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REPORTE FINAL
1. PRESENTACION DEL PROYECTO.

10. DATOS DEL RESPONSABLE TECNICO (Nombre, Cargo e Institucion, CVU
actualizado)

Dr. Eliel Ruiz May

Investigador Titula “A”

Red de Estudios Moleculares Avanzados

Instituto de Ecologia A.C. (INECOL). Xalapa, Veracruz, México

1.2. TITULO DESCRIPTIVO DE LA PROPUESTA

Establecimiento de un protocolo de deteccidn y cuantificaciéon de glifosato y acido
aminometilfosfonico en granos de maiz mediante cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de masas (primer paso hacia la acreditacion).

2. DATOS GENERALES DEL PROYECTO

ESTABLECIMIENTO DE UN PROTOCOLO
DE DETECCION Y CUANTIFICACION DE
GLIFOSATO Y ACIDO
AMINOMETILFOSFONICO EN GRANOS
DE MAIZ MEDIANTE CROMATOGRAFIA
LIQUIDA ACOPLADA A
ESPECTROMETRIA DE MASAS (PRIMER
PASO HACIA LA ACREDITACION).

NOMBRE DEL PROYECTO

AREA DE DESARROLLO: DESARROLLO TECNOLOGICO (TRL 5 EN
ADELANTE)

Desarrollo de prototipo, TRL 5.

OBJETIVO GENERAL Establecer y validar un método analitico

selectivo, reproducible 'y robusto,

utilizando cromatografia de liquidos
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acoplada a espectrometria de masas, que
permita la detecciéon y cuantificacion del
glifosato y de acido aminometilfosféonico

(AMPA) en maiz y productos derivados.

TIEMPO DE EJECUCION (meses)

Seis

RELEVANCIA DEL PROYECTO (maximo
300 palabras)

A pesar de ser el agroguimico mas
utilizado, el glifosato es dificil de detectar
en el ambiente y alimentos, por lo que los
datos sobre su contenido tanto en zonas
de aplicacibn como en productos
agricolas de consumo inmediato podrian
estar subestimados. La exposicidon
prolongada a este agente quimico, asi
como a los aditivos empleados durante su
uso para potenciar su efecto herbicida,
pueden ser causa del desarrollo de
padecimientos severos, lo que lo hace un
riesgo potencial para la salud. A pesar de
que existen meétodos analiticos
reportados para cuantificar el glifosato,
en México existe muy poca informacion
acerca de los niveles de este herbicida en
productos alimenticios y los laboratorios
gue cuentan con la infraestructura y
experiencia necesaria para ofrecer el
servicio son muy pocos.

Actualmente, el Servicio Nacional de
Sanidad, Inocuidad y Calidad
Agroalimentaria (SENASICA) a través del

Centro nacional de Referencia de
Plaguicidas y Contaminantes, ofrece un
servicio de deteccion, identificacion vy
cuantificacion de residuos de plaguicidas
en productos  hortofruticolas  por
cromatografia (gases/liquidos) acoplado
a espectrometria de masas, sin embargo,
este no incluye al glifosato ni sus
derivados. Por ello es necesario establecer
un Mmétodo analitico confiable y validado
que permita identificar y cuantificar
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glifosato y AMPA, en maizy sus productos
derivados. El laboratorio de Quimica
Bioanalitica del Instituto de Ecologia A.C.
cuenta con la infraestructura vy
experiencia para desarrollar y validar un
meétodo confiable, robusto y accesible,
qgue contribuira con una agricultura
mexicana libre de agroinsumos toxicos.
La contribucidon de la presente propuesta
es poner a disposicion de los sectores
agricolas y alimentario, un método
validado, sensible, reproducible y robusto
para el monitoreo de glifosato en
matrices alimentarias derivadas del maiz
RESULTADOS E IMPACTOS (maximo que potencialmente se podra extrapolar
300 palabras) a frutos, vegetales, semillas, y alimentos
procesados para validaciéon de productos
libres de este agroquimico, lo cual
permitira su libre comercio nacional e
internacional, asi como detectar zonas de
riesgo a exposicion de concentraciones
elevadas de estos agroquimicos.

3. DESCRIPCION DEL PROYECTO.
3.1 INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

El glifosato [N-(fosfonometil) glicina] es uno de los herbicidas no selectivos y post
emergencia mas populares utilizados para el control de pasto alto y malezas en la
practica agricola (COFEPRIS, 2021), este compuesto ingresa a la planta por las hojas para
después distribuirse al resto de los tejidos vegetales, en donde impide la biosintesis de
aminoacidos aromaticos por medio la inhibicion de la enzima 5-enolpiruvilshikimato-3-
fosfato-sintetasa (EPSPS) (Eslava et al., 2007; EPA, 2007; Granby et al., 2003). El éxito de
su popularidad radica en su rapida absorcion en el suelo y su biodegradacion
(Valavanidis, 2018). El principal producto de su catabolismo bajo condiciones bioldgicas
es el acido aminometilfosfonico (AMPA), el cual también esta clasificado como un
compuesto altamente toxico (Chamkasem y Harmon 2016).

