN
HO u - phosphate H e
HO-> /\NHz Sarcosine
+
AMPA H COH
Glyoxylic acid l
l HN=" NCOH
Glycine
P; + CH;NH, &0
CO, + NH,*

Figura 2: Ruta de degradacion del glifosato (Franz et al., 1997)

La tasa de degradacion de glifosato se puede decir que estéa dividida en dos fases, una
primera fase rapida debido a que existe glifosato en estado libre y facilmente accesible

para los microorganismos, mientras que en la segunda fase la degradacion se
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ralentiza debido a que el glifosato restante se encuentra adherido al suelo

produciéndose una liberacién mas lenta (Franz et al., 1997).

1.1.3.1. Interaccion entre fertilizantes fosfatados y glifosato

Existen compuestos como pueden ser los formados a base de fosfatos que tienen la
capacidad de competir con el glifosato por las mismas zonas de enlaces cuando este

entra en contacto con el suelo.

La competencia entre el glifosato y los fertilizantes compuestos a base de fosfatos es
debido a la relacion que tienen con su mecanismo de adsorcion al suelo a partir de su
principal elemento, el fosforo, debido a que la molécula de glifosato tiene un grupo
metilfosfonico que podria competir con los fosfatos inorganicos por los sitios de
adsorcion (Hance., 1976; Glass., 1987; Miles y Moye., 1988; Gerritse y Hernandez.,
1996).

De esta forma podria producirse una competencia entre las moléculas del glifosato con
el fosfato por los distintos tipos de enlace con el suelo. Si la interaccion del herbicida
con el suelo no es muy intensa el fosfato podria ser capaz de romper esta interaccion
con el suelo y ser el fosfato quien lo sustituya quedando el glifosato de forma libre en
el suelo. También puede ocurrir que el fosfato ya se encuentre presente en el suelo
reduciendo la capacidad de adsorcion del glifosato influyendo todo esto en la movilidad

a través del suelo y en su degradacion (Gimsing et al., 2004).

Por ello se pretende realizar un trabajo con el fin de evaluar la competencia que existe
entre el herbicida glifosato y el fosfato en dos tipos de suelos arroceros procedentes
de Colombia con el fin de poder predecir el comportamiento y conocer su destino

ambiental cuando este es aplicado en campo.
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2. OBJETIVOS

De acuerdo con lo dicho anteriormente, el objetivo de estudio de este trabajo es el

siguiente:

1. Comparar cantidad de herbicida comercial (RoundUp) lixiviado ya sea en presencia

0 ausencia de fosfatos.

2. Evaluar las tasas de mineralizacion de glifosato comercial (RoundUp) en los dos
tipos de suelo tanto en presencia como ausencia de fertilizantes fosforados.
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3. MATERIAL Y METODOS

Este ensayo se realizé en laboratorio entre agosto y noviembre de 2017 disefiando un
experimento para determinar la capacidad de lixiviacién y mineralizacion del herbicida

glifosato en dos tipos de suelo en presencia y ausencia de una fertilizacion fosférica.

Para ello se realizaron dos ensayos en cada tipo de suelo, uno en presencia de fosfato
monopotasico (KH2PO.) y otro en ausencia de este, cada ensayo estaba compuesto
por tres repeticiones por lo que en total fueron montadas 12 columnas de suelo en

laboratorio.

3.1. Materiales

3.1.1. Reactivos
1. Glifosato comercial (RoundUp): Cuya formulaciéon es de 375 g L de acido
de glifosato equivalente a 446 g L de sal potasica de glifosato, la dosis a
agregar corresponde a 4 L/ha en formulacion de 375 g/L de glifosato
(RoundUp).

2. Glifosato radiomarcado: Marca comercial SIGMA, procedente de Alemania,
concentracion de 0,1 mCi/ m L el *C se encuentra entre el grupo fosfato y el
grupo amino de la molécula (HOOCCH;NH*CH,PO3H,).

3. Fosfato monopotasico (KH2PO,): Utilizado a dosis de campo 60 Kg/ha, el

equivalente a 0,02 g por columna de suelo.

4. Hidréxido de sodio anhidrido (NaOH): empleado una concentracién de 0,1 M

utilizado para la captacion de glifosato mineralizado.

5. Coctel de centelleo Ultima Gold™: Marca comercial Perkin-Elmer, con

namero de referencia 6013326, proveniente de Alemania.

6. Bromuro de potasio (KBr): elemento trazador utilizado a una concentracion

de 22.434,28 ppm (mg/L), con una pureza de 99,5 %.

