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RESUMEN

Argentina ha transformado su agricultura basada en importantes innovaciones tecnoldgicas, lo
que incluyé la adopcién de cultivos genéticamente modificados disefiados para ser resistentes
a herbicidas especificos, principalmente glifosato y glufosinato.

Segun datos del Ministerio de Agroindustria de nuestro pais, se han aplicado aproximadamente
200 millones de toneladas de glifosato anualmente en una superficie que crecié de 25 a mds de
40 millones de hectédreas desde 1996 a 2016, produciendo un total de mds de 110 millones de
toneladas de cultivos (soja, entre otros).

En este contexto, el glifosato es el herbicida mas usado. Se lo utiliza como agente de secado
antes de la siembra directa en una amplia gama de cultivos.

El glifosato es un herbicida no selectivo, de amplio espectro, post emergente, ampliamente
utilizado para el control de malezas, introducido por la empresa Monsanto (USA) en la década
de los 70 como principio activo del formulado Roundup® y actualmente comercializado por un
gran numero de empresas en Argentina.

Este herbicida, de amplia y dominante utilizacidn en la agricultura de nuestro pais, aplicado en
diversos cultivos, esta en la mira de la sociedad generando gran preocupacion por sus negativos
efectos en la salud humana y el ambiente, por ello, si bien es potencialmente menos tdxico y
perjudicial comparado con otros plaguicidas, es necesaria su evaluacién. Sus posibles efectos,
comportamiento y destino final ambiental resultan controversiales, haciéndose necesario
realizar estudios especificos y controles periddicos. Uno de los principales problemas debido a
su caracter anfotérico, alta polaridad y bajo peso molecular, es el analisis a niveles de trazas,
ineludible para su determinacién en muestras ambientales (suelos y aguas) y alimentarias.
Durante esta tesis se desarrollaron métodos analiticos para la determinacion de glifosato, su
principal metabolito, acido aminometilfosféonico (AMPA) y glufosinato, otro herbicida de
caracteristicas similares al glifosato autorizado en nuestro pais, en diferentes matrices:
ambientales, bioldgicas y alimentarias utilizando alternativas de derivatizacién con 9-
fluorenilmetilcloroformato (FMOC-CI) y posterior analisis empleando cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de masa en tandem (UHPLC-MS/MS).

Todas las metodologias analiticas propuestas fueron optimizadas, introduciendo innovacion y
mejoras, y posteriormente validadas, para confirmar que el método propuesto es confiable y
reproducible. En el proceso se optimizaron las etapas de extraccidn, los reactivos utilizados, el
tiempo de reaccion, valores de pH éptimos y etapas de limpieza de los extractos. Siendo la etapa

de limpieza un paso clave para poder obtener extractos lo mas limpios posibles para lograr



detectar los analitos estudiados en las menores concentraciones para ser compatibles con las
normativas mas estrictas en cuanto a los limites mdximos de residuos permitidos.

Teniendo en cuenta esto, la estructura de la tesis quedd compuesta por una introduccidn
general acerca del estado actual del analisis de plaguicidas, haciendo hincapié en los analitos
estudiados, un capitulo donde se presentan los materiales (reactivos y materiales de
laboratorio) asi como el equipamiento y la instrumentacién utilizada durante los trabajos
experimentales desarrollados, tres capitulos dedicados a cada una de las matrices analizadas
(agua, suero y miel) y una conclusién final del trabajo.

El capitulo 3 describe la optimizacidn y validacién de una metodologia analitica basada en la
derivatizacidn previa con FMOC-Cl y andlisis mediante UHPLC-MS/MS para determinar los tres
analitos en agua y su aplicacién para el analisis de muestras de agua reales y de ensayos a campo
correspondientes a estudios de casos seleccionados de interés regional. Se analizaron 158
muestras de agua provenientes de 40 tambos de la zona central de la provincia de Santa Fe,
encontrandose residuos de glifosato (68%), AMPA (96%) y glufosinato (11%) con
concentraciones maximas de 21,2; 6,5 y 0,1 pg/L, respectivamente. También se pudieron
analizar 146 muestras de agua superficial (arroyos, rios, lagunas) provenientes de las provincias
de Santa Fe y Entre Rios, como parte de los servicios que brinda el PRINARC a la comunidad,
observando la presencia de glifosato en el 55% de los casos, AMPA en el 58% y glufosinato sélo
en el 1% de las muestras.

Con los ensayos a campo, se estudid la interaccién que existe entre glifosato y fdsforo
(fertilizantes), pudiéndose verificar una interaccidn significativa entre ellos.

En el capitulo 4 se detalla la metodologia desarrollada y la validacién de la misma, siguiendo los
pasos de una derivatizacion con FMOC-CI y analisis por cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de masa en muestras de suero sanguineo, y su aplicacién para la medicién de la
concentracién de glifosato y AMPA en muestras reales de suero, provenientes de estudios
experimentales realizados con animales (ratas y ovejas) que permitieron evaluar los efectos
adversos que tiene este herbicida cuando ingresa al organismo a través de distintas vias.

El capitulo 5 describe la optimizacién y validacién de un método analitico para analizar miel y
matrices similares como el néctar, a través de una reaccion de derivatizacién con FMOC-Cl y el
posterior analisis mediante UHPLC-MS/MS para la determinacién de los tres analitos y su
aplicacion en muestras reales. Se analizaron un total de 48 muestras de miel provenientes de la
provincia de Santa Fe halldndose glifosato en el 91% de ellas, AMPA en un 8% y no se ha
detectado glufosinato.

Considerando el experimento desarrollado a campo los valores obtenidos de glifosato y AMPA

en el néctar recolectado de las colmenas del ensayo han mostrado evidencia de la



contaminacidn que se produce cuando las colmenas se encuentran préximas a un cultivo que
demanda este herbicida.

Para finalizar, en el capitulo 6, se presenta una conclusién de todos los resultados obtenidos
durante el trabajo, los cuales representan un aporte importante respecto al conocimiento sobre
los residuos de glifosato, su metabolito y glufosinato presentes en el ambiente, lo que sugiere
la urgente mejora en la realizacién de programas de monitoreo y controles periddicos que

conduzcan a mas acciones efectivas, correctivas y preventivas.



CAPITULO 1

INTRODUCCION



Capitulo 1. Introduccidn

CAPITULO 1. INTRODUCCION

El uso intensivo de plaguicidas, principalmente el herbicida glifosato, representa un riesgo para
el medio ambiente. Los productos fitosanitarios utilizados en los cultivos pueden tener un
impacto directo en las personas debido a que quedan expuestas a sustancias quimicas residuales
gue permanecen tras su aplicacién sobre el propio cultivo contaminando los alimentos, como
asi también el ambiente (agua, suelo, sedimento, aire).

Debido a esta problematica actual, el uso de planes de monitoreo de contaminantes

ambientales son cada vez mas necesarios.

1.1.PLAGUICIDAS

1.1.1. Definicidn, clasificacion y propiedades

Los dafos que causan las plagas tienen gran importancia econdmica debido a que inciden en la
disminucion de los rendimientos, el aumento de los costos y como consecuencia menor calidad
de la produccidn. Los plaguicidas se utilizan para proteger a los cultivos de insectos, malezas,
hongos y otras plagas.

El término “plaguicida” segun la definicion de la Organizacion de las Naciones Unidas para la
Alimentacion y la Agricultura, FAO, es cualquier sustancia destinada a impedir, destruir, atraer,
repeler o combatir cualquier plaga, incluidas las especies indeseadas de plantas o animales,
durante la produccion, almacenamiento, transporte, distribucién y elaboracion de alimentos,
productos agricolas o piensos, o que pueda administrarse a los animales para combatir
ectoparasitos. El término incluye las sustancias destinadas a utilizarse como reguladores del
crecimiento de las plantas, defoliantes, desecantes, agentes para reducir la densidad de fruta o
inhibidores de la germinacién, y las sustancias aplicadas a los cultivos antes o después de la
cosecha para proteger el producto contra el deterioro durante el almacenamiento y transporte;
y excluye normalmente los fertilizantes, nutrientes de origen vegetal o animal, aditivos

alimentarios y medicamentos veterinarios (Codex Alimentarius, 2019).

A los plaguicidas, como a muchas sustancias, se los puede clasificar en naturales y sintéticos. Asi
como también, segun la plaga a la que deben combatir o atacar, de esta manera, a las sustancias
qgue impiden o retrasan el desarrollo de hongos se las denomina fungicidas; aquellas que
controlan o eliminan insectos, insecticidas; aquel producto destinado para eliminar las plantas

indeseadas o malezas, herbicida, entre otros.



Capitulo 1. Introduccidn

Ademas, se pueden clasificar segin el grupo quimico al cual pertenecen, clasificacidn que resulta
compleja debido a que permanentemente se estdn incorporando nuevos agroquimicos al
mercado, cabe destacar que resulta importante conocer el grupo quimico desde el punto de
vista toxicolégico, ya que productos de un mismo grupo producen intoxicaciones analogas y con
similares tratamientos.

A su vez, segln su comportamiento en la planta pueden ser sistémicos (absorbidos por el
vegetal, hojas y/o raices, y traslocados en la planta) o de contacto (efectivo contra la plaga
cuando entra en contacto directo con ella). Y considerando la especificidad contra la plaga,
pueden ser selectivos y no selectivos.

Finalmente, de acuerdo a la toxicidad aguda de los plaguicidas, queda establecida la siguiente
clasificacién segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS, 2009) segun criterios revisados e
introducidos en la actualizacidn realizada en 2009, donde este organismo utiliza las categorias
de peligro de toxicidad aguda del Sistema Globalmente Armonizado de Clasificacion y
Etiquetado de Productos Quimicos (GHS, por sus siglas en inglés) como punto de partida parala

clasificacién (Tabla 1).

Tabla 1. Clasificacidn de plaguicidas considerando el riesgo toxicoldgico segun OMS, 2009.
DLso para rata

Clasificacion OMS (mg/kg de peso corporal)
Oral Dermal

Ia Extremadamente peligroso <5 <50
(Extremely hazardous)
Altamente peligroso

Ib (Highly hazardous) >-50 >0-200
Moderadamente peligroso

I (Moderately hazardous) >0-2000 200-2000

Ligeramente peligroso Mas de 2000 Mas de 2000
(Slightly hazardous)

U Poco probable que presente peligro agudo 5000 o mas 5000 0 mas

(Unlikely to present acute hazard)

La estimacion de la toxicidad aguda se correlaciona con el valor de la dosis letal media (DLso)
determinado experimentalmente en ratas frente a la exposicién oral y dermal del plaguicida

estudiado.

1.1.2. Propiedades fisicas y quimicas de los plaguicidas
Para entender como se comporta un plaguicida en el ambiente se necesita conocer sobre las
propiedades fisico-quimicas de la molécula y su mecanismo de transporte, asi como las

caracteristicas ambientales y la geografia del lugar en el que se encuentra.
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Con la gran cantidad de datos de cierta complejidad, los cientificos no siempre pueden predecir
exactamente lo que ocurrira con una molécula de plaguicida cuando ésta ingresa en el ambiente.
A este problema, se suma el hecho de que los datos de las investigaciones realizadas son
obtenidos bajo condiciones controladas de laboratorio y con cantidades conocidas de
plaguicida, lo cual no ocurre en la naturaleza.

A pesar de lo complejo del problema, los cientificos han logrado determinar ciertas
caracteristicas fisico-quimicas cuantificables para los plaguicidas, como es la solubilidad, presiéon
de vapor, constante de la Ley de Henry, el coeficiente de adsorcion de carbono organico (Koc),
el coeficiente de particion octanol-agua (Kow) y la constante de acidez, entre las mas
importantes. Esta informacién sirve para predecir el lugar donde pudiera encontrarse un
plaguicida en altas concentraciones. Por otra parte, la molécula del plaguicida no permanece
intacta por tiempo indefinido en el medio ambiente, ya que sufre degradacion influenciada por
microorganismos, actividad quimica, pH, clima y contenido de materia organica del suelo, entre

otros (Beldoménico y col., 2012).

Solubilidad: es una medida que determina la maxima cantidad de un plaguicida disuelto en agua
o solventes organicos. Se sabe que un valor de solubilidad en agua >500 mg/L representa un
peligro de movilizacién en suelos, contaminacion de acuiferos y acumulacién en ecosistemas
acuaticos.

Es importante mencionar que la mayoria de los valores reportados son determinados mediante
experimentos de laboratorio a temperaturas de 20 a 25°C. Los plaguicidas muy solubles en agua
se adsorben con baja afinidad a los suelos y por lo tanto, son facilmente transportados del lugar
de la aplicacién por una fuerte lluvia, riego o escurrimiento hasta los cuerpos de agua superficial

y/o subterranea (lixiviacion).

Presion de vapor: es una medida de la volatilidad de una sustancia quimica en estado puroy es
un determinante importante de la velocidad de volatilizacién, donde llega al aire desde Ia
vegetacion o los suelos contaminados. Esta propiedad varia con la temperatura (si aumenta la
temperatura, aumenta la presién y viceversa). Valores de P..,,<1:10® mmHg indican bajo
potencial para volatilizarse y valores Py,,>1:10° mmHg indican que el plaguicida se puede

considerar volatil.

Constante de la Ley de Henry: describe la tendencia de un plaguicida a volatilizarse del agua o
suelo himedo. El valor se calcula usando la presidn de vapor, solubilidad en agua y peso

molecular del plaguicida. Se considera que un plaguicida con un valor de constante de Ley de
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Henry >10° Pa-m3/mol es un compuesto con una volatilidad significativa, si presenta un valor
>10° Pa-m3/mol es muy volatil y existe riesgo de contaminacién del aire y pérdidas en el
procesamiento analitico, mientras que si presenta un valor <107 Pa-m3/mol no hay riesgo de

volatilizacion.

Coeficiente de adsorcion de carbono orgdnico (Koc): es el coeficiente de particion de suelo y
agua estandarizado en funcién del contenido de carbono orgdnico. Representa una medida de
la tendencia de las sustancias a ser adsorbidas por el suelo. El Koc es especifico de la sustancia
guimica e independiente de las propiedades del suelo. Un valor de Log Koc <2 representa una
movilidad alta en el suelo y contaminacién de acuiferos.

Coeficiente de particion Octanol-Agua (Kow): es una medida de cémo se distribuye un soluto
en el equilibrio de las fases octanol y agua. Este coeficiente sirve para tener una referencia de la
afinidad de las sustancias para penetrar las barreras lipidicas celulares. Un valor de Kow >1000
representa un peligro de absorcion a través de membranas celulares y acumulacién en tejidos

adiposos con potencial bioacumulacién.

Constante de acidez (K,, pKa): es la constante de equilibrio de la disociacidon de una reaccion
acido-base. Es importante para definir el estado de ionizacidon de una molécula en funcion del
pH del medio en que se encuentra, por lo que tiene mucha implicancia en los procesos de

extraccion analitica.

1.1.3. Residuo de plaguicida

Queda establecido en el CODEX (Codex Alimentarius, 2019) que un "residuo de plaguicida" es
cualquier sustancia especifica presente en alimentos, productos agricolas o alimentos para
animales como consecuencia del uso de un plaguicida. Este término incluye cualquier derivado
de un plaguicida, como productos de conversién, metabolitos, productos de reaccién o
impurezas consideradas de importancia toxicoldgica. Ademas, un "residuo de plaguicida"
comprende los residuos de fuentes desconocidas o inevitables (por ejemplo, de origen
ambiental), asi como los usos conocidos del producto quimico.

Se requiere una “definicién de residuo” para establecer con claridad el o los compuestos de
interés en la estimacién de los riesgos de la ingesta alimentaria asociada a la presencia de
residuos en alimentos o piensos y proporcionar la base para el control del cumplimiento del

Limite Maximo de Residuo (LMR) (OCDE, 2009; FAO, 2017).
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A pesar de que los metabolitos, productos de degradacién y las impurezas se incluyen en la
definicién general de residuo de plaguicida, no necesariamente siempre deben ser incluidos en
la definicidon para hacer cumplir los LMR o estimar la ingesta alimentaria. Esto va a depender del
propdsito para el cual se debe definir el residuo. Siempre que se pueda, la misma definicidn de
residuo debe aplicarse a todos los productos, aunque hay excepciones, como productos de
origen animal y vegetal y productos especificos como los cultivos transgénicos. Un ejemplo de
esto es respecto a la definicion de residuo de glifosato debido a las diferentes proporciones de
residuos en vegetales tolerantes genéticamente modificados. Para el cumplimiento del LMR
(productos vegetales) de grano de soja, maiz y colza se considera residuo a la suma de glifosato
y N-acetil-glifosato, expresado como glifosato, mientras que para otros cultivos sélo glifosato. Y
para estimar la ingesta alimentaria (productos vegetales y animales) el residuo de define
sumando glifosato, N-acetil-glifosato, AMPA y N-acetil AMPA, expresado como glifosato.

La inclusion de productos de transformacion en la definicion de residuo depende de varios
factores, las consideraciones sobre si deben ser incluidos es muy compleja y las decisiones deben
tomarse atendiendo las particularidades de cada caso (FAO, 2017), a su vez siempre se debe
considerar la posibilidad de nuevos metabolitos de un plaguicida que puedan afectar a la
definicién del LMR y/o evaluaciones de riesgos (OCDE, 2009).

Los plaguicidas son muy importantes para producir alimentos, ya que mantienen o aumentan el
rendimiento de las cosechas y el nimero de ellas que se recogen por afio en el mismo suelo.
Pero, para proteger a los consumidores de los efectos perjudiciales de los plaguicidas, la OMS y
los organismos regulatorios de los paises, examinan los datos cientificos disponibles vy

establecen LMR que son aceptados a nivel nacional e internacional (SENASA, 2010; OMS, 2019).

1.1.4. Limite Maximo de Residuo (LMR)

Segun la Comisién del Codex Alimentarius, el limite maximo de residuo es la concentracién
maxima de residuos de un plaguicida (expresada en mg/kg), permitida legalmente en la
superficie o la parte interna de productos de alimentacidn para consumo humano y de piensos.
Este valor se refiere a las trazas que dejan los plaguicidas en los productos tratados cuando éstos
se aplican correctamente, conforme a las Buenas Practicas Agricolas (BPA). Este término se
utiliza para referirse a elementos muy variados, desde el monitoreo del uso de plaguicidas, hasta
aspectos mas abarcadores de la produccion primaria y los sistemas de postproduccién, como la
evaluacién del impacto ambiental o las condiciones laborales (Poisot y col., 2004). Segun el
Codex se entiende por BPA los usos inocuos de plaguicidas autorizados en un pais en las
condiciones necesarias para realizar el control eficaz y fiable de las plagas. Comprende una gama

de niveles de aplicacién de plaguicidas hasta la concentracion de uso autorizada mds elevada,
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aplicada de forma que quede la concentracién minima posible del residuo (Codex Alimentarius,
2019). Un LMR se basa en el uso de BPA y su objetivo es lograr que los alimentos derivados de
productos basicos que se ajustan a los respectivos limites sean toxicoldgicamente aceptables.
Los LMR del Codex, que se destinan principalmente para ser aplicados a productos que circulan
en el comercio internacional, se obtienen basandose en estimaciones hechas por la JMPR (Joints
FAO/WHO Meeting on Pesticide Residues), siguiendo criterios por un lado toxicoldgicos y por el
otro agronémicos, después de:

a) Evaluar toxicolégicamente el plaguicida y su residuo para que no provoque efectos
adversos a la salud de los consumidores. Para ello se determina el nivel sin efecto
adverso observable (NOAEL, Non Observed Adverse Effects Level) en dos o mas especies
distintas de animales de experimentacidn, y luego este dato se extrapola a la especie
humana aplicando coeficientes de seguridad con el fin de obtener la Ingesta Diaria
Admisible (IDA). Segiin FAO/OMS, este parametro representa la cantidad de residuo de
cada plaguicida que ingerida diariamente durante una vida entera no muestra riesgos
apreciables, basandose en los conocimientos que actualmente se poseen.

b) Examinar los datos de residuos obtenidos en ensayos a campo, cuando su uso se ajusta
a las practicas agricolas nacionales. En el examen se incluyen datos de ensayos
supervisados realizados a la concentracion de uso mas elevada recomendada,
autorizada o registrada en el pais. Para tener en cuenta las variaciones introducidas en
los requisitos nacionales de control de plagas, en los LMR del Codex se consideran los
niveles mas elevados observados en tales ensayos supervisados, que se estima
representan las practicas efectivas de control de plagas.

La presencia de residuos en los alimentos depende de una gran cantidad de factores
relacionados principalmente con las propiedades fisicas y quimicas de las moléculas, de las
caracteristicas ambientales donde se aplican y la modalidad de uso. Muchos de estos aspectos
se tienen en cuenta al momento de minimizar su aparicién en los alimentos mediante la
aplicacion de las BPA.

Como los criterios sobre las BPA son muy variables de un pais a otro debido a diferencias en los
tipos y gravedad de plagas, formas de cultivo, condiciones climaticas, entre otras, los entes de
regulacion de cada pais encargados de fijar los LMR contemplan las respectivas realidades, por
lo que los mismos pueden ser muy diferentes entre paises. El Codex Alimentarius, ha constituido
en sus reglamentaciones una referencia muy utilizada por los entes reguladores de todo el
mundo, donde se apoya en criterios agrondmicos y toxicolégicos de amplio consenso
internacional, orientados a favorecer la produccion alimentaria con suficientes margenes de

seguridad parala salud humana. Mantiene permanentes mecanismos de revision de sus criterios
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y regulaciones, ante los continuos hallazgos de la ciencia que pueden demostrar la insuficiencia

en los recaudos y margenes de seguridad adoptados para proteger la salud humana.

1.1.5. Legislacion

Siguiendo las recomendaciones de los organismos internacionales mencionados, para proteger
la salud de los consumidores, la mayoria de los paises han establecido por ley limites maximos
de presencia de residuos de plaguicidas tanto en alimentos como en agua de consumo vy
cereales, forrajes, entre otros. Cuando estos limites difieren entre los distintos paises pueden
plantearse dificultades comerciales. A la hora de imponer sanciones legales o administrativas
debido a infracciones cometidas sobre los LMR, se debe tener en cuenta la incertidumbre de la
medicion analitica, la cual resulta ser + 50% de la concentracion de residuos medida (EFSA,
2014).

Para comprender el rol del Estado en todos los temas relacionados con los plaguicidas es
necesario tener en cuenta el marco legal existente en Argentina.

En el caso particular de los plaguicidas agropecuarios (fitosanitarios y de sanidad animal), el
organismo responsable de la aplicacion de la normativa referente es el SENASA (Servicio
Nacional de Sanidad y Calidad Agroalimentaria) dependiente del Ministerio de Agricultura,
Ganaderia y Pesca de la Nacion. En el caso de los productos domiciliarios o domisanitarios el
organismo de aplicacion es el ANMAT/INAL (Administracién Nacional de Alimentos,
Medicamentos y Tecnologia Médica/Instituto Nacional de Alimentos) dependiente del
Ministerio de Salud de la Nacion (Pdrfido, 2014).

Los productos fitosanitarios que se usen y comercialicen en todo el territorio nacional deben
estar inscriptos en el Registro Nacional de Terapéutica Vegetal de acuerdo a lo establecido por
los Decretos N° 3489/58 y 5769/59, cumpliendo con los términos establecidos en el Manual de
Procedimientos, Criterios y Alcances para el Registro de Productos Fitosanitarios en la Republica
Argentina aprobado por la Resolucion SAGPyA N° 350/99 (SAGPyA, 1999).

El SENASA, es una institucion que es responsable de la evaluacion y registro de todos los
plaguicidas de uso veterinario y/o agricola que se producen o importan en Argentina, asi como
de establecer los LMR para cada combinacion plaguicida-alimento. Las normativas mas recientes
sobre las especificaciones respecto a LMR son las Resoluciones SENASA N° 934, 559 y 608
emitidas en el afio 2010, 2011 y 2012, respectivamente (SENASA, 2010; SENASA, 2011; SENASA,
2012). Ademas, SENASA ha intensificado su accionar implementando, entre otros, los siguientes
Programas relacionados con plaguicidas de alcance Nacional: Programa de Control de Calidad
de Productos Fitosanitarios, Proyecto “Desafios para la Exportacién a la Unién Europea”,

Programa Nacional de Supresién de Carpocapsa, Programa Nacional de Sanidad Forestal,
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Programa Nacional de Control y Erradicacién de Mosca de los Frutos, Programa de Buenas
Practicas Agricolas, Sistema de Control de Productos Frutihorticolas Frescos (SICOFHOR),
Sistema Federal de Fiscalizacién de Agroquimicos y Bioldgicos (SIFFAB) y Plan Nacional de
Control de Residuos e Higiene en Alimentos (CREHA).

Argentina cuenta con legislaciones de otros organismos que establecen limites para ciertos
plaguicidas en alimentos y aguas. El Ministerio de Salud de la Nacién ha fijado LMR para leche y
agua en los capitulos 8 y 12 del Cddigo Alimentario Argentino (CAA), respectivamente (CAA,
2019).

Para el agua, la Provincia de Santa Fe cuenta con la Ley N° 11220 la cual establece valores
maximos para un grupo de plaguicidas en agua de consumo (Santa Fe, 1994).

Respecto al ambito internacional, la Unién Europea regula el uso de los plaguicidas asi como los
niveles maximos permitidos de sus residuos en los alimentos mediante una amplia normativa.
El Reglamento (CE) N° 1107/2009 Del Parlamento Europeo y del Consejo de la Unidn del 21 de
octubre de 2009 hace referencia a la comercializacién de productos fitosanitarios (CE, 2009) y
el Reglamento (UE) N° 293/2013 de la Comisidn Europea del 20 de marzo de 2013 que modifica
los anexos Il y Il del Reglamento (CE) N° 396/2005 del Parlamento Europeo y del Consejo se
refiere a los limites maximos de residuos de plaguicidas (UE, 2013). Si un plaguicida no se
menciona especificamente, se aplica un LMR general por defecto de 0,01 mg/kg. Este
Reglamento también hace referencia a la seguridad de todos los grupos de consumidores,
incluyendo, bebés, nifios y vegetarianos.

Las Agencias de Proteccion Ambiental (EPA, Environmental Protection Agency) tanto de Estados
Unidos como Canada se encargan de proteger la salud humana y el medio ambiente: aire, agua
y suelo (EPA, 2019; CEPA, 2019).

El Codex Alimentarius (Codex Alimentarius, 2019b) es un organismo que cubre una amplia
cantidad de alimentos ya sean procesados o crudos y establece LMR de plaguicidas, que son
tomados como punto de referencia internacional para la resolucién de cuestiones relacionadas
con la inocuidad de los alimentos y la proteccién de los consumidores.

Respecto a la calidad del agua y considerando al herbicida glifosato, la Unidn Europea establece
para el agua de bebida un valor paramétrico de plaguicidas, incluidos herbicidas orgdnicos, de
0,1 pg/L (CE, 1998). La EPA de Estados Unidos fija un nivel maximo de glifosato en agua potable
de 0,7 mg/L por debajo del cual no existe riesgo conocido para la salud, si se supera dicho valor
los efectos posibles sobre la salud humana refieren a problemas renales y dificultades
reproductivas, y considera como fuente de contaminacion la escorrentia producto del uso del
herbicida. Mientras que la EPA de Canada fija un valor de 0,28 mg/L considerando como fuente

de contaminacion lixiviacién y/o escorrentia por el uso.
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Segun la Guia de calidad del agua para consumo humano de la OMS, tanto glifosato como AMPA
(metabolito) presentan un perfil toxicoldgico similar y se considera bajo, para lo cual se fija un
valor en base a la salud de 0,9 mg/L derivado de considerar la IDA de AMPA solo o en
combinacion con glifosato de 0,3 mg/kg de peso corporal, basada en un NOAEL de 32 mg/kg de
peso corporal por dia.

En Argentina, el nivel guia para fuentes de provision de agua de consumo humano es de 0,3
mg/L, expresado como sal de glifosato isopropilamina (Subsecretaria de Recursos Hidricos de la
Nacién, 2003).

Como se expresd anteriormente, las agencias de proteccién ambiental de Estados Unidos y
Canadd no sélo fijan valores maximos para agua de consumo sino también considerando la
protecciéon ambiental, en tal sentido la EPA estadounidense fija valores de referencia de la vida
acudtica para especies de agua dulce y criterios de calidad del agua dulce ambiental para

plaguicidas registrados (Tabla 2).

Tabla 2. Valores de referencia de vida acuatica en agua dulce (mg/L) establecidos por la EPA
(EPA, 2019b).

Plantas no Plantas

.. Peces Invertebrados
Plaguicida vasculares vasculares
Agudo? Crénico? Agudo® Crénico? Agudo® Agudo®
Glifosato 21,5 25,7 26,6 49,9 12,1 11,9
Glufosinato >156 50 325,5 31 0,072 1,470

1valor de toxicidad x LOC. En peces el valor de toxicidad es generalmente la LCso mas baja de 96 horas en una
prueba estandarizada (generalmente con trucha arcoiris, carpita cabezona o agalla azul), y el LOC es 0,5.

2Valor de toxicidad x LOC. En peces el valor de toxicidad es generalmente la NOAEC mds baja de una prueba de ciclo
de vida o etapa temprana de vida (generalmente con trucha arcoiris o pez gordo), y el LOCes 1.

3Valor de toxicidad x LOC. Para invertebrados el valor de toxicidad suele ser la CEsp 0 LCso mds baja de 48 0 96 horas
en una prueba estandarizada (generalmente con mosquito), y el LOC es 0,5.

4Valor de toxicidad x LOC. Para invertebrados el valor de toxicidad suele ser la NOAEC mas baja de una prueba de
ciclo de vida con invertebrados (generalmente con mosquito), y el LOC es 1.

5Valor de toxicidad x LOC. Para las plantas no vasculares, el valor de toxicidad suele ser una CEsg a corto plazo
(menos de 10 dias) (generalmente con algas verdes o diatomeas), y el LOC es 1.

6Valor de toxicidad x LOC. Para las plantas vasculares agudas, el valor de toxicidad suele ser una CEsg a corto plazo
(menos de 10 dias) (generalmente con lenteja de agua) y el LOC es 1.

LOC: Nivel de preocupacion.

LCso: Concentracion letal del 50%.

CEso: Concentracion de efecto del 50%.

NOAEC: Concentracidn de efectos adversos no observados.

