UNIVERSIDAD AUTONOMA DE SAN LUIS POTOSI

FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS

CENTRO DE INVESTIGACION Y ESTUDIOS DE POSGRADO

NANOFORMULACION DE PLAGUICIDAS BASADOS EN
TEBUCONAZOL EMPLEANDO CAPSULAS DE MATERIALES
BIOHIBRIDOS DE HALLOYSITA-ALGINATO

TESIS QUE PARA OBTENER EL GRADO DE:
MAESTRO EN CIENCIAS EN INGENIERIA QUIMICA

PRESENTA:
1.Q. ERICK ALEJANDRO OYARVIDE CARMONA

DIRECTORA: DRA. ERIKA PADILLA ORTEGA
CO-DIRECTOR: DR. PABLO DELGADO SANCHEZ
SINODALES:

DRA. ALMA GABRIELA PALESTINO ESCOBEDO
DR. RAUL OCAMPO PEREZ

SAN LUIS POTOSI, S.L.P., AGOSTO 2021




El programa de Maestria en Ciencias en Ingenieria Quimica de la Universidad Autdbnoma
de San Luis Potosi pertenece al Programa Nacional de Posgrados de Calidad (PNPC) del
CONACYT, registro 000896, en el Nivel Consolidado.

NUmero de registro de la beca otorgada por CONACYT: 762833

@lose

Nanoformulacion de plaguicidas basados en tebuconazol empleando capsulas de materiales
biohibridos de halloysita-alginato por Erick Alejandro Oyarvide Carmona se atribuye bajo
una Licencia Creative Commons Atribucién-NoComercial-SinDerivadas 4.0 Internacional.



http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/

Agradecimientos técnicos

A la Dra. Erika Padilla Ortega por asesorar la presente Tesis, por su apoyo técnico y en

la redaccion.

Al Dr. Pablo Delgado Sanchez por co-asesorar la presente Tesis y su apoyo técnico
brindado en las instalaciones de la Facultad de Agronomia y Veterinaria de la UASLP y en

los experimentos de funcionalidad de los materiales.

Al Dr. Raul Ocampo Pérez por formar parte del comité tutorial, asi como su apoyo
técnico y académico y por permitirnos utilizar las instalaciones y equipos del Laboratorio de
Procesos Avanzados de Oxidacion.

A la Dra. Alma Gabriela Palestino Escobedo por formar parte del comité tutorial.

Al Dr. Pedro Antonio Alonso Davila por permitirnos hacer uso de las instalaciones del
laboratorio de Manejo de Residuos Ambientales.



Agradecimientos institucionales

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE SAN LUIS POTOSI
(UASLP)
Facultad de Ciencias Quimicas
Centro de investigacion y estudios de Posgrado

Facultad de Agronomiay Veterinaria

CONSEJO NACIONAL DE CIENCIA Y TECNOLOGIA
(CONACYT)
Beca No. 762833



INDICE DE CONTENIDO

RESUMEN ...ttt sttt n bt et be st et e s e et et e e eneanas i
A B S T R A T ettt e e aa e rr e e anres \Y
CAPITULO 1. INTRODUCCION ....cooouiiiiriiriineisesneisessessesessssssassssssessssssssssesssssasssnees 1
CAPITULO 2. MARCO TEORICO ...ttt eesessnes 4
2.1 PIAQUICTAAS ...ttt be e 4

0 St Vg o o o - SRR 5

2.1.2 TEDUCONAZON ..o et 5

2.1.3 Impacto amMbBIENTAL ..........cocoviiiiii e 6

A o] 1 10 - Tod o] TSRS 7
2.2.1 Formulaciones CONVENCIONAIES..........ccecuviieiierieiie e ee e 7

2.2.2 Problemas asociados con las formulaciones comerciales ...........cccocooeevviinnnne 9

2.2.3 NaNOTOrMUIACIONES ......c.eeviiiiiieiieie st 9

2.2.4 SUITACTANTES ....oveeieeeie sttt sttt e e et e e e e nreenee s 11

2.3 Mecanismos de [IDEraCion...........ccceceieieiiie e 13

2.8 IMIALEITAIES ... ettt bbbttt bbb renn e 15
2.4.1 HallOYSITA. ......veivieiecc ettt re e 15

2.4.2 ALGINALO .....ovieetiee ettt 16

2.4.3 MaterialeS COMPUESTOS .......cveviierieriisiesiieieee et 17

2.5 FUSAITUM SPP. o vieureitieiteeie et e ste et este et e s ae et e s e s teebeaneesbe e seesaesbaesbesnsestaenesneeareensens 18

2.6 ANTECEABNTES ......eevieeeie ettt bbbt et e et sbearenre e 18
CAPITULO 3. JUSTIFICACION Y OBJIETIVOS. ...t 21
CAPITULO 4. METODOLOGIA EXPERIMENTAL .....coovviveiieeiieereeeeesesers e 23
4.1 APArat0S Y SUSLANCIAS .....eeueereeeetiitesiesiesieeiee ettt sttt bbb b 23
4.1.1 TEDUCONAZO ..ottt enre e 23

O A o 11 [0V L - WSS 23



4.1.3 FUSAITUM SPP . teeutiitieitieieeriesieetesseesieessesseestaessesseesseessesseesseessesseesseassessenssenseens 23

4.1.4 OFtOS FBACTIVOS. ... c.veevierieeieesieeiesteesieestesseesteetesseesbeentesreesteenbesseesbeeneesseensesneens 24

415 EQUIPOS ...tttk bbbt 24

4.2 Modificacion de halloysita a organohalloysita ...........ccccccevveveiieevicce s, 26
4.2.1 Equilibrio de adsorcion de surfactantes sobre halloysita ...........c.cccccoceevvenene 26

4.2.2 Preparacion de las organohalloysitas ... 28

4.2.3 Método de analisis de surfactantes en solucion aCu0Sa............cceeervereeeruenen. 29

4.3 Carga del iINgrediente aCtiVO...........cceiveieiieiece e 29
4.3.1 Equilibrio de adsorcion de tebuconazol sobre organohalloysitas ................. 29

4.3.2 Velocidad de adsorcion de tebuconazol sobre organohalloysitas ................. 30

4.3.3 Preparacion de organohalloysitas cargadas con tebuconazol........................ 30

4.3.4 Método de andlisis de tebuconazol en SolUCION ..........ccevveereieienc i, 30

4.4 Sintesis de esferas de hidrogel ..........ccooviieiiiii i 30

4.5 Caracterizacion de Materiales ...........ccccveveieriererese e 32
4.5.1 ESpectroscopia INFIrarrOja.......c..cooveererieenenieisesie e 32

4.5.2 Microscopia electronica de barrido ...........cocvvvveieeiiiic s 32

4.5.3 Dispersion de Iz diNAMICA ........ccccveiueiieieeie e 33

4.6 Evaluacion de 1as nanoformulaciones...........ccoevereieiiie s 33
4.6.1 Liberacion de tebuconazol en solucion acuosa ...........ccoceeveevereeneneienienenn. 33

4.6.2 Confrontacién de Fusarium spp. vs nanoformulaciones en PDA.................. 33
CAPITULO 5. CONCLUSIONES ..ottt et se e 35
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .......ovvevieeeeeeeeeeeeeses e sesevsseee s, 37
GLOSARIO ...ttt ettt ettt s et st s bt et re et neareaens 48



RESUMEN

Una de las practicas mas comunes y necesarias en la agricultura es el uso de plaguicidas,
a pesar de ser sustancias altamente toxicas y que frecuentemente son afiadidas en exceso Los
materiales nanométricos, como arcillas y biopolimeros, presentan propiedades interesantes
como rigidez, solubilidad y biodegradabilidad que, en conjunto, pueden utilizarse para la sintesis
de nanoformulaciones de liberacion lenta y controlada. En esta Tesis se estudié la sintesis de
capsulas esféricas compuestas de halloysita cargada con el fungicida tebuconazol como fase
dispersa y alginato como fase continua. Debido a que la halloysita es una arcilla altamente
hidréfila, es necesario modificar su superficie utilizando surfactantes para obtener un material
afin a compuestos organicos o no polares, llamado “organohalloysita”. Se utilizaron 5
surfactantes: bromuro de hexadecil trimetil amonio, Tween 80, Tween 85, Span 20 y Span 80,
de los cuales se obtuvieron las isotermas de adsorcion sobre halloysita y se pudo corroborar su
modificacion realizando un andlisis de dispersion de luz dindmica para determinar el tamafio
promedio. Una vez modificada la halloysita, se evalu6 la capacidad de adsorcion del
tebuconazol sobre las organohaloysitas. Los tensioactivos con mayor capacidad de retencion en
halloysita tienen un HLB bajo, es decir, los lipofilicos: Span 20 (HLB = 8.6) y Span 80 (HLB =
4.3). La arcilla modificada con Span 20 y HDTMA resulté en materiales con mayor carga de
tebuconazol, con una capacidad de adsorcion de 6,7 y 4,4 mg/g respectivamente, a una
concentracion de solucién de 200 mg/L. Las organohalloysitas cargadas con tebuconazol se
dispersaron en una solucién de alginato al 2% vy las esferas se sintetizaron mediante un método
de goteo de dicha dispersién en una solucion de CaCl, al 2%. El resultado fueron esferas de
hidrogel compuestas por alginato y arcilla, de aproximadamente 3 mm de diametro. Mediante
técnicas como espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier se corrobor6 la presencia
de tensioactivos y plaguicida, asi como la buena dispersion de halloysita en la matriz polimérica
con el microscopio electronico de barrido. La confrontacion de las nanoformulaciones vs
Fusarium spp. demostré un retraso de crecimiento del hongo similar al tebuconazol comercial,

corroborando el efecto fangico del material.

