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Resumen

Se desarroll6 y validé una metodologia por cromatografia de liquidos de alta
resolucién y derivatizacion pre-columna, que permitio llevar a cabo la
determinacién multiresiduos de glifosato, AMPA y glufosinato en muestras de
suelo. Los resultados muestran que el método validado es adecuado para los
fines previstos ya que cumplen con los criterios de aceptacion establecidos.

Se establecid, desarrollé y validé un protocolo de derivatizacion de los analitos
con FMOC-CI (cloruro de 9-fluoroenilmetil cloroformato) que conjunto las
opciones reportadas en la literatura, se optimizé el tiempo de reaccion, la
cantidad de derivatizante y el namero de extracciones con disolventes

organicos para la limpieza.

El andlisis en suelo se realiz6 previa extraccion sélido-liquido asistida con
ultrasonido. Durante el andlisis cromatografico no se detectaron interferencias
provenientes de la matriz. Al aplicar el método a muestras ambientales se
encontré evidencia de la presencia de glufosinato. No se detectd glifosato sin
embargo se detecté el AMPA que es uno de los productos degradacién del

glifosato en concentraciones de hasta 108.26 mg/kg.
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Introduccion

En la actualidad, la poblacion del mundo supera los 7000 millones de
personas, debido a esto se ha incrementado la necesidad de producir mayor
cantidad de alimentos en plazos mas cortos, los productores se han visto en la
necesidad de buscar opciones que aumenten el rendimiento de su produccion
y permitan evitar pérdidas. Actualmente para satisfacer la demanda de
produccion, los agricultores requieren implementar métodos de prevencion y
control contra plagas que pudiesen afectar su rendimiento, una de estas

técnicas es el uso de plaguicidas (Salazar Lépez & Aldana Madrid, 2011).

Un plaguicida es cualquier sustancia o mezcla de sustancias que se destina a
controlar cualquier plaga, incluidos los vectores que transmiten las
enfermedades humanas y de animales, las especies no deseadas que causen
perjuicio o que interfieran con la produccion agropecuaria y forestal, asi como

las sustancias defoliantes y las desecantes. (Ley General de Salud, 2003).

El uso y manejo incorrecto de los plaguicidas conlleva a riesgos que pueden
manifestarse por intoxicaciones de grado diverso, o efectos a mediano o largo
plazo, tales como carcinogénesis, teratogénesis, esterilidad, mutagénesis y
otros (COFEPRIS, 2016).

La peligrosidad de los plaguicidas pueden atribuirse a su alta y facil
disponibilidad, la baja comprension de los usuarios finales de la informacion
sobre sus peligros, las politicas gubernamentales y el mercadeo intenso por
parte de los productores, junto con la pobreza y el analfabetismo de los
agricultores, asi los plaguicidas se convierten en una seria amenaza para la
seguridad alimentaria, de salud y del ambiente (COFEPRIS, 2016).

El glifosato [N- (fosfonometil) glicina], es un herbicida de amplio espectro,
sistémico de accion foliar, post-emergente, no selectivo, es utilizado para la
destruccion de malezas de los cultivos de maiz, frijol, trigo, citricos, tomate,

vid, sorgo y papa, entre otros (COFEPRIS, 2016), en contacto con el suelo se
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asocia fuertemente a las particulas, haciéndolo no biodisponible para la
vegetacion, tiene una vida media de 4,2 dias en agua corriente y la
degradacion lenta esta asociada con la presencia de microorganismos en fase
acuosa (Vera et at., 2001). El glifosato tiene la capacidad de translocarse de la
raiz hacia el suelo, su persistencia es de dos a seis veces mayor en los suelos
en los que pudiesen existir restos de plantas a los que previamente se aplico
el herbicida (Doublet et al., 2009). La principal via de degradacién de glifosato
es a acido aminometilfosfénico (AMPA), que es mas persistente en el suelo

que el glifosato (vida media que oscila entre 23 y 958 dias) (Islas et al., 2017).

En el marco regulatorio mexicano la Comisién Federal para la Proteccion
contra Riesgos Sanitarios (COFEPRIS) considera al glifosato como un
herbicida de la clasificacion fosfonometilglicina grado de toxicidad 1V, es decir
estd clasificado como producto que normalmente no ofrece peligro
(COFEPRIS, 2016). Sin embargo, existe evidencia de que el glifosato tiene un
impacto negativo en los seres vivos, ambiente y organismos acuéticos. Esta
documentado que en ecosistemas acuaticos tiene afecciones que incluyen
retardo en el crecimiento de organismos como algas y peces, inhibicion de la

eclosion en erizos (Jiraungkoorskul et al, 2002; Lajmanovich et al, 2011).

El glufosinato es un herbicida de amplio espectro, para el control de hojas
anchas anuales y perennes, se aplica por via foliar para el control de la
vegetacion (Stalikas y Konidar, 2001), actia inhibiendo la enzima glutamina
sintetasa que es la que cataliza la conversién del amoniaco y el acido
glutdmico en glutamina provocando asi una acumulacion rapida de amoniaco
en la planta y provocandole fitotoxicidad, es similar al glifosato (Stalikas y
Konidar, 2001).

La técnica analitica mas usual para el analisis es la cromatografia tanto de
liquidos como de gases. Existen herbicidas que dada su alta polaridad es
necesaria su derivatizacion, ya sea para favorecer su volatilizacion o para
mejorar la capacidad de deteccion (Hiroyuki , Sunhi , Norihisa, & Masami ,
1996; Stalikas & Konidari , 2001). La cromatografia de liquidos de alto
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rendimiento (CLAR) es la técnica analitica de eleccion para los compuestos
polares, existen varios métodos de CLAR utilizando derivatizacion pre o post
columna con deteccion ultravioleta o de fluorescencia (Peruzzo, Porta, &
Ronco, 2008; Lupi, y otros, 2015). El reactivo de derivatizacibn mas
comunmente utilizado para este propésito es el cloroformiato de 9-
fluorenilmetilo (FMOC-CI) (Sancho, y otros, 1996; Baez , Fuentes, Espina, &
Espinoza, 2014).
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Objetivos

OBJETIVO GENERAL

Desarrollar y validar un método analitico por Cromatografia Liquida de Alta
Resolucion (CLAR) para la determinacién simultanea de glifosato, acido

aminometilfosfénico (AMPA) y glufosinato en muestras ambientales de suelo.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Establecer un protocolo de derivatizacion y separacion de los
herbicidas para su analisis por CLAR.

2. Establecer una metodologia la extraccion de los analitos de muestras
de suelo para su determinacion por CLAR.

3. Obtener los parametros de desempefio del método analitico.

4. Aplicar la metodologia validada al analisis de muestras de suelo para la

determinacién de glifosato, AMPA vy glufosinato.
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Marco tedrico

1.

El crecimiento mundial de la poblacion ha estimulado la intensificacion de la

produccion agricola y el uso de plaguicidas.

El uso de plaguicidas en México carece de estrategias adecuadas de
monitoreo y esquemas regulatorios (Arellano & Rendon, 2017). Durante 2014
el uso de plaguicidas se estimé en 98,814 toneladas: de la cuales 32,406
toneladas corresponden a insecticidas, 26,392 toneladas a herbicidas vy
40,016 toneladas a bactericidas, estas cifras han disminuido durante los
altimos afos, Figura 1 (FAOSTAT, 2017).

Uso de plaguicidas, México 2000 - 2014
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Figura 1. Uso de plaguicidas, México 2000 — 2014

Fuenta: Elaboracion propia a partir de la informaciéon encontrada en FAOSTAT, 2017

1.1

Existes diversas maneras de clasificar a los plaguicidas, en Meéxico la

Comision Federal para la Proteccion contra Riesgos Sanitarios, COFEPRIS,

1



en su catdlogo de plaguicidas de 2016 presenta varias clasificaciones.

Tipo A. Concentracién

e Plaguicida técnico, aquél en el cual el ingrediente activo se encuentra a
Su maxima concentracion, obtenida como resultado de su sintesis y de
sus compuestos relacionados, y es utilizado exclusivamente como

materia prima en la formulacion de plaguicidas.

e Plaguicida formulado, mezcla de uno o mas plaguicidas técnicos, con
uno o mas ingredientes inertes o diluyentes, cuyo objeto es dar

estabilidad al ingrediente activo o hacerlo util y eficaz.
Tipo B. Organismos gque controlan

e Insecticida, control de insectos

e Acaricida, control de acaros

e Fungicida, control de hongos y levaduras
e Bactericida, control de bacterias

e Herbicida, control de hierba y maleza

e Rodenticida, control de roedores

e Molusquicida, control de moluscos
Tipo C. Modo de accién

e De contacto, actla principalmente al ser absorbido por los tejidos
externos de la plaga.

e De ingestion, debe ser ingerido por la plaga para su accion efectiva.

e Sistémico, al aplicarse en plantas o animales, se absorbe y traslada por
Su sistema vascular a puntos remotos del lugar en que se aplica y en
los cuales actua.

e Fumigante, se difunde en estado gaseoso o de vapor y penetra por

todas las vias de absorcion.



Repelente, impide que las plagas ataquen.

Defoliante, causa la caida del follaje de las plantas.

Tipo D. Composicidon quimica

Compuestos inorganicos, son compuestos que carecen de carbono.
COFEPRIS en su catalogo soélo considera a los derivados de cobre,
azufre, zinc y aluminio.

Compuestos orgénicos, son aquellos que contienen atomos de carbono
en su estructura quimica, la mayoria son de origen sintético, fabricados
a partir de compuestos quimicos basicos; algunos son extraidos de
plantas, por lo que se conocen como botanicos. Los compuestos
organicos sintéticos utilizados como plaguicidas pertenecen a distintos
grupos o familias quimicas. Cada uno de estos grupos tiene algunas
caracteristicas comunes y en cualquiera de ellos puede haber
insecticidas, acaricidas, herbicidas, fungicidas u otros tipos de
plaguicidas.

Plaguicidas biologicos, se llama asi a los virus, microorganismos 0 sus
metabolitos, formulados como insumos, que pueden controlar a una

plaga en particular.

Tipo E. Uso al que se destinan

Agricolas, usado en diversas extensiones, en sistemas de produccion
agricola y en productos y subproductos de origen vegetal.

Forestales, uso en bosques y maderas

Urbanos, uso exclusivo en &reas urbanas, industriales, areas no
cultivadas, drenes, canales de riego, lagos, presas, lagunas y vias de
comunicacion.

Jardineria, uso en jardines y plantas de ornato.

Pecuarios, uso en animales o instalaciones de produccion intensiva o
extensiva cuyo producto sera destinado al consumo humano o a usos

industriales. Incluye el uso en animales domésticos.



e Domésticos, uso en el interior del hogar.

e Biocidas, se utiliza para el control de microoganismos en procesos 0
productos en la industria quimica.

e Salud publica, se utiliza para el control de vectores de enfermedades

humanas
Tipo F. Por su origen

e Quimicos
e Bioquimicos
e Microbianos
e Botanicos

e Misceldneos

La Organizacion Mundial de la Salud (WHO por sus siglas en inglés) tiene una
clasificacion toxicoldgica para los plaguicidas, segun su grado de peligrosidad,
con base en la dosis letal media (DLsg) de producto formulado, sélido o liquido
en ratas expuestas por via oral o cutanea, es decir la dosis que mata a la
mitad en promedio de la poblacion expuesta (WHO, 2009). La directriz de
etiquetado de plaguicidas de la Organizacion de las Naciones Unidas para la
Alimentacion y la Agricultura (FAO por sus siglas en inglés) recomienda que
las etiquetas de los productos incluyan frases de advertencia que indica el
grado de peligrosidad, una banda de color diferente por cada uno y simbolos

pictogréficos para cada categoria (Food and Agriculture Organization , 2017).

La (OMS), clasifica a los plaguicidas principalmente con base en su toxicidad
aguda en estudios con animales. En esté los plaguicidas se clasifican en
clases (Tabla 1): extremadamente peligrosos (la), altamente peligrosos (Ib),
moderadamente peligrosos (Il), poco peligrosos (lll), normalmente no ofrecen
peligro bajo uso normal (IV, a veces no clasificados). En la Tabla 2 se
presenta el color de la etiqgueta que la OMS sugiere para los envases de los
plaguicidas (OPS, 2016).



Tabla 1 Clasificacion Toxicoldgica de los Plaguicidas en funcién de DLs, en ratas

Clasificacion Toxicoldgica de los Plaguicidas

Clasifi i6n de | Formulacion Liquida DLsg Formulacién sélida DLsg
OI\/lsa5| |c,z:110||on rie a Aguda Aguda
segunlos resgos Oral Dermal Oral Dermal
Clase la Prodgctos 20 40 5 10
Sumamente Peligrosos
Clase Ib Productos 5 549 40 a 400 5a50  10a100
Muy Peligrosos
Clase Il Productos 200 a
Moderadamente 400 a 4000 50 a 500 10 a 1000
. 2000
Peligrosos
Clase Ill Productos 2000 a 500 a
Poco Peligrosos 3000 >a4000 2000 >a 1000
Clase IV Productos
gue Normalmente No > a 3000 > a 2000
Ofrecen Peligro

Fuente: (OPS, 2016)

Tabla 2 Color de etiqueta del plaguicida segun la categoria toxicologica

Clasificacion de la OMS Clasificacion del
segun los riesgos Peligro

Color de la Banda

Rojo (PMS 199 C)

Rojo (PMS 199 C)

Il - Producto Moderadamente

Amarillo (PMS Amarillo C) Peligroso

NOCIVO

Azul ( PMS 293 C)

Verde (PMS 347 C)

Fuente: (OPS, 2016)

1.2 Degradacion y biodegradacion

Los datos de los estudios sobre hidrolisis, fotodegradacion y biodegradacion
permiten determinar la velocidad a la cual los plaguicidas se degradan e
identificar a los que pueden afectar adversamente al ambiente y otros



organismos que no son considerados plaga (organismos no blancos)
(COFEPRIS, 2016).

e Hidrdlisis. Es la descomposicion de compuestos organicos por la
interaccion del agua, ya sea en el frio o en el calor, sola o en presencia
de &cidos o alcalis.

e Fotodegradacion. Es la ruptura quimica de moléculas causadas por

energia radiante.

Las sustancias que son susceptibles a la biodegradacion tienen menos
probabilidad de persistir y acumularse. A menudo, los microorganismos tienen
papeles importantes en la biodegradaciéon (COFEPRIS, 2016).

1.3 Ventajas y desventajas de uso de plaguicidas

En la actualidad el control quimico es una de las herramientas principales en
la agricultura moderna, no obstante la importancia econémica de estos
productos, es necesario destacar que su aplicacion indiscriminada puede
ocasionar dafios al ambiente; por ejemplo, el deterioro de la flora y la fauna
silvestre, la contaminacion de suelo, de mantos freaticos y aguas
continentales y costeras, asi como la generacibn de plagas resistentes
(Klaassen, Watkins, Casasertt, & Dull , 1999).

