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Resumen

El glifosato (N-fosfonometilglicina ) fue introducido en la década de 1970 en la
practica agricola, es el principal ingrediente activo en los plaguicidas de la marca
Roundup® producidos por la Compafila Monsanto. Los plaguicidas a base de
glifosato incluido el Roundup®, son los plaguicidas mas ampliamente utilizados en
todo el mundo.! su uso incluye manejo agricola, industrial, de jardineria ornamental
y de malezas en las residencias, la formulacién se encuentra registrada en mas de
cien paises y es usado en 60 cultivos agricolas, aproximadamente. El &cido
aminometilfosfonico (AMPA) principal producto de biodegradacion de glifosato es
un residuo conocido en los cultivos y otras plantas tratadas con glifosato. El glifosato
en el cuerpo humano, se metaboliza y se genera como principal metabolito el AMPA
del cual se puede asumir que tienen un perfil de toxicidad comparable.?

El glifosato es una sustancia de baja persistencia y limitada potencialidad de
bioacumulacion y toxicidad sobre organismos no blanco. No obstante, su uso
masivo y extendido amerita una evaluaciéon constante de corto, mediano y largo
plazo. La implementacion de metodologias para la determinacion y posterior
cuantificacion de glifosato en diversos tipos de muestras, es de vital importancia
para establecer focos de contaminacion en humanos, animales y otras especies.
Dadas las caracteristicas fisicoquimicas del glifosato es importante establecer su
comportamiento en el momento de su analisis; para este fin se llevd a
cabo un estudio de estabilidad durante su extraccion por dispersion de matriz en
fase solida (DMFS). Determinando el efecto de la temperatura, pH y tiempo,
igualmente del impacto de la etapa de limpieza y modificador de matriz. La
extraccion del glifosato por DMFS en fase reversa ha sido poco estudiada a pesar
de ser un método de preparacion de muestras efectivo y de bajo costo. Ademas, el

consumo de solvente es menor respecto a las metodologias convencionales; los

13


https://www.sciencedirect.com.acceso.unicauca.edu.co/topics/earth-and-planetary-sciences/glycine
https://www.sciencedirect.com.acceso.unicauca.edu.co/topics/earth-and-planetary-sciences/herbicides
https://www.sciencedirect.com.acceso.unicauca.edu.co/topics/earth-and-planetary-sciences/storage-stability

extractos obtenidos por DMFS son llevados directamente al analisis instrumental,

para la inyeccién directa sin ningln otro tipo de tratamiento.3

El presente documento exhibe las condiciones apropiadas para la identificacion y
cuantificacion de glifosato empleando la extraccion por DMFS y su posterior analisis
empleando Ultra cromatografia liquida de alta resolucion acoplada a espectrometria
de masas (UCLAR-EM). La metodologia implementada para la determinacion de
glifosato cumpli6 con los parametros estadisticos requeridos de linealidad vy
precision instrumental registrando coeficientes de variacion menor o iguales al
20 %, limites de cuantificacion y deteccion de 0,5 mg L*y 0,1 mg L?
respectivamente. Una vez implementada la metodologia de analisis de glifosato por
UCLAR-EM, y las condiciones Optimas para la extracciéon por DMFS se aplico la
metodologia a una matriz mas compleja como la sangre humana con un porcentaje

de recuperacion del 37 %.
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1. Planteamiento del problema

El empleo creciente de plaguicidas se debe a que son considerados un factor
principal de la produccion agricola y de la calidad de la cosecha, sin embargo, a
causa de las deficiencias operativas en las practicas agricolas trae como
consecuencia gue los residuos de plaguicidas se acumulen en alimentos y en el
ambiente a niveles que rebasan los limites permitidos, lo cual es motivo de
preocupacion por los efectos téxicos resultantes a largo plazo debido a la exposicion
cotidiana a plaguicidas®. En Colombia, el uso del glifosato para el tratamiento de
plagas en los cultivos propios de la region es muy comun por lo cual la poblacion se
ha visto expuesta al plaguicida por diferentes fuentes de contaminacion como lo son

el aire, el agua y los alimentos.

A pesar del desarrollo de variedad de técnicas y métodos (extraccion en fase sélida,
extraccion liquido-liquido, entre otras) para evaluar el glifosato en diferentes
matrices, principalmente muestras ambientales y de alimentos, solo unas pocas se
han usado para suero o plasma, lo cual refleja los problemas asociados con el
andlisis de este tipo de matriz. Para el desarrollo de un método idéneo para analizar
estos compuestos en sangre total humana, se consideré la técnica de DMFS para
el proceso de extraccion, debido a la viabilidad y versatilidad del proceso; ademas
los estudios sobre la técnica de DMFS en fase reversa de plaguicidas

organofosforados en fluidos bioldgicos son pocos.

Muchos plaguicidas organofosforados son inestables y pueden sufrir pérdidas de
hasta el 100 % una gran cantidad de reacciones fisicas, quimicas y biol6gicas
pueden ocurrir en las muestras durante la recoleccion y analisis. Por tanto el estudio
del efecto del pH, temperatura y tiempo sobre la estabilidad del pesticida glifosato
en soluciones acuosas es de vital importancia. Otros factores que influyen en la
evaluacion de la pérdida de residuos de plaguicidas incluyen las propiedades y tipo
de la matriz. El objetivo de este estudio fue evaluar la estabilidad del pesticida

organofosforado glifosato en el proceso de extraccion mediante la técnica de DMFS

15


https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/organophosphorus-insecticide

y su posterior analisis por cromatografia liquida acoplado a espectrometria de
masas UCLAR-EM

2. Marco tedrico y estado del arte
2.1Glifosato

El plaguicida glifosato (C3sHsNOsP), N-fosfonometilglicina, fue descubierto en el afio
1970. Es una molécula formada por una fraccion de glicina y un radical aminofosfato
unido como sustituyente de uno de los hidrégenos del grupo g-amino.°El glifosato
es un plaguicida organofosforado con amplio espectro de accion, sistemético, no
selectivo y usado en post-emergencia; se aplica principalmente en zonas agricolas
para el control de vegetacion. Es el plaguicida mas usado en el mundo ya que esta
considerado como relativamente “sano” debido a su rapida degradacion en suelos.
La formulacion de glifosato mas conocida es la sal isopropilamina con tres

componentes basicos: el ingrediente activo, un agente tenso-activo y agua .°

A través de la tecnologia de ADN recombinante , ha sido posible producir cultivos
transgénicos tolerantes al glifosato con altos niveles de resistencia, particularmente
variedades de soja y maiz. El uso creciente de cultivos con resistencia a los
plaguicidas seleccionados y particularmente al glifosato, ha generado cierta
preocupacion en términos de calidad ambiental, seguridad alimentaria y salud del
consumidor. De hecho, a pesar del uso creciente de este plaguicida, sus efectos en

organismos no objetivo todavia no se han evaluado por completo.’

El glifosato (Gly) se degrada rapidamente en su metabolito acido
aminometilfosfonico (AMPA), que se acumula y se puede encontrar en plantas y
animales.’ Las propiedades fisicoquimicas del glifosato y su principal producto de
degradacion AMPA se resumen en las tablas 1 y 2. Se observa que ambos
compuestos son extremadamente polares, ya que respectivamente el logaritmo de
su coeficiente de reparto octanol/agua (kow) €s negativo. Son solubles en agua,

poseen propiedades acido-base como se representa en la Figura 1.
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Tabla 1. Propiedades fisicoquimicas de glifosato (datos generales)

Nombre IUPAC

N-(fosfonometil)glicina
Numero CAS1071-83-6

Nombre comun Glifosato
Formula molecular C3HsNOsP
Peso molecular 169,1 g mol*
Formula Estructural
o 0
HO
~/ i
OH

HO
Forma Cristales incoloros
Punto de fusién 200 °C
Densidad 1,7 g /cm3
Log Kow -3,2a25°C
Solubilidad 12 g /L a 25 °C en agua, y es

practicamente insoluble en disolventes
organicos

Caracteristicas fisicas

Incoloro, inodoro, solido cristalino

Estabilidad

Se mantiene estable hasta 60 °C

Vida media en los campos del suelo

DT50 3-174 dias

Vida media en agua

DT50 5-91 dias

pKa

0,78, 2,09, 5,96, 10,98

Fuente: Adaptada de (Islas G.2013 p. 10) @
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Tabla 2. Propiedades fisicoquimicas de AMPA (datos generales)

Nombre IUPAC

Acido aminometilfosfénico
NUumero CAS1066-51-9

Nombre comun

AMPA

Formula molecular

CHeNO3P

Peso molecular

111,04 g mol-1

0
HO\P// NH,
/) >

Formula estructural HO
Log Kow -2.,36
pKa 2,4,5,9,10,8
Fuente: Adaptada de (Islas G.2013 p. 10) 8
Glifosato AMPA
o] 8] o]
)J\/HQ IU'—OH N ”
HO + HSN\/TieH
OH OH
)J\/Hz IU—OH g
HO +\/| . [
O, HaN P—OH
o 2.091, o \\/(L
J e M |
0 # | 89 ﬂ
: L ;
o sl o
e I T
0 I‘:‘\/T_O 0
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o 1098y o o
)J\/H M—o' H
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Figura 1. Estructuras y reacciones de disociacion acido-base de glifosato y AMPA
Fuente: Adaptada de (Islas G.2013 p. 10) 8

El glifosato es un acido débil que presenta cuatro constantes de acidez: para el

grupo fosfénico (pKai, pKa3), amino (pKas), y carboxilo (pKaz)®. Estas propiedades



quimicas proporcionan un desafio considerable para las técnicas analiticas
tradicionales en la deteccién de glifosato y AMPA, especialmente en niveles de
trazas en una variedad de matrices. Se han desarrollado varios métodos para el

analisis del glifosato y su metabolito AMPA en aguas, suelos, cultivos y animales.

2.2 Modo de accion y metabolismo de glifosato

El glifosato actua sobre la via del shikimato en las plantas mediante la inhibicion de
la enzima 5-enolpiruvilshikimato-3-fosfato sintasa (EPSPS) que afecta a la via
biosintética del aminoacido aromatico (fenilalanina, tirosina y triptéfano)®* como
se muestra en la Figura 2. La inhibicion de EPSPS por glifosato causa escasez de

proteina y, en consecuencia, muerte de la planta.?

GOOH GOOH COOH

MH.
* 2
(ﬁHz '
HO' OH OC—CO0H

OH OH acido antranilico
dcido shikimico acido corismico

H
/ HOOC—C|—NH2 l
2

CH,

HooC CH,COCO0H H
w
. Y,
oH oH

triptafanc
acido prefénico tircsing
NH-
CHpCOCOOH HaC—G——CO0H

; . acido indolacético
Acido fenilpinivico fenilalanina fauxina)

* El glifosato actla inhibiendo esta reaccidn

Figura 2. Biosintesis de amino4cidos aroméaticos
Fuente: Adaptada de (Islas G.2013 p. 10) 8

En una primera etapa el acido shikimico origina acido corismico. Este puede seguir

dos caminos: por un lado formar el 4cido antranilico y, seguidamente, triptéfano y
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acido indolacético; por otro lado puede, producir el acido prefénico que conduce a
los aminoacidos naturales, tirosina y fenilalanina. Asi, la sintesis del acido corismico
se convierte en la etapa critica para la obtencién de los aminoacidos aromaticos. El
glifosato actia inhibiendo la formacion de este acido, lo que se traduce en una
acumulacion del acido shikimico y una reduccién de los niveles de corismico,
tirosina, fenilalanina y acido indolacético.® Debido a que esta ruta bioquimica no
existe en los vertebrados, como consecuencia, el glifosato saltd a una posicion de
liderazgo entre los plaguicidas comerciales de la década de 1970 y su uso sigui6

aumentando cada afio.12

Los sintomas por contacto, de formulaciones comerciales que contienen glifosato,
en seres humanos incluyen irritaciones dérmicas, oculares, naduseas, mareos,
edema pulmonar, descenso de la presion sanguinea, reacciones alérgicas, dolor
abdominal, vomitos, pérdida de conciencia, destruccion de glébulos rojos y falla
renal.1®14La toxicidad de los compuestos organofosforados en los mamiferos, se
debe a las fosforilacion del ingrediente activo y la consecuente inhibicion de la
enzima acetilcolinesterasa (AChE), que favorece la desactivacion de la acetilcolina
en el sistema nervioso. La inhibicion de la AChE en sangre, cerebro y otros tejidos
causa una excesiva estimulacion de los receptores muscarinicos y nicotinicos del
sistema nervioso y, como consecuencia de la acumulacién de la acetilcolina a nivel
de sinapsis colinérgica, causa varios efectos farmacéuticos que culminan con la

muerte por paro respiratorio.*®

La medicion de la AChE en eritrocitos o en sangre total son los biomarcadores
desarrollados para evaluar exposicion a plaguicidas organofosforados y carbamatos
16,17.18ya que representan el blanco molecular de la toxicidad de estos plaguicidas.
Cuando la enzima es bloqueada no participa en la hidrolisis de la acetilcolina, lo
gue conlleva a una acumulacion del neurotransmisor produciendo efectos toxicos

gue involucran los sistemas parasimpaticos, simpatico, motor y nervioso central.
16,19,20
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Muchos tejidos como la piel, los pulmones y los rifiones contienen enzimas que
pueden metabolizar los organofosforados, los sitios principales son el higado y la
sangre. El metabolismo de organofosforados de los mamiferos involucra muchas
enzimas y posibles vias. El proceso metabdlico dominante dependera del tipo de
organofosforado, la ruta de exposicion y la dosis. Sus principales rutas de
exposicién para la poblacion son generalmente la ingestion o la inhalacion. Los
plaguicidas se metabolizan rapidamente y sus metabolitos se eliminan en la orina.
La sangre también se ha utilizado como una matriz para el biomonitoreo de
plaguicidas pero tienden a tener vidas mas cortas en la sangre y las concentraciones
son generalmente alrededor de tres 6rdenes de magnitud mas bajos que los niveles
de metabolitos en la orina (Figura 3). 2y en la figura 4 la Via degradacion del

glifosato.??

Toxico para

la sangre

\ * 3 s
. - ’%—:—_l:l
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.
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Figura 3. Cambio de concentracion en sangre y orina

Fuente: Adaptado de (Kuklenyik, P. 2009 p.9)2!