Por su parte, la EPA canadiense también hace referencia a la proteccion ambiental,
considerando ecosistemas acuaticos y terrestres (CCME, 2019). Para el herbicida glifosato
establece concentraciones de 27 y 0,8 mg/L para garantizar la calidad de agua para la proteccion
de la vida acudtica en agua dulce considerando tiempos de exposicién cortos y largos al

herbicida, respectivamente. Y para agua marina no hay un valor recomendado. A su vez, para
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cumplir con la calidad del agua para la proteccion de la agricultura fija concentraciones de 0,28

mg/L para el agua destinada al ganado, mientras que para el agua de riego no hay datos.

Para el caso de glifosato no hay datos respecto a las pautas de calidad del sedimento para la

proteccion de la vida acudtica (agua dulce y marina) y tampoco los hay para garantizar la calidad

del suelo para la proteccién de la salud ambiental y humana.

1.2.PLAGUICIDAS OBJETO DE ESTUDIO

En este trabajo, se propone estudiar herbicidas. Los herbicidas objeto de estudio son glifosato,

su principal metabolito dcido aminometilfosfonico (AMPA) y glufosinato, en diferentes matrices

consideradas de gran importancia: ambientales, bioldgicas y alimentarias.

Las caracteristicas fisicas y quimicas de los plaguicidas mencionados fueron extraidas de las

bases de datos PPDB, 2019 y PAN, 2019.

1.2.1. Glifosato

0
|
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Figura 1. Estructura molecular de glifosato.

Nombre IUPAC: N-(fosfonometil)glicina.

Propiedades fisicas y quimicas:

Peso molecular: 169,1 g/mol.

Solubilidad en agua a 20°C: 10500 mg/L.

Solubilidad en solventes organicos a 20°C: 0,6 mg/L (acetona, xilenos, acetato de etilo),
10 mg/L (metanol).

Punto de fusién: 189,5°C.

Punto de ebullicién: se descompone antes de hervir.

Punto de degradacion: 200°C.

Punto de inflamabilidad: no se espera auto-inflamarse. No es altamente inflamable.
Densidad: 1,71 g/mL.

Coeficiente de particién octanol-agua a pH 7 y 20°C: P= 6,31:10%, log P=-3,2.
Presiéon de vapor a 20°C: 0,0131 mPa (baja volatilidad).
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- Constante de la Ley de Henry a 25°C: 2,1-:107 Pa-m*/mol.

- LogKow:-0,7apH1;-1,15apH3;-1,30apH5;-2,9apH7;-3,05apH 7,5;-1,90apH 9;
-0,80 a pH 11.

- Koc: 884-50660 mL/g (ligeramente mavil).

- Constante de disociacion a 25°C: pKal: 0,8; pKa2: 2,23; pKa3: 5,46; pKa4: 10,14. (Albers
y col., 2009). Sus propiedades anfotéricas se deben a la presencia de grupos acidos y
basicos en su molécula. Se encuentra normalmente en forma idnica (generalmente con
carga neta negativa en casi toda la escala de pH, aunque puede presentar carga positiva
a pH<1), a excepcién de un margen estrecho de pH, en medio acido, en el que se
encuentra con carga neta neutra, aunque presentando cargas parciales negativas
(pérdida del protdn mas acido del grupo fosfdonico) y positivas (protonacion del grupo
amino).

- Tiempo degradacidn en suelo (aerdbico): DTso (tipico): 15 dias, DTso (laboratorio a 20°C):
15 dias, DTso (campo): 23,79 dias, DTq (laboratorio a 20°C): 215,2 dias, DTso (campo):

169,78 dias (no persistente).

Diversos estudios han demostrado que una vez aplicado el glifosato, éste es fuertemente
adsorbido por los componentes del suelo, tales como arcillas, 6xidos de hierro y acidos himicos.
Ademas, sufre una importante degradacién, principalmente de tipo bioldgico, siendo su
metabolito mayoritario AMPA pero puede inactivarse rapidamente dependiendo del tipo de
suelo. De acuerdo con estos datos, no seria previsible su presencia en altas concentraciones en
las aguas subterraneas y/o superficiales (Sprankle y col., 1975, 1975b; Albers y col., 2009; Al-
Rajab y Schiavon, 2010; Aparicio y col., 2013; Arroyave y col., 2016). Sin embargo, se han
reportado niveles de glifosato y AMPA en aguas superficiales y subterraneas (Kjeer y col., 2011;
Marek y Koskinen, 2014; Ronco y col., 2016; Rendon-von Osten y Dzul-Caamal, 2017; Demonte
y col., 2018).

Caracteristicas y aplicaciones

El glifosato es un herbicida comun y eficaz no selectivo. Es altamente soluble en agua,
relativamente volatil y normalmente no se filtra al agua subterranea. No es persistente en
suelos, pero puede estar en sistemas acudticos bajo ciertas condiciones. Es moderadamente
téxico para los humanos y es irritante para la piel y los ojos. Es moderadamente téxico para las
aves, la mayoria de los organismos acuaticos, las lombrices de tierra y las abejas meliferas (PPDB,

2019).
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Es un herbicida de amplio espectro utilizado en una vasta gama de cultivos, utilidades y
situaciones industriales para el control de malezas y pastos, como lo son malezas anuales y
perennes, malezas de hoja ancha y gramineas. Dentro de las aplicaciones se puede mencionar:
agricultura incluyendo cereales, soja, cultivos tolerantes al glifosato, horticultura, silvicultura y
jardines domésticos (PPDB, 2019).

Pertenece a la clase quimica de fosfonoglicina.

El modo de accidn es sistémico foliar, ingresa a la planta por el follaje y trasloca por xilema y
floema, no residual. Actua inhibiendo la enzima 5-enolpiruvil-shiquimato-3-fosfato sintasa
(EPSPS), enzima responsable de la formacion de los aminodcidos aromaticos fenilalanina,
tirosina y triptéfano. El shiquimato (anién del acido shiquimico) es el precursor clave y comin
en la biosintesis de todos los aminodcidos aromaticos y el triptéfano que resulta de la ciclacidn
de un acido heptdnico. Debido a que la EPSPS no se encuentra en animales, se asume que el
glifosato es relativamente inocuo para mamiferos, insectos, peces y aves. Sin embargo, en los
ultimos afios han proliferado investigaciones cientificas que evidencian lo contrario (Lopezy col.,
2012).

Este herbicida sdlo es selectivo de cultivos transgénicos que poseen una EPSP sintasa que no es
inhibida por el glifosato. En estos casos se puede emplear en cualquier etapa de crecimiento de
estos cultivos.

El uso principal del glifosato es en el barbecho quimico (Arreguiy col., 2009). Este procedimiento
consiste en eliminar las malezas que consumen agua y nutrientes antes de la siembra del cultivo,
para que éste pueda emerger e implantarse en mejores condiciones. Esto es especialmente
relevante en el centro de Santa Fe ya que en el periodo de implantacidn de los cultivos estivales
es frecuente el déficit hidrico.

El glifosato queda fuertemente unido a las particulas del suelo (mediante mecanismos de
uniones fosfatos), razén por la cual es menos propenso a contaminar corrientes de agua, como
consecuencia de la escorrentia o la percolacién de residuos provenientes de aplicacidon del
herbicida. El glifosato no es un compuesto que plantea grandes problemas de residualidad, pues
es muy labil ante las condiciones ambientales luz, agua y temperatura. Su efecto es de relativa
corta duraciéon en los suelos, siendo degradado por procesos fotoquimicos, quimicos y
bioldgicos, siendo mas importante la descomposicion enzimdtica por efecto de los
microorganismos del suelo, la cual origina metabolitos, tales como AMPA. Ademas, didxido de
carbono, agua, nitrégeno y ciertos fosfatos son otros productos generales de degradacién.

No obstante, varios trabajos recientes han informado caracteristicas novedosas respecto a la

residualidad y persistencia de este compuesto (Okada y col., 2016; Primost y col., 2017).
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En cuanto a la toxicidad aguda informada en la base de datos de la red de accién sobre
plaguicidas (PAN-Pesticide Action Network), sélo se refiere al ingrediente quimico puro y puede
no reflejar la toxicidad aguda de los productos de plaguicidas individuales. Segun la OMS, se lo
clasifica como categoria U, poco probable que presente riesgo y segun estudios del Programa
Nacional de Toxicologia (NTP, National Toxicology Program) de Estados Unidos es considerado
no muy tdxico a ligeramente téxico. Demas entes no lo consideran dentro del listado de
productos, como por ejemplo el inventario de sustancias toxicas (TRI, Toxics Release Inventory)
de la EPA de Estados Unidos.

Referido a la carcinogenicidad del glifosato, la IARC (International Agency for Research on
Cancer) lo considera como probable carcinogénico (categoria 2A) mientras que la EPA de
Estados Unidos, como improbable (categoria E).

En cuanto a los estandares y criterios para la contaminacion del agua, segun los Estandares
Nacionales de Agua Potable se expresa que el Nivel Maximo de Contaminante (MCL, Maximum
Contaminant Level) es de 0,7 mg/L (EPA, 2018). Seguin las normas y criterios de agua potable de
Canad3, la Concentracién Maxima Aceptable (MAC, Maximum Acceptable Concentration) es de
0,28 mg/L.

Resumiendo la informacion toxicolégica disponible es alta la toxicidad en la categoria
carcinogenicidad, es potencial contaminante de aguas subterraneas y no hay evaluacion

disponible del peso de la evidencia respecto a si es perturbador enddcrino (PAN, 2019).

1.2.2. AMPA
ﬁ

H o//P\/NH2
HO

Figura 2. Estructura molecular de AMPA.
Nombre IUPAC: acido aminometilfosfdnico.

Propiedades fisicas y quimicas:
- Peso molecular: 111 g/mol.
- Solubilidad en agua a 20°C: 1466561 mg/L.
- Coeficiente de particidn octanol-agua a pH 7 y 20°C: P= 2,34-107, log P=-1,63.
- Densidad: 1,64 g/mL.

- Koc: 2002 mL/g (ligeramente mévil).
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- Tiempo degradacidn en suelo (aerdbico): DTso (tipico): 121,4 dias, DTso (laboratorio a
20°C): 121,4 dias, DTso (campo): 419 dias, DTso (laboratorio a 20°C): 400 dias, DTeo

(campo): 1000 dias (muy persistente).

Caracteristicas y aplicaciones

El glifosato cuando se deposita en el suelo es degradado por procesos fotoquimicos, quimicos y
biolégicos, aunque el mds importante es la descomposicién enzimatica por efecto de los
microorganismos del suelo, lo cual origina metabolitos, siendo el mds importante el acido
aminometilfosfénico (AMPA).

La degradacidn co-metabdlica del glifosato depende de la actividad microbiolégica y del tipo de
suelo. Los microorganismos pueden romper los enlaces C-P (carbono-fésforo) dando como
producto este metabolito. El AMPA también es tdxico, con cierta movilidad en el suelo, pero se
descompone, lo cual resulta en la lixiviacién de cantidades minimas en los suelos destinados a
la agricultura (CONICET, 2009).

Resumiendo la informacién toxicoldgica que brinda la base de datos PAN, no hay evaluacién
disponible respecto a la carcinogenicidad, tampoco hay evidencia de si es o no potencial
contaminante de aguas subterrdneas, y si es perturbador endécrino. A su vez, no hay

informacién respecto a la toxicidad aguda (PAN, 2019).

1.2.3. Glufosinato

HO P<
| ~OH
NH, o

Figura 3. Estructura molecular de glufosinato.
Nombre IUPAC: Acido butirico de amonio (2RS)-2-amino-4-(metilfosfinato)

Propiedades fisicas y quimicas
- Peso molecular: 198,2 g/mol.
- Solubilidad en agua a 20°C: 500000 mg/L.
- Solubilidad en solventes organicos a 20°C: 250 mg/L (acetona, xilenos, acetato de etilo),
5730000 mg/L (metanol).
- Punto de fusion: 216,5°C.
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- Punto de ebullicion: se descompone antes de hervir.

- Punto de degradacidn: 245°C.

- Punto de inflamabilidad: no se espera auto-inflamarse. No es altamente inflamable.

- Densidad: 1,32 g/mL.

- Coeficiente de particion octanol-agua a pH 7 y 20°C: P=9,77-10°%, log P=-4,01.

- Presion de vapor a 20°C: 0,031 mPa (baja volatilidad).

- Constante de la Ley de Henry a 25°C: 4,48-10° Pa-m3/mol.

- LlogKow:-0,7apH1;-1,15apH3;-1,30apH5;-2,9apH7;-3,05apH 7,5;-1,90apH9;
-0,80 a pH 11.

- Koc: 10-1500 mL/g (ligeramente movil).

- Constante de disociacion a 25°C: pKa: 9,15.

- Tiempo degradacion en suelo (aerdbico): DTso (tipico): 7,4 dias, DTso (laboratorio a 20°C):
7,4 dias, DTso (campo): 7 dias, DTq (laboratorio a 20°C): 25 dias (no persistente).

- En el aire estd presente Unicamente como particulas, las cuales son eliminadas de la
atmosfera por precipitacion humeda y seca. En el suelo tiene una movilidad baja a alta
y la degradacidon microbiana es su principal mecanismo de eliminacién. En el agua la
volatilizacidn, hidrdlisis y fotdlisis no son destinos ambientales importantes para este
plaguicida. El glufosinato de amonio tiene un bajo potencial de bioconcentracién en los

organismos acuaticos (IUPAC, 2019).

Caracteristicas y aplicaciones

El glufosinato de amonio es un herbicida altamente soluble en agua, volatil y tiene un bajo riesgo
de lixiviacion al agua subterranea. No es persistente en los suelos, pero puede ser persistente
en los sistemas acuaticos. Es moderadamente tdxico para los mamiferos y se considera una
neurotoxina. Muestra una toxicidad moderada a baja para las aves, la mayoria de los organismos
acuaticos, lombrices de tierra y abejas meliferas (PPDB, 2019).

Es un herbicida para el control total de la vegetacidn y para controlar una amplia gama de
malezas y pastos, por ejemplo: malezas anuales de hoja ancha que incluyen sombra, velvet leaf,
mostaza silvestre, también hierbas anuales que incluyen pasto de corral, cola de zorra erizada,
entre otros. Es no selectivo. El modo de accion es por contacto con alguna accion sistémica.
Pertenece al grupo de sustancias del acido fosfinico (PPDB, 2019).

Es un andlogo estructural de glutamato y un inhibidor de la glutamina sintetasa, una enzima que
cataliza la combinacion de acido glutdmico y amoniaco (PPDB, 2019). El resultado es una
acumulacién de amoniaco y agotamiento de glutamina y otros aminoacidos en la planta. Estos

efectos son acompafiados por una disminucién de la fotosintesis y son seguidos por clorosis y
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desecacion. Los sintomas de dafios se inician a los 2-5 dias con decoloraciones amarillo palidas
de las partes verdes de la planta. A los 5-10 dias, segin condiciones climaticas, se produce el
desecamiento total de las partes aéreas de la hierba. La duraciéon del efecto contra perennes es
de 6-8 semanas, segln especies, dosis y condiciones climaticas (Hoerlein, 1994).

La degradacién rapida y completa en el suelo y el agua superficial impide el movimiento de los
residuos en las aguas subterraneas. Este herbicida se degrada biolégicamente en el suelo y es
absorbido por los coloides en los estratos superiores, primeros 10 cm (Faber y col., 1997). El
principal producto de transformacién (acido 3-(hidroxi(metil)fosfinoil)propiénico)-MPPA)
presenta mayor movilidad en los suelos que el compuesto original (Gallina y Stephenson, 1992).
Ademas, otros productos de degradacidon que pueden originarse son acido fosférico, metano,
amoniaco, didxido de carbono y agua (Gallina y Stephenson, 1992; Hoerlein, 1994).

Estudios toxicoldgicos muestran que no es probable que cause carcinogenicidad, es potencial
contaminante de aguas subterrdneas y no hay evaluacién disponible del peso de la evidencia

respecto a si es perturbador enddcrino (PAN, 2019).

1.3. MATRICES ANALIZADAS

En 2016, el 4rea global utilizada por glifosato y otros agroquimicos con cultivos biotecnolégicos
altamente exigentes fue de 185,1 millones de hectareas para un total de 26 paises, lo que
representa un aumento del 3% respecto de 2015. Tres paises representan el 79% de esta drea
total (EE. UU., 39%; Brasil, 27%; Argentina, 13%) (ISAAA, 2016).

Argentina ha transformado su agricultura basada en importantes innovaciones tecnolégicas.
Estos cambios incluyeron la adopcidn de cultivos genéticamente modificados disefiados para ser
resistentes a herbicidas especificos, principalmente glifosato y glufosinato.

Un promedio de aproximadamente 200 millones de toneladas de glifosato fueron aplicadas
anualmente en una superficie que crecio de 25 a mas de 40 millones de hectareas desde 1996 a
2016, produciendo un total de mas de 110 millones de toneladas de cultivos (soja, entre otros)
(Ministerio de Agroindustria de Argentina, 2016).

Los ingredientes activos mencionados son usados principalmente en la agricultura como
herbicidas no selectivos en el control de malezas de pre-emergenciay como agentes desecantes
antes de la cosecha, aunque se han registrado otros usos no agricolas. Pueden encontrarse bajas
concentraciones de residuos quimicos en alimentos, agua, suelos y otras muestras ambientales,
exponiendo, de esta manera, a los humanos y al ganado a riesgos toxicoldgicos a través de sus
dietas (Duke y col., 2003; Demonte y col., 2018).

Debido a las razones expuestas, se decidié estudiar las siguientes matrices: agua, suero

sanguineo y miel, tres matrices de complejidad analitica, con composiciones bien diferentes que
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podrian permitir el conocimiento del destino de los herbicidas (glifosato y glufosinato) utilizados

en el agro.

1.3.1. Agua

Los agroquimicos representan potenciales fuentes de contaminacidon ambiental. Los ambientes
acudticos son sistemas vulnerables, receptores naturales de las sustancias emitidas por las
actividades agricolas e industriales (Manahan, 2007). Los impactos generados por las practicas
agricolas sobre la calidad del agua derivan fundamentalmente del aporte difuso de las fugas de
agroquimicos por deriva, escurrimiento o erosién y del aporte puntual debido a practicas mal
implementadas, como pueden ser pulverizaciones sobre cursos de agua, carga y lavado de
equipos aplicadores y acumulacién de envases vacios en cursos de agua (Sasal y col., 2017).

El glifosato es el herbicida mas utilizado a escala mundial y, actualmente, la informacion referida
a su efecto sobre el agua resulta insuficiente.

Diversos estudios han demostrado el impacto ambiental de la utilizaciéon de glifosato. En el
suelo, es adsorbido mediante uniones fosfato y degradado por microorganismos, lo que
determina una escasa movilidad tanto del glifosato como de su principal metabolito, AMPA. Sin
embargo, estudios de lixiviacidn y escurrimiento indican que puede ser transportado hacia las
capas profundas del suelo o hacia cursos de agua superficiales cuando su aplicacién se realiza
previo a lluvias intensas (Flury 1996; Jaynes y col., 2001; Petersen y col., 2002; Sasal y col., 2010;
De Fiori y col., 2012). En consecuencia, se han detectado glifosato y AMPA en cursos de agua
superficial aledafios a campos agricolas (Aparicio y col., 2013; Etchegoyen, 2014; Ayarragaray y
col., 2015; Sasal y col., 2017; Okada y col., 2019).

Debido a que existe gran diferencia entre limites de residuos de glifosato fijados para agua de
consumo humano como para reservorios de agua dulce para la proteccion de la vida acuatica
dependiendo de las agencias que fijan estos parametros, y a su vez, que el glifosato ha sido
clasificado por la Unidn Internacional de Quimica Pura y Aplicada, la Organizaciéon Mundial de la
Salud (OMS) y la Camara de Fitosanitarios Argentina como un producto de mediana a baja
peligrosidad, pero, sin embargo, la Agencia Internacional para la Investigaciéon sobre Cancer
(IARC) dependiente de la OMS lo ha reclasificado e incluido en el grupo 2A, como producto
probablemente cancerigeno (Guyton y col., 2015) la deteccidn de glifosato en agua constituye
una tematica que genera preocupacién entre los diferentes actores de la comunidad rural y
urbana, habiéndose generalizado percepciones de riesgo en la opinidn publica. La ausencia de
informacién fehaciente ha agudizado la sensibilidad social, requiriéndose un abordaje

metodolégico adecuado.
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1.3.2. Suero sanguineo

En 1996, la revolucion de la ingenieria genética aplicada a los cultivos agricolas introdujo cultivos
tolerantes a herbicidas genéticamente modificados. Desde entonces, las areas de cultivo
destinadas a cultivos genéticamente modificados se han extendido principalmente en paises
sudamericanos como Argentina, Brasil, Bolivia, Paraguay y Uruguay (Fischer y col., 2014) y el
herbicida glifosato se ha convertido en uno de los herbicidas mas utilizados a nivel mundial
(Benbrook, 2016). Ademas, en la ultima década, los agricultores aumentaron las tasas de
aplicacion de glifosato y pulverizaron con mas frecuencia para combatir las malezas resistentes
(Benbrook, 2016). Dado el uso extenso y aumentado de este herbicida, tanto el principio activo
como su metabolito se han detectado en aire (Chang y col., 2011), en suelo (Ibafiez y col., 2005;
Ibafiez y col., 2006; Botero-Coy y col., 2013; Avila-Vazquez y col., 2017; Primost y col., 2017), en
polvo respirable (Méndez y col., 2017), en agua (Kjaer y col., 2011; Battaglin y col., 2014; Ronco
y col., 2016; Demonte y col., 2018), asi como en alimentos que pueden ser consumidos por
humanos o ganado (Bai y Ogbourne, 2016). Ademds, se detectd una tendencia hacia el aumento
de las concentraciones de glifosato en muestras de orina de individuos expuestos a la actividad
agricola y no agricola en Europa, lo que probablemente refleja técnicas analiticas mas sensibles,
un uso mas frecuente en la practica agricola y/o mayores residuos en alimentos (Krtiger y col.,
2014a; Niemann y col., 2015). Esta evidencia muestra que existe un riesgo de exposicion
ambiental al herbicida glifosato, lo que subraya las preocupaciones sobre sus posibles efectos
sobre la salud humana (Milesi y col., 2018).

Todos los animales y humanos que consuman soja modificada genéticamente para ser tolerante
al glifosato, incorporan cantidades desconocidas de este herbicida. Los residuos de glifosato en
tejidos y drganos de animales alimentados con alimento genéticamente modificado (soja, maiz,
etc.) no se consideran en la legislacidn. La influencia de los residuos de glifosato en la calidad de
los productos animales destinados a la alimentacion humana es casi desconocida. La
incorporacién de harina de soja genéticamente modificada en la alimentacién de pollos de
engorde afecta significativamente el parametro de color de la carne (Stadnik y col., 2011).

Este herbicida, junto con su metabolito asume un papel fundamental durante la ingestion
accidental o intencional en humanos. Se han acumulado muchos casos en los que victimas
ingieren estos herbicidas en un intento de suicidio (Matsukawa y col., 1991; Hirose y col., 1999;
Lee y col., 2000; Ohtake y col., 2001; Hori y col., 2003; Lee y col., 2009). Por lo tanto, desde la
perspectiva de lainvestigacidén de lamuerte, un método analitico rdpido y sensible que sea capaz

de identificar y confirmar la presencia de estos herbicidas es de suma importancia.
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1.3.3. Miel

La apicultura es una actividad de gran importancia econdmica y eco-sistémica por los valiosos
productos alimenticios que provee y el decisivo rol que cumple la polinizacién en la produccidn
global de alimentos. Argentina es un pais destacado en el mundo por esta actividad, es el primer
exportador mundial y el tercer productor mundial de miel de muy alta calidad. Por su parte,
Santa Fe es una de las provincias de produccién destacada (1118 productores, 3506 apiarios,
278085 colmenas). El pais exporta miel principalmente a los mercados de Estados Unidos y de
la Unidn Europea, abriéndose en 2019 el mercado Chino.

La “calidad” de la miel se apoya en atributos como la “limpieza” (debe estar libre de residuos y
sustancias extrafias, cuyas fuentes son los tratamientos ilegales o legales, el procesamiento o la
contaminacidn ambiental), la “frescura” (el envejecimiento altera sus propiedades), debe ser

|”

“natural” (sin adulteraciones y con un minimo de manipulacién) y “saludable” (con sus multiples
cualidades nutritivas y terapéuticas preservadas).

Respecto a su limpieza-inocuidad, resulta de gran incumbencia la presencia indeseada de
residuos y contaminantes quimicos. Tanto por residuos originados en los tratamientos
terapéuticos aplicados a la colmena, como por el uso de agroquimicos en la agricultura moderna
gue potencialmente contaminan la cadena apicola. En este Ultimo aspecto se han producido,
muy recientemente, cambios importantes. Se ha superado ya el criterio que ponia gran énfasis
en la existencia de residuos de farmacos veterinarios en la miel (antibacterianos,
antiparasitarios, sustancias prohibidas -cloranfenicol-, etc.) para dar lugar a nuevos
condicionantes, enfatizandose en los residuos de plaguicidas (glifosato y plaguicidas de uso
difundido, tanto herbicidas como insecticidas y fungicidas). También emerge el interés por
contaminantes de origen ambiental o natural como los alcaloides pirrolizidinicos, entre otros.
Lo cierto, es que se acepta universalmente la utilizacién de plaguicidas como agentes quimicos
necesarios para combatir malezas, enfermedades, insectos y otras plagas que afectan
negativamente todo tipo de cultivos y la produccidn de alimentos. No obstante, estas moléculas
actian como biocidas y sus formulaciones presentan toxicidad no sélo para la plaga que
combaten sino que también, en distintos grados, impactan en la naturaleza y el hombre.
Siguiendo el impacto de estas practicas en la apicultura, se ha demostrado que los polinizadores
pueden ponerse en contacto con los plaguicidas de diversas maneras, por sus alimentos como
el néctar, el polen y el agua, incluida el agua exudada por las plantas y mientras vuelan a través
de particulas de polvo y rocio o quimicos volatiles diluidos en el aire, el suelo, las hojas y otros.
Hay trabajos donde reportan altas concentraciones de glifosato en muestras de miel que
coinciden con muestras recolectadas de apiarios ubicados en la proximidad a dreas cultivadas,

lo que sugiere la migracién del herbicida desde el sitio de uso a otras dreas a través de las abejas,
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por lo que las practicas de gestidn para reducir la migracidon de plaguicidas no son efectivas y
deben reevaluarse cuidadosamente (Berg y col., 2018).

En cuanto a glifosato, Argentina, en conjunto con Estados Unidos y Brasil, aplican el 80% del
total mundial de este herbicida. En nuestro pais desde 1996 se aplica a una variedad de cultivos
transgénicos encabezados por la soja, con una carga anual importante (200 mil toneladas).
Como consecuencia, existen evidencias (Demonte y col., 2018; Aparicio y col., 2018) sobre el
estatus de verdadera ubicuidad alcanzado por este compuesto en nuestro pais, es decir se lo
encuentra en concentraciones variables en todo tipo de muestras, principalmente en agua,
suelos y alimentos. Asimismo, el informe anual mas reciente de EFSA (mayo 2019) sobre
monitoreo de residuos de plaguicidas en alimentos en la UE (correspondiente al periodo 2017),
reporta una significativa incidencia de la presencia de glifosato en miel y productos de
apicultura. También, en 2018 Alemania interrumpid la importacién por hallar niveles de
concentracion de glifosato superiores a 50 pg/kg en mieles argentinas.

Para atender a los mencionados cambios en los requisitos de calidad e inocuidad es necesario
revisar y actualizar los protocolos de calidad existentes.

Sin embargo, y focalizados en el problema de la “limpieza” por residuos quimicos, cabe remarcar
la gran dificultad que presenta la adopcion de soluciones que eliminen o minimicen la
problematica, dado que la mayoria de las variables determinantes son incontrolables para el
apicultor, ya que tiene serias limitaciones para manejar la actividad agricola en el entorno del
apiario, la flora natural, las malezas, y los cultivos a los cuales acceden las abejas, las variaciones
climaticas (lluvias, vientos, temperatura, sequias, etc.). Ademas, se suma la escasez de
conocimientos tanto a nivel local como global, de muchos de los fendmenos relacionados con el
transporte y la distribucion de los plaguicidas en el ambiente y mas especificamente en la
colmena.

Son un hecho los efectos indeseados en el ambiente, en los alimentos y en la salud, derivados
del uso de plaguicidas como herramienta importante en la agricultura contemporanea, ya que
parte de los principios activos y otros ingredientes de los formulados aplicados no cumplen su
objetivo agrondmico y se liberan en forma no controlada al ambiente alcanzando distintos
destinos, incluso llegan a integrar las cadenas alimentarias y terminan, finalmente, impactando
en la biota, la vida y la salud del hombre por diversas vias.

Muchos de los residuos de los plaguicidas aplicados son especialmente negativos para los
polinizadores de los que dependen mas de un tercio de los cultivos alimentarios del mundo. La
presencia de apicultores y colmenas debe ser considerada como una fortaleza en resguardo de

la sustentabilidad ambiental y la biodiversidad del planeta.
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1.4.INSTRUMENTAL Y METODOLOGIAS PARA LA DETERMINACION DE GLIFOSATO Y

COMPUESTOS RELACIONADOS

La determinacion de residuos de plaguicidas se ha llevado tradicionalmente a cabo mediante
técnicas cromatograficas, tanto cromatografia gaseosa (GC) como cromatografia liquida (LC),
usando diferentes tipos de detectores (MS, UV, fluorescencia). El acoplamiento a
espectrometria de masa, principalmente GC-MS, ha sido la técnica de referencia durante
muchos afios en este campo. Sin embargo, la retirada paulatina de la mayoria de los plaguicidas
tradicionales (organoclorados y organofosforados) por motivos de toxicidad y persistencia en el
ambiente, ha provocado la introduccidn de nuevas materias activas, de menor toxicidad y mas
facilmente degradables. La mayoria de los nuevos plaguicidas resultan ser mas polares, de tipo
idnico y su determinacion mediante GC-MS resulta problematica. Este hecho, junto con los
grandes avances producidos en el acoplamiento LC-MS de los ultimos afos, ha provocado que
esta técnica sea cada vez mds utilizada, de modo que en la actualidad se ha convertido
imprescindible en los laboratorios especializados en analisis de residuos de plaguicidas
(Hernandez, 2010).

