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

Introduccion

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) El éxito de su popularidad es especialmente por 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 téxico (Chamkasem y Harmon
2016). La cuantificacion de estos compuestos en niveles bajos es muy dificil debido a su
caracter anfétero, alta polaridad, no volatilidad, baja masa y ausencia de grupos quimicos
gue faciliten su deteccién, por esta razén la mayoria de los métodos de cuantificacidon son
complejos y costosos (Botero et a., 2013; Chen et al., 2012).

En las dltimas décadas este agroquimico ha generado controversia, ya que se considera
causante de padecimientos de salud severos como el aumento en la probabilidad de
desarrollar cancer (Franke et al.,, 2021), alteraciones enddcrinas (Tadeu De Araujo-Ramos et
al,, 2021), desdrdenes neurologicos (Coullery et al,, 2016), autismo (Hashimoto y Hammock,
2021), 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.

El problema ante el uso excesivo de glifosato radica en que la exposicidon a este agente
guimico no solo se obtiene durante su aplicacién en campos de cultivo, sino también en
todos los niveles a lo largo de la cadena de distribucion y consumo de alimentos, por tanto,
€s 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 en muchos alimentos, frescos (Jallow et al.,, 2017), procesados (Mann,
2021 fluidos humanos como orina (Zoller et al,, 2020) y sangre (Wozniak et al., 2020; Gonzalez
et al,, 2007).

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 serd indispensable contar con mecanismos y
herramientas que garanticen la ausencia de este compuesto en los productos agricolas a
partir de esa fecha.

Objetivo
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El objetivo de este trabajo es establecer y validar un método analitico selectivo, reproducible
y robusto a través de una plataforma UPLC-MS-QQQ, que permita la deteccion y
cuantificacion de glifosato y del acido aminometilfosfénico en granos de maiz, con el
proposito 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.

Desarrollo experimental

Se decidio desarrollar un método de identificacion y cuantificacion por cromatografia de
liguidos de ultra alta resolucién (Agilent 1290) acoplada a un espectrometro de masas del
tipo triple cuadrupolo (Agilent 6460; UPLC-MS-QQ9Q). Se utilizé una columna ZORBAX
Eclipse Plus C18 (21 mm x 1.8 Micron, 600 Bar) con un flujo de 0.1 mL/min y un volumen de
inyeccion de 5 uL.

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. Los métodos de identificacidon y cuantificacion de glifosato
y de AMPA se evaluaron por distintos métodos de extraccion. Se decidié utilizar harina
comercial de maiz por su alto grado de homogenizacién y su reducido tamano de particula.
Se realizaron extracciones por distintos métodos y condiciones y las posteriores
cuantificaciones de muestras enriquecidas (adicionadas con glifosato y AMPA) y no
enriquecidas. Los métodos de extraccion evaluados fueron sonicacion, extraccion acelerada
por disolventes (ASE) y extraccion guiada dispersiva energizada (EDGE).

Resultados
Curvas de calibracion de glifosato y AMPA

Las graficas muestran la relacién entre la concentracidon y la respuesta registrada en el
equipo. El coeficiente de correlaciéon fue de 0.9989 para una regresion de segundo orden

(Figural).
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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).
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Figura 2. Esquema de trabajo usado para la extraccién de muestras para AMPA y glifosato por los distintos sistemas (EDGE,
ASE, ultrasonicacion).

Se muestran los resultados de la extraccion de glifosato con los sistemas evaluados y las
condiciones usadas, volUmenes y proporciones de disolventes. La figura 3 muestra la
representacion grafica de los datos, se puede observar que los sistemas de extraccion por
ASE y sonicacion muestran los valores mas altos de recuperacion con 109.19% y 93%,
respectivamente, con 80:20 H20-MeOH acidificado con 1% de acido férmico.
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Figura 3. Porcentaje de recuperacion de glifosato de maiz fortificado.

Para la extraccion de AMPA se utilizé el método de sonicacidn con distintas condiciones, en
las que se valora la solubilidad del compuesto en la proporcidon de disolventes. En la figura
4 se muestra la grafica del porcentaje de recuperacién de AMPA, el porcentaje aumenta al
incrementar la proporcién de agua en el disolvente, aunque la recuperacioén fue baja <10%.
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Figura 4. Porcentaje de recuperacion de AMPA en harina fortificada

Discusion y conclusiones

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 sonicacidon 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 establecido y se validdé en términos de sensibilidad, rango de cuantificacion,
reproducibilidad y robustez un meétodo analitico selectivo, a través de una plataforma
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UPLC-MS-QgQ, que permite la deteccidn y cuantificacion de glifosato y del acido
aminometilfosfonico en matrices derivadas de granos de maiz
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