3.2. Metodologia
3.2.1. Suelos

Los suelos de estudio en este trabajo se seleccionaron debido a sus diferencias fisico-
guimicas y a que ambos son utilizados para el cultivo del arroz (Oryza sativa L). Se
seleccionaron suelos de Colombia provenientes de las regiones de Villavicencio

Llanos (SLL) al este y de Saldafia Tolima (SST) situado al oeste. Segun la clasificacion
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climatica de Képpen-Geiger para el suelo proveniente de SLL se tiene un clima tropical

de sabana (Aw), y para el suelo SST su clasificacion es tropical monzoénico (Am).

En nuestro caso no era necesario mantener los horizontes ya que se considera que la

profundidad de muestreo es zona arable.

Posteriormente en laboratorio se molié el suelo, fragmentando los elementos mas
gruesos y se comenzo6 con el montaje de las columnas manteniendo el mismo valor
de densidad aparente que hay en campo.

Seguidamente se caracterizaron propiedades fisicas como son: textura, capacidad de
campo, humedad de campo, densidad aparente, y propiedades quimicas: pH y

porcentaje de materia organica (Tabla 2).

El analisis mineraldégico fue realizado por el IGAC (Instituto Geografico Agustin

Codazzi) Laboratorio Nacional de Suelos de Colombia (Tabla 3).

Tabla 2: Andlisis fisicoquimico de los suelos SSTy SLL

Suelo arena% limo% arcilla% textura pH M.O % H% vol. de3 Pap
poro (cm?) _g/(cm?)
SLL 20 48,1 31,9 arenoso 4,6 0,08 51,17 440 1,211
SST 31,6 19,5 48,9 arcillo-limoso 5,7 1,1 42,84 422,67 1,4035

Textura (método de Bouyoucus); pH (relacién suelo-agua); M.O (Materia organica) por el método de
Walkley-Black; pap (densidad aparente) por el método de picnémetro; %H (humedad higroscopica).

Tabla 3: Andlisis mineraldgico de los suelos SSTy SLL.

Analisis Mineraloégico (%)

SST SLL
Cloritas 23,08 19,22
Micas 27,99 -
Anfiboles - -
Caolinita 30,55 54,29
Lepidocricita - -
Cristobalita 2,23 9,24
Cuarzo 10,8 6
Feldespato 4,45 4,3
Halita - -
Hematita - -
Dolomita 0,9 -
pirofilita - 4,39
Calcita - 2,56
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Caracteristicas como densidad, humedad del suelo, volumen de poro, caracterizacion
de textura, aportan informacién para poder definir qué tipo de porosidad es la que

predomina en los suelos, la cual va a influir en la capacidad de retencion del agua.

Ya que la textura que se presenta en mayor parte es la arcilla se deduce que existe

una mayor cantidad de microporos que de macroporos presentes en los suelos.

A partir de estos datos se obtuvo el porcentaje de contenido sélido y de espacio
poroso para ambos tipos de suelo, siendo de 78,3 % y 21,7 % respectivamente para el
suelo SSTy de 76 % y 24 % para el suelo SLL.

La cantidad de M.O, el porcentaje de arcillas, clasificacion mineralégica de las cuales
predominan las caolinitas y cloritas y pH (Tabla 2 y 3) proporciona informacién sobre
los tipos de interacciones que se pueden producir en los suelos de estudio. Debido a
estas caracteristicas fisicoquimicas las interacciones pueden ser principalmente fisicas
a través de Fuerzas de Vander-Waals y quimicas mediante capacidad de intercambio

catiénico (CIC) y anidnico (CIA).

Debido al alto porcentaje de arcillas y el tipo de pH vamos a tener ambos tipos de
interacciones, por lo que en nuestro caso la molécula del herbicida glifosato lo méas
probable es que tenga una alta interaccion con los suelos.

3.2.2. Columnas de suelo

Para las columnas se emplearon cilindros de policloruro de vinilo (PVC) de 35 cm de
largo y 6 cm de diametro. En la parte inferior se colocd una malla de 30 micras y fibra
de vidrio para impedir que las particulas mas pequefias fuesen arrastradas en el
ensayo de lixiviacién. Seguidamente se pesaron para conocer el peso neto de suelo
gue posteriormente se introduciria en las columnas. Una vez realizado esta parte del
montaje se introdujeron los dos tipos de suelo (SST y SLL) de tal forma que la altura

de estos fuese de 25 cm.

El suelo se empac6 en las columnas manteniendo su densidad aparente obtenida a

partir del andlisis fisico (Tabla 2).