En las Ultimas décadas ha tomado gran importancia los efectos nocivos de los
plaguicidas sobre la salud. El grado de intoxicacion depende de que tanto el
individuo estuvo expuesto al compuesto, el trabajo agricola, ingesta y uso de
productos en los que fueron empleados los plaguicidas. También es
importante una adecuada manipulacién de estos productos, debido a su
exposicidon se puede dar via oral, dérmica, ocular y por inhalacién. Los signos
inmediatos a este tipo de exposiciones son mareos, fatiga fisica y mental,
desorientacion, irritacion, convulsiones, nausea, vomito, cefalea, contraccion

de pupilas, palidez, paralisis muscular y taquicardia (COFEPRIS, 2016).



La presencia de residuos de plaguicidas en alimentos frescos y procesados,
puede tener implicaciones graves en la comercializacion de éstos, cuando
derivado de un mal manejo o aplicaciones en cultivos donde no esta permitido
el uso, se detectan residuos por arriba de los limites maximos permitidos en
los mercados nacional e internacional, dafiando la imagen de los productos
mexicanos y creando alarma entre los consumidores. Es por ello que dentro
de las buenas préacticas agricolas debe considerarse el uso y manejo

adecuados de insumos utilizados en el control de plagas (MIP, 1999).

2.

2.1

Un quimico suizo que trabajaba para una compafia farmacéutica, el Dr. Henri
Martin, sintetizo el glifosato [N- (fosfonometil) glicina] en 1950 (Benbrook C. ,
2016). Debido a que no se identificaron aplicaciones farmacéuticas, la
molécula se vendié a otras empresas y el compuesto se probd para explorar

sus posibles usos.

Un guimico de Monsanto, el Dr. John Franz, identificé la actividad herbicida
del glifosato en 1970, y fue cuando surgié un producto de uso final formulado
llamado Roundup fue vendido comercialmente por Monsanto en 1974 (Duke &
Powles, 2008).

Durante dos decenios, el numero y la diversidad de usos agricolas y no
agricolas crecié constantemente, pero el volumen vendido fue limitado debido
a que el glifosato s6lo podia ser rociado donde se deseaba eliminar la
vegetacion (por ejemplo, entre hileras de huertos y viticultura; y vias de paso
de tren, tuberias y lineas eléctricas). Algunas aplicaciones fueron, y todavia se
hacen, después de que se recolecta una cosecha, para controlar las malas
hierbas de la ultima estacidon que escaparon a otras medidas de control. En
algunas regiones, las aplicaciones de desecantes se hacen a finales de la
temporada de crecimiento para acelerar las operaciones de cosecha,

especialmente en los cultivos de grano pequeiio. En 1996, se aprobaron las



variedades denominadas "Roundup Ready" (RR), modificadas genéticamente
(GE) tolerantes a herbicidas (HT), maiz y algodén para plantar en los Estados
Unidos. Este avance tecnolégico permitio utilizar el glifosato como herbicida
de post-emergencia, extendiendo de este modo dramaticamente el periodo de
tiempo durante el cual los herbicidas basados en glifosato podrian ser
aplicados (Benbrook C. , 2016). Vegetales, como la alfalfa y betabel,
disefiados para tolerar el glifosato fueron aprobadas y comercializadas
comercialmente en 2005 y 2008 respectivamente, pero las demandas
federales que citan violaciones judiciales a la Politica Ambiental de Estados
Unidos, retrasaron las ventas comerciales totales hasta 2011 para la alfalfa
RRy 2012 para el betabel RR (Monsanto Company, 2017).

Los cultivos tolerantes a los herbicidas de préxima generacién estan en el
mercado genéticamente modificados para soportar la aplicacion de herbicidas
adicionales (hasta mas de wuna docena), incluyendo herbicidas que
representan mayores dafios ecoldgicos, dafios a los cultivos y riesgos para la
salud humana, por ejemplo, el 2,4-D y dicambato (Mortensen, 2012). Sin
embargo, la creciente dependencia al uso del glifosato ha desencadenado la
propagacion de malezas tolerantes y resistentes en los EE.UU. y en todo el
mundo. Para combatir las malas hierbas menos sensibles al glifosato, los
agricultores suelen aumentar las tasas de aplicacion de glifosato y rociar con

mas frecuencia (United States Department of Agriculture, 2017).

En la Figura 2 muestra los Hitos en la historia del descubrimiento de glifosato,
comercializacibn 'y regulacién, mientras que la Figura 3 muestra
acontecimientos clave en la historia del uso y los impactos del glifosato.
(Benbrook C. , 2016)



USDA / NASS

" Primera patente de > publica informe
glifosato emitida sobre el informe
de la soja
Primeras ventas comerciales de "Glyphosate
P> La EPA establece el primer nivel de » maiz RR, soja y algodon en Effectiveness
tolerancia del glifosato en la soja en EE.UU Declines"
2 ppm
2014
El uso agricola de La EPA aumenta
> > g:ggii;olos 23 . latolerancia al
) dlonasde: - trigo de glifosato | LaEPAdelos
El quimico J. ; de01ppmas p Estados Unidos
Franz de Los primeros kilogramos, PP : aumento |
4x menos de 1/10 de El Centro de Inocuidad de ppm Hnenlgsa
Monseeo ot la anual los Alimentos lanza lentitud tolerancia del
| iales d i
;i‘;;?do:; 3 > ;Eg:;f;a:nslose volumen de a la desregulacién de grUpI?f de fu‘gvozso
fethicida EE UU atrazina o nuevos cultivos RR (alfalfa y < | 2006-2011 € gh0al0 00
de giifosato. A alaclor remolacha azucarera) ppm a 40 ppm

remolachas

La EPA aumenta el nivel de

> tolerancia del glifosato de 6
ppm a 20 ppm en los residuos
en soja RR

Figura 2 Hitos en la historia del descubrimiento, comercializacién y regulacién del glifosato

Fuente: Traducido y adaptado de (Benbrook C. , 2016)



La tecnologia RR en Estados Unidos aumenod
uso del herbicida por 527 millones libras, e
1996-2012 (Benbrook 2012}

i A
Tres millones de
acres con maleza 100 |
Gainess {2003) propone un mecanismo de resistencial > rE:s-'StE al millones de |
- glifosato aLres en
W5 con
malezas
resistentes
Impactos adversas Amaranto palmer al glifossto
b‘ sobre la toma deFe resistente a
| ¥ mn(plantas) } glifasato
} Se confirma 3 malezas resistentes a {Eker etal
glifosato 2006}

2015

> Lolium rigido b" 10 maleras confirmadas como ’* Detecta gl'lfon;br.- en ﬁl:_ll%—lm‘% { |
Primera maleza resistente al glifosate (confirmada en Australia) resistentes al glifosato muestras de aire y lluvia en 3 i 32 malezas
Estados de U.S {Chang etal 2011} P> confirmadas
| como
resistentes al
glifosato
El uso de glifosato reduce la &1l millones
eficiencia del aprovechamiento de ‘<. >. deacres en
agua enlos cultivos de soya U5, con
malezas
i resistentes IARC clasifica
| al glifosato glifosato a
El uso generalizado de glifossto contribuye a | Impactos ';:’:':nh:_ltif
58% de disminucign de la algodoncille y del 81% en ad en ‘ . L
Mariposas monarca en el medio oceste, 1939-2010 4 arcinagena

lombrices de
tierra, abejas,
OTEaNismas
acudticos

{Pleasants y Oberhauser 2012}

Figura 3 Acontecimientos clave en la historia del uso y los impactos del glifosato

Fuente: Traducido y adaptado de (Benbrook C. , 2016)
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2.2

En México el glifosato se comercializa en presentaciones de concentrado
soluble, granulo disoluble, liquido soluble, polvo soluble, disolucion
concentrada y disolucion acuosa; las cuales se expenden en concentraciones
de 350 a 720 gramos de ingrediente activo por litro o por kilogramo
(COFEPRIS, 2016).

La formulacion de glifosato mas conocida es la sal isopropilamina con tres
componentes basicos: el ingrediente activo, un agente tenso-activo y agua
(Giesy, Dobson, & Solomon, 2000). Inici6 su comercializacion en 1974;
normalmente se distribuye como concentrados solubles en agua y polvos,
debido a que estas sales son i6nicas y altamente polares. Entre diferentes
formulaciones las sales catibnicas son mas toxicas que las anidnicas
(William, Kroes, & Munro, 2000).

A continuacion se nombran paises en los cuales se tiene registro del uso del
glifosato: Alemania, Arabia Saudita, Argelia, Angola, Argentina, Australia,
Austria, Bangladesh, Barbados, Bielorrusia, Bélgica, Belice, Benin, Bhutan,
Bolivia, Bosnia-Herzegovina, Botswana, Brasil, Bulgaria, Burkina Faso,
Burundi, Camerun, Canada, Cabo Verde, Chad, Chile, China, Colombia, Islas
Cook, Costa Rica, Croacia, Chipre, Republica Checa, Republica Democratica
de Congo, Dinamarca, Djibouti, Republica Dominicana, Ecuador, Egipto,
Emiratos Arabes Unidos, El Salvador, Eslovaquia, Eslovenia, Espafia, Estados
Unidos, Estonia, Etiopia, Fiji, Filipinas, Finlandia, Francia, Gabon, Gambia,
Ghana, Grecia, Guatemala, Guinea, Holanda, Honduras, Islandia, Iran,
Irlanda, Islas Salomén, Israel, Italia, Costa de Oro, Jamaica, Japon, Jordania,
Kazakhstan, Kenya, Kuwait, Latvia, Libano, Lesotho, Libia, Lituania,
Luxemburgo, Madagascar, Malawi, Malasia, Mali, Malta, Mauritania, Mauritius,
México, Moldavia, Marruecos, Namibia, Nepal, Nueva Caledonia, Nueva
Zelanda, Nicaragua, Niger, Nigeria, Noruega, Oman, Pakistan, Panama,
Paraguay, Peru, Polonia, Polinesia Francesa, Portugal, Puerto Rico, Qatar,
Republica de Corea, Reino Unido, Rumania, Rusia, Ruanda, Sahara
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Occidental, Samoa, Senegal, Serbia, Sierra Leone, Somalia, Sudafrica, Sri
Lanka, Sudan, Suecia, Suiza, Siria, Taiwan, Tanzania, Tailandia, Togo,
Tonga, Trinidad y Tobago, Tunez, Turquia, Turkmenistan, Uganda, Ucrania,
United Kingdom, Uruguay, Uzbekistan, Vanuatu, Venezuela, Vietham, Yemen,
Zambia, Zimbabwe (Monsanto Global, 2017).

El glifosato ha sido prohibido en Francia, Holanda, Sri Lanka, Dinamarca y
Bélgica, mientras que otros paises habian optado por restringir su uso, por
ejemplo: Colombia, Reino Unido (UK), Alemania, Suiza, Canada y algunos
estados de Estados Unidos (EE.UU.) (Pastrana Cervantes, 2017; Arellano-
Aguilar & Rendon von Osten, 2016).

Algunas de las razones de su restriccion y/o prohibicion son que fue
catalogado como probable carcinégeno para las personas por la Agencia de
Investigacion sobre el Céncer de la Organizacion Mundial de la Salud.
Ademas, tan solo en EE. UU ha generado la resistencia por parte de 14
hierbas como el amaranto generando “super plagas”. Los cultivos en los que
se emplea son sobre todos los cultivos transgénicos que son resistentes a
este herbicida, como el maiz, soya, algodon. Sin embargo, también se aplica
en cultivos convencionales de estas mismas semillas, asi como cultivos de
sorgo, aguacate, limon, naranjo entre muchos mas debido a que es el
herbicida mas usado en México y en el mundo (Arellano-Aguilar & Renddn
von Osten, 2016).

2.3

En México el glifosato es utilizado para el control de malezas en los cultivos
de aguacatero, arroz, cafeto, limonero, mango, naranjo, nogal, papayo,
platano, toronjo, vid etc... En la Tabla 3 se muestran los Limites maximos de
residuos permitidos en mg/kg (LMR o LMRE) los alimentos no deben contener
una cantidad mayor de residuos de plaguicidas a los LMR O LMRE, también

se muestran todos los cultivos a los que se les aplica glifosato en México
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(COFEPRIS, 2016). En la Tabla 4 de presenta los productos comerciales de

glifosato empleados en México.

Tabla 3 Limites maximos de residuos permitidos de glifosato en México

LMR (mg/kg) Cultivo
01 arroz, berenjena, cacahuate, centeno, chile,
' jitomate, mostaza
acelga, aguacatero, ajo, alcachofa, apio, betabel,
brécoli, cacao, cebolla, chabacano, chicharo,
0.2 ciruelo, coliflor, durazno, espinaca, frambuesa,
' frijol, guayabo, lechuga, mango, manzano, papa,
papaya, pastos, peral, platano, rabano, vid,
zanahoria, zarzamora
calabacita, calaza, chayote, citricos, esparrago,
0.5 lima, limonero, mandarino, melén, naranjo,
nectarino, pepino, sandia, tangerino, toronjo
1 cafeto, maiz, nogal
2 cafia de azlcar
5 trigo
15 sorgo
20 avena, cebada, soya
35 algodonero
175 alfalfa
200 pastizales
300 potreros
Exento agave
Exento areas no cultivadas

Fuente: Anexo 3 del Catélogo de plaguicidas (COFEPRIS, 2016)
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Categoria

Tabla 4 Herbicidas comerciales mas empleados de glifosato en México
P Empresa
toxicolégica

Nombre Comercial

Faena, Round Up, Assadon,
Batalla, Fiero, Potro, PoundUItra,
Y, Monsanto Comercial,

control de maleza en los cultivos de: agave, acelga,
aguacatero, ajo, alcachofa, alfalfa, apio, arroz, avena,
Bronco, Mon77150, Mon 79496, berenje,na, betabel, brocoli, cacahuate, cafeto, calabaga, cafia
de azucar, cebada, cebolla, centeno, chabacano, chicharo,
SA.-deC.V. Rounddup SI,Roundup 35.6 SL, chile, ciruelo, citricos, coliflor, durazno, espinaca, frijol
Mon 8709, Mon 35085, Supriim, | chre, ' S: ’ » espinaca, trijol,
jitomate, lechuga, maiz mango manzano, melén, mostaza,
Dragoclor .
nogal, papa, pastos, papayo, platano.
v Pyrosa S.A. de C.V. Lider c_ontrol de maleza en Ios_ cultivos de: aguacatlero, arroz, (;afet_o,
limonero, mango, naranjo, nogal, papayo, platano, toronjo, vid
. . aplicacion dirigida a la maleza en cultivos de: naranjo, lima,
. Zimmer Glifosato, Machete, ; . . : .
Zimmer Constructores ; toronjo, mandarino, limonero, tangerino, aguacatero, vid,
v Zimmone 360, Tremendo 360, A .
S.A. de C.V. : cafeto, platano, ciruelo, durazno, mango, guayabo, manzano,
Sistem 360
peral y nogal
Fer_tll_lzantes_ € Chap 48 LS, Herbifox 48 LS, Rayo control de malezas en los cultivos de: avena, lima, limonero,
v Insecticidas Mision, 48 LS mandarino, naranjo, toronjo
S.A. deC.V. ' 10, toron]
v Cuprosa, S.A. de C.V. New Cap control de maleza en los cul,tlv_os de: gguacatero, ajo, cafeto,
cebolla, citricos, platano
Fuente: Anexo 2 del Catalogo de plaguicidas 2016 de COFEPRIS (COFEPRIS, 2016)
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2.4

El glifosato (N- (fosfonometil) glicina) es el componente activo del herbicida
mas utilizado en todo el mundo (Benbrook C. , 2016), es un herbicida de

amplio espectro (Lupi, y otros, 2015; Peruzzo, Porta, & Ronco, 2008), es:

e No selectivo. Eliminan todo tipo de vegetal con el que entren en
contacto. Normalmente utilizados para terrenos sin cultivos, zonas
industriales, carreteras, entre otros. Si se aplican en terrenos con
cultivos deben aplicarse de modo tal que no afecten al cultivo
(Monsanto, 2016).

e Sistémico de accion foliar. Ingresa a la planta a través de las hojas
para después migrar a otras partes del tejido vegetal donde sera
minimamente metabolizado (Salazar Lépez & Aldana Madrid, 2011).

e Post-Emergente. Se realiza después de que el cultivo emerge de

manera indiscriminada (Schuette, 2017).