Palabras clave: Nanoformulacion, halloysita, tebuconazol



ABSTACT

One of the most common and necessary practices in agriculture is the use of pesticides,
despite being highly toxic substances that are frequently added in excess. Nanometric materials,
such as clays and biopolymers, have interesting properties such as rigidity, solubility and
biodegradability that Together, they can be used for the synthesis of slow and controlled release
nanoformulations. In this work, the synthesis of spherical capsules composed of halloysite
loaded with the fungicide tebuconazole as a dispersed phase and alginate as a continuous phase
was studied. Because halloysite is a highly hydrophilic clay, it is necessary to modify its surface
using surfactants to obtain a material related to organic or nonpolar compounds, called
"organohalloysite". 5 surfactants were used: hexadecyl trimethyl ammonium bromide, Tween
80, Tween 85, Span 20 and Span 80, from which adsorption isotherms on halloysite were
obtained and their modification could be corroborated by performing a dynamic light scattering
analysis to determine the average size. Once halloysite was modified, the adsorption capacity
of tebuconazole on organohaloysites was evaluated. The surfactants with the highest retention
capacity in halloysite have a low HLB, that is, the lipophilic ones: Span 20 (HLB=8.6) and Span
80 (HLB=4.3). Clay modified with Span 20 and HDTMA resulted in materials with a higher
tebuconazole load, with an adsorption capacity of 6.7 and 4.4 mg/g respectively, at a solution
concentration of 200 mg/L. Organohalloysites loaded with Tebuconazole were dispersed in a
2% alginate solution and the spheres were synthesized by a drop method of this dispersion in a
2% CaCl, solution. The result was hydrogel spheres composed of alginate and clay,
approximately 3 mm in diameter. Using techniques such as Fourier transform infrared
spectroscopy, the presence of surfactants and pesticide was corroborated, as well as the good
dispersion of halloysite in the polymer matrix with the scanning electron microscope. The
confrontation of nanoformulations vs Fusarium spp. demonstrated a growth retardation of the

fungus similar to commercial tebuconazole, corroborating the fungal effect of the material.

Key words: Nanoformulation, halloysite, tebuconazole
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CAPITULO 1. INTRODUCCION

La agricultura es una de las actividades primarias que ha desarrollado el hombre a
través de los afios con la finalidad de satisfacer gran parte de sus necesidades alimentarias.
Una de las practicas mas comunes en ella es el uso de plaguicidas para la eliminacion y
control de diversas plagas (FAO, 2014). Si bien estos compuestos son necesarios para la
produccién agricola, a tal grado que en muchas ocasiones solo es posible alcanzar la
produccion y rentabilidad haciendo uso de ellos, son sustancias que, en general, presentan un
alto grado de toxicidad, mas ain en conjunto con las formulaciones convencionales que se
distribuyen en el mercado (Garcia Hernandez et al., 2018).

Actualmente, el uso desmedido de plaguicidas constituye una importante fuente de
contaminacion, la cual es poco abordada y que, sin embargo, al ser utilizados de forma
desmedida, generan un alto nivel de residuos que pueden ser dispersados en el medio
ambiente e incluso permanecer en los cultivos hasta llegar a los seres vivos (Hayles et al.,
2017). De hecho, en varios estudios se ha comprobado la presencia de estos compuestos
dentro de los 6rganos de diferentes especies (FAO, 2010). La principal problematica de las
formulaciones comerciales radica en que éstas estan fabricadas con altos porcentajes de
ingredientes inertes, como surfactantes y solventes organicos que, en conjunto, pueden llegar
a ser aun mas toxicos que el ingrediente activo por si solo (Stackelberg et al., 2001;
Whitehouse y Rannard, 2010). Otra de las desventajas de las formulaciones actuales es que
el plaguicida se agrega en grandes cantidades o en exceso directamente sobre los cultivos,
disminuyendo su eficiencia y aumentando el riesgo de dispersion y bioacumulacion del
ingrediente activo (Hayles et al., 2017).

Dentro de los plaguicidas, el Tebuconazol (TBZ) es un fungicida de accion sistémica
perteneciente al grupo de los triazoles. Se utiliza para el control de hongos filamentosos como
Mycosphaerella fijiensis y otras enfermedades fungosas en banano y platano; Alternaria
solani en tomate y papa; y otros hongos en arroz, mani, ajo y ornamentales. En México se ha
utilizado en cultivos de trigo, ajo y platanos, principalmente (Cruz, Bravo y Ramirez, 2020;
Huang, 2019; Zhang et al., 2020)

El uso de la nanotecnologia ofrece una alternativa novedosa con la ayuda de materiales
a escala nanométrica que gracias a sus propiedades aumentan la eficiencia y el control del

1
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uso de los plaguicidas. Materiales como las arcillas y biopolimeros muestran interesantes
propiedades como rigidez, solubilidad y biodegrabilidad que, en conjunto, pueden utilizarse
para la sintesis de nanoformulaciones de liberacion lenta y controlada (Petosa et al., 2017).

Las nanoparticulas han sido ampliamente utilizadas durante los Gltimos afios en
diversos estudios debido a sus propiedades relacionadas con su gran relacion de superficie y
volumen (Hayles et al., 2017). Dentro de las arcillas, la halloysita (Hy) ha sido considerada
como una opcion potencial para los sistemas portadores de ingredientes activos. Sus
caracteristicas fisicoquimicas, asi como su estructura en forma de nanotubo, han generado un
gran interés en la Hy como una alternativa potencial para aplicaciones ambientales,
farmacéuticas y agroindustriales, ademas de su gran abundancia, bajo costo y su nula
toxicidad agroindustriales (Liu et al., 2014; Lvov et al., 2008; Yang et al., 2019). Por otra
parte, los biopolimeros son materiales poliméricos naturales biodegradables, abundantes y
de bajo costo. El alginato (Ag) es un biopolimero ampliamente utilizado en donde su
capacidad para formar hidrogeles lo convierten en un material ampliamente estudiado
durante las Gltimas décadas en diversas aplicaciones, con la ventaja de ser un material natural,
abundante y biodegradable (Chiew et al., 2014; Funami et al., 2009).

Recientemente, el uso de materiales compuestos ha obtenido un gran interés por parte
de los investigadores debido al efecto sinérgico que cada uno de los componentes puede
aportar al resultado final. Tanto el alginato como las arcillas, especialmente la halloysita, han
sido utilizados de forma individual, en conjunto y en combinacion con otros cerdmicos y
polimeros para sintetizar materiales compuestos, los cuales han sido estudiados en diferentes
campos de aplicacion como en remocion de contaminantes en sistemas acuosos, ingenieria
de tejidos, industria alimentaria y empaquetado de alimentos, catélisis y portacion y
liberacion de ingredientes activos como medicamentos y agroindustriales (Cavallaro et al.,
2013; Makaremi et al., 2017; Tu et al.,2013). Asi, en la agricultura se encuentra un area de
estudio prometedora en la generacion de formulaciones alternativas haciendo uso de
nanomateriales que contengan plaguicidas como ingredientes activos.

Por lo anterior, en este trabajo, se estudié la modificacion de Hy a Organohalloysita
(OHy) mediante la adsorcion fisica de cinco surfactantes de diferente naturaleza: Bromuro
de hexadecil trimetil amonio (HDTMA), Tween 80 (T80), Tween 85 (T85), Span 20 (S20) y

Span 80 (S80); ademas, la capacidad de retencion de TBZ en su estructura, asi como la
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sintesis y aplicacion de esferas de hidrogel compuestas de Ag como fase continua y Hy
cargada con TBZ como fase dispersa, las cuales funcionan como cépsulas contenedoras de
TBZ con la finalidad de generar un material cuya formulacion con dichos materiales
nanométricos sea una alternativa a las formulaciones convencionales que se comercializan

actualmente.
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CAPITULO 2. MARCO TEORICO

2.1. Plaguicidas

Un plaguicida es una sustancia o mezcla de sustancias quimicas o bioldgicas, las cuales
destruyen, repelen o controlan distintos tipos de plagas y enfermedades, y asi, permiten el
crecimiento de plantas sanas (FAO, 2014). El uso de plaguicidas se da en diversas industrias
como la ganaderia, tratamiento de edificios y construcciones como hoteles, hospitales, cines,
etcétera, mantenimiento de areas verdes y reservas de agua, uso doméstico y agricultura,
siendo esta Gltima la actividad mas demandante, consumiendo cerca del 85 % de la
produccién mundial (Ramirez y Lacasafia, 2001). No obstante, los plaguicidas han sido
identificados como una de las mayores fuentes de contaminacion. Estos afectan tanto a las
especies blanco como a otras especies, ya sea en mayor o menor medida. Miles de productos
se comercializan a nivel global, a pesar de los efectos nocivos que causan en los humanos,
principalmente para los agricultores, y en los seres vivos en general (Ramirez y Lascafia,
2001), ya que en muchas ocasiones se ignoran los perjuicios que tienen sobre la salud
(SADER, 2019).

Existen diferentes maneras de clasificar a los plaguicidas (Albert y Benitez, 2005;
UNICOOP, 2015):

i. Destino,  plaga o enfermedad que tienen como objetivo. Entre los principales
se encuentran aquellos que atacan la maleza de los cultivos (Herbicidas), los que tienen como
blanco insectos y acaros (insecticidas y acaricidas), los que atacan hongos y mohos
(fungicidas) y aquellos que atacan a bacterias (bactericidas).

ii. Modo de accién o forma en que controlan las plagas. El primer grupo son los
plaguicidas de contacto, en donde el blanco es afectado s6lo en la estructura superficial de la
planta; otro grupo son los plaguicidas sistémicos, los cuales actian mediante movimiento a
través de las plantas, siendo absorbidos por las hojas, follaje y/o raices; también se encuentran
los plaguicidas que atacan por inhalacion e ingestion, en el caso de los insecticidas.

iii. De acuerdo con su estructura quimica. Los de origen inorganico son aquellos que
no contienen carbono en su estructura, por ejemplo, sulfato de cobre. Entre los plaguicidas

organicos estan los organoclorados, organofosforados, piretroides y triazoles. También
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existen plaguicidas bioldgicos, los cuales son derivados de microorganismos, como Bacillus
thuringiensis y baculovirus.

iv. Estrategia de uso. Plaguicidas preventivos, en los cuales el ingrediente activo actua
unicamente en el lugar en donde se aplica y los plaguicidas de accion erradicante o curativa,

detienen o destruyen la accion de un patdgeno ya establecido.

2.1.2 Fungicidas

Los fungicidas son sustancias que matan o evitan el desarrollo de los hongos. Este
grupo de plaguicidas es importante debido a que las condiciones ambientales de los paises
tropicales favorecen el desarrollo de hongos que afectan la produccion agricola, asi como la
conservacion de alimentos, fibras y productos industriales (Barcenas, 2005).

Las caracteristicas de un fungicida adecuado son baja fitotoxicidad, es decir que no
afecten a los vegetales, plantas o semillas; deben ser fungitéxicos por si mismos o tener la
capacidad de serlo dentro de la espora fungosa, antes de que ésta penetre a la planta; ademas,
deben tener la capacidad de penetrar en la espora y alcanzar el sitio principal de accion y

adherirse firmemente a las plantas y resistir, asi, los efectos del clima (Barcenas, 2005).