Una vez finalizada esta parte del montaje las columnas se introdujeron durante 24
horas en una disolucion de cloruro de calcio anhidrido (CaCl;) 0,01 M. Mediante
capilaridad estas llegaron a su punto maximo de saturacidn. Este proceso se realizo

para obtener una humedad uniforme en todo el suelo.
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El cloruro de calcio anhidrido es utilizado con el fin de evitar la lixiviacién de sales que
puedan alterar el pH del suelo debido al incremento en la concentracion de los
electrolitos. La neutralizacion de los iones de hidrogeno (H *) en la solucion del suelo
se produce por medio de los iones de hidréxido (OH ~) ya que al entrar la cal en
contacto con el agua del suelo los 6xidos reaccionan con el agua transformandose en
hidréxidos neutralizando la acidez a través de su OH - ya que este es una base fuerte
evitando el movimiento de cationes a capas inferiores del suelo impidiendo la

acidificacion del suelo (Espinosa., 1993).

Una vez saturadas las columnas se dejaron drenar eliminando el exceso de agua
llegando asi a su capacidad de campo, posteriormente se pesaron para la obtencién
del contenido de agua volumétrico en las columnas y el calculo del volumen de poro
resumido en la tabla 2. Una vez finalizado el pesado de las columnas se procedié al
montaje final (Figura 3). Para la sujecion de las columnas se utilizaron soportes

universales y pinzas.

Figura 3: Montaje final de las columnas utilizadas para el ensayo.

3.2.3. Ensayo de infiltracién

En cada columna se realiz6 un pulso de 10 m L de una solucidon que contenia KBr,
RoundUp y *C glifosato a concentraciones de 22,434 g/L, 4 L Gly/ha (0,375 mg de
Gly/L, equivalente a 62,5 mg de RoundUp /L) y 479.656 dpm respectivamente,
posteriormente se incorporaron los 90 m L de agua (100 m L en total).

En los ensayos con solucién de fosfato monopotasico este se incorporé en las
columnas 24 horas después del pulso a una concentracion de 60 kg/ha (0,017

g/columna) en un volumen de 100 m L.
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La aplicacion de fosfato monopotasico se realiz6 24 horas después del pulso
simulando el método de aplicacion que se realiza en campo ya que en los cultivos de
arroz primero se utiliza el herbicida glifosato en presiembra eliminando las hierbas
adventicias para posteriormente realizar la aplicacion de los fertilizantes, incluyendo
los formados a base de fosfatos, ya sea antes de la implantacién del cultivo (abonado

de fondo) o posterior a la implantacién (abonado de cobertera).

Se simulé una lluvia artificial sobre las columnas de 100 m L de agua/dia. La lixiviacion
se realizé en condiciones de laboratorio a una temperatura de 20 + 2 °C y a presién
atmosférica (760 mm Hg). La cantidad de solucién lixiviada de cada columna se

recogio diariamente en frascos de propileno de 150 m L (Figura 3).

Para capturar el glifosato mineralizado (**CO.) se utilizaron viales con hidréxido de
sodio anhidrido (NaOH) con un volumen de 10 m L y a una concentracion de 0,01 M,
estos eran colocados en el interior de la columna sobre la superficie del suelo (Figura
4). Las columnas se mantuvieron selladas para impedir que otros factores de
degradaciéon como la radiacion solar influyeran en las columnas, de esta manera

también se conseguia que no hubiese pérdida de *CO..

Precipitacion

NaOH para capturar
14¢ encoz

Columna de suelo

Lixiviado

Figura 4: Vial con 10 m L de NaOH utilizado para la captura del herbicida glifosato mineralizado; columna
con los elementos utilizados (malla y papel de aluminio) para evitar la pérdida o degradacion de los
elementos de estudio; esquema de la columna para cada tipo de suelo.

Una vez realizada la preparaciéon del ensayo, se simulo una lluvia artificial de

100 m L cada 24 horas y se sustituian los viales de NaOH.

El pH se cuantificaba cada cinco dias como método de control para verificar que las

condiciones del suelo se mantuvieran estables.

11
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3.2.4. Cuantificacion

De las muestras diarias de los lixiviados y viales de NaOH se tomaba 1 mL de
disolucién para incorporarlos a viales con 10 m L de liquido de centelleo Ultima
Gold™. Las muestras se homogeneizaron en un vortex para finalmente cuantificar la
cantidad de *C-glifosato con un contador de centelleo Tri-Carb modelo Perkin Elmer
29010TR (Figura 5) equipado con multiparametro lineal MCA (Analizador multicanal)
con una resolucién de 1/10 keV. Se seleccion6 un programa de conteo normal donde
la eficiencia para el 1*C se encontraba entre 0 y 156 keV.

Figura 5: Contador de Centelleo PerkinElmer Tri-Carb 2910TR.