En la Figura 4 se presenta la estructura quimica del glifosato y en Tabla 5

se muestran sus las propiedades fisicas y quimicas generales.

O @)
P
HO™ | OH

HO

Figura 4 Férmula estructural del glifosato

El glifosato es un compuesto muy polar de naturaleza anfétera sus valores
de pKa son 0.78, 2.29, 5.96 y 10.98 (Ossendrijver, Dijkman, & Baumann,

1999). En la Figura 5 se muestra los equilibrios acido-base.
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Tabla 5 Propiedades fisicoguimicas de glifosato

Caracteristica

Nombres quimicos

Clasificacion

Tipo de plaguicida
Nombre de IUPAC

Formula Molecular

Peso Molecular
Forma
Punto de fusion
Densidad
Log Kow
Solubilidad

Caracteristicas fisicas

Estabilidad

Vida media en los campos
del suelo

Vida media en agua

pKa

Liberty, 2017)

Descripcién o valor

Glifosato; N- (fosfonometil) glicina; Glifosfato;
Pondmaster; Roundup, Glycel ™, sal de isopropilamina
de glifosato, mono-isopropilamonio-sul, Nitosorg ™,

Rattler ™

Fosfonometilglicina

Herbicida

Acido 2-(fosfonometilamino) acético

C3HgNOsP

228.18 g/mol

Cristales incoloros

200 °C

1.7 g/cm?®

-3.2a25°C

12000 mg/L (a 25 °C)

Incoloro, inodoro, sélido cristalino

Se mantiene estable hasta 60 °C

DTs 3-174 dias

DTsq 5-91 dias

0.78, 2.09, 5.96, 10.98

Fuentes: (Mensink H, 1994; Hogendoorn E.A, 1999; WHO, 1994; FOA, 2000 (PubChem,
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Figura 5 Estructuras y procesos de ionizacion de glifosato y AMPA

Tomada de: (You & Koropchak, 2003)

2.4.1 Degradacion del glifosato

La principal via de biodegradacion del glifosato se encuentra mediante la
ruptura del enlace C-N para producir glioxilato y AMPA por la enzima glifosato
oxido-reductasa. El glioxilato se metaboliza adicionalmente a través del ciclo
glioxilado. EI AMPA se rompe para producir fosfato inorganico y metilamina,
gue en ultima instancia se mineraliza en CO, y NHs. La enzima C-P liasa es
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responsable de la escision de AMPA y ha sido ampliamente estudiada,
debido a que la escision del enlace C-P es el paso critico en la degradacion
del glifosato y otros fosfonatos, Figura 6. Una segunda ruta que también
puede ocurrir es ruptura a traves del enlace C-P que da lugar a la formacion
de fosfato y glicina (Schuette, 2017). Ambos procesos de degradacién se
realizan bajo condiciones aerobias y anaerobias (Borggaard & Gimsing, 2008;

Jayasumana, Gunatilake, & Senanayake, 2014)

(o]

0 o 0
HO\// C-P liasa m\/L Sarcosina-Oxidasa
P NH
/ o — P+ L o / i + HCOH
HO

H:N OH
Glifosato Sarcosina Glicina \
- Ciclode
o ifosato tetrahidrofolato
Oxido-reductasa
o g
l C-P liasa
HO
HO \ // NH; NM;

+ P NHy —— 1 T + ¢ e +
/\/ : pi G CO, + NH, H’C/ co,

Glioxilato AMPA

l

Ciclode
glioxilato

Figura 6 Vias de degradacién de glifosato

Traducido de (Schuette, 2017)

El AMPA es el principal producto de degradacion del glifosato (Ibafiez , Pozo ,
Sancho , Lopez , & Hernandez, 2005). El glifosato se adsorbe rapidamente en
el suelo, haciéndolo esencialmente inmovil, esta union al suelo es reversible y
en la desorcion el glifosato es degradado por varias bacterias al acido
aminometilfosfonico (AMPA) o sarcosina, y finalmente al fosfato inorgénico,
amoniaco y dioxido de carbono (Baylis, 2000). Debido a que el AMPA es el

metabolito principal de degradacion del glifosato no aparece en el catalogo

18



de COFEPRIS. En la Tabla 6 aparecen algunas de sus propiedades
fisicoquimicas.

Tabla 6 Propiedades fisicoquimicas de AMPA

Caracteristica Descripcién o valor

Acido (aminometil) fosfonico, Acido Aminometilfosfonico;
Aminometanofosfonico, AMeP

Nombres quimicos

Férmula molecular CHgNO3P

Peso molecular 111.037 g/ mol
Nombre de la IUPAC Acido aminometilfosfénico

Forma Cristales incoloros

Log Kow -2.36

pKa 24,59, 10.8

Tipo de plaguicida Metabolito
Tipo de metabolito Suelo
Origen de la sustancia Sintético

Fuente: (IUPAC, 2017)

2.4.2 Modo de accion del glifosato

El mecanismo de accién del glifosato es por medio de la inhibicién de la
biosintesis de aminoacidos arométicos en las plantas: triptéfano, fenilalanina y
tirosina (Salazar Lopez & Aldana Madrid, 2011). Una vez dentro de la planta,
el glifosato inhibe la actividad de una enzima, que impide la fabricacion de
ciertos aminoacidos esenciales para el crecimiento y vida de esa planta. A
pocos dias de la aplicacion, la planta se marchita y se vuelve amarilla. Luego,
a medida que su tejido se deteriora, ésta se vuelve marrén. Al mismo tiempo,
las raices subterrdneas de la planta comienzan a descomponerse, finalmente,
toda la planta muere, siendo incapaz de rebrotar y recuperarse (Monsanto,
2016).

El glifosato se transloca principalmente a los sumideros metabdlicos, matando
a los tejidos meristematicos?, lejos del sitio de aplicacién. Sus propiedades

floema-moviles y la accidn lenta en matar malezas permite que el herbicida se

! Los meristemos pueden ser considerados tejidos embrionarios que permanecen en la planta

durante toda la vida y que son los responsables del crecimiento permanente de la planta
(Tejidos meristematicos, 2017)

19



mueva por toda la planta para matar todos los meristemas, haciéndolo eficaz
para el control de malezas perennes (Duke S. , 2017). En una primera etapa
el &cido shikimico origina acido corismico. Este puede seguir dos caminos: por
un lado formar el acido antranilico y, seguidamente, triptofano y &acido
indolacético; por otro lado puede, producir el &cido prefénico, que conduce a
los aminoacidos naturales, tirosina y fenilalanina. Asi, la sintesis del acido
corismico se convierte en la etapa critica para la obtencion de los aminoacidos
aromaticos, el glifosato actta inhibiendo la formacién de este acido, lo que se
traduce en una acumulacién del acido shikimico y una reduccién de los

niveles de corismico, tirosina, fenilalanina y &cido indolacético (Islas, 2013),

Figura 7.
COOH ;
COOH e
NH
A 2
= CHy —_—
HO OH OC——COOH
OH OH acido antranilico
acido shikimico acido corismico
H
/ HOOC—— (l:—N Ha
CH,
HOOC~__ _—~CH,COCOOH M

N

/
5
OH OH triptofano
4cido prefénico tirosina
NH,
CH,COCOOH Hzc—a ——COOH b H
// N
——
H,C—COOH
' ) acido indolacético
acido fenilpirivico fenilalanina (auxina)

* El glifosato actGia inhibiendo esta reaccion

Figura 7 Biosintesis de aminoacidos aromaticos

Tomada de (Islas, 2013)
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2.4.3 Toxicidad y efectos adversos al ambiente

Los productos que contienen glifosato son extremadamente toxicos para los
animales, incluidos los humanos. Los sintomas incluyen irritacion ocular y
cutanea, depresion cardiaca, dolor gastrointestinal, vomitos y acumulacion de
exceso de liquido en los pulmones. El glifosato es un acido organico débil. Su
nombre quimico es N- (fosfonometil) glicina. Por lo general, se formula como
la sal isopropilamina o trimetilsulfonio del glifosato. También se agregan otros
ingredientes conocidos como inertes o aditivos a la formulacion. Un
tensioactivo (agente humectante) conocido como polioxietilen amina (o
POEA), que ayuda al ingrediente activo a penetrar en la superficie de la
planta, normalmente se agrega a las formulaciones de glifosato. Otros aditivos
incluyen los acidos sulfarico y fosforico. El tensoactivo polietoxilado utilizado
en la formulacion del producto conocido como Roundup es mas agudamente
toxico que el propio glifosato; la combinacién de los dos es aln mas toxica
(Buffin & Jewell , 2017).

En estudios con animales, la ingestion de alimentos rociados con glifosato
durante tres meses causoO la reduccién en el aumento de peso, diarrea y
lesiones en las glandulas salivales. Los productos que contienen glifosato han
causado dafios genéticos en células sanguineas humanas, moscas de la fruta
(Buffin & Jewell , 2017).

La Agencia de Proteccion Ambiental (EPA) ubica al glifosato en categoria Il
de toxicidad (Cox, Glyphosate, Part 1. Toxicology., 1995) por ser irritante en
los ojos. Sin embargo, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) lo clasifico
de categoria IV de toxicidad aguda para exposicion oral, dérmica e inhalacion.
Algunas formulaciones comerciales que contienen este agrotdéxico se
encuentran en la categoria | y Il de toxicidad, debido a que la mezcla con otras
sustancias causa la irritacion primaria de los ojos o la irritacion de la piel
(COFEPRIS, 2016).
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La introduccion de cultivos genéticamente modificados tolerantes al glifosato
daréd lugar a un aumento significativo en el uso de este herbicida. Monsanto, la
comparfia que produce estos cultivos, afirma que su introduccion sera
beneficiosa debido a la baja toxicidad y la seguridad ambiental del herbicida.
Monsanto, debe notarse, también fabrica glifosato, o comercializa como
'Round Up', y por lo tanto es capaz de vender semillas y herbicidas como un
paquete comercial. La investigacion independiente indica que el glifosato
puede no ser tan seguro como se pensaba y puede suponer una amenaza
para la salud humana y el medio ambiente. Es esencial que se respondan las
preguntas relacionadas con la seguridad de este producto antes de que su
uso se amplie con la introduccion de cultivos modificados genéticamente. La
Tabla 7 proporciona una comparacion de las afirmaciones de Monsanto y los
hallazgos de investigaciones independientes (Buffin & Jewell , 2017).

Tabla 7. Comparativo de las afirmaciones de Monsato y los hallazgos de investigaciones
independientes

Afirmaciones de Monsanto

acerca de su producto Hallazgos de investigacion independientes

Roundup

Es casi imposible que la

resistencia al glifosato

evolucione en las malas
hierbas

En 1996, se descubrid en Australia ryegrass "resistente al glifosato”.

En los cultivos que se han examinado, las densidades del polen son
mucho més altas y sus patrones de dispersion difieren de los
encontrados en las parcelas experimentales. La dispersion del
viento del polen ocurre a distancias mucho mayores y a
concentraciones mas altas de lo que predice la parcela
experimental. El flujo de genes de los cultivos de semillas
transgénicas es inevitable.

El cruzamiento de los cultivos
transgénicos y la
transferencia de nuevos
genes ocurren a corta
distancia y puede manejarse
facilmente

Los cultivos tolerantes a los herbicidas se intensificaran y
aumentaran la dependencia del uso de herbicidas en la agricultura
en lugar de generar reducciones significativas. Se debera
reintroducir una variedad de herbicidas para controlar a las especies
tolerantes a glifosato, poblaciones salvajes de cultivos y malezas
resistentes.

Los cultivos Roundup Ready
reduciran los niveles de uso
de herbicidas

pesticidas mas reportados que
Provoca

...tiene un bajo potencial de Roundup se encuentra entre los

irritacion paralos ojos y la
piel y, de lo contrario, no
representa un riesgo parala
salud humana

causan incidentes de intoxicacion en varios paises.
sintomas agudos que incluyen eccema recurrente, problemas
respiratorios, presion arterial elevada y reacciones alérgicas.

... no causa ningun efecto
reproductivo adverso

En conejos las pruebas de laboratorio, el glifosato causé efectos
dafiinos en la calidad del semen y el recuento de espermatozoides.

Tomado y traducido de (Buffin & Jewell , 2017)
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Tabla 7 Comparativo de las afirmaciones de Monsato y los hallazgos de investigaciones

Afirmaciones de Monsanto
acerca de su producto

Roundup
...no es mutagénico en
mamiferos

independientes (continuacion
Hallazgos de investigacion independientes

En experimentos de laboratorio se ha observado dafio en el ADN
en érganos y tejidos de ratones.