2.1.3 Tebuconazol

El tebuconazol (TBZ) es un fungicida de uso sistémico, que puede ser de accion
preventiva o curativa. Principalmente se usa para controlar Sclerotinia sclerotiorum, un
hongo causante de dafios en méas de 400 cultivos, como el girasol, el tomate, la soya, lechuga,
etcétera, sin embargo, es utilizado en una amplia lista de fitopatégenos (Zhang et al., 2020;
Huang, 2019). EI TBZ inhibe la sintesis del ergosterol, un componente lipidico de la
membrana celular de los hongos y microorganismos, impidiendo la formacion de las paredes
celulares de los patdgenos, lo que frena el crecimiento del tubo germinativo, los haustorios y
demas 6rganos de fijacion (Diaz Blancas, 2014; Zhang et al., 2020).

El TBZ es nombrado, segun la IUPAC, (RS)-1-p-clorofenil4,4-dimetil-3-(1H-1, 2, 4-
triazol-1-ilmetil) pentan-3-ol, de férmula quimica C16H22CIN3O. Pertenece al grupo de los

triazoles y su estructura quimica se muestra en la Figura 1.



Capitulo 2. Marco Tedrico
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Figura 2.1. Estructura quimica del tebuconazol.

Algunas de las caracteristicas fisicas del TBZ son (FAO, 2001):
e Aspecto fisico: cristales de color amarillo o blanco.
e Peso molecular: 307.8 g/mol.
e Densidad: 1.249 g/cm3 (a 20 °C).
e Punto de fusion: 105 °C.
e Solubilidad (g/L a 20°C): en agua, 0.036; nHexano, 0.08; Tolueno, 57; Octanol, 96;
Cloruro de metileno, 200; acetona>200.
e Presion de vapor: 1.7x10°° mPa (a 20 °C).

2.1.4 Impacto ambiental

Actualmente se conocen cerca de 6,400 ingredientes activos, los cuales se
comercializan en mas de 100,000 formulaciones a nivel mundial para el control de plagas
(Garcia Hernandez et al., 2018) La principal fuente de contaminacion por el uso de
plaguicidas es el residuo que resulta de su aplicacion, ya que son dispersados en el medio
ambiente a través del agua, suelo y aire, convirtiéndose asi, en sustancias que pueden ingresar
a los seres vivos a través de todas las vias de ingesta posibles. En México, el uso de
plaguicidas aumentd de 26,625 toneladas anuales en el afio 2000, a 53,144 toneladas
utilizadas en 2018, cifra que representa un aumento de casi el doble durante los ultimos afios
(FAO, 2020)

El TBZ se utiliza para el control de Mycosphaerella fijiensis y otras enfermedades
fungosas en banano y platano; Alternaria solani en tomate y papa; y otros hongos en arroz,
mani, ajo y ornamentales (Cruz, Bravo y Ramirez, 2020). En México, se ha utilizado en

plantaciones bananeras, para el control de Sigatoka negra, y en cultivos de trigo y ajo, y se
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ha estudiado en la produccion de melon, lechuga, papay frijol. (Mena Espino y Couoh, 2015;
Vargas Gonzélez et al., 2019; Pérez Moreno et al., 2015).

El TBZ presenta una vida media de 28 dias en condiciones aerdbicas y en agua, y desde
40 a 128 dias en suelo. Dependiendo de la movilidad que presenten los plaguicidas en suelos
hacia aguas subterraneas, se pueden definir como lixiviable o no lixiviable. Para medir esta
propiedad existen diferentes indicadores, uno de ellos es el indice de GUS (Groundwater
Ubiquity Score), el cual estd en funcién del tiempo de vida media y el coeficiente de
absorcion en aguas subterraneas y de la solubilidad en aguas superficiales. El valor del indice
GUS para plaguicidas lixiviables es mayor a 2.8 y para los no lixiviables es menor a 1.8
(NPIC, 2018). El TBZ presenta un indice de GUS de 2.3, es decir, muestra un potencial de
lixiviacion hacia aguas subterraneas moderado (Diaz Blancas et al., 2016).

Estudios realizados para determinar la presencia de TBZ en cabras, ratas y gallinas,
demostraron la presencia de éste y sus derivados acumulados en higado, grasa, piel, rifiones,
musculos y huevos, asi como en diferentes cultivos rotativos de col, remolacha roja y trigo.
Se realiz6 también un estudio de estabilidad en muestras almacenadas en pollos y tejidos de
ganado, huevos y leche a -24 °C, en donde el fungicida fue estable durante el periodo de 6 a
12 meses (FAO, 2010).

2.2 Formulaciones
2.2.1 Formulaciones convencionales

Las formulaciones comerciales actuales, generalmente estan compuestas de altos
porcentajes de ingredientes activos, en combinacidn con ingredientes inertes como solventes
y surfactantes que funcionan como emulsionantes, antiespumantes, espesantes, entre otros
(Fernandez Fernandez, 2015). El ingrediente activo (1A) es el componente especifico que
actua contra la plaga o el fitopatdgeno. La formulacion tipica comercial del TBZ es en
emulsion a una concentracion que va del 25 al 30 % en peso dependiendo del fabricante.

Las formulaciones tipicas comerciales se presentan en la Tabla 1 (Diaz Blancas, 2014,

Espinoza Gonzalez, 2003; Fernandez Fernandez, 2015).
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Tabla 2.1. Formulaciones de plaguicidas comerciales.

Tipo de formulacion Ejemplo de 1A Descripcion
Sélidas
Polvos Azufre Se aplica seco y directamente.
Se aplica en agua formando una solucién
Polvos solubles Acetamiprid

completa.

Granulos Cebos toxicos

Se aplica en seco. Tiene mayor tamafio

que la formulacién en polvo.

Gréanulos _
) Atrazina
dispersables

Granulos que se disuelven completamente

en agua.

Polvos mojables Alfacipermetrina

Se aplica con agua formando una
suspension. Contiene adherentes para

mantenerse en contacto con las plantas.

Liquidas

Concentrados
) Tebuconazol
emulsionables

Forma una emulsion al contacto con agua

Soluciones ] ) Se aplican con agua formando una
Lamda-cihalotrina »
concentradas solucion.
Suspension _ _ Compuesto por pequefias particulas de
Imidacloprid - o
concentrada polvo en suspension en un liquido.

Dispersion en aceite Nicosulfuron

Suspension del 1A en aceite, el cual

funciona cono coadyuvante y transporte

Combinaciones de
Suspoemulsion Atrazina-

Metolachlor

Combina las propiedades de una
suspension y una emulsion concentradas.

Se utiliza en mezclas de 1As

Gaseosas

Gases licuados Deltametrina

Se almacenan dentro de un contenedor a

temperatura y presiones bajas.
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2.2.2 Problemas asociados a las formulaciones convencionales

La primera limitante de las formulaciones convencionales es que generalmente los
ingredientes activos son insolubles en agua. Para eliminar este problema, se requiere el uso
de componentes “inertes” como solventes organicos, espesantes, antiespumantes, entre otros,
los cuales mejoran la solubilidad, estabilidad, eficiencia y, por lo tanto, la aplicacion de los
plaguicidas (Stackelberg et al., 2001; Whitehouse y Rannard, 2010). Ademas, la combinacion
de todos estos ingredientes resulta en una mezcla que puede llegar a ser ain mas toxica que
el propio ingrediente activo por si solo (Fernandez Fernandez et al., 2015).

Otro problema importante es la falta de asistencia técnica hacia los agricultores,
conduciendo al uso desmedido de plaguicidas y desconocimiento de sus efectos adversos. El
uso excesivo tiene como consecuencia la resistencia a plagas y enfermedades, disminuye la
fijacion de nitrogeno, reduce la biodiversidad del suelo y aumenta su bioacumulacién (Hayles
etal., 2017).

2.2.3 Nanoformulaciones

Los nanomateriales se caracterizan por tener sus dimensiones, o al menos una de ellas,
en escala de 1 a 100 nm (Hayles et al., 2017). La nanotecnologia estudia la fabricacion,
caracterizacion y aplicacion de materiales a escala nanométrica. Sus principales aplicaciones
son en las areas farmacéutica, agronémica y alimentaria, en donde los nanoencapsulados,
nanoparticulas de plata, silice y didxido de titanio son los nanomateriales mas comunes
(Peters et al., 2016). La nanotecnologia ha sido cada vez mas aplicada en la agricultura, en
donde los nuevos materiales desarrollados son empleados en la liberacion de pesticidas,
transformacion genética de plantas, como biopesticidas y biofertilizantes (Petosa et al.,
2017).

El interés de las nuevas formulaciones surge a partir de los métodos tradicionales de
proteccion de cultivos, ya que generalmente implican altas dosis iniciales, ademas, la
aplicacion y distribucion no siempre son controladas, dando como resultado una proteccién
a corto plazo y una mayor bioacumulacion (Mattos et al., 2017). En aplicaciones agricolas,
las nanoformulaciones de plaguicidas a partir de materiales naturales son una alternativa
potencial para lograr la sustentabilidad, disminuir los residuos y aumentar la eficiencia del
ingrediente activo. Lo anterior se logra, principalmente, por las funciones que surgen en los
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materiales nanométricos, generalmente asociadas a su gran area superficial (Mattos et al.,
2017).

Se han estudiado diferentes formulaciones como las nanoemulsiones,
nanodispersiones, nanoencapsulados y nanoparticulas. Los principales beneficios del uso de
nanomateriales en la formulacion de plaguicidas son una mayor solubilidad de ingredientes
activos insolubles en agua, mayor estabilidad, eliminacion de solventes organicos toxicos,
prevencion de la degradacion rapida, aumento de movilidad, actividad y eficiencia (Hayles
etal., 2017).

Las nanoformulaciones basadas en polimeros pueden mejorar la eficiencia de los
plaguicidas disminuyendo la velocidad en la que el ingrediente activo se libera en el medio
ambiente, protegiendo al ingrediente activo de la degradacion y aumentando el transporte de
ingredientes activos con baja solubilidad en agua (Kah y Hofmann, 2014).

Las nanocapsulas son particulas poliméricas huecas que tienen amplio uso en la
formulacién de liberacion controlada, ya que usan poca cantidad de pesticida en comparacion
con las formulaciones convencionales. Las nanocapsulas tienen un tamafio pequefio y un area
de superficie alta que les ayuda a depositarse en las hojas de las plantas y, por lo tanto, reduce
el desperdicio de pesticidas (Boehm y Zerrouk, 2000).