21



i
COOH - [Hz— MNH - (H2 —P-0H
|

Glifosato OH

o C-P Liasa o
Il - Il
NH, — CH, — P — OH =+ CHOCOOH COOH - CH,— NH - CH; 4 HO-P-OH
Ll_)H Glioxilato Sarcosina le
AMPA | Fosfato
l o COOH — CH— NH, =+ l
minerales ¢ A% Glicina Formaldehidoe | Minerales
A TCy T
W™
C-P liasa I —

Metilamina

Fosfato

Formaldehido

Figura 4. Via degradacion del glifosato a través de la sarcosina y AMPA

Flechas gris oscuro: formacién de residuos biogénicos; flechas negras: formacion xenobiotica
TCC: ciclo del &cido tricarboxilico; THC: ciclo tetrahidrofolato;

Fuente: Adaptado de (Wang, S. 2016 p 96) 22

2.3 Control del glifosato por parte de las entidades de salud en Colombia

Teniendo en cuenta los problemas de intoxicacidon por plaguicidas en Colombia, el
Ministerio de Salud estableci6 mediante el Decreto 1843 de 1991 el control y
vigilancia epidemiol6gica en el uso y manejo de plaguicidas Organofosforados (OF)
y Carbamatos (C) (VEO). Asi los diferentes frentes institucionales como la
Secretaria de Salud, las Universidades (docencia e investigacion), las entidades
gubernamentales del Departamento del Cauca, buscan crear herramientas que
contribuyan al fortalecimiento de las actividades de vigilancia epidemiologica de
plaguicidas mediante el programa VEO que tiene entre sus objetivos “Determinar
los niveles de actividad de acetilcolinesterasa en sangre de individuos con riesgo de
exposicion a plaguicidas organofosforados (OF) y carbamatos (C) e impulsar el
desarrollo de acciones de promocion, prevencion, seguimiento y control que

disminuyan el efecto de estos tdxicos sobre la salud”. Por lo tanto, es muy
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importante la implementacion de un método de determinacion rapida vy

sensible para glifosato, y sus metabolitos en humanos.
2.4 Glifosato en los seres humanos y el medio ambiente

La exposicion acumulativa a plaguicidas puede provenir de alimentos, agua, aire,
polvo, tierra, etc (Figura 5). Los plaguicidas pueden ser absorbidos por contacto con
la piel, inhalacion o ingestion accidental. Los trabajadores agricolas también entran
en contacto directo con plaguicidas en el trabajo y estan expuestos a ellos en el
trabajo. Cuando una persona esta expuesta a plaguicidas, los mecanismos de
desintoxicacion del cuerpo se activan. Algunos plaguicidas se metabolizan en
diferentes productos quimicos y se excretan y otros se almacenan en los tejidos
grasos del cuerpo. Los datos de la carga corporal del andlisis de la sangre
proporcionan evidencia de la exposicion a sustancias quimicas almacenadas en

nuestro cuerpo?:,

El glifosato aplicado se concentra inicialmente en las capas superiores del suelo
experimentos de una instalacion de simulacién de lluvia artificial en suelo desnudo.
Mostraron que el 72 % del plaguicida aplicado se encuentra a una profundidad de
entre 0 y 2 cm. Después de su aplicacién, el glifosato tiende a absorber minerales
a través de su grupo fosfonato y se biodegradan?*. Aunque la sorcién inactiva
rapidamente el glifosato en el suelo y limita su transporte al medio ambiente
acuatico, este plaguicida y su principal metabolito, el acido aminometilfosfénico
(AMPA), se detectan a menudo en aguas superficiales y subterraneas??. Debido a
la aparicion generalizada de glifosato y AMPA en ambientes acuaticos y terrestres
la preocupacion por sus posibles impactos ambientales ha ido en aumento

recientemente?>.
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Figura 5. Fuentes de origen y el destino del glifosato en una cuenca.

Fuente: Adaptada de Grandcoin, A. 2017 p189 25

2.5Antecedentes en la determinacion de glifosato

Con referencia a los ensayos empleados en la separacion y cuantificacion de
glifosato, la gran mayoria se basan en el uso de la cromatografia de gases (CG-EM)
siendo este el mas popular. Las metodologias que emplean CLAR para la
cuantificacion de glifosato estan basadas en la separacion en fase reversa o normal,
empleando como columna de cromatografia liquida de interaccion hidrofilica (HILIC)

0 Cisla cual aun es poco implementada.

Hasta la fecha, se ha desarrollado varios métodos analiticos para detectar estos
plaguicidas en los fluidos corporales?®®. Entre ellos esta la cromatografia liquida de
alta resolucién con deteccion UV?’, con deteccion de fluorescencia’, electroforesis
capilar (CE)?8, ultra cromatografia liquida acoplado a espectrometria de masas
(UCLAR-EM), y la cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas
(CG-EM)®*® han acumulado una excelente trayectoria con respecto a la

determinacidén exitosa de estos plaguicidas. Sin embargo, debido a que estos
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métodos dependen en gran medida de los procedimientos de derivatizacion
utilizando reactivos tales como:

e cloruro de p- toluensulfonilo,

cloruro de p- nitrobenzoilo (PNBC),

e cloroformiato de 9-fluorenilmetilo (FMOC-CI),

e clorhidrato de (+)-1-(9-fluorenil) etilo,

e trimetilo ortoacetato, o N- metil- N-( terc- butildimetilsilil) trifluoroacetamida

(MTBSTFA) ,

el proceso de determinacion general se considera tedioso y lento.° Mientras tanto,
se han descrito métodos alternativos que no recurren a la derivatizacién, como la
cromatografia liquida de intercambio anionico con deteccion amperométrica
pulsada integrada (AEC-IPAD) La electroforesis capilar con
electroguimioluminiscencia (CE-ECL) 283, Desafortunadamente, estos métodos no
se consideran detectores universales y pocos laboratorios estan equipados con

estos costosos instrumentos.

La falta de cromdéforo o fluoréforo y el requisito actual de limites de deteccion
favorables requerian técnicas de derivatizacion para la determinacion de residuos
de glifosato y su metabolito en UCLAR. 3! Los detectores UV-Vis y de fluorescencia
convencionales se usan con mayor frecuencia en UCLAR para el analisis directo de

glifosato y AMPA después de la derivatizacion apropiada.’-31-32

Los métodos en CLAR consultados incluyen diversas variantes, como la velocidad
del flujo y principalmente la relacion de solventes en la fase movil, donde se utilizan
mezclas acetonitrilo / agua en modo isocratico o gradiente. Este método es muy
usado independientemente del tratamiento previo que se le da a la muestra. En
general, hay varios métodos para la identificacion y cuantificacion de glifosato, pero
sobresalen aquellos en los que se utiliza (CG-EM/CLAR-EM), estos métodos y sus

diferencias se resumen en la (Tabla 3).
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La UCLAR en si misma no se acepta como una técnica de identificacion pura por lo
cual se implementaron técnicas acopladas, cubriendo una gama mas amplia de
plaguicidas polares como glifosato; con frecuencia requiere la confirmacion de EM
para determinar la identidad de los picos del analito en un cromatograma de una
muestra de la vida real®®3.Se han examinado diferentes interfaces EM, como
termonebulizacion, electrospray e ionizacidbn quimica a presion atmosférica con
respecto a su idoneidad para la deteccion especifica de sustancia3343%, El progreso
en el acoplamiento de UCLAR-EM y la posibilidad de obtener informacion estructural
adicional por medio de las nuevas técnicas de EM motivd su uso en el analisis del

plaguicida estudiado y su metabolito.

A pesar de la gran variedad de técnicas y métodos propuestos para evaluar el
glifosato y el AMPA en diferentes matrices, principalmente muestras ambientales y
de alimentos, solo unas pocas se han usado para suero o plasma, que refleja los
problemas asociados con este andlisis. Para desarrollar un método confiable para
analizar estos compuestos en sangre total humana, hemos considerado todas las
opciones antes mencionadas, teniendo en cuenta que los métodos de UCLAR son
los mas ampliamente utilizados para fluidos biolégicos. Por lo tanto, empleamos la
cromatografia liquida sin recurrir a la de la derivatizacion y utilizamos como detector

el espectrometro de masas con trampa de iones e ionizacion por electrospray.
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Tabla 3. Revision de metodologias analiticas para el analisis de glifosato

Analito Matriz Método de extraccion Método analitico Afo.
Glifosato, AMPA y glufosinato | Suero humano | Precipitacion de proteinas utilizando CG-EM 20082°
acetonitrilo y extraccion en fase sélida.
Organoclorados  (OCs) vy | Tejido  animal | Extraccién s6lido-liquido , | (CG—(EI-) EM) (QgQ) 20073
organofosforados (OPSs) (higado de | cromatografia de permeacion de gel
(34 plaguicidas) pollo, cerdo y | (GPC) y dispersion de matriz en fase
cordero) sélida (DMFS)
Glifosato y AMPA Orina humana | Extraccion liquido-liquido CG-EM 20173
15 organofosforados (OPs) y | Manzanas, Dispersion de matriz en fase sodlida | CG-EM 200838
9 triazinas peras y | asistida por ultrasonido(UA-DMFS)
albaricoques
Glifosato y AMPA Tomate Dispersion de matriz en fase sodlida | CLAR -fluorescencia 20053
(MSPD)
Glifosato y AMPA Sangre y orina | Extraccion liquido-liquido CLAR-EM 2013%
humana
Glifosato y AMPA Sangre humana | Desproteinizacion, cartucho de | CLAR-EM 2016
ultrafiltracion, seguido de la extraccion
liquido-liquido y la columna hibrida SPE-
fosfolipido
Glifosato, glufosinato, bialafos | Sangre humana | Método modificado de extraccion de | CLAR-EM 20184
y metabolitos Plaguicidas polares (QuPPe)
Organofosforados y | Tejido porcino | Dispersiéon de matriz en fase sélida CLAR-EM 20114
carbamatos de N-metilo (DMFS)
Glifosato y AMPA Agua Extraccion en fase sélida CLAR—(ESI/EM) 1998%
Glifosato, glufosinato, bialafos | Suero humano | Membrana de ultrafiltracion para CLAR-EM 201110

y metabolitos

eliminar las proteinas. Lavado CHCls

27




2.6 Técnica ultra-cromatografia liqguida de alta eficiencia acoplada a
espectrometria de masas con trampa de iones

El acoplamiento de un cromatégrafo de liquidos a un espectrometro de masas,
permite hacer un estudio rapido y confiable, para el analisis cualitativo y cuantitativo
de mezclas complejas. Este sistema de UCLAR-EM consta de tres bloques:
cromatografo de liquidos, espectrometro de masas y un sistema de datos El sistema
de datos, convierte las sefiales procedentes del espectrometro de masas, en
cromatogramas y espectros de masas, permitiendo obtener informacién estructural

de los componentes, de acuerdo con el patrén de fragmentacion del compuesto.*?

LA

Thermo e i

EM ( ESl y detector de trampa de

iones) LCQ-fleet Thermo Scientific 4o de

datos Xcalibur 4.0

Figura 6. Ultra cromatografo liquido de alta resolucién acoplado a espectrometro de masas

Fuente: Fotografia tomada por el autor en la UAI
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2.6.1 Ultra cromatografia liquida de alta resolucion

La Ultra cromatografia liquida de alta resolucion (UCLAR-EM) es la técnica analitica
de separacion mas ampliamente utilizada. Las razones de su popularidad son su
sensibilidad, su facil adaptacion a las determinaciones cuantitativas exactas, su
idoneidad para automatizarla, su capacidad para separar especies no volatiles o
termolabiles, pero sobre todo amplia aplicabilidad a sustancias que son importantes
en la industria, muchos campos de la ciencia y para la sociedad en general. Algunos
analitos que se pueden analizar por esta técnica son hidrocarburos, carbohidratos,
farmacosterpenoides, plaguicidas, antibiéticos, esteroides, especies

organometdlicas y una variedad de sustancias inorganicas. *

Las caracteristicas principales de UCLAR son Resolucién mas alta, La mayor
sensibilidad alcanzable y Las velocidades de analisis mas rapidas. Las diferencias
esenciales entre UCLAR y CLAR normal estan en las dimensiones de la columna:
las columnas UCLAR son generalmente mas cortas y mas estrechas, presiones
operativas: Los sistemas UCLAR son capaces de manejar altas presiones (15,000-
18,000 psi) en comparacion con el rango analitico normal (5000 - 6000
psi),Caudales: Las separaciones de UCLAR requieren tasas de flujo mas bajas
(250-750 pL/min) en comparacion con la CLAR normal (1-2 mL/min), ademas
UCLAR disminuye el tiempo de andlisis, mejora en la resolucion y reduce los costos

operacionales.

2.6.2 Parametros cromatégraficos

Los parametros basicos de cromatografia a tener en cuenta son: Retencion, factor
de capacidad, coeficiente de distribucion y retencion relativa. Cuando se
introduce un compuesto en la corriente de la fase movil de un sistema
cromatografico, se presenta un comportamiento de retencion que manifiesta la
distribucion del soluto entre la fase movil y la estacionaria. Los parametros de

retencion son:
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» Tiempo de retencién (tr): tiempo transcurrido desde la inyeccion de la
muestra hasta que uno de los componentes llega al detector.
> Tiempo muerto (tm 0 to): tiempo requerido para que una especie no retenida

alcance el detector.

Tiempo neto de retencidon o tiempo de retencién corregido (tr): es la diferencia entre
el tiempo de retencidbn de un componente con respecto al de una sustancia no
retenida (tr—twm). el cual se deduce que es el tiempo real en el cual aparece el

compuesto.

Banda cromatografica

| semialtura
| =
q wl !
Pico del soluts |
= no retenido
1 A . 1)
tiempo — b

igura 7. Parametros basicos de un cromatograma.

Fuente:http://www.mncn.csic.es/docs/repositorio/es_ES/investigacién/cromatografia/principios_de
cromatografiia.pdf

El factor de capacidad (k') mide la relacion entre el tiempo que las moléculas del
analito estan en la fase estacionaria y el que estan en la fase movil. Se usa para
comparar las velocidades de migraciéon de los analitos en las columnas y se
interpreta considerando que mientras mayor sea el valor de este factor menor es la

velocidad de migracién de los solutos en la columna, el factor de capacidad k' se

define como:
; _ tr—tm
k' = — (1)
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Coeficiente de distribucion o de reparto

Cuando un soluto entra al sistema cromatografico inmediatamente se reparte o
distribuye entre la fase moévil y la estacionaria. Si la fase movil se para en cualquier
momento, el soluto establece un equilibrio de distribucién entre las dos fases. La

concentracion en fase esta dada por el coeficiente termodinamico de reparto:
K=Cs/Cwm (2)

donde Cs, y Cwm son las concentraciones de soluto en la fase estacionaria y movil,
respectivamente. Cuando K =1, el soluto se encuentra igualmente distribuido entre
las dos fases. El coeficiente de reparto determina la velocidad promedio de cada

zona de soluto conforme la fase movil avanza a lo largo de la columna.

