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Glosario

Acido desoxirribonucleico (ADN): moléculas de interior de la célula que contienen

informacidn genética y la transmiten de una generacion a otra (NIH, 2019).

Acido aminometilfosfonico (AMPA): principal metabolito del glifosato (OMS, 2004).

Biosintesis: proceso de diferentes pasos con accidn catalitica enzimatica donde los sustratos se

convierten productos complejos en organismos vivos (Alberts, 2007).

Cloruro de fluorenilmetil oxicarbonil (FMOC): éster de cloroformiato.

Cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC): técnica analitica utilizada para separar los

componentes de un analito (Miranda & Martin, 2013).

Enolpiruvilshikimato fosfato sintetasa (EPSPS): enzima de la ruta metabodlica de shikimato
(USDA, n.d.).

Glifosato: ingrediente activo de algunos herbicidas de amplio espectro (MONSANTO, 2018).

Herbicida: compuesto quimico que causa una disrupcién en la fisiologia 0 metabolismo de una

planta por el tiempo suficiente para matarla o reducir su crecimiento (Anzalone, 2008).

Limite de cuantificacion (LOQ): cantidad mas pequefia de un analito que se pueda cuantificar

por un instrumento (Quino, Ramos, & Guisbert, 2007).

Limite de deteccion (LOD): concentracion del elemento que producird un cociente de la
sefial/ruido, amplitud de la sefial y el ruido de la linea de fondo; concentracion més baja que se

puede distinguir a partir del cero (Quino et al., 2007).
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Quelante: compuesto quimico que se une con firmeza a los iones metélicos (NIH, 2019).
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Resumen

El glifosato es el producto agroquimico mas utilizado actualmente por la industria
agropecuaria, sus resultados sobre la inhibicion de plantas indeseadas y su selectividad han hecho
de este producto el més usado en la actualidad (Madrid, 2011); sin embargo, en paises como
Colombia se considera también para la erradicacion de cultivos ilicitos (Solomon et al., 2005).

Diferentes estudios han demostrado que el glifosato y su metabolito secundario AMPA,
acarrean problemas a largo plazo sobre la sobre la salud (enfermedad de Parkinson, enfermedad
celiaca) (Samsel & Seneff, 2013) y el medio ambiente (Mantilla et al., 2012), en Colombia no se
ha planteado hasta el momento una metodologia de deteccion en suelos y plantas.

Teniendo en cuenta esto, se planted una metodologia para la deteccion de glifosato en un
equipo de cromatografia liquida de alta eficiencia con detector de arreglo de diodos (HPLC-DAD).
Para esto, se realizé una curva de calibracion, la cual arroj6 un coeficiente de determinacion (R?)
de 0,9975, para garantizar la reproducibilidad del método se hizo la curva por duplicado y
triplicado donde se obtuvieron resultados de R? de 0,9994 y 0,9987 respectivamente; igualmente,
se analizd un patrén externo de una concentracion conocida de 20ppm de RoundUp®. Con los
datos obtenidos se establecieron limites de deteccion (LOD) y de cuantificacion (LOQ).

Establecidas las condiciones para la deteccion de glifosato, se procedié a determinarlo en
muestras reales, en este caso en suelos, lixiviados y plantas de tomate y albahaca, los cuales se les
realizd el respectivo pretratamiento de extraccion y luego el andlisis los cuales arrojaron
concentraciones del pesticida analizado.

Palabras Clave: Glifosato, AMPA, HPLC-DAD, agroquimico, curva de calibracion,

LOD, LOQ.
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Abstract

Glyphosate is the most widely used agrochemical product currently by the agricultural
industry, its results on the inhibition of unwanted plants and its selectivity have made this product
the most widely used today (Madrid, 2011); however, in countries like Colombia it is also
considered for the eradication of illicit crops (Solomon et al., 2005).

Different studies have shown that glyphosate and its secondary metabolite AMPA, cause
long-term problems on health (Parkinson's disease, celiac disease) (Samsel & Seneff, 2013) and
the environment (Mantilla et al., 2012). , in Colombia, a detection methodology in soils and plants
has not been proposed so far.

Taking this into account, a methodology for the detection of glyphosate was proposed in
a high-efficiency liquid chromatography equipment with a diode array detector (HPLC-DAD). For
this, a calibration curve was carried out, which yielded a determination coefficient (R2) of 0.9975,
to guarantee the reproducibility of the method, the curve was made in duplicate and triplicate where
R2 results of 0.9994 were obtained and 0.9898 respectively; Likewise, an external standard of a
known concentration of 20ppm of RoundUp® was analyzed. With the obtained data, limits of
detection (LOD) and quantification (LOQ) were established.

Once the conditions for glyphosate detection were established, it was determined in real
samples, in this case in soils, leachates, and tomato and basil plants, which underwent the
respective extraction pretreatment and then the analysis, which showed concentrations of pesticide

analyzed.
Key Word- Glyphosate, AMPA, HPLC-DAD, agrochemical, calibration curve, LOD,

LOQ.
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Introduccion

El glifosato es el compuesto activo del herbicida comercial Roundup® ampliamente
utilizado en la industria agricola con el fin de prevenir el crecimiento de plantas invasoras que
afectan la salud del cultivo; el ingrediente activo del herbicida afecta la enzima EPSsP (5-
enolpiruvilshikimato-3-fosfato sintetasa) la cual es responsable del crecimiento, sin embargo, esta
enzima no esta presente en humanos y animales por lo cual el producto es seguro en caso de posible
contacto directo (Monsanto.2018).

El glifosato es un herbicida de amplio espectro no selectivo, es un acido organico debil y
su estructura quimica esta formada por una fraccion de glicina y otra de fosfonometil (Monroy,
Cortés, & Sicard, 2005). Con una alta capacidad de traslocacidn basipetal, lo que indica que se
transporta rapidamente de las hojas (primer contacto del herbicida con la planta) hasta el tallo
(Jayasumana, Gunatilake, & Senanayake, 2014).

En su accién herbicida, el glifosato es un quelante de metales sistémicos que ejerce una
accion sobre la enzima EPSsP inhibiéndo la via metabdlica del acido shikimico (Johal & Huber,
2009) en la biosintesis del triptéfano, tirosina y fenilalanina; este proceso solo se presenta en
plantas, hongos y bacterias.

El uso indiscriminado del glifosato en la industria agricola ha venido en crecimiento y mas
en un pais como Colombia, donde se usa también para la erradicacion de cultivos ilicitos. Se dice
que sélo el 14% del glifosato del pais se usa para la erradicacion de cultivos de amapola, cocaina

y marihuana (Solomon et al., 2005).
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Estudios han demostrado que el glifosato puede ser dafiino para los humanos, animales y
el ambiente. En humanos se han reportado casos como el desarrollo de parkinson (Caballero et al.,
n.d.), enfermedad celiaca (Samsel & Seneff, 2013), deficiencia de Manganeso (Samsel & Seneff,
2015), deficiencias renales (Jayasumana et al., 2014) y dafios en el ADN (Monroy et al., 2005). La
enfermedad celiaca puede traer consigo el desarrollo de anemia y céncer de tipo linfoma Non-
Hodgkin (Samsel & Seneff, 2013).