Las formulaciones de liberacién controlada pueden llegar a ser superiores a las
convencionales, ya que extienden la actividad del pesticida, previenen la contaminacion al
reducir la lixiviacién y volatilizacion, minimizan los residuos en alimentos y reducen el
contacto directo con las personas (Kumar et al., 2015). Las principales aplicaciones de este
tipo de formulaciones son la administracion de medicamentos; sin embargo, en los Gltimos
afios se han realizado estudios de liberacion de plaguicidas para uso agricola (Dilbaghi et al.,
2014).

Una variedad de polimeros naturales como alginato de sodio, quitosano y albdmina, se
han utilizado para desarrollar nanocépsulas, ya que no son toxicas, son biodegradables y
econdmicas (Kumar et al., 2015). La encapsulacion de ingredientes activos como herbicidas,
fungicidas, fertilizantes, en matrices de liberacion controlada, contribuyen a disminuir la
toxicidad y proporcionar proteccién ecoldgica, siendo asi, una opcién que aporte a la

sostenibilidad agricola y la seguridad alimentaria (Kumar et al., 2015).
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Las interacciones entre el acarreador y el plaguicida son determinantes para el
mecanismo de liberacién. En este sentido, se pueden manipular las interacciones
modificando los grupos quimicos en la superficie del material portador, asi, la
funcionalizacion es una de las técnicas mas aplicadas para mejorar las interacciones entre el

acarreador y el plaguicida (Mattos et al., 2017).

2.2.4 Surfactantes

Uno de los componentes principales en las formulaciones convencionales y
nanoformulaciones son los surfactantes o tensoactivos, llamados asi porque su mayor
principal caracteristica es la disminucion de la tension superficial e interfacial (Sandoval et
al., 2016). Son moléculas complejas que poseen en su estructura una parte polar o hidrofilica,
que puede estar compuesta de grupos carbonilo, esteres, fosfatos sulfatos, sulfonatos, entre
otros; y una parte no polar o lipofilica, formada por cadenas largas de carbono lineales o
ramificadas (Pascuali et al., 2005; Posa et al., 2017).

Una de sus propiedades méas destacables es la capacidad de formar agregados
moleculares o micelas por arriba de cierta concentracion llamada Concentracion Micelar
Critica (CMC). Estos agregados pueden ser de diferente forma o tamafio, dependiendo
principalmente de su estructura molecular (Figura 2.4). Por ejemplo, cuando el volumen de
la zona polar es mayor que la parte no polar, la forma general de la molécula se asemeja a un
cono y éstas a su vez se agrupan para formar una esfera en donde las cadenas carbonosas
guedan situadas en el interior de ésta. Cuando, por el contrario, la parte no polar es mas
importante que la parte polar, esta Gltima queda situada en el interior, a lo que se conoce
como micela inversa. Este tipo de micelas se favorecen en solventes orgénicos. Las moléculas
que tienen un tamafo proporcional en toda su estructura no favorecen el encierro de alguna
de sus partes, formando peliculas o bicapas de agregados en donde la parte superficial
dependera del medio en el que se encuentre. Existen otro tipo de agregados menos comunes,
como las cilindricas, vesiculas y esponjas, las cuales se pueden formar de diferentes maneras,
ya sea por una mezcla de surfactantes, adicion de una gran concentracidn, energia o alcoholes
que pueden funcionar como co-surfactantes. (Pasquali et al., 2005; Prasad et al., 2016:
Sandoval et al., 2016)
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a) b) c)
Figura 2.2 Tipos de micelas mas comunes: a) esférica, b) cilindrica y c) pelicula o

bicapa.

Una forma de clasificar a los surfactantes es de acuerdo con su balance hidréfilo-
lipofilico, conocido como HLB. ElI HLB es una escala que va del 1 al 20 e indica el grado en
el que cierta sustancia es hidrofila o lipdfila, siendo 1 el valor mas lipofilico. Los mas
hidrofilicos son usados cominmente como detergentes, y solubilizantes mientras que los méas
lipofilicos como antiespumantes (Zafeiri et al., 2017).

La Tabla 2.2 muestra la estructura de los surfactantes utilizados en esta Tesis. Dentro
de los surfactantes ionicos mas utilizados a nivel comercial y en investigacion se encuentra
el bromuro de hexadecil trimetil amonio, cominmente conocido como CTAB o HDTMA.
Es un tensoactivo cationico ya que se disocia solucién acuosa en un anién Br y un amonio
cuaternario cargado positivamente con un grupo alquilo de gran longitud. Los Span® son
surfactantes comerciales no iénicos con HLB bajo, es decir, lipofilicos. Son ésteres de
sorbitan que se obtienen mediante la esterificacion del sorbitano acidos grasos como oleico,
latrico, palmitico y estearico. Por su parte, la serie de tensoactivos no i6nicos Tween® son
ésteres de sorbitan polietoxilados, lo que les brinda la propiedad de ser hidrofilicos, con un
valor de HLB mayor a 10. El nombre comercial de ambos productos esta dado por nimeros,
es decir, el primer digito se refiere al tipo de acido graso usado en la esterificacion. como el
acido ladrico (2) o el acido oleico (8), y el segundo digito indica si es un derivado
monosustituido (0) o trisustituido (5) (Diaz Blancas, 2014; Posa et al., 2017; Vasudevan y
Wiencek, 1996).
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Tabla 2.2. Tipo y estructura quimica de surfactantes.
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2.3 Mecanismos de liberacion

Las nanoformulaciones de plaguicidas se han desarrollado partiendo de las
investigaciones farmacéuticas, en donde el objetivo es aumentar la biodisponibilidad de un
ingrediente activo. Se ha demostrado que varias nanoformulaciones son mas efectivas que
un ingrediente activo puro o las formulaciones comerciales, resultado de una mayor
biodisponibilidad. Si bien es deseable una mayor captacion por parte de los organismos
objetivo, debe lograrse sin aumentar el riesgo para los organismos no objetivo, incluidos los
agricultores (Kah y Hofmann, 2014).

Determinar la durabilidad de una capsula es esencial para evaluar el destino ambiental

de los nanoplaguicidas. La proteccion de un ingrediente activo (IA) contra la fotodegradacion
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y la biodisponibilidad dependen en gran medida de su ubicacion o distribucion dentro de la
matriz polimérica (Qing et al., 2013). Se ha demostrado que varias caracteristicas del
polimero influyen en los perfiles de liberacion, incluida la longitud de las cadenas de
polimero. Factores ambientales como la composicion del suelo, presencia de particulas y
microorganismos y pH influyen en el mecanismo de liberacion del ingrediente activo (Brunel
et.al., 2013; Kah y Hofmann, 2014).

Los diferentes tipos de mecanismos de transporte y liberacion controlada estan
relacionados con la morfologia de los materiales de soporte o acarreadores. Diferentes
morfologias a escala nanométrica han sido de interés en el estudio de sistemas de liberacion
controlada (Siepmann y Siepmann, 2008). Las estructuras de soporte para la liberacion
controlada de plaguicidas pueden clasificarse como losas, cilindros o esferas. Entre los
soportes en forma de losa, se encuentran las peliculas y las estructuras laminares; los
cilindricos incluyen nanotubos y nanofibras; y las formas esféricas comprenden particulas
inorganicas micro y mesoporosas y capsulas poliméricas (Mattos et al., 2017).

Los mecanismos de liberacién pueden controlarse por difusion o desestabilizacion de
la matriz, dependiendo de las propiedades de los componentes, la distribucion del ingrediente
activo, carga y solubilidad, principalmente (Kaunisto, et al., 2013). Se deben considerar los
sistemas con actividad constante y variable del biocida presente en los diferentes modelos de
liberacion, por ejemplo, entre la liberacion de una sustancia dada de los sistemas de
encapsulamiento y los sistemas en matriz. En el primero, el IA y el material de
encapsulamiento (que controla la velocidad de liberacidn) estan fisicamente separados, lo
que conduce a un efecto de retraso en el perfil de liberacion, debido a la difusion de la
sustancia a través de la cubierta y a medida que el polimero se va descomponiendo. Por otro
lado, en los sistemas matriciales, el 1A y el material de control de liberacion se distribuyen
de manera homogénea, siendo suministrado en mayor medida desde el inicio debido a que
ambos estan facilmente disponibles en las capas externas del sistema, y a medida que pasa el
tiempo, el area superficial como el suministro disminuiran (Kim y Pack, 2006; Mattos et al.,
2017).
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2.4 Materiales

Los nanomateriales utilizados pueden dividirse en inorganicos, organicos o compuestos. Los
materiales inorganicos incluyen metales, ceramicos, sales y materiales de carbono. EIl uso
de materiales naturales como acarreadores son una alternativa con un enfoque ecolégico en
las nuevas formulaciones de plaguicidas. Los materiales utilizados como soporte o
acarreadores pueden derivarse de los recursos naturales o sintetizarse. Existen materiales
naturales como celulosa, lignina, quitina, alginatos y almidon que se destacan por su
sostenibilidad y biodegradabilidad. Ademas, se puede obtener silice biogénica, halloysita e
hidroxidos dobles laminares de los recursos naturales. Estos materiales derivados de la
naturaleza tienen un alto potencial como soportes para sistemas de liberacién controlada
(Mattos et al., 2017).

2.4.1 Halloysita

La halloysita (Hy) es una arcilla cuya férmula quimica es Alx(Si2Os)(OH)a.
Fisicamente es de color blanco, y en ocasiones puede presentarse de color ligeramente rojo.
Es un material en forma tubular, con una estructura bilaminar del tipo 1:1, cuyas laminas
estan formadas por una capa tetraédrica, compuesta de Si y O, y una capa octaédrica,
compuesta de Al, OH y O, principalmente (Figura 2.2). Su composicién le brinda una
cualidad importante que es la dualidad de carga, es decir, la superficie exterior se encuentra
cargada negativamente en un amplio rango de pH debida a los grupos siloxanos, mientras
que el interior permanece cargado positivamente por la presencia de los aluminoles. En los
bordes o extremos se encuentran los aluminoles y silanoles (Si-OH) (Liu et al., 2014). Es un
material menos hidréfilo en comparacion con otras arcillas y silicatos debido a la baja
densidad de grupos OH sobre la superficie externa, por lo que las interacciones entre las
moléculas de Hy son relativamente débiles, lo que las hace facilmente dispersables en agua
(Huang et al., 2016). Dependiendo de sus origenes, su tamafio varia el tamafio de su longitud
y didmetro (Liu et al., 2014; Lvov et al., 2008).