Retencidén relativa o factor de selectividad

La retencion relativa o factor de selectividad, a de dos solutos, donde el soluto

1 eluye antes del soluto 2, es

a=K2/K1=Kz2/Ki=V'R2/VRr1=tRr,2/ t'R,1 (3)

La retencion relativa depende de 1) la naturaleza de las fases estacionaria y movil,
y 2) la temperatura de operacion de la columna. Al escoger un par de fases para
los solutos adyacentes mas dificiles de separar se debe ser tan selectivo como sea

posible.

2.6.3. Espectrometria de masas

La espectrometria de masas es una técnica analitica en la que los atomos o
moléculas de una muestra son ionizados, con mayor frecuencia positivamente,
separados por su relacibn masa/carga (m/z) y posteriormente detectados y

registrados. La importancia y proyeccion de la MS es debida a su potencial analitico.
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Figura 8. Componentes basicos de espectrometro de masas con fuente de ionizacion ESI y
detector de trampa de iones

Fuente: Manual LCQ-FLEET https://assets.thermofisher.com/.../BR-63218-LC-MS-LCQ-Fleet

El andlisis por espectrometria de masas se realiza en cuatro etapas basicas:

1. Introduccién de la muestra, debido a la naturaleza de la muestra que se
estudia (liquidos y solidos no volatiles), se utiliza el sistemas por sonda

directa, permiten trabajar con pequefias cantidades de muestras.

2. lonizacién de la muestra, en esta etapa se transforman los atomos o
moléculas en especies idnicas en fase gaseosa, con la consiguiente pérdida
de electrones o protones. La eleccion del tipo de ionizacion viene
determinada por la naturaleza de la muestra y la clase de informacion que se
desea obtener. En la ionizacion por electrospray, la muestra disuelta en un
disolvente adecuado pasa a través de un capilar metalico, en cuya punta se
aplica un potencial de 3 a 5 kV y una presiéon de 1 atmdésfera se produce una
fina niebla de gotas de elevada carga y la evaporacion del solvente hace que
aumente la densidad de carga, produciéndose la desorcién en fase gaseosa.

3. Analizador de masas, el analizador tiene dos misiones fundamentales:

separar los iones en funcion de su relacion m/z y enfocar los iones separados
hacia un determinado punto. Para la separacién de estos existen varios
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procedimientos, los mas utilizados son el de campo magnético, cuadrupolar
y trampa de iones, este Ultimo analizador se basa en la utilizacion de una
zona de confinamiento electromagnético generado por medio de dos sefales
de radiofrecuencia, donde un cambio del campo de radiofrecuencia, dara
lugar a que los iones sean eyectados de la trampa en orden creciente de su

relacion m/z lo que da lugar al espectro de masas.

4. Finalmente, los iones son enfocados al detector, transductor que convierte
el haz de iones en una sefial eléctrica que puede ser procesada, almacenada
en la memoria de una computadora donde se obtiene el espectro de masas,
en el que se presenta la abundancia relativa de los iones y fragmentos

separados respecto a la relacion masa/carga.

2.6.4 Modo de adquisicion control selectivo de reaccion SRM (selected
reaction monitoring)

Es la forma de trabajar mas utilizada en las determinaciones cuantitativas por
espectrometria de masas. En este método aparece un solo pico en el espectro
debido a un anico i6n lo que lo hace ideal para cuantificacion. Este pico puede ser

monitorizado y cuantificado en matrices complejas.

Conceptualmente significa trabajar con espectrometria de masas en tandem MS/MS
pero seleccionando una uUnica masa (m/z) del espectro, que corresponde a un

fragmento i6nico del compuesto problema.4

Su forma de operar se basa en obtener en el primer espectrometro de masas varios
fragmentos y entre ellos, el ion precursor del analito problema. Este ion precursor
se fragmenta en presencia de gas inerte aplicando una energia de colision
adecuada; uno de los iones fragmento obtenido se selecciona etiquetandose como

ion producto. La adquisicion en SRM es la mas utilizada en las aplicaciones
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analiticas cuantitativas ya que minimiza al maximo la presencia de otros
interferentes y se presenta como una herramienta de alta sensibilidad y
selectividad*®

2.6.5 Acople ultra-cromatografia liquida de alta eficiencia a espectrometria de

masas con trampa de iones

La cromatografia de liquidos separa los compuestos de una mezcla, pero para su
identificacion se hace necesario implementar otras técnicas espectroscépicas como
la espectrometria de masas (EM). En la actualidad, el detector espectrométrico de
masas acoplado al cromatografo de liquidos constituye una herramienta
indispensable para determinar la composicion de una muestra compleja. En esta
unién se obtienen espectros de masas de los compuestos que eluyen de la columna

cromatografica. 43

La union entre las técnicas, se puede realizar con una conexiéon en T; este tipo de
conexién es util para analisis primarios donde se requiere conocer la influencia de
la fase movil en la deteccion de un analito. En la Figura 9 se muestra como se ajusta
el sistema, inicialmente se inyecta analito de forma directa a través de la jeringa,
posteriormente se hace pasar un flujo de fase movil desde el UCLAR; en la unién T
se da la mezcla del solvente y el analito, esta solucion pasa a través del canal al

espectrometro de masas para su deteccion.

Para realizar el acople o interface entre UCLAR y EM inicialmente se debe ajustar
en el EM la sonda de ESI en la posicion D ya que al unir la linea de transferencia
de muestra del cromatdgrafo liquido al espectrometro de masas va a pasar un flujo
mayor de solvente, y segun las recomendaciones de manejo en el equipo se debe
tener en cuenta este criterio, para que no se afecte el proceso de ionizacién de

muestras o se presente efecto de arco por flujos y voltajes altos.
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Figura 9.Acople UCLAR-EM

Fuente: Fotografia tomada por el autor en la UAI

2.7Dispersion de matriz en fase sdlida

La dispersion de matriz en fase sélida (DMFS) es un proceso patentado introducido
por primera vez en 1989 por Barker et al., para la preparacion, extraccion y
fraccionamiento de muestras solidas, semisolidas o viscosas, incluidos tejidos
animales y alimentos. La novedad de la técnica consisti6 en obtener aislamiento
de analitos dispersando tejidos sobre un soporte soélido, evitando muchas de las
dificultades encontradas empleando el enfoque clasico de extraccion en fase
sélida, como la necesidad de homogenizacién de muestra y eliminacion de restos
de tejido antes de la aplicacion de la columna, asi como la interrupcion celular

incompleta .346

El empleo y los desarrollos de la DMFS siguen creciendo debido a la viabilidad y
versatilidad del proceso, evita los inconvenientes asociados a la extraccion con
disolventes como elevado consumo de los mismos, separacion incompleta de
fases, e interferencias de matriz, y se obtienen ventajas como reduccion de la
cantidad de muestra y de tiempo de extraccion.
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2.7.1 Principios generales de DMFS

Los principales pasos del procedimiento de extraccion de dispersion de matriz en
fase solida se representan en la figura 10. (I) la muestra se mezcla con el material
dispersante en un mortero con una mano de mortero; (ll) el polvo homogeneizado
se transfiere en un cartucho de extraccion en fase sélida y se comprime; (lll) la
elucién con un disolvente o mezcla de disolventes adecuados se realiza con la

ayuda de una bomba de vacio.?

1)

Elucién

lMezcla de muestra y
material dispersante

cartucho de extraccion
y comprimir

)

l Transferir mezcla a

algodon

columna DMFS /
| — co-columna
‘D— limpieza fi___ &

Figura 10. Procedimiento de dispersién de matriz en fase solida.

Frita vacio

Frita

Fuente: Adaptada de (Barker, S. 2007.pp. 151-162)
En la DMFS se dispersa la muestra problema con una fase sdélida comercial como
Cis, Cs, arena, etc, hasta conseguir una mezcla homogénea, que se introduce, en
una columna cromatografica, los cuales se usan en la mayoria de los trabajos,
mientras que la alimina, silice y Florisil se usan tipicamente como materiales de
fase normal. Un pardmetro critico es la relaciébn de muestra y material dispersante
que es generalmente 1:1 - 1:4, que depende del tipo de muestray las caracteristicas

fisico-quimicas del material. La eleccién del eluyente depende de la fuerza de las

interacciones entre el soporte sdlido y los analitos objetivos.
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Para el mejoramiento del proceso de extraccion se deben optimizar todos los
parametros principales de la DMFS (es decir, cantidad de muestra, cantidad y tipo
de material dispersante, posible etapa de limpieza, composicién del eluyente,
modificador de matriz,pH entre otros). Ademas el eluyente obtenido en DMFS puede
ser tomado directamente para analisis instrumental, ya que es considerado “limpio”

para inyeccion directa.
2.7.2 Extraccién de glifosato por DMFS

Actualmente, existen diversos estudios donde se emplea la dispersion de matriz en
fase sdlida para la extraccion de plaguicidas tanto organoclorados como
organofosforados en conjunto con otros analitos (andlisis multianaliticos), en
diversas matrices entre las que predominan los alimentos y tejido animal. La
eleccion de la fase solida depende de la polaridad de los plaguicidas y del tipo de
matriz utilizada. Las mas empleadas son Cis ,Cs, Florisil y aminopropilo*. En la

(Tabla 4) se resumen algunas extracciones de organofosforados por DMFS.

El andlisis del extracto de plaguicidas comunmente se realiza por cromatografia de
gases/espectrometria de masas (CG/EM), recientemente se esta aplicando la
técnica de UCLAR/EM. En relacién al andlisis del glifosato y su principal metabolito
el acido aminometilfosfénico (AMPA) por DMFS en una matriz bioldgica como la

sangre humana la investigacién documental es poca.

El aislamiento de compuestos de interés a partir de matrices ambientales,
alimentarias o biolégicas es siempre un paso clave en el desarrollo de un método
analitico, a menudo se necesita una interrupcién previa de la arquitectura general
de la muestra. Durante afios, la técnica clasica de extraccion en fase solida (SPE)
ha evolucionado para satisfacer la necesidad de monitorear varias clases de

sustancias en muestras de diferentes origenes, presentes en niveles de trazas.*®
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Tabla 4. Extracciones de plaguicidas organofosforados por DMFS

Analito matriz Material Relacion Solvente de afio
dispersante matriz/ elucion
sorbente
15 Manzanas, Silice 1:4 Acetato de 200838
organofosforados pera, derivatizada etilo
(OPs) y albaricoque, | de octasilil
9 triazinas de fase
reversa (Cs)
Plaguicidas Coco Cis 1:2 40 mL de 200846
organofosforados acetonitrilo
(OPs) saturado
con n-
hexano
Plaguicidas Tejido Silice Cis 1:4 Acetonitrilo 201142
organofosforados bovino
(OPs)
Plaguicidas Tomate NH2-silice 1:2 Agua 200539
organofosforado desionizada
(glifosato y (AMPA) y
AMPA) NaH2PO4
0,005 M
(glifosato)

2.7.3 Estandarizacién de una metodologia para la determinacién de glifosato

La estandarizacion del método consiste en encontrar aquellos parametros

operacionales y de preparacion de la muestra que garanticen una respuesta

adecuada y reproducible por parte del equipo, el analisis consiste en demostrar

experimentalmente la funcionalidad del método para las aplicaciones analiticas

propuestas, como también en obtener la evidencia documentada del procedimiento

seguido, lo cual debe corresponder a un disefio experimental, un tratamiento

estadistico apropiado y unos criterios de aceptaciéon de acuerdo con los atributos

gue describen cada técnica analitica, para lo cual

se establecen las variables

quimicas e instrumentales que permitan conseguir las mejores condiciones de
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selectividad, exactitud, precision, limite de deteccion, limite de cuantificacion y

linealidad3’.

Con base en disefios experimentales es posible evaluar mas rapidamente el efecto
de las variables independientes que afectan a la variable respuesta, el tratamiento
de datos por medio de software SPPS garantiza el analisis estadistico de los

resultados obtenidos en cualquier experimento.
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3. Objetivos

3.1 Objetivo general

Establecer el comportamiento del plaguicida glifosato durante su extraccion por

dispersion de matriz en fase solida y cromatografia de liquidos

3.2 Objetivos especificos
e Estudiar el efecto del pH, temperatura y tiempo de analisis sobre la estabilidad
del plaguicida glifosato en soluciones acuosas empleando cromatografia
liquida acoplada a espectrometria de masas como técnica de analisis.
e Evaluar el efecto del pH, temperatura y tiempo de analisis sobre la estabilidad
del plaguicida glifosato en el proceso de extraccidon mediante dispersion de

matriz en fase solida DMFS.
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4. Metodologia

4.1 Materiales, equipos y reactivos

En la tabla 5 se resumen los reactivos y solventes empleados en el desarrollo del

trabajo.

Tabla 5. Reactivos y solventes

Reactivos y solventes

Especificaciones

Acetonitrilo grado CLAR

Grado CLAR Fisher Scientific

Acido férmico

Pureza: 99 % Merck

Hidréxido de amonio

Pureza: 29,54 % Fisher Scientific

Glifosato PESTANAL™,

Pureza: 99,7 % Sigma —Aldrich

Acido aminometilfosfénico

Pureza: 99 % Sigma —Aldrich

Silica Cis

Supelco

Cloruro de sodio

Pureza: 99,8 % Sigma —Aldrich

En la tabla 6 se resumen los equipos de laboratorio empleados en el desarrollo del

trabajo.

Tabla 6. Equipos de laboratorio utilizados

Equipos y material

Especificaciones

Ultra cromatografo liquido de alta
resoluciéon

Thermo Scientific modelo Dionex

UltiMate 3000

Espectréometro de masas

Thermo Scientific LCQ-fleet con una fuente
de ionizacién por electrospray (ESI) y
detector de trampa de iones

Estufa

Fischer Scientific

pH metro

Thermo Scientific

Colector al vacio Manifold

Supercol-Visiprep  N°5-7044
extraccion en fase solida (SPE)

para

Balanza analitica

Precisa XB 220A + 0,0001g

Refrigerador para almacenamiento de
muestras

Haceb (temperatura 10 °C)

Membranas de Nylon 0,22 um

SIMPLEPURE MCE Syringe Filter

Cartuchos de extraccion DMFS

MERCK LiChrolut RP-18

Viales 1 mL

Fischer Scientific

Micropipeta 2-20 uL

Lab Genius

Micropipeta 20-200 uL

Lab Genius

Estufa

Fischer Scientific

Balones aforados de 10 mL

MARIENFELD =+ 0,025 ISO
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4.2 Optimizacion de la técnica de cromatografia liquida-espectrometria de
masas

4.2.1 Determinacion de las condiciones de deteccién del glifosato por EM

Para establecer las condiciones 6ptimas para la deteccion de glifosato (Gly) y su
metabolito primario AMPA se usé un espectrometro de masas marca Thermo
Scientific LCQ-fleet con una fuente de ionizacion por electrospray (ESI) y analizador
de trampa de iones. El voltaje del Spray se establecio en 5,0 kV en modo de

ionizacion positiva®’.