... €s ecolégicamente seguro

En la silvicultura y la agricultura, el glifosato es toxico para los
organismos benéficos del suelo y para los depredadores de
artropodos benéficos, y aumenta la susceptibilidad a las
enfermedades de los cultivos, tiene efectos indirectos dafiinos en las
aves y pequefios mamiferos al dafiar sus suministros de alimentos y
su hébitat.

"Roundup" contiene POEA que es letal para los renacuajos de tres
especies de arboles y ranas molidas en Australia. El gobierno
australiano ha prohibido el uso de estos productos cerca del agua.
Las dosis subletales del rociado del glifosato dafian las
comunidades de flores silvestres y pueden afectar a algunas
especies a una distancia de hasta 20 metros del pulverizador.

El uso de glifosato en las areas cultivables causa muerte regresiva
en los arboles de seto.

El glifosato promueve el crecimiento de la poblacion de un caracol
acuético que es el huésped intermedio de la platija del higado en los
mamiferos.

La degradacion del glifosato por microorganismos en el agua puede
estimular los efectos de eutrofizacion.

... Se inactiva rapidamente en
el suelo y el agua

El glifosato es muy persistente en suelos y sedimentos.

El glifosato inhibi6 la formacién de nddulos fijadores de nitrogeno en
el trébol durante 120 dias después del tratamiento.

Los residuos de glifosato se encontraron en la lechuga, la zanahoria
y la cebada cuando se plantaron un afio después de la aplicaciéon
del glifosato.

Los fertilizantes de fosfato pueden inhibir la degradacion del suelo.

... es inmovil y no se filtra de
los suelos

El glifosato puede desorberse facilmente de las particulas del suelo
en una variedad de tipos de suelo. Puede ser extensivamente movil
y lixiviar para reducir las capas del suelo.

El glifosato puede transportarse por particulas de suelo suspendidas
en escorrentia.

... No contamina el agua
potable cuando las
autoridades locales lo utilizan
en superficies duras

En el Reino Unido, Welsh Water Company ha detectado niveles de
glifosato en agua por encima del limite de la EE.UU. han sido
detectados por cada afio desde 1993.

Tomado y traducido de (Buffin & Jewell , 2017)

El uso masivo de los productos con el compuesto de origen, el glifosato y

polifosfonatos, conduce a la ubicuidad de AMPA en el medio ambiente, y

particularmente en agua. En suelos agricolas, el AMPA se concentra en la

capa superficial del suelo y se degrada lentamente en la mayoria de los

suelos. Puede llegar a las aguas subterraneas poco profundas, pero

raramente consigue entrar las profundas. El AMPA se adsorbe fuertemente a
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las particulas del suelo y se mueve con las particulas hacia la corriente en la
escorrentia de la lluvia. En las zonas urbanas, la AMPA proviene de los
fosfonatos y del glifosato en las aguas residuales. Se encuentra comunmente
en los puntos de venta de plantas de tratamiento de aguas residuales. Los
sedimentos tienden a acumular AMPA, donde pueden estar biodegradados. El
AMPA aerotransportado no es despreciable, pero si el lavado con fuertes
lluvias. Se ha informado que la AMPA es persistente y puede degradarse
biologicamente en suelos y sedimentos. Existe una fotodegradacion limitada
en las aguas. Las principales fuentes de generacion de AMPA son los
lixiviados agricolas, y efluentes de aguas residuales urbanas. La contribucion
interna a las cargas urbanas es insignificante. Existe una falta critica de datos
epidemioldgicos especialmente sobre la exposicion al agua para comprender
los efectos toxicolégicos, si los hay, de la AMPA en seres humanos.
Afortunadamente, las plantas de tratamiento de agua bien operadas eliminan
una proporcién significativa del AMPA del agua, aunque no hay limites
regulatorios suficientes para los metabolitos (Grandcoin, Piel, & Baures,
2017).

2.5 Glufosinato

2.5.1 Breve historia

El glufosinato [acido 2-amino-4- (hidroxi-metilfosfinil) butanoico], es un
herbicida de contacto, de amplio espectro utilizado para controlar una extensa
gama de malas hierbas después de la salida del cultivo o para el control total
de la vegetacion en tierras no utilizadas para el cultivo. El herbicida se
introdujo por primera vez en Japon y el Reino Unido en 1984. El registro en
los Estados Unidos fue en 1993. El glufosinato esta registrado para su uso en
mas de 40 paises. AgrEvo introdujo una formulacion de glufosinato para su
uso en cultivos resistentes al glufosinato a finales de los afios noventa.
AgrEvo es una empresa alemana (propiedad de las empresas quimicas
Hoechst y Schering). En 1984 la empresa AgrEvo introdujo a Liberty, este

producto era una nueva formulacién del herbicida no selectivo glufosinato, que
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AgrEvo y Hoechst habian estado vendiendo bajo diversas marcas desde 1984
(por ejemplo, Basta, Ignite, Finale and Challenge). Los viejos productos de
glufosinato se usaron particularmente en cultivos de frutas y hortalizas, pero
Liberty puede ser utilizado en cultivos transgénicos de campo, por lo tanto,

ampliando enormemente su mercado potencial (Bijman, 2017).

252

El glufosinato de amonio esta registrado actualmente en 82 paises para su
uso en mas de 100 cultivos: Albania, Argelia, Argentina, Australia, Austria,
Bélgica, Bosnia-Herzegovina, Brasil, Bulgaria, Camerun, Canada, Islas
Canarias, Chile, Colombia, Costa Rica, Croacia, Cuba, Republica Checa,
Republica Dominicana, Ecuador, El Salvador, Estonia, Francia, Georgia,
Alemania, Gran Bretafia, Grecia, Guadalupe, Guatemala, Honduras, Hungria,
Indonesia, Irlanda, Israel, Italia, Costa de Marfil, Jamaica, Japén, Kenia,
Kosovo, Letonia, Liberia, Luxemburgo, Malasia, Mauricio, México, Moldavia,
Marruecos, Holanda, Nueva Zelanda, Nicaragua, Panama, Peru, Filipinas,
Polonia, Portugal, China, Puerto Rico, , Rumania, , Rusa, Serbia, Eslovaquia,
Eslovenia, Sudéfrica, Corea del Sur, Espafa, Sri Lanka, Suiza, Taiwan,
Tanzania, Tailandia, Trinidad y Tobago, Tunez, Ucrania, Uruguay, Estados
Unidos (EE. UU.), Venezuela, Zimbabue, en la Figura 8 se muestra estos

paises (Bayer CropScience, 2017).

En Europa y Asia, el glufosinato de amonio se utiliza para tratar las malas
hierbas en cultivos convencionales, aunque en paises como los EE. UU. y
Australia, en los que los cultivos, como soya, maiz y algodén, que se han
modificado genéticamente para que sean resistentes al efecto del herbicida
(Bayer CropScience, 2017).
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Figura 8 Paises donde actualmente esta registrado el glufosinato de amonio
Tomado de (Bayer CropScience, 2017)

2.5.3

Se utiliza para controlar una amplia gama de malezas después de que el
cultivo emerja o para el control total de la vegetacién. Los herbicidas de
glufosinato también se usan frecuentemente para desecar los cultivos antes
de la cosecha (Jewell & Buffin, 2017). Se espera que el uso de glufosinato
aumente sustancialmente en los proximos afos debido al cultivo de vegetales,
como maiz y soya, que han sido manipulados genéticamente para tolerarlo

(Cox, Herbicide fact sheet—glufosinate, 1996).

En la Tabla 8 se muestran los LMR o LMRE mg/kg teniéndose claro que los
alimentos no deben contener una cantidad mayor de residuos de plaguicidas a
los limites maximos de residuos, también me muestran todos los cultivos en

los que se utiliza el glufosinato en México (COFEPRIS, 2016).
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Tabla 8 LMR de glufosinato de amonio en México

LMR Cultivo
0.05 manzano, vid
0.1 lima, lima persa, nogal, tangerino, toronjo
0.15 limonero, mandarino, naranjo
0.2 maiz
0.3 platano
0.8 papa
1 arroz
2 soya
4 algodonero
Exento agave

Fuente: Anexo 3 del Catalogo de plaguicidas (COFEPRIS, 2016)

En la Tabla 9 se muestran algunos de los nombres comerciales de este
herbicida, categoria toxicologica, algunas de las empresas que lo venden y su

uso.

Tabla 9 Herbicidas comerciales mas empleados de glufosinato en México

Categoria Nombre
Empresa :
Comercial

toxicolégica

control de maleza en los cultivos
de: agave, algodonero, lima, lima
persa, limonero, maiz, mandarino,
manzano, haranjo, nogal, platano,
soya, tangerino, toronjo, vid, sorgo,
cafia de azucar, y aplicacién al
follaje como desecante en papa
herbicida de uso urbano para el
Agrevo Mexicana, Finale Pro control de malezas en areas no
S.A.de C.V. cultivadas, jardines, areas verdes y
campos de golf
Fuente: Anexo 2 del Catalogo de plaguicidas 2016 de COFEPRIS (COFEPRIS, 2016)

Bayer de México, Finale SL14,
S.A.de C.V. Finale

v

2.5.4 Quimica del glufosinato

En la Figura 9 se presenta la estructura quimica del glufosinato y en la Tabla

10 se muestran las propiedades del glufosinato de amonio.
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Figura 9 Férmula estructural del glufosinato (sal de glufosinato de amonio)

Tabla 10 Propiedades fisicoquimicas de glufosinato de amonio

Caracteristica Descripcién o valor
- Glufosinato-amonio, Basta, DL-glufosinato,
Nombres quimicos ; . ) . :
glufosinato, glufosinato amonio, glufosinato-amonio
Férmula molecular CsH15N,O4P
Peso molecular 198.159 g/mol

Nombre de IUPAC ?nz;z}g, 2-amino-4-[hidroxi (metil) fosforil] butanoato de

Color Polvo cristalino blanco a amarillo claro
Olor Olor ligeramente picante

Punto de fusioén 215°C

Solubilidad Solubilidad en agua 1370 g/L (+/- 11%)

Solubilidad en G[EIVENIGEEN acetona=0.016, tolueno= 0.014, n-hexano=0.02,
organicos a 20 ° C, g/100 mL etanol=0.065, acetato de etilo =0.014

Solubilidad en agua 1.370g/lLa 22°C
Densidad 1l.4g/mLa20°C

Constantes de disociacion pKa; = <2 pKa, = 2.9 pKa; = 9.8

Tiempo de vida media a 25 ° Cy .
PH5, 7y 9 » 300 dias (EPA 161-1) h
Fuente: (PubChem, Liberty, 2017)*(Mensink H, 1994; Hogendoorn E.A, 1999; WHO, 1994;

FOA, 2000)

Goerlitz (1985 A32265) y Goerlitz (1986 A33845) estudiaron la hidrélisis de
glufosinato en disolucién acuosa estéril a pH 5, 7 y 9 durante 300 dias a 25
°C. La concentracién de glufosinato permanecié constante durante todo el
periodo de estudio y no se detectaron productos de descomposicion. El
glufosinato es estable en solucion acuosa. La hidrélisis acuosa no es una via
de degradacion significativa para el glufosinato (MacLachlan, 2017).
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Los estudios demuestran que 1.37 g de glufosinato pueden disolverse en 1 L
de agua y la vida media variara de 12 a 70 dias, con un promedio de unos 40
dias (Cox, Herbicide fact sheet—glufosinate, 1996). El uso de glufosinato en
los Estados Unidos fue de 847.000 libras en 2003 (Departamento de
Agricultura de los Estados Unidos, 2006) e incluyé nueve estados: California,
lowa, Michigan, Minnesota, Dakota del Norte, Oregon, Dakota del Sur,

Washington y Wisconsin.

La aplicaciéon de glufosinato a las plantas conduce a la reduccion de la
glutamina y niveles elevados de amoniaco en los tejidos, deteniendo la
fotosintesis, lo que resulta la muerte de la planta (Scribner, Battaglin, Gilliom,
& Meyer, 2001).

El glufosinato es un aminoacido que contiene fosforo, inhibe la actividad de
una enzima, la glutamina sintetasa, que es necesaria para la produccion del
aminoécido glutamina y para la desintoxicacién de amoniaco. La aplicacion de
glufosinato conduce a una reduccion de la glutamina y un aumento de los
niveles de amoniaco en los tejidos de la planta, esto hace que la fotosintesis
se detenga y la planta muera en pocos dias (Rasche , Cremer, Donn, & Zink,
1995).

La absorcion de glufosinato es a través de las hojas y el tallo, y el dafio se
limita a las plantas que estan en contacto directo con la pulverizacion. El
ingrediente activo puede moverse dentro de las hojas, pero no pueden
moverse a otras partes de la planta tales como rizomas subterrdneos o
estolones. A largo plazo el control de las malezas perennes es por lo tanto
limitado. El tensoactivo anidnico emplea generalmente un polietoxilado,
sulfato de sodio de un alquiletér polietoxilado, para aumentar la absorcion de

la planta de glufosinato (Jewell & Buffin, 2017).

29



2.5.5 Toxicidad y efectos adversos al ambiente del Glufosinato

La introduccién de cultivos genéticamente modificados

resistentes al

glufosinato de amonio dara lugar a un aumento significativo en el uso de este

herbicida. Aventis la empresa que produce estos cultivos, afirma que su

introduccion serd beneficiosa debido a la baja toxicidad y la seguridad

ambiental del producto, sin embargo, existen muchas lagunas en la evidencia

de este reclamo y las investigaciones indican que el glufosinato de amonio

puede representar una amenaza para la salud humana y el medio ambiente,

en la Tabla 11 se resumen una

comparacion entre las afirmaciones de

Aventis * y los resultados de investigaciones independientes (Jewell & Buffin,

2017) y en las Tablas 12 y 13 se resume la toxicidad del glifosato y el

glufosinato respectivamente.

Tabla 11 Comparativo entre las afirmaciones de Aventis vs Investigaciones

Afirmaciones de Aventis Resultados de investigacion independientes

El glufosinato es
seguro paralos
usuarios y
consumidores

El glufosinato y su metabolito, MMPA-3 son neurotoxinas.

El glufosinato afecta el desarrollo del sistema nervioso central en
las ratas bebés.

Los efectos teratogénicos del glufosinato incluyen retraso del
crecimiento y deformidades del cerebro en ratas y ratones.

El tensoactivo utilizado en las formulaciones de glufosinato
también es toxico.

El glufosinato no es
una amenaza para el
agua potable

El glufosinato es persistente y mévil en los suelos. En algunas
condiciones del suelo tales como los suelos arenosos que cubren
muchos acuiferos, el glufosinato es persistente y movil.

El glufosinato es
ecologicamente

El glufosinato es téxico para los microorganismos benéficos del
suelo, es una amenaza para las comunidades de plantas
silvestres, es téxico para algunos organismos acuaticos.

resistentes al
glufosinato reduciran
el impacto de la
agricultura en el
medio ambiente

seguro El glufosinato puede aumentar la lixiviacion de nitrégeno en los
campos de cultivo.