El estudio de la halloysita en mdaltiples aplicaciones ha tomado relevancia
recientemente, ya que es un material abundante en la naturaleza, de bajo costo, ligero,
mecanicamente fuerte y no toxico. Entre las arcillas, la Hy puede considerarse como uno de
los materiales con mayor potencial para los sistemas de liberacion controlada, debido a su
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forma de nanotubo. Estas caracteristicas hacen que la halloysita presente grandes ventajas en
comparacion con otros materiales que han sido utilizados como acarreadores de ingredientes

activos (Lvov et al., 2008).
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Figura 2.2. Estructura de la halloysita.

Las principales caracteristicas fisicas de la halloysita son las siguientes (Liu et al.,
2014; Yang et al., 2019):
i. Longitud: 0.2 -2 pm

ii. Didmetro exterior: 40 =70 nm

iii. Diametro interior: 10—-40 nm

iv. Tamafio de particula promedio en solucion acuosa: 143 nm

v. Area superficial especifica: 22.1 — 81.6 m?/g

vi. Densidad: 2.14 — 2.59 g/cm?®

vii. Capacidad de intercambio cationico: 2 meq/100g

2.4.2 Alginato

El alginato es uno de los polisacaridos mas abundantes proveniente de las algas
marinas. Es un biopolimero aniénico, formado de unidades o bloques de acido L-gulurénico
(G) y de acido D-manuronico (M) unidos entre si por enlaces 1,4-glucosidicos. Las
propiedades fisicas del alginato dependen principalmente del peso molecular y la

composicidn, ya que cada unidad aporta diferentes propiedades al producto final, el bloque
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G aporta dureza y fragilidad, mientras que el bloque M aporta suavidad y elasticidad (Johnson
etal. ,1997). Los grupos carboxilicos presentes a lo largo de las cadenas brindan su caracter
polianionico (Avedafio et al., 2013).

Gracias a que es un material biocompatible, no toxico y biodegradable, resulta
adecuado para multiples aplicaciones como aditivos alimentarios, espesante en cremas,
detergentes, tintas de impresion textil, gelificante y en odontologia como parte de la masa
para impresiones de dientes. Recientemente, diversos estudios han empleado al alginato
como componente de capsulas poliméricas en sistemas de liberacidn controlada de farmacos
y plaguicidas, ingenieria de adsorcidn, remocion de contaminantes e ingenieria de tejidos
(Avedafio, Lépez y Palou, 2013; Chiew et al., 2013).

El alginato forma sales con cationes monovalentes como Na*, y tiene la capacidad de
formar geles hidratados mediante la interaccion con cationes divalentes, generalmente Ca?*,
dando lugar a un entrecruzamiento de su estructura debido a la formacién de enlaces entre
las cadenas adyacentes. El grado de gelificacion depende de la hidratacion del alginato,
concentracion del Ca?" y proporcion del acido gulurénico (Chiew et al., 2014; Funami et al.,
2009).

La estructura quimica del alginato de sodio se muestra en la Figura 2,3.

NaOOC NaOOG NaOOC

OH o’ O &/j\\/o\jﬂ/\ HO
o o NaOOC g \/o o/
OH NaOOC oH NaOOC HO
\ G G J\ M J\ G M J
Bloqluc G BloqLc M Bloqzlc GM

Figura 2.3. Estructura quimica del alginato de sodio.

2.4.3 Materiales compuestos

Los materiales compuestos estan formados por dos o mas materiales de diferente
naturaleza, en donde las propiedades resultantes dependen de las propiedades individuales
de cada componente. Estan integrados por una matriz o fase continua y por un material de

reforzamiento o fase dispersa. (Teti, 2002).
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Los nanocompuestos 0 nanocomposites son compuestos en donde al menos una de las
fases tiene una morfologia a nanoescala. Estos materiales producen una mejora en
propiedades como la estabilidad térmica, propiedades mecéanicas y Opticas, relacion de
superficie, conductividad eléctrica y resistencia quimica (Sen, 2020).

Los nanocompuestos basados en polimeros naturales (bionanocomposites) han
generado un gran campo de estudio para la liberacion de ingredientes activos. Estudios
recientes han utilizado esferas de hidrogel compuestas de alginato con halloysita dispersa en
la matriz polimérica. Se han empleado para la remocidn de contaminantes en sistemas
acuosos, asi como para la portacion y liberacion controlada de ingredientes activos (Chiew
et al., 2014; Cavallaro et al., 2013; Tu et al., 2013), en donde la incorporacion de halloysita
aporta mejoras en las propiedades mecanicas y estabilidad del material.

2.5 Fusarium spp.

Los hongos filamentosos 0 mohos son organismos constituidos por hifas, las cuales
tienen capacidad de reproduccion y ramificacion que en su conjunto se conocen como
micelios. Fusarium spp. es un género de hongos filamentosos que ataca a los cultivos, del
cual se conocen mas de 100 especies. Fue descubierto hace méas de 200 afios y a pesar de eso,
sigue siendo un fitopatdgeno causante de enfermedades en diversas plantaciones alrededor
del mundo. Causa diversas enfermedades en cultivos dependiendo de la especie, siendo el
blanco principalmente plantas de banano, maiz, trigo, papa, entre otras (Babadoost, 2018;
Zhao et al., 2021). Las hifas de este hongo atacan colonizando el tejido de las raices y tallos
de las plantas (Ochoa Fuentes et al., 2012). Algunas de sus micotoxinas o metabolitos
secundarios pueden causar graves dafos a la salud humana y animales si son ingeridas, con
una mortalidad cerca del 90 %, asi como infecciones cutaneas como la onicomicosis, placas
de celulitis, papulas eritematosas y nédulos con necrosis central (Ruiz de Casas et al., 2005;
Zhao et al., 2021).

2.6 Antecedentes

Las nanoformulaciones desarrolladas en el sector farmacéutico han inspirado a los
investigadores a explorar el potencial de las nanoformulaciones mas complejas para el
suministro de pesticidas (Kah y Hofmann, 2014).
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El uso de arcillas en sistemas de liberacion controlada ha generado un gran interés
debido a las propiedades que poseen, como alta &rea superficial, capacidad de intercambio
ionico, propiedades coloidales. Ademas, se ha demostrado que la capacidad de adsorcion de
los plaguicidas es reversible (Singh et al., 2019). Singh et al. (2009) prepararon esferas de
almidon y alginato con caolin y bentonita, conteniendo al fungicida Thiram como ingrediente
activo. La eficiencia de atrapamiento del fungicida fue del 97 %, y se demostré que la
presencia de arcilla en la formulacion retrasé ligeramente la liberacion de Thiram, con una
tendencia a disminuir al aumentar el contenido de la arcilla. El mecanismo de liberacion se
dio por difusion y relajacién de la matriz polimérica.

Los tipos de polimeros considerados para los nanoplaguicidas son similares a los
utilizados en los sectores farmacéutico o cosmético, y consisten principalmente en
polisacaridos (por ejemplo, quitosano, alginatos y almidén), poliésteres (por ejemplo, poli-
g-caprolactona y polietilenglicol). El alginato de sodio se ha utilizado en nanoencapsulados,
en combinacién con quitosano y con acetamiprid como ingrediente activo (Kumar et al.,
2015). También, se ha utilizado en la encapsulacion del insecticida azadiractina, en donde la
formulacién basica (alginato de sodio-azadiractina-agua) tiene buenos resultados en la
liberacion controlada del ingrediente activo, mas aln cuando se incorporaron
aproximadamente el 5 % en peso de biosorbentes como lignina, &cido hdmico y orujo de
oliva, la carga del insecticida se duplicé y se obtuvo una importante contribucién en la
disminucion de la liberacion (Flores Céspedes et al., 2015).

Por otra parte, el TBZ se ha empleado como ingrediente activo en nanoparticulas,
nanofibras y nanoemulsiones. Ding et al. (2011) sintetizaron nanoparticulas de quitosano con
metacrilato de metilo, conteniendo un 28 % en peso de TBZ, con las que se trataron bloques
de madera de pino, protegiendo efectivamente a la madera de la descomposicién bioldgica
cuando se probaron contra G. trabeum, un hongo de podredumbre marrén. Las nanofibras de
celulosa se usaron junto con silice biogéenica para preparar nanocompuestos para la liberacion
controlada de TBZ, en donde el TBZ se adsorbi6 en la silice y posteriormente se mezclaron
las nanoparticulas cargadas con nanofibras de celulosa; los resultados mostraron una
liberacion mas lenta, después de 15 dias se liberd el 95 % utilizando las nanoparticulas de
silice, y entre un 30 y 40 % incorporando las nanofibras, en comparacion con el ingrediente

activo puro.
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En los Gltimos afos, las nanoparticulas tubulares han generado interés en la ciencia de
materiales. La halloysita ofrece una alternativa econémica y eficiente para la liberacion
controlada de plaguicidas. Sus propiedades como morfologia tubular, biocompatibilidad,
fuerza mecanica, disponibilidad natural y bajo costo la convierten en una gran opcion para la
sintesis de bionanocompuestos con una baja carga total y alta eficiencia del ingrediente
activo. Debido a la alta relacion de aspecto de la halloysita y sus dimensiones a nanoescala,
es un excelente material de refuerzo para diferentes polimeros (Liu et al., 2014)

Estudios recientes han utilizado esferas de hidrogel compuestas de alginato con
halloysita dispersa en la matriz polimérica. Se han empleado para la remocion de
contaminantes en sistemas acuosos, asi como para la portacion y liberacion controlada de
ingredientes activos. Cavallaro et al. (2013) sintetizaron esferas de hidrogel compuestas de
Hy y Ag con la finalidad de estudiar la adsorcion en solucion acuosa de violeta de metilo, un
colorante utilizado ampliamente como aditivo en detergentes, fertilizantes, anticongelantes y
en la industria farmacéutica, en donde demostraron que la incorporacién de Hy a la fase
polimérica resulta en una mejora de propiedades en comparacion con las esferas sin Hy, que
las hace eficientes para la remocidn del colorante cargado positivamente en solucion acuosa.
Tu et al., (2013) sintetizaron hidrogeles en forma cilindrica compuestos de Hy, carbonato de
trimetileno, polietilenglicol y Ag, en donde se model¢ la liberacion por difusion de albumina
de suero bovino (BSA), una proteina utilizada como farmaco modelo. Makaremi etal., (2017)
utilizaron la Hy como vehiculo de &cido salicilico, la cual fue incorporada en una matriz
polimérica de pectina para generar peliculas que funcionan como aditivos alimentarios con
actividad antimicrobiana.