Para la deteccion del pesticida glifosato y su metabolito AMPA mediante el
espectrometro de masas (EM) los pasos a seguir fueron: Primero se prepara un
patron de 10 mg/L, que contiene los dos analitos disueltos en agua desionizada, se
utilizaron diferentes agentes ionizantes hidroxido de amonio y &cido férmico al
0,1 %, en modo de ionizacion positiva esto con el fin de explorar el efecto de los
diferentes agentes ionizantes sobre la ionizacién del analito a continuacion con este
patron se realiz6 la sintonizacion automatica y semiautomatica de los picos base de
los analitos ajustando los parametros del ESI y la 6ptica de EM, por medio de la
inyeccion directa al espectrémetro de masas, para lo cual se empleo una jeringa
Hamilton de 500 pL a un flujo de 5 pL/min. Ajustado como el minimo flujo por el

equipo.

Del proceso se identificé el agente ionizante que brinda mayor sensibilidad para la
determinacion del analito, esto segun su nivel de normalizacion el cual indica la
sensibilidad, el patron de fragmentacion y los picos caracteristicos para el glifosato.
Para la determinacién de glifosato mediante UCLAR-EM (MS/MS) se seleccion6
como ion precursor el mas abundante de cada compuesto y sus iones producto, se

detectaron mediante el método SRM (Selected Reaction Monitoring).
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4.2.2 Determinacion de las condiciones cromatografias de UCLAR-EM para
glifosato

Una vez establecida la sintonizacion automatica por ajuste directo en el EM para
deteccion de Gly y AMPA, se establecieron las condiciones adecuadas para la
separacion de los analitos con el Cromatografo de Liquidos de Ultra Alta Resolucion
(UCLAR) ultimate 3000 empleando una columna Cis Hypersild Gold tamafio de
particula 1,9 um dimensiones de (100 X 2,1mm), la temperatura de horno de

columna seleccionada fue de 20°C.

A continuacion se evalla la influencia del flujo de la fase movil compuesta de
acetonitrilo/Agua 50:50 con 0,1 % de acido formico sobre la identificacion de
glifosato, manteniendo las condiciones ajustadas inicialmente en EM. Para ello
primero se debe ajustar la sonda de ESI en la posicion D, dado que va a pasar un
flujo mayor de solvente, se procede a realizar la conexion en T entre el UCLAR y
EM, donde se da la mezcla del solvente y el analito, esta solucidén pasa a travées del
canal al espectrémetro de masas para su deteccion. Realizando inyeccién a través
de jeringa incorporada en EM del patron de glifosato y pasando un flujo entre 0,05
y 0,1 mL/min de fase movil desde el UCLAR. Debido a la influencia de flujo del
solvente se procedio a modificar el flujo de gas envolvente y gas auxiliar en el

EM. Estas nuevas condiciones se utilizaran para los analisis posteriores.

Tiempo de retencién y separacion cromatogréafica entre glifosato y AMPA

Con el fin de determinar los parametros de la columna cromatografica tales como:
tiempo de retencion (tr), tiempo muerto (tm) y factor de capacidad (k'), se inyecto
una solucién de trabajo de 10 mg L de glifosato y se empez6 a variar el flujo de
fase mévil (acetonitrilo:agua + acido formico) entre 0,05 y 0,1 mL/min lo cual se
encuentra en un rango recomendado como idoneo, esto con el propodsito de obtener
una adecuada resolucion de las sefiales o picos cromatograficos en el menor tiempo
de corrida posible, lo cual hace mas versatiles y rapidas las medidas

cromatograficas. Durante la corrida cromatogréafica, el tiempo de retencion del
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analito se evalud al inyectar réplicas de la solucion patron de trabajo. Para la
identificacion del tiempo muerto se inyect6 aire al sistema cromatogréafico con vial

vacio.

La separacion de Gly y AMPA se evalu0, inyectando una solucion patrén de
10 mg L. Se realizaron las corridas iniciando con 100 % de acetonitrilo (con &cido
férmico), posteriormente se fue aumentando de forma gradual la proporcion de
agua; por cada cambio en la proporcion de solvente se dejé estabilizar la columna
por 15 min y se fue registrando con los cromatogramas si se daba la separacion de

los analitos.

Factor de capacidad

Esta medida se determina directamente de los cromatogramas, utilizando los
tiempos de retencidén en la separacion de glifosato y AMPA y con base al tm, se

utilizé la ecuacion 1 para calcular k' y el Log k.
4.3 Estandarizacion del método de cuantificacion

Se realiz0 la estandarizacion del método para la determinacion y cuantificacion de
glifosato por UCLAR-EM-TI. Para ello, se realizaron curvas de calibracion, por
patrén externo. Se preparé un patron de 250 mg/L a partir del estandar de glifosato
al 99,7 % todas las soluciones se disuelven en agua a pH 8,5 .Las soluciones
empleadas para las curvas de calibracion se inyectaron por triplicado y se les
adicion6 agente ionizante, los resultados obtenidos se reportaron como el promedio
de las tres mediciones. Todos los patrones de calibracion se filtraron con filtro de

Naylon de 0,22 um y fueron preparados justo antes del andlisis.

4.3.1 Linealidad Instrumental

Para analizar la linealidad instrumental se evaluaron 7 niveles de concentracion
durante 5 dias diferentes. Se prepararon 5 curvas de calibracion durante los 5 dias,

una curva de calibracion por dia, las cuales fueron sometidas al proceso descrito

44



anteriormente (item 4.3). Los resultados obtenidos en las pruebas estadisticas para

la evaluacion de linealidad, permitieron establecer el rango dinamico de trabajo.
4.3.2 La sensibilidad

Se evallo en términos de %C.V y s de la pendiente de la curva de calibracion.
4.3.3 Precision

Se evalud bajo condiciones de repetibilidad (en un periodo corto de tiempo) y
reproducibilidad a lo largo de un periodo de tiempo mas prolongado. En condiciones
de repetibilidad se prepararon 7 niveles de concentracién durante 5 dias, una curva
de calibracion por dia. Para el ensayo de reproducibilidad se prepararon 3 curvas
de calibracion durante un tiempo prolongado o dias diferentes. Se calculo la
desviacion estandar y el coeficiente de variacion en términos de porcentaje (%C.V)

por nivel de concentracion bajo condiciones de repetibilidad y reproducibilidad.

4.3.4 Limite de cuantificacién y deteccién

La determinacién del limite de deteccion (LD) se llevé a cabo por medio de analisis
en orden decreciente de la concentracion de glifosato, en busca de la concentracion
experimental a la cual la sefial de glifosato fue distinguible del ruido, mientras que
la determinacion del limite de cuantificaciéon (LC) se llevé a cabo mediante la
determinacioén de la concentracion en mg L a la cual el sistema de andlisis de datos

del EM puede integrar el &rea bajo los picos obtenidos para el glifosato.

Con el fin de establecer la diferenciacidn entre el ruido de fondo del equipo analitico
y la perturbacion por el cambio en la sefial, se establecié dentro de la realizacion
del andlisis la determinacion del Limite de Deteccion (LD) y Limite de Cuantificacion
(LC) para el glifosato y AMPA.
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4.4 Disefio experimental parala optimizacion del proceso de extraccion de
glifosato por DMFS

Se estudio el efecto de absorbentes como Cis, alimina, amino, y tierras diatomeas
las cuales son frecuentemente empleadas para extraccion de plaguicidas
organofosforados*#’. Estas pruebas consistieron: en dopar los absorbentes con Gly
y AMPA a un nivel de concentracion de 3 mg L' posteriormente se aplica la
metodologia de DMFS. Se evaluan diferentes parametros de procedimiento, es

decir, tipo de adsorbentes, cantidad de adsorbentes y eluyente.

Para el disefio experimental se estableci6 como variables independientes: el pH,
volumen de elucién y secado como la variable respuesta el porcentaje de recobro

de glifosato por DMFS.

Variables Nivel alto Nivel medio Nivel bajo
pH 8,5 55 2,5
Volumen de elucién | 10 mL 6 mL 3mL
Secado Con secado - Sin secado

Los experimentos se efectuaran acorde con la matriz de disefio experimental
factorial 3 ¥ x 2 con k= 2, puntos estrella y punto central en el cuerpo. El andlisis de
los resultados empleando el adsorbente se realizarda mediante andlisis de varianza
(ANOVA) y las diferencias significativas mediante pruebas de contraste segun sea
el caso a un nivel de confianza del 95 %. Se procedio a realizar estudios de recobros
a diferentes niveles de concentracién para el plaguicida y asi establecer la exactitud,

la precision y los limites de deteccidén del método.

Para el disefio de los puntos experimentales se hizo uso del software Statgraphics
Centurion XVII y para llevar a cabo las pruebas estadisticas requeridas para este

trabajo se utilizo el paquete estadistico SPSS version 23 y el programa Excel.
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4.5 Estabilidad de glifosato en la extraccion por DMFS

Teniendo en cuenta las propiedades fisicoquimicas del Gly y AMPA y los
parametros que inciden en el proceso de extraccion de analitos por DMFS, se

estimaron las siguientes variables:

Tabla 7. Variables de estudio

Parametro Rangos

Temperatura 10-40 °C

pH 2,5-85

Tiempo 0-4 horas

Limpieza de la muestra Acetonitrilo y acetonitrilo con 0,5 % de

acido trifluoroacético y la modificacién
guimica de la matriz o mezcla de
soporte sélido de matriz para lo cual se
emplea cloruro de sodio (NaCl)

Uno de los problemas principales que se encuentran para el andlisis de analitos en
sangre total, el plasma o el suero.es la presencia de proteinas; las cuales puede
interferir en las determinaciones realizadas por métodos espectroscopicos y
cromatograficos como la CLAR. Con el propdsito de retirar proteinas abundantes y
compuestos interferentes, se realiz6 una comparacién entre un previo lavado con
acetonitrilo el cual permite la desnaturalizacion de las proteinas y otro estudio con
acido trifluoroacético/acetonitrilo. El acido trifluoroacético se usa como contra ion

para asociarse con grupos cargados en la proteina y aumentar su hidrofobicidad?3.

4.6 Extraccion de glifosato por DMFS con soluciones patron

Para llevar a cabo la adecuacion del proceso de extraccidn por dispersion de matriz
en fase solida (DMFS)-sin muestra, se tiene en cuenta la metodologia planteada por
Barker 3. Inicialmente el proceso se acondiciond determinando el porcentaje de

recobro de glifosato en la extraccion empleando solucion patron.
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El procedimiento general utilizado se muestra en la Figura 11. Inicialmente se
procediéo a mezclar 200 mg de material de soporte con una cantidad (60 pL) de
glifosato equivalente a una concentracion de 3 mg L (dopaje) el cual al adicionarlo
al adsorbente; los componentes son mezclados en un mortero de agata
mecanicamente usando un pistilo de agata. El patron ya mezclado y distribuido en
la fase soporte es transferido y empacado dentro de un cartucho de extraccion y
luego ligeramente comprimidos para eliminar espacios de aire interno. Finalmente
se realiza la elucién del glifosato con agua. Se estudido como solvente de limpieza
acetonitrilo y acetonitrilo + acido trifluoroacético 0,5 %, también se estudio el efecto

de cloruro de sodio como modificador de matriz 346,

c ; Transferir mezcla Adicion de solvente
; N
, / < &
Mezcla en mortero de agata Mezclar Llenado de cartucho Eluyendo UCLAR-EM

Figura 11. Procedimiento para extraccion de glifosato por DMFS

Fuente: Adaptada de www.invurnus.uson.mx

Todas las fracciones recogidas se filtraron y analizaron directamente en UCLAR-
EM-TI; a partir de los andlisis de las fracciones recogidas utilizando el manifold para
facilitar la elucion del analito, se determiné las posibles pérdidas de analito en el
lavado y el volumen total requerido para la extraccion de glifosato. De manera
analoga se realizo blanco de solvente de Cis y todos los analisis se realizaron por

triplicado

Se determind el porcentaje de recobro para el procedimiento descrito, evaluandose
el area del analito extraido en un volumen de 1,0 mL por DMFS frente al area del
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estandar de glifosato de 3 mg L. A partir de los datos se calculé el porcentaje de
recobro (%R = (area glifosato extraida/area 3 mg L glifosato)*100) del método y se
determind la precision en términos del % C.V y (s) y la desviacidon estandar.

4.7 Aplicacion de la DMFS a muestra reales

Con el fin de evaluar la metodologia analitica implementada por UCLAR-EM-TI y
DMFS en muestras reales, se aplicé el procedimiento antes mencionado a muestras

de sangre.

Las muestras de sangre humana fueron obtenidas de una persona sana libre de
contaminacion por glifosato empleando una jeringa estéril de un solo uso sin
anticoagulante. La muestra se almaceno en frio a 10 £ 2 °C la cual se usa dentro de
las 72 h, a continuacién se aplicé la metodologia de extraccion por DMFS descrita
en el item 4.6. Para lo cual se toman 50 mg de sangre y se dopan con 60 pL de
una solucion de glifosato a una concentraciéon de 50 mg Lt con el fin de obtener una
concentracion de 3 mg L* en un volumen de un mL. Posteriormente, se procedi6 a
mezclar 200 mg de material de soporte y aplicar la DMFS como se ilustra en la
figura 12. Finalmente se realiza la elucién del glifosato con las condiciones 6ptimas
resultantes del estudio de la seccion 4.5 (tabla7). En la Figura 12 se muestra el
procedimiento de extraccion por DMFS para muestras reales las cuales se realizan

por triplicado.
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m

Sangre total Pesar 50 mg sangre total

Fortificar (60 pL) (5 min de reposo) Adicion de Cig (200 mg)

Filtrar (0,22 um) > CLAR-EM

Mezclar Llenado de cartucho Elucion

Figura 12. Procedimiento para la extraccion de muestras por DMFS

Fuente: Fotos tomadas por el autor

5. Andlisis de resultados

5.1 Condiciones de deteccién del glifosato por espectrometria de masas

En primer lugar, los parametros de funcionamiento del EM para la determinacion
del glifosato y AMPA, se optimizaron mediante observacion de la respuesta maxima

obtenida para los espectros de masas en la sintonizacion automatica.

Se encontré que para cada agente ionizante utilizado (hidréxido de amonio y &cido
férmico al 0,1 %), se alcanza una adecuada sefial de respuesta en el EM. Sin
embargo por medio de analisis de los espectros se determind que el mejor agente
ionizante es el hidroxido de amonio, cuyo espectro de masas para el glifosato

sugiere los iones moleculares de m/z 88 y 170, siendo el mas abundante el pico de
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170,22 (M+1); (Figura 13) en el (anexo 1A) se muestra los espectros de MS"donde
se corrobora la presencia de los picos mas comunes para el glifosato, de igual forma
se realizo la sintonizacion de AMPA cuyo espectro de masas presenta iones
moleculares de m/z 112, 223 siendo este ultimo el mas abundante el anexo 1B

muestra los espectros de MS".