En el ambiente el glifosato puede afectar el suelo al causarle infertilidad, ya que se adsorbe
rapidamente en las fracciones minerales. La sorcion del glifosato puede ser un proceso reversible,
lo cual regula la vida media del producto, igualmente, la movilidad en el suelo esté ligado a factores
ambientales como la escorrentia llegando a afectar fuentes de aguas superficiales como
subterraneas. (De Gerénimo, Aparicio, & Costa, 2018).

En Colombia no hay muchos estudios sobre el glifosato por tal razén en el presente
proyecto se implementd la técnica analitica de cromatografia liquida de alta resolucion para la
determinacion de glifosato en suelos, lixiviados y plantas en el proyecto “Fitorremediacién de
suelos contaminados con glifosato y sus efectos socioeconémicos en la vereda los aceites del

municipio de Tame, Arauca” de X convocatoria interna USTA.
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1. Objetivos

1.1.  Objetivo General

Implementar la técnica analitica de cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC) para
determinar la concentracion de glifosato presente en suelos, lixiviados y plantas de tomate y
albahaca.
1.2.  Objetivos Especificos

e Establecer las condiciones éptimas para la derivatizacion del glifosato y la extraccion en
las muestras de suelos y plantas de tomate y albahaca.

e Implementar la técnica analitica cromatografia liquida de alta eficiencia con detector de
arreglo de diodos para el analisis de glifosato en el laboratorio de investigaciones de la universidad

Santo Tomas.
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2. Marco Referencial

2.1.  Marco Teorico.

El glifosato [N- (fosfonometil)glicina] (Figura 1) es un herbicida organofosforado de
amplio espectro con una accion no selectiva, cominmente usado en la industria agricola y como
control de vegetacion en areas que no han sido cultivadas (Wigfield & Lanouette, 1990)(lIslas,
Rodriguez, Mendoza-Huizar, Pérez-Moreno, & Carrillo, 2014). El glifosato es un acido, usado
como isopropilamina, en su presentacion, fisicamente se percibe como un polvo altamente soluble
en agua debido a su caracteristica de sal altamente polar. En su molécula presenta una estructura
de grupos &cidos como es el caso del fosfonato y acido carboxilico, al igual que un grupo basico

como una amina secundaria (Albers, Banta, Hansen, & Jacobsen, 2009).

2 |
J
P J

Figura 1. Molécula Glifosato.

La cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC) es una clase de cromatografia por
elusidn, su uso se considera versatil y por lo tanto es el mas utilizado. La técnica es utilizada para
separar y aislar diferentes analitos bioldgicos, inorganicos y organicos. La cromatografia liquida
puede clasificarse de acuerdo a su tipo de fase estacionaria o su mecanismo de separacion, los

cuales son: Cromatografia de particion, cromatografia de adsorcion, cromatografia idnica,
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cromatografia de exclusién molecular, cromatografia de afinidad y cromatografia quiral (Skoog,
West, Holler, & Crouch, 2015).

La cromatografia liquida de alta eficiencia es un tipo de cromatografia que combina una
fase movil liquida y una fase estacionaria finalmente dividida. Con el fin de obtener velocidades
de flujo satisfactorias, el liquido debe ser presurizado en libras por pulgada cuadrada (Skoog et al.,
2015).

Un equipo de cromatografia liquida de alta eficiencia estd equipado (Figura 2.)
basicamente de una fase movil (disolvente), una valvula reguladora de disolvente, una bomba que
regula la presion de paso de la fase moévil por la columna, valvulas de retencion de salida y entrada,
una jeringa de purga del analito, un filtro, una valvula de inyeccién, la columna y finalmente, el

detector, que puede ser de arreglo de diodos o de indice de refraccion (Skoog et al., 2015).

Fuente de
helio regulada - I
!-.'“' a2
{ i
et Vilvula de retencion de salida
S, - -
A A ) )
Js e A A s VI
CUY EMES CES IS | ! desecho
Atenuador i P
4 ] il L | de pulso Sl
__w JAi == e ) . ——
l Reservorios ]-]urh{ \ Y “Wilvula de " Vilvula
de disolvente  jeador Filtro L~ retencidn M de drenaje
de gas de | " Bomba 4 de entrada
¥ entrada
e <}Z' " > = L)
o Ky d b
b1 Jeringa de purga
-
Vilvula de dosificacién de disolvente —
=— Al detector =B BEe B O—0 = ;| |
Columna l Regulador Filtro
1 Transductor | = .
. de contrapresion
de presicn

I1
Vilvula de inyeccidn

Figura 2. Diagrama de componentes para un equipo de HPLC.
Fuente: (Skoog et al., 2015).
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La elucion de un disolvente o mezcla de disolventes de composicion constante se denomina
elucidn isocrética y la elucion por gradiente es aquella en la que la composicion de disolvente se
cambia de manera continua o escalonada, las valvulas de dosificacion regulan e introducen los

disolventes de la fase movil a diferentes velocidades (Skoog et al., 2015).

2.2. Estado del Arte

Diferentes estudios han demostrado que el glifosato puede ser dafiino para los humanos,
animales y el ambiente, a pesar de que el fabricante asegure que el producto es selectivo y no afecta
a los seres humanos o animales. Sin embargo, un estudio realizado en Estados Unidos por Mariah
Caballero, Solmaz Amiri , Justin T. Denney, Pablo Monsivais, Perry Hystad y Ofer Amram en el
estado de Washington, demuestran una correlacion que existe entre la exposicion prolongada al
producto de Roundup® vy las altas tasas de personas con enfermedad de Parkinson y como
consecuencia final, una muerte prematura; encontraron que existe una posibilidad de un 33% de
desarrollo de la enfermedad para individuos que han tenido un contacto directo con el producto en
comparacion a quienes no estdn expuestos, una proporcion de probabilidades de 1.33,95%
(Caballero et al., n.d.).

