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Resumen: En este trabajo se ha estudiado el comportamiento quimico del herbicida profoxidim y de su formulado Aura.
Los resultados muestran que en ambas sustancias la degradacion del herbicida es muy rapida con tiempos de vida me-
dia inferiores a un dia, por lo que sera poco probable encontrar este herbicida en el medio ambiente. El estudio de sus
productos de degradacion nos permitié identificar productos resultantes de su isomerizacion y su oxidacién. También,
se ha observado que el perfil y evolucion de estos compuestos va a depender en gran medida de la formulacién y las
condiciones ambientales. Ademas, se realizaron bioensayos de germinacién de semillas para determinar el efecto del
profoxidim en el crecimiento de raiz y coleoptilo de la especie Echinochloa crus-galli (L.) Beauv. Se obtuvieron las curvas
dosis-respuesta de este herbicida y se calcularon los valores de EC.
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1. INTRODUCCION

| herbicida profoxidim pertenece a la familia de las ciclohexanodionas (herbicidas inhibido-

res de la ACCasa) para el control de malas hierbas en el cultivo del arroz. Su producto formu-

lado y comercializado por la empresa BASF es Aura, y contiene 200 g L' de sustancia activa.

Esta familia de herbicidas se caracteriza por una rdpida degradacién en el medio con el fin de
disminuir sus residuos en suelo y agua (Sevilla-Mordn et al., 2014, Bridges et al., 1991). Estudios
previos de herbicidas de esta familia demuestran que su principal ruta de degradacién en agua es
la fotolitica, presentando vidas medias de fotodegradacién de horas o minutos (Sandin-Espafia et
al., 2013; Sevilla-Mor4n et al., 2014).

Una vez aplicado en el cultivo de arroz, el profoxidim puede degradarse en el agua por fac-
tores abidticos, principalmente la luz y la temperatura, dando lugar a la formacién de productos
de transformacién. En general, los productos de degradacién son dificiles de detectar, ya que no
se dispone de patrones analiticos de todos ellos para identificarlos y se encuentran en dosis bajas.
Ademids, en muchos casos, su naturaleza dificulta su andlisis (Sandin-Espana et al., 2015a).

Por otra parte, en muchas ocasiones, los estudios de laboratorio se llevan a cabo con la
sustancia activa, por lo que se dispone de poca informacién sobre el comportamiento del com-
puesto formulado que es el que se aplica en el cultivo. Sin embargo, las sustancias co-formulantes
podrian afectar al comportamiento de la sustancia activa y a los productos de degradacién que
se forman (Sevilla-Mordn et al., 2017), por lo que es de gran interés la realizacién de estudios de
comportamiento con el formulado.

En este contexto, uno de los objetivos del presente trabajo fue comparar el comportamiento
quimico del herbicida profoxidim y su formulado Aura en cdmara de crecimiento en condiciones
reproducibles con pardmetros controlados, simulando condiciones ambientales de campo. Por
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otra parte, se ha realizado un estudio comparativo de la evolucién de los productos de degra-
dacién formados que se han detectado con ambas sustancias. Otro objetivo de este estudio fue
determinar la curva dosis-respuesta del profoxidim en la especie de mala hierba Echinochloa crus-
galli (L.) Beauv., de gran importancia en el cultivo del arroz.

2. MATERIAL Y METODOS

2.1. Comportamiento quimico del profoxidim y su formulado Aura. Para es-
tudiar el comportamiento quimico de las sustancias profoxidim y Aura se pusieron disolu-
ciones acuosas de ambas sustancias en placas Petri con una concentracién de 17 mg L', que
corresponde a la dosis de campo (1 L Ha™), y se colocaron en cdmara de crecimiento con unas
condiciones éptimas para el crecimiento de la mala hierba Echinochloa spp. Dichas condicio-
nes consisten en un fotoperiodo y termoperiodo de 16 horas de luz (Luminosidad: 210-230
#Em=s7) a 30£1°C y 8 horas de oscuridad a 20+1°C, y una humedad relativa de 70-80%. A
diferentes dias, se tomaron alicuotas de 100 #L de las placas Petri y se analizaron mediante
cromatografia liquida con detector de diodo-array (Agilent Technologies, series 1200) para
determinar la concentracién existente en cada momento del herbicida asi como los productos
de degradacién que se van formando a medida que desaparece la sustancia activa. Se tomaron
muestras durante siete dfas. Para realizar estos estudios nuestro grupo de investigacién desarro-
116 dos métodos analiticos. El primer método, empleado tinicamente para el estudio cinético
de degradacién del profoxidim, fue un método isocrtico empleando acetonitrilo/agua 90/10
(0,1% 4cido férmico). El segundo método cromatogréfico, desarrollado para la deteccién de
los productos que se forman, fue un método en gradiente desde el 23% al 90% de acetonitrilo
y una duracién de 35 minutos.