BG_gly5ppmHA0.1%FULL #22 RT: 0.30 AV: 1 NL: 7.98E2

T: ITMS + ¢ ESI Full ms [50.00-500.00] o
1004 170.22 0 [¢]
E HO. //
* ~p N

%03 / OH
857 HO
™ C;HgNOP"*
e m/z: 170.16
705
651
07 0 ot
x H\)J\

B 87.22
504

E ~ o
454
2 85.20

11030 C3HgNO,'

m/z 88.16

103.23
3 339.52
4 59.09

Bl 128.35
204 60.14 187.09

76.15 208.41
E 13030
104 156.35

57 22343 360.95 39772 454.46
E H‘ ([250:3L 26835 59934 312.73 32846 || 35669 | ‘37( 33 |, 41579 452,01 H 46091 488,08
Il L Al T L L L u im Ll uly 1L
| i iy ) e e
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PR e R g flppplilog
60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360
miz

Figura 13. Espectro de masas por ESI del glifosato+ NH4OH 0,1%
Fuente: Propia. Condiciones del equipo (Tabla 8)

Al utilizar hidréxido de amonio como agente ionizante se registrd6 un nivel de
normalizacion E? (sensibilidad) esto implica que la cantidad de iones que entran a
la trampa de iones es alta, por lo que el proceso de ionizacion que se efectla es el
adecuado para la identificacién del analito; por otro lado el &cido férmico fue también
un buen agente ionizante y presenta un espectro de masas parecido al que se
registra con el hidréxido de amonio (Anexo 2), sin embargo, debido a que el analito
se degrada facilmente a pH acido (3,0) se descarta utilizar fuentes acidas para
ionizar directamente la solucion patron de glifosato. La comparacion directa de los
espectros con la bibliografia no fue posible ya que la ionizacibn depende

parcialmente de los parametros de ionizacion que se establecen en el

51



espectrometro de masas®. Finalmente en la (Tabla 8), se especifican las
condiciones que fueron adecuadas para la deteccion de Gly y AMPA por la
sintonizacion automatica en el EM (Figura 14).

o+
(o]
5ppm AMPA y GLY 0,20 NH4OH_2 #1 RT: 0.00 AV: 1 Ny##7.60l HO /
T: TMS + ¢ ESI Full ms [50.00-500.00] A H
1005 17026 ) —— > P N
1 / OH
o HO o ot
903 — |
3] o+
o5 88.16 C3;HgNOsP H
q m/z: 170.16
807 11214 \ 23535 - o
759
704 C3HgNO,"
E 22332
3 m/z 88.16
60 7415 281.25 ot
E o
555
E HO\
50 P\/ NH,
a5 130.34 /
0l HO
E 252.38 -+
35 0 CHgNOsP
E Ny
307 /p\/NH\NH o m/z: 112.14
253 132.28 HO
E| 192.26 L
] OH
204 37141
153 5907 ’ HO
E a2 139.32 210.28 Chemical Formula: C,HigiNa@¢P,""
= . /7"
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Figura 14. Espectro de masas por ESI para la mezcla Gly y AMPA+ NH4OH 0,1 %
Fuente: Propia. Condiciones del equipo (Tabla 8)

Tabla 8. Parametros EM-ESI en modo positivo para la fase mévil seleccionada

Parametro Valor 6ptimo

Flujo de gas envolvente (arb) 35
Flujo de gas auxiliar (arb) 10
Flujo de gas de barrido (arb) 0
Voltaje de el spray (kV) 5

Corriente de el spray (pa) 0,05

Temperatura del capilar (°C) 275
Voltaje del capilar (V) 16
Lente del tubo (V) 60

Aplicando el modo de analisis por EM denominado SRM (Selected Reaction
Monitoring), se selecciona como ion precursor al pico mas abundate en el caso de
glifosato fue 170 m/z y para el AMPA 223 m/z a los cuales se aplicé una energia de

colision para obtener el ion producto el cual es monitoreado para la adquisicion de
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datos en el acople UCLAR-EM. Los parametros optimizados para cada analito se

muestran en la tabla 9.

Tabla 9. Parametros optimizados de ESI-MS/MS

Analito lon precursor lon producto Energia de
(m/z) (m/z) Colision
Glifosato 170 87 25
Acido 223 112 28
aminometilfosfonico

5.2 Condiciones en ultra cromatografia liquida de alto rendimiento acoplada
a espectrometria de masas para glifosato

Al realizar la conexion en T (acople) UCLAR y EM se determind que al aumentar el
flujo de la fase movil entre 0,05 — 0,1 mL/min no afecta de forma significativa la
identificacion del analito dado que el nivel de normalizacion e intensidad de los
picos no disminuyo con el aumento del flujo. Es importante resaltar que al realizar
el acople UCLAR-EM-TI hay flujos mas altos de solvente, por lo cual se requiere
mayor flujo de gas para que se dé la formacién del electrospray, es decir promover
la nebulizacién de la solucién estandar que se inyecta directamente por la sonda al
EM. Por tanto el flujo de los gases que estan implicitos en el desempefio de la
formacion del spray, tales como flujo de gas envolvente y auxiliar son ajustados en
el momento de la conexiéon en T donde entra en contacto con la fase movil. Los
valores finales optimizados de gas envolvente y auxiliar son 35 y 10 (arb)
respectivamente, con estos valores se fij6 un método para la detecciéon de Gly y
AMPA por UCLAR-EM-IT.

5.2.1 Determinacion de parametros en la separacion cromatografica

Separacion cromatografica

Al realizar la separacion de los picos cromatégrafos a partir de la variacion de la

composicion de la fase movil desde 95 % a 5 % de acetonitrilo aumentando la
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relacion de agua a un flujo constante de 0,1 mL/min, se observa una leve
separacion del glifosato y AMPA, al incrementar el porcentaje de agua la cual
parece mantenerse hasta la proporcion 50:50 acetonitrilo: agua. A partir de este
punto se evidencié la pérdida completa de la gaussianidad de los picos al ir
aumentado la cantidad de acetonitrilo y el pico cromatografico se desplaza a un
mayor tiempo de retencién, permitiendo que los fenébmenos de difusion gobiernen
el perfil cromatografico y afecten la resolucion (Figura 15); es asi que los
cromatogramas obtenidos no serian Gtiles o adecuados para la cuantificacion de los
analitos. Esto se pone en evidencia evaluando el factor de capacidad el cual se
emplea para evaluar el tiempo de retencidon y en este proceso para ajustar la
separacion de los dos analitos.

ACN:Agua
5:95

ACN:Agua
10:90

ACN:Agua
20:80

ACN:Agua
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40:60

ACN:Agua
50:50

ACN:Agua
60:40

ACN:Agua

ACN:Agua
80:20

ACN:Agua
90:10

ACN:Agua
95:5

Figura 15. Perfiles cromatograficos para el cambio de fase mévi aumento de la proporcion de
acetonitrilo
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La medida del factor de capacidad (k') se determino directamente de los tiempo de
retencion en los cromatogramas (Figura 15). Con la inyeccién de aire a través del
cromatdgrafo se determind que el tiempo muerto equivale a 0.11 min, y se graficé
el logaritmo de del factor de capacidad para cada cambio en la proporcion de

acetonitrilo: agua (Figura 16).

Factor de Capacidad

1,80 -

1,70 n =:t Om —
1,60 - o

1,50 -
1,40 -
1,30 -
1,20 -
1,10 -

1’00 T T T T T T T T T T 1
5 10 20 30 40 50 60 70 80 90 95

(%)Acetonitrilo

Log K’

et AMPA

==s== Glifosato

Figura 16. Grafica log k' vs proporcién acetonitrilo: agua

Segun los resultados del factor de capacidad se concluyé que ninguna de las
proporciones de acetonitrilo: agua es util para la separacion de glifosato y AMPA,;
ya que al modificar la fuerza de elucion de la fase movil, al aumentar la proporcion
apolar, lo que conllevo a un desplazamiento en el tiempo de retencidn,

ensanchamiento y perdida de la resolucion de los picos.

Se evaluaron otras variables para lograr la separacion de los analitos, una de ellas
fue el aumentando la temperatura de la columna a 40 °C y 50 °C (anexo 4 y 5
respectivamente) empleando un flujo de 0,05 mL/min (menor al empleado
inicialmente) pero ninguna de las temperaturas aplicadas fueron adecuadas para la

consecucién de la resolucion necesaria y la velocidad de la separacion. También se
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realiz6 diferentes gradientes (anexo 6) variando la relacion acetonitrilo: agua
aplicando temperaturas entre 20 y 50 °C y flujos de 0,03 y 0,05 mL/min sin embargo
la separacion del gly y AMPA no se dio. Otra variable que se estudio fue la fase
movil utilizando relaciones de solventes como el butanol: agua e isopropanol: agua
(anexo 7 y 8 respectivamente) pero no se obtuvieron los resultados esperados para

la separacion de los compuestos.

Teniendo en cuenta el factor de capacidad (k') y después del estudio de
optimizacion, la fase movil seleccionada fue A:aguay B: acetonitrilo que contenian
acido formico al 0,1 %. La elucion se realiz6 con una relacién 50:50 acetonitrilo:
agua en modo isocratico durante 5 min. La columna se re-equilibro
durante 5 minutos antes de la siguiente inyecciéon. En la Tabla 10 se resume en su

totalidad todos los parametros establecidos para el andlisis cromatografico.

Tabla 10. Condiciones para la determinacion de glifosato y AMPA por UCLAR

Condiciones cromatograficas

Columna Hypersil GOLD (Cis) tamafio de particula
1,9 um (100 X 2,2mm)

Fase movil 50:50 acetonitrilo: agua + acido formico
0,1 %
Modo:isocratrico

Temperatura de la columna 20°C

Flujo fase movil 0,1 mL/min

Tiempo de corrida 5 min

Volumen de muestra 20 pL

Se escogié como fase movil acetonitrilo:agua 50:50 al cual se le adicion6 0,1 % de
acido férmico como agente ionizante para el proceso, se observo que no es Uutil
trabajar a flujos bajos de fase maovil puesto que el tiempo de analisis llega a durar
10 min y se da el ensanchamiento del pico cromagréafico y a flujos altos no mayores

de 0,2 mL/min el pico eluye a un tiempo menor a 1 min muy cerca al tm de la

57



columna; de modo que se determin6é que el flujo 6ptimo de fase movil era 0,1

mL/min, permitiendo un andlisis en tan solo 5 min.

5.3 Implementacion de la metodologia analitica para determinar glifosato y
AMPA por UCLAR-EM-TI

Se evaluaron los parametros descritos en la metodologia del item 4.3, se prepararon
curvas de calibracion por patrén externo (para comparar de las sefales de la
muestra con las correspondientes a las del calibrado (disoluciones patrén) para Gly
y AMPA en un rango entre 0,5 a 10 mg L a partir de una solucién estandar de 250
mg L, teniendo como blanco agua + NH4OH 0,1%, esto con el fin de estandarizar
el método analitico y que éste conduzca con un alto grado de seguridad, a la
obtencién de resultados precisos y exactos dentro de las especificaciones
previamente establecidas.

5.3.1 Linealidad Instrumental

La linealidad instrumental es aquel grado de proporcionalidad directa entre un par
de variables de un método analitico. Para medirse se realiza una “curva de
calibracion” con la cual se establece la proporcionalidad existente entre la

concentracion y la respuesta del método analitico®®.

Para el proceso se evaluaron (7 niveles de concentracién) durante 5 dias. Se
prepard una curva de calibracion por dia, la cual se sometié al método descrito en
la metodologia para Gly y AMPA .Los resultados se presentan en la tabla 11y 12

respectivamente.
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Tabla 11. Evaluacién de la normalidad de los datos obtenidos en funcion del
tiempo para Gly (Dias consecutivos)

Concentracion Area glifosato

(mg L) Dia 1 Dia2 Dia 3 Dia 4 Dia 5

0.5 1772,3 1600,3 1423,3 1628,3 2382,7
1.0 3562 3308,7 3892,0 3195,7 3286,0
2.0 10290 8863,0 9761,0 9761,7 10144,3
3.0 14457 14233,7 14255,0 13675,0 14199,0
5.0 20489 18379,7 19962,7 18619,0 19124,3
7.0 28026 28994,3 29210,7 27240,3 27954,0
10.0 32733,3 34483,0 34511,7 34197,3 34876,7

Tabla 12. Evaluaciéon de la normalidad de los datos obtenidos en funcion del
tiempo para AMPA (Dias consecutivos)

Concentracion Area AMPA

(mg L) Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5

0.5 170,3 141,1 177,7 226,0 242,0
1.0 441 387,3 488,3 484,0 521,0
2.0 1820 2207,7 2492,0 2911,0 2973,3
3.0 2508,7 2944,7 3509,3 2955,7 3491,3
5.0 5081,7 4610,3 4322,7 4269,0 5145,3
7.0 7451,3 7429,0 7084,0 6689,0 7272,0
10.0 10887 10134,0 9632,7 9100,3 10326,0

Se aplican pruebas paramétricas de ANOVA con el fin de establecer si existen

diferencias significativas en los valores de area en términos de linealidad

instrumental. En la Tabla 13 y 14 se presentan los datos de los analisis ANOVA

para Gly y AMPA respectivamente.

Tabla 13. ANOVA para area vs dia (Gly)

Sumade al Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Entre 5,806E+6 4 1,451E+6 0,011 1,000
grupos
Dentro de 1,345E+10 100 1,344E+8
los grupos
Total 1,345E+10 104
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Tabla 14. ANOVA para area vs dia (AMPA)

Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Entre 2,515E+6 4 6,289E+5 0,054 0,995
grupos
Dentro de 1,169E+9 100 1,169E+7
los grupos
Total 1,171E+9 104

El analisis ANOVA para los valores de area de los diferentes niveles de

concentracion en funcion del dia, (Tabla 15 y 16) muestra que no existe diferencia

significativa entre los valores de area (p >0,05) en funcioén del dia, se encuentra que

los resultados provienen de una poblacion con distribucién normal y el area de cada

concentracion no presenta variacion con el tiempo, ademas sugiere que la

metodologia aplicada presenta repetibilidad en dias consecutivos.

En las tablas 15y 16 se muestran los resultados de la prueba ANOVA para conocer

si existen diferencias significativas entre los valores de area en funcion del nivel de

concentracion.