La concentracion del elemento traza, bromuro de potasio (KBr), fue cuantificado
empleando un HPLC (High Performance Liquid Chromatography) (Figura 6), serie
1100 Agilent Technologies (Palo Alto, CA, EUA), equipado con bomba cuaternaria,
inyector manual (20 pL Loop), y detector de arreglo de diodos (DAD) segun la
metodologia descrita por Pot et al., (2005). La columna analitica empleada para el
bromuro fue una Alltech Alsep (100 x 4.6 mm, 7um) y como fase moévil se emple6 un
buffer acuoso 100% NaHCOs/Na,CO; 2.8/2.2 nM, en modalidad isocratica, con un flujo
1,3 m L mint. El tiempo de retencién para bromuro fue de 4.3 min y la longitud de

onda de la determinacion de 299 nm.

Figura 6: HPLC serie 1100 Agilent Technologies.

12
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Previamente las muestras se filtraron con filtros de acetato de celulosa para jeringa de
0,2 um de diametro de poro eliminado posibles impurezas que pudiesen obstruir el
HPLC.

El ion Br -~ se utiliza como elemento trazador ya que la interaccion con los suelos es
minima y por lo tanto el porcentaje de recuperacion esperado se va a encontrar dentro
de un rango préximo al 100 %, de esta forma se puede conocer cuanto tarda un
determinado elemento con una cantidad también determinada en lixiviar a lo largo de
toda la columna y ver si este interacciona con el suelo o por el contrario lixivia

rapidamente.

13



RESULTADOS Y DISCUSION

4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Curvas de elucién del bromuro de potasio (KBr)

Como se nombré en el punto 3.2.4 para la cuantificacion del bromuro se utilizé
Cromatografia Liquida de Alta Resolucién (HPLC). Para ello primero se realizé una
curva de calibracion (Figura 7) con 6 niveles a concentraciones de 20, 40, 50, 5.000,

10.000, 15.000 mg de Br/L con una Unica repeticion para cada nivel.

Curva de calibracion KBr

y =8,1823x
R?2=0,9411

0 2000 4000 6000 8000 10000 12000 14000 16000

Concentracion de Br (mg/L)

Figura 7: Curva de calibracion para la cuantificacion de bromuro de potasio (KBr ).

Mediante la curva de calibracion se obtuvo la cantidad real de Bromuro de potasio
(KBr) incorporado en las columnas (2.243,38 ppm) a partir de la solucién que se utilizd

en la realizacion del pulso descrito en el punto 3.2.3.

Posteriormente el lixiviado almacenado de cada dia de ensayo se cuantific6 mediante
HPLC obteniendo de esta forma la cantidad de bromuro lixiviado en cada columna. En
total se cuantificaron los 15 primeros dias de ensayo ya que el bromuro no es un
elemento que tenga una gran interaccién con el suelo, por lo que se produce una
rapida lixiviacion hacia zonas inferiores de las columnas recolectandose en pocos dias
la mayoria del bromuro potasico incorporado mediante el pulso. Esta cuantificacion

aparece representado en las figuras 8, 9, 10 y 11.

Las curvas de elucion obtenidas de bromuro y del herbicida glifosato mineralizado y
lixiviado se representaron mediante la concentracion relativa en solucién (cociente
entre la concentracion en el efluente y la concentracion inicial aplicada en la solucién,

C/Cy) frente al volumen de elucién relativo (cociente entre el volumen de elucion en el

14
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tiempo y el volumen de poro, V/Vo). Para cada punto de concentracion se consideré
como tiempo real, el tiempo medio del intervalo de colecta ya que la concentracion
final en cada faccion es la media de las concentraciones del efluente registradas en

ese intervalo de tiempo (Martinez., 2015).

0,30

0,25 -
0,20 - {
0,15 } {

0,10 )

C/Co

0,05 A

0,00 + o 000000 OG0OGNOIOSO

-0,05 T T T T T T

VIVo
Figura 8: Cuantificacion promedio del bromuro potasico (KBr) (224,34 mg/col) aplicado para las columnas
7, 8y 9 del suelo SST en presencia de fosfato monopotasico (KH2PO4) (30,18 mg/columna). Cada valor
representa la lixiviacion de bromuro para cada dia de ensayo. Las barras verticales indican la desviacion
estandar.