A diferencia de GC-MS en donde el analizador de cuadrupolo (Q) permite obtener buenos
resultados analiticos, en LC-MS este analizador resulta menos adecuado por el elevado ruido de
fondo vy, especialmente, por la suave ionizaciéon producida en las interfases de ionizacién a
presion atmosférica (API), lo que conduce a una pobre fragmentacidn y espectros de masa con
pocos iones (generalmente [M+H]+). El uso de la espectrometria de masa en tandem (MS/MS)
aumenta la sensibilidad y la especificidad de los métodos, y por esta razon, el nimero de
aplicaciones que utilizan LC-MS/MS ha aumentado drasticamente en los Ultimos afios.

Con respecto a la determinacién masa en tdndem con instrumentos de baja resolucién, se debe
monitorear un minimo de dos transiciones para un hallazgo seguro, junto con la medicién de la
relacién idnica entre ambas transiciones registradas.

Hoy en dia, el analizador mas atractivo en el andlisis de residuos de plaguicidas es el triple
cuadrupolo (QgQ), permitiendo trabajar en tdndem, con excelente sensibilidad y selectividad
gracias a la adquisicion de transiciones especificas (modo de trabajo SRM), que dificilmente son
compartidas por otros componentes de la matriz. LC-MS/MS QgQ es una técnica muy poderosa,
con un excelente potencial para el analisis rapido, sensible y fiable de la gran mayoria de
plaguicidas y sus metabolitos, con la excepcion de los compuestos mas apolares y/o volatiles,
como piretroides y algunos organofosforados (Hernandez y col., 2005; Marin y col., 2006, 2009).
Al trabajar con triple cuadrupolo (modo MS/MS), el ruido de fondo se reduce significativamente
y aumenta la relacién sefial/ruido y sélo la adquisicion de iones del producto que se forma a

partir de los iones precursores seleccionados se monitorea y detecta (Wong vy col., 2018).
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Las caracteristicas fisico-quimicas del glifosato son muy diferentes a las de la mayoria de los
plaguicidas, debido a su caracter anfotérico y elevada polaridad, caracteristicas que implican
una mayor complejidad a la hora del analisis de este herbicida en matrices de composicién
compleja.

Uno de los problemas principales que se agrega a las dificultades para perfeccionar el
conocimiento existente sobre el comportamiento quimico del glifosato y también la efectividad
de los sistemas de control, es sin duda la metodologia analitica. Los requerimientos de las
normativas existentes varian de 0,1-900 pg/L para aguas, 0,01 mg/kg para alimentos infantiles
(CE, 2006).

La mayoria de los métodos analiticos reportados son complicados, con una preparacién de la
muestra larga y compleja, con métodos que requieren normalmente una etapa de derivatizacion
previa, con el fin de mejorar la separacidon cromatografica y facilitar la retencidn de glifosato y
los compuestos relacionados (AMPA y glufosinato).

Los primeros métodos utilizaron una buena variedad de técnicas basadas en la cromatografia
liquida con detectores de fluorescencia y detectores de gases (NPD-detector de nitrégeno-
fosforo y FPD-detector fotométrico de Ilama) (Tadeo y col., 2000; Kataoka y col., 1995). Estos
métodos presentan la dificultad del procedimiento debido a la etapa extra de derivatizacién ya
sea pre-columna con 9-fluorenilmetilcloroformato (FMOC-CI) o post-columna utilizando O-
ftalaldehido (OPA), o la utilizacién de anhidrido trifluoroacético (TFAA) y trifluoroetanol o TFAA
y diazometano.

Mads recientemente, el advenimiento de nuevas tecnologias ha revolucionado la quimica
analitica de plaguicidas. Principalmente, se han impuesto los métodos denominados multi-
residuos a las distintas configuraciones de cromatografia liquida y/o gaseosa con espectrometria
de masa (Fernandez-Alba, 2005; Alder, 2006) que permiten, mediante preparacion de muestras
muy simplificadas, efectuar el analisis simultdaneo de una gran cantidad de compuestos en las
matrices alimentarias mas complejas (Lehotay y col., 2008, 2010). Por ello, es normal, hoy en
dia, obtener informacién de mas de 100 compuestos en un solo analisis (Diez y col., 2006; Mol
y col., 2007; Pizzutti y col., 2009). En este universo no es posible incorporar sencillamente al
glifosato por sus caracteristicas quimicas (acido organico muy polar, anfétero, soluble en agua e
insoluble en solventes organicos y con alta sensibilidad al pH). Debido a esto, la extraccion de
este herbicida de los sustratos como cereales y/o vegetales, muchos de los cuales presentan
extracciones en medios orgdnicos o acuosos con acidez muy variable, requieren un tratamiento
diferenciado, siendo también mas costosos. De ahi, que sea normalmente excluido de los planes
de monitoreo intensivos y requiera ser determinado con métodos de compuestos simples, como

ocurre con los andlisis de cereales y vegetales (Hjorth y col., 2010). Uno de los métodos mas

26



Capitulo 1. Introduccidn

usados para la determinaciéon de glifosato y glufosinato en cereales utiliza derivatizaciéon con
TFAA/heptafluorobutanol y GC-MS (Alferness y Wiebe, 2001) y otras variantes (Borjesson y
Torstensson, 2000).

Para el analisis de agua se han introducido gran variedad de enfoques que se caracterizan por el
analisis directo, sin el paso de derivatizacidon (Bauer y col., 1999; Hao y col., 2011; Marek y
Koskinen, 2014; Guo y col., 2016). Las técnicas cromatograficas todavia muestran algunos
inconvenientes, por lo tanto, lograr metodologias simples y confiables con el uso de estos
enfoques sigue siendo un desafio. Entre las técnicas que incluyen la etapa de derivatizacion, se
destaca claramente el caso de la formacion de derivados de FMOC-Cl y la deteccidn mediante
LC-MS/MS. Se han podido lograr niveles de deteccidn de ultra traza utilizando etapas de limpieza
como particién L-L o pasos de concentracion mediante extraccidon en fase sélida (SPE) como
variantes incorporadas mediante configuraciones en linea empleando sistemas LC-MS/MS
(Ibdnez y col., 2005, 2006; Hanke y col., 2008; 1SO, 2014; Poiger y col., 2016). Mallet (2014)
propuso un sistema automatizado de arquitectura abierta de UPLC.

También, son utilizadas técnicas de cromatografia de iones con espectrometria de masa pero
con dificultades para cuantificar el nivel de concentracidn bajo (0,01 mg/kg) coincidente con
valores limites establecidos por algunas legislaciones mas exigentes (CE, 2006). Se ha avanzado
en etapas de limpieza simplificadas extrayendo con metanol y acido férmico 1% basadas en los
principios de simplificacién similar a QUEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged, Safe)
aunque adaptado para compuestos no afines al mismo (Lehotay y col., 2005; Anastassiades y
col., 2009, 2019) mediante analisis por LC-MS/MS con columnas idnicas siendo mejor el
funcionamiento con fuentes de ionizacién por electrospray en modo negativo (ESI-) que positivo
(ESI+), de esta manera se eliminan los pasos extras de la derivatizacion, resultando menor el
tiempo de andlisis. También con base en LC-MS/MS ESI- con limites de cuantificacion del orden
de 0,01 mg/kg para glifosato en cereales, hay métodos que no necesitan derivatizacidn (Fussell
y col., 2009). Respecto a métodos analiticos que no requieren el paso de derivatizacidn, también
se pueden mencionar las técnicas de determinacion directa de glifosato y AMPA mediante
cromatografia liquida de alta resolucién usando plasma acoplado inductivamente con
espectrometro de masa de triple cuadrupolo (ICP-MS/MS) donde se logran limites de deteccidn
de 8 pg/L, notablemente menor que el limite obtenido mediante cromatografia liquida con
detector de arreglo de diodos (HPLC-DAD) de 300 pg/L (Pimentay col., 2019).

El glifosato es un compuesto problematico, una sustancia de dificil tratamiento analitico en
muchas matrices, en las que no existen soluciones completas.

En este panorama los ensayos rapidos de screening merecen una mencion por su potencialidad

para el control masivo, su relativa sencillez y bajo costo. Los kits especificos con base en técnicas
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inmunoquimicas han cobrado mucha difusién, mayoritariamente los kits ELISA (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay), donde las aplicaciones ambientales (aguas y suelos) ocupan un gran
espacio. Es posible encontrar kits ELISA para dosaje de organofosfatos y carbamatos (a base de
colinesterasa y en placas), kits en base a placas y/o tubo o técnicas de particulas magnéticas
para glifosato y otros plaguicidas (Senyuva y Gilbert, 2010).

La busqueda de métodos que permitan bajar los limites de deteccidon/cuantificacion y simplificar
la etapa preparativa para la determinacion de glifosato y compuestos relacionados son motivo
de la intensa actividad cientifica aprovechando las ventajas de la alta sensibilidad y selectividad
de la instrumentacion disponible. Esto caracteriza la compleja estructura, que presentan en la
actualidad los laboratorios destinados al estudio de residuos quimicos.

Hoy en dia, el desarrollo de métodos sensibles y multi-residuos para la determinacion de
plaguicidas se ha convertido en un problema importante, debido al uso intensivo de productos
fitosanitarios y los estrictos requisitos legales de la Unién Europea para la calidad del agua y
otras matrices para consumo humano. La mayoria de los plaguicidas y metabolitos que
normalmente alcanzan el agua ambiental, y especialmente el agua subterrdnea, son de
polaridad media/alta. Esto hace que LC-MS/MS sea la técnica mas apropiada para su andlisis, ya
gue conduce a resultados satisfactorios tanto desde el punto de vista de la cuantificacion como
de la confirmacién (Marin y col., 2009).

La técnica LC-MS/MS se muestra como la mas atractiva actualmente para el andlisis de residuos
de glifosato y compuestos relacionados (AMPA y glufosinato), a pesar de requerir una etapa de
derivatizacién pre o post columna dependiendo del reactivo derivatizante utilizado cuando se
emplean columnas cromatograficas de fase reversa compatibles con las técnicas de rutina para

analisis multi-residuos.

1.4.1. Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masa

Anteriormente la técnica de cromatografia de liquidos era poco utilizada para el analisis de
residuos de plaguicidas. Sin embargo, el desarrollo de compuestos cada vez mas polares, de
menor volatilidad y mas termolabiles, que no pueden ser analizados por cromatografia gaseosa,
impulsaron un aumento del nimero de métodos analiticos para determinacién de residuos de
plaguicidas empleando cromatografia liquida, primero utilizando detectores UV y fluorescencia,
posteriormente detector de arreglo de diodos (LC-DAD) y mas recientemente, espectrometro
de masa, LC-MS y LC-MS/MS que proveen una gran sensibilidad y eficiencia (Soler y Picé, 2007;
Gan y Bondarenko, 2008).
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1.4.1.1. Cromatografia liquida de ultra alta eficiencia (UHPLC)

La UHPLC se ha desarrollado como una técnica de separacién innovadora y poderosa basada en
el uso de columnas que contienen fases estacionarias de tamafo de particulas mas pequenas
que la HPLC convencional (<2 um). Esto ha llevado a una mayor resolucién y sensibilidad, y a un
tiempo de analisis mas corto.

UHPLC en combinacién con espectrometria de masa (EM) en tandem ha demostrado ser una
excelente herramienta analitica para determinaciones multi-residuos en aguas ambientales de
compuestos como productos farmacéuticos y medicamentos, toxinas y plaguicidas. Sin
embargo, para aprovechar las ventajas de UHPLC no es suficiente acoplar un espectrémetro de
masa en tandem convencional debido a sus limitaciones de velocidad de exploracién, se

necesitan analizadores de triple cuadrupolo de adquisicion mas rapida.

1.4.1.2. Espectrometria de masa

En los dltimos afios el uso de LC-MS/MS ha crecido enormemente, principalmente debido a la
alta sensibilidad que permite alcanzar niveles de deteccidn muy bajos, y a la elevada capacidad
para la identificacion y confirmacién de los analitos debido a la posibilidad de realizar espectros
de masa, lo que ha permitido el desarrollo de métodos sensibles capaces de identificar
contaminantes a niveles traza en alimentos y muestras ambientales (Jeannot y col., 2000;
Carabias-Martinez y col., 2003; 2004; Garcia-Reyes y col., 2007; Hanke y col., 2008; Chamkasem
y Harmon, 2016; Chamkasem y col., 2016; Demonte y col., 2018).

En general un espectrometro de masa permite la separacién de las moléculas de acuerdo a su
relacion masa/carga (m/z). El mismo consiste basicamente en un sistema de ionizacién, un
analizador selectivo de masas y un detector de iones. Dado que un espectrometro de masa
produce y manipula iones en fase gaseosa, debe operar en ambientes con alto vacio. En LC-MS
las moléculas son ionizadas a presidon atmosférica, formandose un grupo caracteristico de iones
de diferentes relaciones m/z que al ser separados se obtiene un registro donde se representan
sus abundancias relativas vs. m/z de los mismos y se constituye lo que se denomina espectro de
masas.

Los métodos optimizados de plaguicidas consisten en escaneos de MS/MS que son sensibles,
selectivos y proporcionan cuantificacién e identificacién para cientos de compuestos en una
inyeccién. La mayoria de los métodos de plaguicidas multi-residuos utilizan este enfoque
dirigido de masas en tdndem con triple cuadrupolo. Sin embargo, estos procedimientos de SRM
tienen sus limitaciones para analizar tantos plaguicidas en una amplia variedad de matrices. El
desarrollo de estos métodos requiere el manejo de parametros cromatograficos y de

espectrometria de masa, tales como tiempos de retencidn, iones precursores, transiciones de
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productos MS/MS y sus energias de colision, para optimizar la deteccion del analito objetivo.

GC-MS/MS y LC-MS/MS son enfoques que requieren, a priori, informacidn caracteristica sobre

los analitos que deben ingresarse al sistema MS/MS para que puedan ser detectados y

analizados (Wong y col., 2018).

En la Figura 4 se puede observar un esquema de un sistema LC-MS.

Muestra

Liquido
UHPLC

Fuente Interfase
de de vacio
iones
Presion Region de
Atmosférica bajo vacio
Creacién de lones dirigidos
iones en fase al analizador
gaseosa

Figura 4. Esquema de un sistema LC-MS.
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alto vacio

Separacion,
deteccion de iones

Detector

Existen varios disefios de interfases y fuentes para sistemas LC-MS, primero aparecieron las

fuentes por spray térmico y por haz de particulas, pero la verdadera evolucion se produjo con la

aparicién de las fuentes de ionizacion a presidon atmosférica (API). Es un proceso de ionizacion

suave, a presion atmosférica, con una alta eficiencia en comparacion con otras formas de

ionizacion convencionales. El modo mas difundido por su amplio campo de aplicacion es la

ionizacion a presion a atmosférica por electrospray (ESI). También existen otras fuentes que

operan a presion atmosférica como la ionizacién quimica a presion atmosférica (APCI) y la

fotoionizacidn a presion atmosférica (APPI). En la Figura 5 se muestra el campo de aplicacion de

estos modos de ionizacidn junto a la ionizacién por impacto electrénico (El) que se utiliza en GC.
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Figura 5. Campo de aplicacidon de los distintos modos de ionizacion.

La fuente que se utilizé en el presente trabajo fue la de ionizaciéon por electrospray (ESI) la cual

se describe a continuacion.

lonizacion por electrospray (ESI)

En modo positivo, el efluente del LC es bombeado a través de una aguja nebulizadora que se
encuentra a un potencial bajo y éste pasa a través de un electrodo semicilindrico que se
encuentra a un alto potencial. La diferencia de potencial producida entre |la aguja y el electrodo
genera un campo eléctrico que carga la superficie del liquido y forma gotas cargadas. Estas son
conducidas a través de un capilar que por medio de un gas a alta temperatura (N3) elimina el
solvente no cargado. A medida que las gotas atraviesan el capilar, las cargas positivas migran
hacia la superficie de la gota mientras que las cargas negativas permanecen en el centro de ésta.
Paralelamente, el solvente continla evaporandose hasta que el tamano de la gota es tan
pequefio que se rompe. En este momento el campo eléctrico generado es tal que logra ionizar
el analito eliminando el resto del solvente, generando asi iones cargados (sin solvente). Una vez
obtenidos los iones, se introducen en el analizador, separandolos asi de las moléculas neutras
(Figura 6). Dadas las caracteristicas de ESI, su aplicacion es indicada principalmente para el

analisis de compuestos polares.
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Descripcion general de la fuente de ionizacién por electrospray (ESI)
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Figura 6. Esquema del proceso de formacién de iones en ESI.

La formacion de iones por ESI puede ser positiva o negativa. En ESI+, los iones son generados
por la adicién de un ion positivo a la molécula neutra (ejemplo: H*, NHs*, Na*). Estos iones
positivos son conocidos como “aductos”. En cambio, en ESI-, los iones son generados por la
adicion de un ion negativo a la molécula neutra (ejemplo: OH").

ESI es un proceso de ionizacion en solucion liquida, por esa razén, las moléculas que tienen mas
tendencia a ionizarse en solucién tendran sefiales mds intensas. El uso de aditivos en la fase
movil puede ayudar a incrementar la sefial en ESI, por ejemplo: la adicidn de algun acido, como
acido férmico, ayuda a incrementar la seial de analitos en ESI+ al favorecer la formacién del
analito protonado en la solucién.

Efecto de la composicion de la solucién en ESI:

- La ionizacién por electrospray tiende a funcionar mejor cuando la solucién tiene un alto
porcentaje de composicién organica ya que la reduccién del tamafio de las gotas cargadas para
formar los iones en estado gaseoso es favorecida por la presencia de dichas soluciones.

- Laionizacion por electrospray se ve favorecida por la presencia de iones en la solucidn. Esto se
consigue con la presencia de iones en la parte acuosa, como por ejemplo H;0*, OH", NH4*, Na*.
Una vez generados los iones son enfocados hacia el analizador, para lo cual pasan por una zona
de vacio intermedio (interfase de vacio).

En los ultimos afios, ha habido un desarrollo notorio desde las distintas firmas comerciales en el
disefio y optimizacién de esta fase, siendo el objetivo principal enfocar los iones de interés de
manera cuantitativa y evitar que pasen los iones provenientes de la matriz para lograr mayor

sensibilidad.
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Los equipos de la empresa Waters presentan lo que se conoce como disposicidn de Z-spray, que

permite que mas iones entren en la zona de cuadrupolos.

Analizadores

Desde la fuente de ionizacién utilizada, los iones son transferidos al espectrometro de masa,
donde son separados segun su relacién m/z. El analizador opera en condiciones de vacio que
aseguran el desplazamiento de los iones con la mdxima eficacia. Los diferentes tipos de
analizadores incorporados en los sistemas LC-MS/MS son el triple cuadrupolo (QqQ), el tiempo
de vuelo (TOF) y sistemas hibridos: cuadrupolo acoplado a trampa de iones lineal y cuadrupolo
acoplado a tiempo de vuelo. El sistema triple cuadrupolo se explica mas detalladamente ya que

fue el empleado en el presente trabajo.

Analizador Simple Cuadrupolo (Q)

Consiste en dos pares de barras metalicas de la misma longitud y diametro alineados entre si y
equidistantes de un eje central imaginario. Un par estd a potencial eléctrico positivo y el otro a
potencial negativo. A cada par se le aplica una combinacién de voltajes de corriente continua
(DC) y de radiofrecuencia (RF) de tipo oscilatorio, actuando un par como filtro de masas altas y
el otro como filtro de masas bajas. Para una dada amplitud de voltajes de DCy de RF (que pueden
ser variados por el operador), sélo los iones con una relacién m/z resuenan adquiriendo una
trayectoria estable que les permite atravesar el cuadrupolo y alcanzar el detector. Los otros
iones se desestabilizan, cambian su trayectoria e impactan en las barras. De esta forma, el
cuadrupolo se comporta como un filtro de paso de banda, generalmente configurado para
transmitir iones con una determinada relacion m/z (operacién en modo SIM, “single ion
monitoring”). En el caso de querer obtener un barrido de masas abarcando un amplio rango de
m/z (modo de barrido), DC y RF se varian mientras su relacién se mantiene constante. La masa
que logra pasar por el cuadrupolo esta relacionada en forma lineal con la amplitud de voltaje
aplicado, lo que hace que las operaciones de control y calibracion via computadora se
simplifiquen notoriamente (Fernandez-Alba A.R., 2005).

El cuadrupolo puede trabajar en dos modos diferentes, uno por monitoreo de un ion
seleccionado (SIM) y otro por barrido (SCAN). En modo SCAN no resulta suficientemente
sensible, por lo que para la identificacion y cuantificacién se suele operar en modo SIM.
Operando en este modo (filtro de masas), previamente se necesita cargar las relaciones m/z de
los fragmentos a detectar, aquellas relaciones m/z no configuradas en el sistema no seran
detectadas. El rango lineal de estos detectores suele ser mayor que el de otros detectores, y

tienen una alta velocidad de barrido. Tiene un limitado poder de resolucion (baja exactitud en
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la relacion m/z obtenida comparada con otros detectores de masa) y es limitado el uso con
masas altas. Es decir que es ideal para trabajar en la deteccion y cuantificacién de compuestos
conocidos. Para el caso de monitoreo de compuestos desconocidos, dado que el modo de
barrido es poco sensible, se corre el riesgo de no detectar adecuadamente los plaguicidas
presentes. Para estos casos hay que emplear otros analizadores mas adecuados que permitan

identificar compuestos desconocidos.

Analizador Triple Cuadrupolo (QqQ)

Consiste en tres cuadrupolos simples, dispuestos consecutivamente, pero el segundo actua
como celda de colision en lugar de actuar como filtro de masas.

En este tipo de configuraciones se generan iones precursores y productos que luego se analizan
en diferentes espacios fisicos.

Los iones provenientes de la fuente de ionizacidn ingresan en el primer cuadrupolo donde se
selecciona el ion precursor, el cual es fragmentado en la celda de colisién y por ultimo, los iones
producto se separan en el segundo cuadrupolo y se conducen al detector.

Segun los modos de operaciéon de barrido (SCAN) o de monitoreo de ion seleccionado (SIM) con
qgue se opere cada uno de los dos cuadrupolos (Q1 y Q3), se pueden definir 4 modos de
operacion en los instrumentos que poseen triple cuadrupolo.

En el primer modo, denominado “barrido de ion-producto” (“ion-product scan”), el primer
cuadrupolo selecciona o enfoca un ion molecular del compuesto de interés y envia solamente
este ion hacia la celda de colisidn, donde se fragmenta para generar el espectro de masas. Este
modo es util para identificaciéon de un compuesto desconocido o para obtencidn del espectro
de un determinado analito, que serd comparado con el espectro del compuesto que se quiere
identificar.

El segundo modo de funcionamiento se llama “monitoreo de reacciones multiples” (MRM,
“multiple reaction monitoring”), en el cual Q1 selecciona el ion de interés y lo envia a la celda
de colision donde es fragmentado, mientras que en Q3 se monitorea un ion producto (6 2 6 3)
especifico seleccionado. Cuando se acopla este experimento con el uso de estdndares marcados
isotopicamente, se logran excelentes resultados cuantitativos con elevada sensibilidad, debido
al hecho que cualquier efecto matriz que pueda ocurrir en la primera etapa del espectrometro
de masa, le ocurre tanto al analito como a su estdndar marcado. Esto permite obtener andlisis
con bajo ruido, logrando valores mds sensibles, compatibles con los limites de deteccién de
plaguicidas exigidos por las normativas vigentes.

El tercer modo de operacion es el denominado “experimento de pérdidas neutras” (“neutral loss

experiment”). En este modo Q1 y Q3 realizan el barrido de masas de forma sincronizada de
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manera que las pérdidas neutrales de iones moleculares detectados en Q1 pueden asociarse
con su espectro apropiado. Luego, el instrumento calcula la masa perdida entre Q1 y Q3 y
encuentra todas las sefales de la masa especificada. Esta técnica puede resultar util para la
deteccion de compuestos desconocidos de una misma familia, sin embargo la sensibilidad
decrece cuando un QqQ opera de esta manera, aumentando el limite de deteccién.

El cuarto modo de operacién de un triple cuadrupolo se denomina “barrido de ién precursor”
(“precursor-ion scan”). En este modo de operacion, la primera etapa del QqQ realiza un barrido,
mientras que en la segunda se enfoca un ion discreto seleccionado. Esta operacién puede
utilizarse cuando el ion fragmento producido en la celda de colision es especifico para una
familia de compuestos de plaguicidas. Luego, es posible reconstruir el espectro de masas
completo de cada uno de los picos detectados, con la posibilidad de detectar compuestos
desconocidos. El espectro completo de cada uno de los picos cromatograficos reconstruido de
una relacién m/z dada es el espectro del ion precursor (Fernandez-Alba A.R., 2005).

En el presente estudio se trabajo con un analizador triple cuadrupolo operando en modo MRM

(Figura 7).
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Figura 7. Esquema de operacién del analizador triple cuadrupolo en modo MRM. Imagen adaptada del
trabajo Wong y col., 2018.

Detector

El detector empleado generalmente en sistemas cromatograficos acoplados a espectrometria
de masa es del tipo fotomultiplicador. En este ultimo la corriente de iones se transforma en una
corriente de electrones mediante un dinodo de conversion, que convierte tanto los iones
positivos como los negativos en electrones, la cual se amplifica en continuo efecto cascada. La
sefial del multiplicador es convertida en voltaje, ademds de amplificarse, y finalmente
convertida en una seial digital procesandose mediante el hardware y software del sistema.
Cuando el fotdn choca contra el fotocatodo se produce un electrén. Este electrén es atraido
hacia el primer dinodo (gracias a una diferencia de potenciales). Al chocar con el primer dinodo,

varios electrones son eyectados. Cada dinodo esta posicionado a mayor voltaje, lo que origina
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gue los electrones se dirijan al siguiente dinodo creando un ndmero mayor de electrones. Al
chocar con el dnodo, se genera una sefial que es grabada como intensidad de corriente.
En principio, pueden utilizarse tantas placas como se quiera, aunque generalmente se utilizan

entre 10y 16.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Generar conocimientos que permitan optimizar la actual base cientifica disponible para el
diagndstico, el andlisis de riesgos, las acciones de prevencion, control y correccidn de residuos
de herbicidas y/o plaguicidas considerados de interés en la zona central del pais y de dificil
solucidn analitica.

Con el estudio se propone generar nuevas metodologias analiticas para determinar niveles traza
de plaguicidas analiticamente dificultosos y sus metabolitos, no compatibles con los sistemas
multi-residuos, en matrices medioambientales (aguas) y alimentarias complejas, como asi
también tejidos y fluidos bioldgicos. Se experimentardn técnicas cromatograficas-
espectrométricas de masa, y métodos innovadores de preparacién de muestras, para ser
aplicadas en estudios de ocurrencia dentro de la region productiva agropecuaria vy
agroindustrial. Los resultados esperados contribuirdn a aportar conocimientos para solucionar

problemas de salud publica, de impacto ambiental y de la produccidn regional.

Objetivos especificos

e Aplicar nuevos materiales y técnicas a la preparacion de muestras y resolucion analitica de
residuos de glifosato, glufosinato y sus metabolitos.

e Desarrollar procesos analiticos con base en la cromatografia y espectrometria de masa en
tandem (UHPLC-MS/MS, GC-MS/MS) aportando nuevos conocimientos tedricos y practicos.

e Contribuir mediante la aplicacion de estas metodologias avanzadas a la generacién de
conocimientos e informacién sobre el comportamiento quimico y distribucidon en ambientes
y alimentos de fitosanitarios (herbicidas, fungicidas y otros).

e Contribuir con conocimientos Utiles para la evaluacién de estrategias para el uso eficiente y

sustentable de fitosanitarios en la cadena fruti-horticola regional.
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CAPITULO 2. MATERIALES, EQUIPAMIENTO E INSTRUMENTACION

2.1. MATERIALES

2.1.1. Analitos y reactivos

Los estdndares sélidos de glifosato (97,0%), AMPA (98,0%), glufosinato de amonio (97,5%),
glufosinato-FMOC (94,5%), glifosato-FMOC (91,5%) y AMPA-FMOC (98,0%) se obtuvieron de Dr.
Ehrenstorfer GmbH (Augsburg, Alemania). Del mismo proveedor se han obtenido los estandares
de glifosato y AMPA marcados isotdpicamente (Glifosato 1,2-13C2 15N y AMPA 13C 15N), los
cuales eran soluciones acuosas de 100 mg/L cada una.

Se prepararon soluciones individuales de 1000 mg/L en agua para glifosato, AMPA y glufosinato
y en metanol para los estandares derivatizados (glifosato-FMOC, AMPA-FMOC y glufosinato-
FMOC). También se prepararon soluciones intermedias de 100 y 1 mg/L por dilucién de las
soluciones madres en agua y metanol. Para el caso de los compuestos marcados isotépicamente
se prepararon soluciones madre e intermedias en agua de 11y 1 mg/L, respectivamente. Todas
las soluciones estdndares se almacenaron en viales de vidrio a -18°C.

Las soluciones del reactivo derivatizante FMOC-CI (Sigma, St. Louis, MO, EE.UU.) y del buffer
tetraborato de sodio decahidratado (Anedra, San Fernando, BA, Argentina) fueron preparadas
disolviendo los reactivos en acetonitrilo y agua, respectivamente, a los niveles de concentracién
requeridos para cada método de derivatizacidn. Se utiliz6 metanol, acetonitrilo y agua grado
UHPLC (Optima™, Fisher Scientific, NJ, USA) como solvente y para preparar las fases méviles de
todos los métodos cromatograficos. Para la etapa de limpieza de los extractos se utilizaron
cartuchos de extraccion en fase sélida OASIS® HLB 6¢c, 200 mg de sorbente y 30 um tamafio de
particula (Waters, Milford, MA, EE.UU.) y diclorometano calidad plaguicida (Sintorgan, Buenos
Aires, Argentina).

Como promotores de ionizacion para la fase movil se utilizaron acetato de amonio (AcHN4) de
98% de pureza (Anedra, San Fernando, BA, Argentina) y acido formico 98% (Optima™, Fisher
Scientific, NJ, USA).

