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ADesarrollo de un método para la deteccion y cuantificacion del
plaguicida glifosato y su aplicacion en muestras de agua de San
Simon Atzitzintla, Pueblao

1. INTRODUCCION

La necesidad deuso de logplaguicidas

El aumento incontroladde la poblacion ha traido una clara amenaza muedial desarrollo
econdmico, social e incluso para la sostenibilidad ambié¢f&019se registré una poblacion de
7.7 billones de habitantels cual se estima que aumente a 11 billones de personas efu2id68
Nations, 2019)El aumento de la poblacion exige constantemente mégsaistemas de
abastecimiento de alimen{@ganizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la
Agricultura, 2009) Tal como ocurriéa nivel mundia(incluido México)en la década dE950,con

la llamada revolucién vergddebido al aumento das tendenciademogaficas de la poblaciofiye
necesario implementar un programa deatrollo agricolaon el fin de aumentar las tasas de
productividad a partir de una produccién extensiva a gran eapitsandopaquetes tecnoldgicos
conplaguicidas sintéticos,sgemas de riegesemillas mejoradas, entre oti@rieve et al., 2019)
Con el objetivo de abastecer las necesidades de alimdmtagoblacion y que a su vez generara
beneficios econdmicos y politicfikeswani, Dilnashin, Birla, & Singh, 2019) pesar de que han
transcurrido mas de 60 afoslddlegada déa revolucidnverde, hoy en dicontindan vigentes los
paquetes tecnolbgicadbase dglaguicidas sintéticosiendo México uno de los paises que mas

consume plaguicidas sintétic(shilén Camacho, 2017)

Sin duda elso de plaguicidasintéticosen la agricultura ha ayudado a incrementar laysoidn

de alimentossin embargpel uso de estos producti@snbién hagenerado un devastador impaeto
losrecursos naturalgsen la salud human@®esticide Action Network Europe, 2018a
implementacion de la agricultura extensiva a partir de plaguicidas sintéticos fue con el objetivo de
aumentar las tasas en la produccion de alinsgrdioa abastecer laecesidades humanas. Pero a
pesar de que en 2018 de acuerdepdrte global de las Nacionesidasse produjo una cantidad
suficiente para alimentar a toda la poblacion mundalrrio la peor crisis de segdad

alimenticia, puestque mas de 113 millones de personas en 53 paises experimentaron hambre
agudarevelando que el uso de plaguicidas sintétieasre otros paquetes tecnoldgicos agricotas

han contribuido a reducir el hambre mundidébido a que los alimentos se aglamner
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principalmente en psesindustriales, concluyendo que la agricultura extengigbuso de
plaguicidas sintéticos no stasolucion para producir la cantidad de alimentos necesarios para
satisfacer las necesidades humanas, ni mucho menos para cefitatibre mundiglFood
Security Information Network, 2019)

Un plaguicida se define como una sustaneitaural o sintética inclusive unanezcla de estas
destinada prevenir, controlar o destruir todo aquello que se considere como gag Pphaundiyil,
Stober, Besbelli, & Pronczuk, 2008kluyendoatodos aquellos \@ores(mamiferos, pajaros,
artrépodos e insectpdenominados comeausantes denfermedades humanas y animales o
simplementéndeseables paausar algun tipo de dabdnterferencia en la produccion,
elaboracion, almacenamiento, transportarbién erda comercializacién de alimentos para
humanos o animaleasi como otroproductos agricolag ganaderogHancock et al., 2008l
término plaguicida también incluye, a todas las sustagaeson destinadas para ser usada®o
reguladoraslel crecimiento de las plantas, con caracteristicas defoliadesegantesiendo
tambiénagentes para reducir la densidad de frotavitar su caida prematura. Siendo los
plaguicidasddas las sustancias aplicadas a los cultivos antes o despuésskcla para proteger
al producto contra su deterioro durante el almaoéato y transport€Organizacion de las

Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura, 2009)

Los plaguicidas constituyen una herramienta importante en el desarrollo de la agricultura y su uso
ha contribuido @aumentata produccién de alimentos y materias prir@abrre, 2005)Los
primerosplaguicidas de origen sintético se formulaeorirelos afiosl930 y 1940como resultado

de investigacionegue estabaanfocadasriginalmenteal desarrollo de armas quimic#ss cuales

fueron probados por primera veziaaectos(Molina, 2013)

Uno ck los primeros plaguicidasntéticos que se crdae el diclorodifeniltricloroetanpmejor
conocido como DDTfue sintetizado por Zeidler en 1874, y sus propiedades insecticidas fueron
descritas por Paul Muller ei939. El DDT se utilizé por primera vez dural@#esegunda Guerra
Mundial con el propdsito deroteger a los soldados estadounidenses contra enfermedades
transmitidas polos mosquitos causantes de malgrie comercializ6 en los EE.UU. &845(J.