Como resultado de una investigacion llevada a cabo en Estados Unidos por Anthony
Samsel y Stephanie Seneff, donde buscaron la relacion entre el desarrollo de la enfermedad celiaca
o intolerancia al gluten y la exposicion al uso de glifosato, monitoreando la concentracion del
producto en comida y orina de la persona, encontraron que esta enfermedad desarrolla otras
enfermedades como fallas renales, tiroides y cancer debido a los desérdenes alimenticios que
causa, los sintomas que se desarrollan debido a la accion quelante que el glifosato tiene sobre los

minerales de hierro, cobalto, cobre y molibdeno, impidiendo la absorcion por parte del cuerpo, asi
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mismo, lo investigadores encontraron una inhibicion de la enzima P450, responsable del
metabolismo de los farmacos antineoplésicos y el metabolismo de algunos xenobidticos, asi
mismo, el glifosato se hace responsable de la disminucion de aminoacidos esenciales como
triptdfano, selenometionina, tirosina y metionina.

Finalmente, concluyen que las propiedades del glifosato afectan o inciden en el desarrollo
de la enfermedad celiaca por interrumpir la ruta de sintesis de acido shikimico, alterar el balance
entre patdgenos y la biota benéfica en el intestino, accién quelante de metales y la inhibicién de
enzima citocromo P450 (Samsel & Seneff, 2013).

El manganeso es un nutriente importante en la dieta regular humana, los bajos niveles de
este elemento puede acarrear el desarrollo de diferentes enfermedades especialmente a nivel
neuroldgico e intestinal como es el caso de patologias neurodegenerativas como Alzheimer y
Parkinson. Es por esto que los investigadores Anthony Samsel y Stephanie Seneff estudiaron la
relacion entre el glifosato y sus implicaciones en la reduccion de Mn, se enfocaron En el alimento
sumistrado a reces, el cual constaba de plantas provenientes de semillas genéticamente
modificadas Roundup®-Ready Yy tratadas con el pesticida Roundup® cuyo ingrediente activo es
glifosato. Una de las implicaciones del uso de este tipo de semillas en conjunto con el pesticida,
es el efecto reductor que el glifosato tiene sobre los niveles de Mn en las plantas de manera
significativa “el superoxido dismutasa Mn protege las mitocondrias del dafio oxidativo y la
disfuncion mitocondrial es una caracteristica clave del autismo y Alzheimer” (Samsel & Seneff,
2015). Finalmente, los autores concluyen que proponen la quelacion del Mn por parte del glifosato
como una supresion de enzimas CYP como una de las posibles causas del aumento de pacientes

con patologias neurodegenerativas (Samsel & Seneff, 2015).
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Las enfermedades renales pueden ser causadas por multiples factores, en muchos de esos
casos son causadas por lo que consumimos, es el caso de una investigacion llevada a cabo en Sri
Lanka por los investigadores Channa Jayasumana, Sarath Gunatilake y Priyantha Senanayake,
donde quisieron evaluar la correlacion entre el creciente desarrollo de enfermedades renales en
una poblacion afectada por el uso de glifosato y consumo de agua con altos niveles de dureza.
Encontraron que a pesar de que el glifosato no se asocia a este tipo de enfermedades, al encontrarse
con un fator geoambiental local y la presencia de algunos metales nefrotoxicos, desarrolla la
capacidad de afectar negativamente los tejidos renales de las personas que manipulen el producto
y la poblacion cercana a este tipo de actividad (Jayasumana et al., 2014).

En Colombia se han realizado estudios citotdxicos y genotoxicos sobre los efectos de
diferentes concentraciones de glifosato sobre el ADN, es por esto que los investigadores Claudia
Milena Monroy, Andrea Carolina Cortés, Diana Mercedes Sicard, Helena Groot de Restrepo
hallaron que a células GM38 a una concentracion de 4.0-6.5 mM de glifosato y las células
HT1080 a 4.75-5.75Mm causan un dafio importante al ADN (Monroy et al., 2005).

El analisis de glifosato en 12 suelos de uso agricola en Argentina, especialmente donde se
usan semillas transgénicas de soya, algodon y maiz fueron la base de la investigacién de Eduardo
De Ger6nimo, Virginia C. Aparicio, José L. Costa donde crearon un modelo para estimar el
coeficiente de sorcion de glifosato y asi medir més facilmente las propiedades del suelo, los datos
de equilibrio de adsorcidn se presentaron por medio de isotermas de Freundlich. Los resultados
arrojaron que el pH y los contenidos de arcillas son los principales pardmetros que rigen la
adsorcion de glifosato en suelos y una poca correlacion con el aluminio intercambiable (De

Geronimo et al., 2018).
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Con la finalidad de determinar la contaminacidn por glifosato en muestras de suelo y lodos
los autores Lisi Suna,b,c, Deyang Konga,b, Weidong Gud, Xinyan Guoa,b, Wenqi Taoa,b,
Zhengjun Shana,b, Ying Wangc, Na Wang tomaron muestras en suelos de China, utilizaron la
técnica de HPLC para la deteccion con detector de fluorescencia, la extraccion de glifosato la
hacen usando fosfato de sodio y citrato de trisodio acuoso, ajustan el pH a 9 y seguidamente
realizan una derivatizacion con FMOC-CI debido a que la molécula de glifosato no puede ser
identificada por un detector de fluorescencia.

Para el experimento usaron concentraciones de glifosato estdndar de 0,1 y 0,5 mg/L para
conocer la concentracion éptima de FMOC-CI, los resultados arrojan que concentracion ideal para
FMOC-CI es de 1g/L pues presenta una mayor respuesta en cualquier concentracion de glifosato;
el tiempo ideal de derivatizacion lo encontraron a las 4 horas de trascurrida la reaccion, también
usaron hexano para purificar las muestras por el método de extraccion liquido-liquido.

Para la validacion del método, hicieron una curva de calibracion con concentraciones de
glifosato que fue desde 0.005-0.5 ppm obteniendo un coeficiente de correlacion >0.999, en las
muestras este rango esta reflejado en concentraciones equivalentes a 0.025-2.5 mg/Kg, el LOD es
de 0.01mg/Kgy LOQ de 0.04mg/Kg. Finalmente, los autores concluyen que el método usado, con
HPLC acoplado a un detector de fluorescencia para la deteccion de glifosato, en comparacion con
el método tradicional de LC/MS-MS y GC-MS/MS, es econémico, simple y sensible (Sun et al.,
2017).

El objetivo clave de la investigacion desarrollada por Bruno Molero da Silva, Fernanda
Benetti y Maria Olimpia Oliveira Rezende se baso en comparar dos métodos analiticos para la
determinacion de glifosato y AMPA. Los métodos utilizados para la deteccion fueron HPLC-UV

y GC-MS, las muestras de agua, suelo y sedimentos las tomaron en Brasil. Encontraron que HPLC-
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UV es un método eficiente para la determinacion de glifosato en todas las muestras y elimina el
paso de extraccion y limpieza; el método de GC-MS también es eficiente para la determinacion y
su ventaja sobre HPLC-UV es que tanto AMPA como glifosato se pueden identificar
simultdneamente. EI LOD y LOQ hallado en HPLC-UV para muestras de suelo y sedimento fue
de 0.040mg/Kg y 0,120mg/Kg, respectivamente. Finalmente, concluyen que ambos métodos son
eficientes y sensibles, sin embargo, HPLC-UV es mas rapido y econémico con respecto a GC-MS
(Silva, Benetti, & Rezende, 2015).