En las distintas etapas de las metodologias analiticas ensayadas se utilizaron reactivos de
laboratorio: acido clorhidrico, 36,5%-38% (Cicarelli, San Lorenzo, Argentina), hidroxido de
potasio (Anedra, San Fernando, BA, Argentina), acido etilendiaminotetraacético (EDTA) sal
disédica (Cicarelli, San Lorenzo, Argentina), carbonato de sodio anhidro (Merck, Burlington, MA,

USA).
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2.1.2. Materiales de laboratorio

En cuanto a materiales de vidrio, se utilizaron elementos de uso comun en el trabajo de
laboratorio: pipetas, bolpipetas, matraces aforados, vasos de precipitados, probetas, tubos de
ensayos, de distintos volimenes y tamafios. Y materiales de pldstico, fueron utilizados tubos de
centrifuga de 15 y 50 mL de capacidad, como asi tubos Eppendorf de 2 mL de capacidad.
También fueron usadas pipetas automaticas marca Eppendorf (Hamburgo, Alemania) de
distintos voliumenes para lograr mayor precision y exactitud.

Para el control del pH en las distintas metodologias fueron empleadas cintas de pH de 0-14

marca Merck (Burlington, MA, USA).

2.2.EQUIPAMIENTO E INSTRUMENTACION

2.2.1. Equipos de laboratorio

Durante el desarrollo y la optimizacion de las distintas metodologias analiticas ensayadas se
utilizaron diferentes instrumentos: balanza analitica (Mettler Toledo, modelo AB204), centrifuga
(CAVOUR-VT 3216, 3500 RPM), micro centrifuga de ultra velocidad (ultracentrifuga) marca
DLAB (Beijin, China), vortex (MS1, Minishaker IKA), bafo termostatico (modelo Masson,
Argentina), agitador mecanico (Bioelec, Argentina).

Asi como heladeras y freezers para la conservacion de las muestras.

2.2.2. Instrumentacion analitica

Para el analisis cromatografico se utilizé un cromatégrafo liquido de ultra alto rendimiento
ACQUITY UPLC™ (Waters, Milford, MA, USA) compuesto por una bomba binaria, mezclador y
desgasificador de solventes que controlan la fase movil con una presién limite de 15000 psi
(aproximadamente 1000 bar), un muestreador automatico (Waters, Milford, MA, USA), con
capacidad para 96 viales de 2 mL, que controla el sistema de inyeccidon capaz de tomar
volimenes comprendidos entre 1-10 uL, y un horno para la columna.

Se emplearon columnas cromatograficas C18 ACQUITY UPLC™ (Waters, Milford, MA, USA).
Columna BEH-C18 (Ethylene Bridged Hybrid - BEH) de 100 x 2,1 mm diy 1,7 um de tamafio de
particula y columna HSS-C18 (High Strength Silica - HSS) de 100 x 2,1 mm diy 1,8 um de tamanio
de particula.

El cromatdgrafo se encuentra acoplado a un espectrémetro de masa de triple cuadrupolo
Micromass TQD (Waters, Manchester, UK) equipado con fuente de ionizacidn por electrospray

(ESI) capaz de operar en modo positivo y negativo.
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Para el control del equipo, adquisicion de datos y procesamiento de los resultados se utilizé el
software MassLynx v 4.1 (Waters, Manchester, UK). En la Figura 8 se puede observar el equipo

utilizado.

’

Figura 8. Equipo de cromatografia liquida acoplado a espectrometria de masa con analizador de triple
cuadrupolo (UHPLC-MS/MS) utilizado durante este trabajo. PRINARC, FIQ, UNL.
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CAPITULO 3. DETERMINACION DE GLIFOSATO, AMPA Y GLUFOSINATO EN AGUA

Una parte importante de este trabajo consistié en el desarrollo de una metodologia analitica
con el objetivo de poder determinar glifosato, su principal metabolito y glufosinato en agua y
matrices acuosas relacionadas, utilizando un proceso analitico mas simplificado respecto a los
existentes, asegurando suficiente selectividad y exactitud. Tematica que constituye un desafio
analitico en la actualidad como se ha mencionado en la introduccion.

El desarrollo amerité la realizacién de ensayos experimentales en laboratorio que posibilitaron
la introduccién de innovacidon y mejora de las metodologias existentes y su correspondiente
validacién. Todas las metodologias ensayadas se basaron en la derivatizacion previa con FMOC-
Cl y posterior analisis cromatografico acoplado a espectrometria de masa. Las metodologias asi
obtenidas se aplicaron a la medicién de las concentraciones de los analitos en aguas
subterraneas, superficiales y de ensayos realizados a campo, correspondientes a varios estudios
de casos seleccionados de interés regional. Estas actividades son descriptas en el presente

capitulo.

3.1. OBJETIVOS

Los objetivos propuestos para este estudio consistieron en desarrollar una metodologia
simplificada para la determinaciéon de glifosato, AMPA y glufosinato en agua utilizando la
estrategia de derivatizacién con FMOC-Cl y la deteccién mediante UHPLC-MS/MS y aplicar el
método a estudios realizados a campo y analizar muestras de aguas subterraneas y superficiales

de distintos sitios de la regién central de Argentina.

3.2. RESUMEN

En este trabajo se describe el desarrollo de un método para la determinacion simultanea de
glifosato, AMPA y glufosinato en agua. El método propuesto incluye una etapa de pre-
tratamiento de la muestra, derivatizacidon y posterior limpieza de los extractos mediante
particién liquido-liquido con diclorometano. Tras la preparacidon de la muestra, los extractos
fueron analizados mediante cromatografia liquida de ultra alto rendimiento acoplada a
espectrometria de masa de triple cuadrupolo (UHPLC-MS/MS). La identificacion y confirmacion
de los compuestos de interés se basé en la medida de la relacién m/z de los iones seleccionados,
un ion precursor y dos iones producto. Los resultados obtenidos fueron satisfactorios en
términos de linealidad, selectividad, exactitud y precision (REC 70-105% con DER <11%). Se

obtuvieron limites de cuantificacion adecuados para los propédsitos de monitoreo (0,6; 0,2y 0,1
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ug/L para glifosato, AMPA y glufosinato, respectivamente, los cuales se resumen mas adelante
en la Tabla 6) y la metodologia adoptada fue validada y aplicada al analisis de muestras de agua
reales. Estas aplicaciones han aportado informacién de gran interés sobre la ocurrencia y el
comportamiento de los analitos estudiados en aguas subterraneas y superficiales de la regién

central del pais que cuenta con una importante actividad agropecuaria.

3.3. DESARROLLO DEL METODO

3.3.1. Optimizacion del sistema cromatografico

En este estudio se utilizé el equipo UHPLC-MS/MS Waters descripto en el Capitulo 2. Para el
analisis cromatografico fueron evaluadas dos columnas cromatograficas de fase reversa
diferentes. Columna 1: BEH-C18 (100 x 2,1 mm di, 1,7 um de tamaiio de particula) y columna 2:
HSS-C18 (100 x 2,1 mm di, 1,8 um de tamafio de particula).

También, se probaron dos fases modviles y gradientes distintos para aumentar la respuesta
instrumental y obtener mejores parametros cromatograficos como resolucion, asimetria y
forma de pico.

La fases moviles utilizadas estuvieron compuestas por un componente acuoso A: 0,5 mM NH4Ac
(fase movil 1) y H,O:ACN 98:2 + 0,1% acido formico (AF) (fase mévil 2) y un componente organico
B: metanol (fase mévil 1) y acetonitrilo + 0,1% AF (fase moévil 2).

Los programas de gradiente de fase mévil para la separacidon cromatografica fueron, para la fase
movil 1: de 0 a 0,5 min isocratico (90% A: 10% B); de 0,5 a 1,5 min aumento lineal de B de 10 a
95%; de 1,5 a 1,6 min aumento lineal de B de 95 a 100%,; e isocratico (100% B) de 1,6 a 2,6 min.
Las condiciones iniciales se restablecieron en 0,1 miny la columna volvié a estar equilibrada en
2,7 min, dando como resultado un tiempo de corrida total de 5 min.

Y para la fase movil 2: de 0 a 0,25 min isocratico (95% A: 5% B); de 0,25 a 7 min aumento lineal
de Bde 5a 100%; de 7 a 8 min disminucidén lineal de B de 100 a 75%; de 8 a 8,5 min disminucién
lineal de B de 75 a 40%; de 8,5 a 9 min disminucion lineal de B de 40 a 5% y las condiciones
iniciales se volvieron a equilibrar en 1 min, lo que dio como resultado un tiempo total de corrida
cromatografica de 10 min.

Ambas columnas fueron operadas con un caudal de 0,35 mL/min y una temperatura de trabajo
de 40°C vy, en todos los casos, el volumen de inyeccidn fue de 10 pL mediante muestreador
automatico.

En cuanto a los resultados obtenidos respecto a la seleccién de la fase mdvil, inicialmente se
probaron varias combinaciones de agua-metanol (Hanke y col., 2008; Zelaya y col., 2010; Poiger

y col., 2016) y agua-acetonitrilo (Vreekeny col., 1998; Ibafiezy col., 2006; Cullumy Schuhn, 2013;
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Daouk y col., 2013; Mallet, 2014) con la columna BEH-C18 (columna 1) y, posteriormente, se
evalué el desempefio de la columna HSS-C18 (columna 2). En las Figuras 9 y 10 se muestran los
cromatogramas de la inyeccidn de una mezcla de estandares de glifosato-FMOC, AMPA-FMOC

y glufosinato-FMOC (100 ug/L) en solvente utilizando las distintas fases moéviles y columnas.
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Figura 9. Cromatogramas TIC y MRM de glifosato-FMOC, AMPA-FMOC vy glufosinato-FMOC de una
solucién estandar preparada en solvente (100 pg/L) usando la columna 1: ACQUITY UPLC BEH® y la fase
movil 2: solvente A: H,O:ACN 98:2 + 0,1% AF, solvente B: ACN + 0,1% AF. Ancho de base del pico: 26,5,
25,8 y 25,8, relaciones S/N: 96, 86 y 437 para glifosato-FMOC, AMPA-FMOC y glufosinato-FMOC,
respectivamente.
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Figura 10. Cromatogramas TIC y MRM de glifosato-FMOC, AMPA-FMOC vy glufosinato-FMOC de una
solucién estandar preparada en solvente (100 pg/L) usando la columna 2: ACQUITY UPLC HSS® y la fase
movil 2: solvente A: H,O:ACN 98:2 + 0,1% AF, solvente B: ACN + 0,1% AF. Ancho de base del pico: 15,1,
14,5 y 13,2, relaciones S/N: 536, 537 y 2104 para glifosato-FMOC, AMPA-FMOC y glufosinato-FMOC,
respectivamente.

En conclusion, para determinar qué columna y fase movil utilizar se analizaron las condiciones
cromatograficas de las dos columnas y las dos fases moviles. Los resultados indicaron buena
selectividad, tiempo de retencidn relativamente corto (<5 min), mayor sensibilidad, mejor forma
y resolucion del pico para los tres analitos derivatizados utilizando la fase mévil 2 (agua-
acetonitrilo) y la columna 2 (HSS-C18). También, se observé un aumento de las areas de las
transiciones de cuantificacion y confirmacion asi como de la relacién sefial/ruido (S/N).

Luego de evaluar los resultados obtenidos, se concluyé que la combinacién apropiada resulta de

la columna 2 (HSS-C18) y la fase movil 2 (agua-acetonitrilo).
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3.3.2. Optimizacion del sistema espectrométrico

Se trabajé en un estudio quimiométrico para evaluar la influencia de los parametros
instrumentales en la respuesta de los tres analitos, considerando solamente la optimizacién de
la fuente de ionizacidn.

Para lograr una mejor respuesta de los parametros espectrométricos, se estudiaron las
condiciones instrumentales sobre las bases de disefios estadisticos de experimentos, utilizando
el software Design Expert 7.0. Los pardmetros incluidos en el modelo fueron: voltaje de capilar
(VC), voltaje de extractor (VE), temperatura de fuente (TF), temperatura de desolvatacion (TD),
flujo de gas de desolvatacion (FD) y flujo de gas de cono (FC).

Debido a que el nimero de variables a optimizar era considerable, y para comenzar se decidié
un procedimiento rapido, uno de los disefios que se adaptaban a nuestro objetivo era un disefio
factorial fraccionado, ya que para una optimizacion completa se necesitaria un nimero bastante
mayor de experiencias. Basandonos en el disefio elegido, la cantidad de experimentos a realizar
fue dada por 2P, siendo k el nimero de factores y p indica los tiempos de fraccionamiento o
reduccion del disefio. Se adoptd un modelo de disefio 2% con 3 repeticiones del punto central,
resultando un nimero total de 19 corridas. El punto central se correspondio con las condiciones
instrumentales que se estaban utilizando en la determinacion de glifosato, AMPA y glufosinato
extraidas de bibliografia (Ibafnez y col., 2006; Hanke y col., 2008; Zelaya y col., 2010), siendo TF:
120°C, TD: 400°C, VC: 2 kV, VE: 3V, FD: 800 L/h y FC: 10 L/h, y para el disefio factorial propuesto
se utilizaron rangos de valores dptimos del equipo para favorecer el buen funcionamiento y la
vida atil del mismo: voltaje de capilar (1-4 kV), voltaje de extractor (1-6 V), temperatura de
fuente (100-140°C), temperatura de desolvatacidn (300-500°C), flujo de gas de desolvatacién
(600-1000 L/h) y flujo de gas de cono (5-20 L/h).

Cada corrida se inyecté por triplicado y entre las corridas se inyecté solvente, para tener mas
tiempo de estabilizacion instrumental entre las experiencias.

Los modelos de disefio de experimentos escogidos para la optimizacion de los parametros
espectrométricos son modelos estadisticos cldsicos cuyo objetivo es averiguar si determinados
factores influyen en la respuesta de interés y, si existe influencia de algun factor, poder
cuantificarla.

Un disefio factorial fraccionado es un diseio en el cual se realiza un subconjunto seleccionado o
"fraccién" de las corridas experimentales incluidas en el disefio factorial completo. Los disenos
factoriales fraccionados son una opcién adecuada cuando los recursos son limitados o el nimero
de factores incluidos en el disefio es grande, porque utilizan menos corridas que los disefios
factoriales completos, a pesar de que parte de los efectos principales y las interacciones de dos

factores se confunden y no se pueden separar de los efectos de otras interacciones de orden
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superior. Por lo general, se presupone que los efectos de orden superior son insignificantes para
obtener informacidn sobre los efectos principales y las interacciones de orden bajo con menos
corridas. En el disefio factorial fraccionado se investigan algunas de todas las posibles
combinaciones de los niveles de los factores.

Luego de realizar el disefio de experimentos y analizar los resultados obtenidos, las condiciones
instrumentales optimizadas fueron:

Voltaje de extractor: 1V

Voltaje de capilar: 1 kV

Temperatura de fuente: 140°C

Temperatura de desolvatacion: 500°C

Flujo de gas de desolvatacién: 600 L/h

Flujo de gas de cono: 20 L/h

Se utilizé ionizacién en modo positivo (variable no incluida en el disefo) utilizando nitrégeno
como gas de desolvatacion y gas de cono. En la celda de colisién se utilizé argén a 4,4-107 mbar
y 0,1 mL/min para producir los fragmentos de los iones respectivos y el modo de adquisicién fue
MRM. Los valores de m/z para los iones precursores y fragmentos para cada compuesto
especifico junto con sus respectivos voltajes de cono y valores de energia de colision se
muestran en la Tabla 3. El tiempo de permanencia (dwell time) fue de 0,1 s para todos los

compuestos.

Tabla 3. Pardametros MS/MS de glifosato, AMPA, glufosinato y estandar marcado
isotopicamente derivatizados con FMOC-CI.

Voltaje de cono lon precursor lon producto Energia de

Compuesto (V) (m/2) (m/z)? colision (eV)
Glifosato-FMOC 20 392,0 Q88,1 30
q214,1 10
AMPA-FMOC 20 334,0 Q179,1 20
g112,1 15
Glufosinato-FMOC 30 404,0 Q136,1 25
g 208,2 10
Glifosato 2C13, N15-FMOC 20 395,0 Q91,1 30
q217,1 10
AMPA C13, N15-FMOC 20 336,0 Q181,1 20
q114,1 15

2Q: Transicidn de cuantificacion; g: Transicion de confirmacién.

Realizando este disefio de experimentos se pudieron optimizar las condiciones espectrométricas

obteniendo resultados satisfactorios, ya que la variable de respuesta elegida (area de pico
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cromatografica) se vio incrementada para los tres analitos estudiados, esto se vio beneficiado

por la optimizacidn previa de las condiciones cromatograficas (columna 2 y fase movil 2).

Las Figuras 11, 12 y 13 muestran una comparacion de cromatogramas de cada analito antes (a)

y después (b) del disefio de experimentos, utilizando la columna HSS-C18 y la fase movil

constituida por agua-acetonitrilo. En ellas se puede observar el aumento de la sensibilidad

lograda, donde glifosato incrementd su drea cromatografica en 100%, AMPA en 120% vy

glufosinato en 52%.
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Figura 11. Cromatogramas de glifosato obtenidos al inyectar una solucién estandar preparada en solvente
(100 pg/L) antes (a) y después (b) de la optimizacion del sistema espectrométrico, utilizando la columna

2 (HSS-18) y FM 2 (agua-acetonitrilo).
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Figura 12. Cromatogramas de AMPA obtenidos al inyectar una solucion estandar preparada en solvente
(100 pg/L) antes (a) y después (b) de la optimizacion del sistema espectrométrico, utilizando columna 2

(HSS-18) y FM 2 (agua-acetonitrilo).
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Figura 13. Cromatogramas de glufosinato obtenidos al inyectar una solucién estandar preparada en
solvente (100 pg/L) antes (a) y después (b) de la optimizacidn del sistema espectrométrico, utilizando la
columna 2 (HSS-18) y FM 2 (agua-acetonitrilo).

La sensibilidad lograda con la optimizacién cromatografica y espectrométrica llevaron a la
adopcion de estas condiciones instrumentales para las etapas posteriores de desarrollo y
validacion de las metodologias analiticas propuestas para las distintas matrices evaluadas (agua

y suero sanguineo).
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3.3.3. Ensayos comparativos sobre la etapa de preparacion de la muestra

Descripcion del experimento

Fueron evaluadas y adaptadas al objetivo del trabajo cuatro alternativas reportadas en
bibliografia, basadas en la derivatizacién pre-columna con FMOC-CI para los tres analitos en
estudio. Se consideraron diferentes aspectos de los procedimientos experimentales:
acondicionamiento de la muestra antes de |la etapa de derivatizacidn, concentracién del reactivo
derivatizante, volumen y concentracién del buffer, tiempo de reaccidn y alternativas de limpieza

de los extractos (Tabla 4).

Tabla 4. Resumen de las etapas de las cuatro metodologias analiticas desarrolladas.

METODO A METODO B METODO C METODO D
Muestra 40 mL 10 mL 3mL 3mL
Acidificacion pH1(1h) pH 1 (1 min) pH1 pH1
Estandar Gli 1,2-13C2 15N Gli 1,2-13C2 15N Gli 1,2-13C2 15N Gli 1,2-13C2 15N
interno AMPA 13C 15N AMPA 13C 15N AMPA 13C 15N AMPA 13C 15N
Neutralizacion  pH 6-7 pH 6-7 pH 6-7 pH 6-7

Derivatizacion  buffer borato 40 mM  buffer borato 5% buffer borato 40 mM  buffer borato 40 mM

FMOC-CI 6,5 mM FMOC-Cl 12 g/L FMOC-Cl 6 g/L FMOC-Cl 6 g/L
ACN ACN
Reaccién 2h Noche (22°C) Noche (22°C) 2 h(22°C)
Limpieza SPE SPE SPE Particion
Particién

- Método A: consiste en el método propuesto por Hanke y col. (2008) adaptado para lograr mejor
manejo en el laboratorio. Se redujo a la mitad la escala de volimenes y se implementd SPE-C18
offline como etapa de limpieza.

El procedimiento propuesto comprendio los siguientes pasos: una alicuota de muestra de 40 mL
fue tomada en un tubo de centrifuga de 50 mL de capacidad. Para eliminar posibles
interacciones de glifosato con componentes de la matriz, la muestra se acidificé con HCI 6 M a
pH 1, y para maximizar la disociacion de los posibles complejos de analito-cation, el pH 1 se
mantuvo durante una hora. Posteriormente, la muestra fue enriquecida con la mezcla de
estandar interno marcado isotépicamente (glifosato 1,2-13C2 15N y AMPA 13C 15N) y se
neutralizé con KOH 6 M. Se afiadieron 5 mL del buffer borato 40 mM y 5 mL de la solucién de
FMOC-CI 6,5 mM. Luego de agitar el tubo, se dejo reaccionar durante 2 horas a temperatura

ambiente. Pasado ese tiempo, la reaccion se detuvo acidificando la solucion aproximadamente
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a pH 3 con acido férmico. La muestra derivatizada, fue diluida con 50 mL de agua y se afiadieron
2mLde EDTA 1 M.

Como etapa de limpieza se practicé SPE-C18 offline. Los cartuchos fueron acondicionados con 5
mL de metanol seguido de 5 mL de 4cido féormico al 0,1%. Las muestras derivatizadas se
extrajeron a una velocidad de flujo aproximado de 2,5 mL/min. Posteriormente, se elimind el
exceso de agua dejando pasar aire a través de los cartuchos durante 30 min. Para eliminar los
subproductos de la reaccidn, los cartuchos se lavaron con 3,5 mL de diclorometano vy
nuevamente se secaron con aire durante otros 30 min. Los analitos se eluyeron con 9 mL de
metanol sin usar vacio. El metanol fue evaporado hasta sequedad y el volumen se reconstituyé
con 500 pL de fase movil para obtener las condiciones iniciales para la inyeccién cromatografica,
luego los extractos fueron filtrados con filtros de jeringa de nylon de 0,2 um y transferidos a un
vial para su andlisis mediante UHPLC-MS/MS.

Para evaluar el rendimiento de la metodologia ensayada se practicaron estudios de
recuperacion, fortificando las muestras (matriz libre de analitos) previamente. La fortificacion
se realizo por triplicado en dos niveles de concentracion: 0,25y 2,5 ug/L obteniendo porcentajes
de recuperacion menores al 60 % con desviaciones estdndares relativas entre 15-40% para los

tres analitos.

- Método B: se basa en el método propuesto por Ibafiez y col. (2006) reemplazando SPE-C18
online por SPE-C18 offline y proponiendo una limpieza mediante particién liquido-liquido con
diclorometano, ademads de controlar el pH (1y 6-7).

El procedimiento comenzé tomando una alicuota de 10 mL de muestra y transfiriéndola a un
tubo de centrifuga de 50 mL. La muestra de agua se acidificé a pH 1 para liberar el glifosato de
los componentes de la matriz con HCl 6 M y se mantuvo el pH por 1 min. Luego se afiadio el
estandar marcado isotépicamente (glifosato 1,2-13C2 15N y AMPA 13C 15N) y la muestra se
neutralizé con KOH 6 M. Acto seguido se agregaron 0,6 mL de buffer borato al 5% (pH 9) y 0,6
mL de FMOC-CI 12 g/L, se agitd y se dejé que la reaccion tenga lugar durante toda la noche a
temperatura ambiente.

La muestra derivatizada se filtré a través de un filtro de jeringa de 0,45 um vy se acidificé con HCI
para lograr pH 1,5.

Para la etapa de limpieza se practicaron dos alternativas: SPE y particion liquido-liquido.
Opcidn SPE: los cartuchos fueron acondicionados con 5 mL de metanol seguido de 5 mL de acido
férmico al 0,1%. Las muestras derivatizadas se extrajeron a una velocidad de flujo aproximado
de 2,5 mL/min. Posteriormente, se elimind el exceso de agua dejando pasar aire a través de los

cartuchos durante 30 min. Para eliminar los subproductos de la reaccidn, los cartuchos se
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lavaron con 3,5 mL de diclorometano y nuevamente se secaron con aire durante otros 30 min.
Los analitos se eluyeron con 9 mL de metanol sin usar vacio. El metanol fue evaporado hasta
sequedad y el volumen se reconstituyd con 500 uL de fase movil para obtener las condiciones
iniciales para la inyeccidon cromatografica, luego los extractos fueron filtrados con filtros de
jeringa de nylon de 0,2 um y transferidos a un vial para su analisis mediante UHPLC-MS/MS.
Opcidn particién: a una porcidn de 4 mL de extracto se le agregaron 4,5 mL de diclorometano,
se agitd vigorosamente y una fraccidn de la fase acuosa fue extraida, filtrada con filtro de jeringa
de nylon de 0,2 um y trasferida a un vial para su analisis por UHPLC-MS/MS.

Se practicaron estudios de recuperacion para evaluar el rendimiento de las dos alternativas
propuestas, para lo cual se evaluaron, por triplicado, dos niveles de concentracién, 10 y 100 pg/L
y se obtuvieron los siguientes resultados: para la opcidn que tiene SPE como etapa de limpieza
se lograron porcentajes de recuperacién menores al 50% con desviaciones estandares relativas
entre 10-50% para los tres analitos, mientras que para la opcidn que tiene particion liquido-
liguido como etapa de limpieza, los porcentajes de recuperacion estuvieron entre 60-130% con

desviaciones estandares relativas entre 10-20% para los tres analitos.

- Método C: se basa en el trabajo de Zelaya y col. (2010) introduciendo un paso de limpieza de
extraccién en fase sdlida offline y ajustes en los volimenes de HCl y KOH para lograr el pH
adecuado.

Una alicuota de 3 mL de muestra fue transferida a un tubo de centrifuga de 15 mL. La muestra
se acidificd a pH 1 para liberar el glifosato de los componentes de la matriz con 100 pL de HCI 6
M. Se afiadié el estandar marcado isotopicamente (glifosato 1,2-13C2 15N y AMPA 13C 15N) y
luego, la muestra fue neutralizada con KOH 6 M (pH 6-7). Para la derivatizacion, se agregaron
0,5 mL de buffer borato 40 mM, 0,5 mL de FMOC-CI 6 g/Ly 0,5 mL de acetonitrilo, se agitd y se
dejo reaccionar durante toda la noche a temperatura ambiente.

Luego del tiempo de reaccion, la muestra fue diluida con 50 mL de acido férmico al 1% para
comenzar con la etapa de limpieza mediante SPE.

Los cartuchos fueron acondicionados con 5 mL de metanol seguido de 5 mL de acido férmico al
0,1%. Las muestras derivatizadas se extrajeron a una velocidad de flujo aproximado de 2,5
mL/min. Posteriormente, se elimind el exceso de agua dejando pasar aire a través de los
cartuchos durante 30 min. Los cartuchos fueron lavados con 10 mL de agua y 10 mL de
diclorometano y nuevamente se secaron dejando pasar aire durante 30 min. Los analitos se
eluyeron con 5 mL de metanol sin usar vacio. El metanol fue evaporado hasta sequedad y el

volumen se reconstituyd con 500 pL de fase movil para obtener las condiciones iniciales para la
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inyeccion, luego los extractos fueron filtrados con filtros de jeringa de nylon de 0,2 um y
transferidos a un vial para su anélisis mediante UHPLC-MS/MS.

Los estudios de recuperacién para evaluar este método sdélo fueron en un solo nivel de
concentracion de 100 pg/L por triplicado. Los porcentajes de recuperacion estuvieron por

debajo del 45% con desviaciones estdndares relativas entre 30-40% para los tres analitos.

- Método D: fue diseifiado en base al trabajo de Zelaya y col. (2010) introduciendo ajustes en el
volumen de HCl y KOH y practicando una reduccidn en el tiempo de reaccion.

Una alicuota de 3 mL de muestra fue transferida a un tubo de centrifuga de 15 mL. La muestra
se acidificd para liberar el glifosato de los componentes de la matriz con 100 pL de HClI 6 M (pH
1). Se afiadié el estandar marcado isotdpicamente (glifosato 1,2-13C2 15N y AMPA 13C 15N) y
luego, la muestra fue neutralizada con KOH 6 M (pH 6-7). Para la derivatizacion, se agregaron
0,5 mL de buffer borato 40 mM, 0,5 mL de FMOC-CI 6 g/Ly 0,5 mL de acetonitrilo, se agitd y se
dejo reaccionar durante 2 horas a temperatura ambiente y al resguardo de la luz.

La etapa de limpieza consistié en una particion liquido-liquido. A la muestra derivatizada se le
adicionaron 4,5 mL de diclorometano, se agité vigorosamente y una fraccion de la fase acuosa
fue extraida, filtrada con filtro de jeringa de nylon de 0,2 um y trasferida a un vial para su analisis
por UHPLC-MS/MS.

Para evaluar el rendimiento de la metodologia propuesta se practicaron ensayos de
recuperacion, fortificando las muestras previamente, en el nivel de 100 pg/L por triplicado. Se
lograron porcentajes de recuperacion de 105, 96 y 100% con desviaciones estandares relativas

de 12, 14y 8% para glifosato, AMPA y glufosinato, respectivamente.

Resultados y discusion

-Pre-acondicionamiento de la muestra: acondicionar la muestra antes de la etapa de
derivatizacién es un punto critico en el andlisis de aguas naturales, dado que normalmente
tienen un rico contenido de cationes multivalentes que interactian con el comportamiento
anfotérico de los analitos estudiados para formar complejos estables que impiden una reaccién
adicional con el reactivo derivatizante. Esto es particularmente importante en el caso de aguas
subterraneas, donde se ha visto que es una fuente de errores en determinaciones anteriores
utilizando FMOC-CI (Ibafiez y col., 2006; Freuze y col., 2007). La acidificacion fuerte es la forma
mas simple y efectiva de evitar la presencia de estos complejos interferentes, reportandose
diferentes tiempos de espera para liberar al glifosato. Dado que esta variable también debe
considerarse, se evaluaron tres periodos de tiempo diferentes a pH 1 (Ibafiez y col., 2006): 1 h,

1 miny sin tiempo de espera. La adicién de 100 pL de HCI 6 M sin tiempo de espera (método D)

51



Capitulo 3. Determinacidn de glifosato, AMPA y glufosinato en agua

fue suficiente para alcanzar un pH 1 produciendo buenos resultados posteriores y reduciendo el
tiempo de analisis, por lo que se adoptd esta alternativa.