Kim et al.,2015)Donde aindustrializacion, los intereses econdémicos de los grandes productores
de plaguicidas, asi como la necesidad de contadéar plagastapidamentéavorecio su

fabricacion y consuma escala mundigFrederick Rowe, 2019)
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La introduccion de los plaguicidas en Méxfae apoyada por fuertes inversioneteinacionales

durante laevolucion erde, con el fin deonvencer a las autorideside quel uso de plaguicidas

era un camino r8pido y seguro par anofmericathe r ni zar 0
contribuy6 a su prosperidad otorgando fuertes contribuceleEsinsumos para convencer a los

grandes agricultores que las vdades de alto rendimiento y el uso masivo de agroqagées

serian muy redituabldkilia Albert, 2005)

Entre los apoyos internacional@ss importantea esta revolucién destaca el que dio la Furddaci
Rockefeller a lagscuelasnas reconocidade agronoria del paison el fin de destacar los
monocultives de especies hibridas de alémdimientoasi comeel uso intensivo de plaguicidas
sintéticos y fertilizantes. Promoviendo a fidaguicidas commétodos para mejar la
productividad agricola,ahdo como resultado la formaciénmdachas genaciones de agrénomos
mexicanogjue conocieranstos métodode manera exclusiva o predile¢@rtiz, Irmene; Avila
Chavez, Marco A; Torres, 2013)

Para México en 200@] mercado de plaguicidas fue aproximadamente de 700 millorksades

lo cual represent@n incremento del 5% anualrteo delos 5 afiogprevios En2011 de los
plaguicidas registrados ante COFEPRI®mision Federal para la Proteccion contra Riesgos
Sanitarios) alrededor de®0% fueron de origen quimico y Unicamentd@} de origen biolégico

de estos el 4%ranextremadarante toxicos, 9% altamente toxicos, 22% moderadamente toxicos
el 65%ligeramente toxicofCOFEPRIS, 2012)

Hoy en diason evidentes los efectade los plaguicidas sobre la salud del ser humamionales,
plantas yel medio ambienté_ee, den Uyl, & Runhaar, 2019ndependientemente de sus
beneficios, es evidente que los plaguicidas son sustancias quimicas deliberadéxmeas,

creadas para interferdn sistamas biol6giccs, careciendale unaselectividad realDel Puerto,

Suérez, & Palacio, 2014 fectardo simultaneamenten mayor o menor grado, tanto a la
humanidad como a otras categoriasdres vivogOzkara, Akyil, & Konuk, 2016)Por todo ®
anterior, en este trabage aborda una breve descripcién de la situacion actual de los plaguicidas,
particularmente en el herbicidgifosato, elcual es catalogadonundialmenteeomo elplaguicida

mas utilizadphacienddiincapiéen la neceidad de desarrollanétod® para su deteccidue

manera rapida y sensible en el compartimiento ambiagte.
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En México se encuentran registradisedalor de 900 formulacionete plaguicidasie los cuales
anualmente se rociamtre 395 y13,163 toneladasn cultivosque sorde consumo cotidiano para

los mexicanogomo maiz, tomate, frijol, papa, etgdernandezAntonio & Hansen, 2011pentro

de los estados con maymwnsumade plaguicidase encuentreSinaloa, Veracruz, Jalisco, Nayarit,
Colima, Sonora, Baja California, TamaulipkBchoacan, Tabasco, Estade Méxco, Puebla 'y
Oaxaca, quesan hastan80% de las 900 formulaciones de plaguiciflaslbert, 2005; Bejarano

et al., 20173)inclusivese hdlegadoa reportarel usode 24 plaguicidas prohibidos por la Secretaria
de Salud y 13 de uso restringieio cultivosy en zonas urban& estos estadgBejarano et al.,
2017b)

La informacion a detallen cuanto al volumepntipos de plaguicidas que se aplieGaudmente en

los campos agricolas, asi coal@rado de contaminacion organica es practicéeriapxistente
(Mendoza Cantu & Ize Lema, 2018)n mencionar la falta de normas y regulaciones de muchos
plaguicidas que se usan ampliamente como el glifoBetiotio de las Norma Oficiales Mexicanas
existe la NOM201-SSA1-2015, la cual establece las concentraciones que deben de cumplir el agua
y hielo para consumo humano, fijandolimite maximo permisibl@ara glifosato de 0.1 mg/IPor

otro lado el glifosato en Mdéco aln contintaentro de la clasificacidioxicolégica IV

