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Introduccién 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 biolégicas es el acido aminometilfosfénico
(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
anfotero, alta polaridad, no volatilidad, baja masa y ausencia de grupos quimicos que
faciliten su deteccién, por esta razén la mayoria de los métodos desarrollados emplean la
derivatizacion pre-columna o post columna (Botero et a., 2013; Chen et al, 2012). La
cromatografia es el método analitico mas usado para determinar glifosato y 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
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sensibilidad y selectividad usando cromatégrafos acoplados a espectrémetros de masas

(Ibanez 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 neuroldgicos (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 proteccidon ambiental, los cuales reclaman el uso restringido o
la prohibicion 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
gue 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 mecanismosy
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
gue 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
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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 (Lopez et al.,2020), asi como en fluidos humanos

como orina (Zoller et al., 2020) y sangre (Wozniak et al., 2020; Gonzalez et al., 2007).

Objetivo general

Establecer y validar un método analitico selectivo, reproducible y robusto a través de una
plataforma UPLC-MS-QgQ, que permita la deteccion 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 validacion de
alimentos libres de glifosato, y apoyar en las actividades de vigilancia en el control de

calidad e inocuidad granos de maiz.



GOBIERNO DE ;‘:‘1‘ CONACYT ..\i(/r—
MEXICO @ & 'INecoL

N\

Revision bibliografica

La revision de la literatura se realizd para seleccionar las condiciones relacionadas con
identificacion y cuantificacion de glifosato y AMPA por distintos métodos e instrumentos.
En la busqueda se eligio los trabajos que tenian similitudes con nuestras condiciones de
trabajo, en equipo, instrumentos y reactivos, asi como el objetivo de estudio. En el Cuadro
1 se enlista la literatura revisada en donde se especifican distintas condiciones
experimentales.

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-QQQ). Se
utilizé una columna ZORBAX Eclipse Plus C18 (2.1 mm x 1.8 Micron, 600 Bar) con un flujo de
0.1 mL/min y un volumen de inyeccién de 5 uL. Para la separacién 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 ejecucién de 15 minutos por inyeccién

En donde A es: Agua (LC-MS) + 1% acido formico y B es: Metanol (LC-MS) + 1% acido formico).
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En el Cuadro 2 se muestran las condiciones espectrométricas que se utilizaron para
identificar al glifosato y al AMPA. En la Figura 1se muestra un cromatograma representativo
de glifosato y en la Figura 2 un espectro de masas para la transicion elegida. En la Figura 3
se muestra un cromatograma representativo de AMPA y en la Figura 4 un espectro de

masas para la transicion elegida.
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Cuadro 1. Revisién bibliografica de extraccién, deteccién de AMPA y glifosato en diferentes matrices

sin derivatizar.

N
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(100 x 21 mm, 1.8
pm)

acético + Metanol

MATRIZ COLUMNA FASE MOVIL DETECCION IONIZACION REFERENCIA
Waters Acquit Botero-Coy, A. M,, Ibafiez, M., Sancho,
Arroz UPLC qBEHy J. V., & Hernandez, F. (2013). Direct
. i H20 +1% HCOOH/ liquid chromatography-tandem mass
Maiz amide/HILIC (1.7 o . S
R Acetonitrilo + 1% | LC-MS/MS Negativa spectrometry determination of
Soja pm, 21 mm x 100 o . .
mm) HCOOH underivatized glyphosate in rice,
_Siec Obelisc R/N harinae, and soybean.Journal of
Chromatography A, 1313, 157-165.
Chamkasem, N., & Harmon, T. (2016).
o comviaro ot St Seermaen o S
Mayl'z Acclaim AMONIO/ gorn Y b, g liquid
Trinity™ Q1 (3 | ACIDO FORMICO | LC-MS/MS Negativa o toaranh /tzndem rzass
um, 100x 3mm) | 500 mM graphy/tan
Ph 29 + H20 spectrometry. Analytical and
T bioanalytical chemistry, 408(18), 4995-
5004.
Chen MX, Cao ZY, Jiang Y, Zhu ZW.
Direct determination of glyphosate
Vegetale A H2O and its major metabolite,
. g Asahipak NH2P- B: acetonitrilo C: aminomethylphosphonic  acid, in
Frutas 50 4E (250 mm HéOJr " | HPLC-ESI- Negativa fruits and vegetables by mixed-mode
x46 mm id, 5 L MS-MS 9 hydrophilic interaction/weak anion-
(Frescos hidréxido de L
UM . exchange liquid chromatography
) amonio 0.1 M .
coupled with electrospray tandem
mass spectrometry. J Chromatogr A.
2013 Jan 11;1272:90-9.
Angela Santilio, Chiara Pompili &
Arianna Giambenedetti (2019):
4 A H20 + buffer de Petermmamon of glyphosate residue
; Dionex lon pack " in harinae and rice using a fast and
Maiz fosfatos 6 mM LC-MS/MS Positiva ) ) Lo
AST (2 x 250 mm; B: Metanol easy method involving liquid
' chromatography-mass spectrometry
(LC/MS/MS), Journal of Environmental
Science and Health.
Druart, C, Delhomme, O, De
Vaufleury, A, Ntcho, E, & Millet, M.
(2011). Optimization of extraction
Waters NovaPak . o h
suelo Ci8, 300 x 39 Al H3PO4_aI_OA2A) HPLC Negativa procedgre and chromatograyphm
i B: Acetonitrilo separation of glyphosate, glufosinate
and aminomethylphosphonic acid in
soil. Analytical and bioanalytical
chemistry, 399(4), 1725-1732.
Kaczynski, Piotr and tozowicka,
Bozena. 'Liquid chromatographic
Zorbax Ecl|p§e A 1% de acido det?rm|nat|on of glyphosate anAd
Plus C18 Rapid acético aminomethylphosphonic acid
Canola Resolution HP . LC-MS/MS Negativa residues in rapeseed with MS/MS
B1% de &cido