Antes de continuar con los pasos de la derivatizacidn, se agrega el estandar interno marcado
isotopicamente. El uso de glifosato y AMPA marcado con isétopos (glifosato 1,2-13C2 15N vy
AMPA 13C 15N) es util para seguir el comportamiento de la reaccidon de derivatizacion,
minimizando las variaciones y los efectos de la matriz. Se han efectuado cdlculos de
recuperaciones con los compuestos marcados para ser utilizados como medida de control de
calidad en todas las ejecuciones.

Después del pre-acondicionamiento acido, es muy importante neutralizar el medio para permitir
que el reactivo de bufferizado logre y mantenga el medio alcalino adecuado para que se
produzca la reaccidn de derivatizacion (pH 9). Durante este estudio, este paso de neutralizacidn
demostré ser critico. El volumen fijo de solucidn alcalina equivalente al volumen y concentracion
de HCl agregado como se describe en la mayoria de las metodologias consultadas no fue
suficiente para asegurar una buena neutralizacién en todos los casos. Por ejemplo, la adicién de
volumenes fijos segun lo propuesto por Ibafiez y col. (2006) (200 pL de HCI 6 M + 200 pL de KOH
6 M)y Zelaya y col. (2010) (80 pl de cada uno de los mismos reactivos) para neutralizar las altas
concentraciones de HCl condujeron a obtener soluciones finales con pH variable, ya que
depende en gran medida de la composicidon de la muestra. Ademas, se observd una reaccion de
derivatizacién incompleta que conducia a valores de recuperacion bajos y, por lo tanto, se
requirid un ajuste controlado del pH mediante la adicién de la solucién KOH 6 M para alcanzar

un pH neutro (pH 6-7).

-Derivatizacion: para la reaccion de derivatizacion se indicé como 6ptimo un pH alcalino igual a
9 (Moye y Boning, 1979). Sin embargo, el tipo de buffer, las condiciones de bufferizado ni la
reaccion adecuada se han adoptado de manera uniforme. Desde hace tiempo se sabe que la
concentracién de buffer borato de sodio es critica porque un exceso puede interferir con los
solventes del sistema cromatografico y, a concentraciones mas bajas, la capacidad de
bufferizado puede ser insuficiente para completar la derivatizacion. Por esa razén, es necesario
adoptar el paso de neutralizacién previo, como se menciond anteriormente. Ademas, en este
estudio, se evaluaron tres formas diferentes de utilizar el buffer borato. Las concentraciones
finales de buffer, analizado con referencia al volumen inicial de muestra fueron 1,9y 3 g/L para
los métodos A y B, y 2,5 g/L para los métodos C y D, respectivamente. Este rango de
concentracién esta de acuerdo con los métodos de referencia y otros reportados en la literatura.
En el presente estudio, el método D seleccionado cuenta con un valor intermedio de buffer, lo

cual es suficiente para lograr los buenos resultados obtenidos.
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La cantidad requerida de reactivo de derivatizacidon también es fundamental para garantizar una
reaccién completa y reproducible. Esta cantidad se determind experimentalmente en un rango
de concentraciones entre 0,3y 1 g/L de FMOC-CI, referido al volumen inicial de muestra de cada
procedimiento probado. La relacién molar estequiométrica 1:1 de glifosato:FMOC-Cl muestra
un bajo rendimiento de compuestos derivatizados. Se debe utilizar un exceso de reactivo
derivatizante para lograr una derivatizacion completa de los analitos presentes en la muestra.
Por esa razon, se utiliza una relacién molar mas amplia de analito:reactivo que oscila entre 1:10-
10°. Sin embargo, aunque el exceso de FMOC-C| es comUn a todas las técnicas consultadas, su
optimizacidn es importante ya que el reactivo que no reacciona se convierte en una impureza
indeseable, produciendo la formacién de subproductos durante la reaccion. El FMOC-CI es
altamente reactivo en agua (reaccidn de un cloruro de acilo con agua) formando el producto
FMOC-OH, este subproducto tiene la desventaja de que es menos soluble en agua que los
analitos derivatizados y puede precipitar, perturbando asi el rendimiento de la columna
cromatografica. Dicha precipitacién también puede reducir la eficiencia de la ionizacién y, por
consiguiente, afectar la robustez y la sensibilidad del método en general (Hanke y col., 2008).
Para resolver este problema, se incluye un paso de limpieza en el procedimiento. En este
estudio, de optimizacion de las metodologias propuestas, se usaron tres relaciones molares de
glifosato:FMOC-CI, 1:0,8-10° (método A), 1:4,7-10° (método B) y 1:6,5:10° (método C y D)
considerando un nivel de concentracion de 10 pg/L de glifosato en la muestra de agua. La
relacién mas alta correspondié al método D, método seleccionado, el cual resulté adecuado sin
afadir problemas debido al exceso de reactivo y a las impurezas de los subproductos.

El glifosato y los compuestos relacionados son solubles en aguay muy poco solubles en solventes
organicos. En contraste, el reactivo derivatizante es casi insoluble en agua, y por esta razon, la
adicion de acetona o acetonitrilo en diferentes concentraciones facilita la reaccion. Zelaya y col.
(2010) experimentaron con un rango de 10 a 65% de acetonitrilo para establecer una proporcion
adecuada de acetonitrilo/agua, sin observar cambios en los rendimientos de la derivatizacidon en
todo el rango estudiado. Se considerd apropiada la incorporacién adicional de acetonitrilo vy,
considerando el amplio rango adecuado para ese propdsito, se eligid una proporcidn
relativamente baja para favorecer la reaccidn pero evitando un exceso de solvente indeseable.
Por lo tanto, para el método D finalmente seleccionado, se agregaron 0,5 mL de acetonitrilo
(~20%) con resultados reproducibles.

Ademas de las condiciones del medio y la cantidad de reactivo derivatizante, el tiempo de
reaccion es otra variable importante porque tiene que ocurrir una reaccion completa y también,
llevar el menor tiempo posible para proporcionar una duracién aceptable del andlisis. Sin

embargo, en la literatura se informa un amplio rango de tiempos de reaccidn, siendo la opcién
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mas reportada aquella donde se deja la reaccién durante toda la noche para asegurar una
reaccion completa y también para adaptarse a un esquema de un periodo de dos dias (Vreeken
y col., 1998; Ibafiez y col., 2006; Zelaya y col., 2010; Cullum y Schuhn, 2013; Poiger y col., 2016).
También, otros autores proponen un tiempo de reaccion mas corto de 2 h trabajando a
temperatura ambiente (Hanke y col., 2008) y en condiciones de oscuridad (Daouk y col., 2013),
e incluso la ISO N° 16308 (2014) indica un periodo de 30 min en condiciones de oscuridad. A su
vez, se han propuesto tiempos de reaccién de 30 min y calentamiento a 60°C (Mallet, 2014) y
100°C (Cullum y Schuhn, 2013). Durante este trabajo se realizaron experiencias con diferentes
tiempos de reaccién: 2 h, 5 h y durante toda la noche, demostrando que todos ellos eran
adecuados para lograr una reaccién completa y reproducible. Se obtuvieron recuperaciones
satisfactorias para los tres analitos a dos niveles de concentraciéon (10 y 100 pg/L) al ejecutar el
método D con los tiempos de reaccién mencionados anteriormente (Tabla 5). Durante el periodo
de reaccion las muestras fueron protegidas de la exposicién a la luz.

Teniendo en cuenta los resultados experimentales y los antecedentes citados existentes en la
literatura, se selecciond 2 h como un tiempo de reaccidén razonable para minimizar la duracidn

total del analisis, evitando el calentamiento laborioso y los periodos de reaccién prolongados.

Tabla 5. Evaluacion del tiempo de reaccion de derivatizacion aplicando el método D (n=3)2.

Compuesto 2 horas 5 horas Durante la noche
% Recuperados (%DER)® % Recuperados (%DER)® % Recuperados (%DER)®
10 ug/L 100 pg/L 10 ug/L 100 pg/L 10 ug/L 100 pg/L
Glifosato 119(1) 98(9) 117 (4)  99(2) 119(8) 99(6)
AMPA 118(5) 100 (6) 112 (3) 105 (2) 110(4)  95(5)
Glufosinato 95 (3) 79 (8) 94 (8) 81 (4) 94 (2) 75 (2)

®Tres muestras de agua adicionadas a 10 y 100 pg/L cada una.
bDesviacién Estandar Relativa (%).

-Limpieza de los subproductos de reaccién: para lograr extractos mas limpios y compatibles con
el sistema cromatografico, se realizaron varias alternativas de limpieza para eliminar el exceso
de reactivos y subproductos de la reaccion.

A los extractos, se les suele realizar un tratamiento L-L con solventes adecuados antes de realizar
un paso de SPE. Muchos métodos han reportado la utilizacion satisfactoria de un paso de
concentracién y limpieza online por medio de SPE-C18 (Ibafiez y col., 2005, 2006; Hanke y col.,
2008; Poigery col., 2016), con configuraciones instrumentales automatizadas (Cullum y Schuhn,
2013; Mallet, 2014) y mas escasamente desarrollando alternativas offline (Daouk y col., 2013;
ISO, 2014). Se han observado mas diferencias entre estos métodos con respecto al tratamiento

L-L con solventes, cuando se usa, principalmente acetato de etilo y diclorometano. La mayoria
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de los procedimientos de SPE representan pasos adicionales laboriosos y requieren mayor
tiempo. Por esta razén, con el objetivo de desarrollar metodologias mds simples, confiables y a
menor costo, se analizaron alternativas de limpieza basadas en SPE clasico, fuera de linea,
utilizando cartuchos C18 y particion L-L.

Para la concentracion y limpieza de los analitos utilizando cartuchos de SPE offline, se utilizd un
volumen de lavado de diclorometano de 3,5 mL después de acondicionar y cargar el extracto
derivatizado para eliminar las impurezas de los productos derivados de FMOC-CI antes de la
elucién final con metanol. El procedimiento de SPE, a pesar de que es mas laborioso, es
necesario y efectivo para que la concentracidn de los analitos cumpla con las regulaciones de
agua mas exigentes (por ejemplo: 0,1 pg/L de la UE). Sin embargo, en el presente estudio, este
paso no dio resultados completamente satisfactorios en términos de recuperaciones (métodos
A y B opcién 1). Un procedimiento alternativo que utiliza 10 mL de agua y 10 mL de
diclorometano tampoco mejord los resultados (método C). Por lo tanto, estos resultados
preliminares hicieron que se explore el comportamiento del sistema sin la etapa de SPE y se
introduzca un solo paso de lavado con diclorometano después de la derivatizacién (método B,
opcién 2 y método D) obteniendo mejores resultados en ambos casos. Como consecuencia, se
continud el trabajo experimental centrado en la optimizacidon y la validacién del procedimiento
definido como método D. Este procedimiento consiste en introducir un paso de limpieza répida
basado en una particidn L-L con diclorometano de manera simplificada, ya que utiliza sélo un
pequefio volumen de solvente (4,5 mL), un tiempo muy corto (10 s de agitacién vigorosa) y es
capaz de lograr una eliminacion completa de los residuos de la reaccion y otras impurezas. En
este estudio, la particiéon con diclorometano demostré ser muy efectiva al proporcionar
extractos muy limpios de todos los tipos de muestras de agua en estudio, a tal punto, que el
sistema cromatografico requirié poco mantenimiento, siendo compatible con el uso de los dos
tipos de columnas cromatograficas C18 analizadas y, en el caso de la columna cromatografica
HSS-C18, que se utilizd de forma continua y exclusiva para la determinacién de glifosato en
andlisis de rutina en una variedad de matrices con este método, no se observaron cambios en
el rendimiento luego de un gran nimero de inyecciones (>9150).

En la estrategia propuesta, evitar la concentracidn previa por SPE compromete la capacidad de
deteccidn y cuantificacién del método, sin embargo, los limite de cuantificacién alcanzados con
valores por debajo del nivel del pug/L para los tres analitos, son adecuados para propdsitos de
control de rutina para muchos paises que tienen estandares de calidad de agua fijados por

encima de esos niveles de concentracién.
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En conclusién, a partir de la evaluacion inicial de los resultados obtenidos de cada uno de los
enfoques propuestos, se selecciond el método D para una mayor optimizacién y validacién, ya
que simplificd los pasos principales de la operacidn y se obtuvieron resultados satisfactorios en
cuanto a valores de recuperacién. En la Figura 14 se representa esquemdaticamente el método

analitico seleccionado.

PRE-TRATAMIENTO
HCI (pH~1)

Isétopos 13C 15N * 3mL muestra
B\ OH (pH~7) * 100 pLHCI6 M
* Isétopos 13C, 15N (glifosato y AMPA)
* KOH6 M
‘ Buffer borato (pH~9)
O FMOC-CI
ACN * 0,5 mL buffer borato 40 mM

* 0,5mLFMOC-Cl 6g/L
* 0,5mLACN (agitar 10 s)

* Reaccion: 2h
DCM

4,5 mL DCM (agitar 10s)

LIMPIEZA

v

Figura 14. Resumen esquematico del procedimiento para determinar glifosato, AMPA vy glufosinato en
muestras de agua.

3.3.4. Validacién del método D seleccionado

El conjunto de estudios y ensayos de las variables mas relevantes realizadas durante la fase de
desarrollo llevd a la adquisicién de informacidn significativa y recoleccion de datos analiticos,
que fueron utilizados para orientar y facilitar el procedimiento de validacién final del método D
adoptado. La validacidon se realizé en base a los criterios que establece el documento
SANTE/11945/2015 (EC, 2015) para el control de calidad del analisis de residuos de plaguicidas.
Durante este proceso se evalud exactitud y precision, linealidad, efecto matriz y limites de

deteccidn y cuantificacién.

Rango de linealidad

La linealidad del método se evalué analizando cinco soluciones estandar de los tres analitos por
triplicado en el rango de 0,1 a 100 pg/L (0,1; 0,5; 1; 10 y 100). La linealidad se consideré
satisfactoria a partir del analisis de regresidn, logrando un coeficiente de correlacion superior a

0,99 y residuos inferiores a £ 20% en todos los casos (Figuras 15, 16 y 17).
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Glifosato
7000
°
6000 ® Solvente y= 4:227(9)2-9;2,945
® Matriz agua HPLC v
5000
Matriz agua sub y=61,572x - 0,9488
4000 2=
g @ Matriz agua sup R®=0,9975
*< 3000
2000
1000 y = 28,215x - 15,228
R?=0,9977
0
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Concentracidn (ug/L)

Figura 15. Calibraciones de glifosato en solvente y matriz: agua HPLC, agua subterranea (sub), agua
superficial (sup).

AMPA
7000
y =40,233x - 14,851
6000 ® Solvente R?=0,9982
® Matriz agua HPLC
>000 y =66,776x + 2,6419
Matriz agua sub 2=
o 4000 8 R?=0,9987
= ©® Matriz agua sup

3000

2000

y = 24,248x + 7,308
R2=0,9923

1000

0 20 40 60 80 100

Concentracioén (ug/L)

Figura 16. Calibraciones de AMPA en solvente y matriz: agua HPLC, agua subterrdnea (sub), agua
superficial (sup).
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Glufosinato

12000 y = 105,98x - 58,629
® Solvente R%?=0,9976
10000
® Matriz agua HPLC
=77,337x-55,97
8000 Matriz agua sub ! R2=0,9974

6000 ® Matriz agua sup

Area

4000

y =67,455x - 61,331

2000
R?=0,999

0 20 40 60 80 100
Concentracién (ug/L)

Figura 17. Calibraciones de glufosinato en solvente y matriz: agua HPLC, agua subterranea (sub), agua
superficial (sup).

Efecto matriz

Las interferencias de la matriz se estudiaron mediante curvas de calibrado realizadas en solvente
(componente A de la fase movil 2) y diferentes tipos de matrices, tales como agua superficial,
subterranea y blanco de reactivos. Luego se evalud el efecto matriz mediante un calculo que
relaciona las pendientes de ambas regresiones lineales utilizando la siguiente férmula (Kwon y

col., 2012):

(pendiente matriz — pendiente solvente) 100

% Efecto matriz = -
pendiente solvente

Se observé una interferencia de matriz negativa de -36 a -41% para glifosato, -32 a -40% para
AMPA y -10 a -13% para glufosinato considerando agua subterranea y superficial. Este efecto
probablemente es debido a la salinidad de la muestra y el contenido de materia orgénica,
fuentes importantes de variabilidad y por esta razén se debe considerar a la hora del calculo de
las concentraciones. En contraste, se observd una interferencia positiva en las respuestas de los
tres analitos (40% glifosato, 65% AMPA y 37% glufosinato) cuando se utilizé blanco de reactivos
para la calibracién (agua HPLC). Este comportamiento es menos frecuente cuando se utiliza
ionizacion por electrospray, una explicacion a este fendmeno seria la presencia de menor
cantidad de interferentes (sales minerales) que compiten en el proceso de ionizacidn
favoreciendo la ionizacion de los tres analitos.

El documento SANTE establece un criterio de + 20% para aceptar el efecto matriz. Para glifosato

y AMPA el efecto es mayor, por lo que se debe utilizar calibraciones en presencia de la matriz
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para realizar el calculo de concentraciones. En cambio, para glufosinato se podria utilizar
calibracion en solvente. Sin embargo, los procedimientos de cuantificacion, para los tres
analitos, se realizaron utilizando como referencia las curvas de calibrado en matriz y teniendo

en cuenta el origen de la fuente de agua en estudio (Figuras 15, 16y 17).

Exactitud y precision

Para evaluar la exactitud y precision de la metodologia analitica el documento SANTE indica que
deben probarse al menos dos niveles de concentracion. Las recuperaciones se determinaron
tanto intra-dia como inter-dia mediante el andlisis de muestras blanco fortificadas a tres niveles
de concentracién (1, 10y 100 pg/L) por quintuplicado, obteniendo resultados que oscilan entre
70-105% con valores de DER <11% en todos los casos (Tabla 6). Cabe mencionar que se realizé
un experimento de recuperacion adicional en los niveles de LC respectivos para los tres analitos.
A su vez, se determinaron la repetibilidad intra-dia y la precision inter-dia en dos niveles de
concentracion (1 'y 100 pg/L), obteniendo los resultados que se muestran a continuacién en la

Tabla 6.

Tabla 6. Cifras de mérito del método analitico D (n=5)2.

Recuperados % Repetibilidad %DER Precision intermedia %DER LD LC

Compuesto L L
. lug/L 100pg/L 1pg/L 100pg/L  1pg/L 100 pg/L we/t e/
Glifosato 70-80 95-105 3 4 7 7 0,2 0,6
AMPA 80-90 90-95 4 2 11 5 0,1 0,2
Glufosinato 70-80 93-97 3 2 9 4 0,01 0,1

aCinco muestras de agua adicionadas a 1 y 100 pg/L cada una.

Limite de deteccion y cuantificacion

A pesar de lo expresado por el documento SANTE, los limites de deteccidn y cuantificacion se
estimaron usando la relacion S/N.

El limite de deteccion (LD) fue determinado como la menor concentracién de analito que
producia un pico cromatografico con un valor de relacion S/N de 3 para la transicién de
cuantificacion, mientras que, el limite de cuantificacion (LC) fue estimado como la menor
concentracion de analito que producia un pico cromatografico con un valor de relacion S/N de
10 para la transicidn de cuantificacion. De esta manera, para el método D evaluado, los LDy LC
en agua fueron de 0,2 y 0,6 pg/L para glifosato; 0,1y 0,2 ug/L para AMPA y 0,01y 0,1 pg/L para
glufosinato. Estos valores son adecuados para el cumplimiento de los niveles maximos de

glifosato en agua permitidos por la normativa argentina y otras extranjeras.
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3.4. APLICACION A MUESTRAS REALES

El método propuesto se aplicd al andlisis de muestras reales provenientes de diferentes zonas
de las provincias de Santa Fe y Entre Rios, pertenecientes a la region central de Argentina. Esta
metodologia desarrollada no sélo permitié determinar glifosato, AMPA y glufosinato en trabajos
de investigacion, sino que, ademds le permitié al PRINARC, laboratorio perteneciente a la
Facultad de Ingenieria Quimica de la Universidad Nacional del Litoral, realizar servicios a terceros

para control y monitoreo de estos herbicidas en el medio ambiente.

3.4.1. Determinacion de glifosato, AMPA y glufosinato en agua de tambos

Descripcion del experimento

La metodologia optimizada y validada fue aplicada al estudio de los tres analitos en aguas que
se suministran a los animales productores de leche. Las muestras de agua subterrdnea se
obtuvieron directamente de la salida del pozo en cada tambo, utilizando procedimientos de
muestreo estandarizados siguiendo un protocolo de INTA (INTA, 2011) y posteriormente se
almacenaron a -18°C hasta el dia del analisis. La extraccion del agua de los pozos se realiza,
principalmente, a través de molinos de viento, o bien, mediante bombas mecanicas.

El plan de muestreo incluyé 125 muestras de agua subterrdnea y 33 muestras de agua superficial
provenientes de los tanques a cielo abierto, tomadas de 40 tambos ubicados en la regién central
de la provincia de Santa Fe, en los departamentos Castellanos y Las Colonias (Figura 18). Se llevé
a cabo durante las cuatro estaciones climaticas: primavera del afo 2012, verano, otofio e
inverno del afio 2013 en el marco de un proyecto de investigacién PICT-ANPCYT desarrollado en
colaboracion con INTA Rafaela, dedicado a evaluar residuos y contaminantes quimicos en la

leche y las dietas animales de los tambos santafesinos.

@ PUNTOS DE MUESTREQ

Provinciz ; j e O A RUTAS NACIONALES
Provincia de "4 ; b . ._
i H % O )
Santa Fe i -Suncha\es@ Qg 2 RUTAS PROVINCIALES
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§§ a5 @ CAPITAL DELA PROVINCIA
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- _Fsperanza ;
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San Carlos /|~ 7 L
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Figura 18. Sitios de muestreo geo-referenciados correspondientes a los 40 tambos seleccionados, para el
estudio. Departamentos Castellanos y Las Colonias, Santa Fe, Argentina.
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Respecto al sistema de acuiferos, el drea de estudio pertenece a la llanura Chaco-Pampeana, en
la cual los reservorios de agua dulce corresponden a geoformas que favorecen la infiltracién y
el almacenamiento de aguas metedricas. Los suelos son de tipo Argiudoll con un horizonte B2t
gue contiene un porcentaje de arcillas cercano al 60% (Tujchneider y col., 2002). La profundidad
de los pozos muestreados varié en todos los casos entre 20 y 25 m. En el departamento
Castellanos, los niveles freaticos fueron de 4,2 y 2,2 m durante la primavera 2012 y el verano
2013, respectivamente, y aproximadamente de 10,3 y 8,8 m durante las mismas temporadas en
el departamento Las Colonias. Para caracterizar la composicién quimica de las muestras se
realizaron analisis fisico-quimicos en cada temporada de muestreo de las aguas obtenidas. El
rango de concentraciones encontrado para los pardmetros representativos fue el siguiente
(expresado en mg/L): sélidos disueltos (696-5423), sélidos suspendidos (0-400), cloruro (28-
1552), sulfato (20-1637), calcio (6-168), potasio (6-2460), sodio (191-1610), magnesio (4-111) y
valores de pH y conductividad en el rango de 7,1-8,4 y 2,2-10,3 mS/cm, respectivamente.

Esta regidn incluye la cuenca lechera mas importante de Argentina, que comparte la tierra con
otras actividades agricolas, como la produccidon extensiva de cultivos (soja, trigo, maiz, girasol y
sorgo), la mayoria de ellos se basan en cultivos genéticamente modificados que exigen una gran

carga de glifosato y otros agroquimicos como ayuda tecnoldgica a las practicas de labranza cero.

Resultados y discusion

El andlisis de agua subterranea mostro resultados positivos para glifosato y AMPA en 66% y 96%
de las 125 muestras totales, respectivamente.

Sin embargo, se verificé una incidencia menor de valores cuantificados (por encima de los LC
respectivos) de 15% y 53% de glifosato y AMPA, respectivamente (Figura 19). En las muestras
de agua subterranea analizadas, los valores cuantificados encontrados para glifosato oscilaron
entre 0,6 y 11,3 pg/L, y para AMPA entre 0,2 y 6,5 ug/L. No se observo presencia de glufosinato
(todos los valores hallados fueron <LD).

Se analizé un segundo grupo de 33 muestras de agua provenientes de tanques abiertos de
donde los animales beben, estas aguas estan en contacto con el medio ambiente del tambo,
expuestas a lluvias, polvo y aire de los campos agricolas circundantes. En este caso, los
resultados mostraron una mayor presencia de los herbicidas estudiados. Las muestras positivas
aumentaron a 76% (33% cuantificado) y 97% (61% cuantificado) para glifosato y AMPA,
respectivamente. Las concentraciones de glifosato variaron de 0,6 a 21,2 pg/L, y para AMPA de
0,2 a 4,2 pg/L. Contrariamente a lo que se encontrd en el agua subterranea, se verifico la
presencia de trazas de glufosinato en estas aguas. Las detecciones positivas aumentaron a 55%

con valores cuantificados (3%) en el nivel de 0,1 pg/L (Tabla 7 y Figura 19).
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Agua subterranea (n= 125) Agua de tanques abiertos (n= 33)

100 -
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0
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LD pg/L 0,2 0,1 0,01 0,2 0,1 0,01
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Analitos (origen de la muestra)

Figura 19. Resultados correspondientes a la determinacién de glifosato, AMPA y glufosinato en muestras
de agua subterranea (SUB) y agua de tanques a cielo abierto (SUP), expresadas como porcentaje del total
de muestras. Los resultados se agruparon en: no detectado (ND=menor al LD) en verde, menor que el
limite de cuantificacién (<LC) en azul y valores cuantificados en rojo. Para el célculo de la media, sélo se
consideraron los valores cuantificados (ver Tabla 7).

Tabla 7. Valores medios cuantificados y el rango de concentracién (LC a valores cuantificados
maximos) de glifosato, AMPA vy glufosinato encontrados en muestras de agua subterranea y
agua de bebederos de 40 tambos de la region central de Santa Fe, Argentina. (Ver Figura 19).

Agua subterranea Agua de bebederos
Glifosato AMPA Glufosinato  Glifosato AMPA Glufosinato
n (total) 125 125 125 33 33 33
n (cuantificado) 19 66 - 11 20 1
Media [pg/L] 2,1 0,5 - 5,6 0,8 0,1
Rango [ug/L] 0,6-11,3 0,2-6,5 - 0,6-21,2 0,2-4,2 0,1-0,1

El aumento en la aparicidn de trazas de glifosato y AMPA se verificd con las muestras analizadas
en las estaciones de primavera y verano. Estos hallazgos corresponden a la exposicion a través
de las practicas agricolas en la regién. Por ejemplo, la siembra de soja comienza en el mes de
octubre y se extiende hasta enero. Se realiza bajo siembra directa, sin labranza previa. Antes de
esto, se debe hacer un barbecho quimico para comenzar la campafia con un lote limpio, esto se
logra a través del control quimico de las malezas presentes (pastos anuales de hoja ancha). Antes
de la aparicién de la soja, se puede hacer una aplicacidn con herbicidas pre-emergentes, incluido
glifosato.

A modo de ejemplo, la Figura 20 muestra cromatogramas representativos de los tres analitos en
el analisis de una muestra de agua subterranea naturalmente contaminada y de una muestra de
agua adicionada. Los positivos encontrados fueron confirmados a través de las medidas de masa
exacta mediante el equipamiento utilizado (UHPLC-MS/MS), demostrando la utilidad de esta

técnica para la determinacion de estos tres analitos en muestras de agua.
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Figura 20. Cromatogramas del andlisis de una muestra de agua subterranea utilizando el método D
validado con la columna 2 y fase mévil 2. a) Muestra positiva en el LC para glifosato y AMPA (glifosato 0,6
ug/L, AMPA 0,3 ug/L) y b) agua adicionada a un nivel de 1 pg/L para los tres analitos.

Se puede concluir con respecto a los valores encontrados en nuestro estudio, que se observaron
niveles bajos, que cumplian con las tolerancias aplicables del pais y otras regulaciones
extranjeras. No obstante, si bien los niveles de concentracidn hallados fueron bajos, se verificd
una considerable frecuencia de aparicidén de los compuestos, principalmente glifosato y AMPA,
en los acuiferos, evidenciando que los mismos estan siendo impactados tras el uso intensivo de

estos agroquimicos durante las dos ultimas décadas.

3.4.2. Determinacion de glifosato y AMPA movilizados por escorrentia. Relacion fésforo-
glifosato

Descripcidn del experimento

El método desarrollado permitid, que en colaboracidn con el Instituto Nacional de Tecnologia
Agropecuaria, Estacion Experimental Agropecuaria Parana (INTA-EEA Parana), Entre Rios,
Argentina, se realice este trabajo donde el objetivo fue evaluar la relacién que existe entre

glifosato y la aplicacion de fertilizantes de fésforo en condiciones a campo, y su contribucién a
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la contaminacidn debido a la escorrentia de aguas superficiales, ya que, la aplicacion de glifosato
y fertilizantes de fésforo a los cultivos de soja es una practica que generalmente se realiza a
principios de la primavera, que coincide con las lluvias que producen escorrentia en la regién
pampeana, por lo que resulta relevante realizar dicha investigacion.
El ensayo se realizé en los campos de la estacién experimental de INTA Parand, en una parcela
sin labranza, con rotacidn de cultivos: trigo, soja y maiz. El suelo es de tipo Aquic Argiudoll de la
serie Tezanos Pinto. El suelo cuenta con un horizonte superficial de color oscuro, que va de
lodoso-arcilloso-limoso a arcilloso-limoso, que consiste en un 27,6% de arcilla que es
predominantemente de tipo ilitico. El horizonte A presenta una capacidad de intercambio
catiénico de 23,8 mequiv/100 g (Ca* 16,3%; Mg?* 2,7%; K* 1,9%; Na* 0,1% y H* 4,7%) y 2,65% de
materia orgdnica (Soil Map Plan, 1998). Un horizonte argilico se ubica debajo de 17 cm.
Se realizaron cuatro tratamientos en tres fechas de simulacidn de lluvia después de la aplicacion
del fertilizante y el herbicida: 24 h después (fecha de simulacién 1), 5 dias después (fecha de
simulacion 2) y 8 dias después (fecha de simulacidn 3), con un disefio completamente aleatorio
con 36 parcelas de 1 m2.
Los tratamientos fueron:

- Control (C): sin aplicacién de agroquimicos.

- Glifosato (GL): 3 L/ha de glifosato, producto comercial.

- Fésforo (P): 100 kg/ha de superfosfato de calcio triple.