El objetivo del estudio desarrolla por Bruno Molero da Silva, Paulo Roberto das Dores da
Silvay Maria Olimpia Oliveira Rezen es el desarrollo de una metodologia analitica verde adecuada
para la determinacion de glifosato en muestras de suelo, para ello los investigadores escogieron el
método de determinacion HPLC-UV debido a que puede eliminarse el paso de limpieza de la
muestra donde se utilizan solventes orgéanicos dafiinos para la salud humana y el ambiente. El
método lo describen como una alternativa eficiente con un LOD y LOQ de 9.93ug/L y 30.1ug/L,
respectivamente. Los autores concluyen que los datos de LOQ y LOD obtenidos validan que el
método es adecuado para detectar y cuantificar herbicidas a diferentes niveles de concentracion
(Mangoni & Constantino, 2015).

La determinacién de AMPA y glifosato por un método simple y selectivo como el HPLC-
UV, es el objetivo de los investigadores Gabriela Islas, José A. Rodriguez, Luis H. Mendoza-
Huizar, Fidel Pérez-Moreno y Gabriela Carrillo para muestras de suelo, para su desarrollo,
utilizaron una pre-columna derivatizadora con 1,2-naftoquinona-4-sulfonato (NQS). Validaron el
método por medio de un patrdn interno y la construccion de una curva de calibracion; obtuvieron
valores de LOD y LOQ de 3.29 Se/b: y 10 Se/b; respectivamente. Concluyen que el método

cromatografico con pre-columna derivatizadora es una alternativa para la cuantificacion de AMPA
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y glifosato en muestras de suelo. El método es sensible y confiable para el analisis del herbicida
en muestras reales de suelos (Islas et al., 2014).

Con el fin de conocer el mejor método de deteccion de glifosato de muestras de suelo y
lodos por medio de la técnica de cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC), los
investigadores Jamilu Garbal, Abd Wahid Samsuri, Radziah Othman, Muhammad Saiful Ahmad
Hamdani utilizaron una precolumna derivatizadora para glifosato y AMPA, el agente derivatizante
que utilizaron fue FMOC a una concentracion de 0,02M, buffer de borato y dietiléter para eliminar
FMOC sin reaccionar. En este caso, querian conocer la diferencia entre los detectores de
fluorescencia (FLD) y arreglo de diodos (DAD) para asi saber cual de los dos era el més apropiado
para muestras de suelos y lodos. Encontraron que el limite de deteccidn para muestras de suelos
por medio de HPLC-FLD es de 0,132 mg/Kg, mientras que para HPLC-DAD el LOD para suelos
es de 0,122 mg/Kg, ambos detectores arrojaron una alta linealidad (R%?> 0,995). Los autores
concluyen que el método es confiable para la determinacion cuantitativa de glifosato y que el
detector con mayor sensibilidad es el de arreglo de diodos (Jamilu Garbal, Abd Wahid Samsuri
2,*, Radziah Othman2 & 1Zamfara, 2018).

Para cuantificar glifosato y AMPA en muestras acuosas, es necesario escoger la técnica
adecuada de deteccion, es por esto que los investigadores Emanuella M. Pimenta,a Fabio F. da
Silva,b Erica S. Barbosa,a Ane P. Cacique,a Douglas L. Cassimiro,a Gevany P. de Pinhoa and
Flaviano O. Silveério hicieron una comparativa entre los métodos de deteccion HPLC-ICP-MS/MS
y HPLC-DAD teniendo en cuenta la dificultad que presentan las moléculas de glifosato y AMPA
por su alta polaridad, baja solubilidad en solventes organicos y ausencia de grupos cromoforos.
Para los analisis fue necesario establecer las condiciones de reaccion e identificacion, donde para

HPLC-DAD es necesario una etapa previa de derivatizacion lo cual hace un poco méas costoso el
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método, para HPLC-ICP-MS/MS no se hace necesario este paso, ademas que este detector se
utiliza para determinar heterodtomos de los compuestos, para el caso del glifosato y AMPA se
detecta el fosforo, ahora el uso de MS/MS elimina las interferencias de la muestras, asi aumenta
la selectividad del método. Finalmente, concluyen que ambos métodos son efectivos, sin embargo,
el método de HPLC-ICP-MS/MS es mucho més répido y selectivo con respecto a HPLC-DAD
debido a que obvia el paso de la derivatizacion; con respecto a los limites de deteccion, para ICP-
MS/MS fue de 27-218 pg/L y para HPLC-DAD fue de 1-8 mg/L, con estos datos se observa que
el limite de deteccion respecto a cada detector es 36.5 veces menor (Emanuella M. Pimenta et al.,

2020).

3. Método

El presente trabajo de grado se desarrolld en el marco del proyecto “Fitorremediacion de suelos
contaminados con glifosato y sus efectos socioeconémicos en la vereda los aceites del municipio
de Tame, Arauca” en el cual se contaminaron suelos con glifosato para fitorremediacion con
albahaca y tomate, adicionalmente se evalu6 la capacidad de retencion de glifosato en el suelo, en
el presente proyecto se va a implementar la metodologia de Cromatografia Liquida de Alta

Resolucidn para andlisis de suelos, lixiviados y plantas albahaca y tomate.
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3.1.  Descripcion de las muestras

La contaminacién inducida de los suelos se dio en dos etapas, y en ambas ocasiones se
doparon con una concentracion de 5ppm, el primer dopaje se realizé el 24 de marzo de 2018, 20
dias luego de la siembra de las plantas de albahaca y tomate; el segundo dopaje se hace el 30 de
abril de 2018.

La recolecta de las muestras de suelos se hizo de acuerdo con las fechas de contaminacion,
para las plantas se hacia cuando moria totalmente, los lixiviados se recolectaban con la
periodicidad de los riegos los cuales se hacian dia por medio y se les proporcionaba una cantidad
de 100 mililitros de agua en cada riego.

Las muestras de suelo son las siguientes:

La muestra de suelo control tomate (dopaje 1) y suelo control tomate (dopaje 2) son
muestras de suelo sin adicion de glifosato para la planta de tomate; la muestra de suelo control
albahaca (dopaje 1) y suelo control albahaca (dopaje 2) son muestras de suelo sin adicién de
glifosato para la planta de albahaca; la muestra de suelo albahaca (dopaje 1) es una muestra una
adicién de glifosato de 5 ppm; la muestra de suelo albahaca (dopaje 2) es una muestra de suelo
con una segunda adicion de glifosato de 5 ppm; la muestra de suelo tomate (dopaje 1) es una
muestra una adicion de glifosato de 5 ppm; la muestra de suelo tomate (dopaje 2) es una muestra
de suelo con una segunda adicion de glifosato de 5 ppm.