detection or
derivatization/fluorescence
detection" Open Chemistry, vol. 13, no.
1, 2015, pp. 000010151520150107.
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Cuadro 2. Condiciones de voltaje y transiciones para la realizacion de la curva de AMPA y glifosato.

ESI- lon Precursor | lon Producto Tiempo Fje retencion Fragmentor Polaridad
(minutos) (Volts)
Glifosato 169 1511 1.43 135 Negativa
AMPA 110 79 1.36 135 Negativa
x10 2 [[ESIMRM Frag=135.0V (169.0 - 151.1) 20211105 CURVA GLIFOSATO _20d
164 1 1
1.4
1.2
‘| ]
0.8
0.6
04

02 04 06 08 1 12 14 16_ 18 22 24 26 28
Counts vs. Acquisition Time (min)

Figura 1. Cromatograma representativo de glifosato 20 uM.

-ESI MRM:3 (1.410 min) Frag=135.0V (169.0 -= 151.1) 20211105 CURVA GLIFOSATO _..
1511

x102

1.51
1.254

0.751
0.5
0.251

144 145 146 147 148 149 150 151 152 153 154 155 156 157 158
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)
Figura 2. Espectro de masas representativo de la transicion 169.0>151.1 utilizada para la identificacion
de glifosato.
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101 |CPd 4: AMPA_1:-ESI MRM Frag=135.0V (110.0 -> 79.0) 202110128 AMPA_20uM_0

6.5
6
5.51
5
4.5+
4

05 1 15 2 25 3 35 4 45 5 55 6
Counts vs. Acquisition Time (min)

Figura 3 Cromatograma representativo de AMPA 20 uM.

-ESI MRM:1 (1.349 min) Frag=135.0V (110.0 - 79.0) 202110128 AMPA_20uM _01.d
1 790

755 76 765 77 775 78 785 79 795 80 805 81 815 82 825
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Figura 4. Espectro de masas representativo de la transicién 110.0>79.0 utilizada para la identificaciéon
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 calibraciéon
para glifosato y AMPA, respectivamente. Las graficas muestran la relacion entre la
concentraciéon y la respuesta registrada en el equipo. El coeficiente de correlacién fue de

0.9989 para una regresion de segundo orden.
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Glifosato
y= 1.8058x2 + 32.97x + 19.148

1600 R% = 0.9989
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Figura 5. Curva de calibraciéon de Glifosato

AMPA

550 y = 0.1546x2 + 11.105x - 0.479

R? =0.9995
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Figura 6. Curva de calibracion para AMPA.

Con la finalidad de evaluar la sensibilidad del método se determind la relacién sefal-ruido

a la concentracion de 1 uM. En el Cuadro 3 se muestran los resultados, en donde se observa

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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claramente que la sefal propia del glifosato y del AMPA es mucho mas alta que el ruido a

una concentracion tan bajacomo 1 uM.

Cuadro 3. Relaciéon sefal ruido.