Shan et al., (2019) cargaron nanoparticulas de silice mesoporosa con el herbicida
dibromuro de dicuat, en donde se logré incrementar el contenido de carga realizando una
funcionalizacion de dichas nanoparticulas con grupos sulfonatos. Asi, en la agricultura se
encuentra un area de estudio prometedora, en donde materiales como la Hy y Ag han sido
poco estudiados para la sintesis de materiales cargados con ingredientes activos

agroindustriales, como los plaguicidas.
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CAPITULO 3. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

El uso desmedido de productos agroindustriales se ha convertido en una de las
desventajas mas importantes del sector agricola. Actualmente, existen mas de 100,000
formulaciones de plaguicidas que son comercializadas a nivel mundial. Su principal
problemaética es el residuo que resulta de su aplicacion, ya que estan formulados para ser
agregados facilmente sobre los campos de cultivo, en donde factores como la sencilla
aplicacion, alta dispersion en el ambiente y falta de asistencia técnica son determinantes para
que dichos componentes sean afiadidos en exceso, disminuyendo su eficiencia y aumentando
el impacto negativo sobre el ambiente. Estos productos comerciales estan conformados con
altos porcentajes de ingredientes activos, asi como de materiales inertes como solventes y
surfactantes que a su vez pueden llegar a ser ain mas toxicos que el propio ingrediente activo,
los cuales son de gran importancia en las formulaciones ya que son los que proporcionan
estabilidad al producto final y en muchas ocasiones la eficiencia de las marcas depende en
gran medida de estos componentes secundarios.

En su dato mas reciente del afio 2019 la Direccion General de Epidemiologia reporto
mas de 3,000 casos de intoxicacion por plaguicidas en México, en donde la mayoria se trata
de agricultores y personal en contacto directo con su aplicacion. No obstante, en diversos
estudios se han encontrado residuos de plaguicidas en cosechas y seres vivos, los cuales
pueden causar diversas enfermedades severas.

Por lo tanto, son necesarias nuevas alternativas que promuevan el control de estas
sustancias, asi como el uso de materiales naturales, biodegradables y biocompatibles como
son la halloysita y el alginato. Ademas, estudios sobre el uso de dichos materiales como
vehiculos y acarreadores de otro tipo de compuestos, ofrecen una buena perspectiva sobre su
funcionalidad. Los estudios de nuevas formulaciones de liberacion controlada de
farmaceéuticos han generado interés en explorar nuevas areas como la agroindustrial.

En este trabajo se utilizé el fungicida tebuconazol como ingrediente activo modelo. Sin
embargo, se espera gque estos estudios puedan ser extrapolables para la generacion de nuevas
formulaciones con un menor impacto ambiental, ya que este es sélo uno de los mas de 6,400

compuestos que se utilizan como plaguicidas en el mundo.
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La hipotesis planteada es que el uso de surfactantes puede modificar la naturaleza
superficial de la halloysita de hidrofilica a organofilica. Esta modificacion puede permitir la
adsorcion de moléculas no polares como el tebuconazol, generando un vehiculo o acarreador
de este ingrediente activo que, al ser dispersado dentro de una matriz polimérica como el
alginato, puede generar un material compuesto con propiedades mejoradas como producto
final. Los componentes interactian por fuerzas débiles como electrostéticas, puentes de
hidrégeno e hidréfobas, por lo que las condiciones de aplicacion adecuadas del producto
pueden llevar a la liberacion del ingrediente activo. Mas aun, se espera que la incorporacion
del alginato pueda favorecer el control de la liberacion mediante mecanismos como difusién
al exterior o descomposicion del polimero.

El objetivo general de este trabajo es estudiar los factores que intervienen en la sintesis
de una nanoformulacion de tebuconazol encapsulado en materiales biohibridos a partir de

halloysita y alginato, asi como evaluar el producto resultante en diferentes condiciones.

Se plantearon los siguientes objetivos especificos:

1. Modificar la naturaleza superficial de la halloysita.

2. Evaluar la adsorcién de surfactantes de distinta naturaleza sobre la halloysita.

3. Evaluar el tipo de surfactante de modificacion en la capacidad de adsorcion de
tebuconazol sobre las organohalloysitas para encontrar las condiciones dptimas de
modificacion.

4. Encapsular las organohalloysitas cargadas con tebuconazol en capsulas de hidrogel
de alginato.

5. Realizar estudios de liberacion controlada en solucidon simulando condiciones
naturales de pH y temperatura.

6. Evaluar la funcionalidad de la nanoformulacion en condiciones in vitro, en
confrontacion directa e indirecta con Fusarium spp.

7. Comparar el efecto de las nanoformulaciones con un producto comercial.

8. Caracterizar los materiales de partida y resultantes mediante espectroscopia
infrarroja, dispersion de luz dinamica y microscopia electrénica de barrido.

9. Elucidar el mecanismo de interaccion halloysita/surfactante/plaguicida/alginato.

10. Elucidar el mecanismo de accion de las nanoformulaciones.
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CAPITULO 4. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

4.1 Aparatos y sustancias
4.1.1Tebuconazol

Se utilizo el producto comercial Satorius 250, marca Versa. Este se encuentra como
concentrado emulsionable de aceite en agua, con una composicion del 26.57 % en peso de
tebuconazol y el restante de solventes y emulsificantes, equivalente a 250 g de 1.A./L a 20
°C (Grupo Versa). Con la finalidad de obtener un tebuconazol con un mayor grado de pureza
se realizé una evaporacion de los solventes, a una temperatura de 150 °C hasta obtener un
concentrado solido, utilizado para los experimentos de equilibrio y velocidad de adsorcion.

Se utiliz6 Tebuconazol grado reactivo marca ChemCruz para la preparacion de los
estandares de la curva de calibracién y sintesis de los materiales. Este compuesto funge como

ingrediente activo de la formulacidn sintetizada.

4.1.2 Halloysita

Se utiliz6 una halloysita en nanopolvo comercial obtenida a través de Sigma Aldrich,
por lo que no se requirid algun pretratamiento para la experimentacion. Fisicamente es un
polvo de color blanco, con una estructura nanotubular, en donde el diametro externo va de
los 30 alos 70 nm, y la longitud de 1 hasta 3 um, de acuerdo con los datos de la ficha técnica
del fabricante. Este material funciona como componente y vehiculo del ingrediente activo en

la formulacién.

4.1.3 Fusarium spp.

El Fusarium spp. utilizado para las pruebas de funcionalidad de las nanoformulaciones
en medio solido se tomé del cepario de hongos de la Facultad de Agronomia y Veterinaria,
perteneciente a la Universidad Autonoma de San Luis Potosi (UASLP). Se distingue

fisicamente por la formacion de micelios de color rosado durante su crecimiento
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4.1.4 Otros reactivos

El resto de los reactivos utilizados en esta Tesis, asi como los proveedores se enlistan

en la Tabla 4.1.

Tabla 4.1 Reactivos utilizados.

Reactivo Marca
Alginato de sodio Golden Bell
Cloruro de Calcio J. T.Baker

Bromuro de hexadecil trimetil amonio _ _
(HDTMA) Sigma Aldrich

Tween 80 Sigma Aldrich

Tween 85 Sigma Aldrich

Span 20 Sigma Aldrich

Span 80 Sigma Aldrich

Hidroxido de Sodio Fermont
Acido Nitrico Fermont
Brilliant Blue G-250 Sigma Aldrich

Etanol Absoluto Karal
Acido Fosforico Fermont
Acetonitrilo Tedia
Acido Acético J.T.Baker
Agar Dextrosa y Papa BDBioxon

4.1.5 Equipos

Cada uno de los equipos utilizados en este trabajo se muestran en la Tabla 4.2, asi como

sus especificaciones y aplicaciones.
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Tabla 4.2. Equipos de laboratorio utilizados.

Equipo Marca Modelo Aplicacion
] Identificar los grupos
Espectrofotometro _ ) ) ) )
) . ThermoFisher Nicolet iS10  funcionales de los materiales
infrarrojo
naturales y resultantes.
Espectrofotometro Cuantificar la concentracion
de absorcion UV- Shimadzu UV-1900 de surfactantes en solucion
Vis acuosa.
Cromatografo de o y
o ) Cuantificar la concentracion
Liquidos de alta Alliance Waters 2695 N
y de TBZ en solucion acuosa.
resolucion
] Determinar el tamario de
; Zetasizer Nano . .
Zetametro Malvern Sz particula de la halloysita
natural y modificada.
. ) Medir la masa de los reactivos
Balanza analitica Shimadzu AUW220D )
y materiales
Potenciometro con ) )
_ Thermo Orion Star Determinar el pH de las
electrodo medidor S )
Scientific Alll soluciones
de pH
Homogenizar las soluciones
Orbital Shaker DLAB SK-0330-Pro  en los adsorbedores en lote y
favorecer la adsorcion
Suministrar energia a través
Procesador )
. ) de una punta de ultrasonido
ultrasonico de alta Sonics VC750 ) »
) para favorecer la dispersién de
densidad ) )
arcilla en alginato.
Suministrar energia a través
Bario de de un bafio de ultrasonido
) ELMA S25H
ultrasonido

para favorecer la dispersién de

arcilla en alginato.
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Tabla 4.2. Equipos de laboratorio utilizados (continuacion).

Equipo Marca Modelo Aplicacion
Microscopio ]
o . Observar la morfologia
electronico de Phillips XL30 o i
) superficial de los materiales
barrido
Estufa de Secar los materiales después
) BINDER FD-240
Calentamiento de los lavados.
Agitacion magnética en los
Placa de agitacion experimentos de cinéticas de
o DLAB MS-44-S-10 3 3
multiple adsorcion/desorcion y en la
sintesis de materiales.
Recircular el agua dentro del
Recirculador PolyScience 8206 bafio para mantener la
temperatura constante.
) Fisher FWO02-80B- Observar el crecimiento de
Estereoscopio L o
Scientific 2667 esporas en medio sélido
Mantener aislados y a
temperatura constante los
Incubadora Sympony VWR ) o
experimentos de crecimiento
de Fusarium
Esterilizar los materiales con
Autoclave EVAR EV-26 contenido biolégico antes y

después de utilizarlos.

4.2 Modificacion de halloysita a organohalloysita

4.2.1 Equilibrio de adsorcidn de surfactantes sobre halloysita

Con el objetivo de generar materiales con mayor afinidad al plaguicida, a los cuales se
les denomind organohalloysitas (OHy), se modific6 la halloysita natural mediante 5
surfactantes diferentes: HDTMA, TW80, TW85, SP20 y SP80, cuyas caracteristicas
principales se describen en la Seccion 2.4.
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Para estimar las concentraciones de modificacion, primero se determino el equilibrio
de adsorcion en un adsorbedor de lote como el mostrado en la Figura 4.1. Este consistio en
tubos de centrifuga de 50 mL (1), dentro de los cuales se pusieron en contacto las soluciones
de surfactantes (2) y la halloysita (3). Los tubos se colocaron en una gradilla'y se sumergieron
en un bafo de agua (4) con un recirculador (5) para mantener la temperatura del sistema

constante.