- Fosforo + Glifosato (P+GL): 100 kg/ha de superfosfato de calcio triple + 3 L/ha de

glifosato, producto comercial.

Después de la aplicacion manual de glifosato y fertilizante, las simulaciones de lluvia a campo se
realizaron utilizando un pequefio simulador portatil. El microsimulador consiste en un prisma
cuadrado metdlico de hierro angulo. Tiene 1,5 m de altura y 0,25 m por lado, y paredes de
acrilico transparentes que actian como cortavientos (Figura 21). En la parte superior hay un
soporte de caja con 49 tubos de plastico que producen gotas. Esta caja tiene una alimentacion
de agua desde un depdsito colocado en uno de los bordes de la estructura. El depdsito se gradua
en milimetros de agua aplicada a las microparcelas. A su vez, la base del yacimiento se puede
variar en altura, proporcionando diferentes presiones para formar las gotas. Las gotas formadas
tienen didmetros promedio de aproximadamente 4,7 mm. La escorrentia se recibe a través de
un embudo en un contenedor graduado (mm) en un lado del marco inferior. Con este
dispositivo, se aplica una intensidad de lluvia constante entre 10 y 130 mm/h para cada sitio de

prueba.
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Figura 21. Esquema del simulador de lluvia portatil.

Unaveziniciado el proceso de simulacidn, el muestreo se realizé cuando comenzé la escorrentia.
Para lo cual, se recolectd agua de escorrentia a intervalos de 5 min, en el reservorio graduado,
hasta verificar que la escorrentia era constante. Luego de obtener tres mediciones constantes
consecutivas, durante aproximadamente 1 h significé que la tasa de infiltracidn basica habia sido
lograda.

Los volumenes de agua totales recolectados a través de la experiencia oscilaron entre 1,5-2,5 L
y se usaron para calcular las tasas de infiltracidon y escorrentia. Las muestras se filtraron y
almacenaron a -18°C, posteriormente se analizaron quimicamente para detectar fdésforo

soluble, glifosato y AMPA.
Resultados y discusion

En cuanto a glifosato y AMPA en el agua de escorrentia se encontré que la concentracion de

glifosato oscilé entre 18,6 y 1552,9 ug/L. Este hallazgo resalta la presencia de glifosato en todos
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los tratamientos, incluido el control, probablemente porque dos meses antes del ensayo, en la
parcela se aplico, para el control de malezas, una dosis de 3 L/ha del mismo producto comercial
utilizado en esta investigacion.

Se observd una interaccion significativa entre las fechas de simulacién y los diferentes
tratamientos (Tabla 8). El tratamiento con P+GL en la primera fecha de simulacién presenté una
mayor concentracion de glifosato en agua (19 veces la del control). En la misma fecha, el
tratamiento con la misma dosis de herbicida sin P mostré aproximadamente la mitad de la
concentracién de glifosato en el agua de escorrentia. La concentracién disminuyd durante los
dias posteriores a la aplicacidn, y los tratamientos sin glifosato no fueron diferentes en ninguna

de las fechas.

Tabla 8. Andlisis de varianza de la concentracién de glifosato.
Tratamientos® (ug/L)

Fecha de simulacion

P+GL GL P C
1 1417,6a 767,2b 40,1d 74,1d
2 277,9c 168,8 cd 26,9d 39,4d
3 133,1cd 65,5 d 29,8 d 32,6d

2Diferentes letras indican diferencias significativas (Tukey a=0,05).

La concentracion de AMPA también presentd una interaccion significativa entre el tratamiento
y la fecha de simulaciéon (Tabla 9). Con el tratamiento con P+GL, no se observaron diferencias
significativas entre las fechas, lo que implica que la degradacién de la molécula de glifosato fue
inmediata en la aplicacidn, sin presentar diferencias entre el primer y el octavo dia después de

la aplicacion.

Tabla 9. Analisis de varianza de la concentracién de AMPA
Tratamientos® (ug/L)

Fecha de simulacion

P+GL GL P C
1 453,7 a 561,5 a 144,6 b 199,6 b
2 478,4 a 127,7b 184,6 b 160,4 b
3 543,3 a 262,2 b 175,1b 171,8 b

2Diferentes letras indican diferencias significativas (Tukey a=0,05).

La determinacidn de la concentracion de glifosato + AMPA presentd una interaccion significativa
entre el tratamiento y la fecha de simulacién. En la Figura 22, se observa que P+GL fue
significativamente diferente del tratamiento con GL en la misma fecha. Para las otras fechas de

simulacidn, el tratamiento con P+GL fue diferente de los otros tratamientos.

66



Capitulo 3. Determinacidn de glifosato, AMPA y glufosinato en agua

2000 - a
1800 -
1600 -
1400 -
1200 -
1000 -
800 A ¢
600 -
40044 g4 d
200 -

0

Glifosato + AMPA (mg/L)

Tratamiento Tratamiento Tratamiento
fecha 1 fecha 2 fecha 3

Figura 22. Analisis de varianza para la concentracion de glifosato + AMPA (ug/L). Letras diferentes indican
diferencias significativas (Tukey a=0,05).

Las diferencias en la concentracién de glifosato en suelo fueron evidentes (Figura 23). No se
observé diferencia entre los tratamientos que no se pulverizaron con glifosato, y el tratamiento
con GL tuvo la concentracidon mas alta, lo que confirma que 24 h después de la pulverizacién, el

P ocupd los sitios de intercambio en P+GL.

700 +
600
500 -
400 -
300

b
200
100 { a a
0 — Y | . Y
P

Glifosato (pg/kg)

c
C P+GL GL

Tratamiento

Figura 23. Analisis de varianza para la concentracion de glifosato (ug/kg) en los primeros 5 cm del suelo
antes de cada simulacion de lluvia. Letras diferentes indican diferencias significativas (Tukey a=0,05).

Después del tratamiento con P+GL, el 28% del glifosato aplicado se perdié en el agua de
escorrentia. En el caso del tratamiento con GL a la misma dosis, las pérdidas fueron 2,5 veces
menores que las del tratamiento con P+GL, lo que indica que la practica de la fertilizacion con
fosfato y la aplicacién de glifosato aumentan significativamente la pérdida de glifosato por

escurrimiento.
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Morillo y col. (1997) informaron que el glifosato puede actuar en el suelo de manera similar al
fosfato, posiblemente a través de su grupo fosfato. Segun los resultados obtenidos por Zhao y
col. (2009) el efecto de la aplicacion de fosfato sobre la movilidad del glifosato en diferentes
suelos se debe a la combinacién del pH reducido que produce la adicién de una solucién de

fosfato acido y la repulsién entre el glifosato y el fosfato pre-absorbido.

En conclusién, con el estudio de condiciones a campo se pudo verificar interaccion significativa
entre fosforo y glifosato en los sitios de sorcion del suelo estudiado sin labranza, permitiendo
conocer que la aplicacion de fertilizantes fosforados aumenta la pérdida de glifosato por

escorrentia causada por la lluvia luego de la aplicacién (Sasal y col., 2015).

3.4.3. Determinacion de glifosato, AMPA y glufosinato en aguas superficiales provenientes de
servicios analiticos brindados a la comunidad

Descripcion del experimento

El método analitico desarrollado y optimizado durante este trabajo pudo aplicarse en el
PRINARC como un servicio mas aplicado a la comunidad para la determinacion de glifosato,
AMPA y glufosinato en muestras ambientales, permitiendo que el laboratorio pueda expandir el
horizonte de anlisis realizados.

Las muestras de aguas superficiales (arroyos, rios, lagunas) fueron suministradas por diferentes
organismos estatales de la provincia de Santa Fe y Entre Rios y corresponden a sitios de

monitoreo; al ingresar al laboratorio fueron refrigeradas hasta el dia del analisis.

Resultados y discusion

Se analizaron muestras provenientes de dos provincias del litoral argentino, en un periodo de 5
afos. Todas las muestras corresponden a aguas superficiales.

Las muestras de Santa Fe fueron un total de 62. En este caso, las muestras positivas se
correspondieron a 34% para glifosato, 42% para AMPA y 3% para glufosinato. Evidenciandose
valores cuantificados (por encima del LC establecido) en 23%, 31% y 2% para glifosato, AMPA y
glufosinato, respectivamente. Las concentraciones de glifosato oscilaron entre 0,7 y 93 pg/L, de
AMPA entre 0,6 y 4 ug/L y de glufosinato sélo una muestra fue cuantificada en 1 pg/L.

En cuanto a las muestras de Entre Rios resultaron ser 84 en total. Los resultados mostraron
mayor presencia de los herbicidas estudiados comparados con las muestras provenientes de
Santa Fe. Se encontré un 70% de muestras positivas para glifosato, 69% para AMPA y no hubo

muestras positivas de glufosinato. Con un total de 58% de muestras cuantificadas para glifosato
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y 56% para AMPA. Las concentraciones de glifosato variaron entre 0,6 y 28 pg/Ly de AMPA entre
0,6 y 5 pug/L (Tabla 10 y Figura 24).

Santa Fe (n=62) Entre Rios (Gualeguaychu) (n= 84)

100 -
£
@ 80
5 M Cuantificado
3 B
g 60 m<LC
= 100
= 40 - ND
£ 66 58
2 20 -
©
< 30 31

0
Gli AMPA Glu Gli AMPA Glu

Analitos

Figura 24. Resultados correspondientes a la determinacién de glifosato, AMPA y glufosinato en muestras
de agua superficial de las provincias de Santa Fe y Entre Rios, expresadas como porcentaje del total de
muestras. Los resultados se agruparon en: no detectado (ND=menor al LD) en verde, menor que el limite
de cuantificacién (<LC) en azul y valores cuantificados en rojo. Para el célculo de la media, sélo se
consideraron los valores cuantificados (ver Tabla 10).

Tabla 10. Valores medios cuantificados y el rango de concentracién (LC a valores cuantificados
maximos) de glifosato, AMPA y glufosinato encontrados en muestras de agua superficial de las
provincias de Santa Fe y Entre Rios (Ver Figura 24).

Muestras de Santa Fe Muestras de Entre Rios
Glifosato AMPA Glufosinato  Glifosato AMPA Glufosinato
n (total) 62 62 62 84 84 84
n (cuantificado) 14 19 1 49 47 -
Media [pg/L] 10,2 1,3 1 2,2 51 -
Rango [ug/L] 0,7-93 0,6-4 1-1 0,6-28 0,6-5,1 -

Estos estudios muestran que los valores de concentracion obtenidos durante el analisis de las
muestras de origen superficial (rios, arroyos) provenientes de distintos cursos de agua
evidencian una considerable frecuencia de aparicion de glifosato y AMPA reflejando el uso
intensivo de este herbicida en las dos provincias localizadas en la regidn central de Argentina,

donde se destaca una alta produccidn agricola.

3.5. CONCLUSIONES DEL CAPITULO 3

Después de evaluar diferentes estrategias preliminares, se desarrollé un método que involucra
una derivatizacién con FMOC-C| mediante analisis por UHPLC-MS/MS para la determinacion de
glifosato, AMPA y glufosinato en muestras de agua. El enfoque propuesto muestra varias
diferencias y ventajas con respecto a otros métodos disponibles, centrandose principalmente

en su mayor simplicidad y utilidad para el analisis de rutina e investigacién con niveles de
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concentracion menores al pg/L (glifosato: 0,6; AMPA: 0,2 y glufosinato: 0,1 pug/L) compatibles
con la normativa argentina y otras normas de calidad de agua extranjeras. El método presenta
un paso de limpieza rapida offline que consiste en una agitacion de 10 segundos con 4,5 mL de
diclorometano después de la reaccién de derivatizacion (evitando el paso de SPE) e inyeccién en
el sistema UHPLC-MS/MS.

El método validado se aplicé a un estudio donde se analizaron 158 muestras de agua
provenientes de 40 tambos que contribuyeron a obtener informacidn sobre las concentraciones
de los herbicidas en estudio presentes en el agua de una importante region agricola de nuestro
pais. Los resultados mostraron una alta frecuencia de aparicion de glifosato y, en mayor grado,
su metabolito AMPA en niveles traza en aguas subterrdneas, hallando valores de concentracion
entre 0,6-11,3 pug/Ly 0,2-6,5 pg/L, respectivamente. Con un aumento en la ocurrencia y niveles
encontrados en aguas de tanques abiertos (0,6-21,2 pg/Ly 0,2-4,2 pg/L). El glufosinato es un
herbicida de uso menos frecuente y sélo se encontré en muestras de tanques a cielo abierto a
un nivel por debajo del LC (52% de las muestras) y se cuantifico sélo en una de ellas (0,1 pg/L).
Este es el primer estudio que informa niveles de estos herbicidas en el agua de las zonas rurales
de Argentina, representando una informacién util para la evaluacién de riesgos ambientales y
para fines de gestion.

En las condiciones a campo se pudo verificar una interaccién significativa entre fésforo y
glifosato. La relacién entre la aplicacidon de fertilizantes a base de fésforo y glifosato, y su
contribucion a la contaminacion por escorrentia no se habia identificado en las condiciones a
campo, por lo que se desconocia el impacto ambiental de la interaccidn de estas dos practicas,
siendo las mas utilizadas en condiciones de labranza cero. Como tal, los resultados obtenidos
refuerzan la necesidad de realizar estudios adicionales para comprender las interacciones
fosforo-glifosato en suelos en condiciones reales para establecer tiempo y condiciones
optimizadas en la practica actual para reducir los riesgos de contaminacidn por escorrentia.
Estos resultados son de gran importancia para minimizar el impacto ambiental en el entorno
argentino, donde las practicas de siembra directa se extienden a >20 Mha.

Respecto a las muestras analizadas como parte de los servicios brindados por el PRINARC a la
comunidad, dejan en evidencia la presencia de glifosato, AMPA y en menor proporcion,
glufosinato en el medio ambiente. Estos resultados pueden servir como punto de partida para

tomar medidas de control y asi mitigar la contaminacién de los cursos de agua.
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CAPITULO 4. DETERMINACION DE GLIFOSATO, AMPA Y GLUFOSINATO EN

SUERO SANGUINEO

Durante este trabajo se realizaron ensayos experimentales de laboratorio para desarrollar y
optimizar una metodologia analitica con el objetivo de determinar, de manera simultanea,
glifosato, AMPA y glufosinato en muestras de suero sanguineo utilizando un procedimiento
analitico simple con suficiente selectividad y exactitud.

Los ensayos realizados consistieron en la derivatizacion de la muestra con FMOC-Cl y posterior
analisis mediante cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masa.

El método analitico optimizado y validado fue aplicado para medir la concentracién de glifosato
y AMPA en muestras reales de suero, provenientes de estudios de investigacidn realizados con

ratas y ovejas.

4.1. OBJETIVOS

El objetivo principal de este trabajo consisti6 en desarrollar y optimizar una metodologia
analitica para determinar glifosato, AMPA y glufosinato en suero sanguineo mediante una etapa
de derivatizacién con FMOC-Cl y posterior analisis utilizando cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de masa en tdndem (UHPLC-MS/MS). Y como objetivo especifico se planted

aplicar dicho método al andlisis de muestras reales.

4.2. RESUMEN

En este capitulo se describen los ensayos realizados para determinar glifosato, su metabolito,
AMPA y glufosinato en suero sanguineo. El método analitico propuesto consiste en una primera
etapa de precipitacion de las proteinas que contiene la muestra con acetonitrilo, seguida de la
etapa de derivatizacién con FMOC-Cl y, finalmente, andlisis por UHPLC-MS/MS.

Los resultados de la validacion fueron satisfactorios en términos de linealidad, selectividad,
precisidn y precisidon intermedia. Las recuperaciones para los tres analitos fueron superiores al
100%, 109 para glifosato y 105 para AMPA y glufosinato con desviaciones estandares relativas
menores al 15%; 12, 8 y 11 para glifosato, AMPA vy glufosinato, respectivamente. El limite de
cuantificacion obtenido fue de 1 pg/L para los tres analitos.

La metodologia validada permitio el andlisis de muestras reales de suero de animales (ratas y

ovejas).
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4.3. DESARROLLO DEL METODO

4.3.1. Sistema instrumental

Las concentraciones de glifosato, AMPA vy glufosinato en suero se midieron mediante
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masa en tandem, utilizando el equipo
UHPLC-MS/MS Waters descripto anteriormente en el Capitulo 2. Los valores de los parametros
instrumentales empleados fueron obtenidos mediante la optimizacién del sistema
cromatografico y espectrométrico que se detalla en el Capitulo 3, Secciones 3.3.1.y 3.3.2.

El andlisis cromatografico se realizd con la columna de fase reversa ACQUITY UPLC™ HSS C18
(100 x 2,1 mm, 1,8 um de tamafio de particula), con una temperatura de 40°C y la fase mavil
consistid en H,0:ACN 98:2 + 0,1% AF (componente A) y ACN + 0,1% AF (componente B) con un
flujo de 0,35 mL/min. El programa de gradiente de fase mdvil fue de 0 a 0,25 min isocratico (95%
A: 5% B); de 0,25 a 7 min aumento lineal de B de 5 a 100%; de 7 a 8 min disminucion lineal de B
de 100 a 75%; de 8 a 8,5 min disminucion lineal de B de 75 a 40%; de 8,5 a 9 min disminucion
lineal de B de 40 a 5% y las condiciones iniciales se volvieron a equilibrar en 1 min, resultando
un tiempo total de corrida cromatografica de 10 min. El volumen de inyeccion fue de 10 pL.
Para la determinacidon espectrométrica los pardmetros operativos del sistema fueron: fuente de
ionizacion por electrospray modo positivo, voltaje de capilar 1 kV, voltaje de extractor 1V,
temperatura de fuente 140°C, temperatura de desolvatacién 500°C, flujo de gas de
desolvatacién 600 L/h y flujo de gas de cono 20 L/h. La informacidn de los iones m/z utilizados
en el andlisis se resumen en la Tabla 3 (Seccién 3.3.2.), utilizando un valor de 0,1 s de dwell time

para todos los compuestos.

4.3.2. Optimizacion de la etapa de preparacion de la muestra

Descripcion del experimento

Las muestras de suero se sometieron a derivatizacién utilizando FMOC-CI como agente
derivatizante previo precipitado de las proteinas segun el método propuesto por Bernal y col.
(2010).

El procedimiento analitico comienza transfiriendo 500 pL de suero sanguineo (blanco, blanco
enriquecido con estandares o muestras de suero experimentales) a un tubo Eppendorf de 2 mL,
luego se afiade el estandar interno marcado isotépicamente (50 pL de una solucion de 100 pg/L
que contiene la mezcla de glifosato y AMPA marcados) y se agregan 250 uL de acetonitrilo. La
mezcla se agita en vértex durante 1 min, se coloca en ultrasonido durante 10 min y se centrifuga

a 15000 rpm durante 15 min a temperatura ambiente para precipitar las proteinas.
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Posteriormente, se recogen 500 L del sobrenadante y se transfieren a un tubo Eppendorf nuevo
para repetir una vez mas la etapa de precipitacién de las proteinas. El sobrenadante (500 uL) se
derivatiza con la adicién de 84 pL de buffer borato (40 mM, pH 9) y 84 uL de FMOC-CI (6 g/L)
permitiendo que la reaccion tenga lugar durante 2 horas a temperatura ambiente y al resguardo
de la luz.

Después del tiempo de reaccidn, se realiza la etapa de limpieza de los extractos mediante
particion L-L con diclorometano (500 pL de extracto/ 500 puL de DCM). Finalmente, 10 pL de la

fase acuosa se inyectan en el sistema UHPLC-MS/MS (Figura 25).

Repetir pasos

@ @ ("\ 1,2y3.
W

* 500 pL suero. * 250 pL de ACN. * Centrifugar 15 min * 500 pL sobrenadante.
* STD-mix (gli, AMPAYy glu). * Vortex 1 min. 15000 rpm. <

o . . DERIVATIZACION
* STD-mix is6topos 13C, * Ultrasonido 10 min.

* 84 pl buffer borato (40 mM).
+ 84 pL FMOC-CI (6 g/L).

2h
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CLEAN UP
UHPLC-MS/MS _
/ * Particion L-L con DCM.

15N (gliy AMPA).

Figura 25. Resumen esquematico de la metodologia analitica para la determinacion de glifosato, AMPA y
glufosinato en suero sanguineo.

Resultados y discusion

-Pre-acondicionamiento de la muestra: el acondicionamiento de la muestra es un paso
sumamente importante ya que las caracteristicas de los analitos estudiados son similares a las
de los aminoacidos, componentes principales de las proteinas, que se encuentran en gran
proporcién en la matriz analizada. Debido a esta similitud aumentan las complicaciones al medir
estos residuos en los productos de origen animal.

Por lo expresado, se requiere un paso previo donde se puedan eliminar completamente las
proteinas presentes en la muestra. En la literatura se enumeran distintos procedimientos para
tal fin: agregado de acetonitrilo (Motojyuku y col., 2008; Bernal y col., 2010; Zouaoui y col.,
2013); calentamiento (100°C), congelamiento (-80°C), descongelamiento, centrifugacién y
filtrado (Kriger y col., 2014); membrana de ultrafiltracion (Yoshioka y col., 2011), entre otros.
Debido a la facilidad y bajo costo, en nuestro estudio se procedié a la precipitacion de las
proteinas mediante el agregado de acetonitrilo. En un principio, el laboratorio no contaba con

la micro centrifuga de ultra velocidad por lo que la precipitacién no logré ser completa utilizando
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una centrifuga de 5000 rpm, causando problemas cromatograficos y obteniendo valores de
recuperacion menores al 40%.

Puesto que no se lograban resultados apropiados para la etapa de precipitacion de las proteinas
se probaron técnicas alternativas como membranas de ultrafiltracidn, con las que tampoco se
obtuvieron resultados satisfactorios y el costo del andlisis era considerablemente mayor.
Finalmente, optimizando los volimenes y utilizando la micro centrifuga, adquirida por el
laboratorio, pudo lograrse la precipitaciéon exitosa de las proteinas, obteniendo resultados

satisfactorios: extractos limpios y porcentajes de recuperacién cercanos al 100% (Figura 26).

Figura 26. Fotografias tomadas durante la precipitacion a las proteinas. a) Agregado de los primeros 250
uL de ACN. b) Agregado de los segundos 250 uL de ACN.

-Derivatizacion y limpieza: las etapas de derivatizacidon y limpieza de los extractos de este
método analitico estan inspiradas en las respectivas etapas optimizadas para la determinacién
de los mismos analitos en muestras de agua (Capitulo 3, Seccidn 3.3.3.). Se utilizaron los mismos
reactivos y concentraciones para el buffer borato y para el reactivo derivatizante, 40 mM y 6
g/L, respectivamente. Para la limpieza de los extractos se practicé la misma particion L-L con
diclorometano optimizada oportunamente. Los volimenes de adicién fueron relativos al

volumen inicial de muestra.

Como conclusién, a partir de los ensayos experimentales realizados, y evaluando los resultados
obtenidos de cada una de las pruebas propuestas, el método logrado pudo ser validado, ya que
permitid resolver uno de los puntos criticos del procesamiento, como es la eliminacion de las
proteinas de la muestra antes de la reaccidn de derivatizacidn, ademas de lograr porcentajes de

recuperacion éptimos.
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4.3.3. Validacién del método optimizado

Para controlar la calidad del analisis de los residuos de glifosato, AMPA y glufosinato se
realizaron ensayos y estudios de laboratorio siguiendo las directivas del documento de
validacion SANTE/11813/2017 (EC, 2017), mediante la determinacion del limite de

cuantificacion, linealidad, selectividad, efecto matriz, precision y exactitud.

Estudio de recuperacion
Las recuperaciones se determinaron tanto intra-dia como inter-dia mediante el analisis de
muestras blanco fortificadas a tres niveles de concentracion (1, 2 y 10 pg/L) por quintuplicado,

con resultados que oscilaron entre 81-120% y DER <16% en todos los casos (Tabla 11).

Tabla 11. Cifras de mérito del método analitico (n=5)°.

Recuperados % Repetibilidad %DER Precision intermedia %DER LC
Compuesto

lpug/L  10pg/L  1pg/L 10pg/L  1pg/L 10 pg/L mug/L
Glifosato  91-120 97-112 12 6 12 7 1
AMPA 93-112  81-110 8 16 11 13 1
Glufosinato 83-114 92-103 11 5 14 7 1

aCinco muestras de suero blanco enriquecidas a1y 10 pg/L cada una.

Limite de cuantificacion

El LC para los tres analitos se establecié mediante fortificaciones con estandares de glifosato,
AMPA vy glufosinato sobre muestras blanco de suero sanguineo humano. Se fij6 como la
concentracién de fortificacion mas baja probada en la que las recuperaciones estaban entre 70-
120% con desviaciones estandares relativas por debajo del 20% realizando cinco repeticiones,
siendo 1 pg/L para los tres analitos. Las recuperaciones promedio obtenidas fueron 109% para

glifosato, 105% para AMPA y 105% para glufosinato con DER de 12, 8 y 11%, respectivamente.

Linealidad

La linealidad del método se evalud analizando ocho soluciones estandares de los tres analitos
por triplicado en el rango de 1 a 500 pg/L (1, 5, 10, 25, 50, 100, 250 y 500 pg/L). La linealidad a
partir del andlisis de regresidn se considerd satisfactoria, logrando un coeficiente de correlacion

superior a 0,99 y residuos inferiores a + 20% en todos los casos (Figuras 27, 28 y 29).
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Figura 27. Calibraciones de glifosato en matriz (suero sanguineo) y solvente.
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Figura 28. Calibraciones de AMPA en matriz (suero sanguineo) y solvente.
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Figura 29. Calibraciones de glufosinato en matriz (suero sanguineo) y solvente.

Efecto matriz
Los efectos de la matriz (EM) se evaluaron mediante la comparacion de las pendientes de las

curvas de calibraciéon en solvente y matriz siguiendo la férmula:

pendiente matriz
%EM = - -100
pendiente solvente

Los valores de %EM encontrados fueron 104 para glifosato y AMPA y 105 para glufosinato. Se
observo que para los tres analitos el efecto matriz estaba dentro del 5% de diferencia y se
considerd un efecto leve, menor al 20% que establece el documento SANTE (Figuras 27, 28 y
29). Como no se observaron efectos significativos de ionizacién o interferencias en esta matriz,
es posible utilizar estandares en solventes para la cuantificacién precisa de los analitos. A pesar

de esto, los calculos de cuantificacidn se realizaron utilizando curvas de calibracidon en matriz.

Selectividad
La selectividad del método se demostré mediante el andlisis en una matriz independiente, la
cual estaba libre de los analitos estudiados. Ambas transiciones de iones de cuantificacion y

confirmacién se utilizaron para determinar la selectividad de cada uno de los analitos.

Precision y exactitud

La evaluacién de la precision y exactitud del método se realizd mediante estudios de

recuperacién adicionando muestras de suero sanguineo humano blanco en dos niveles de
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concentracién diferentes. La guia SANTE establece evaluar un minimo de 5 réplicas en el limite
de cuantificacidn objetivo del método y, al menos otro nivel superior, en el rango de 2-10xLC.

Las muestras se fortificaron a 1 y 10 pg/L por quintuplicado. Los porcentajes de recuperacion
promedio de cada nivel de fortificacién estuvieron dentro del rango de 81-120% con una DER

<16%. El resumen de los resultados se puede observar en la Tabla 11.
Con los resultados obtenidos de la validacion del procedimiento analitico se puede demostrar
gue es apto para el propédsito deseado y es un método confiable y reproducible.

Enla Tabla 11 se resumen las principales cifras de mérito obtenidas en el proceso de validacion.

4.4. APLICACION A MUESTRAS REALES

El método analitico desarrollado se aplicé al andlisis de muestras reales provenientes de dos
estudios de investigacién llevados a cabo por el Instituto de Salud y Ambiente del Litoral (ISAL),
Facultad de Bioquimicay Ciencias Bioldgicas de la Universidad Nacional del Litoral (UNL)-Consejo
Nacional de Investigaciones Cientificas y Técnicas (CONICET), Santa Fe, Argentina.

Los estudios de investigacion tuvieron como objetivo principal evaluar en animales el efecto de
la exposicidn al herbicida glifosato, suministrado por distintas vias. En esta oportunidad se

trabajo con ratas y ovejas.

4.4.1. Determinacion de glifosato y AMPA en suero sanguineo de rata

Descripcion del experimento

El presente estudio se llevd a cabo para investigar si la exposicion perinatal (gestacion mas
lactancia) a dosis de glifosato altera el rendimiento reproductivo femenino y/o induce efectos
de segunda generacién relacionados con anomalias congénitas o alteraciones en el crecimiento.
Para llevar a cabo la investigacién se utilizaron ratas de raza derivada de Wistar, criadas y
alojadas en un ambiente controlado (22 + 2°C; luces encendidas de 6 a 20 h) en jaulas de acero
inoxidable con camas de madera, y se utilizé una formulacién de glifosato comercializada en
Argentina (Magnum super Il) que contiene 66,2% de sal de glifosato potasica (equivalente a 54%
p/v de acido de glifosato) como ingrediente activo, coadyuvantes e ingredientes inertes.

Los animales recibieron el herbicida a través del alimento en dos dosis: baja y alta, de 2 y 200
mg de glifosato por kg de peso corporal por dia de gestacion (DG), respectivamente.

Las hembras prefiadas (FO) se alojaron individualmente y se asignaron al azar a uno de los
siguientes grupos de tratamiento oral: grupo control (n=7) provisto de alimento a base de pienso
de laboratorio, grupo de dosis baja de glifosato (G-DB; n=7) provisto de alimento suplementado

con herbicida en una dosis de 2 mg de glifosato/kg de peso corporal/dia, y grupo de dosis alta
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de glifosato (G-DA; n=7) provisto de alimento suplementado con herbicida en una dosis de 200
mg de glifosato/kg de peso corporal/dia.

La pasta a base de alimento para laboratorio se prepard mezclando cantidades optimizadas de
pellets y agua, para los grupos de tratamiento con el herbicida se afiadié la formulaciéon
comercial de glifosato al agua de acuerdo con las dosis estudiadas. La integridad del glifosato en
el alimento se verificé mediante la medicidn de su concentracion durante tres dias consecutivos.
El procedimiento analitico utilizado cuenta con tres etapas: extraccién del analito, similar a la
descripta por Oulkar y col. (2017), derivatizacion y analisis mediante UHPLC-MS/MS del extracto
acuoso segln el método optimizado para el analisis de aguas, detallado en el Capitulo 3, Seccidn

3.3.3. (Figura 30).