Compuestos Concentracién Relacién Sefal/Ruido)
Glifosato 1uM 525
AMPA 1uM 833

Para validar la robustez del método se evalud 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 pyM. La figura 9
muestra la reproducibilidad de |la cuantificacion de glifosato de distintas inyecciones a la

Mmisma concentracion.
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Reproducibilidad de curva de
glifosato

22
20
18
16
14
12
10

Concentracion de glifosato (uM)

oS N A O @

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 12 | 13 14
Concentracién esperada| 0.1 = 0.2 0.4 1 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

Concentracion final 0.17 1 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 concentracién que fue preparada para la inyeccion 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)

(=R SR A

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 12 | 13 14
Concentracién esperada 0.1 | 0.2 0.4 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 10.10 12.01 13.97 15.94 18.34 19.76

Figura 8. En linea naranja la concentracidn 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
Tel: (228) 84218 00 ext 3606  www.inecol.mx eliel.ruiz@inecol.mx
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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
extraccion en granos de maiz, se decidio utilizar harina comercial de maiz debido a su alto
grado de homogenizacion 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 continuacion, 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 Maseca®
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Homogenizary almacenar por 1 hora

§

g

Fortificar
-AMPA
-Glifosato

ASE®

Extraccion acelerada por
solventes

EDGE®

Extraccion Guiada
Dispersiva Energizada

Inyectar = A ——

4

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

4

Tapary agitar vigorosamente

nd

Homogenizar y almacenar por 1 hora

¥

Descongelar y homogenizar

A

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

4

Centrifugar: 4000 rpm por 20 minutos a 4°C

Figura 10. Esquema de trabajo usado para la extracciéon de muestras para AMPA vy glifosato por los
distintos sistemas (EDGE, ASE, ultrasonicacion).
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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. Los sonidos se propagan por medio de ondas de compresion
y expansion, y generan la suficiente presidn como para romper las fuerzas de cohesién de
las moléculas, separandolas para crear una micro cavidad o burbuja en donde,
generalmente existen pequefas particulas en disolucidn, gases disueltos o microburbujas.
Estas burbujas crecen en varios ciclos acusticos hasta que logran una medida critica e
inestable en la que pueden absorber y saturarse de energia, en donde ya no pueden
mantener su estabilidad y el liquido que |la rodea entra violentamente dentro de la burbuja,

ocasionando su implosion.

Las técnicas de preparacion de muestras frecuentemente hacen uso de acidos
concentrados, solventes altamente volatiles, altas temperaturas, y a menudo altas
presiones para efectuar la disolucién de analitos elementales de muestras sdlidas. En el
esfuerzo para acortar el paso de preparacion del andlisis de la muestra, una de las técnicas
gue se ha mostrado prometedora para acelerar y simplificar el tratamiento de muestras es

la extraccion ultrasonica (Manual de fabricante Cole Parmer)

PROCESO
1. Colocar la muestra en tubos dentro del ultrasonicador programando pulsos de 5

minutos (Figura 11).
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Figura 11. A) Ultrasonicador B) Muestras para ser procesadas en el ultrasonicador.

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 interrupcion 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

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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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 sdlida se carga en una celda (1 a 100 mL), se tapan los extremos y se aprietan
manualmente (Figura 12 A).

2. Las celdas con muestra se cargan en una bandeja en el equipo y los recipientes de
recoleccidn (botellas o viales) se cargan en una bandeja de recolecciéon (Figura 12 B).

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 presion 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 extraccién real
(Figura 12 B).

5. Cuando la celda esta 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 presurizacion de la celda. Dado que el disolvente
se expande a medida que se calienta, la presidn en la celda aumenta cuando se cierre la

valvula estatica.
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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 operacion seleccionada.

Los tiempos de calentamiento varian entre 5 minutos para 100 °C y 9 minutos para 200 °C.
9. La extraccion entra en un periodo estatico con una duracion seleccionada por el usuario.
Los tiempos estaticos tipicos son de 5 minutos, pero pueden variar de O 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.

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 solida) 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.
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Figura 12. A) Piezas de celda de ASE. B) Flujo de trabajo de equipo ASE (Caricatura modificada del

manual de procedimientos). C) Equipo montado. D) Celdas ensambladas.
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EDGE® Extraccién Guiada Dispersiva Energizada

ENERGIZED DISPERSIVE GUIDED EXTRACTION. CEM

Es un sistema de extracciéon 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 filtracion, es un sistema de extraccion por
disolvente con fluidos presurizados (Figura 13A). Extrae muestras en fase sélida dispersiva,
liquido soportado, fluido presurizado, liquido-liquido (Notas de aplicacién del fabricante
ap0107).

Métodos

-Extraccion dispersiva energizada: extrae compuestos organicos semi-volatiles del suelo,
grasa de alimentos vy los ftalatos de plasticos.

-SPE Energizado dispersivo: alternativa al método QUEChERS para la extraccion y limpieza
mas efectivas de matrices dificiles.

Proceso

1. Creacidn del método y seleccidén 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 (Figura
13B).

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
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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 (Figura 13A).

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 usd 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 Gl para proporcionar soporte estructural
durante la extraccion.