(3 ol

Figura 4.1. Esquema representativo del adsorbedor de lote.

Inicialmente, se prepararon 50 mL de soluciones de 0.5 a 150 mmol/L de cada uno de
los surfactantes, en agua para el caso de los hidrofilicos (HDTMA, TW80 y TW85) y en
etanol al 30 % para los lipofilicos (SP20 y SP80). Enseguida se pesaron 0.5 g de halloysita
por cada solucidn preparada, se colocaron en tubos de centrifuga y se afiadié 40 mL de dichas
soluciones, dejando los 10 mL restantes para el analisis de la concentracion inicial. Se dejaron
en contacto durante 7 dias para asegurar el equilibrio y se colocaron diariamente en un
agitador orbital durante 30 minutos para mantener homogéneas las soluciones. Al final se
tomo6 una alicuota de cada solucién, se filtraron para eliminar la presencia de solidos
suspendidos y se cuantificaron las concentraciones iniciales y finales mediante UV-vis. La
cantidad de surfactante adsorbido se calculé con un balance de masa representado por la

siguiente Ecuacién:

\%
q= B(CO'Ce) (41)
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En donde:
q = Masa de surfactante adsorbido sobre la arcilla, mmol/g.
V = Volumen de la solucion, L.
m = Masade arcilla, g.
Co = Concentracion inicial de surfactante en la solucion, mmol/L.
Ce = Concentracion en el equilibrio de surfactante en la solucién, mmol/L.

4.2.2 Preparacion de las organohalloysitas

Con base en los datos de equilibrio de adsorcidn, se seleccionaron tres concentraciones
diferentes para cada uno de los surfactantes, las cuales se muestran en la Tabla 4.3 con el
objetivo de evaluar cada una de las zonas de las isotermas en la adsorcion de TBZ.

Para la modificacién se colocaron 3 g de halloysita con 240 mL de cada una de las
soluciones matraces Erlenmeyer de 250 mL, dejandolos en contacto con agitacion magnética
durante tres dias a temperatura ambiente. Posteriormente se retird la agitacion para
sedimentar el material, se separ6 por decantacion y se lavd tres veces con agua desionizada
para retirar el exceso de surfactante. Finalmente, se colocé en una estufa a 30 °C durante 24
horas para secar el material resultante y se almaceno en bolsas herméticas para su posterior
uso. La nomenclatura de los materiales resultantes se estableci¢ utilizando la abreviatura del
adsorbente, Hy, seguido una diagonal invertida, \, un namero que representa la concentracién
en mmol/L a la cual se realiz6 la modificacion y finalmente el surfactante utilizado; por
ejemplo, la halloysita modificada con una solucion de HDTMA a una concentracion de 5
mmol/L, su etiqueta es HY\SHDTMA.

Tabla 4.3 Concentraciones de modificacion (mmol/L).

Surfactante Solvente  Concentracion 1 Concentracion 2 Concentracion 3

HDTMA Agua 5 30 80
TW80 Agua 5 15 80
TW85 Agua 2 10 80
SP20 Etanol 30% 5 20 80
SP80 Etanol 30% 5 20 80
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4.2.3 Método de andlisis de surfactantes en solucién acuosa.

La cuantificacion de surfactantes en solucion acuosa se realizd mediante UV-vis, con
el método de Bradford, el cual es una técnica colorimétrica utilizada para el analisis de
proteinas en solucion y que se adapté de forma analoga para cada uno de los surfactantes
utilizados (Rabilloud, 2018).

El primer paso es preparar un agente indicador conocido como reactivo Bradford, de
acuerdo con lo siguiente:

i)  Agregar 100 mg del reactivo Brilliant Blue G-250 en 50 mL de etanol

i) Afadir 100 mL de acido fosférico al 85 % m/v, y agitar hasta disolver completamente.

iii)  Mantener la solucion en agitacion durante 24 horas para asegurar la méxima
disolucion.

iv) Aforaral L yalmacenar atemperatura de 4 2C para su posterior uso.

Una vez preparado dicho reactivo, el procedimiento para realizar la lectura de las
concentraciones consta de los siguientes pasos:

i)  Preparar estandares que contengan de 20 a 200 mg de proteina o surfactante por mL.

i) Diluir las muestras a una concentracion estimada dentro del rango mencionado.

iii)  Filtrar el reactivo Bradford necesario con papel filtro Whatman 1.

Iv)  Agregar 5 mL de reactivo Bradford en 1 mL de muestra y agitar levemente durante 5
minutos.

v)  Registrar el blanco y medir la absorbancia de las muestras a 595 nm.

4.3 Carga del Ingrediente Activo
4.3.1 Equilibrio de adsorcién de tebuconazol sobre organohalloysitas

Se evaluo el equilibrio de adsorcion de TBZ sobre las organohalloysitas en un intervalo
de 1 a 200 mg/L. Se utilizé el procedimiento y el adsorbedor de lote ya mencionados
anteriormente, en donde se pusieron en contacto 0.4 g de organohalloysita con 40 mL de
soluciones concentraciones iniciales conocidas de TBZ en etanol al 30 %. Se tomaron
alicuotas de las soluciones al inicio y al final del experimento, se filtraron y se analizaron
mediante HPLC para medir la concentracion. Se utilizd nuevamente la Ecuacion 4.1 para

calcular la cantidad de TBZ adsorbido sobre los materiales.
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4.3.2 Velocidad de adsorcién de tebuconazol sobre organohalloysitas

Se evalud la velocidad de adsorcion de TBZ sobre las organohalloysitas colocando 1 g
de cada una de ellas en contacto con una solucion de 50, 100 y 200 mg/L de TBZ, se
colocaron en agitacion magnética y se tomaron alicuotas en diferentes intervalos de tiempo.
Posteriormente se filtraron las muestras y se analiz6 la concentracion para determinar el

tiempo que tardaba en llegar al equilibrio.

4.3.3 Preparacion de las organohalloysitas cargadas con tebuconazol

Se cargaron las organohalloysitas con el ingrediente activo dejando en contacto 2 g de
cada una de ellas con 200 mL de solucién de 200 mg/L de TBZ en etanol al 30 %. Estos se
mantuvieron en agitacibn magnética durante un dia, para asegurar el equilibrio y a
temperatura ambiente. Pasado este lapso, se dej6 sedimentar la organohalloysita cargada con
TBZ y se separ6 por decantacion, se lavo con agua desionizada para eliminar el exceso de
solucion y se dejo secando en una estufa a 30 °C durante 24 horas. Finalmente se almacenaron

en bolsas herméticas para su posterior uso en la sintesis de la formulacién.

4.3.4 Método de analisis de tebuconazol en solucion.

La cuantificacion de TBZ se llevé a cabo mediante Cromatografia Liquida de alta
resolucion (HPLC). Cada una de las muestras fueron filtradas previamente con membranas
de nylon para eliminar cualquier residuo sélido. La longitud de onda a la cual se analiz6 fue
de 221 nm. La fase movil consistié en 50 % de acetonitrilo y 50 % de &cido acético al 1 %
v/v, con un flujo de 1 mL/min. El tiempo de retencidn al cual se detect6 el TBZ fue a los 2.63

min.

4.4 Sintesis de esferas de hidrogel

Las capsulas biohibridas de alginato/halloysita con tebuconazol como ingrediente
activo de sintetizaron mediante un método de goteo, de acuerdo con el siguiente

procedimiento:
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Se preparo una solucion de alginato de sodio al 2 % en peso, con agitacion magnética
y a 60 °C para lograr la solubilizacion. Simultaneamente, se prepararon 25 mL una
suspension de organohalloysita cargada previamente con TBZ (Seccién 4.3.3) al 2 % en peso,
la cual fue sumergida en un bafio de ultrasonido durante 30 minutos y se mantuvo en agitacion
magnética a temperatura ambiente durante 24 horas. El siguiente paso fue agregar lentamente
el mismo volumen de la solucion de alginato de sodio a la dispersion de Hy en agitacion.
Enseguida se sometieron a una punta procesadora de ultrasonido para favorecer el mezclado
y la dispersion de la arcilla en la fase polimérica, durante 10 minutos de forma intermitente
(10 segundos encendido y 10 segundos apagado) para evitar el sobrecalentamiento y a una
amplitud del 40 %. Después de mantener en agitacion magnética durante tres dias, se
agregaron 20 mL de dicha suspension en una bureta y se goted lentamente en 150 mL de una
solucion de CaClz al 2 % para formar las esferas, con agitacion magnética moderada (130
rpm) para favorecer la geometria esférica, manteniendo una distancia de 2 cm entre la
superficie de la solucién y la boquilla de la bureta. La mitad de las capsulas sintetizadas se
mantuvieron hidratadas y se almacenaron en recipientes con agua desionizada para su
posterior uso, mientras que la otra mitad se deshidrataron dentro de una estufa de
calentamiento a 30 °C durante 24 horas y se almacenaron en bolsas herméticas para su

posterior uso. La Figura 4.2 muestra el diagrama representativo de la sintesis.

TBZ/OHy 2 % + alginato 2 %

i

Agitacion magnética

CaCl, 2%

Figura 4.2. Esquema de sintesis de esferas.
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4.5 Caracterizacion de materiales
4.5.1 Espectroscopia Infrarroja

La espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) es una técnica que
permite identificar los grupos funcionales de un material. Se basa en la excitacion de las
moléculas cuando absorben radiacion infrarroja, presentando dos tipos de vibraciones, de
estiramiento y deformacion.

Como primer paso, se realizd un espectro sin muestra, o blanco, para eliminar
interferencias presentes en el aire, como la humedad o diferentes gases, incluido el CO2. Para
el andlisis de la muestra, se colocd una pequefia cantidad de arcilla en el area sefialada,
asegurandose que cubriera completamente y que la punta del ATR quedara en contacto justo
encima de la muestra. Finalmente, se procedié a realizar el analisis mediante el software
OMINIC. La punta y el portamuestras se limpiaron con alcohol isopropilico entre cada una
de las corridas. La identificacion de los grupos funcionales se realizé comparando las bandas

obtenidas en el espectro con bandas caracteristicos de grupos funcionales.