En ambos métodos la columna empleada para la separacién de los compuestos fue una co-
lumna en fase reversa C18 Water Atlantis T3 de 4,6x150 mm, y el volumen de inyeccién de 50
#L. La longitud de onda éptima para el profoxidim fue de 254 nm.

2.2. Curva dosis-respuesta con profoxidim en Echinochloa crus-galli (L.)
Beauv. Ademis, se estudi6 la respuesta de la especie de mala hierba Echinochloa crus-galli (L.)
Beauv. a diferentes concentraciones de la sustancia activa profoxidim, mediante un bioensayo de
germinacion en placa Petri, en cdmara de crecimiento. El bioensayo se llevé a cabo con una solu-
cién madre de 5 mg L' de profoxidim a partir de la cual se elaboraron las siguientes diluciones:
0-0,005-0,01-0,02-0,05-0,1- 0,5 - 1 mg L' de la sustancia activa, basadas en un «scree-
ningy preliminar en laboratorio para mostrar el pardmetro bioldgico mds sensible a la accién del
herbicida. En cada placa se colocaron 50 semillas de una poblacién de Echinochloa crus-galli (L.)
Beauv. sobre dos discos de papel de filtro. Las placas con las semillas se mantuvieron cerradas
durante 3 dias, transcurridos los cuales se abrieron y se pasaron a una bandeja con papel de filtro
humedecido que se cubrié con pléstico transparente para mantener la humedad y para que el
coleoptilo tuviera espacio para su crecimiento, y se cuantificaron los efectos en el crecimiento
de la radicula y el coleoptilo de las plantas a los 8 dias. El bioensayo se llevé a cabo en cdmara
de crecimiento bajo las mismas condiciones de iluminacién, temperatura y humedad relativa
descritas anteriormente.

Los datos de crecimiento de raiz y longitud de coleoptilo de la especie de mala hierba objeto
del estudio se ajustaron a un modelo log-logistico (Seefeldt et al., 1995). Se obtuvo la ecuacién
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de Seefeldt, comtinmente utilizada en los bioensayos para describir las relaciones dosis-respuesta
entre planta y herbicida. La expresién matemdtica utilizada que relaciona la respuesta Y con la
dosis de herbicida X es:

LOG-LOGISTIC:  Y=C+ ((D-C)/ (1+exp (b *LOG (X)-LOG (EC,;+1)))))

Donde C es la asintota menor, D la asintota mayor, b la pendiente de la curva alrededor de
la ECSO,

Todos los andlisis fueron realizados utilizando Statgraphics Plus v.5.0 software (Copyright ©
1994-2000 Statistical Graphics Corp. STATPOINT Technologies, Inc. USA).

y EC, es la dosis a la que obtenemos un 50% de la respuesta.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Comportamiento quimico del profoxidim y su formulado Aura. La figura 1
muestra la cinética de degradacién de la sustancia activa profoxidim y su formulado Aura du-
rante 7 dfas. En ambos casos, las cinéticas se ajustan muy bien a una cinética de primer orden
(12 20,99). En primer lugar, se puede observar que la degradacién del herbicida en ambos casos
es relativamente rdpida. La vida media para la sustancia activa pura fue de 0,90 dfas. Sin em-
bargo, la vida media de la sustancia activa en el formulado es inferior, 0,23 dias, acelerdndose
su disipacién. Este efecto podria atribuirse a la presencia de adyuvantes con grupos aromdticos
que podrian actuar como fotosensibilizadores (Sevilla-Mor4n et al., 2017). En paralelo, se reali-
z6 un estudio en oscuridad, mostrando una minima disipacién del herbicida por lo que la ruta
principal de degradacién es la fotolitica. Esta ruta de degradacién también se ha observado que
es la principal para otros herbicidas de la familia de las ciclohexanodionas (Sandin-Espana et al.,
2015a; Sevilla-Mordn et al., 2014).
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Figura 1. Degradacion del profoxidim (1a) y su formulado Aura (1b) en camara de crecimiento.