Las muestras de lixiviado son las siguientes:

La muestra la lixiviado de suelo control (dopaje 1) y lixiviado suelo control (dopaje 2) son
muestras sin adicion de glifosato; la muestra de lixiviado suelo albahaca (dopaje 1) es una muestra
que se recolecto luego del primer dopaje de 5 ppm de glifosato del suelo de albahaca; la muestra

de lixiviado suelo albahaca (dopaje 2) es una muestra que se recolecto luego del segundo dopaje
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de 5 ppm de glifosato del suelo de albahaca; la muestra de lixiviado suelo tomate (dopaje 1) es una
muestra que se recolect6 luego del primer dopaje de 5 ppm de glifosato del suelo de tomate; la
muestra de lixiviado suelo tomate (dopaje 2) es una muestra que se recolectd luego del segundo
dopaje de 5 ppm de glifosato del suelo de tomate.

Las muestras de plantas son las siguientes:

La muestra de albahaca (dopaje 1) es una muestra de planta de albahaca a la cual en el suelo
se le hizo una adicion de glifosato a una concentracion de 5 ppm; la muestra de albahaca (dopaje
2) es una muestra de la planta a la cual en el suelo se le hizo una segunda adicién de glifosato a
una concentracion 5 ppm; la muestra de glifosato tomate es una muestra de la planta de tomate a

la cual se le hizo en su suelo, dos adiciones de glifosato a una concentracion de 5 ppm.

3.2.  Analisis Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia con Arreglo de Diodos:

El analisis de glifosato no se puede realizar por HPLC-DAD, para poderlo realizar se debe hacer
una derivatizacién como se describe a continuacion.

3.2.1. Derivatizacidn: para la derivatizacion se utiliz6 FMOC-CI como agente
derivatizador, se tomaron 400 microlitros de los patrones de glifosato analitico, seguidamente se
le afiadieron 700 microlitros de una solucion FMOC-CI 'y 400 microlitros de una solucién 0,05M
de buffer de borato de sodio. Se agit6 levemente para homogenizar los reactivos, la reaccion se
conservé por 12 horas en un frasco &mbar y por Gltimo se procedi6 a analizar por cromatografia
liquida de alta eficiencia (HPLC-DAD).

Para hallar las condiciones favorables de la derivatizacion del glifosato fue necesario variar
el tiempo de reaccion entre 1-48h, asi mismo, se experimento con la agitacion, la cantidad de buffer

de borato y la concentracion de FMOC-CI.
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3.2.2. Determinacion de glifosato: La determinacién del glifosato se llevé a cabo en un
equipo Agilent HP-1200 equipado con un detector de arreglo de diodos. Para la separacion se
utilizé una columna Zorbax C-18 (150* 4.6 mm; 5mm) a 40°C de temperatura, se us6 como fase
movil acetonitrilo, agua y 0,05M de fosfato monopotésico (KH2PO.) en una proporcion 30:70%
con un flujo de 0,7mL/min. Se inyectaron 20 microlitros de patrones y muestras, la lectura se hizo
a una longitud de onda de 206 nanémetros.

3.2.3. Cuantificacion: Para la cuantificacion del glifosato, y la implementacion del
método planteado se realiz6 una curva de calibracién con patrones analiticos de glifosato en un
rango de 3-40ppm, se garantizd la repetitividad y reproducibilidad del método por duplicado y
triplicado, asi mismo se hizo una validacion externa preparando una solucién de 20 ppm de
glifosato comercial RoundUp® (363 g/L).

3.2.4. Anélisis estadistico del método: los anélisis se realizaron por triplicado para asi
poder hacer los célculos correspondientes de desviacion estandar, asi mismo, se busca garantizar
la reproducibilidad, repetitividad, sensibilidad y exactitud de la metodologia planteada,

adicionalmente se evaluaron los limites de deteccion y cuantificacion (LOD y LOQ).

3.3.  Preparacion de muestras:

Para el anélisis de glifosato en suelos y plantas se hace necesario un pretratamiento de las
muestras como se muestra a continuacion.

3.3.1L Extraccion de glifosato de suelos: la extraccion del glifosato en los suelos se
realizé tomando 2 gramos de suelo pesados en un vidrio reloj, se transfirié la muestra a un tubo de
centrifuga de 25 mililitros y se le afiadieron 20 mililitros de una solucion 0.01M de KH2POg4, se

dejo de 2 horas en shaker a 4.000 rpm para homogenizar la muestra, una vez homogenizada se
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Ilevé por 10 minutos a la centrifuga a 10.000 rpm para acelerar la decantacion del suelo y poder
tomar la muestra de 400 microlitros del sobrenadante donde se encuentra el glifosato extraido,
posteriormente se hizo el proceso de derivatizacion.

3.3.2. Extraccion de glifosato de plantas: se tomaron las muestras de las plantas de
tomate y albahaca, cada una se homogenizaron con un procesador y se pesaron 5 gramos de cada
muestra en un vidrio reloj, luego, cada muestra se transfirié a un tubo de centrifuga de 50 mililitros,
se afiadieron 20 mililitros de agua desionizada, se homogenizaron las muestras en vortex,
seguidamente, se centrifugaron a 5000 rpm por 10 minutos con la finalidad de decantar la muestra
solida de las plantas. Se agregaron 1,5 mililitros de agua acidulada y 0,50 mililitros del
sobrenadante de las plantas en tubos de centrifuga de 15 mililitros y se homogenizaron en vortex,
seguidamente, se tomaron los 400 microlitros de la muestra para derivatizacion.

3.3.3. Tratamiento para lixiviados: para la determinacién de glifosato en las muestras
de lixiviados no fue necesario un pretratamiento, ya que la molécula de glifosato es altamente polar
lo que la hace muy soluble en agua y a su vez tiene una alta movilidad en los suelos, por lo tanto,
se infiere que el pesticida se encontrara en la muestra liquida resultante de cada riego y no habra
necesidad de un tratamiento previo al analisis. Teniendo en cuenta lo anterior, se procedié a tomar

los 400 microlitros directamente de la muestra para la derivatizacion y determinacion del pesticida.
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4. Resultados y Discusion

4.1. Derivatizacion del glifosato

La reaccion se lleva a cabo entre el FMOC-Cl y el glifosato (Figura 3), se da entre el grupo
éster cloroformiato del FMOC-Cl y el grupo amino del glifosato, obteniendo el compuesto FMOC-
Glifosato més acido clorhidrico. La reaccion ocurre en un medio alcalino que se da por el buffer
de borato (KH2PO.) a pH 9. La molécula derivatizada finalmente tiene una propiedad polar por

parte del glifosato y una parte no polar del FMOC-CI, agregandole un grupo croméforo para
facilitar su deteccion.
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Figura 3. Reaccion de derivatizacion del glifosato con FMOC-CI.