-

EXTRACCION

H,0 + DCM

Centrifugar

3 g muestra
* 20 mLH,0 + 0,1% AF (agitar 3 min)
* 20 mL DCM (agitar 3 min)
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(pH~1) PRE-TRATAMIENTO
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‘ Buffer borato (pH~9)
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Figura 30. Resumen esquemadtico del procedimiento para determinar glifosato y AMPA en el alimento
suministrado a las ratas durante el disefio experimental.

El tratamiento oral durd desde el DG 9 hasta el final del destete, dia de lactancia (DL) 21. Luego
de este periodo, se recolectd sangre de las madres (FO) en dos momentos diferentes: (1) al final
de la gestacidén, DG 22, y (2) al destete, DL 21, y se determinaron los niveles séricos de glifosato
y AMPA alcanzados en los animales siguiendo el procedimiento analitico descripto en la Seccion

4.3.2., para evaluar la investigacion.
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Las crias hembras F1, al destete, en el dia postnatal (DPN) 21 se alojaron en grupos de acuerdo
con los tratamientos (control o expuesto a glifosato).

Las hembras F1 se aparearon para evaluar su desempefio reproductivo y lograr identificar
efectos de segunda generacion en la descendencia F2.

En la Figura 31 se muestra una representacidon esquematica del disefio experimental llevado a

cabo durante este estudio.

Destete
DG 9 DL 21
Hembras I I Descendencia
prefiadas femenina )
s LACTANCIA GESTACIONAL f1 GESTACION
CONTROL l l
G-DB (2 mg gli/kg de peso corporal/dia)
G-DA (200 mg gli/kg de peso corporal/dia) DPN 30 DG 19
Rendimiento reproductivo:
NG J ) «
~N Tasa de prefnez.
- NUmero de cuerpos luteos.
Tratamiento oral (dieta) - Sitios de implantacion.
- Sitios de reabsorcion.
l l - Parametros feto-placentarios (F2).
DG 22 DL 21 - Morfologia fetal (F2).

Determinacion de
glifosato y AMPA

Figura 31. Representacion esquematica del protocolo experimental utilizado para estudiar los efectos de
la exposicion perinatal (gestacion mas lactancia) de glifosato en dosis baja (G-DB) y alta (G-DA) en el
rendimiento reproductivo de ratas F1y en su descendencia F2.

DG: dia de gestacion. DL: dia de lactancia. DPN: dia postnatal.

Resultados y discusion

Para ambas dietas (dosis baja y alta del herbicida) las concentraciones de glifosato en el alimento
a base de pellets no cambiaron con el tiempo, lo que sugiere que se preservé la integridad del
herbicida. Como se esperaba, no se encontraron niveles detectables de glifosato ni AMPA en el
alimento destinado a los animales pertenecientes al grupo control.

La ingesta de alimentos durante el embarazo y la lactancia no se vio afectada en las hembras FO
expuestas al herbicida, y tampoco se detectaron cambios en el peso corporal promedio. En la
Tabla 12 se muestran las dosis promedio reales de glifosato, calculadas en funcién del peso

corporal promedio de las madres y el consumo de alimento durante el embarazo y la lactancia.
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Tabla 12. Dosis diarias del herbicida suministradas a las hembras FO y niveles séricos de glifosato
y AMPA.

Control G-DB G-DA
Dosis tedrica (mg/kg de peso corporal/dia) 0 2 200
Ingesta de alimento (g/dia) 29,14+0,61 29,39+0,69 29,65+0,42
Peso corporal promedio (g) 259,00+3,48 257,90%3,10 252,70%4,60
Dosis real promedio (mg/kg peso 0 3,69+0,07 352,20+4,78
corporal/dia)
Nivel de glifosato en suero (mg/L) ND 0,039+0,006  3,8%1,2
Nivel de AMPA en suero (mg/L) ND ND ND

Los datos se muestran como el promedio * el error de la media de 7 presas FO por grupo.
ND: no detectado.

Aungque las dosis reales de glifosato alcanzadas efectivamente en ambos grupos expuestos al
herbicida resultaron mas altas que las dosis tedricas (3,69 = 0,07 en lugar de 2 mg/kg de peso
corporal/dia en el grupo de G-DB, y 352,2 + 4,78 en lugar de 200 mg/kg de peso corporal/dia en
el grupo de G-DA), las mismas se encuentran dentro del mismo orden de magnitud,
manteniendo una diferencia de 100 veces entre las dos dosis reales de glifosato.

Las concentraciones séricas medias de glifosato en las madres FO al final del periodo de lactancia
fueron: 0,039 * 0,006 mg/L para el grupo G-DB, y 3,8 + 1,2 mg/L para el grupo G-DA.
Nuevamente, vale la pena sefialar que se observé una diferencia de 100 veces al comparar las
concentraciones de glifosato de las hembras FO de los dos grupos tratados. En cuanto a las
concentraciones séricas de AMPA, no se encontraron niveles detectables en ninguno de los dos
grupos expuestos al herbicida. Y, en los animales control, no se detectaron niveles de glifosato
ni AMPA.

En cuanto a las concentraciones séricas de AMPA, no se encontraron niveles detectables en las
hembras tratadas ni a dosis bajas ni altas del herbicida. Anaddn y col. (2009) indica que el
glifosato se metaboliza muy mal a AMPA después de la administracion oral en ratas Wistar, y
este metabolito podria ser el resultado de la accion microbiana intestinal. Este metabolito
despierta gran preocupacion por ser mas persistente que el propio glifosato en el medio
ambiente (Battaglin y col. 2005) y hay evidencia de efectos genotdxicos para AMPA en estudios
in vitro e in vivo (Mafias y col., 2009; Roustan y col., 2014).

Los resultados que se han obtenido muestran que el glifosato administrado por via oral durante
el embarazo y la lactancia en una dosis de 2 0 200 mg de glifosato/kg de peso corporal/dia no
induce toxicidad materna, es decir, mortalidad o cambios en la ganancia y la longitud del peso
corporal gestacional.

La exposicidn a glifosato no alteré el aumento de peso corporal de las crias hembras F1, pero,
aunque todas las ratas F1 expuestas al herbicida quedaron prefiadas, se detecté un nimero

menor de sitios de implantacion. La descendencia F2 de ambos grupos expuestos a glifosato
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mostré retraso en el crecimiento, evidenciado por un menor peso y longitud fetal, asociado con
una mayor incidencia de fetos pequefios para la edad gestacional. Un hallazgo sorprendente del
presente trabajo de investigacidn fue la aparicion de anomalias congénitas estructurales en la
descendencia F2 cuyas madres F1 habian estado expuestas a la dosis alta de glifosato. Tales
malformaciones fetales incluian fetos unidos y extremidades anormalmente desarrolladas.
Aunque las anomalias fetales en F2 ocurrieron en un nuimero relativamente pequefio de
animales, se encontrd una correlacién estadisticamente significativa con la exposicién al

herbicida.

Concluyendo, los resultados obtenidos mostraron que la exposicion perinatal (gestacion mas
lactancia) a dosis de glifosato altera el resultado reproductivo femenino e induce efectos
adversos de segunda generacién en ratas. Los hallazgos actuales, en conjunto con los obtenidos
previamente por el grupo de investigacidon del ISAL, sugieren que el glifosato podria actuar como
perturbador enddcrino, y resaltan la importancia de evaluar diferentes vias de administracion,
dosis y duracién de la exposicién a este herbicida, ya que los efectos sobre la fertilidad pueden

ser diferentes (Milesi y col., 2018).

4.4.2. Determinacion de glifosato y AMPA en suero sanguineo de oveja

Descripcion del experimento

El objetivo principal de este estudio fue comparar el efecto de la exposicién, oral y subcutanea,
al herbicida glifosato en el sistema reproductivo femenino (ovarios y Utero) de ovejas frisonas.
Para este fin, las ovejas fueron expuestas a una dosis de glifosato suministrada por dos vias.

El ensayo se llevd a cabo utilizando una formulacién comercial de glifosato, Roundup Full 11®,
liquido soluble en agua que contiene 54 % p/v de glifosato.

Durante la investigacion, las ovejas frisonas (madres y descendencia) permanecieron en
condiciones naturales, y después del nacimiento, se asignaron ovejas al azar a uno de los grupos
experimentales:

Grupo 1: Solucion salina administrada por inyecciones subcutaneas (scControl, n=6).

Grupo 2: Solucién salina administrada por via oral (oControl, n=6).

Grupo 3: Formulacion comercial de glifosato disuelto en solucidn salina a 2 mg/kg de peso
corporal administrado por inyecciones subcutaneas (scG, n=5).

Grupo 4: Formulacion comercial de glifosato disuelto en solucién salina a 2 mg/kg de peso

corporal administrado por via oral (0G, n=5).
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La dosis de 2 mg/kg de peso corporal/dia es del orden de magnitud de la dosis de referencia
(DRf) de 1 mg/kg de peso corporal/dia reasignada para glifosato por la Agencia de Proteccion
Ambiental (EPA, 2017).

La solucidn salina o el glifosato se administraron diariamente desde el dia postnatal (DPN) 1 al
14, ya sea por inyecciones subcutaneas o por administracion oral.

El experimento tuvo una duracién de 45 dias. En el DPN 15 se extrajo sangre de los animales
para analizar glifosato y AMPA en el suero sanguineo. Luego, en el DPN 45 los animales fueron
sacrificados y se procedid a la recoleccién de tejido (ovario y Utero) y suero sanguineo, para
diferentes propdsitos, y asi lograr obtener informacidn valiosa respecto al efecto que tiene el

herbicida glifosato.

Resultados y discusion

Luego de la exposicidn al herbicida, los niveles medios de glifosato en suero al final del periodo
de exposicion (DPN 15) fueron: 123,9 £ 101,1 pg/L en animales expuestos a scG y 255,3 + 182,2
ug/L en animales expuestos a 0G. Aunque se observd una tendencia a niveles mas bajos de
glifosato en animales expuestos a scG, no se encontraron diferencias significativas con respecto
a los expuestos a oG. Al finalizar el experimento, 30 dias después de finalizada la exposicion al
herbicida, en el DPN 45, no se detectd glifosato ni AMPA en ninguno de los animales
experimentales (scG y 0G). Este resultado podria explicarse por el tiempo de vida media del
glifosato y la baja tasa de bioacumulacién debido a su naturaleza hidrofilica (Anadén y col., 2009;
Bus, 2015).

Con respecto al suero de los animales del grupo control, no mostraron niveles detectables de
glifosato tanto en el DPN 15 como en el 45, lo que demuestra que los animales experimentales
no estaban contaminados con el herbicida por el medio ambiente.

En cuanto a AMPA, tampoco se encontraron niveles detectables en los dos momentos de toma
de muestra, lo que sugiere un metabolismo limitado de glifosato en AMPA por acciéon
microbiana intestinal, considerando que el rumen presenta un desarrollo funcional escaso en
ovejas en el DPN 15 (Baldwin y Connor, 2017). Ademads, segln datos en animales, la
transformacion significativa de glifosato a AMPA en mamiferos es muy poco probable (Niemann
y col., 2015).

La exposicidn de los mamiferos a sustancias quimicas del medio ambiente durante un periodo
critico de desarrollo podria afectar procesos importantes que predisponen a enfermedades
crénicas en el futuro, especialmente aquellos relacionados con el desarrollo y la funcionalidad
del ovario y el utero (Rivera y col., 2011; Spencer y col., 2012; Ziv-Gal y Flaws, 2016; Ingaramo y

col., 2016, 2017; Van Bruggen y col.,, 2018), ya que la exposicion al herbicida alterd la
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histomorfologia ovérica y los parametros moleculares en los dos drganos estudiados (ovario y

Utero) tanto en ovejas expuestas a glifosato por via oral como subcutanea.

En conclusidn, los resultados muestran que los niveles séricos de glifosato al final del periodo de
exposicion (DPN 15) fueron similares independientemente de la via de administracion.

Toda informacion recolectada mediante tratamientos con especies domésticas tiene
importancia tanto biomédica como comercial. Los animales de granja, como las ovejas, pueden
ser altamente susceptibles a la fumigacién con herbicidas y debe considerarse relevante lograr
una explicacion de hasta qué punto la exposicidn a glifosato puede determinar la productividad
y/o la salud del animal.

Los resultados obtenidos son valiosos, pero los efectos observados no se pueden atribuir al

propio glifosato, los coadyuvantes o la mezcla del producto comercial (Alarcény col., 2019).

4.5. CONCLUSIONES DEL CAPITULO 4

Ha sido posible desarrollar un método analitico que permite la determinacidn simultdnea de
glifosato, AMPA vy glufosinato mediante una metodologia relativamente simple y facil de
implementar en analisis de rutina. A pesar de tener un paso de derivatizacién, que aumenta el
tiempo de analisis, esto permite obtener un limite de cuantificacion bajo, necesario para poder
cuantificar residuos o niveles traza en muestras reales.

A su vez, fue posible utilizar la metodologia optimizada y validada en muestras de suero reales,
trabajando en conjunto con el Instituto de Salud y Ambiente del Litoral de la Facultad de
Bioquimica y Ciencias Bioldgicas para poder conocer el efecto que tiene el herbicida glifosato en
animales expuestos a éste por diferentes vias.

En los ultimos afios, el glifosato ha recibido una atencién significativa por parte de la poblacién
general y las agencias reguladoras de todo el mundo. Las preocupaciones de la salud humana
acerca de este herbicida han surgido principalmente debido al uso intensivo y prolongado en las
Ultimas dos décadas, junto con su nuevo uso como desecante antes de la cosecha que puede
aumentar el riesgo de exposicidon a la dieta. La deteccidén de glifosato y su metabolito en
alimentos y en estudios con animales de laboratorio y domésticos, asi como poblaciones
humanas, sugiere que los niveles de exposicidn actuales al herbicida podrian inducir resultados
adversos para la salud (Myers y col., 2016). Ademas, resulta preocupante no saber si los efectos
adversos causados son provocados por el principio activo (glifosato), los coadyuvantes o ambos
gue actlan de forma sinérgica. Varios estudios que comparan efectos de productos comerciales

a base de glifosato, coadyuvantes y el principio activo (glifosato) han revelado que los productos
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comerciales son mas toxicos que el propio glifosato, sugiriendo que los coadyuvantes no serian
compuestos inocuos (Richard y col., 2005; Mesnage y col., 2013; Defarge y col., 2016).
Teniendo en cuenta la controversia sobre este tema, bajo la condicidon del experimento
desarrollado durante esta investigacidn, no se pueden atribuir los efectos adversos encontrados,
sobre la reproduccidn y el desarrollo, al glifosato, los coadyuvantes o ambos. Otro punto a tener
en cuenta es el hecho de que la composicidn de las formulaciones de glifosato comerciales varia
entre marcas y paises (los coadyuvantes, el tipo y concentracion de sal de glifosato) vy, por lo
tanto, es dificil comparar sus efectos. Por esa razdn, a la luz de los resultados obtenidos, no se
puede asegurar que los efectos adversos detectados sean provocados por todas las
formulaciones de glifosato que se comercializan actualmente.

Por todo lo expresado, es de extrema relevancia poder contar con un método analitico simple,
rapido y confiable para la determinacién de este herbicida y su metabolito en suero sanguineo,

lo que es necesario para la continuidad de los estudios de esta problematica.
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CAPITULO 5. DETERMINACION DE GLIFOSATO, AMPA Y GLUFOSINATO EN MIEL

Se realizaron ensayos experimentales de laboratorio para poder desarrollar una metodologia
analitica con el objetivo de determinar simultdneamente glifosato, AMPA y glufosinato en miel
utilizando un procedimiento analitico simple, confiable y reproducible.

Las pruebas realizadas consistieron en derivatizacién de la muestra con FMOC-C| y posterior
analisis mediante cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masa.

El método analitico optimizado y validado fue aplicado a la medicién de la concentracidn de los
analitos en muestras reales de miel y néctar, provenientes de la zona central de Argentina,

provincias de Santa Fe y Entre Rios.

5.1. OBJETIVOS

El objetivo principal fue desarrollar una metodologia analitica basada en la estrategia de
derivatizacién pre-columna con FMOC-CI y andlisis mediante UHPLC-MS/MS para determinar
glifosato, AMPA y glufosinato en miel y matrices de composicién similar (néctar). Y en este
marco, el objetivo especifico fue aplicar el método optimizado y validado a muestras reales para
poder conocer a qué valores de glifosato, su metabolito y glufosinato estan expuestos los
insectos polinizadores y como consecuencia, el producto de consumo humano que ellos

elaboran.

5.2. RESUMEN

En este capitulo se describe el desarrollo de un método para la determinacién de glifosato,
AMPA vy glufosinato en miel. La metodologia propuesta engloba tres etapas: extraccion,
derivatizacién con FMOC-CI y limpieza de los extractos, mediante analisis por cromatografia
liguida acoplada a espectrometria de masa en tandem.

Los resultados obtenidos de la validacidon del método fueron satisfactorios lograndose niveles
de recuperacién en el rango de 70-120% y DER por debajo del 20% tal como lo establece la
normativa SANTE/11813/2017 (EC, 2017). Las recuperaciones promedio obtenidas en el nivel de
concentracion del limite de cuantificacion (5 ug/kg) fueron 81% para glifosato, 82% para AMPA
y 73% para glufosinato con %DER de 12, 16 y 11, respectivamente.

La metodologia propuesta, luego de la optimizacidn y validacién realizadas, fue utilizada para

analizar muestras reales de miel y néctar.
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5.3. DESARROLLO DEL METODO

5.3.1. Sistema cromatografico

La determinacién de glifosato, AMPA y glufosinato en miel se realiz6 mediante cromatografia
liqguida acoplada a espectrometria de masa en tandem, utilizando el equipo UHPLC-MS/MS
Waters descripto en el Capitulo 2.

Los parametros cromatograficos empleados fueron obtenidos mediante la optimizacidn
realizada durante el analisis de muestras de agua, los cuales se describen detalladamente en el
Capitulo 3, Seccion 3.3.1.

Para el andlisis cromatogréfico se utilizé una columna de fase reversa, ACQUITY UPLC™ HSS C18
(100 x 2,1 mm, 1,8 um de tamafio de particula) y una temperatura de 40°C. La fase movil
consistid en H,O:ACN 98:2 + 0,1% AF (componente A) y ACN + 0,1% AF (componente B) con una
velocidad de flujo de 0,35 mL/min. El gradiente de fase movil fue de 0 a 0,25 min isocratico (95%
A: 5% B); de 0,25 a 7 min aumento lineal de B de 5 a 100%; de 7 a 8 min disminucién lineal de B
de 100 a 75%; de 8 a 8,5 min disminucion lineal de B de 75 a 40%; de 8,5 a 9 min disminucion
lineal de B de 40 a 5% vy las condiciones iniciales se volvieron a equilibrar en 1 min, resultando el

tiempo total de corrida cromatogréfica de 10 min. El volumen de inyeccidn fue de 10 pL.

5.3.2. Optimizacion del sistema espectrométrico

Al realizar la optimizacion del sistema espectrométrico, se decidid considerar sélo las variables
de la fuente de ionizacién, para evaluar la interaccién de los pardmetros instrumentales en la
respuesta de los tres analitos en conjunto.

Para lograr una mejor respuesta, se estudiaron las condiciones instrumentales sobre las bases
de disefios estadisticos de experimentos, utilizando el software Design Expert 7.0. Los
parametros incluidos en el modelo fueron: voltaje de capilar (VC), voltaje de extractor (VE),
temperatura de fuente (TF), temperatura de desolvatacién (TD), flujo de gas de desolvatacion
(FD) y flujo de gas de cono (FC).

Se inicio el experimento con un disefio factorial. Este tipo de disefio no permite explorar
completamente una amplia regién del espacio de los factores, pero proporciona informacién
util con un numero relativamente reducido de corridas por cada factor y se pueden identificar
tendencias importantes, que luego son utilizadas como punto de partida en experimentos
adicionales.

Para el disefio factorial se utilizaron rangos de valores dptimos para el buen funcionamiento y
vida util del equipo: voltaje de capilar (1-4 kV), voltaje de extractor (2-6 V), temperatura de

fuente (120-150°C), temperatura de desolvatacion (250-450°C), flujo de gas de desolvatacion
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(800-1000 L/h) y flujo de gas de cono (5-20 L/h) para identificar cudles son las variables que
influyen en el sistema.

Luego de analizar los resultados se observé que voltaje de capilar, flujo de gas de desolvatacion
y flujo de gas de cono son variables que no influyen para ninguno de los analitos en estudio, y
por tal motivo se decide trabajar con los valores minimos de cada pardmetro indicados en el
disefio. La temperatura de fuente es una variable influyente para AMPA y glufosinato no asi para
glifosato, indicando que el valor 6ptimo estaria cerca del minimo seteado. El voltaje de extractor
y la temperatura de desolvatacién resultaron ser variables influyentes para los tres analitos,
siendo el valor 6ptimo cercano al minimo seteado para el voltaje de extractor y el valor maximo
para la temperatura de desolvatacion.

Como resultado final del disefio factorial, se pudo identificar que las variables VE, TF y TD
necesitan ser optimizadas, por lo cual se decide trabajar con otro tipo de disefio experimental.

Como se necesita explorar una regién donde se estima que existe una configuracién éptima, se
puede ampliar un disefio factorial y formar un disefio central compuesto.

El disefio central compuesto es un disefio de superficie de respuesta, que es un conjunto de
técnicas avanzadas de disefio de experimentos que ayudan a entender mejor y optimizar la
respuesta. La metodologia del disefio de superficie de respuesta se utiliza con frecuencia para
refinar los modelos después de haber determinado los factores importantes utilizando disefios
de cribado o factoriales, especialmente si se sospecha que existe curvatura en la superficie de
respuesta a obtener.

La diferencia entre una ecuacidn de superficie de respuesta y la ecuacion de un disefio factorial
es la adicién de los términos cuadraticos que permiten modelar la curvatura en la respuesta, lo
gue la hace util para entender o mapear una region de una superficie, hallar los niveles de las
variables que optimizan una respuesta y seleccionar las condiciones operativas para cumplir con
las especificaciones. Las ecuaciones de superficie de respuesta modelan como los cambios en
las variables afectan una respuesta de interés.

Mediante el disefo central compuesto fueron optimizados los pardmetros que resultaron ser
influyentes en el diseio factorial. De esta manera, el voltaje del extractor se optimizé entre 1-
2,2V, la temperatura de fuente entre 100-120°C y la temperatura de desolvatacién entre 400-
450°C realizando un disefio central compuesto con 5 puntos centrales y a=1,68179.

Se obtuvo una superficie de respuesta con un valor de 0,936 de deseabilidad, lo que es un muy

buen valor, cercano a 1, que es lo ideal (Figura 32).
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123.00

Desirability

7 119.00

10 g. Temp Fuente

111.00

4.00 107.00

A: Voltaje extractor

Figura 32. Respuesta en el espacio tridimensional obtenida luego de optimizar los parametros influyentes.
Deseabilidad: 0,936.

La combinacidn de factores obtenida después del andlisis y el modelado de las respuestas (area
de los picos cromatograficos de cada analito) por minimos cuadrados, logrando un valor de
deseabilidad de 0,936 es:

Voltaje de extractor: 2V

Voltaje de capilar: 2 kV

Temperatura de fuente: 107°C

Temperatura de desolvatacion: 462°C

Flujo de gas de desolvatacién: 800 L/h

Flujo de gas de cono: 5 L/h

Los valores de m/z de los iones precursores y fragmentos, voltajes de cono y energias de colision
para cada analito son los que se presentan en la Tabla 3 (Seccidon 3.3.2.) y el dwell time fue 0,1 s

para todos los compuestos.

El objetivo de esta optimizacidn era aumentar la sensibilidad de la deteccion y poder lograr
limites de deteccidn y cuantificacion bajos, que sean comparativos con los LMR establecidos
para matrices alimentarias.

El disefio predice valores de areas de pico para cada analito cuando se empleen los parametros
optimizados inyectando la misma solucién utilizada durante el disefio (mezcla de estandares de
glifosato-FMOC, AMPA-FMOC y glufosinato-FMOC de 100 pg/L en fase mavil). En la Figura 33 se

observan dichos valores.
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Name Level LowLevel High Level Std. Dev. Coding
A Voltaje extractor 1.85 1.00 2.20 0.000 Actual
B Temp Fuente 107.18 110.00 120.00 0.000 Actual
C Temp Desolvatacion 451.38 400.00 450.00 0.000 Actual
=+ WARNING - One or more factor value(s) is outside of the design space.

Response Prediction SE Mean 95% Cllow  95% CI high SE Pred 95% Pl low
Glifosate 27510 26372.51 28696.46 26102.36
AMPA 36260.3 370.08 35354.77 37165.80 46813 35112.38
Glufosinato \4‘: 1 5'9/ 4144360 43517.73 19388.02

95% Pl high
28993.456
3740821
5798542

Figura 33. Prediccion de los valores de respuesta a obtener repitiendo las inyecciones con los valores

Optimos de las variables influyentes en el disefio.

Para finalizar el disefio de experimentos se realizaron inyecciones para verificar que los valores

predichos se cumplian. En las Figuras 34, 35 y 36 se muestran los picos cromatograficos

obtenidos con las condiciones espectrométricas optimizadas (b) comparados con picos

cromatograficos obtenidos con las condiciones instrumentales antes de la optimizacidn (a).

MRM of 10 channels ES+

392> 88.1

Glyphosate _ 7.271e+004
71187

[T T T T u].],,lmm

MRM of 10 channels ES+

392 >214.1

Glyphosate _ 2.723e+004
3.30
5382
26577

340

(a)

MRM of 10 channels ES+

392>88.1
Glyphosate _ 1.554e+005
2887D
154267
4804

s e e e A Aaas man s ] min

MRM of 10 channels ES+

392> 214.1
Glyphosate __ 7.946e+004
3.30
14681
78699
4595
[ T M B | T - - 'min
250 3.00 3.50 4.00
(b)

Figura 34. Comparacion de picos cromatograficos de glifosato antes (a) y después (b) de la optimizacién

espectrométrica.

90




Capitulo 5. Determinacion de glifosato, AMPA y glufosinato en miel

MRM of 10 channels ES+

MRM of 10 channels ES+

334=1791 334=1791
Ampa _ 8.359e+004 Ampa _ 2.197e+005
217867
f T T T T T T 1 min T LI I | T imin

MRM of 10 channels ES+

MRM of 10 channels ES+

334=1121 334>=1121

Ampa _ 4.057e+004 Ampa _ 9.142e+004
. 349
17010
90477

4.00

350
(a)

Figura 35. Comparacion de picos cromatograficos de AMPA antes (a) y después (b) de la optimizacidn

espectrométrica.
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400
(b)

Figura 36. Comparacion de picos cromatograficos de glufosinato antes (a) y después (b) de la optimizacién
espectrométrica.

En esta etapa se evalud la sensibilidad cromatografica de los analitos estudiados con los
parametros espectrométricos optimizados mediante el disefio de experimentos realizado.

Se observd un incremento en el drea de la transicidn de cuantificacion analizada del 107% para
glifosato, 162% para AMPA y 103% para glufosinato. Y, al observar los valores de las areas de los
picos cromatograficos de las graficas (b) se puede verificar que los valores predichos por el

disefio se cumplen.
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Resumiendo, la Figura 37 muestra un esquema de la optimizacidn realizada a través del disefio
de experimentos llevado a cabo para la optimizacion de los pardmetros del sistema

espectrométrico.

DISENO FACTORIAL DISENO CENTRAL COMPUESTO
(Para identificar qué parametros (Para optimizar los parametros
influyen en el sistema) influyentes)

2 4

- Voltaje de capilar

Voltaje de extractor [ 1-2,2(V) ]
5 t tral
-| Temperatura de fuente ‘ [ 110- 120 (°C) ] [ p;n_isggz;ga €s ]
-| Temperatura de desolvatacién 400 - 450 (°C)

- Flujo de gas de desolvatacion

- Flujo de gas de cono

Figura 37. Resumen esquematico de la optimizacidn espectrométrica realizada mediante disefio factorial
y disefio central compuesto.

El disefio de experimentos realizado permitié lograr un incremento en las areas de los tres
analitos estudiados, aumentar la sensibilidad analitica y, por consiguiente, conseguir mejores

limites de deteccidn y cuantificacion del método analitico a desarrollar.

5.3.3. Optimizacion de la etapa de preparacion de la muestra
Descripcion del experimento
Para determinar simultdneamente glifosato, AMPA vy glufosinato en muestras de miel fueron
evaluadas y adaptadas al objetivo del trabajo distintas alternativas segun bibliografia
consultada. Se consideraron diferentes aspectos de los procedimientos experimentales:
solventes de extraccién, volumen y concentracidon del reactivo derivatizante, volumen y
concentracion del buffer borato asi como otros reactivos para lograr el pH dptimo (pH 9), tiempo
de reaccion y alternativas de limpieza de los extractos.
En cuanto a los solventes de extraccién evaluados se pueden mencionar:

- Agua/diclorometano (Li y col., 2007; Oulkar y col., 2017).

- Agua/metanol, método QuPPE (Anastassiades y col., 2019).

- Agua/acetonitrilo (Thompson y col., 2014).

- Agua (Ehling y col., 2015; Thompson y col., 2019).

- Acido acético/EDTA, método FDA (Chamkasem y col., 2016).

- EDTA, método utilizado en la compafiia Cipsa Honey de Buenos Aires.
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También fueron probados distintos reactivos, concentraciones y volimenes para lograr la
basicidad adecuada:

- Buffer borato de sodio 40 y 50 mM (Hanke y col., 2008; Zelaya y col., 2010; Ehling y col.,

2015; Demonte y col., 2018).

- Hidroéxido de potasio 6 M.

- Carbonato de sodio 0,1 M (Thompson y col., 2019).
En la etapa de limpieza de los extractos también se realizaron pruebas mediante particién L-L
con diclorometano (Zelaya y col., 2010; Demonte y col., 2018), SPE (Cipsa honey, Thompson y

col., 2019) y no limpieza de los extractos.