La cuantificacion de estos compuestos en niveles bajos es muy dificil debido a su
caracter anfoétero, alta polaridad, no volatilidad, baja masa y ausencia de grupos
guimicos que faciliten su deteccion. Por esta razén la mayoria de los meétodos
desarrollados emplean la derivatizacion pre-columna o post columna (Botero et a,, 2013;
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Chen et al,, 2012). La cromatografia es el método analitico mas usado para determinar
glifosatoy sus derivados, tanto por cromatografia de gases (CG) como por cromatografia
de liquidos (CL), generalmente acoplada a detectores de fluorescencia. Sin embargo, se
ha descrito mayor sensibilidad y selectividad usando cromatografos acoplados a
espectrometros de masas (lbanez et al,, 2005; Chen et al., 2005).

En las Ultimas décadas este agroquimico se ha puesto en tela de juicio ya que se
considera causante de padecimientos severos como el aumento en la probabilidad de
desarrollar cancer (Franke et al., 2021), alteraciones enddcrinas (Tadeu De Araujo-Ramos
et al, 2021), desdérdenes neurologicos (Coullery et al, 2016), autismo (Hashimoto y
Hammock, 2021), y efectos sobre los eritrocitos (Kwiatkowska et al., 2014), entre otros, por
lo que fue reclasificado en 2015 como “probablemente carcinogénico” en el Grupo 2A
por parte de La Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer. Este hallazgo ha
sido difundido ampliamente por grupos de proteccién ambiental, los cuales reclaman
el uso restringido o la prohibicién del glifosato. En consecuencia, su uso en los ultimos
anos ha sido regulado o prohibido en 20 paises. En México, el uso de este producto es
excesivo e irracional, por lo que se senald recientemente en el Diario Oficial de la
Federacion que el periodo de uso de glifosato vence el 31 de enero de 2024. Por
consiguiente, encontrar herbicidas alternativos se ha convertido en uno de los objetivos
prioritarios de la comunidad cientifica en la rama de agrobiotecnologia. Sin embargo,
también sera indispensable contar con mecanismos y herramientas que garanticen la
ausencia de este compuesto en los productos agricolas a partir de esa fecha. El
problema ante el uso excesivo de glifosato radica principalmente en que la exposicion
humana a este agente quimico se da no solo durante su aplicacion en campos de
cultivo, sino también en todos los niveles a lo largo de la cadena de distribucion y
consumo de alimentos, por tanto, es un riesgo para los habitantes de zonas rurales y
urbanas, debido a su presencia residual en productos de consumo inmediato como
frutos y semillas. La presencia del glifosato ha sido documentada tanto en alimentos
frescos (Jallow et al,, 2017; Kwiatkowska et al., 2014; Zoller et al.,, 2018), como procesados,
por ejemplo, tortillas (Mann, 2021), cerveza, leche y vino (Ldopez et al.,2020), asi como en
fluidos humanos como orina (Zoller et al,, 2020) y sangre (Wozniak et al., 2020; Gonzalez
et al.,, 2007).

3.2 JUSTIFICACION

Los métodos actuales para deteccion de glifosato o su principal producto de
degradacion, el acido aminometilfosfonico (AMPA), comprenden sistemas de
cromatografia de liquidos o de gases acoplados a detectores de |luz ultravioleta (UV-Vis,
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fluorescencia o espectrometros de masas de triple cuadrupolo. Hasta el momento la
mayoria de los flujos de procesamiento implican que las muestras sean sometidas a
pasos de derivatizacion previos al analisis instrumental, lo cual implica la perdida de
analitos de interés, calculos subestimados en caso de que la reaccidn sea deficiente,
reproducibilidad baja, asi como variaciones en los limites de deteccién y cuantificacion.
Lo ideal al establecer un método de analisis es realizar el nUmero menor de pasos
posible durante el procesamiento de la muestra y contar con un sistema de detecciéon
gue no requiera la modificaciéon quimica del o los analitos de interés. Por lo tanto, en
esta propuesta proponemos utilizar un sistema de extracciéon acelerada por disolventes
y posterior analisis por cromatografia de liquidos de ultra alta resolucién acoplada a
espectrometria de masas del tipo triple cuadrupolo (UPLC-MS-QgQ). De tal modo que,
a partir de la huella cromatografica y espectrométrica del glifosato y acido
aminometilfosfénico se pueda cuantificar en granos de maiz y productos derivados de
manera rutinaria. Se pretende que nuestro protocolo pueda ser extrapolable para la
deteccidén y cuantificacion de glifosato y acido aminometilfosfénico en frutas, hortalizas
y otros productos agricolas, asi como en el monitoreo en alimentos procesados y
muestras ambientales (suelo y agua).