Es probable que los -cultivos resistentes a los herbicidas

Los cultivos conduzcan a especies resistentes, poblaciones salvajes y

malezas resistentes, y asi se intensifique y aumente Ila
dependencia del uso de herbicidas en lugar de provocar
reducciones significativas.

El material genético extranjero puede introducirse en las
poblaciones silvestres y afectar la estructura de las comunidades
vegetales.

Tomado y traducido de (Jewell & Buffin, 2017)
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Tabla 12 Cuadro resumen de la toxicidad de glifosato

Glifosato
Riesgos y peligros

No mezclarlo con otros herbicidas,
excepto con alaclor, atrazina, ametrina,
linuron y metribuzin

Efectos ala salud _
Exposicién aguda

Ligero irritante dérmico y oral. Se han
reportado efectos hematolégicos

Exposicién crénica

Se han reportado efectos hematologicos
y pancreaticos en animales. Se ha
clasificado como no carcinogénico

Efectos al medio ambiente Toxicidad

Ligeramente toxico a aves

Persistencia

Ligeramente persistente. (14 a 22 dias)

Recomendaciones de uso y

manejo Uso

Las aplicaciones realizadas antes del
brote de las plantas no tienen efecto.

Equipo Especial de
Proteccion

Lentes de seguridad

Equipo Minimo de
Proteccion

Overol de manga larga, guantes,
calzado, sombrero

Fuente: ANEXO 1 HOJAS DE DATOS, (COFEPRIS, 2016)

Tabla 13 Cuadro resumen de la toxicidad del glufosinato

Glufosinato

Riesgos y peligros No es compatible con algunos productos utilizados en la construccion

como son, hierro, aluminio, titanio y zinc

Efectos a la salud Exposicién Irritante al contacto con los ojos y la piel. Puede causar
aguda reacciones de hipersensibilidad o alergia, asi como asma
Exposicion Algunos estudios en animales han mostrado efectos
cronica adversos en el feto

Primeros Auxilios Contacto con los 0jos enjuague con abundante agua. Contacto con la

piel, lavar con abundante agua y jabén. Ingestién no inducir el vomito

Efectos al medio Toxicidad Toxico para organismos acuaticos. Puede causar efectos
ambiente adversos a largo plazo en el ambiente acuético
Recomendaciones de Equipo Mascarilla y lentes de seguridad
uso y manejo Especial
de
Proteccion
Equipo Overol de manga larga, guantes, calzado, sombrero
Minimo de
Proteccion

Fuente: ANEXO 1 HOJAS DE DATOS, (COFEPRIS, 2016)
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3.

3.1

Debido a la naturaleza compleja de las matrices en las que los plaguicidas se
encuentran presentes y a los bajos limites de residuos exigidos por los
organismos reguladores, la preparacion eficiente de la muestra, asi como la
identificacion y deteccion a niveles de trazas, son aspectos muy importantes
en un método analitico para la determinacion de residuos de plaguicidas. Por
tanto, los métodos de analisis aplicados deben incluir un tratamiento previo
gue permita: extraer el plaguicida selectiva y cuantitativamente de la propia
matriz de la muestra, eliminando el mayor nimero posible de interferencias

evitando asi errores en la medida analitica (Ravelo, 2017).
A. Preparacién de muestras

La etapa de preparacion de la muestra es de vital importancia en un proceso
analitico, ya que va a permitir cuantificar correctamente los analitos a bajos de
Limites de niveles de concentracion (LD). Es la etapa mas laboriosa y lenta, y
es donde se introducen un elevado numero de errores como consecuencia de:
la pérdida del analito durante todo el proceso, de su posible degradacion, de
la contaminacion de la muestra. La eleccidon y optimizacion de una etapa
adecuada de preparaciéon de la muestra no suele ser sencilla, especialmente

cuando se trata de matrices muy complejas, como las muestras ambientales.

Idealmente, la preparacion de la muestra debe ser lo mas simple posible no
sb6lo porque asi se reduce el tiempo requerido sino, también, porque
disminuye la probabilidad de introducir errores. Entre las técnicas mas
habituales para la extraccion de plaguicidas organicos destacan: la extraccion
liquido-liquido (LLE), extraccion en fase soélida y micro-extraccion en fase
sélida (Ravelo, 2017).

a. Extraccion liquido-liquido. La LLE ha sido tradicionalmente la técnica
de extraccién, pre-concentracion y limpieza mas utilizada hasta el

momento en el analisis de plaguicidas en muestras liquidas, a pesar de
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que esta técnica suele ser tediosa, larga y con requerimientos de
grandes cantidades de disolventes organicos. Las principales ventajas
asociadas a la LLE se encuentran su gran versatilidad, como
consecuencia de la amplia gama de disolventes y mezclas de los
mismos que se pueden emplear; su simplicidad, al no requerir el uso de

instrumentacién compleja ni de consumibles costosos.

b. Extraccion sélido-liquido. Este tipo de extraccion ha sido

tradicionalmente la utilizada para la extraccion de plaguicidas de muestras
sélidas. Se basa en la puesta en contacto de un disolvente o mezcla de
disolventes con la muestra. Esta mezcla se somete a distintos procesos
(calentamiento, ultrasonidos, agitacion, alta presion, etc....), cuya
agresividad depende de la fortaleza de las interacciones plaguicida-matriz.
Este procedimiento de extraccion debe ser optimizado en cada aplicacion,
tratando de emplear unas condiciones de compromiso que permitan
obtener una extraccién cuantitativa de los analitos y, a la vez, la menor
posible de otros compuestos no deseados de la matriz. Entre las técnicas
de extraccion solido-liquido utilizadas convencionalmente para el andlisis
de plaguicidas por GC, HPLC destacan:

e Extraccion Soxhlet. La muestra se coloca en una carcasa porosa y el
disolvente recircula continuamente a través de ella mediante un
sistema de destilaciobn-condensacion. Se trata de un método estandar,
independiente del tipo de matriz, de bajo costo y en el que no es
necesaria la filtracion posterior del extracto obtenido. Sin embargo, los
principales inconvenientes son el largo tiempo necesario para
completar la extraccion (12-48 h) y la gran cantidad de disolventes
organicos empleados (300-500 mL), lo que supone un gasto
significativo ademas de un problema ambiental, el calentamiento
continuo durante largos periodos de tiempo a medida que se extraen
los plaguicidas es otro factor a tener en cuenta, especialmente en el
caso de plaguicidas termolabiles, que pueden sufrir procesos de

degradacion (Ravelo, 2017).
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e Extraccion asistida por ultrasonido. Se utilizan ondas de ultrasonido,
ya sea introduciendo la mezcla muestra-disolvente de extraccion,
generalmente organico, en un bafio ultrasonico o bien sumergiendo una
sonda de ultrasénica en la misma, con el fin de extraer a los
compuestos de interés, durante un cierto tiempo, generalmente de 3 a
60 minutos. Tras la extraccion, se separa el disolvente con el analito
extraido mediante centrifugacion o filtracion. La sonicacion se ha
utilizado en numerosas ocasiones para la extraccion de plaguicidas de
matrices sélidas de distinta naturaleza. Entre las ventajas de esta
técnica de extraccion se encuentran el bajo consumo de disolventes
organicos y la posibilidad de procesar varias muestras
simultdneamente hasta 24 muestras de forma secuencial. En general,
los resultados obtenidos con esta técnica son comparables o incluso
mejores (especialmente en términos de precision) que los conseguidos
por métodos clasicos, por lo que su aplicacion para la extraccion de

plaguicidas cada vez es mayor (Ravelo, 2017).

B. Andlisis de muestras

La eleccion de una técnica analitica adecuada para la determinacién de
plaguicidas depende de una variedad de factores que incluyen: las
propiedades de los analitos, efectividad, rapidez, fiabilidad, selectividad y
sensibilidad, costo, disponibilidad, compatibilidad con el medio ambiente y
capacidad de andlisis. En la actualidad, la cromatografia de gases (GC) es la
técnica mas ampliamente utilizada para el analisis multiresiduo de plaguicidas
en diversas matrices, dada su elevada sensibilidad y selectividad en la
deteccion de este tipo de compuestos. Sin embargo, la incompatibilidad de
algunos plaguicidas con la GC debido a su inestabilidad térmica, elevado peso
molecular, baja volatilidad y/o alta polaridad, hace que muchos de estos
compuestos no estén incluidos en los métodos multiresiduo al no poder
determinarse facilmente por GC. Este inconveniente se puede solventar en

algunos casos introduciendo una etapa de derivatizacion previa a la inyeccion.
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A diferencia de la GC, la cromatografia de liquidos es aplicable a compuestos
poco volatiles, altamente polares, no termolabiles y/o de elevado peso
molecular. Esta técnica presenta la ventaja adicional de permitir
derivatizaciones pre- y post-columna de los analitos con objeto de mejorar su
deteccion (Ravelo, 2017).

3.2

Un método analitico es la descripcion de la secuencia de actividades, recursos
materiales y pardmetros que se deben cumplir, para llevar a cabo el andlisis

de un componente especifico (analito) de una muestra.

La EURACHEM define la validacion como “..la confirmacion mediante
examen y suministro de evidencia objetiva de que se cumplen los requisitos

particulares para un uso especifico previsto” (EURACHEM, 2014).

La validacién de un método analitico es el proceso para establecer el alcance
del método ¢Qué analitos puede determinar el método, en qué matrices, en
presencia de qué interferencias?, sus caracteristicas de desempefio y sus
limitaciones ¢En esas condiciones, qué niveles de precision y de exactitud
pueden alcanzarse? Es demostrar que el método es adecuado para su
proposito (EURACHEM, 2014).

3.2.1

A continuacion, se describen los parametros de desempefio que comunmente
se obtienen para un método cromatografico cuantitativo segun la Guia
Eurachem “La Adecuacion al Uso de los Métodos Analiticos Una Guia de

Laboratorio para Validacion de Métodos y Temas Relacionados”

Intervalo de trabajo e intervalo lineal. Para cualquier método cuantitativo es
necesario determinar el intervalo de concentraciones del analito o los valores
de la propiedad relacionada, sobre los cuales el método puede aplicar. El
intervalo de trabajo se refiere al intervalo de valores de concentracion en las

disoluciones que se miden realmente y no a la concentracién en la muestra
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original. El intervalo de trabajo es obtenido a través de la medicién de
muestras con diferente concentracion del analito, y seleccionando el intervalo
de concentracion que proporciona un nivel de precision aceptable. Dentro del
intervalo de trabajo puede existir un intervalo de respuesta lineal entre la
respuesta y la concentracién del analito. El intervalo de trabajo es

generalmente mas amplio que el intervalo lineal.

e Sensibilidad analitica. Es el cambio en la respuesta del instrumento
que corresponde a un cambio en la concentraciébn del analito, y

corresponde a la pendiente de la curva de calibracion.

e Limite de deteccion (LD). El limite de deteccion es la concentracion
minima del analito en una muestra, que puede ser detectada por un
método analitico, pero no necesariamente cuantificada bajo

condiciones experimentales establecidas.

e Limite de cuantificacion (LC). Es la menor concentracion de un
analito que puede determinarse con una precision (repetibilidad) y una

exactitud aceptable bajo las condiciones establecidas de la prueba.

e Precision. Las medidas de precision mas comunes son la
“repetibilidad” y la “reproducibilidad”, y representan las dos medidas
extremas de precision que pueden obtenerse. La repetibilidad (la
precision mas pequefia esperada) da una idea de la variabilidad
esperada cuando un método se ejecuta por un solo analista, con un
equipo en un periodo corto de tiempo, es decir, es la clase de
variabilidad que se espera entre resultados cuando una muestra se
analiza en forma replicada. Si la muestra se analiza por varios
laboratorios para fines comparativos, entonces una medida de precision
mas significativa a usarse es la reproducibilidad (ésta es la medida de
precision mas grande normalmente encontrada, a pesar de que
formalmente se excluye la variacion con respecto del tiempo). La

precision se determina por lo general en términos de la desviacion
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estandar o la desviacion estandar relativa. Entre la repetibilidad y la
reproducibilidad se encuentra la precision intermedia que es una media
de la precision en la aplicacion de un método cuando se cambia un

factor

Veracidad (exactitud). Es la proximidad de concordancia entre el valor
promedio obtenido de una serie grande de resultados de prueba y un
valor de referencia aceptado. La medida de la veracidad se expresa

por lo general en términos de recobro o sesgo.
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Parte experimental

4,

4.1

Fosfato di4cido de potasio (KH,PO,), pureza 93.3%, J.T. Baker
Fosfato monoacido de potasio (Ko,HPO,), pureza 99.0%, J.T. Baker
Hidréxido de sodio (NaOH), pureza 98.1. %, J.T. Baker

Acido clorhidrico (HCI), pureza 36.5. %, Quimica Did4ctica

Cloruro de 9-fluorenilmetoxicarbonilo (FMOC-CI), pureza = 99.0%, SIGMA-
ALDRICH

Borato de sodio (Na;B,O; e 10H,0), grado técnico, Quimica Didactica
Glifosato, pureza 98.0%, CHEM SERVICE

Acido aminometilfosfénico (AMPA), pureza 99.5%, CHEM SERVICE
Glufosinato de amonio, pureza 99.5%, CHEM SERVICE

Eter etilico anhidro, grado analitico, J.T. Baker

Agua nanopura (Tipo 1)

Acetonitrilo (ACN), grado cromatografico J.T. Baker

Metanol (MeOH), grado cromatografico Honeywell

Disolucion reguladora (Biftalato), pH 4, J.T. Baker

Disolucion reguladora (fosfatos), pH 7, J.T. Baker

Disolucion reguladora (Boratos), pH 10, J.T. Baker
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4.2

Micropipetas Pippet-Lite XLS de capacidad variable (20-200 pL, 100-1000 pL,
500-5000 pL)

Viales de vidrio Supelco con tapa (4, 8, 12, 20 y 50 mL)
Probetas (100 y 1000 mL)

Pipetas volumétricas (2, 10 y 25 mL)

Vasos de precipitados (10, 25y 100 mL)

Matraces volumétricos (5, 10, 25, 250, 500 y 1000 mL)
Matraces Erlenmeyer de 250 mL

Barras magnéticas de distintos tamafios

Espatula de acero inoxidable

Varilla de vidrio

Canastillas de aluminio

Pinzas para crisol

Desecador con silica gel

Tubos de centrifuga de vidrio Kimax de 50 mL

Jeringas de plastico de 60 mL

Swinnex

Membranas de nylon de 0.22 ym

Columna Waters Carbamate Analysis particula de tamafio 3.9 x 150 mm
Microjeringa Hamilton (100 uL)

Celdas de vidrio
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4.3

Agitador orbital

Balanza semianalitica Sartorius modelo 1416-MP8

Balanza analitica Sartorius modelo 1415MP8

Bafo ultrasonico Bransonic

Centrifuga Damon/IEC Division

Controlador Water Automated Gradient Controller, modelo 680
Detector de Ultravioleta-Visible, SpectraFocus de Thermo Separation Products
Espectrofotometro UV-VIS CARY3E, Varian

Mufla Thermolyne,

Parrilla de agitacion Thermolyne SP-131325, StableTemp
Potencidbmetro Beckman

Refrigerador General Electric

Sistema de agua Nanopure modelo D4741

Sistema de bombeo Waters 410

pHMETER Beckman 720
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4.4

Preparacién de la disolucion buffer de boratos (Na;B;07-10H,0), 0.1 M,
pH 9.0. En un vaso de precipitados se pesan ~0.37 g de Na;B;407-10H,0, se
colocan aproximadamente 10 mL de agua, se coloca agitacibn magnética
30°C, una vez que la disolucién ya no presente turbidez, se completa el
volumen a 25 mL con agua. Con ayuda de un potenciometro se mide el pH de
la disolucioén y si el pH es mayor a 9.0 se agregan gotas de (HCI), si el pH es
menor se agregan gotas de una disolucion de (NaOH). En adelante esta

disoluciéon se nombrara como buffer de boratos.