4.5.2 Microscopia electronica de barrido

El Microscopio Electrénico de Barrido (MEB o SEM por sus siglas en inglés) es una
técnica con la cual es posible visualizar una imagen de alta resolucion de la superficie de una
muestra mediante las interacciones de electron-materia. Se utiliza un haz de electrones en
lugar de un haz de luz para formar las imagenes.

Se observd la morfologia de los materiales resultantes mediante el microscopio
electronico de barrido (SEM) Phillips, modelo XL30. EIl analisis se realizd colocando una
esfera hidratada partida por la mitad. Se colocé una porcion del material sobre portamuestras
de aluminio con pelicula de doble cara con carb6n conductor y adherente, y posteriormente
se recubrid con carbon para proporcionar conductividad eléctrica a las muestras, y de esta
manera eliminar cargas estaticas durante la observacion. Los detalles topogréaficos de la
superficie de las particulas se obtuvieron a través de un detector de imagen de electrones

secundarios, con un voltaje de aceleracion 30 Kv, a 1800 y 5000 aumentos.
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4.5.3 Dispersion de luz dinamica

La dispersion de luz dindmica (DLS) es una técnica que permite medir el tamafio y la
distribucion de tamafio de moléculas y particulas disueltas o dispersas en la region
nanométrica y algunos micrometros. Esta técnica se basa en el movimiento Browniano de las
particulas que se encuentran en suspension, en donde este movimiento hace que las moléculas
dispersen la luz laser en diferentes intensidades. Asi, la velocidad puede ser relacionada con
el tamafio de particula.

Se utiliz6 un zetdmetro marca Malvern, modelo Zetasizer Nano ZS. Se dispersaron
0.01 g de Hy y OHys en 50 mL de agua desionizada con ayuda de una punta de ultrasonido
para asegurar una completa suspension de arcilla en la solucion, ajustando los siguientes
parametros en la pantalla del controlador: 40% de amplitud, duracion de 10 minutos y pulso
de 10 segundos para encendido y apagado. Para el analisis se coloco la muestra dentro de una
celda de cuarzo, enseguida se introdujo dentro del zetdmetro para determinar el tamafio de
particula de cada una de las muestras.

4.6 Evaluacion de las nanoformulaciones
4.6.1 Liberacién de tebuconazol en solucién acuosa

La liberacion del ingrediente activo se llevd a cabo en una solucion buffer de NaOH y
HNO3 0.1 N, a pH de 3. Se pusieron en contacto 0.1 g de material con 100 mL de solucion
buffer, que se mantuvieron en agitacion magnética durante 7 dias. Se tomé una alicuota de 1

mL diariamente para analizar la concentracion de tebuconazol liberado.

4.6.2 Confrontacion de Fusarium spp vs nanoformulaciones en PDA

Se evaluo el crecimiento de Fusarium spp. en agar papa dextrosa (PDA), un medio
solido, y en caldo de papa dextrosa, un medio liquido. Ambos son medios de crecimiento de
cultivos microbioldgicos bastante comunes y se utilizan principalmente en hongos
filamentosos y levaduras.

La preparacion del PDA se realizo de la siguiente manera: Se pesaron 39 g de agar
dextrosay papa comercial, marca BDBixion, y se solubilizaron en un litro de agua. Enseguida

se esterilizé en un Autoclave a 121 °C durante 15 minutos. Finalmente, se dejo6 enfriar a 50
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°C aproximadamente y se vaciaron 25 mL del medio en cajas Petri, que se dejaron enfriando
y secando para solidificar dentro de una campana de seguridad esterilizada.

Una vez preparado el medio, se inoculé una muestra de micelio de Fusarium
colocandola en la parte central de la caja Petri que contenia el PDA. La confrontacion en
medio solido fue evaluada de dos formas: la primera colocando dos esferas en contacto con
la cepa, y la segunda con dos esferas sin contacto con el hongo, separados entre si a 1 cm de
distancia. La evolucion del indculo se observo diariamente con un estereoscopio marca Fisher
Scientific modelo FW02-80B-2667. Este procedimiento se realizé de forma analoga para

cada uno de los materiales humedos y secos.
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CAPITULO 6. CONCLUSIONES

Se logro sintetizar una formulacion novedosa con tebuconazol como ingrediente activo,
en donde el uso de materiales a escala nanométrica, naturales y biocompatibles resulto en un
material funcional para contrarrestar el crecimiento de Fusarium spp. en condiciones in vitro.

El estudio del equilibrio de adsorcién de surfactantes para la modificacion superficial
de la halloysita demostré una mayor afinidad entre los compuestos mas lipofilicos con la
arcilla. Los datos experimentales se ajustaron con el modelo de Langmuir bimodal mediante
el cual se relaciona cada una de las zonas de la isoterma con la adsorcion de los surfactantes
en forma de monocapa y bicapa micelar.

El anélisis de dispersion de luz dindmica denotd un aumento en el tamafio de particula
de la haloysita modificada en comparacion con la natural, lo cual se atribuy0 a la presencia
de surfactante sobre la superficie. M&s adn, el aumento significativo del tamafio en los
materiales modificados con HDTMA sugirieron la formacion de agregados debido a la
hidrofobicidad del material, en donde el tamafio de particula aumento considerablemente. En
cuanto a los surfactantes no ionicos, se descartd la presencia de agregados en las particulas
debido a que el tamafio aumento ligeramente en comparacion con la halloysita natural.

La espectroscopia infrarroja permitio corroborar la presencia de los surfactantes en la
estructura de las organohalloysitas y atribuir las interacciones que pueden estar presentes
entre los componentes, las cuales son fisicas como enlaces por puente de hidrogeno,
electrostaticas, e hidrofébicas Asi mismo, se pudo comprobar la presencia de tebuconazol
después del proceso de adsorcion del plaguicida sobre las organohalloysitas, asi como de
cada uno de los componentes en la formulacion final.

La mejora en la retencién de tebuconazol sobre la estructura de las organohalloysitas
se logré gracias a la modificacion de la halloysita mediante el uso de surfactantes. La
diferente naturaleza y escala de hidrofobicidad tuvieron efecto sobre la capacidad de
adsorcion del plaguicida, en donde se demostro que una mayor hidrofobicidad resulta en una
mayor cantidad adsorbida. Asi mismo, el surfactante cationico HDTMA tuvo un gran efecto
sobre la adsorcion. No obstante, el estudio del efecto de la concentracion de modificacion
demostrdé que no existe un aumento significativo en la adsorcion de tebuconazol adsorbido
entre la zona atribuida a una monocapa y la zona de bicapa o admicela. Esto se relaciona
con la orientacion de las moléculas de surfactantes, en donde el comportamiento micelar no
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genera una relacion directa entre el aumento de cantidad adsorbida y el aumento de sitios no
polares de adsorcion.

Los estudios de liberacion de tebuconazol en solucién acuosa demostraron este proceso
no se pudo llevar a cabo debido a la estabilidad de las capsulas en solucion acuosa, en donde
el entrecruzamiento del alginato, asi como la presencia de iones Ca?* y surfactantes en la red
del material compuesto impedian la liberacion del plaguicida al medio, siendo favorecido
este comportamiento con la baja solubilidad del tebuconazol en agua. No obstante, el
crecimiento de Fusarium spp. en condiciones in vitro se vio desfavorecido cuando se le
afiadié tanto la formulacion comercial, como las nanoformulaciones. A pesar de que la
evaluacion fue cualitativa, se pudo observar un menor crecimiento del hongo fitopatogeno
cuando se le afiadieron materiales con una mayor carga de plaguicida, con lo que se demostro
que la cantidad de ingrediente activo en las nanoformulaciones tiene efecto sobre su
aplicacion, siendo consideradas mas efectivas las formulaciones con una mayor carga de
TBZ, es decir Hy\20S20\Ag y HY\30HDTMA\Ag.

De acuerdo con lo anterior, se concluy6 que el mecanismo de accién en medio solido
no se lleva a cabo por liberacion del ingrediente activo, sino por contacto directo con el
hongo. Por otra parte, con el microscopio electronico de barrido se observd que la
composicion de Si se encontraba perfectamente dispersa a través de la zona analizada, con lo
que se corrobor6 el modo de accién por contacto debido a que al estar presente la arcilla en
toda la matriz polimérica, desde el centro hasta la superficie exterior de la nanoformulacion,
por consiguiente, también el plaguicida.

Finalmente, son necesarios mas estudios para lograr la consolidacién del material, es
decir, pruebas de liberacion del plaguicida en diferentes medios. Por ejemplo, la evaluacion
de las nanoformulaciones en medio liquido puede ser un buen caso de estudio para evaluar
cuantitativamente la efectividad del material. Ademas, la evaluacion in situ proporcionaria
una mejor perspectiva sobre como actuan los materiales sintetizados en comparacion con el
producto comercial, ya que las condiciones de los campos de cultivo suelen ser muy distintas
a los medios que se preparan in vitro a nivel laboratorio. Ademas, el aumento de factores
externos puede llevar a cambios interesantes en el comportamiento de las capsulas
sintetizadas, teniendo efectos diferentes sobre la estabilidad, hidratacion, mecanismo de

liberacion y efectividad.
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GLOSARIO

Ag
Ce
Cs

DLS
FTIR
HDTMA
Hy

k1

k2

OHy
PDA

Ccal

Qexp

gm1

Om2
S20

S80
SEM
T80
T85
TBZ

Alginato

Concentracion del soluto en el equilibrio, mmol/L, mg/L

Concentracion del soluto en el equilibrio cuando el primer conjunto de sitios
esta saturado, mmol/L.

Dispersion de luz dinamica

Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier

Bromuro de hexadecil trimetil amonio

Halloysita

Constante relacionada a la afinidad entre el adsorbato y el adsorbente, L/mg.
Constante relacionada a la afinidad entre el adsorbato y el primer conjunto
de sitios, L/mmol.

Constante relacionada a la afinidad entre el adsorbato y el segundo conjunto
de sitios, L/mmol.

Numero de datos experimentales

Organohalloysita

Agar, papa y dextrosa

Masa de soluto adsorbido por unidad de masa del adsorbente, mmol/g, mg/g.
Masa calculada a partir del modelo de ajuste, mmol/g, mg/g.

Masa adsorbida determinada experimentalmente, mmol/g, mg/g

Maéxima capacidad de adsorcion, mg/g.

Maéxima capacidad de adsorcion en el primer conjunto de sitios, mmol/g.
Maéxima capacidad de adsorcion en el segundo conjunto de sitios, mmol/g.
Span 20

Span 80

Microscopio electronico de Barrido

Tween 80

Tween 85

Tebuconazol
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