3.3 OBJETIVO GENERAL

Establecer y validar un método analitico selectivo, reproducible y robusto a través de
una plataforma UPLC-MS-QgQ, que permita la deteccidn y cuantificacion de glifosato y
del acido aminometilfosfénico en granos de maiz, con el propdsito de establecer un flujo
de procesamiento de rutina en el laboratorio, de modo que el método esté disponible
como servicio externo para el sector agroalimentario y sea de utilidad para la validaciéon
de alimentos libres de glifosato, y apoyar en las actividades de vigilancia en el control de
calidad e inocuidad granos de maiz.

3.3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS. Breve descripcion de cada uno de ellos.

3.3.2 Establecer el protocolo de extraccion dirigida de glifosato y el AMPA en granos de
maiz mediante extraccidn acelerada por disolventes.

3.3.3 Desarrollar el método de cuantificacion de glifosato y de AMPA por cromatografia
de liquidos acoplada a espectrometria de masas con un método de monitoreo de
reacciones multiples (MRM).
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3.3.4 Realizar la validacion del método de cuantificacion estableciendo parametros
linealidad, rango de aplicacion, robustez, limites de deteccidn y cuantificacion, precision,
exactitud y recuperacion en granos de maiz.

3.3.5 Evaluar el método analitico propuesto en otros alimentos derivados del maiz como
tortillas y harinas.

3.4 ACERCAMIENTO TEORICO Y CONCEPTUAL. Descripcion de la metodologia que se
empled durante la ejecucién del proyecto (técnicas, procedimientos, factores, variables
e indicadores).

Considerando la bibliografia, se decidié desarrollar un método de identificacion y
cuantificacion por cromatografia de liquidos de ultra alta resolucion (Agilent 1290)
acoplada a un espectrometro de masas del tipo triple cuadrupolo (Agilent 6460; UPLC-
MS-QgQ). Se utilizé una columna ZORBAX Eclipse Plus C18 (2.1 mm x 1.8 Micron, 600 Bar)
con un flujo de 0.1 ML/miny un volumen de inyeccion de 5 uL.

Para la separacion cromatografica se utilizé el siguiente gradiente:

Composicion inicial 95% A + 5% B (3 minutos)

Rampa lineal hasta llegar a 95% B (1 minutos)

Composicion 95% B + 5% A (5 minutos)

Regresar a composicion inicial 95% A + 5% B (1 minutos)

*Se mantiene por cinco minutos mas la ultima composicion

Tiempo total de ejecucion de 15 minutos por inyeccion

En donde A es: Agua (LC-MS) + 1% acido férmico y B es: Metanol (LC-MS) + 1% acido
férmico).

En el cuadro 1 se muestran las condiciones espectromeétricas que se utilizaron para
identificar al glifosato y al AMPA. En la Figura 1 se muestra un cromatograma
representativo de glifosato y en la Figura 2 un espectro de masas para la transiciéon
elegida. En la Figura 3 se muestra un cromatograma representativo de AMPA y en la
Figura 4 un espectro de masas para la transiciéon elegida.

Cuadro 1. Condiciones de voltaje y transiciones para la realizacion de la curva de AMPA y glifosato.

Tiempo de retencion Fragmentor
(minutos) (Volts)

Glifosato 169 1511 1.43 135 Negativa

ESI- lon Precursor lon Producto Polaridad

AMPA 10 79 1.36 135 Negativa
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Figura 1. Cromatograma representativo de glifosato 20 uM.
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Figura 2. Espectro de masas representativo de la transiciéon 169.0>151.1 utilizada para la

identificacion de glifosato.
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Figura 3 Cromatograma representativo de AMPA 20 uM.
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Figura 4. Espectro de masas representativo de la transicion 110.0>79.0 utilizada para la
identificacion de AMPA.

Una vez establecidas las condiciones cromatograficas y espectrométricas se prepararon
curvas de calibracion para glifosato y AMPA con las siguientes concentraciones: 0.1, 0.2,
0.4, 1, 2, 4,6, 8,10, 12, 14, 16, 18, 20 uM. En las Figuras 5y 6 se muestran las curvas de
calibracion para glifosato y AMPA, respectivamente. Las graficas muestran la relacion
entre la concentracidon y la respuesta registrada en el equipo. El coeficiente de
correlacion fue de 0.9989 para una regresion de segundo orden.