0,30
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® Br-
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Figura 9: Cuantificacion promedio del bromuro potasico (KBr) (224,34 mg/col) aplicado para las columnas
10, 11, 12 del suelo SST en ausencia de fosfato monopotasico (KH2PO4). Cada valor representa la
lixiviacion de bromuro para cada dia de ensayo. Las barras verticales indican la desviacion estandar.
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Figura 10: Cuantificacion promedio del bromuro potasico (KBr) (224,34 mg/col) aplicado para las
columnas 13, 14, 15 del suelo SLL en presencia de fosfato monopotéasico (KH2PO4) (30,18 mg/columna).
Cada valor representa la lixiviacién de bromuro para cada dia de ensayo. Las barras verticales indican la

desviacion estandar.
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Figura 11: Cuantificacion promedio del bromuro potasico (KBr) (224,34 mg/col) aplicado para las
columnas 16, 17, 18 del suelo SLL en ausencia de fosfato monopotasico (KH2PO4). Cada valor representa
la lixiviacion de bromuro para cada dia de ensayo. Las barras verticales indican la desviacion estandar.
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Como se observa en las figuras 8, 9, 10, 11 la desviacién estdndar para cada dia de
ensayo es muy amplia indicando una diferencia en la lixiviacion de bromuro en cada
repeticion de los ensayos realizados, sin embargo el pico maximo de bromuro se
presenta en los cuatro casos a un volumen de poro de 1,44 + 0,36 V/Vo, equivalente a
6,5 + 1,6 dias.

El tiempo de elucién del bromuro incorporado en las columnas fue de 3,35 £+ 0,22 V/Vo

equivalente a 15 dias de ensayo.

En el ensayo se establece que un grado de recuperado ubicado entre 70 — 120% es
aceptado. En nuestro caso se acepta el porcentaje de bromuro recuperado de los dos

suelos de estudio.

Los resultados de recuperacion se encuentran entre los valores esperados (Tabla 4),
verificando la alta capacidad de lixiviaciébn del elemento traza, en nuestro caso el

bromuro, y su baja retencién en el suelo.

Tabla 4: Porcentaje de bromuro de potasio (KBr) recuperado para cada repeticion en presencia 'y
ausencia de fosfato monopotésico (KH2PO4). Valores correspondientes al afio 2017

STT SLL
Gly + KH,PO, Gly Gly + KH,PO, Gly
col 7,8,9 col 10,11, 12 col 13,14, 15 col 16,17, 18
% RBr 81,09 + 3,57 73,07 £ 5,20 86,01 + 2,43 72,81 +10,73

% RBr (porcentaje de recuperacion de bromuro); SST (suelo Saldafia Tolima); SLL (suelo Los Llanos);
Gly (glifosato técnico + radiomarcado); KH2PO4 (fosfato monopotasico).

En el ensayo realizado el pico maximo durante la elucién del bromuro se produce entre
1,50 y 1,84 V/Vo, en ensayos realizados por otros autores la totalidad del bromuro
lixiviado aparece a 1 V/Vo (Martinez., 2015; Campos., 2002) estos resultados indican
que existe algun tipo de interferencia en los suelos de estudio, por este motivo no se
puede realizar una modelacibn matematica que se ajuste a estos resultados ya que

tedricamente el bromuro es un elemento no reactivo con el suelo.

4.2. Curvas de elucion de glifosato

Este apartado se centra en la evaluacion de los resultados de elucion del herbicida
glifosato incorporado en el pulso (62,5 mg/L) tras haber agregado un total de 6,1 L de

agua en 64 dias, equivalente a 14,31 + 0,91 V/Vo.
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Una vez realizada esta evaluacion se observd que no existen diferencias entre los
suelos con aplicacion de fosfato monopotasico y sin aplicacion de este. De igual
manera entre los suelos SST y SLL tampoco existen diferencias significativas en la
cantidad de herbicida glifosato recuperado (Tabla 5).

Del mismo modo que ocurre con el porcentaje de herbicida, el volumen de poro donde
la cantidad de herbicida lixiviado es maxima es igual en los cuatro ensayos realizados
ya que no existen diferencias significativas entre ellos. También ocurre lo mismo con el
factor de retardo (R) ya que en todos los ensayos la diferencia de elucién entre el pico
maximo de la curva que realizan ambos elementos (Br y glifosato) es muy similar para
los distintos ensayos. También ocurre con el tiempo de inicio en el cual comienza a

eluir el herbicida glifosato ya que es igual para los cuatro ensayos realizados (Tablab).

Estas muestras se compararon mediante el programa estadistico Statgraphics XVII
Centurion mediante una prueba de multiples rangos para determinar cudl de estas
medidas son significativamente diferentes de otras, el método empleado para este
procedimiento es el de (LSD) de Fisher.

El factor de retardo (R) se obtiene a partir de divisién realizada entre el volumen de
poro donde la elucién del herbicida glifosato alcanza su punto maximo (T.pico Gly) y el

volumen de poro de elucion maxima del bromuro (T.pico Br).