Tabla 15. ANOVA para Area vs Nivel de concentracion (Gly)

Sumade gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Entre 1,341E+10 6 2,235E+9 5007,285 0,000
grupos
Dentro de 4,374E+7 98 4,463E+5
los grupos
Total 1,345E+10 104
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Tabla 16. ANOVA para area vs nivel de concentracion (AMPA)

Sumade gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Entre 1,154E+9 6 1,924E+8 1103,384 0,000
grupos
Dentro de 1,708E+7 98 1,743E+5
los grupos
Total 1,171E+9 104

El resultado obtenido indica que las areas difieren significativamente (p<0,05) entre
cada nivel de concentracion, esto demuestra que existe una relacion directamente
proporcional del area con respecto a cada nivel de concentracion. Para saber entre
cuales niveles de concentracion hay diferencia significativa, se aplica la prueba de
Tukey (o prueba de grupos) Tabla 17 y 18 para Gly y AMPA respectivamente, con

un intervalo de confianza del 95 %.

Tabla 17. Prueba de Tukey (glifosato)

Nivel de N Subconjunto a = 0,05

concentracion 1 2 3 4 5 6 7
0,5 15 1761,4
1,0 15 3448,8
2,0 15 9764,0
3,0 15 14163,9
5,0 15 19314,9
7,0 15 28285,0
10,0 15 34160,4
Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000

Tabla 18. Prueba de Tukey (AMPA)

Nivel de N Subconjunto a = 0,05

concentracion 1 2 3 4 5 6
0,5 15 1914
1,0 15 464,3
2,0 15 2480,8
3,0 15 3081,9
5,0 15 4685,8
7,0 15 7185,0
10,0 15 10016,0
Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
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En los resultados de la prueba de Tukey para el método analitico, se visualizan las
medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos en donde cada area es
significativamente diferente, lo que sugiere que el &rea de cada nivel de
concentracion tiene un valor de significancia de p>0,05, es decir, el incremento en
el nivel de concentracion produce incremento significativo y proporcional en el valor
del é&rea, indicando que hay una relacién lineal directa entre el area y la

concentracion en los niveles de las curvas de calibracion para el glifosato.

Como los datos de area difieren significativamente para cada nivel de concentracion
y a medida que incrementa el nivel de concentracion incrementa el area. Los datos
se evaluaron a través del grafico relacionando el area respecto a la concentracion
de Gly y AMPA (mg L1). Las gréaficas obtenidas se muestran en la Figura 17 y 18

respectivamente.

Medida de area (dias) vs Concentracién

40000 -
35000 -

y =3475,9x + 1690,9
30000 T RZ = 0[9727

25000 -
S 20000 -
S

< 15000

10000 -
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0 n T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12

Concentracion

Figura 17. Grafica respuesta lineal area vs concentracion (mg L) (Glifosato)
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Medida de area (dias) vs Concentracion
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Figura 18. Grafica respuesta lineal area vs concentracion (mg L) (AMPA)

En la Figura 17 y 18 se representa la tendencia de los datos presentados en las
Tabla 11 y 12 respectivamente. Estos datos fueron evaluados a través de un gréfico
donde se relaciona el area respecto a la concentracion de Gly y AMPA (mg L) en
las gréficas se observa la tendencia lineal de los resultados y la ecuacion lineal de

las curvas de calibracion.

40000 + Area en funcién de la concetracion
35000 - 3338,5x + 2311,7
R?=0,9601
30000 - y =3557,8x + 1209,2
R?=0,9736
o 25000 - y =3547,2x + 1703,1
:?’ 20000 - v= R3320 %1s 3
. R? = 0,98
15000 - y = 3483,6x + 1812,2
10000 4 R? =0,9806
5000 - eDial
0 . : . : : . ® Dia2
0 2 4 6 8 10 12 ©®Dia3
. ® Dia 4
Concentracion e Dia5

Figura 19. Gréficas de linealidad y repetibilidad de las curvas de calibracion en los 5 dias
consecutivos (glifosato)
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14000 - y = 1144,7x - 609,16
R?=0,9923
12000 - ¥= 1062,1x - 344,94
R2=0,9921
10000 - } = 980,57x - 34,242
8000 - R?=0,9793
8 6000 - y =914,15x + 83,095
\2 R?=0,9702
4000 - - y=1037,6x+ 57,113
] R2=0,9829 .
2000 - e Dial
0 + : : , . . . e Dia2
-2000 0 2 4 6 8 10 12, B:: 431
Concentracion (mg LY) ®Dia5

Figura 20. Gréficas de linealidad y repetibilidad de las curvas de calibracion en los 5 dias
consecutivos (AMPA)

El coeficiente de correlacion se evaluo estadisticamente mediante Correlacion de
Pearson teniendo como hipétesis nula Ho: “No existe correlacion significativa entre
y e x”. Como se observa en la Tabla 19 la prueba es significativa (Sig. 0,000< 0,01),
por lo que se rechaza la hipotesis nula y se concluye que existe correlacion
altamente significativa entre el area y la concentracion; la respuesta brindada por el
equipo es adecuada puesto que se obtuvo un r mayor a 0,7 indicando que existe
linealidad. R? indica que el 97 % de la variacion del area esta explicada por la

variacion en la concentracion

Tabla 19. Coeficientes de correlacion. (Evaluacion de la linealidad instrumental)

Parametro Valor
Coeficiente de correlacion 0,986
Coeficiente de correlacion? 0,973
Sig. Cambio en F 0,000

Mediante andlisis de varianza (ANOVA) se evalué estadisticamente la regresion en

las curvas de calibraciéon de la Tabla 11, los resultados se muestran en la Tabla 20.
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Tabla 20. ANOVA para evaluar la regresion lineal en la curva de calibracion
(glifosato)

Modelo Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadrética

Regresion | 1,309E+10 |1 1,309E+10 | 3666,306 0,000

Residuo 3,676E+8 103 3,569E+6

Total 1,345E+10 | 104

Para evaluar la regresion se tiene como hipétesis nula: “No hay regresion
significativa en la curva de calibracion (R? = 0)”, y como hipétesis alternativa “Hay
regresion significativa en la curva de calibracién (R2# 0)”. Se observa que la
significancia para la regresion es menor de 0,05 por lo que se rechaza la hipotesis
nula y se acepta la alternativa, concluyendo que existe regresion significativa en la
curva de calibracion. Los resultados que se obtuvieron en las pruebas estadisticas
para la evaluacion de linealidad, permiten concluir que el método instrumental
empleado para determinacién de glifosato es lineal en el rango de 0,5 a 10 mg.L™,
con un coeficiente de correlacion superior a 0,95 (El valor del coeficiente de
correlacion oscila entre 0 y = 1; una correlacion igual a 0 significa ausencia de

relacion).*®

5.3.2 Limite de cuantificacion y deteccion

Se establecié el limite de deteccién (LD) en una concentracién de 0,1 mg L* de
glifosato (anexo 9A) y 0,2 mg Lt AMPA (anexo 9B) con una relacion sefial/ruido de
3, donde la sefal fue distinguible del ruido para el limite de cuantificacién (LC) se
tiene en consideracion un cociente S/N de 10 en el equipo. Analizando en orden
decreciente de 5,0, 2,0, 1,0 y 0,5 mg L%; se determiné el limite de cuantificaciéon en
0,5 mg L1, para el Gly y AMPA (anexo 10A y 10B respectivamente). Esta es la
concentracion mas baja a la cual el sistema de andlisis de datos (Xcalibur) puede

integrar el area bajo el pico.
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5.4 Extraccion de glifosato por dispersion de matriz en fase sélida-DMFS

Dentro de las variables clasicas que afectan el proceso de extraccion por dispersion
de matriz en fase sdlida se encuentra: pH, volumen de elucion y secado del
cartucho. Mediante el software Statgraphics Centurion ® XVII se elabor6 un disefio
de experimentos factorial aleatorizado con las tres variables independientes
anteriormente mencionadas y como variable respuesta el porcentaje de extraccion
de los analitos Gly y AMPA.

Variable Nivel alto Nivel medio Nivel bajo
pH 8,5 50 2,5

Volumen 10 mL 6 mL 3mL

Secado Con secado - Sin secado

El disefio experimental arrojando 18 experimentos los cuales se efectian acorde
con la matriz de disefio experimental factorial 32x2=18, puntos estrella y punto

central en el cuerpo

ANOVA particiona la variabilidad de porcentaje de recobro de AMPA (Anexo 11) en
piezas separadas para cada uno de los efectos. Entonces prueba la significancia
estadistica de cada efecto comparando su cuadrado medio contra un estimado del
error experimental. En este caso, un efecto tiene una valor-P menor que 0,05,
indicando que son significativamente diferentes de cero con un nivel de confianza
del 95,0 %.

El estadistico r? indica que el modelo, asi ajustado, explica 77,26 % de la variabilidad
en % recobro de AMPA. El estadistico r? ajustada, que es mas adecuado para
comparar modelos con diferente nimero de variables independientes, es 57,04 %.
El error estandar del estimado muestra que la desviacion estandar de los residuos
es 9,96. El error medio absoluto (MAE) de 5,85 es el valor promedio de los residuos.
El estadistico de Durbin-Watson (DW) prueba los residuos para determinar si haya

alguna correlacién significativa basada en el orden en que se presentan los datos
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en el archivo. Puesto que el valor-P es mayor que 5,0 %, no hay indicacion de

autocorrelacion serial en los residuos con un nivel de significancia del 5,0 %.
Para Gly (anexo 12) el valor de r>=88,65 %, r? (ajustada por g.l.) = 78,56 %, Error
estandar del estimado= 13,48, Error absoluto medio = 7,99, Estadistico Durbin-

Watson = 1,64 (P=0,1789), autocorrelacion residual de Lag 1 = 0,11.

Tabla 21. Puntos de disefio experimental para DMFS

pH Volumen (mL) Secado % Recobro AMPA %Recobro Gly
8,5 10 sin secado 44 78
8,5 6 sin secado 27 85
8,5 3 sin secado 31 34
8,5 10 con secado 18 85
8,5 6 con secado 42 62
8,5 3 con secado 14 47
5,5 10 sin secado 16 32
5,5 6 sin secado 22 56
5,5 3 sin secado 36 51
5,5 10 con secado 9 37
5,5 6 con secado 28 44
55 3 con secado 18 44
2,5 10 sin secado 0 0
2,5 6 sin secado 0 8,6
2,5 3 sin secado 0 0
2,5 10 con secado 1 16
2,5 6 con secado 0 0
2,5 3 con secado 0 0

Los resultados obtenidos del andlisis ANOVA del disefio factorial 3kX 2 indicaron
que la variable altamente significativa es el pH. Sobre el recobro de los dos analitos.
La influencia en la respuesta del sistema ante cambios en las variables pueden ser
observadas claramente y de manera estandarizada en el diagrama de Pareto
(Figura 21), en el cual, se confirma el efecto del pH sobre la variable respuesta.
Donde a pH acido se reduce considerablemente el porcentaje de recobroy a pH
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basico (8,5) se logra obtener un porcentaje recobro de 85 % para el glifosato y del
44 % para el AMPA. La diferencia en el comportamiento de extraccion entre el Gly
y AMPA se deberia a procesos de adsorcion alta, comportamiento similar que
presenta AMPA el cual se adsorbe fuertemente a las particulas del suelo ?°. Las
variables e interacciones que no sobrepasan el limite estadistico del valor t

representan un aporte insignificante.

Diagrama de Pareto Estandarizada para RECOBRO
Diagrama de Pareto Estandarizada para RECOBRO
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Figura 21. Diagrama de pareto A) para el Gly B) para el AMPA

Mediante el método de superficie de respuesta fue posible establecer los valores
de los factores que mejoran los recobros. Asi el punto optimo para el Gly y AMPA
se estable en un pH de 8,5, 6 mL de solvente de elucion y sin secado del cartucho
de DMFS. La superficie de respuesta resulta Gtil para visualizar la interaccion de los
factores en los que un cambio en la forma o altura de la superficie de respuesta. La
informacién que este proporciona se utiliza para determinar una direccion en la cual

se espere observar mayores valores de la variable respuesta.

A medida que se avanza sobre la superficie y se acerca a zonas de color amarillo-
rojo, se encuentran los valores de mayor recobro el incremento en la respuesta se
estabilizara en el punto mas alto de la superficie ajustada. Mostrando que el pH del
agua posee un efecto positivo imponente sobre el proceso Figuras 22 y 23, seguida

por el volumen, mientras el secado no presento la significancia
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Al no lograrse un punto maximo se debid llevar a cabo un nuevo conjunto de
experimentos y se ajusta de nuevo el modelo de primer orden. Se determina una
nueva direccion hacia valores crecientes de la respuesta y se ejecuta otra secuencia
de experimentos en la direccion determinada. Este proceso contindia hasta que se
hace evidente que a partir del método no se puede obtener un incremento en la

respuesta o éste es muy pequefio.

Superficie de Respuesta Estimada
SECADO=1,0

RECOBRO Superficie de Respuesta Estimada
- 100 P e CRbO=L
— 20
96 ;g’g RECOBRO
o 7 380 ="
Q56 500 140
9 620 260
g 0 o 380
T 16 860 Z 500
4 mm 980 O 620
= 1100 § Tp
25 [ 860
' 105 = 90
’ . | - 1100
85 4
55 65
65 ’ 25 35 45 105
pH 75 45 VOLUMEN ® 55 65 15 g5 25 45 65 98
85 25 pH ’ VOLUMEN
Figura 22. Superficie de respuesta para la extraccion del glifosato
Superficie de Respuesta Estimada
Superficie de Respuesta Estimada
SECADO=10
RECOBRO
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3 740 2 105 wem 080
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eSS . - 1100 4 65

R S B —— 45 VOLUMEN
105 25 g, ’ :
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Figura 23. Superficie de respuesta para la extraccion del AMPA
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5.5 Comportamiento de glifosato en la extraccion por dispersion de matriz en
fase sdlida

5.5.1 Efecto del pH

El primer efecto evaluado sobre la estabilidad del plaguicida glifosato en soluciones
acuosas fue el pH. Los resultados obtenidos a partir del disefio experimental nos
indicaban que era el pH un factor importante en el momento de obtener un buen
porcentaje recobro, teniendo en cuenta el caracter acido-base de los analitos. Por
lo anterior se estudio el pH de mayor estabilidad del organofosforado en soluciones
acuosas. En la tabla 22 se puede observar los resultados obtenido a diferentes
valores de pH (de 2,5, 5,5, 7,4 y 8,5) en funcion del tiempo de preparacion de las
soluciones estandar. Es evidente una mayor degradacion del Gly apH de 2,5 alo
largo de las 2,5 horas de preparada la muestra. Ademas se aprecia una menor
degradacion del glifosato a medida que se aumenta el pH de la solucion acuosa.
Concluyéndose que a pH 8,5 la estabilidad del Gly a tiempos largos se mantiene

constante. (Figura 24).