Glifosato
y = 1.8058x% + 32.97x + 19.148

1600 RZ = 0.9989

1400
1200
1000

800

AREA

600
400

200

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
CONCENTRACION [Glifosato pM]

Figura 5. Curva de calibracién de Glifosato.
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Figura 6. Curva de calibraciéon para AMPA.

Con la finalidad de evaluar la sensibilidad del método se determind la relacidn sefal-ruido
a la concentracion de 1 uM. En el Cuadro 2 se muestran los resultados, en donde se observa
claramente que la sefal propia del glifosato y del AMPA es mucho mas alta que el ruido a
una concentracion tan baja como 1 uM.

Cuadro 2. Relacién sefnal ruido.

Compuestos Concentracion Relacion Senal/Ruido)
Glifosato 1uM 525
AMPA 1uM 833

Para validar la robustez del método se evalué la reproducibilidad de las determinaciones.
La figura 7 y 8 muestran la reproducibilidad de las inyecciones de glifosato (se muestra el
promedio de tres inyecciones realizados en tres diferentes dias) y AMPA (el promedio de
dos inyecciones en el mismo dia), respectivamente. En cada curva se grafica el valor
esperado y el experimental (final) en el rango de cuantificacion de 0.1-20 yM. La figura 9
muestra la reproducibilidad de la cuantificacion de glifosato de distintas inyecciones a la
misma concentracion.
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Reproducibilidad de curva de
glifosato

= NN
B 0 O N

Concentracion de
glifosate (M )=

Ler

o N

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 12 | 13 14
Concentraciéon esperada 0.1 = 0.2 0.4 1 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Concentracion final 0.17 0.19 034 093 2.11 4.05 6.27 7.51 10.26/11.86 14.07 16.16 17.94 19.94

Figura 7. E azul la concentraciéon que fue preparada para la inyeccidon de la curva, en naranja la
concentracién cuantificada por el LC-MS/MS (el resultado del promedio de tres distintas
inyecciones).

Reproducibilidad de curva de AMPA

22
20
18
16
14
12
10

Concentracion de AMPA (uM)

SN BH O

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Concentraciéon esperada 0.1 02 04 1 2 4 6 8 10 12 14 16 18 @ 20
Concentracion final 0.00 0.27 046 1.02 2.12/3.52 598 8.06 10.1012.01/13.97 15.94 18.34 19.76

Figura 8. En linea naranja la concentraciéon preparada para inyeccién en el equipo, y en verde el valor
real cuantificado por el equipo LC-MS/MS. Promedio de dos inyecciones.

Carretera Antigua a Coatepec N°. 351, Col. El Haya, CP. 91073, Xalapa, Ver., México
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Figura 9. Reproducibilidad en la cuantificacion de glifosato de cuatro distintas concentraciones
analizadas en tres diferentes dias.

Una vez establecidos los métodos de identificacion y cuantificacion de glifosato y de AMPA
se evaluaron distintos métodos de extraccion. Para evaluar los diferentes métodos de
extraccidon en granos de maiz, se decidié utilizar harina comercial de maiz debido a su alto
grado de homogenizacién y su reducido tamano de particula. Se hicieron extracciones por
distintos métodos y condiciones y las posteriores cuantificaciones de muestras
enriquecidas (adicionadas con glifosato y AMPA) y no enriquecidas. La Figura 10 muestra el
esquema general de procesamiento de muestras. Los métodos de extraccion evaluados
fueron sonicacion, extraccion acelerada por disolventes (ASE) y extraccion guiada dispersiva
energizada (EDGE). A continuacién, mencionamos el principio de cada método.

Carretera Antigua a Coatepec N°. 351, Col. El Haya, CP. 91073, Xalapa, Ver., México

Tel: (228) 84218 00 ext 3606  www.inecol.mx eliel.ruiz@inecol.mx
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300 mg de harina de maiz Miaseca®

y Fortificar
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Homogenizar y almacenar por 1 hora

$ ) 4 ¥

o P
ASE® Extraccion acelerada por EDGE? Extraccién Guiada
solventes Dispersiva Energizada

+8 mL H20 (LC-MS) 1% L *2 mL MeOH (LC-MS)
FA fria* 1% FA

¥

| Tapary agitar vigorosamente |

L 2

Homogenizar y almacenar por 1 hora

¥

| Descongelary homogenizar |

L 4

SONICAR LAS MUESTRAS
4 pulsos de 5 minutos. Bafio en frio

A4

4= ¢ | Centrifugar: 4000 rpm por 20 minutos a 4°C

Figura 10. Esquema de trabajo usado para la extraccidn de muestras para AMPA vy glifosato por los
distintos sistemas (EDGE, ASE, ultrasonicacion).

ULTRASONICACION

Las ondas acusticas de naturaleza mecanica no pueden ser absorbidas por las moléculas,
por lo que debe convertirse en una forma guimicamente Util a través de un proceso
indirecto llamado cavitacion.