Tabla 5: Resultados obtenidos tras la realizacion del ensayo para la lixiviacién de Bromuro y Gly en suelos
de estudio SST y SLL en presencia y ausencia de fosfatos. Letras distintas indican diferencias
significativas (P < 0,05). Valores correspondientes al afio 2017.

q . . T.pico (Gly)  T.pico (Br-)
Suelo Columnas 0 (cm3/cm? % RBr % R Gly lixiviado T. inicio (V/V, R (V/V,
(cmagh) @ lem/em’) % ¢ R Gly WD v (/o) vl
SST + KH,PO, 7,89 0,15 0,43+0,01 81,09+357 296+0555a 0,45+0,22a 628+2,23a 150+035a 446+2,25a
-
SST 10,11,12 0,15 043+003 7307+520 201+0,16a 1,06+076AQ 7,99+0,75a 1,84+050a 452+10a

SLL + KH,PO, 13,14, 15 0,15 0541005 8601+243 256+0,70a& 0,551+053a 7,21+0,74a 1,75+045a 4,33+1364a

SLL 16,17, 18 0,15 053+004 7281+£10,73 235:t045a 045+0,02a 7,80+020a 165+045a 497+12a

g (flujo de la columna); 8 (Contenido de humedad); % RBr (porcentaje de recuperacion de bromuro); % R
Gly lixiviado (glifosato lixiviado de las columnas); T. inicio (momento de inicio en que empieza eluir el
Gly lixiviado); T.pico (Gly) (volumen de poro donde la elucién del herbicida glifosato alcanza su punto

maximo); T.pico (Br) (volumen de poro donde la elucién del bromuro alcanza su punto maximo); R (factor

de retardo).

Por otro lado si que se observa que existe una interaccion del herbicida glifosato y los
suelos de estudio, ya que a diferencia del bromuro, se consigue recuperar un

porcentaje muy pequefio de glifosato lixiviado. Del mismo modo la elucion de glifosato
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es mas lenta en comparacion con el elemento traza (Figuras 12, 13, 14, 15), esto
también se puede observar a través del factor de retardo, por la diferencia en el

volumen de poro para momento maximo de elucién de ambos elementos (Tabla 5).

0,25 2,5e-4
Pl X Br-
0,20 xx x e Gy - 2,0e-4
x X
0,15
x b - 15e-4
= ° [ ] >
o Q)
g 0101 x x ° o
Q ° - 1,0e4 Q
@) X [} LY O
%,
i $° < °
0,05 ° * o060 o
x . x (™ e - 5,0e-5
' [ ] () ‘. ° [ ] ° "
o g% o °® %o’
0,00 - % x® o © Y 2
[ ]
[ ] ° [ ] L 0,0
0 2 4 6 8 10 12 14 16
VIVo

Figura 12: Comparacion promedio de las curvas de elucion de Bromuro de potasio (KBr) con el lixiviado
del herbicida Glifosato RoundUp y radiomarcado para las columnas 7, 8 y 9 del suelo SST en presencia
de fosfato monopotésico (KH2PO4). Cada valor representa la elucién de los compuestos para cada dia de
ensayo; (*) Cantidad de herbicida glifosato mineralizado para cada dia de ensayo; (x) Cantidad de

bromuro lixiviado para cada dia de ensayo.
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Figura 13: Comparacion promedio de las curvas de elucion de Bromuro de potasio (KBr) con el lixiviado
del herbicida Glifosato RoundUp y radiomarcado para las columnas 10, 11y 12 del suelo SST en
ausencia de fosfato monopotéasico (KH2PO4). Cada valor representa la elucion de los compuestos para
cada dia de ensayo; (*) Cantidad de herbicida glifosato mineralizado para cada dia de ensayo; (x)

Cantidad de bromuro lixiviado para cada dia de ensayo.
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Figura 14: Comparacion promedio de las curvas de elucion de Bromuro de potasio (KBr) con el lixiviado
del herbicida Glifosato RoundUp y radiomarcado para las columnas 13, 14 y 15 del suelo SLL en
presencia de fosfato monopotésico (KH2PQO4). Cada valor representa la elucién de los compuestos para
cada dia de ensayo; (*) Cantidad de herbicida glifosato mineralizado para cada dia de ensayo; (x)

Cantidad de bromuro lixiviado para cada dia de ensayo.
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Figura 15: Comparacion promedio de las curvas de elucion de Bromuro de potasio (KBr) con el lixiviado
del herbicida Glifosato RoundUp y radiomarcado para las columnas 16, 17 y 18 del suelo SLL en
ausencia de fosfato monopotéasico (KH2P0O4). Cada valor representa la elucion de los compuestos para
cada dia de ensayo; (+) Cantidad de herbicida glifosato mineralizado para cada dia de ensayo; (x)