El FMOC-CI es un agente protector muy reactivo (Figura 4) al ser preparado en acetonitrilo puede
formar FMOC-H, por otra parte, el glifosato se prepara en agua de tal forma que en este medio
puede formarse FMOC-OH, lo cual dificulta la derivatizacidn, asi mismo en reaccion de FMOC
con el glifosato con un medio de agua y acetonitrilo, reacciona con el buffer de borato formando

el complejo FMOC-borato.
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Figura 4. Derivados de FMOC-CI.

Para verificar la calidad del FMOC-CI se pas6 como blanco de FMOC-CI con buffer de borato

0,05 M de la reaccién de derivatizacion (Figura 5).
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Figura 5 Cromatograma blanco FMOC-CI.
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En el cromatograma correspondiente al blanco, las sefiales obtenidas evidencian la
presencia de FMOC-CI junto con sus derivados de FMOC-H y FMOC-Borato (1,892, 2,030 y
2,190 min) y FMOC-OH (10,174 min). Teniendo en cuenta estos resultados se procedio a realizar

la derivatizacién obteniendo el cromatograma a continuacién (Figura 6).
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Figura 6. Cromatograma Glifosato.

En el cromatograma de derivatizacion del glifosato analitico, las sefiales obtenidas en los
tiempos de retencion de 1,987 y 2,130 minutos corresponden a FMOC-H y FMOC-CI
respectivamente, la registrada a 12,539 minutos corresponde a FMOC-OH como en la (Figura 5).

Esta informacion verifica que la sefial correspondiente al tiempo de retencion registrado a
2,590 minutos es de FMOC-Glifosato donde siempre se registrd en un rango entre 2,5 hasta 2,8
minutos; se observa una sefial definida y resuelta indicando confiabilidad en la cuantificacion del
glifosato bajo estas condiciones.

Para hallar las condiciones favorables para la derivatizacién de glifosato se consideraron las

variables tiempo, agitacion, pH y adicién de FMOC-CI, como se describe a continuacion.
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Como primera variable se considero el tiempo de reaccion entre 1 hora hasta 72 horas, este

rango se toma teniendo en cuenta que en la literatura se reportan diferentes tiempos de reaccion

(Figura 7).
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Figura 7. Variacion del tiempo en la derivatizacion.

Como se aprecia en los resultados obtenidos en todas las reacciones esta presente la sefial de
FMOC-Glifosato, adicionalmente con el paso del tiempo hay una pérdida de resolucion de los
picos debido al solapamiento de las sefiales, a menos de 12 horas la sefial se puede identificar, sin
embargo, es una banda muy ancha de baja resolucion e intensidad, lo que indica que la reaccion
apenas esta iniciando. Mientras que a 16, 24 y 72 horas se observa un pico mas ancho y la sefial

se solapa. Por tal razon, se concluye que el tiempo de derivatizacion es de 12 horas.
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Otra variable que se tuvo en cuenta fue la agitacion, ya que en la literatura es otro pardmetro
que tienen en cuenta en las derivatizaciones reportadas, se trabajo con agitacion de 3.500 rpm en

un shaker y sin agitacion.
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Figura 8. Variacion de la agitacién en la derivatizacion.

Como se puede apreciar en los resultados (Figura 8) la sefial de FMOC-Glifosato aparece como
un pico definido a 2.590 minutos sin agitacion, mientras que con agitacion se observa un pico
ancho y de baja intensidad en el tiempo de retencion donde sale el FMOC-Glifosato que evidencia
deficiencias en la derivatizacion, también se puede observar una banda muy ancha entre 12,5y 15

minutos que corresponde al FMOC y sus derivados, mientras que sin agitacion podemos ver con
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claridad la sefial de FMOC-Glifosato, pues estd mucho mas resulta y es posible cuantificar con
seguridad, por lo que se decide hacer el proceso de derivatizacion sin agitacion.

También se tuvo en cuenta el pH en el cual se lleva a cabo la derivatizacién, ya que medio de
reaccion es &cido (pH=2), se adiciono buffer de borato a una concentracion de 0,05M hasta llevar

a un pH de 9 como aparece en algunas referencias de la literatura (Figura 9).
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Figura 9. Variacion del pH en la derivatizacion.

Como se puede apreciar la derivatizacion a pH bésico (Figura 9) se presenta dos picos uno
entre 1,5 y 3,0 minutos, el primer pico sale como una banda aguda con dos maximos solapados
que corresponde al FMOC-H y el FMOC-CI, mientras que el segundo pico corresponde al FMOC-
Glifosato y aparece como una banda aguda y definida, mientras que sin buffer la sefial de FMOC-
Glifosato sale como una banda ancha con baja intensidad, la sefial de FMOC es muy ancha
solapando el FMOC-H y FMOC-CI, con esto se confirma que la derivatizacion se debe realizar
ajustando el pH a 9 adicionando buffer de borato 0,05 M.

Por ltimo, se vario la concentracién de FMOC-CI ya que los picos de FMOC-CI salen con

mas intensidad que el FMOC-Glifosato, lo cual quiere decir que esta adicionando un exceso de
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FMOC-CI para garantizar la derivatizacion completa del glifosato tanto en los patrones como en

las muestras de suelos, lixiviados y plantas.

FMOC-H
' . FMOC-H .
mAl E | 7 / FMOC-Borato
50 /" FMOC-Cl ] | FMOC-CI
0 ” FMOC-Glif =1
40 6 o]
. ¥ & . | FMOC-GIif
3 E N 40 |
204 & | I
: * |
105 ‘ I 20 I. /
D 1 B v —- — “‘. % §
0 25 . o ———
0,01M FMOC-CI FMOC-CI relacion

cuantitativa 1:2

Figura 10. Variacion de la concentracion FMOC-CI en la derivatizacion.

Para la derivatizacion se tuvo en cuenta la variacion de la concentracion del FMOC-CI, se
trabaj6 con una concentracion de 0,01M y una relacién cuantitativa 1:2 entre glifosato y FMOC-
Cl. Esta variacién se hizo con el con el fin de disminuir la intensidad en los picos de FMOC-Cl y
que sea mas intensa la sefial de FMOC-glifosato, sin embargo, como se aprecia en los resultados
la relacién 1:2 presenta una baja intensidad en la sefial del FMOC-Glifosato, por lo que la
derivatizacion no se estaba dando completa. Por tal razon la derivatizacion se va a realizar a una
concentracion de 0,01M de FMOC-CI.