Las técnicas de preparacion de muestras frecuentemente hacen uso de 4&acidos
concentrados, solventes altamente volatiles, altas temperaturas, y a menudo altas
presiones para efectuar la disolucion de analitos elementales de muestras sdlidas. En el
esfuerzo para acortar el paso de preparacion del analisis de la muestra, una de las técnicas
gue se ha mostrado prometedora para acelerar y simplificar el tratamiento de muestras es
la extraccién ultrasénica (Manual de fabricante Cole Parmer)

PROCESO

1. Colocar la muestra en tubos dentro del ultrasonicador programando pulsos de 5
minutos.
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ASE® Extraccion acelerada por solventes
Dionex ASE 350 Accelerated Solvent Extraction. Thermo Scientific

ASE usa una técnica de extraccion automatizada con solventes, que aplica temperatura y
presion elevadas. El uso de altas temperaturas incrementa la capacidad de los disolventes
de solubilizar los analitos y conduce a velocidades de difusion mas rapidas, lo que significa
gue lo analitos se mueven mas rapido desde la capa limite cerca de la superficie de la matriz
de la cual se extraen, hasta el disolvente a temperaturas mas altas. Las altas temperaturas
también indican viscosidades de solventes mas bajas, lo que resulta en mayor penetracion
entre los poros de la matrizy la interrupcidon de las interacciones soluto-matriz (atracciones
dipolares, fuerzas de Van der Walls, enlaces de hidrégeno y otros), sin embargo, la
temperatura por si sola no es suficiente, porque muchos disolventes organicos alcanzan su
punto de ebullicion a temperaturas relativamente bajas. Si se ejerce suficiente presion
sobre el disolvente durante las extracciones, se pueden utilizar temperaturas por encima
del punto de ebullicion (Manual de fabricante, Documento No. 065220)

PROCESO

1. La muestra solida se carga en una celda (1 a 100 mL), se tapan los extremos y se aprietan
manualmente.

2. Las celdas con muestra se cargan en una bandeja en el equipo y los recipientes de
recoleccion (botellas o viales) se cargan en una bandeja de recoleccion.

3. Un brazo robdtico transfiere cada celda por separado en el horno para su extraccion.

4, El horno se mantiene a la temperatura seleccionada durante las extracciones
(temperatura ambiente hasta 200 ° C).

El sistema permite la extraccion en presiones elevadas (500 a 1500 psi) para mantener los
solventes como liquidos a temperaturas por encima de sus puntos de ebullicion. La
temperatura y la presién son controlados de forma independiente para cada celda no
importando el disolvente utilizado, la humedad o el contenido mineral de la muestra, o
cualquier caracteristica de la matriz que pueda afectar la temperatura de extraccion real.
5. Cuando la celda estd en su lugar en el horno, la bomba comienza inmediatamente a
depositar el solvente.

6. Una vez que el solvente ha pasado a través de la celda y llega al recipiente de recoleccion,
la valvula estatica se cierra para permitir la presurizaciéon de la celda. Dado que el disolvente
se expande a medida que se calienta, la presidon en la celda aumenta cuando se cierre la
valvula estatica.

7. Cuando la presion alcanza los 200 psi, la valvula estatica se abre rapidamente para aliviar
la presion y luego se cierra de nuevo.

8. Durante la primera fase de una corrida (llamada tiempo de calentamiento), el horno
calienta el contenido de la celda a la temperatura de operacién seleccionada.

Los tiempos de calentamiento varian entre 5 minutos para 100 °C y 9 minutos para 200 °C.
9. La extraccién entra en un periodo estatico con una duracidn seleccionada por el usuario.
Los tiempos estaticos tipicos son de 5 minutos, pero pueden variar de 0 a 2000 minutos.
10. Se bombea disolvente nuevo a través de la celda para eliminar los analitos extraidos
mientras la muestra y el disolvente aun estan calientes.
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11. La cantidad utilizada para el enjuague puede variar de 0% a 150% del volumen de la celda
utilizada para la extraccion (40% a 60% es lo mas comun)

12. El tiempo total para la extraccion es normalmente menos de 15 minutos y la cantidad de
disolvente utilizada es aproximadamente 1.5 veces el volumen de |la celda de muestra.

13. Dado que el extracto se diluye por el volumen total de disolvente de extraccion mas el
disolvente de enjuague, puede ser necesario un paso de concentracion adicional (por
ejemplo, evaporacion o extraccion en fase sélida) al realizar el analisis de trazas.

14. Una vez completado el paso de purga, la celda regresa a la bandeja y la siguiente
muestra se lleva al horno para comenzar nuevamente el proceso de extraccion.