Cantidad de bromuro lixiviado para cada dia de ensayo.
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El hecho de que no existan diferencias entre los suelos en presencia y ausencia de
fosfato monopotasico puede ser debido al elevado porcentaje de arcillas que contienen
ambos tipos de suelos (Tabla 2), de tal manera que los elementos minerales como
pueden ser la caolinita y cloritas, las cuales aparecen como elemento predominante de
las arcillas (Tabla 3), pueden producir una gran capacidad de intercambio cationico
(CIC) al igual que una atraccion fisica de las moléculas, también puede haber
influencia del pH, por el rango en el cual se encuentran los suelos (Tabla 2), en la

capacidad de intercambio aniénico (CIA).

Debido a estas condiciones el glifosato queda fuertemente adsorbido en los suelos

impidiendo su lixiviacion durante el ensayo.

En ensayos realizados por otros autores como Zhao et al. (2009) en suelos
clasificados como arcillosos con un pH de suelo similar y dosis de glifosato también
similares o incluso mayores ya que utilizan diferentes cantidades, los resultados son
equivalentes, es decir, al igual que en nuestro ensayo, no se produce practicamente
lixiviacion del herbicida glifosato quedando adsorbido en el suelo sin existir diferencias
entre suelos con adicion de fosfato o sin fosfato. Por el contrario, en suelo clasificados
como arenosos y francos arenosos, si que se existe una mayor cantidad de herbicida
glifosato lixiviado al igual que también se produce diferencias entre suelos con fosfato
y sin este, siendo los suelos con fosfato aquellos que menos glifosato lixivian por la
disminucién del pH produciéndose una mayor adsorcién en los suelos. En los ensayos
realizados por Okada et al. (2016) y Calder6n et al. (2005) en suelos también con alto
porcentaje de arcillas pero menores a los suelos de este ensayo, también se
obtuvieron valores muy pequefios de glifosato lixiviado siendo aproximadamente de un
4 % en los ensayos realizados por Calderén et al. (2005) y de 0,045 £ 0,05 % en el
ensayo de Okada et al. (2016).

Una forma de ver si realmente podria existir competencia entre el glifosato y el fosfato
seria aumentar la dosis de fosfato monopotasico produciéndose una saturacion en los
suelos impidiendo que todas las moléculas de fosfato fuesen capaces de adherirse al

suelo creando esa competencia que se busca con el herbicida glifosato.

4.3. Mineralizacion

Como ya se comentd con anterioridad el glifosato radiomarcado que se degrada
totalmente hasta CO, debido principalmente a la mineralizacién realizada por los
distintos microorganismos presentes en los suelos de estudio era capturado con

viales que contenian una disoluciéon de 10 m L de NaOH a concentracion de 0,1 M.
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Una vez cuantificadas la alicuotas de los viales de NaOH que se fueron recolectando
durante cada dia de ensayo se obtuvo, para cada repeticion, un mayor volumen de
glifosato mineralizado en los primeros dias, reduciéndose conforme avanzaba el
ensayo hasta llegar a concentraciones proximas a cero, manteniéndose constantes

hasta la finalizacion del experimento. (Figura 16).

El periodo que transcurre entre el pulso realizado en el dia uno y el dia nueve de
ensayo, equivalente a 2 V/Vo, es cuando se produce la mayor cantidad de glifosato

radiomarcado transferido a la atmosfera.
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Figura 16: Tendencia del glifosato mineralizado medido a partir de **CO2 para los suelo de estudio en
presencia (columnas 7, 8, 9, 13, 14, 15) y ausencia (columnas 10, 11, 12, 16, 17, 18) de fosfato
monopotasico en las diferentes columnas de ensayo hasta el dia 85; (¢): cantidad de glifosato
mineralizado para cada dia del ensayo; (-): linea de tendencia representada a partir de la ecuacion
exponencial (y = ae X¥),

Una de estas causas puede ser la concentracion inicial, teniendo en este periodo de
tiempo la mayor concentracion de este elemento, de tal forma que van a existir
moléculas de glifosato que no estén interaccionando con el suelo quedando libres y
por lo tanto disponibles para ser descompuestas por los microorganismos presentes
en cada tipo de suelo, posteriormente la capacidad de mineralizacién del glifosato se

reduce ya que las moléculas restantes estdn en menor cantidad y se encuentran
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interaccionando fuertemente con los suelos de estudio quedando no biodisponibles
(Strange et al., 2004; Franz et al., 1997).