Preparacién de la disolucién de fosfatos, 0.05 M, pH 5.5. En una patrrilla de
agitacion magnética se coloca un vaso de precipitados de 1L se colocan
~0.17 g de K;HPO,y ~6.68 g de KH,PO4, posteriormente se agregan 20 mL
de agua y se pone en agitacién hasta que se disuelvan por completo las sales.
Una vez disueltas las sales se trasladas a un matraz aforado de 1L y se
completa el aforo con agua. Se mide el pH de la disolucién y se ajusta con
HCl o NaOH a pH 5.5. En adelante disolucion de fosfatos.

Preparacién de la disolucion derivatizante FMOC-CI, 1000 mg/L. En un vial
ambar de 50 mL se pesan 0.025 g de FMOC-CI, se agregan 25 mL de agua y

se agita hasta disolver por completo. En adelante disolucién de FMOC-CI.

Preparacién de la fase movil (ACN: disoluciéon de fosfatos, 45:55). Para
preparar 1000 mL de la fase se mezclan 450 mL de ACN con 550 mL de la

disolucion de fosfatos.

Para el método analitico propuesto se utilizaron varias disoluciones, las cuales
fueron preparadas a partir de disoluciones madre de glifosato, AMPA y
glufosinato, cada una de ellas preparadas en agua. Todas las disoluciones se

almacenaron en viales ambar se mantuvieron en refrigeracion (4 °C).
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Stock de glifosato 100 mg/L. Se disolvieron 0.00253 g de glifosato en 10 mL
de agua, para después llevar al aforo en un matraz volumétrico de 25 mL con

el mismo disolvente.

Stock de glufosinato 100 mg/L. Se disolvieron 0.00252 g de glufosinato de
amonio en 10 mL de agua, para después llevar al aforo en un matraz

volumétrico de 25 mL con el mismo disolvente.

Stock de AMPA 100 mg/L. Se disolvieron 0.00252 g de AMPA en 10 mL de
agua, para después llevar al aforo en un matraz volumétrico de 25 mL con el

mismo disolvente.

5.

51

La optimizacién de la derivatizacion se realiz6 con glifosato y AMPA debido a
gue el estandar de glufosinato tardo mas tiempo en llegar al laboratorio, una
vez que se tuvo el estandar de glufosinato se aplicé el procedimiento de

derivatizacion final y no hubo necesidad de hacer ningun ajuste.

El glifosato, AMPA y glufosinato se derivatizaron con 9-fluorenilmetil-
cloroformatoque reacciona con grupos amina primaria y secundaria para
producir derivados estables altamente fluorescentes (Sancho, y otros, 1996;
Ibafiez , Pozo , Sancho , Lopez , & Hernandez, 2005; Hanke, Singer, &
Hollender, 2008 y Hanke, Singer, & Hollender, 2008; Meyer, y otros, 2009;
Lupi, y otros, 2015). Las reacciones y los productos que se obtuvieron se

muestran en la Figura 10.
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Glifosato AMPA Glufosinato

HN NG
HO 7 o /" “OH HO
HO NH,
cl
.
FMOC °.

Figura 10 Estructura quimica del glifosato, AMPA, glufosinato, y sus compuestos
derivatizados con 9-fluorenilmetil-cloroformato

Tomada de (Meyer, y otros, 2009)

El procedimiento de derivatizacion se adapté y optimizé a partir de
antecedentes bibliograficos (Sancho, y otros, 1996; lbafiez , Pozo , Sancho ,

Lopez , & Hernandez, 2005). Y se describe a continuacion:

En un vial &mbar se coloc6 1 mL de disolucion estandar

b. Se adicionaron 0.25 mL de buffer de boratos

c. Se adicionaron 0.5 mL o 1 mL de la disolucion de FMOC-CI de 1000
mg/L

d. Se coloco en agitacion por 20 o 30 minutos (a 600 rpm)

e. Una vez transcurrido el tiempo de reaccion se le realizaron 2 o 3
lavados con 2.5 mL de éter etilico anhidro.

f. Lafase acuosa se recuperd y se analizé6 mediante el sistema de CLAR.

g. Para el analisis cromatografico se tomaron 300 uL de buffer de boratos
mas 250 uL de la fase acuosa recuperada de las extracciones con éter

etilico.
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Los pardmetros que se optimizaron fueron: tiempo de reaccion (Tabla 14),
cantidad de la disolucion de FMOC-CI 1000 mg/L (Tabla 15) y el nUmero de
extracciones con éter etilico anhidro (Tabla 16). Cada parametro se realiz6 por

triplicado. El procedimiento general se muestra en la Figura 11.

Tabla 14 Optimizacion del tiempo de reaccion

AMPA Glifosato

mL de muestra 1 1 1 1
Buffer Borato Borato Borato Borato
pH de buffer 9 9 9 9
mL de buffer de borato 0.25 0.25 0.25 0.25
Concentracion de 1000 mg/L 1000 mg/L 1000 mg/L 1000 mg/L
FMOC-CI (mg/L)
mL de FMOC-CI 1 1 1 1
Disolvente para FMOC- ACN ACN ACN ACN
Cl
Tiempo de reaccién 30 20 30 20
[min]
Temperatura [°C] Ambiente Ambiente Ambiente Ambiente
Lavado con éter de 2.5 2 2 2 2
mL

Tabla 15 Optimizacion de cantidad de la disolucion de FMOC-CI 1000 mg/L

AMPA Glifosato
mL de muestra 1 1 1 1
Buffer Borato Borato Borato Borato
pH de buffer 9 9 9 9
mL de buffer de 0.25 0.25 0.25 0.25
borato
Concentracion de 1000 mg/L 1000 mg/L 1000 mg/L 1000 mg/L
FMOC-CI
mL FMOC-CI 1 0.5 1 0.5
Disolvente para ACN ACN ACN ACN
FMOC-CI
Tiempo de reaccién 20 20 20 20
[min]
Temperatura [°C] Ambiente Ambiente Ambiente Ambiente
Lavado con éter de 3 3 2 2
2.5 mL
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Tabla 16 Optimizacién del nimero de lavados con éter etilico

Glifosato AMPA
mL de muestra 1 1 1 1
Buffer Borato Borato Borato Borato
pH de buffer 9 9 9 9
mL de buffer de 0.25 0.25 0.25 0.25
borato
Concentracion de 1000 mg/L 1000 mg/L 1000 mg/L 1000 mg/L
FMOC-CI
mL de FMOC-CI 1 1 1 1
Disolvente para ACN ACN ACN ACN
FMOC-CI
Tiempo de reaccién 20 20 20 20
[min]
Temperatura [°C] Ambiente Ambiente Ambiente Ambiente
Lavado con éter de 2 3 2 3
2.5mL
En un vial ambar .
colocar 1 mL de Adicionar 0.25 mL de Ad('j(goglarolc?&g emL
disolucién de buffer de boratos 1000 may/L
muestra 9

Una vez transcurrido el tiempo de
reaccion realizar 2 o 3 I_avados con
2.5 mL éter etilico

Colocar en agitacion
por 30 0 20 minutos

Figura 11. Procedimientos de derivatizacion
5.2 Optimizacién de la separacion cromatografica

La optimizacién de la separacién cromatografica se realizd6 con glifosato y
AMPA debido a que el estandar de glufosinato tardo mas tiempo en llegar al

laboratorio, una vez que se tuvo el estandar de glufosinato se aplicaron las
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condiciones que se fijaron para la separaciobn cromatografia es importante

mencionar que no hubo necesidad de hacer ningun ajuste.

La longitud de onda de trabajo de los derivados de herbicidas se obtuvo a
partir del espectro de ultravioleta visible de cada herbicida, entre 200 y 800

nm, esto se realizé con un estandar de 20 mg/L.

Para la separacion cromatografica se utilizé una Columna Waters Carbamate
Analysis 3.9 x 150 mm, empacada con una fase estacionaria esférica de silica
(C18), un sistema de bombeo Waters 510 HPLC Pump Modelo 510 Solvent
Delivery System acoplado a un detector de Ultravioleta-Visible, Spectra Focus
Forward Optical Scanning. Flujo 0.8 mL/min. Se detectdé a una longitud de
onda de 220 nm. Se inyectd un volumen de 20 pL de extracto de la
derivatizacion. Para establecer la mejor composicién de fase movil (FM) para
la separacion cromatografica se varié la proporcion de ACN en la fase mévil
(ACN: disolucion de fosfatos), de 35 a 55%. Se traz0 el gréfico log k' =
f (%ACN), y se estableci6 la FM final ACN: disolucion de fosfatos (45:55).

5.3

Se realizé una validacion parcial, y se obtuvieron los siguientes parametros:
intervalo lineal, sensibilidad analitica, limite de deteccion, limite de
cuantificacion, exactitud como %Recobro, repetibilidad y reproducibilidad. Se
tomaron como referencia el documento de “Eurachem Guia de Laboratorio
para la Validacion de Métodos y Temas Relacionados” (EURACHEM, 2014),
“Guia técnica sobre trazabilidad e incertidumbre en las mediciones analiticas
gue emplean las técnicas de cromatografia de gases (CG) y cromatografia de
liquidos de alta resolucion (CLAR)” (CENAM, Guia técnica sobre trazabilidad e
incertidumbre en las mediciones analiticas que emplean las técnicas de
cromatografia de gases (CG) y cromatografia de liquidos de alta resolucion
(CLAR), 2008) y la “Guia de validacion de métodos analiticos editada por el

Colegio Nacional de Quimicos Farmaceéuticos Biologos” (Colegio Nacional de

46



QFB, 2001). El plan de validacién del método y los criterios de aceptacion

correspondientes se muestra en la Tabla 17.

Tabla 17. Plan de validacion

Parametro Analizar Obtener Criterio
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322 Coeficiente de 2
> i‘ © . .. 2 r=0.98
5T 2 ] ] determinacion (r%)
2 2 = Preparar disoluciones para una curva de
- = calibracion a partir de un estandar. Se
incluye un blanco y 5-8 niveles de
e] .z .
8w concentracion. Realizar el ensayo por
= 2 ipli . El intervalo de confianza de la
=S trlpllcaqlo. Legr el bIanE:o. Leer las Pendiente (m) _ _ :
= disoluciones estandar. pendiente no debe incluir al cero.
c
c
o ©
n
—~ 3s
> 9 LD ==
a Cl/ m
<
< © L 6s
c 9 =
A IS . .
2 S Se prepararon 6 disoluciones a una m LC debe ser rrjenborl lad |
g = concentracion de menor nivel de la s es la deviacion _ conclenlt_racul)n rTI]?_SD aa g _
T o concentracion mas baja de la curva de estandar de la medicion Intervalo lineal y mas bajo
T > . 2 - . que el LC
LT calibracion. instrumental del analito
Q 2 es el valor de la
1= E pendiente obtenida por
405 la curva de calibracion
o)
o
S 5 Se prepararon y analizaron 6 disoluciones
Z 5 =6 prepararon y sia oS Cobtenida Recobro 100 + 15% con una DER
s 0 independientes del nivel de concentracion ~ %R = A x 100 <29,
S g de la curva de calibracion. esperada -
W s
N—
3
k=] Se prepararon y analizaron 6 disoluciones
3 independientes del nivel de concentracion
@ al punto medio de la curva de calibracion.
o)
& o .
Deswamon_estandar DER < 2%
o i ) ] relativa
S s Se prepararon y analizaron 6 disoluciones
=3 independientes del nivel de concentracion
2 E al punto medio de la curva de calibracion.
a2 En periodos de tiempo diferentes.
o £
4
Aplicar el procedimiento de extraccion a > 0.98
5 una muestra de suelo adicionada, a 3 Coeficiente de El intervalo de confianza para la
'g = niveles de concentracion. Por triplicado determinacion (rz) yla ordenada al origen debe contener
= .
£ g obtener el recobro y la curva. pendiente al cero
S
=
c .z .
S © Concentracion recuperada= f (cantidad DER y recobro Recobro 100 + 15 % con una
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5.3.1 Linealidad y sensibilidad analitica

Se prepararon ocho niveles de concentracion en un intervalo de 2-9 mg/L de
glifosato. Para el AMPA se prepararon nueve niveles de concentracion en un
intervalo de 2-9 mg/L. Para el glufosinato se prepararon ocho niveles de

concentracion en un intervalo de 1-8 mg/L.

Todas estas concentraciones a partir del stock de 100 mg/L, de acuerdo a lo

indicado en la Tabla 18, se prepararon curvas independientes.

Tabla 18 Preparacién de los niveles de la curva de calibracién

Concentracion de analito Alicuota del Stock de 100 mg/L
(mg/L) de 100 mg/L (uL)
1 100
2 200
25 250
3 300
4 400
5 500
6 600
7 700
8 800
9 900

Una vez preparadas las disoluciones se les aplico el procedimiento de
derivatizaron descrito en el punto 5.1 y la determinacién por CLAR se hizo con

las condiciones cromatografias descritas en el punto 5.2.

5.3.2 Limite de deteccidn y limite de cuantificacién

Para la determinacion de estos dos parametros se realizd la medicion de seis
disoluciones preparadas de forma independiente. Para el caso del glifosato y
AMPA se trabajé con una concentracion de 1 mg/L y para el caso del
glufosinato con una concentracion de 0.5 mg/L.
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5.3.3

Para evaluar la repetibilidad y veracidad (como recobro) se analizaron para

cada herbicida seis disoluciones independientes de concentracion 5 mg/L.