EDGE® Extraccion Guiada Dispersiva Energizada

ENERGIZED DISPERSIVE GUIDED EXTRACTION. CEM

Es un sistema de extraccion automatizada que analiza hasta 12 muestras a la vez, con un
proceso de lavado, filtrado y enfriamiento. Consiste en una celda abierta que crea un efecto
dispersivo que promueve la extraccion y filtracién, es un sistema de extraccién por
disolvente con fluidos presurizados (Figura 13A). Extrae muestras en fase solida dispersiva,
liquido soportado, fluido presurizado, liquido-liquido (Notas de aplicacion del fabricante
ap0107).

Proceso

1. Creacion del método y seleccion del método en el equipo.

Se indica las condiciones, las lineas de lavado, la temperatura, el disolvente, tiempo de
lavado y filtrado.

2. El Q-cup es un cilindro de aluminio en donde se coloca la muestra para ser extraidas
dentro del equipo, estos se cargan automaticamente hacia el auto muestreador.

3.El solvente es agregado primero a través del fondo para llenar el espacio entre la camara
y el Q-cup, para favorecer la transferencia de calor, luego el solvente es adicionado a través
de la parte superior del Q-cup para humedecer la muestra, a medida que las paredes de la
camara se calientan, aumenta la presion en el espacio, esto supera la presion dentro del Q-
cup, forzando al solvente a dispersarse en la muestra.

4. Una vez que la muestra alcanza la temperatura deseada, el solvente se dispersa a través
del Q-disc, la bobina de enfriamiento y dentro de un vial de recoleccidn. Los Q-Discs son
filtros que se insertan dentro del Q-Cup para el sistema de extraccién EDGE. Para la
extraccion de glifosato se uso dos filtros; el disco G1 de fibra de vidrio de 0.3 um y discos C9
gue deben usarse debajo y encima de los discos G1 para proporcionar soporte estructural
durante la extraccion.

5. El equipo regresa el Q-cup a su posicion y continuda con la siguiente muestra.

El Cuadro 3 muestras los distintos disolventes y condiciones que fueron usados
experimentalmente en el método con EDGE. Se utilizaron cuatro sistemas de disolventes:
metanol 100%, metanol-agua (50:50), metanol-agua (20:80) y acetonitrilo: todos acidificados
con acido férmico al 1% (v/v). El volumen de extracciéon también fue modificado para cada
condicion, asi como el recipiente de extraccion (tubos de 50 mL).
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Las muestras se procesaron por triplicado fortificando la harina con 13.62 ug de glifosato.
Los volumenes finales fueron desde 35 mL (condiciones A, B, D, E, G, H, J y H del Cuadro 3)
y 80 mL para las condiciones restantes (C, F, | y L del Cuadro 3). Posterior a la extraccion se
elimind el disolvente por rotaevaporacion a presion reducida y por liofilizaciéon hasta su
completa sequedad. Posteriormente se resuspendid en 1 mL de agua y se inyectd en el
UPLC-MS/Q@Q. El Cuadro 4 muestra los resultados del experimento, en donde el mejor
resultado se obtuvo con la condicién I: metanol-agua (20:80) + FA 1%. La masa total
recuperada fue de 1.047 ug de 13.62 ug y un porcentaje de extraccion de 7.689%.

Cuadro 3. Condiciones experimentales de extraccion el equipo EDGE.

Solventes
Metanol 100% + FA 1% Metanol- AGUA (50:50) 100% | Metanol- AGUA (20:80) 100% | ACN+ FA 1%
+ FA 1% + FA 1%

A Vial de plastico (10 mL) D Vial de plastico (10mL) | G Vial de plastico (10 mL) J Vial de plastico (10 mL)

B Vial de vidrio (10 mL) E Vial de vidrio (10 mL) H Vial de vidrio (10 mL) K Vial de vidrio (10 mL)

C Vial de vidrio (25 mL) F Vial de vidrio (25mL) | Vial de vidrio (25 mL) L Vial de vidrio (25 mL)

Cuadro 4. Resultados de la inyeccion de las muestras extraidas en EDGE.

Muestras EDGE Masa recuperada (Ug) relzc):trggrnafijéend(i/)

(0]
Maseca+Gli_A 0.193 1.417
Maseca+Gli_B 0.329 2.412
Maseca+Gli_C 0.304 2.229
Maseca+Gli_D 0.440 3232
Maseca+Gli_E 0.398 2.920
Maseca+Gli_F 0.377 2.770
Maseca+Gli _G 0.604 4.438
Maseca+Gli _H 0.687 5.047
Maseca+Gli _| 1.047 7.689
Maseca+Gli _J] 0.427 3133
Maseca+Gli _K 0.575 4219
Maseca+Gli _L 0.600 4.402

En el Cuadro 5 se muestran los resultados de la extraccion de glifosato con los sistemas
evaluados y las condiciones usadas, volUmenes y proporciones de disolventes.