Con respecto a los productos de degradacién formados, en estudios previos en laboratorio
en aguas naturales (datos no publicados) se identificaron hasta 7 metabolitos mediante HPLC-
Qtof-MS. Los compuestos detectados en el presente estudio se compararon con los compuestos
identificados anteriormente. En las condiciones de degradacién en cdmara solamente se han
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detectado 3 productos a concentraciones significativas de los identificados previamente, siendo
los 4 restantes encontrados a niveles traza tanto en la sustancia pura como en el formulado. Estos
3 compuestos son el resultado de reacciones de isomerizacion de la forma £ al isémero Z (P3),
y la oxidacién del 4tomo de azufre tanto en el isémero E como en el Z, formdndose los corres-
pondientes sulféxidos (P1 y P2). En la figura 2a se muestra el cromatograma de la degradacién
de profoxidim a las 48 horas en cdmara y en la figura 2b la estructura quimica de las moléculas
detectadas. Todos estos compuestos son mds polares que el profoxidim, aumentando su solubili-
dad en agua. La proporcién en la que se encuentran estos compuestos en las muestras analizadas
de profoxidim puro y formulado son diferentes disminuyendo la proporcién de sulféxidos en el
formulado. Esto puede ser debido a que los compuestos presentes en el formulado influyen en la
degradaci6n de los metabolitos y/o en los mecanismos de reaccion.

30 2a
P2

E-profoxidim
P1 L
30 35

tg (min)

N
[&]

N
o

Absorbancia (UA)
S @

[é)]

o

2b

" "%ﬁu o

[-protorydim hemere I [FI]

E:dudfomide [F1) I-Sadfanide (FL)

Figura 2. 2a) Cromatograma HPLC-DAD (A=254 nm) de la muestra degradada de profoxidim a las 48 horas;
2b) Estructura quimica de los productos de degradacion detectados en la degradacion de profoxidim puro y
profoxidim formulado.
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3.2. Curva dosis-respuesta con profoxidim en Echinochloa crus-galli (L.)
Beauv. Respecto a los bioensayos de germinacién, podemos observar como hubo efecto fito-
toxico significativo por la aplicacién de distintas concentraciones de profoxidim, tanto en los
pardmetros de la raiz como en el coleoptilo de la especie ensayada, siendo dicho efecto mayor en
la raiz que en el coleoptilo (Fig. 3). El efecto fue significativamente mayor a partir de 0,01 mg
L de profoxidim en la elongacién de la raiz (la EC50 obtenida fue de 0,017 y 0,019 mg L en
cada bioensayo). En el crecimiento del coleoptilo, dicho efecto se estimé a partir de 0,3 mg L"!
del compuesto herbicida (con un valor de EC,, de 0,32y 0,42 mg L).
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Figura 3. Curvas dosis-respuesta al profoxidim del crecimiento de raiz y coleoptilo de Echinochloa crus-galli (L.) Beauv.
obtenidas en los bioensayos de germinacion.

A la luz de lo expuesto, es necesario hacer estudios y desarrollar metodologfas sencillas que
permitan la evaluacién del impacto medioambiental de estos productos basindose en datos
cientificamente contrastados. En este sentido, los ensayos biolégicos ofrecen una informacién
préctica, al basarse en la observacién de la respuesta de la planta al herbicida y ampliar nuestro
conocimiento sobre la presencia y el destino de los herbicidas en las plantas (Sandin-Espafa et
al., 2015b; Reineke et al., 2002).

Estos resultados ponen de manifiesto la importancia de la presencia de los co-formulantes en
el destino de una sustancia activa una vez aplicada en el campo. Ademds, se ha observado que las
concentraciones a las que se encuentran los productos de degradacién varfan cuando la sustancia
se encuentra pura o en el formulado asi como cuando se realizan los experimentos en diferentes
condiciones ambientales. Por otra parte, debido a la rdpida degradacién de este herbicida, serfa
poco probable encontrar residuos de profoxidim en las diferentes matrices medioambientales.
Por dltimo, la curva dosis-respuesta en Echinochloa crus-galli (L.) Beauv. muestra que el pardme-
tro bioldgico més sensible a la accién del herbicida es el crecimiento de rafz.
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Chemical behaviour of the herbicide profoxydim and its formulated Aura. Effect on Echinochloa crus-
galli (L.) Beauv.

Summary: In this work, we have studied the chemical behavior of the herbicide profoxydim and its formulated Aura.
The results showed that in both samples the degradation of the herbicide is quick with half-lives less than one day, so it
will be difficult to find this compound in the environment. Regarding degradation products, we could identify three major
compounds that are the result of reactions of isomerization and oxidation of the sulfur atom. Besides, the concentration
and evolution of degradation products depends to a great extent on the formulation and the environmental conditions.
In addition, seed germination bioassays were conducted to determine the effect of profoxydim on root and coleoptile
elongation of the species Echinochloa crus-galli (L.) Beauv. We obtained the doses-response curves of this herbicide and
calculated the EC, values.

Keywords: profoxydim, formulated, degradation, degradation products, biocassay.
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