Para evaluar el parametro de repetibilidad intermedia se repitio este

procedimiento en 3 periodos de tiempo diferente.
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El procedimiento de extraccion se adaptdé a partir de antecedentes
bibliograficos (Peruzzo, Porta, & Ronco, 2008; Lupi, y otros, 2015). En la

Figura 12 se muestra el procedimiento de extraccién empleado.

Y

2 g de suelo + 5 mL Sonificar las muestra

de solucién 0.1 M durante 30 miny F|Itrta:;\ll%ssz>grﬁg;os a
KH,PO, en agitacion centrifugar (3500 membrana 0.22 um
(15 min) rpm; 15 min) e
Ve Y e Y Y
Tomar una alicuota Aforar a un volumen
de 1 ml del de 3 mL con ﬁggﬂ%%tizg;
sobrenadante y solucion buffer e P
derivatizar (K5B,05, 0.1 M) P
g ) |

Figura 12. Procedimiento de extraccion utilizado

El procedimiento de extraccion se aplicé para confirmar el método en la
matriz una muestra de suelo adicionada con los tres herbicidas en 3 niveles
de concentracion 5, 12.5 y 22.5 mg de plaguicida por kg de suelo. Estas
pruebas se realizaron por triplicado de forma independiente. Una vez
obtenidos los extractos se derivatizaron y posteriormente fueron analizados

por CLAR. Se obtuvieron la precision, el recobro y la curva:
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Concentracion recuperada= f (cantidad adicionada)
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Concluida la validacion del método analitico, este se aplic6 a muestras
ambientales tomadas las localidades de Tlanchinol, Lolotla, Molango,
Xochicuatlan, Ixtlahuaco, Naopa y Chiconcuac, de la zona de Molango,
Hidalgo, en donde se obtuvieron doce muestras donde se sospecha que se
podria detectar glifosato, AMPA y glufosinato. Las muestras fueron
identificadas con claves internas del laboratorio, se envasaron para evitar la
contaminacion exterior asi como cualquier alteracion y se mantuvieron en

refrigeracion (4 °C) para evitar la pérdida de los analito.
La preparacion inicial de la muestra fue la siguiente:

= Se tomaron aproximadamente 5 g de muestra.

= Se colocaron en una capsula de porcelana y se molieron con ayuda de
un pistilo de porcelana hasta tener una composicion homogénea.

» Posteriormente se pesaron aproximadamente 2 g y se aplicd el
procedimiento de extraccion, derivatizacion y analisis por CLAR.

Determinacion de humedad. Se pesé la canastilla de aluminio donde se
colocaron posteriormente aproximadamente 2g de la muestra de suelo y se
registro el peso a continuacion se colocaron en el horno de calentamiento y se
dejaron secar a 105 °C. Durante su periodo de enfriamiento se colocaron en
un desecador y finalmente se pesoé la canastilla con la muestra y se registré el
peso, este procedimiento se realizé por duplicado para cada una de las doce

muestras. El porcentaje de humedad se calculd con la siguiente ecuacion:

B
%Humedad de la muestra (%H) = x(100)

Donde:

A= Peso de la muestra con humedad de campo (Q)
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B= Peso de la muestra seca (g)

Este procedimiento estd basado con lo establecido en la NOM-147-
SEMARNAT/SSA1-2004.

Determinacion de plaguicidas por CLAR. Para la extraccion y analisis se
aplicaron los procedimientos descritos en los apartados anteriores y se
agruparon en lotes de 8 muestras, en como control de calidad se analizaron
muestras duplicadas o adicionadas, un blanco y un blanco adicionado. En el
caso del blanco el procedimiento de extraccion se aplicd, pero sin muestra de

suelo al igual que al blanco fortificado Tabla 19.

Tabla 19. Muestras analizadas

1 628-16 X
2 629-16

3 630-16 X

4 631-16 X X
5 632-16 X
6 633-16 X
7 634-16 X X
8 635-16 X
9 636-16
10 637-16 X
11 638-16 X
12 639-16
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Analisis de resultados y discusion

En el presente apartado se analizan los resultados obtenidos:

Optimizacion de la derivatizacion

Optimizacion de la separacion (curvas de log k’ vs % de disolvente de la
fase organica)

Validacion del método analitico

Aplicacion a muestras ambientales

6.

6.1

El primer pardmetro que se optimizé fue el tiempo de derivatizacion de los
analitos con FMOC-CI en la literatura este va desde uno pocos minutos a
horas (Sancho, y otros, 1996; Baez , Fuentes, Espina, & Espinoza, 2014); o
incluso durante toda la noche (Ibafiez , Pozo , Sancho , Lépez , & Hernandez,
2005; Chamkasem & Harmon, 2016). En este estudio, se evaluaron: 20 y 30
min, estos tiempos se seleccionaron por dos razones principales:
a) Los resultados reportados en la literatura fueron satisfactorios, y b) se
busco trabajar con periodos de tiempo cortos con la finalidad de hacer el

analisis de muestras lo mas rapido posible.

Los resultados se presentan en la Figura 13, en la gréfica presentada se
observa que hay un mejor rendimiento de derivatizacién para glifosato (visto
como una mayor area de pico cromatografico) a un tiempo de 20 minutos, y
para AMPA en 30 minutos. Como el glifosato es el herbicida de interés se

seleccion6 el tiempo de 20 minutos.
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Figura 13 Gréfico de barras: Tiempo de derivatizaciéon

Una vez fijado el tiempo de derivatizacion, se optimiz6 la cantidad reportada
de FMOC-CI adicionado, al igual que con los otros parametros la cantidad a
adicionar de FMOC-CI es muy variable (Sancho, y otros, 1996; Lupi, y otros,
2015). En los experimentos que se realizaron se varid la cantidad (como
alicuota) de FMOC-CI de 0.5 y 1 mL. Como se puede observar en la Figura
14, cuando se adicionan solo 0.5 mL de FMOC-CI el area de los picos
cromatograficos es mucho menor que cuando se adiciona 1 mL de FMOC-CI.

400000
H AMPA

350000
H Glifosato
300000
250000
200000

150000

Unidades de Area

100000

50000

0

Mililitros de de FMOC-CI

Figura 14. Grafico de barras: Cantidad de derivatizante
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El dltimo parametro que se optimiz6 fue el nimero de extracciones realizadas
con éter etilico anhidro, estas extracciones se realizaron con el fin de eliminar
el exceso de la disolucion de FMOC-CI. En la literatura se encuentran
reportados voliumenes de extractante entre 1-5 mL y niumero de extracciones
variables (Druart, Delhomme, Vaufleury, Ntcho, & Millet, 2011 ; Stalikas &
Konidari , 2001). Se realizaron pruebas con 2 y 3 extracciones liquido-liquido,

con 2.5 mL de éter etilico c/u.

La fase acuosa se recuperd y se analizd mediante el sistema de CLAR. En
Figura 15 se muestran los resultados obtenidos. En la gréfica de barras se
puede ver que se obtienen mayores areas de pico cromatografico tanto para
glifosato como para AMPA cuando se realizar solo dos extracciones con 2.5

mL de éter etilico.

450000
400000 M Glifosato

350000 HAMPA

300000
250000
200000
150000
100000

50000

Unidades de Area

0
2 3

Num. extracciones con éter etilico

Figura 15 Gréfico de barras: Extracciones con éter etilico

Con los resultados presentados anteriormente se establecié el procedimiento
de derivatizacion final con el que se trabajé para validar el método analitico el
cual se muestra en la Figura 16. En la Tabla 20 Las condiciones del

procedimiento de derivatizacién optimizado para glifosato y AMPA.
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Figura 16. Procedimiento final de derivatizacion

Tabla 20 Condiciones del procedimiento de derivatizacion optimizado

AMPA Glifosato |
mL de muestra 1 1
Buffer Borato Borato
pH de buffer 9 9
mL de buffer de borato 0.25 0.25
Concentracién de FMOC-CI 1000 mg/L 1000 mg/L
mL FMOC-CI 1 1
Disolvente para FMOC-CI ACN ACN
Tiempo de reaccién [min] 20 20
Temperatura [°C] Ambiente Ambiente
Lavado con éter de 2.5 mL 2 2

6.2 Optimizacion de la separacion

Los espectros de los derivados de los herbicidas se obtuvieron con el
espectrofotometro UV-VIS Varian, modelo CARY3E, en los cuales se confirmd
la longitud de onda en 220 nm, para efectuar la cuantificacién por CLAR de los
derivados de glifosato, AMPA vy glufosinato.

Para la establecer las condiciones de la separacién cromatografica se
obtuvieron los parametros de retencion, y se trazo la curva log k’ = f(% ACN),

Figura 17, (Ver Anexo A para el calculo de log k’), variando la proporcion de
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disolvente organico. Se selecciond la proporcion de la composicion de fase
movil ACN:disolucion de fosfatos (45:55), debido a que con esta proporcion
el tiempo de retencion de cada analito es corto, el tiempo de analisis es de 15
minutos, en comparacion a las otras proporciones en las cuales el tiempo de

analisis puede llegar a ser de 30 minutos.

1.4
1.2
1

0.8

log k'

AMPA
GLY

0.4

0.2

35 40 45 55
% ACN

Figura 17. Curva de log k'=f (%ACN) en la fase movil (ACN:disolucion de fosfatos)

7.
Se obtuvieron los siguientes parametros de desempenfo: intervalo lineal y de

trabajo, sensibilidad analitica, precision (repetibilidad y repetibilidad
intermedia), exactitud (como recobro), limite de deteccién (LD) y limite de

cuantificacion (LC).
7.1

Para obtener estos parametros se trazaron las curvas de calibracién
Area = f(Concentracion), en el caso del glifosato y AMPA se trabajo con un
intervalo de concentraciones de 2-9 mg/L y para el glufosinato se trabajé con
un intervalo de 1-8 mg/L. En las Figura 18, 19 y 20 se puede observar un
comportamiento lineal de respuesta analitica en funcién de la concentracion.
Mediante un analisis de regresion lineal por el método de minimos cuadrados,
realizado en Excel, se obtuvieron los parametros de regresién mostrados en la

Tabla 21, donde los coeficientes de determinacién (r?) que se obtuvieron
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fueron 0.997 para el glifosato, 0.9958 para el AMPA y 0.9953 para el

glufosinato cumplen con el criterio de aceptacion de r*=0.98.

100000
80000
60000
40000
20000

Unidades de Area

0

Glifosato

mg/L

Figura 18 Curva de calibracion promedio de glifosato

AMPA

2 4 6 8 10
mg/L

Figura 19 Curva de calibracion promedio de AMPA

57



Glufosinato
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Figura 20 Curva de calibracion promedio de glufosinato
Tabla 21 Estadistica de regresion
Parametro Glifosato AMPA Glufusinato
Intervalo lineal
(mg/L) 2-9 2-9 1-8
5
Centro de mg/L > 4
gravedad Cuentas 50768 33868 38686
de Area
Coeficiente de
correlacion r 0.9985 0.9979 0.9976
Coeficiente de
determinacion r2 0.9970 0.9958 0.9953
Intervalos de . . . . . .
confianza al 95 % Inferior Superior Inferior  Superior Inferior  Superior
Sensibilidad
Analitica (m, en 10790 11374 6654 6985 8485 9006
mg/L)

7.2 Limites de deteccion y de cuantificacion

Para calcular los limites de deteccién y de cuantificacién se analizaron seis
disoluciones independientes. Para el glifosato y el AMPA se trabajé con una
concentracion de 1 mg/L, mientras que para el glufosinato con una
concentracion de 0.5 mg/L. Los limites de deteccion y cuantificacion para el
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glifosato y AMPA se muestran en la Tabla 22 mientras que el limite de

deteccion y cuantificacion para el glufosinato se muestra en la Tabla 23.

Tabla 22 Limites de deteccion y cuantificacion para el glifosato y AMPA

Unidades de area Unidades de area
1 1.0 9826 9965
2 1.0 9863 9816
3 1.0 10004 9901
4 1.0 9739 9891
5 1.0 9732 9842
6 1.0 9729 9859
Media 9816 9879
S 107.89 52.46
DER 1.10 0.53
LD (mg/L) 0.093 0.074
LC (mg/L) 0.19 0.15

Tabla 23 Limite de deteccién y cuantificacion para el glufosinato

Unidades de area
1 0.5 4005
2 0.5 4022
3 0.5 4036
4 0.5 4021
5 0.5 4054
6 0.5 4055
Media 4032
S 19.89
DER 0.49
LD (mg/L) 0.0068
LC (mg/L) 0.014

Como criterios de aceptacion se establecié que el limite de deteccién debe ser
menor al limite de cuantificacibn como se puede observar en la Tabla 24 se
puede observar que ambos limites cumplen con el criterio establecido que el
LC deber menor que la concentracion mas baja del intervalo lineal y el LD mas
bajo que el LC.
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Tabla 24 Limites de deteccion y limites de cuantificacion

Glifosato AMPA Glufosinato
LD (mg/L) 0.074 0.093 0.0068
LC mg/L 0.15 0.19 0.014

7.3 Precision y veracidad

La repetibilidad y veracidad (como recobro) fueron evaluadas a partir de los
resultados del analisis de 6 disoluciones estandar de glifosato, &cido
aminometilfosfénico (AMPA) y glufosinato a 5 mg/L. A partir de los resultados
se calculd la desviacion estandar relativa y el porcentaje de recobro. En la
Tabla 25 se muestran los resultados para glifosato en la Tabla 26 para el

AMPA y en la 27 para el glufosinato.

Los criterios de aceptacion que se establecieron son los siguientes:
Recobrode 100+ 15% conun DER<2%y

Repetibilidad DER < 2%

Repetibilidad intermedia DER < 2%

Tabla 25 Precision y recobro en glifosato

Dia 1 Dia 2 Dia 3
mg/L Recobro (%) mg/L Recobro (%) mg/L Recobro
%
1 50 5.2 104.3 5.1 101.4 5.2 ( 103.6
2 50 5.0 100.6 5.1 101.5 5.1 101.5
3 50 5.2 104.9 5.1 102.5 5.1 102.8
4 50 5.0 100.9 5.2 104.6 5.1 102.4
5 50 5.2 103.7 5.0 100.8 5.2 104.2
6 50 5.2 103.5 5.0 100.8 5.2 104.6
Media mg/L 5.1 103.0 5.1 101.9 5.2 103.2
S 0.1 1.8 0.1 15 0.1 1.2
DER 1.8 1.8 14 14 1.2 1.2
Repetibilidad Intermedia (estadisticos de los tres dias)
Media mg/L 102.7
S 15
DER 15
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En el caso de glifosato se obtuvo un recobro cercano al 100 % en los tres dias
de analisis y una DER intermedia < 2 % de 1.5% por lo cual podemos decir
gue la metodologia empleada para la deteccién de este analito es precisa y

exacta y repetible al cumplir con los criterios de aceptacion referidos.