Para la extraccion de AMPA se utilizé el método de sonicacién con distintas condiciones, en
las que se valora la solubilidad del compuesto en la proporcion de disolventes (Cuadro 7).
En la figura 15 se muestra la grafica del porcentaje de recuperacion de AMPA, el porcentaje
aumenta al incrementar la proporcion de agua en el disolvente, aunque la recuperacion fue
baja <10%.
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Cuadro 6. Métodos de deteccion de maiz fortificado con glifosato

SISTEMA FAI\jECI;/IHOX:(I;OHFZAO PORCENTAJ EGEE:CR)Iéi_ll:JOPERACION DE DESV. STD
EDGE 27 mL 50:50 41.65 26.08
EDGE 10 mL 80:20 58.49 10.19
ASE 14.8 mL 80:20 109.19 8.26
ASE 14.8 mL 50:50 65.70 13.15
SONICADOR 10 mL 80:20 93.12 1.58
SONICADOR 10 mL 50:50 48.42 0.71

Cuadro 7. Métodos de deteccion de maiz fortificado con AMPA

< PORCENTAJE DE RECUPERACION
SISTEMA FASE MOVIL DE AMPA DESV.STD
SONICADOR 10 mL 100% H20 9.70 0.24
SONICADOR 10 mL 80:20 H20-MeOH +1% FA | 7.35 0.39
SONICADOR 10 mL 50:50 H20-MeOH +1% FA | 0.00 0.00

4. GRUPO DE TRABAJO.

Responsable técnico: Dr. Eliel Ruiz May, Investigador Titular A, responsable del
laboratorio de Protedmica y co-responsable del laboratorio de Quimica Bio-analitica
(QBA) del INECOL.

Colaboradores:

Dr. José Antonio Guerrero Analco, Investigador Titular A, responsable del laboratorio de
Quimica de Productos Naturales (QPN) y co-responsable del laboratorio de Quimica
Bio-analitica del INECOL.

Dr. Juan Luis Monribot Villanueva, Técnico Académico Titular C de los laboratorios de
QPN Yy QBA de INECOL.

M. en C. José Miguel Elizalde Contreras, Técnico Académico Titular A de los laboratorios
de Protedmica y QBA de INECOL.

Dra. Liliana Hortencia Méndez Barredo

Los laboratorios de Quimica de Productos Naturales, Protedmica y Quimica Bioanalitica
se encuentran ubicados en el Campus 3 del INECOL, también conocido como el Cluster
Cientifico y Tecnoldgico BioMimic®, donde convergen colaboraciones con 12 Centros
Publicos de Investigacion de CONACYyT, estos laboratorios cuentan con la infraestructura
y capacidad humana para desarrollar el presente proyecto. El INECOL, cuenta con
instrumentacion de frontera en biologia molecular, protedmica, metaboldmica,
bioquimica, ecologia quimica y microscopia. Para este proyecto contamos con
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espectrometros de masas de alta resolucion, espectrometros de masa tri-hibridos como
el Orbitrap Fusion Tribid y el Q-TOF con movilidad idnicay con el QqQ en el que se planea
montar el método. También contamos con investigadores y técnicos altamente
capacitados para realizar estudios metaboldémicos dirigidos y no dirigidos en diversos
sistemas bioldgicos. Estas fortalezas se pueden ver reflejadas con la publicacion en los
ultimos tres anos de mas de 30 articulos cientificos en revistas indizadas por el Journal
Citation Reports, en las areas del conocimiento anteriormente descritas.

5. PRODUCTOS OBTENIDOS. Descripcion clara y concisa de los productos
comprometidos en el proyecto. Es necesario vincular cada uno de los objetivos
especificos con los productos esperados. Se sugiere usar la informacion en la pregunta
3y 4 del informe técnico.

La metodologia desarrollada en este trabajo permite tener un porcentaje bueno de
extraccién para glifosato con todos los métodos (ASE, EDGE, SONICACION). Sobresaliendo
con mayor porcentaje de extraccion los sistemas ASE y sonicacidon. Sin embargo,
considerando que la extraccidén por sonicacién, no requiere de métodos sofisticados, es
rapido, y se usa disolventes econémicos, se considera que podria seguir utilizandose para
los siguientes experimentos y fue el motivo por lo que se utilizdé Unicamente este método
para la extraccion de AMPA.

La extraccién de la matriz fortificada con glifosato fue mejor cuando se extrajo con una
proporcidon mayor de agua en el disolvente. La ventaja de extraccién con EDGE radica en
gue es un equipo facil de montar y puede extraer varias muestras a la vez y cada una en un
tiempo corto, y es un equipo completamente automatizado.