Tabla 22. Estabilidad del glifosato a diferente pH durante 2,5 horas

Tiempo | Areaglifosato | Area glifosato | Area glifosato | Area glifosato

(min) pH 2,5 pH 5,5 pH7,4 pH 8,5
0 2622 2822,5 2446 2046

30 1450,5 2561,5 2696 2277,5
60 1216,5 2449 2688,5 2238

120 1245 2423 2556 2423,5

150 994 2384,5 2393,5 2549,5
180 820,5 2298 2343 2549

Condiciones: Temperatura 20°C, pH 8,5,estandar de chequeo 3,0 mg L
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Estabilidad Glifosato a diferentes pH
durante 2,5h
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Figura 24. Estabilidad del glifosato a diferente pH.

Condiciones: Temperatura 20 °C, estandar de chequeo 3,0 mg L

5.5.2. Efecto temperatura

Un segundo factor que se considerd importante a evaluar fue la temperatura de las
soluciones preparadas y extraccibn como puntos concretos de analisis 10, 20, 35
y 40 + 1 °C Se prepararon soluciones estandar de 3,0 mg L que fueron mantenidas
a las temperaturas de andlisis y posteriormente inyectadas al UCLAR-EM. Se
realiza el monitoreo durante cuatro horas haciendo inyecciones cada 30 min. Del
estandar y del primer mililitro de elucion empleando DMFS. Para lo cual se fortifica
200 mg de Cis con 60 pL de glifosato realizandose una extraccion en t=0, 30, 60,90,
120, 150,180, 210 y 240 min

A partir de los deltas obtenidos (Delta 1 nos muestra la pérdida respecto al patrén
inyectado cada 30 min y delta 2 nos muestra la pérdida respecto al estandar en t=
0) se aprecia como la perdida respecto al patrén es mayor a 20, 35y 40 (tablas 24,
25y 26) en comparacion a 10 °C (tabla 23). Se observd que a las temperaturas 20
y 40 °C se presenta menor estabilidad del glifosato a lo largo del tiempo figuras 26
y 28 respectivamente para el caso de 20 °C se observa que alrededor de los 120 a
180 min empieza una pérdida considerable de glifosato. Al realizar la extraccion a
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40 °C se presenta una pérdida de aproximadamente el 50 % desde el t=0 min la
cual se mantiene a lo largo de las 4 horas (figura 28). Finalmente la extraccién
realizada a 10 °C se obtuvo una mayor estabilidad para la extraccion incluso
después de 4 horas (figura 25), estos hallazgos proporcionaron informacion
adicional referente al efecto de la temperatura sobre el proceso de extraccion del
Gly en DMFS, lo cual afecta significativamente los valores de recobro. Este estudio
nos permitié concluir que la temperatura mas adecuada de acuerdo a los valores

analizados para la realizacion de los ensayos es 10 °C.

Tabla 23. Estabilidad de glifosato a 10 °C (pH 8,5)

Tiempo Area Area Delta 1* | Delta 2*
glifosato glifosato
3,0mgL?t | Agua(1mL)
0 5241,5 3065 2176,5 2176,5
30 5140 3058 2082 2183,5
60 5104,5 2965,5 2139 2276
90 4923,5 3170,5 1753 2071
120 4786,5 3272 1514,5 1969,5
150 4699,5 3501 1198,5 1740,5
180 5305,5 2398 2907,5 | 2843,5
210 5478 2633,5 28445 2608
240 4838,5 3040,5 1798 2201

* Delta 1 nos muestra la pérdida respecto al patron inyectado cada 30 min y delta 2 nos muestra la
pérdida respecto al estandar en t= 0 min

Estabilidad Glifosato a pH 8,5 durante 4 h
Temp.10 °C
6000
* o ¢ ¢
5000 * o .
4000  3ppm
9 3000 m g ® = x 4 ™ oA
\ ua
2000 x % X oy X &
1000 Delta 1
T T T , X Delta 2
0 100 200 300
Tiempo (min)

Figura 25. Estabilidad glifosato a 10°C (pH 8,5)
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Tabla 24.

Estabilidad de glifosato a 20 °C (pH 8,5)

Tiempo Area Area Deltal | Delta 2
glifosato glifosato
3,0mgL?! | Agua (1 mL)

0 7642,5 5370 2272,5 | 2272,5
30 6660,5 4440 2220,5 | 32025
60 6990,5 6179 811,5 1463,5
90 7269,5 4749,5 2520 2893
120 7338,5 1644 5694,5 | 5998,5
150 7552 1615,5 5936,5 6027
180 5985,5 788 5197,5 | 6854,5
210 5990 641 5349 7001,5
240 5932 734 5198 6908,5
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Figura. 26. Estabilidad de glifosato a 20 °C (pH 8,5)
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Tabla 25. Estabilidad de glifosato a 35 °C (pH 8,5)

Tiempo Area Area Deltal | Delta 2
(min) glifosato glifosato
3,0mg Lt | Agua (1mL)
0 5951,5 5873 78,5 78,5
30 5169 2167 3002 3784,5
60 4947 3342 1605 2609,5
920 5652,5 1705 39475 | 4246,5
120 5512 4426,5 1085,5 1525
150 5781 3734,5 2046,5 2217
180 5554 3854,5 1699,5 2097
210 5419,5 3195,5 2224 2756
240 5120,5 3047 2073,5 | 2904,5

7000
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© 4000 -

o

< 3000 -
2000 -

1000 -
0 x
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by |
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Figura 27. Estabilidad de glifosato a 35 °C (pH 8,5)
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Tabla 26. Estabilidad de glifosato a 40 °C (pH 8,5)

Tiempo Area Area Delta 1l | Delta 2
(min) glifosato glifosato
3.0mgL?!| Agua (1 mL)

0 6840,5 3561 3279,5 | 3279,5
30 6627 5210 1417 1630,5
60 6337 3580,5 2756,5 3260
90 6605,5 5486 1119,5 | 1354,5
120 6330 4132,5 2197,5 2708
150 6204,5 3520 2684,5 | 3320,5
180 6063 4543,5 1519,5 2297
210 6792,5 3408 3384,5 | 34325
240 5812 4525,5 1286,5 2315

Estabilidad Glifosato a pH 8,5 durante 4 h

Tiempo (min)

Temp. 40 °C
8000
7000
* * *
6000 ¢ . ¢ e+ o
« 5000 u @ 3ppm
© 4000 u - mA
T gua
< 3000 A "
X X Delta 1
2000 »
1000 X X Delta 2
0 T T T 1
0 100 200 300

Figura 28. Estabilidad de glifosato a 40 °C (pH 8,5)

5.5.3 Proceso de Limpieza en la DMFS

Para conocer el efecto del proceso de limpieza en la extraccién primero se realizé
la extraccion del Gly sin limpieza donde se aplica las condiciones de pH y
temperatura establecidas como adecuadas en las secciones 5.5.1 y 55.2
respectivamente. Después de realizada

limpieza empleando un pH de 8,5 y temperatura de 10 °C nos arroja un porcentaje

de recobro de 101 % (Tabla 27)
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Tabla 27. Extraccién sin proceso de limpieza

Solvente (mL) Area glifosato

1.Agua 5488 5692 5995
2.Agua 2537 2163 1856
3.Agua 561 564 615
4.Agua 367 468 320
5.Agua 163 145 181
TOTAL 9116 9032 8967
3mglL? 8862 8572 9459

% recobro 102,9 105,4 94,8

Condiciones: Temperatura 10 °C, pH= 8,5, area en 1mL.

A pesar de obtener un porcentaje de recobro éptimo sin previa limpieza se estudio
el efecto de una secuencia de eliminacion de interferentes con el objetivo de aplicar

la extraccion del glifosato a matrices complejas como por ejemplo la sangre.

A causa de la presencia de proteinas y demas moléculas en la sangre estas
generaron interferencia en la determinacion realizada por UCLAR. Por tanto para
retirar estos compuestos presentes en la matriz se realizé un previo lavado con
acetonitrilo para la desnaturalizacion de las proteinas y otro con &cido
trifluoroacético-acetonitrilo para aumentar la hidrofobicidad de las proteinas?®

Al realizar la secuencia de limpieza con acetonitrilo en el proceso de extraccion se
presentan fugas del analito en los primeros 4 mL de 11,4 £ 2 % (tabla 28) con un
recobro total de 95 %. Evidentemente el acetonitrilo como solvente de limpieza

incide en el perfil de extraccion del Gly desplazando el frente de elucién.
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Tabla 28. Extraccion con limpieza empleando acetonitrilo

Solvente Area glifosato
(mL)

1.Acetonitrilo 131 296 149
2.Acetonitrilo 149 282 142
3.Acetonitrilo 122 267 228
4.Acetonitrilo 318 142 235
1.Agua 497 3276 3528
2.Agua 3921 2116 1620
3.Agua 908 468 518
4.Agua 319 334 190
5.Agua 221 114 142
TOTAL 6586 7295 6752
3mg.L? 7313 7442 6870
% Recobro 90,1 98,0 98,3

Condiciones: Temperatura 10 °C, pH= 8,5, area en 1mL.

Para la limpieza con acetonitrilo + acido trifluoroacético 0,5 % No se detectaron
fugas en los 4 mL empleados sin embargo el recobro se redujo a un 60 % (tabla
29). Una de las posibles causas de la disminucion del porcentaje de recobro es la
incidencia del pH en el proceso de estabilidad del analito, previos ensayos han

demostrado reacciones con derivados fluoroacetilados (Figura 29).4°

0 CFg o

0 0 0
I

CFa

” _ ‘_ TFAASTFE
C —CHsNHCH; P OH ARG /C_CHQNCHZ_ T_DW

OH OH /f/c' O
CF, <
Masa: 511 g/mol CFa

Figura 29 . Reaccion de formacion del derivado fluoroacetilado -fluoroetilesterificado del
glifosato.
Fuente : Adaptada de (Herrera,M. 2011p.63 )*°
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Tabla 29. Extraccion con limpieza empleando acetonitrilo + &cido trifluoroacético
0,5 %

Solvente (mL) Area glifosato
1. Acetonitrilo + Ac. 0 0 0
Trifluoroacético 0,5 %
2. Acetonitrilo + Ac. 458 0 0
Trifluoroacético 0,5 %
3. Acetonitrilo + Ac. 0 0 0
Trifluoroacético 0,5 %
4. Acetonitrilo + Ac. 0 0 0
Trifluoroacético 0,5 %
1.Agua 1719 1436 2290
2.Agua 2243 1947 1674
3.Agua 532 601 408
4.Agua 319 176 249
5. Agua 241 100 0
TOTAL 5054 4260 4621
3 mg L1 7715 7532 8170
% recobro 65,5 56,6 56,6

Condiciones: Temperatura 10 °C, pH= 8,5, areaen 1 mL

5.5.4 Modificador de matriz en DMFS

Con el fin de aumentar la fuerza i6nica en el proceso de extraccion vy la
desnaturalizacion de las proteinas por medio del efecto salino, pues la mayoria de
las proteinas son menos solubles a concentraciones elevadas de sal se
experimento adicionar 50 mg de cloruro de sodio (NaCl) al adsorbente Cis durante
el proceso de maceracién en muestras reales. Los resultados indicaron disminucién
en el porcentaje de recobro del Gly. Se han reportado estudios de un efecto
antagonico entre sales y el glifosato por lo cual una posible causa de la disminucién
en el porcentaje de extraccion; se puede atribuir a un antagonismos entre el catién
Na* frente al glifosato ya que este es un anién multivalente que origina sales de

glifosato de baja solubilidad. 505152
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Tabla 30. Extraccion con modificador de matriz (NaCl)

Solvente (mL) Area glifosato
1 Agua N.D N.D
2 Agua 585 N.D
3 Agua 336 1119
4 Agua 354 207
5 Agua 199 162
6 Agua 165 237
7 Agua 87,29 168
8 Agua 71,78 55,17
9 Agua 72,05 65,2
10 Agua 96,35 59,75
11 Agua 69,3 58,51
12 Agua 23,24 23,57
13 Agua 73,3 38,03
14 Agua 59,47 46,73
15 Agua 167 45,34
16 Agua 50,22 31,13
Total 2409 2316,43
3mg L* 7613 7108
% Recobro 31,6 32,6

Condiciones: Temperatura 10 °C, pH= 8,5, area en 1mL

5.6 Extraccién de glifosato en muestras de sangre por DMFS

Para la extraccion del glifosato en sangre total se evaluaron los siguientes
parametros: tipo de dispersante, solventes de elucién y secuencia de limpieza.

Tipo de dispersante
Para seleccionar el adsorbente de dispersion 6ptimo, se estudiaron el gel de silice,
la tierra de diatomeas, la alimina y el Cis. Las muestras de sangre humana

enriguecida a un nivel de concentracion del analito de 3 mg L temperatura 20 °C

pH 8,5 se preparan para este propdsito. Las recuperaciones con Cig como

79



dispersantes fueron de 68 % Gly por lo cual se opta por la Cis como adsorbente
de dispersion en experimentos adicionales. Con los deméas absorbentes se
obtuvieron recobros entre el 5y 60 %.

Solventes de elucion

Al mismo tiempo, la eficiencia de la extraccidn es relevante para el tipo de disolvente
de elucién. En el caso de la sangre se compone de agua, proteinas, carbohidratos,
grasas y varias especies inorganicas. Por lo tanto, el solvente de elucidn
seleccionado debe tener polaridad similar al del analito objetivo. Las biomoléculas,
como las proteinas, los carbohidratos y las grasas, pueden dafar la columna de

UCLAR, por tanto se debe realizar un proceso de limpieza previo a la extraccion.

Se utilizaron, acetona, acetonitrilo, metanol y agua desionizada como disolventes
de elucién. Los resultados experimentales mostraron que acetona, acetonitrilo,
metanol no pueden eluir los analitos de interés. Debido a la alta solubilidad del

glifosato en agua (1,01 g/100 mL (20 °C)) se usa como solvente de elucion.

Con el fin de observar el comportamiento del glifosato y su estabilidad en la sangre
humana ademas de la viabilidad de su extraccion por DMFS se aplican las
condiciones estudiadas en las secciones 5.5.1 a 5.5.4 tomando los puntos mas
adecuados como el pH a 8,5 y temperatura de 10 °C (cromatograma anexo 13).
Ademas de las técnicas de desnaturalizacion de proteinas usando acetonitrilo, acido

trifluoroacético y cloruro de sodio

En la tabla 31 se indican los resultados obtenidos con las condiciones establecidas
previamente. Los porcentajes de recuperacion para el Gly fueron de solo el 37,5 %,
lo cual se atribuye a que esta concentracion la sangre se encargaria de degradar la
molécula del glifosato y al efecto matriz. De modo que estimar la dosis interna de

exposicion a plaguicidas organofosforados en muestras biologicas es
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particularmente dificil porque los plaguicidas organofosforados tienen vidas medias

relativamente cortas y se metabolizan y excretan rapidamente del cuerpo?3.