Tabla 26 Precision y recobro en acido aminometilfosfonico (AMPA)

Dia 1 Dia 2 Dia 3

mg/L Recobro (%) mg/L Recobro (%) mg/L Recobro
(%)

1 5.0 4.3 85.0 4.4 87.8 4.3 85.9
2 50 41 82.2 4.1 82.8 4.2 84.9
3 50 43 86.2 4.3 85.0 4.3 86.0
4 50 41 82.5 4.3 85.6 4.3 86.7
5 50 43 85.1 4.3 86.2 4.3 85.1
6 5.0 4.3 85.6 4.3 85.8 4.3 85.8
Media mg/L 4.2 84.4 4.3 85.5 4.3 85.7
s 0.1 1.7 0.1 1.6 0.03 0.7
DER 2.0 2.0 1.9 1.9 0.8 0.8
Repetibilidad Intermedia (estadisticos de los tres dias)
Media mg/L 85.2
S 14
DER 1.7

En el caso del AMPA se obtuvo un recobro cercano al 85 % en los tres dias
de andlisis y una DER intermedia < 2 % de 1.7 % por lo cual podemos decir
gue la metodologia empleada para la deteccion de este analito es exacta y

repetible al cumplir con los criterios de aceptacion referidos.

En el caso de glufosinato se obtuvo un recobro cercano al 105 % en los tres
dias de analisis y una DER intermedia < 2 % de 1.7 % por lo cual podemos
decir que la metodologia empleada para la deteccion de este analito es
precisa y exacta al cumplir con los criterios de aceptacion referidos, ver
Tabla 27.
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Tabla 27 Precision y recobro en glufosinato

mg/L Dia 1 Dia 2 Dia 3
'mg/L Recobro (%)  mg/L Recobro (%)  mg/L Recobro (%)
1 50 53 105.1 5.2 103.6 5.3 106.0
2 50 53 105.2 5.2 104.0 5.3 106.5
3 50 5.3 105.9 5.3 105.2 5.3 106.7
4 50 5.1 101.1 5.2 103.7 53 106.4
5 50 5.2 104.2 5.2 103.7 5.3 106.2
6 50 53 106.9 5.3 106.2 5.4 108.7
Media mg/L 5.2 104.7 5.2 104.4 5.3 106.7
S 0.1 2.0 0.1 1.0 0.1 1.0
DER 1.9 1.9 1.0 1.0 0.9 0.9
Repetibilidad Intermedia (estadisticos de los tres dias)
Media mg/L 105.2
S 1.8
DER 1.7

7.4 Confirmacién en matriz
Para la confirmacién de matriz  se fortifico por triplicado, una muestra de

suelo con una disolucion de una mezcla de glifosato, AMPA y glufosinato, a 3
niveles de concentracion: 4, 11 y 22 mg de cada plaguicida por kg de suelo,
respectivamente, a las cuales se les aplico el método de extraccion descrito
en la seccion experimental, este analisis. El andlisis de los extractos para la
determinacién de los analitos se llevd a cabo por CLAR, para obtener el
porcentaje de recobro y la precision asociada, y asi evaluar el procedimiento
de extraccion para la cuantificacion de los analitos. Se establecieron los

siguientes criterios de aceptacion:
Recobro 100 £ 20 % con una DER < 20 %.

Se trazd la curva Cantidad adicionada vs Cantidad recuperada, Figuras 21,
22 y 23. En la Tabla 28 se presentan los estadisticos de regresién. Los
criterios de aceptacion establecidos fueron de

r’>0.98

Intervalo de confianza de la pendiente incluya la unidad.
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Figura 21. Curva Cantidad adicionada vs Cantidad recuperada, glifosato
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Figura 23 Curva Cantidad adicionada vs Cantidad recuperada, glufosinato
Tabla 28. Estadisticos de Cantidad adicionada vs Cantidad recuperada
Parametro Glifosato AMPA Glufusinato

Intervalo de 422
concentraciones (mg/kg)

Coeficiente de correlacién r 0.9996 0.9990 0.9995
dgtoeerfr'ncl'ne:;eoﬂerz 0.99992 0.9981 0.9991
Pendiente 0.98 0.90 0.83
Intervalos de confianza al  Inferior  Superior Inferior Superior Inferior Superior

95 % de la pendiente

0.51 1.44 0.40 1.39 0.53 1.13

A partir de los resultados anteriores se puede concluir que el para la
determinacién de glifosato, AMPA vy glufusinato el método queda confirmado

en la matriz.
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7.5 Resumen de los parametros de desempefio

Se obtuvieron los siguientes parametros de desempefio: intervalo lineal,
sensibilidad analitica, precision (repetibilidad y reproducibilidad), exactitud

(como recobro), limite de deteccion (LD) y limite de cuantificacion (LC).

En la Tabla 29 se presentan los pardmetros de desempefio obtenidos de la

validacion para glifosato, AMPA y glufosinato, respectivamente.

Tabla 29. Resultados de los pardmetros de desempefio los compuestos de estudio

Parametro Glifosato Glufusinato
A (nm) 220
IL (mg /L) 2-9 2-9 1-8
Sensibilidad analitica 11082 6820 8746
r? 0.997 0.9958 0.9953
LD (mg/L) 0.074 0.093 0.0068
LC (mg/L) 0.15 0.19 0.014
% Recobro 100.8 85.7 104.4
Repetibilidad 1.2 0.8 0.9
DER (%)
Reproducibilidad 1.5 1.7 1.7
DER (%)

De manera general con los parametros de desempefio obtenidos de acuerdo
a lo descrito en la seccién experimental para glifosato, AMPA vy glufosinato
mostrados en las tablas anteriores, se concluye que el método empleado para
la deteccién y cuantificacion de estos plaguicidas es confiable debido a que

tienen valores que cumplen con los criterios de aceptacion.

8. Aplicacion a muestras ambientales

El muestreo se realizd en el mes de octubre del 2016 en las cercanias de la
region de Molango, situado al norte del estado de Hidalgo, a una altitud sobre
el nivel del mar de 1,612 m, ademas cuenta con rios, arroyos y manantiales.
Esta regidn se caracteriza por enormes montafias y profundas barrancas,
tupida vegetacion. Presenta un clima templado, con lluvias regulares y

precipitaciones con un promedio anual de 1,438 mm, con temperatura de
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17°C, por lo que presenta un clima semi-célido y semi-frio. Se tiene para uso
agricola 6,625 has., con 8,231 de bosques o selva, 221 de pastos naturales.
Uno de los principales sectores de actividad econdmica es la agricultura; los
cultivos son comunmente los siguientes: Maiz, frijol, café, arvejon, chile,
tomate, aguacate, naranja, limon, durazno y chabacano (Gobierno del Estado
de Hidago, 2016). Los puntos de recoleccion se presentan en el mapa de la
Figura 22.

2310000

DO RS gggg::g NONOALCO

27807375 a8 2,750 Meters
- W SE— 634-1

- _—

Figura 22 Mapa de los sitios de muestreo
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Se analizaron muestras de suelo de la region de Molango donde se sospecha
la aplicacion reciente de los herbicidas de estudio. En la Tabla 30 se
presentan los resultados de la aplicacion del método propuesto a las
muestras, como se puede observar en las muestras analizadas solo se
encontro en las muestras de suelo la presencia de AMPA y de glufosinato. No
se detectd glifosato esto debido a que es un herbicida no residual que se
degradan facilmente del suelo, con semividas estimadas que van de 4,2 dias
en agua corriente y la degradacién lenta esta asociada con la presencia de
microorganismos en fase acuosa (Vera, y otros, 2001). Sin embargo, se
detect6 &cido aminometilfosfonico (AMPA), el metabolito principal de glifosato
(Sancho, y otros, 1996). Ver Figura 24 y 25.

Tabla 30. Concentracién de los analitos en las muestras de suelo

Glifosato AMPA Glufosinato
Clave LABQA (mg/kg] (mg/kg] (mg/kg]
ND ND 3.59
ND ND ND
ND ND ND
ND ND 2.40
ND 10.90 4.61
ND 40.86 ND
ND 4.18 3.94
ND ND ND
ND ND ND
ND 50.09 26.91
ND 108.26 29.02
ND 35.12 24.47
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V.

Conclusiones

Los parametros de desempefio obtenidos en la validacion del método de
analisis utilizado en la determinacion de plaguicidas en matrices ambientales,
garantizan que este es apto para el fin propuesto debido a que los parametros

se encuentran entre los valores recomendados para un método analitico.

Una vez validado el método analitico se trabajo con muestras de suelo que
fueron tomadas en varias poblaciones de Molango Hidalgo, esto con la

finalidad de determinar las concentraciones de glifosato, AMPA vy glufosinato.

En las muestras analizadas se encontraron concentraciones de AMPA en un
intervalo de (4.18-108.26) mg/kg. EI AMPA es el metabolito principal de

glifosato.

En las muestras analizadas se encontraron concentraciones de glufosinato en
un intervalo de (2.40-29.02) mg/kg.
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Anexo A. Cromatografia de liquidos de alta resolucion

La cromatografia de liquidos es la técnica analitica de separacibn mas
ampliamente utilizada. Las razones de su popularidad son su sensibilidad, su
facil adaptacion a las determinaciones cuantitativas exactas, su idoneidad
para automatizarla, su capacidad para separar especies no volatiles o
termolabiles, pero, sobre todo, su amplia aplicabilidad a sustancias que son
importantes en la industria, muchos campos de la ciencia y para la sociedad
en general. Algunos ejemplos de estos materiales son aminoacidos, proteinas,
acidos nucleicos, hidrocarburos, carbohidratos, farmacos, terpenoides,
plaguicidas, antibidticos, esteroides, especies organometalicas y una variedad
de sustancias inorgénicas (Skoog, 2008), Tabla A.

Tabla A. Rellenos de fase normal y de fase inversa

Fase Normal Fase Inversa ‘
Un disolvente relativamente no polar, como el Un disolvente relativamente
Fase Movil hexano o el isopropiléter. polar, como agua, metanol,

acetonitrilo o tetrahidrofurano.

El componente menos polar se eluye primero; Los componentes mas polares

al aumentar la polaridad de la fase mévil aparecen primeroy un aumento

Elucion de ) o ) ) o
ocasiona una disminucién del tiempo de de la polaridad de la fase movil
componentes . . .
elucion. incrementa el tiempo de
elucion.

En la mayoria de los tipos de cromatografia Los rellenos de fase unida

en fase normal parece estar regida por quimicamente se llaman de

procesos de desplazamiento de la adsorcion.  fase inversa cuando el

» revestimiento enlazado tiene un
Retencion

caracter no polar, y de fase
normal cuando el revestimiento
contiene grupos funcionales

polares.

Elaboracién propia a partir de la informacion encontrada en (Skoog, 2008)

Se calcula que tal vez mas de las tres cuartas partes de todas las
separaciones mediante cromatografia de liquidos de alta resolucién se llevan
a cabo en la actualidad en columnas con rellenos de fase inversa. La principal

ventaja de las separaciones en fase inversa es que el agua se puede utilizar
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como fase movil. El agua es barata, no toxica, es un solvente transparente a
la radiacibn UV y compatible con los solutos biolégicos. Asimismo, la
transferencia de masas es rapida con fases estacionarias no polares, como el
equilibrio de solvente después de la elucion con gradiente. Lo mas comun es
gue el grupo R del siloxano en estos revestimientos sea una cadena C8 (n-
octilo) o una cadena C18 (n-octildecilo) (Skoog, 2008).

a) by
Cromatogratiz en fase normal Cromatografia en fase inversa
Fase mdévil de baja polaridad Fase midvil de polaridad elevada

| '

. I| .

L AA \ ] A

| |

)
JC B A |'I :lll\ J||I Hlll C

Tiempo —= —Tiempn—=
Fase mdvil de polaridad media Fase mdvil de polaridad media

A A

n ' , I'I |I |
A JUA

Ticmpo=—=

e T 2 U P it

FPolaridades de los solutos: A > 8B > C

Figura A.1 Relacion entre la polaridad y los tiempos de elucidon en cromatografia en fase normal y en
fase inversa. Tomada de (Skoog, 2008)

Parametros cromatogréaficos (Skoog, 2008); (Rojo Callejas , 2018)

Tiempo de retetencidon (tr): Es el tiempo que un soluto permanece en la
columna. Se mide desde el momento de la inyeccion hasta la elucion del
maximo del pico. Es caracteristico del soluto para condiciones de operacion

constantes.

Tiempo muerto (to): Es el tiempo requerido para eluir un soluto que no se
retiene en la fase estacionaria. Tiempo que cualquier soluto permanece en

fase movil. Representa el espacio vacio de la columna.

Tiempo de retencion ajustado (t'r): Mide el tiempo que el componente

permanece en fase estacionaria.
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tlr =t -t

Ancho a la base (wb): Es la porcion de la linea base intersectada por las
tangentes al pico. Para un pico gaussiano es igual a 40. Tradicionalmente

usado en el calculo de la eficiencia del sistema

Ancho a la mitad de la altura (w%): Es una medida mas reproducible,
adecuada para evaluar manualmente la eficiencia del sistema (platos

tedricos).

Factor de capacidad (k'): Se define como la razén de la cantidad de soluto
en fase estacionaria entre la cantidad en fase movil al equilibrio. Es igual a la
relacion del tiempo que el soluto permanece en fase estacionaria respecto al

tiempo en fase movil.

Altura equivalente a un plato teérico (H): Segmento de columna que
representa un plato teérico. Es la medida inversa de la eficiencia del sistema,
entre menor sea H el sistema es mas eficiente (se tienen mas platos tedricos

en la misma longitud de columna). Se calcula como:

by L

N
Selectividad (a): Mide las diferencias relativas entre la interaccion de dos
solutos con la fase estacionaria. Un valor mayor de a significa una columna
mas selectiva y mejor separacion entre solutos. Se calcula como el tiempo de

retencion corregido del soluto mas retenido entre el del menos retenido.

Resolucion (Rs): Es la medida cuantitativa del grado de separacion entre dos
solutos. Se calcula con:
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_ 2(tr,B B tr,A)
Rs =

La resolucién minima aceptable en mezclas sencillas es 1.0, una resolucion

de 2 representa separacion a la linea base.

Figura A2. Ejemplos de resolucién entre dos picos cromatograficos

Tomada de (Rojo Callejas , 2018)
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