El desarrollo de esta metodologia compara diversos métodos de extraccidon de glifosato y
AMPA en harina de maiz, pudimos observar que todos fueron eficientes, sin embargo, la
extraccion por sonicacién resulta mejorar y simplificar el analisis, es de costo bajo, no hay
pasos de derivatizacion, ni de regeneracion de columnas, ademas de que proporciona un
tiempo corto y al combinar la tecnologia de la cromatografia liquida con la sensibilidad y
especificidad proporcionada por la espectrometria de masas en tandem, se obtiene
porcentajes de recuperacion del 93%.

Se establecid y se validé en términos de sensibilidad, rango de cuantificacion,
reproducibilidad y robustez un método analitico selectivo, a través de una plataforma
UPLC-MS-QQQ, que permite la deteccion y cuantificacion de glifosato y del acido
aminometilfosfénico en matrices derivadas de granos de maiz
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6. BENEFICIOS, RESULTADOS Y USUARIOS FINALES. Se debera indicar las ventajas,
consecuencias positivas e impacto del proyecto y cuales fueron los mecanismos de
transferencia de resultados y/o usuarios finales.

Se logré establecer un protocolo de extraccion eficiente, robusto y reproducible, que nos
permite identificar glifosato en muestras de harina de maiz fortificada, los resultados
indican que se desarrolld un método sencillo y de bajo costo, que puede ser adaptable y
modificable para el uso en otras matrices. La generacién de esta metodologia nos permitira
monitorear glifosato en maiz y productos derivados de este, asi como en otras matrices
alimentarias, frutos, vegetales, semillas, y alimentos procesados para validaciéon de
productos libres de este agroquimico, lo cual permite su libre comercio en territorio
nacional e internacional. Asi como identificar zonas del pais con mayor riesgo de exposicion
a concentraciones elevadas de glifosato.

El principal beneficio es un protocolo analitico validado para la determinacidn de glifosato
y el AMPA en granos de maiz. El protocolo estara disponible para ser utilizado por la
sociedad agricola, en forma de servicios analiticos externos o replicando el método en
cualquier laboratorio. Los cromatogramas con intensidades y tiempos de retencion, asi
como los espectros de masas del glifosato y el AMPA estaran disponibles para toda la
comunidad cientifica. Nuestro protocolo estara disponible y podra proporcionarse material
de soporte a todas las autoridades y productores de maiz en el pais. También tendremos
disponible el método y equipamiento para proporcionar constantemente servicios
externos a usuarios finales.

7. PROBLEMATICAS Y DIFICULTADES ENCONTRADAS DURANTE EL DESARROLLO DEL
PROYECTO. Describa brevemente los principales retos y dificultades cientificas,
tecnoldgicas, de infraestructura, sociales, culturales, etc. a las cuales se enfrentd durante
el desarrollo del proyecto y que pudieron afectar su logro.

Obstaculos identificados:
Tiempo reducido para el desarrollo del proyecto (Asignacion 17 de junio del 2021)

La llegada de los estandares analiticos fue larga y el comienzo del proyecto se retraso
(Glifosato y AMPA, septiembre y octubre respectivamente).

8. VINCULACION Y ARTICULACION AL IMPLEMENTAR EL MODELO PENTAHELICE
(Gobierno-Academia-Industria-Sociedad-Ambiente). Describa brevemente su
experiencia general sobre las vinculaciones realizadas o logradas durante el desarrollo
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del proyecto.

La importancia de que México en el Diario Oficial de la Federacién hacia el 31 de
diciembre de 2020 haya celebra el decreto que marca que entidades en el ambito de
su competencia deban sustituir gradualmente el uso, adquisicion, distribucion,
promocion e importacion de la sustancia quimica denominada glifosato, por medio de
la investigacion participativa impulsada por instituciones publicas, genera el dialogo y
proporcionen tecnologia y conocimiento cientifico entre investigadores ,agricultores y
las comunidades campesinas.
Aungue el proyecto se encuentra en la fase final, tiene un impacto hacia toda la sociedad,
siendo las comunidades indigenas una de las mas afectadas, los cultivos de pequefa escala
realizada por campesinosy zonas residenciales ya que hacen uso irracional de los pesticidas
sin tener conocimiento de lo peligroso para la salud humana. En este sentido la erradicacion
y/o control de este compuesto permitird buscar alternativas de siembra sostenibles vy
culturalmente mas adecuadas y seguras para la salud humana ademas de un ambiente
libre de agentes téxicos que afectan las tierras de cultivo y al ecosistema en general.

9. FINANCIAMIENTO SOLICITADO Y EJERCIDO. Presupuesto total solicitado y ejercido
para el desarrollo del proyecto y su justificacion, infraestructura disponible y la nueva
requerida (explicando las razones para su adquisicion), asi como posibles fondos
complementarios.
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