5. El equipo regresa el Q-cup a su posicion y continua con la siguiente muestra (Figura 13C).
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Figura 13. A) Flujo de trabajo del equipo EDGE (Imagen tomada del manual de funcionamiento). B)

Piezas de Q-Cup. C) Equipo montado, vistas lateral (izquierda) y frontal (derecha).

El Cuadro 4 muestras los distintos disolventes y condiciones que fueron usados

experimentalmente en el método con EDGE. Se utilizaron cuatro sistemas de disolventes:
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metanol 100%, metanol-agua (50:50), metanol-agua (20:80) y acetonitrilo: todos acidificados

con acido férmico al 1% (v/v). El volumen de extraccion también fue modificado para cada

condicidn, asi como el recipiente de extraccion (tubos de 50 mL).

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 4)

y 80 mL para las condiciones restantes (C, F, | y L del Cuadro 4). Posterior a la extraccion se

elimind el disolvente por rotaevaporaciéon a presion reducida y por liofilizaciéon hasta su

completa sequedad. Posteriormente se resuspendié en T mL de agua y se inyectd en el

UPLC-MS/Q@Q. El Cuadro 5 muestra los resultados del experimento, en donde el mejor

resultado se obtuvo con la condicidn |: 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 4. Condiciones experimentales de extraccion el equipo EDGE.

Solventes
Metanol 100% + FA 1% Metanol- AGUA (50:50) 100% | Metanol- AGUA (20:80) 100% | ACN+ FA1%
+ FA1% + FA1%
A Vial de plastico (10 mL) D Vial de plastico (1I0mL) | 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)
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Cuadro 5. Resultados de la inyeccidn de las muestras extraidas en EDGE.

Muestras EDGE Masa recuperada (ug) rezzrg:patsijsnd&)
Maseca+Gli_A 0.193 1.417
Maseca+Gli_B 0.329 2.412
Maseca+Gli_C 0.304 2.229
Maseca+Cli_D 0.440 3.232
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 la 6 se muestran los resultados de la extraccion de glifosato con los sistemas
evaluados y las condiciones usadas, volUmenes y proporciones de disolventes. La figura 14
muestra la representacion grafica de los datos, se puede observar que los sistemas de
extraccion por ASE y sonicacién muestran los valores mas altos de recuperacion con 109.19%

Yy 93%, respectivamente, con 80:20 H20-MeOH acidificado con 1% de acido féormico.

Para la extraccion de AMPA se utilizé el método de sonicacion con distintas condiciones, en
las que se valora la solubilidad del compuesto en la proporcién 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

FASE MOVIL H20- PORCENTAJE DE RECUPERACION DE
SISTEMA DESV.STD
MeOH +1% FA GLIFOSATO

EDGE 27 mL 50:50 41.65 26.08

EDGE10 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 9312 1.58
SONICADOR 10 mL 50:50 48.42 0.7

Porcentaje de recuperacion de glifosato
120

T
100 l
s
80 T
60 [ I l
40
20 ‘
0
50:50 80:20 80:20 50:50 80:20 50:50
EDGE 27ml EDGE 10 ml ASE 14.8 ml ASE 14.8ml  SONICADOR 10 ml SONICADOR 10 ml

Figura 14. Porcentaje de recuperacion de glifosato de maiz fortificado.
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Cuadro 7. Métodos de deteccién 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

Porcentaje de recuperacion AMPA

11.00
=
9.00
7.00 +
5.00
3.00
1.00 —_—
100% H20 80:20 H20-MeOH + 1 % FA 50:50 H20-MeOH + 1 % FA
SONICADOR 10 ml SONICADOR 10 ml SONICADOR 10 ml

Figura 15. Porcentaje de recuperacion de AMPA en harina fortificada
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Discusion

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

La extraccion de la matriz fortificada con glifosato fue mejor cuando se extrajo con una
proporcion mayor de agua en el disolvente. La ventaja de extraccion con EDGE radica en
gue es un equipo facil de montar y puede extraer muestras muy rapido y en un tiempo

corto, y es un equipo completamente automatizado.

El desarrollo de esta metodologia compara diversos métodos de extraccion de glifosato y
AMPA en harina de maiz, pudimos observar que todos fueron eficientes, sin embargo, la
extraccion por sonicacion resulta mejorar y simplificar el analisis, es de costo bajo, no hay
pasos de derivatizacion, ni de regeneracidon 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%.
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Conclusiones

Se establecié y se validdé en términos de sensibilidad, rango de cuantificacion,
reproducibilidad y robustez un método analitico selectivo, a través de una plataforma
UPLC-MS-QgQ, que permite la deteccidon y cuantificacion de glifosato y del acido

aminometilfosfénico en matrices derivadas de granos de maiz
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