Para cada una de las pruebas realizadas se practicaron ensayos de recuperacion en dos niveles
de concentracién, 10 y 100 pg/kg, por triplicado. Las muestras de miel, pesadas en tubos de
centrifuga de 50 mL fueron colocadas en un bafio termostatizado a 40-50°C por 5 min hasta
lograr la fluidez necesaria, posteriormente se adicionaron con la mezcla de estandares (glifosato,
AMPA y glufosinato) y se agitaron en vortex para homogeneizar. Luego se procedié con la etapa
de extraccion, derivatizacién y limpieza de cada una de las alternativas evaluadas. Los resultados
obtenidos para cada prueba eran satisfactorios en cuanto a valores de recuperacion (70-120%,
DER <20%) para el nivel mas bajo de adicién, mientras que para el nivel mas alto evaluado, 100
ug/kg, los valores de recuperacion no superaban el 40-50%.

Al evaluar los resultados de todos los ensayos realizados se decidié seguir trabajando con la
metodologia propuesta por Thompson y col., 2019 con ciertas modificaciones implementadas
para lograr un buen desempefio en nuestro laboratorio.

La metodologia empleada cuenta con una etapa de extraccion de los analitos con agua, seguida
de la reaccion de derivatizacién con adiciéon de Na,COs para lograr el pH 9 y limpieza de los
extractos obtenidos mediante particion L-L (Demonte y col., 2018).

Se comienza el procesamiento colocando 2 g de miel en tubos de centrifuga de 50 mL de
capacidad, se calienta la muestra en bafio termostatizado a 40-50°C por 5 min, luego se
adicionan 10 mL de agua, se agita en vortex 30 s hasta lograr que la muestra quede totalmente
disuelta y se colocan los tubos en agitador mecanico a 150 rpm por 30 min. Pasado este tiempo
se procede a tomar una alicuota de la solucion (miel disuelta en agua) para realizar el paso de
derivatizacién y se trabaja con tubos Eppendorf de 2 mL de capacidad. Se toman 0,5 mL de Ia
muestra disuelta y se adicionan 0,5 mL de Na,COs 0,1 M para acondicionar el medio alcalino y
lograr el pH 9 adecuado. Finalmente, se agregan 0,2 mL de FMOC-CI 50 mg/mL, se agita en vortex
10 s y se deja que la reaccion tenga lugar durante 2 h a temperatura ambiente y al resguardo de

la luz.

93



Capitulo 5. Determinacion de glifosato, AMPA y glufosinato en miel

Pasado el tiempo de reaccién se procede a realizar la particion L-L, se adicionan 0,75 mL de
diclorometano, se agita en vortex 10 s y se centrifuga en micro centrifuga de alta velocidad

(14500 rpm, 5 min). La parte acuosa se extrae para el analisis instrumental (Figura 38).

EXTRACCION

H,0
Agitar

2 g muestra
* 10 mL H,0 (vortex 305s)
* Agitador mecdnico 30 min

‘ DERIVATIZACION
N32C03 (pH~g)

FMOC-CI 0,5 mL miel disuelta
0,5 mLNa,CO; 0,2 M

0,2 mL FMOC-CI 50 mg/mL (vértex 10 )

Reaccion: 2h
DCM

LIMPIEZA

* 0,75 mLDCM (vortex 10s)

Figura 38. Resumen esquematico de la metodologia analitica desarrollada y optimizada para determinar
simultdneamente glifosato, AMPA y glufosinato en miel.

Resultados y discusion

Tanto el paso de extraccién como derivatizacion resultaron ser criticos a la hora de obtener una
metodologia analitica trabajando con una matriz tan compleja como la miel.

Uno de los primeros inconvenientes que hubo en el paso de derivatizacién es que el pH 9,
adecuado para que tenga lugar la reaccion, no se lograba con el agregado de volimenes y
concentraciones de buffer borato similares a las utilizadas en las técnicas analiticas desarrolladas
en el presente trabajo. Por tal motivo, se probaron experimentalmente distintos volumenes y
concentraciones de dicho reactivo, variando las concentraciones en un rango de 2,5 a 10 g/L,
analizadas con referencia al volumen inicial de extracto tomado para la derivatizacién. Sin
embargo, el pH 9 no se pudo lograr ni con la concentracion mas alta. Es por ello que se intentd
con otros reactivos para lograr la basicidad requerida: KOH y Na,COs, con cada uno de ellos si se
logré obtener pH 9. Con respecto al Na,COs, propuesto por Thompson y col., 2019, se realizo el
mismo célculo que para el buffer borato dando como resultado una concentracion de 10,6 g/L.
Agregando volumen y concentracidn establecidos en dicho método se lograba el pH 9 6ptimo
para la reaccidn, por lo que no se practicaron mas pruebas y se siguié trabajando con este
reactivo y sus proporciones.

La concentracién del reactivo derivatizante fue otra variante que tuvo que ser optimizada, ya

que es fundamental para garantizar que la reaccién sea completa y reproducible. Debido a que
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los valores de recuperacion obtenidos eran menores al 40-50% con DER >20% para el nivel de
100 pg/kg cuando se utilizaban concentraciones de FMOC-CI similares a las de metodologias
desarrolladas en el presente estudio, se decidié probar concentraciones mas elevadas. Esta
cantidad se determind experimentalmente en un rango de concentraciones entre 1y 20 g/L de
FMOC-CI, referido al volumen inicial de extracto tomado para la derivatizacién en cada
procedimiento evaluado. Cabe aclarar que se debe utilizar un exceso de reactivo derivatizante
para lograr una derivatizacion completa de los analitos presentes en una muestra. Si bien, el uso
de exceso de FMOC-Cl es usual, se debe optimizar, debido a que la cantidad de reactivo que no
reacciona se convierte en una impureza indeseable que genera subproductos durante la
reaccion. A pesar de ello, para el nivel de 100 ug/kg se debe realizar una dilucion de la muestra
puesto que no se pudo lograr un buen resultado de recuperacién (50%). El método resultd
apropiado hasta una concentracion de 50 pg/kg utilizando la concentracién mas alta de FMOC-
Cl evaluada (Thompson y col., 2019), todas las muestras que arrojen un valor de concentracion
por arriba de éste deben ser analizadas nuevamente realizando una dilucién.

Cabe mencionar que el tiempo de reaccién también fue optimizado, dejando reaccionar sélo
dos horas como asi toda la noche. Los resultados obtenidos no mostraron diferencias
estadisticamente significativas, por lo que se optd por el menor tiempo de reaccién.

En cuanto a la etapa de limpieza, la implementacidon de un paso de SPE, beneficioso para
concentrar la muestra y lograr limites de deteccion y cuantificacion mas bajos y obtener
extractos mas limpios a la hora del analisis instrumental, no produjo mejores resultados que la
particién L-L con diclorometano. Por lo expresado, se decidio realizar la particion como etapa de
limpieza en lugar del paso de SPE, el cual requiere mayor tiempo e incrementa el costo del

analisis.

En conclusién se logré un método analitico simple y reproducible, a pesar de contar con una
etapa de derivatizacién, con un tiempo de reaccién y analisis comparativo con los tiempos de
las metodologias de las demds matrices analizadas en el presente trabajo. Ademas, pudo ser
aplicado para el andlisis de muestras reales, lo que permite conocer la exposicién que hay frente
a uno de los herbicidas mas utilizados a nivel mundial, su metabolito y otro herbicida como el

glufosinato.

5.3.4. Validacién del método optimizado
La validacién del método analitico desarrollado para el andlisis de miel se realizé siguiendo los
criterios que establece el documento SANTE/11813/2017 (EC, 2017) para realizar la validacién

de procedimientos analiticos destinados a la determinaciéon de residuos de plaguicidas en
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alimentos y piensos. Durante el proceso de validacién se evalud rango de linealidad, efecto

matriz, exactitud y precision y el limite de cuantificacién del método optimizado.

Linealidad

La linealidad del método se evalud en solvente y matriz (extractos de miel blanco) en el rango
de 1a50pug/L(1,5, 10, 25y 50 pg/L), considerandose satisfactoria obteniendo coeficientes de
correlacién superiores a 0,99 y residuos inferiores a + 20% en todos los casos (Figuras 39, 40 y

41).

Glifosato
14000
12000 y = 256,41x - 179,96
10000 R?=0,9991
o 8000
@ y =243,25x - 149,41
‘2 6000 R2=0,9986 ® Solvente
4000 ® Matriz
2000
0
0 10 20 30 40 50
Concentracion (pg/L)
Figura 39. Calibraciones de glifosato en matriz (miel) y solvente.
AMPA
20000
17500 y = 393,87x - 520,15
15000 R2=0,9984
12500
©
2 10000
B y = 307,69x - 100,18 @ Solvente

7500 R2=0,9989
® Matriz
5000
2500
0
0 10 20 30 40 50

Concentracion (ug/L)

Figura 40. Calibraciones de AMPA en matriz (miel) y solvente.
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Glufosinato
22500
20000 y =408,21x - 157,58
17500 R2=0,9985
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@ 12500
*<C 10000 y = 349,13x - 125,35 ® Solvente
7500 R%=0,9977 ® Matriz
5000
2500
0
0 10 20 30 40 50
Concentracién (pg/L)

Figura 41. Calibraciones de glufosinato en matriz (miel) y solvente.

Efecto matriz

Los efectos de la matriz (incremento o supresién de la sefial) pueden deberse a los componentes
de la propia matriz que se co-extraen durante el procesamiento de la muestra e interfieren en
la ionizacion de los compuestos. Este efecto fue evaluado para cada analito comparando las

pendientes de las curvas de calibracién realizadas en solvente y matriz mediante la férmula:

pendiente matriz
%EM = - -100
pendiente solvente

Los valores de %EM encontrados fueron 95 para glifosato, 78 para AMPA y 85 para glufosinato.
Lo que indica una disminucién de la seiial del 5% para glifosato, 22% para AMPA y 15% para
glufosinato. El documento SANTE/11813/2017 establece un criterio de aceptacidn de + 20% para
el efecto matriz, situacién que se verifica para glifosato y glufosinato, no asi para AMPA que
excede este criterio por 2%. Esto significa que para calcular la concentracion de AMPA se debe
utilizar la curva de calibrado en matriz, no asi para glifosato y glufosinato donde puede utilizarse
la curva de calibrado en solvente. Sin embargo, se adopté el uso de la curva de calibrado en
matriz para realizar los calculos de concentracién de los tres analitos estudiados

independientemente del efecto matriz calculado para cada uno de ellos.

Exactitud y precision
El documento SANTE/11813/2017 tiene como criterio de validacidn que la exactitud y precisidn
deben evaluarse con un minimo de 5 réplicas en el limite de cuantificacion objetivo del método

y, al menos otro nivel superior, en el rango de 2-10xLC. Por lo expresado anteriormente, se
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realizaron ensayos de recuperacion mediante el andlisis de muestras de miel blanco fortificadas
a cuatro niveles de concentracion (5, 10, 25 y 50 pg/kg). En la Tabla 13 se resumen los valores
de %REC obtenidos para los tres analitos en los niveles de concentracion 5y 25 pg/kg. Cabe
mencionar que el nivel de 50 pg/kg fue evaluado para determinar hasta qué concentracion el
método analitico propuesto era considerado aceptable, conociendo %REC y %DER.

Para evaluar la precisidon del método se analizé la DER de los valores de recuperacién obtenidos
para cada nivel de concentracién ensayado. Se determind la repetibilidad intra-dia mediante
porcentajes de recuperacion obtenidos de 5 réplicas de cada nivel adicionado realizadas un
mismo dia, y la reproducibilidad inter-dia analizando las recuperaciones obtenidas en ensayos
realizados en dias diferentes (Tabla 13).

Todos los compuestos presentaron valores de recuperacion dentro del rango 70-120% y DER

<20% como queda establecido en el documento SANTE.

Limite de cuantificacion

El LC para los tres analitos se establecié mediante fortificaciones con estandares de glifosato,
AMPA y glufosinato, sobre muestras de miel blanco, fijandose como la concentracion de adicion
mas baja probada en la que las recuperaciones estaban entre 70-120% con DER por debajo del
20%, basada en cinco repeticiones. Se determing, entonces, que el LC es de 5 pg/kg para los tres
analitos.

Las recuperaciones promedio obtenidas fueron 81% para glifosato, 82% para AMPA y 73% para

glufosinato con %DER de 12, 16 y 11, respectivamente.

Se resumen en la siguiente tabla las cifras de mérito obtenidas en el experimento de validacion
del método analitico desarrollado y optimizado en el presente trabajo de investigacidn. Los
resultados hallados durante este proceso demuestran que la metodologia analitica es confiable
y reproducible, con un limite de cuantificacion compatible con la Regulacién Europea que

establece un LMR de glifosato en miel de 50 pg/kg (UE, 2013).

Tabla 13. Cifras de mérito del método analitico (n=5)?.

Compuesto Recuperados % Repetibilidad %DER Precision intermedia %DER LC
S5pug/kg  25pg/kg 5pg/kg 25pg/kg 5 pgl/ksg 25 pg/kg ng/kg
Glifosato 70-97 75-83 12 3 12 9 5
AMPA 65-105 65-80 16 6 18 13 5
Glufosinato 67-83 70-88 11 8 17 12 5

aCinco muestras de miel adicionadas a 5y 25 pg/kg cada una.
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5.4. APLICACION A MUESTRAS REALES

El método analitico desarrollado se pudo aplicar para analizar muestras reales provenientes de
diferentes zonas de las provincias de Santa Fe y Entre Rios, pertenecientes a la region central de
Argentina.

Se determinaron glifosato, AMPA y glufosinato en muestras de miel procedentes de apiarios
colocados en distintas zonas de la provincia de Santa Fe, y en muestras de néctar pertenecientes

a trabajos de investigacion desarrollados a campo en la provincia de Entre Rios.

5.4.1. Determinacion de glifosato, AMPA y glufosinato en miel

Descripcion del experimento

La metodologia optimizada y validada fue aplicada para determinar glifosato, AMPA vy
glufosinato en miel.

El muestreo incluyé 48 muestras provenientes de distintas zonas de la provincia de Santa Fe, lo
que se vio reflejado en los distintos aromas y colores que presentaron las muestras. El aroma,
sabor y color de la miel son determinados por las plantas de las cuales las abejas recogen el
néctar. El color de las muestras fue desde los tonos blancos hasta los pardos oscuros, aunque

predominaron los tonos castafios-claros.

Resultados y discusion

El andlisis de miel mostrd resultados positivos para glifosato y AMPA en 92% y 8% de las 48
muestras totales, respectivamente. Se verificaron valores cuantificados (por encima del LC
establecido) del 63% para glifosato y 4% para AMPA (Figura 42).

Los valores cuantificados encontrados para glifosato oscilaron entre 5y 119 pg/kg y para AMPA
entre 6y 7 ug/kg. No se observd presencia de glufosinato, todos los valores hallados estuvieron

por debajo del limite de deteccidon (Tabla 14 y Figura 42).
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Figura 42. Resultados correspondientes a la determinacién de glifosato, AMPA y glufosinato en muestras
de miel, expresadas como porcentaje del total de muestras. Los resultados se agruparon en: no detectado
(ND=menor al LD) en verde, menor al limite de cuantificacidn (<LC) en azul y valores cuantificados en rojo.
(Ver Tabla 14).

Tabla 14. Valores medios cuantificados y el rango de concentracion (LC a valores maximos
cuantificados) de glifosato, AMPA y glufosinato encontrados en muestras de miel. (Ver Figura
42).

Glifosato AMPA Glufosinato
n (total) 48 48 48
n (cuantificado) 30 2 -
Media [pg/kg] 25,6 6,5 -
Rango [pg/kg] 5-119 6-7 -

Se puede concluir que, en cuanto a los valores encontrados en el presente estudio, se observo
gue la mayoria de las muestras presenté niveles de concentracidon por debajo del limite maximo
de residuo de 50 pg/kg establecido por la Unidn Europea, sélo 6 muestras de las 48 analizadas
estaban por encima de él. No obstante, si bien la mayoria de las concentraciones halladas
estaban dentro del valor permitido, se verificé una alta incidencia de glifosato en la miel,

dejando en evidencia el impacto que tiene el uso de plaguicidas en el ambito agricola.

5.4.2. Determinacion de glifosato y AMPA en néctar

Trabajo en colaboracién con personal del Centro de Investigacion Cientifica y de Transferencia
Tecnoldgica a la Produccion de la Universidad Auténoma de Entre Rios (CICYTTP-CONICET/FCyT-
UADER).
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Descripcion del experimento

Debido a que existe evidencia cientifica que revela una marcada disminucién de insectos
polinizadores en diferentes ecosistemas del mundo y, que la intensificacidn agricola junto al uso
de plaguicidas se posicionan como las principales causas de ello, pero no existe consenso
respecto de los principales mecanismos de exposicion de los plaguicidas a las abejas y sus
principales productos de consumo humano (miel-polen), se pretende abordar esta experiencia.
Para tal fin, se colecté miel inmadura (néctar) de colmenas préximas a un lote de soja, que se
pulverizo en floracion con tres productos fitosanitarios de diferentes grados de letalidad hacia
las abejas (entre ellos glifosato). Se tomaron muestras de néctar previo a las pulverizaciones y
con posterioridad a las mismas. Sobre dichas muestras se realizaron analisis quimicos en busca
de residuos de los plaguicidas aplicados.

El estudio fue desarrollado en un lote agricola sembrado con soja, y en uno de sus limites se
colocd, previo a la floracion del cultivo, un grupo de tres colmenas de Apis mellifera para
posibilitar la presencia de estos insectos durante la floracién del cultivo.

Sobre el lote de soja se aplicaron dosis de los plaguicidas recomendadas por el fabricante de
cada producto.

Para este estudio, las muestras fueron recolectadas 24 h antes de la aplicacién, minutos antes
de la aplicacion y a las 48 h posteriores a la aplicacion del herbicida, ensayos denominados Pre-

ap. A, Pre-ap. By Post-ap., respectivamente (Figura 43).

APLICACION
DEL HERBICIDA
Pre-ap. A Pre-ap. B ‘ Post-ap.
Toma de muestra Toma de muestra Toma de muestra

Colmena 3 Colmena 3 Colmena 3

Figura 43. Representacién esquematica de la toma de muestra de néctar llevada a cabo durante el
experimento desarrollado a campo.
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Resultados y discusion

Se realizo el andlisis de miel inmadura con la metodologia desarrollada que se describe en la
Seccion 5.3.3. (Figura 38) obteniéndose valores de concentracidn de glifosato y AMPA en todas
las muestras analizadas (Tabla 15).

Cabe destacar que para el néctar se hicieron ensayos de recuperacién en un nivel mas bajo de
concentracién para determinar el limite de cuantificacién en esta matriz. Se pudo lograr un LC
de 2 pg/kg con porcentajes de recuperacion superiores al 80% y desviaciones estandares
relativas por debajo del 20% al adicionar néctar blanco en este punto de concentracién. Esto
puede explicarse debido a la diferencia que existe, en cuanto a composicidn, entre néctary miel.
El néctar es una solucion formada principalmente por agua, sales minerales y azlcares
segregados por las flores, su composicidn es variable segun la fuente floral de la que proviene y
en general, contiene entre 70 y 90% de agua, mientras que la miel sélo contiene un 20%. Las
abejas elaboradoras introducen el néctar dentro de las celdas del panal donde se evapora el
agua hasta lograr la miel.

La cantidad de agua en la matriz es una de las principales diferencias de la composicién, es por

ello que en el néctar, liquido acuoso, se pudo obtener mejor desempefio analitico.

Tabla 15. Resultados de glifosato y AMPA obtenidos en las muestras de néctar.

Glifosato AMPA )
Muestras Tratamiento
(ng/ksg) (ng/kg)
Pre-ap. A - Colmena 1 11+2 <LC (1)
Pre-ap. A - Colmena 2 6+1 2+0,4
Pre-ap. A - Colmena 3 10£2 20,4 o
Pre-pulverizacion
Pre-ap. B - Colmena 1 8+2 2+0,4
Pre-ap. B - Colmena 2 61 2+0,4
Pre-ap. B - Colmena 3 10+2 2+0,4
Post-ap. - Colmena 1 25+5 4+1
Post-ap. - Colmena 2 26+5 5+1 Post-pulverizacién
Post-ap. - Colmena 3 24 +5 4+1

Durante el experimento sélo se aplicé glifosato al cultivo de soja préximo a las colmenas
estudiadas, es por ello que no fue detectado glufosinato, herbicida analizado junto a glifosato y
AMPA en las muestras de néctar.

En cuanto a los valores hallados de glifosato y AMPA, éstos evidencian la contaminacidn ala que
estdn expuestas tanto flores como abejas al herbicida utilizado en el experimento. Al analizar
los resultados se observa un incremento en los valores de glifosato y AMPA posterior a la

aplicacién del herbicida, pero cabe mencionar que previamente a la aplicacidon ya habia residuos
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del herbicida en la colmena, lo cual indica que las abejas estdn expuestas a un ambiente

contaminado.

5.5. CONCLUSIONES DEL CAPITULO 5

Se pudo desarrollar una metodologia analitica para la determinacién de glifosato, AMPA y
glufosinato en miel y matrices similares (néctar). Ademas, la metodologia pudo validarse
obteniendo resultados satisfactorios que demuestran que el método es confiable.

Con la optimizacién de los pardmetros del sistema espectrométrico, mediante disefio de
experimentos, se logré mejorar la sensibilidad analitica permitiendo lograr limites de
cuantificacion compatibles con las regulaciones existentes (50 pg/kg de la UE).

A su vez, empleando la metodologia analitica desarrollada se podria establecer la distribucion
espacial de la ocurrencia de estos herbicidas, establecer fuentes probables de contaminacién y
contribuir a proponer medidas de mitigacién y prevencion, ya que los valores de concentracion
hallados de glifosato y su metabolito en muestras de miel y néctar son un reflejo de la
contaminacion a la que estdn expuestos los ecosistemas agricolas de la regidén central de
Argentina. Esta situacién observada también en otras mieles del pais, incluyendo aquellas que
corresponden a producciones organicas, genera un impacto importante sobre la calidad en
general de las mieles argentinas y en particular en su exportacién, actividad en la que la

Argentina tiene una posicidon destacada en el comercio mundial.
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CAPITULO 6. CONCLUSION FINAL Y CONTRIBUCIONES

6.1. CONCLUSION FINAL

La determinacidn de los herbicidas seleccionados presenta dificultades analiticas complejas ya
que se trata de compuestos muy polares con fuerte tendencia a ligarse a iones presentes en la
matriz dificultando la separacion y reproducibilidad, no volatiles (incompatibles con
cromatografia gaseosa), muy solubles en agua y poco solubles en solventes orgdnicos, son
compuestos altamente dependientes del pH con comportamiento anfétero (glifosato presenta
4 valores de pKa).

La alternativa de la derivatizacién presenta ventajas importantes, mejora la retencién en LC,
aumenta la masa y la sensibilidad en el detector LC-MS, puede ser compatible con otros
detectores (fluorescencia), es una reaccién relativamente reproducible y permite obtener
recuperaciones satisfactorias trabajando con estandares marcados isotépicamente. También
presenta desventajas como mayor trabajo durante la preparacidn de las muestras, incremento
del tiempo total del analisis, mayor riesgo de dafar el sistema cromatografico, ya que la
derivatizacién con FMOC-CI produce como subproducto FMOC-OH por hidrélisis vy
decarboxilaciéon en medio acuoso, el cual es indeseado porque es menos soluble en agua que
los analitos derivatizados, por lo que puede bloquear el capilar de la fuente o estropear la
columna cromatografica.

Desde el punto de vista analitico, toda reaccion de derivatizacion es normalmente una
desventaja por las complicaciones que acarrea, en trabajo, tiempo y performance analitica. Es
indudable que la sustitucién confiable de la derivatizacidén es una meta importante de solucién
aun no consolidada.

El presente trabajo permitid contribuir al desarrollo de metodologias analiticas para la
determinacién de glifosato, AMPA y glufosinato en muestras de diversos origenes y complejidad
de la matriz, como son ambientales, bioldgicas y alimentarias, experimentando en las etapas
mads importantes de las mismas: preparacién previa de la muestra, reaccién de derivatizacidn,
limpieza de los extractos y optimizacion del sistema instrumental.

El empleo de UHPLC-MS/MS permitié alcanzar limites de deteccién bajos, compatibles con
normativas nacionales y extranjeras.

El desarrollo de estas metodologias instrumentales permitié explorar la potencialidad de la
técnica aplicada al campo del analisis de los compuestos seleccionados en diferentes matrices.

Se evaluaron distintas alternativas hasta lograr cifras de mérito acordes a las reglamentaciones.
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Y se pudo realizar el andlisis de muestras reales, de suma importancia para saber el destino que
tienen estos herbicidas luego de ser aplicados.

Con los resultados hallados en el analisis de muestras de agua subterraneas de la provincia de
Santa Fe, departamentos Las Colonias y Castellanos, se observa que hay evidencia de la
transferencia de compuestos desde el ambiente externo a los acuiferos funcionales con el riesgo
potencial de profundizar la contaminacién en el futuro.

Considerando los resultados obtenidos de los estudios experimentales con animales de
laboratorio, donde fueron detectados efectos adversos en los animales expuestos al herbicida
glifosato, resulta preocupante no saber si dichos efectos detectados son provocados por el
principio activo (glifosato), los coadyuvantes o ambos, que actian de forma sinérgica. Hay varios
estudios que revelan que la formulacidon comercial es mas téxica que el ingrediente activo, lo
gue sugiere que los coadyuvantes incorporados no son inocuos. A pesar de la controversia
existente, poder contar con una metodologia analitica para determinar los tres analitos
estudiados resulta sumamente interesante para poder seguir la investigacion.

A su vez, cabe mencionar que los resultados obtenidos del andlisis de miel y productos de la
colmena (néctar) evidencian la contaminacién y ubicuidad del glifosato en el ambiente. Esta
situacidn resulta particularmente preocupante, tanto por sus potenciales efectos en la salud de
los consumidores, como asi también en las dificultades que acarrea para la exportacion de
mieles argentinas, que por su calidad han alcanzado un destacado sitio en el mercado
internacional. Por ello también resulta una importante contribucién contar con metodologias
analiticas mas accesibles, compatibles con los estandares internacionales, aptas para ser

utilizadas para orientar las necesarias medidas de correccion y prevencién del problema.

La reflexién mas importante que se debe hacer a partir de estos hallazgos es la evaluacion del
estado de la influencia de las practicas agricolas que utilizan estos herbicidas de manera
intensiva y el efecto resultante en la integridad de los recursos (hidricos, biota, fauna y flora)
involucrados como asi también respecto a la inocuidad de los alimentos que se producen y se
consumen en nuestro pais. Todos los resultados obtenidos resultan de importancia para lograr
instalar planes de monitoreo y control de estos herbicidas en el ambiente y en la produccion
alimentaria, para mantener bajo control y minimizar sus efectos sobre la salud publica, la

economia y la preservacion del ambiente.
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6.2. DIFUSION CIENTIFICA DE LOS RESULTADOS

La realizacién de esta tesis permitid realizar contribuciones cientificas que fueron agregadas a la
bibliografia mediante publicaciones y presentaciones en congresos, que resultaron sumamente
importantes para la evaluacion de la situacidn actual de la contaminacidn que se evidencia por

el uso intensivo de estos herbicidas.

Publicaciones realizadas en revistas de interés cientifico:

Determination of glyphosate, AMPA and glufosinate in dairy farm water from Argentina using a
simplified UHPLC-MS/MS method. Demonte, L.D., Michlig, N., Gaggiotti, M., Adam, C.G,,
Beldoménico, H.R., Repetti, M.R., Sci. Total Environ. 645, 34-43 (2018). DOI:
10.1016/j.scitotenv.2018.06.340.

Neonatal exposure to a glyphosate-based herbicide alters the histofunctional differentiation of
the ovaries and uterus in lambs. Alarcon, R., Ingaramo, P.l., Rivera, O.E., Dioguardi, G.H., Repetti,
M.R., Demonte, L.D., Milesi, M.M., Varayoud, J., Mufioz de Toro, M., Luque, E.H. Mol. Cell.
Biochem. 482, 45-56 (2019). DOI: 10.1016/j.mce.2018.12.007.

Perinatal exposure to a glyphosate-based herbicide impairs female reproductive outcomes and
induces second-generation adverse effects in Wistar rats. Milesi, M.M., Lorenz, V., Pacini, G.,
Repetti, M.R., Demonte, L.D., Varayoud, J., Luque, E.H. Arch. Toxicol. 92(8), 2629-2643 (2018).
DOI: 10.1007/s00204-018-2236-6.

Monitoreo de glifosato en agua superficial en Entre Rios. La investigacion accion participativa
como metodologia de abordaje. Sasal, M.C., Wilson, M.G., Sione, S.M., Beghetto, S.M., Gabioud,
E.A., Oszust, J.D., Paravani, E.V., Demonte, L.D., Repetti, M.R., Bedendo, D.J., Medero, S.L,,
Goette, J.J., Pautasso, N., Schulz, G.A. RIA. Revista de Investigaciones Agropecuarias, 43(2), 195-
205 (2017).

Determinacion de la concentracion de glifosato en agua mediante la técnica de
inmunoabsorcién ligada a enzimas (ELISA). Paravani, E.V., Sasal, M.C., Sione, S.M., Gabioud, E.A.,
Oszust, J.D., Wilson, M.G., Demonte, L., Repetti, M.R. Rev. Int. Contam. Ambie. 32(4), 399-406
(2016). DOI: 10.20937/RICA.2016.32.04.03.
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Glyphosate loss by runoff and its relationship with phosphorus fertilization. Sasal, M., Demonte,
L., Cislaghi, A., Gabioud, E., Oszust, J., Wilson, M., Michlig, N., Beldomenico, H., Repetti, M.R. J.
Agric. Food Chem. 63, 4444-4448 (2015). DOI: 10.1021/jf505533r.

Participacion en congresos nacionales e internacionales:

VIl Congreso Argentino de Quimica Analitica. Mendoza, Argentina. 2013. Péster.

XXIV Congreso Argentino de la Ciencia del Suelo y Il Reunidon Nacional Materia Organica y

Sustancias Humicas. Bahia Blanca, Argentina. 2014. Poster.

XIX Encuentro de JOvenes Investigadores. Santa Fe, Argentina. 2015. Presentacidn oral.

Congreso Argentino de Espectrometria de Masas (CAEM).
- Il CAEM. Los Cocos, Cordoba, Argentina. 2014. Pdster.
- Il CAEM. Rosario, Santa Fe, Argentina. 2016. Péster.
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