Metabolitos organofosforados, incluidos los fosfatos de dialquilo, en la orina se han
usado como biomarcadores de la exposicién a plaguicidas organofosforados en
muchos estudios?3. Por esta razén la detecciéon de organofosforados intactos en la
sangre generalmente no es posible, excepto durante o poco después de la
absorcion de una cantidad sustancial. En general, los organofosforados no
permanecen sin hidrolizar en la sangre mas de unos pocos minutos u horas, a
menos que la cantidad absorbida sea grande o se inhiban las enzimas hepéaticas

hidrolizantes. 23

Tabla 31. Extraccion del glifosato a partir de muestras de sangre sin limpieza

Solvente (mL) Area
glifosato

1 Agua N.D

2 Agua 841

3 Agua 243

4 Agua 270

5 Agua 304

6 Agua 337

7 Agua 227
8 Agua 58.41

9 Agua 267
10 Agua 72,05
11 Agua 77.50
Total 2742
3mglL? 7315
% Recobro 37,49

Condiciones: 50 mg de sangre total, pH 8,5, temperatura 10 °C.
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Secuencia de limpieza

Los disolventes de lavado a menudo se requieren antes de la elucién para eliminar
las sustancias interferentes. Se utilizaron acetonitrilo (tabla 32) y acetonitrilo con
acido trifluorocético 0,5 % (tabla 33) porque permiten la desnaturalizacién de
proteinas presentes en la sangre que causan interferencias en el proceso de
extraccion. Sin embargo los resultados obtenidos indican que cuando se utilizaron
los disolventes de lavado, se obtuvo menor porcentaje de recobro (27 = 4 %). Los
resultados indican que se pueden eliminar muy pocos compuestos interferentes
utilizando el disolvente de lavado y generar cambios estructurales en el analito
objetivo. Teniendo en cuenta esto, las extracciones posteriores se realizaron sin una

secuencia de limpieza.

Tabla 32. Extraccion del Gly a partir de sangre y limpieza con acetonitrilo

Solvente Area
(mL) glifosato
1.Acetonitrilo 36,61
2.Acetonitrilo 42,73
3.Acetonitrilo 40,73
4.Acetonitrilo 16,06
1.Agua 211
2.Agua 925
3.Agua 94,48
4.Agua 49,48
5.Agua 49,85
6. Agua 102
7. Agua 82,02
8. Agua 61,43
9. Agua 63,83
TOTAL 1775,22
3mgL? 6419
% recobro 27,65 %

Condiciones: 50 mg de sangre total, pH 8,5, temperatura 10 °C

Los resultados experimentales muestran que la adicién de acetonitrilo no garantizo

por completo la desnaturalizacion de las proteinas en el proceso de extraccion por
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DMFS, también es evidente como acetonitrilo como solvente de limpieza incide en
el perfil de extraccion del Gly desplazando el frente de elucion. Ademas de
presentarse fugas del analito en estudio durante la elucion del solvente de tal forma

gue no es conveniente realizar el proceso de limpieza con acetonitrilo.

La limpieza con acetonitrilo + ac.trifluoroacético 0,5 % no arrojo resultados
satisfactorios con un porcentaje de recobro de solo el 23 % lo cual se atribuye a el
pH de la muestra dado que el glifosato presentan un caracter zwitterionico por la
presencia de grupos funcionales amino y acidos fosfénico y carboxilico generando
cargas positivas a pH acidos (2,5) donde el analito es inestable. Ademas se

consideran reacciones con derivados fluoroacetilados (figura 29).

Tabla 33. Extraccion del Gly a partir de sangre y limpieza con acetonitrilo + acido
trifluoroacético 0,5 %

Solvente (mL) Area
glifosato
1. Acetonitrilo *+ Ac. N.D
Trifluoroacético 0,5 %
2. Acetonitrilo *+ Ac. N.D
Trifluoroacético 0,5 %
3. Acetonitrilo *+ Ac. N.D
Trifluoroacético 0,5 %
4. Acetonitrilo *+ Ac. N.D
Trifluoroacético 0,5 %
1.Agua 551
2.Agua 584
3.Agua 108
4.Agua 90.98
5. Agua 101
6. Agua 100
TOTAL 1553,13
3mgL? 6705
% recobro 23

Condiciones: 50 mg de sangre total, pH 8,5, temperatura 10 °C.

La adicion de cloruro de sodio (tabla 34) también genero un efecto negativo en el

proceso de extraccion del glifosato a partir de las muestras de sangre a causa del
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antagonismos entre el cation Na* frente al glifosato ya que este es un anién
multivalente que se origina de sales de glifosato de baja solubilidad omitiéndose
también de la DMFS en posteriores pruebas.

Tabla 34. Extraccion del Gly a partir de sangre con adicion de NacCl

Solvente (mL) Area
glifosato

1 Agua N.D

2 Agua 370

3 Agua N.D

4 Agua 154

5 Agua 120

6 Agua 165
7 Agua 33,60
Total 842,6
3mglL? 6549
% Recobro 12,87

Condiciones: 50 mg de sangre total, pH 8,5, temperatura 10 °C, sin limpieza.

La sangre como fuente de analisis de los niveles de plaguicidas organofosforados
nos permite una medicion directa de los compuestos parentales en lugar de los
metabolitos y puede representar con mayor precision la dosis que llega al tejido
objetivo sin embargo se pudo apreciar que la velocidad de depuracién de la sangre
es inicialmente bastante rapida. Ademas las concentraciones de plaguicidas
organofosforados en la sangre son mucho mas bajas en comparacion con otras
matrices biolégicas por ejemplo en la orina. De ahi la importancia de implementar
meétodos analitos muy sensibles para la medicién de plaguicidas organofosforados

en la sangre.
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6. Conclusiones

Por medio de variables como pH, temperatura, secuencia de limpieza y modificador
de matriz, se establecié el comportamiento y estabilidad del plaguicida glifosato
durante su extraccion por dispersion de matriz en fase soélida y posterior analisis por

cromatografia de liquidos.

El estudio del efecto del pH sobre el glifosato permitio establecer que a condiciones
bésicas con un pH de 8,5 se logré una mayor estabilidad siendo este adecuado para
el proceso de extraccién con soluciones acuosas por dispersion de matriz en fase
sélida, asi mismo se establecié que la temperatura adecuada para realizar la DMFS

y preservar la concentracion inicial del a través de tiempo fue 10 °C.

El analisis de otros puntos de influencia en el momento de realizar la extraccion del
glifosato presentd un efecto antagonico como es el proceso de limpieza con
acetonitrilo y &cido trifluoroacetico y la adicion de cloruro de sodio como

modificador de matriz.

Las mejores condiciones de extraccion encontradas que permitieron la extraccion
de glifosato se establecieron con silice-Cis como adsorbente en una relacion 1:4
muestra/adsorbente, 5 mL de agua a pH 8,5 como solvente de elucion a una

temperatura de 10 °C sin proceso de limpieza.

El control selectivo de reaccion (SRM) (selected reaction monitoring) permitio
detectar y cuantificar con un alto grado de sensibilidad y selectividad los iones
fragmentos caracteristicos del glifosato y acido aminometilfosfonico lo cual posibilita
gue sean monitoreados en una matriz compleja como la sangre ya que minimiza al
maximo la presencia de otros interferentes, con la desventaja que al sufrir algin
cambio estructural en el proceso de extraccion o en contacto con la matriz esta no

sea detectada.
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La extraccion del glifosato a partir muestras de sangre se obtuvo un recobro del

37 % a una concentracién de 3 mg L posiblemente a esta concentracion las

enzimas presentes en la sangre lograria degradar la molécula de glifosato.

7. Recomendaciones

Para profundizar en la versatilidad y eficiencia de la técnica de extraccion por
DMFS de glifosato es importante realizar un estudio en otras matrices sobre
la extraccion del glifosato.

Realizar pruebas de estabilidad del glifosato en sangre empleando varias
concentraciones del mismo. Ademas de monitorear los compuestos
resultantes de la hidrolisis de organofosforados en la sangre.

Emplear e investigar otros procesos de limpieza que permitan una eficiente
eliminacién de interferencias sin efectos antagonicos en el proceso de

extraccion del glifosato.
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ANEXOS

Anexo 1
A).Espectro de masas ms" de glifosato + NH4OH 0,1 % ms? de 170

gly5 ppm HA 0.1% MS2 #21 RT: 0.30 AV: 1 NL: 3.14E2
T: TMS + ¢ ESI Full ms2 169.00@cid18.00 [50.00-500.00]
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B) Espectro de masas ms" de AMPA+ NH4OH 0,1 % ms? de 112

AMPA 112 #12 RT: 0.31 AV:1 NL:5.71E-1
T: ITMS + ¢ ESIFull ms2 112.00@cid28.00 [50.00-117.00]
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C) Espectro de masas ms" de AMPA+ NH4OH 0,1% ms? de 223

AMPA#12 RT: 0.31 AV:1 NL:8.02
T: ITMS + ¢ ESI Full ms2 223.00@cid28.00 [112.00-117.00]
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Anexo 2 Espectro de masas glifosato + agente ionizante acido férmico 0,1 %

BG_gly5ppmAF0.1%FULL #22 RT: 0.30 AV: 1 NL: 8.03E2
T. ITMS + ¢ ESI Full ms [80.00-500.00]
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Anexo 3.

Tabla 1. Niveles de concentracion vs areas dias curvas de calibracion

Dia Estandares
0,5 1,0 2,0 3,0 5,0 7,0 10

1 2150 3701 9502 14327 20112 27579 32505
1468 3551 10496 13998 20573 27791 31979
1699 3434 10872 15046 20782 28708 33716

2 1611 3419 8225 13977 17812 29650 34362
1688 2722 8946 14135 18653 28785 34585
1688 3785 9418 14589 18674 28548 34502

3 1507 3933 9665 14212 20024 29368 34543
1354 3971 9745 14671 20060 29257 34478
1409 3772 9873 13882 19804 29007 34514

4 1448 3133 9592 14724 18513 27338 34516
1585 3321 9896 13670 19103 27180 34021
1852 3133 9797 12631 18241 27203 34055

5 2216 3038 10165 14207 19141 27989 34869
2441 3371 10125 14215 19112 27997 34934
2491 3449 10143 14175 19120 27876 34827

Anexo 4. Perfil cromatografico para 50:50 acetonitrilo:

0,05 mL/min

RT:000-995 SM: 156

100
so;
eoé
40%

20

058 081 126 164
8503 8300 12227 79.01

224 257 279
82.97 83.02 177.04

441 /
8129

agua temperatura 40 °C flujo

42 768 808
11208 11207 30554

887 906 959 977
17005 219.22 305.45 305.39

NL:

2.80E2

TIC MS
BG_BG_BG
_10ppm1_18
0810171202

0

Anexo 5. Perfil cromatografico para 50:50 acetonitrilo: agua temperatura 50 °C flujo

0,05 mL/min
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Anexo 6. Perfiles cromatograficos para gradientes

Gradiente 0-15 min 50:50 a 30:70 acetonitrilo: agua flujo 0,03 mL/min temperatura 50 °C.

RT: 0.00-14.96 SM: 15G

RT:8.30

AA:5528 RT:8.87

AH153  AA:3621

BP:223.07 AH: 135
100 A BRLIT002 s
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NL: 1.54E2

TIC MS Genesis
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1180816102237

Gradiente 0-10 min 50:50 -40:60 acetonitrilo: agua flujo 0,05 mL/min temperatura 50 °C.

. — = NL
RT:5.28 ;
AA: 5488 3.33E2
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Gradiente 0-15 min 40:60 -30:70 acetonitrilo: agua flujo 0,025 mL/min temperatura 20°C.

125 % 2582, 16556
LRI N,

Gradiente 0-10 min 50-50 a 30-70 acetonitrilo: agua flujo 0,025 mL/min temperatura 20 °C.
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Anexo 7. Perfil cromatografico para 50-50

temperatura 40 °C.
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Anexo 8. Perfil cromatogréfico para 50-50 isopropanol: agua flujo 0,05 mL/min.

RT: 0.00-9.95 SM: 15G
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Anexo 9A. Cromatograma del limite de deteccion del Glifosato, pico base de 170.

3}
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Anexo 9B. Cromatograma del limite de deteccion del AMPA, pico base de 112.
0‘70\ 1.22
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Anexo 10A. Cromatograma del limite de cuantificacion del Glifosato, pico base 170.

RT: 0.00-5.03 SM: 5G

RT:2.56 NL: 1.12E2

MA: 1505 TIC F: TMS +c ESI

o0 L 1700086142500
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Anexo 10B. Cromatograma del limite de cuantificacién del AMPA, pico base de 112.

MA: 390
MH: 31.63

TIC MS
0,5ppmampa2

SN: 10

o5 ) s 20 HES a0 a5 P a5 S0
Anexo 11. Andlisis de Varianza para AMPA
Fuente Suma de Cuadrados |Gl [Cuadrado Medio |Razén-F |Valor-P
A:pH 2552,08 1 2552,08 25,70 0,0007
B:VOLUMEN 9,72 1 9,72 0,10 0,7615
C.SECADO 116,536 1 116,536 1,17 0,3069
AA 184,054 1 184,054 1,85 0,2065
AB 32,0 1 32,0 0,32 0,5842
AC 70,0833 1 70,0833 0,71 0,4226
BB 71,6844 1 71,6844 0,72 0,4176
BC 0,853333 1 0,853333 0,01 0,9282
Error total 893,823 9 99,3137
Total (corr.) 3930,84 17
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Anexo 12. Analisis de Varianza para Gly

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio [Raz6n-F [Valor-P
A:pH 11187,4 1 11187,4 61,55 0,0000
B:VOLUMEN 432,0 1 432,0 2,38 0,1575
C:SECADO 5,12 1 5,12 0,03 0,8704
AA 350,938 1 350,938 1,93 0,1981
AB 5445 1 5445 3,00 0,1175
AC 9,01333 1 9,01333 0,05 0,8287
BB 211,218 1 211,218 1,16 0,3091
BC 40,3333 1 40,3333 0,22 0,6488
Error total 1635,75 9 181,75

Total (corr.) 14416,3 17

Anexo 13. Cromatograma 1mL de extraccion de glifosato en sangre total.
Condiciones temperatura 10 °C, pH 8,5, sin proceso de limpieza

RT: 0.00-5.03 SM: 9G
RT:2.00 NL:
MA: 862 5.03E1
MH: 49.16 TIC F: ITMS + ¢
BP:87.88 ESISRM ms2

s os6 106 150 7 S
88.16 85.31 88.39 — ~— 87.54

T T T T T T T T T T T
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