Teniendo en cuenta todas las variables, se concluye que para obtener una derivatizacion
completa y Optima es necesario contar 12 horas de reaccion, sin agitacion, con ajuste de pH a 9

con buffer de borato 0,05M y una concentracion 0,01M de FMOC-CI.
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4.2.  Cuantificacion de glifosato:

Una vez establecidas las condiciones de la derivatizacion el siguiente paso es establecer el rango
lineal de cuantificacion, para lo cual se va a patrones hasta que no sea detectable el glifosato (limite
de deteccion) y hasta que se pierda el caracter lineal (limite de cuantificacion) (Figura 11). La

tabla con los valores de la grafica se encuentra en el (Apéndice A).

.. , y =19,019x - 46,254
Concentracion vs area R? = 0,9608

1200
1000 o
800 e

600 e

AREA

40 e ®

200

0 10 20 30 40 50 60
-200 .
CONCENTRACION

Figura 11.Concentracién vs area glifosato 0,5-50 ppm.

Los resultados obtenidos en la Figura 11 evidencia que para las condiciones de
derivatizacién, una concentracion de 0,5 y 1ppm no es posible identificar glifosato ya que en
algunos ensayos salieron las sefiales correspondientes y en otros no, por lo que se establecen como
un limite de deteccion (LOD), asi mismo para una concentracion de 50 ppm ocurre que se pierde
la linealidad de la recta, esto incide en que se pierde sensibilidad y exactitud del método, por lo

gue a concentraciones mayores de 40 ppm se recomienda hacer dilucion de la muestra.
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Finalmente se establece que el limite de deteccidén (LOD) que arroja el método utilizado es
de 0,5y 1 ppm, ya que es la minima cantidad que es posible detectar bajo las condiciones del
método planteado, asi mismo el limite de cuantificacion (LOQ) es de 40 ppm.

Estas concentraciones se tomaron con la finalidad de establecer la linealidad del método,
por lo que finalmente se decide cuantificar bajo un rango de 3-40 ppm.

La curva de calibracion se prepardé con los patrones derivatizados de glifosato de
concentraciones de 3 ppm hasta 40ppm (Figura 12), obteniendo los siguientes resultados

analizados por triplicado. La tabla con los valores de la gréfica se encuentra en el (Apéndice B).

Curvas de calibracion triplicado

700
y = 15,804x + 1,0867 y=15,7x + 6,2217 y= 15;712X -13,158 o
2 _ 2_ R*=0,9982
600 R*=0,9968 RE=09%8 =27 L
500 e
,,,,, 4

a0 e
= e ¢
e
<30 o
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Figura 12. Curvas de calibracién por triplicado
Los datos obtenidos de la curva indica que el método utilizado para la determinacion de
glifosato es repetible, reproducible y lineal. Es repetible y reproducible ya que los 3 ensayos para las

derivatizaciones se presentan una tendencia lineal, los ensayos se hacen en las fechas de noviembre
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13, diciembre 5y diciembre 10 de 2019. Con estos resultados se realizd una curva de calibracion con
los promedios para cuantificar las muestras de suelos, lixiviados y plantas (Figura 13). La tabla con

los valores correspondientes a la gréfica se encuentra en el (Apéndice C),

Concentracion vs area glifosato y=1588x-2,1971

R2=0,9983
700
9
600
500 i
-

40 e
B e
o~
<< 300 e ®

200 e .o

o
100 ’..'_....
e
0
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

CONCENTRACION (PPM)

Figura 13. Resultados cuantificacion glifosato.

Como se puede apreciar en los resultados (Figura 13) el coeficiente de correlacion (R) es de
0,9992 evidenciando un excelente caracter predictivo. Bajo estas condiciones, se procede a
cuantificar las muestras de lixiviados, suelos y plantas utilizando la ecuacion de la recta obtenida
de los promedios (Ecuacion 1).

y = 15,88 (x) — 2,1971

Ecuacién 1. Ecuacion de la recta glifosato

4.2.1. Validacion interna: con la finalidad de validar el método utilizado, se prepar6 una

muestra de 15ppm de glifosato analitico el cual se derivatizo bajo las condiciones ya establecidas,
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se obtuvo una sefial de 234,983 con este dato se cuantifico utilizando la Ecuacion 1y se obtuvo
un concentracion de 14,935 ppm de glifosato.
El porcentaje de error de la concentracion obtenida se calculé con la Ecuacion 2

y (valor tedrico — valor real) 100
0 error = . X
valor tedrico

Ecuacion 2. Ecuacion porcentaje de error

Al reemplazar los datos en la ecuacion se obtuvo un porcentaje de error de 0,43%, con este
dato se infiere que el método utilizado es exacto y preciso, ya que el valor real es muy cercano al
valor real.

4.2.2. Validacion externa con RoundUp®: como validacion externa del método se
utilizé una muestra de RoundUp®, se prepard una concentracion tedrica de 20 ppm y teniendo en
cuenta la concentracion del producto especificada por el fabricante es de 363 gramos por litro. Se
obtuvo una sefial de area de 291,21613 y haciendo el despeje en la Ecuacion 1 obtenemos una
concentracion real de 18,477 ppm.

Ahora, para calcular el porcentaje de error para la muestra de RoundUp® se utiliza la
Ecuacién 2, el cual se obtiene 7,62% asi que se concluye que el método es exacto y preciso para

la cuantificacion de muestras de glifosato.

4.3.  Muestras de suelo, lixiviados y plantas de albahaca y tomate:
Una vez la validada la metodologia de cuantificacion de glifosato se procedi6 a evaluar las
muestras de suelo, lixiviados y plantas de albahaca y tomate como se describe de la siguiente

forma.
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4.3.1. Muestras de suelo: a las muestras de suelos suministradas y descritas en el numeral
3.1 se les realiz6 la extraccion de la metodologia 3.2.1, los resultados de las muestras de suelo se
observan en la Tabla 1.

Tabla 1 Muestras de suelos

Muestras Area (MAU) Concentracion (ppm)
Suelo control tomate (dopaje 1) - 0.000
Suelo control tomate (dopaje 2) - 0.000
Suelo control albahaca (dopaje 1) - 0.000
Suelo control albahaca (dopaje 2) - 0.000
Suelo albahaca (dopaje 1) 128,54568 8,233
Suelo albahaca (dopaje 2) 94,20224 6,070
Suelo tomate (dopaje 1) 171,70996 10,951
Suelo tomate (dopaje 2) 109,24514 7,017

Nota: * Descripcién muestras de suelos utilizados, area de la curva de los cromatogramas y la
concentracion de cada suelo.