Esta capacidad de mineralizacion en los primeros dias de ensayo también se podria
producir debido a que en campo, estos microorganismos han estado en contacto con
la molécula de glifosato durante mas de 30 afios (Cuervo y Fuentes, 2014)
adaptandose para realizar la descomposicién acelerada de la molécula y obtener
energia en forma de fosfato o de carbono, dependiendo del tipo de microorganismo
gue se encuentre presente en los suelos, adquiriendo la capacidad de descomponer la
molécula de glifosato al momento en el cual entran en contacto con ella. (Martinez et
al., 2012; Rampoldi et al., 2014).

Finalmente la cantidad de glifosato mineralizado fue distinta para cada tipo de suelo
pero la aplicacién de fosfato monopotasico aplicado al principio del ensayo no tuvo
ningun efecto en ninguno de los suelos ya que no aparecen diferencias entre las
columnas con y sin fosfato monopotéasico (Tabla 6). Como se nombré en el apartado
4.2 esto puede ser debido a la gran cantidad de arcillas y al pH en el cual se

encuentran nuestros suelos de estudio.

Tabla 6: Resultados obtenidos de mineralizacién tras la realizacion del ensayo de lixiviacion en presencia
y ausencia de fosfatos .Letras distintas indican diferencias significativas (P < 0,05). Valores
correspondientes al afio.

Columna % Mineralizado K DT, (dias) R?

SST + KH,PO, 28,39t1,729a 0,0108+0,003 304,66%90,85a 0,92 +0,03

SST 26,46+1,19a 0,0104+0,002 302,42t66,91a 0,95+0,01

SLL + KH,PO, 14+2,58 b 0,0063+£0,002 540,82+136,83b 0,83+0,04

SLL 14,08 +2,31b 0,0061+0,001 506,15%88,25b 0,78 £ 0,07

% Mineralizado (Cantidad total de mineralizado); K (Constante de desintegracion); DT50 (Tasa de
semidesinegracion); R? (ajuste de la linea de tendencia representando en la figura 16).

Comparando el tipo de mineralizacién con otro autores como Cuervo y Fuentes (2014),
Alexa et al. (2009) también se observa que el proceso de mineralizacién es el mismo
apareciendo una primera fase donde hay una elevada capacidad de mineralizacion

para posteriormente estabilizarse y mantenerse constante.

Los tiempos de vida media (Tabla 6) se calcularon a partir de la ecuacion exponencial

de decaimiento de la mineralizacién (1).
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C=C,e ¥t ()

Donde:

C es la concentracion total mineralizada (%)

Co es la concentracion inicial (C/Co)

K es igual a la constante de degradacion (V/Vo) (Tabla 6)

t es igual al tiempo (V/Vo)

A partir de los resultados en la tasa de mineralizacion se obtiene K, el cual es aplicado
en la ecuacion de semidesintegracion (2).

In(0,5)
DT50 - K

(2)

El tiempo de vida media (DTsg) adquiere importancia en el ensayo ya que observando
la tasa tanto de lixiviacion como de mineralizacion se puede observar que la mayoria
del herbicida se queda adherido al suelo (Tabla 7) por lo que es importante conocer la
persistencia que puede tener el glifosato en los suelos de estudio.

Tabla 7: Resultados de glifosato (Roundup) adherido al suelo una vez finalizado el ensayo de columnas.
Valores correspondientes al afio 2017.

Columna % Gly en
SST + KH,PO, 68,65+ 1,13

SST 71,58 +1,13

SLL + KH,PO, 83,43 +2,86

SLL 83,57 +2,76

Terminada esta parte del ensayo el siguiente proceso seria conocer la movilidad que
ha tenido el herbicida glifosato retenido en las columnas (Tabla 7) a partir del andlisis
de suelo a diferentes alturas y posteriormente realizar un ensayo de germinacién con
semillas de arroz para conocer si estas son afectadas por el glifosato retenido en el

suelo o por el contrario no se produce la desorcion de este.
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5. CONCLUSIONES

El herbicida glifosato es lentamente retenido en los suelos de estudio ya que durante
los primeros volimenes de poro se tiene una alta capacidad de mineralizacion,

reduciéndose posteriormente llegando a valores de mineralizacion constantes y bajas.

Tanto la adsorcién como la mineralizacion del herbicida glifosato no se ven afectados
por la adicion de fertilizantes fosforados a dosis de campo en las condiciones de
ensayo para ningun tipo de suelo, probablemente debido a las altas cantidades de

arcillas que se encuentran en ellos teniendo una gran capacidad de intercambio.

Por el contrario si se han encontrado diferencias de mineralizacion entre los dos
suelos siendo mayor en el suelo de Saldafia Tolima (SST) que en el suelo de Los
Llanos (SLL).
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