Los resultados de las muestras de suelos se cuantificaron teniendo en cuenta Ecuacion 1y
con estos resultados se observa que las muestras de suelo control tomate (dopaje 1), suelo control
tomate (dopaje 2), suelo control albahaca (dopaje 1) y suelo control albahaca (dopaje 2), no
presentaron concentracion de glifosato.

Las muestras de suelos dopadas con glifosato tanto para albahaca y tomate presentaron
concentraciones de glifosato. En las muestras de suelos de albahaca (dopaje 1) y albahaca (dopaje
2) la concentracion de glifosato disminuye, esto se debe a que entre dopaje 1 y dopaje 2 paso un
mes Yy durante este tiempo se regaron las muestras y parte del pesticida se va en lixiviado.

Para la muestra de suelo tomate (dopaje 1) y suelo tomate (dopaje 2), se observa el mismo
comportamiento que para las muestras de suelo de albahaca, la concentracion de glifosato en suelo
se ve disminuida para el segundo dopaje, esto se debe al riego de la muestra y que parte del

pesticida se va en el lixiviado.
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Adicionalmente, se puede apreciar que la concentracion de glifosato en el suelo de albahaca
es menor que en el suelo de tomate, tanto para el dopaje 1 como para el dopaje 2.
4.3.2. Muestras lixiviados: a las muestras de lixiviados suministrados y descritos en el
numeral 3.1 se les realiz6 la extraccion de la metodologia 3.2.2, los resultados de las muestras de
lixiviados se observan en la Tabla 2.

Tabla 2. Muestras de lixiviados

Muestra Area (MAU) Concentracién (ppm)
Lixiviado suelo control (dopaje 1) - 0,000
Lixiviado suelo control (dopaje 2) - 0,000
Lixiviado suelo albahaca (dopaje 1) 56,46491 3,694
Lixiviado suelo albahaca (dopaje 2) 180,41887 11,499
Lixiviado suelo tomate (dopaje 1) 10,88969 0,824
Lixiviado suelo tomate (dopaje 2) 582,59161 36,825

Nota: * Descripcion muestras de lixiviados utilizados, area de la curva de los cromatogramas y la

concentracion de cada lixiviado.

Para las muestras de lixiviados se cuantifico teniendo en cuenta la Ecuacion 1. Las
muestras de lixiviado suelo control (dopaje 1) y lixiviado suelo control (dopaje 2) no presentaron
sefial en el tiempo de retencion del glifosato, dato que esta acorde a los resultados obtenidos para
el suelo control.

En las muestras de lixiviado suelo albahaca se puede apreciar como el glifosato aumenta
la concentracion en el lixiviado entre el dopaje 1y dopaje 2, lo cual es acorde a lo obtenido en el
suelo ya que la concentracion de glifosato disminuye.

En el caso del lixiviado suelo tomate Dopaje 1 la concentracion obtenida esta por debajo
de limite de deteccion, dato que es acorde con los resultados del suelo ya que el glifosato quedo
retenido en el suelo. Mientras que en lixiviado suelo tomate Dopaje 2 presento la concentracion

de glifosato més alta que en el suelo.
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En las muestras de lixiviado suelo tomate (dopaje 2) hay una mayor concentracion de
glifosato que en las muestras de albahaca, lo cual quiere decir que hay menor retencion en el suelo
y planta de tomate. Las concentraciones en lixiviados aumentan con el paso del tiempo debido a
la periodicidad de riego y la capacidad de retencion del suelo.

4.3.3. Muestras de plantas: a las muestras de plantas suministradas y descritos en el
numeral 3.1 se les realiz6 la extraccion de la metodologia 3.2.3, los resultados de las muestras de
plantas se observan en la (Tabla 3).

Tabla 3 Muestras de plantas

Muestra Area Concentracion (ppm)
(mAU)
Albahaca (dopaje 1) 201,47104 12,825
Albahaca (dopaje 2) 269,22906 17,092
Tomate (dopaje 2) 16,22081 1,159

Nota: * Descripcién muestras de plantas utilizadas, area de la curva de los cromatogramas y la
concentracion de cada planta.

Para las concentraciones de las muestras de plantas se cuantificaron con respecto a la
Ecuacion 1. En la muestra de albahaca (dopaje 1) y albahaca (dopaje 2) se observd una
concentracion alta de glifosato lo que indica que la planta entre méas tiempo pase mas glifosato
puede absorber y esto puede estar ligado al crecimiento de la planta.

En el caso del tomate se presentd un problema en el crecimiento, debido a la alta
concentracion del pesticida, de tal forma que para realizar el analisis de tomate se combinaron las
muestras de dopaje 1 y 2 para obtener una muestra representativa (29,267 gramos), aun asi, la
concentracion de glifosato fue de 1,159 ppm y esta por debajo del limite de cuantificacion, pero

en el limite de deteccion.
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5. Conclusiones

Las condiciones dptimas de la derivatizacion son un tiempo de 12 horas, sin agitacion, con un
pH de 9 y una concentracion 0,01M de FMOC-CI para realizar el andlisis de glifosato por
cromatografia liquida de alta resolucién con un detector de arreglo de diodos.

La curva de calibracién del glifosato cumple con los criterios de calidad al ser reproducible,
repetible y lineal. El limite de deteccion esta por debajo de 3 ppm y el maximo de cuantificacion
en 50 ppm, el rango lineal de cuantificacion fue de 3 a 40 ppm y la curva de calibracion obtenida
fue Y = 15,88 X —2,1971 con un coeficiente de correlacion de 0,9992.

Se pudo cuantificar el contenido de glifosato presente en lixiviados, suelos y albahaca, en el
caso del tomate la concentracion fue muy baja. En el suelo se pudo evaluar la capacidad de
absorcion del glifosato, en el lixiviado el efecto del riego en la movilidad del glifosato y en las

plantas la capacidad de absorcion.
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Apéndices

Apéndice A. Concentracion vs area glifosato 0,5-50 ppm.

Concentracion vs area glifosato

Concentracion Area

0,5 -

1 | -

3 44,18635
5 ~ 93,52005
10 160,75313
20  295,33508
25 380,36493
30 - 463,02957
40 650,48303
50 ~1022,84589

Apéndice B. Curvas de calibracion triplicado.

Concentracidn vs area triplicados

Concentracion ~ Area (1)  Area(2)  Area(3)
3 4418635 48,26481 = 44,32357
5 93,52005 80,39752 = 50,36723
10 160,75313 180,65073 151,31512
15 234,98373 205,81145 190,08678
20 - 327,16061 295,33508
25 380,36493 377,65146 385,87515
30 463,02957 476,43085 452,54813
40 650,48303 641,03491 617,76257
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Apéndice C. Resultados cuantificacion.

Resultados cuantificacién

Concentracion ~ Area
3 45,591576
5 - 86,958785
10 156,03413
20  311,24785
25 381,297180
30 469,730210

40 645,758970