(ligeramente téxicojCicoplafest, 2004)mientras que en paises coltadia, Francia y Dinamaa

esta prohibido o es de uso restring{ifalkanthi, Sandareka, Wijerathne, & Sivashankar, 2019)

El problema ambiental producido por el glifosato, yeneral los plaguicidas es muy complejo
debido a que intervienen diferentes sectores, los cuatelsmnarintimamente, como es la parte
cultural que desde latroduccion del glifosato en el mercado (19&8)pocos afiocseha cambiado

la formade preparar las tierras antes de ser cultivadag en dissimplemente con rociar el
plaguicida erel area a cultivar es suficiente para que en unas horas quede listo para ser cultivado
por lo quela aplicacion de glifosato se vuelve uganicamds rapidasencillay econémica. Debido

a su gran efectividad se ha convertihoel plaguicida més vendido en el mungienerandaina

gran cantidad de intereses monetaaioével mundial por empresas agricolas trasnacionales como
Monsanto(hoy en dia Bayen)Dill et al., 2010) Actualmente en Méxicao existen normativas o
politicas que prohibam restrinjarel uso de este plaguéd por lo que su venta continda en el
mercado sin ningun@striccion El uso de glifosato se ha caracterizado por ser un herbicida

eficientede amplio espeatr donde estos factores fueron clave para desarsalhaillas
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modificadas genéticamente para ser resist@s@scialmente al glifosa{Beckie, Busi,
Bagavathiannan, & Martin, 2019in embargo el uso desmedido del glifosato ha provocado una
gran cantidad de afectaciones en la salud hupaaivaal, asi coman ruinoso deterioro de los
recursos ambiental¢Bernandes et al., 2019a; G. E. Séralini, Mesnage, Defarge, & Spiroux de
Venddmois, 2014; Xu, Smith, Smith, Wang, & Li, 201®)cual ha provocadmultiples

movimientos sociales a escatandial para prohibir el glifosatfunto conlassemilas transgénicas
resistentes aséeherbicida(Klein & Agroecology, 2017jFigura 1) Por lotanto,la interrelacion de

los distintos sectores, hacecesario que la atencién requerida para combatir este problema
complejo sea a diferentesseles(politico, social, ambiental, académico, cultural, tecnoldgico, entre
otros)

* Métodos de deteccion para su
monitoreo

Métodos de degradacion
Estudios de impacto ambiental
Estudios epidemiolégicos

Afectaciones Contaminacién

Académico en la salud

Ambiente + Apoyos gubernamentales
sye * Plan de produccién uso, manejo y
Politica disposicién de residuos
Economia _ * Recomendacién de las tiendas de
- agroquimicos

Sociedad |
Tecnologia ¥
) Herbicida mas vendido
Glifosato mundial
(0] O
O Cule
HO N_ARoH ultura

Creacién de semillas
GM resistentes al
glifosato

Figura 1.Esquena representativo de los distintos sectoues interactian en lagblematica

compleja del glifosatqElaboracion propia)

El uso desmedido de glifosato ha provocado su presencia@istlotos compartimentos
ambientales, inclusive ha sido catalogado por distintos &utoreo un contaminanterodn
(Myers et al., 2016a; Vandenberg et al., 20fjdedandda poblacion expuestalas efectos

nocivos que este provocalgunas afectacionese resumen en laabla 1.
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Tablal. Afectaciones deglifosato en distintosistemas(Elaboracion propia)

Sistema

Afectaciones

Referencias

Salud humana

Biodiversidad

SuelePlanta

=

Posible disruptoendocrino
Posible carcinogénico
Afectacion en el sistema nervios
Disfuncion respiratoria, falla ren:
y cardiaca, asi como comay

muerte

Reduccion de la expectativa de |
vida acuatica, asi como reducci¢
en las tasas de reproduccion
Mutaciones letales

Dafio al ADN en pruebas de
laboratorio con tejidos y 6rganos
de raton

Trastornos reproductivos
Carcinogénesis en ratas macho
de cancer tiroideo en hembras
Pérdida de especies en peligro ¢

extincion.

Reduccion en la absorcion de
nutrientes esenciales para los
cultivos

Disminucién en la fijacion de
nitrégeno

Mayor vulnerabilidad hacia

enfermedades de plantas

(International Agency for
Research on Cancer, 2017¢
Myers et al., 2016a; Patel &
Sangeeta2019; Smith et al.,
2019; Szepanowskt al.,
2018; Zouaoui et al2013)

(Dai et al., 2016; Gill et al.,
2018; Guilheme, Gaivéo et
al., 2012; Mordal,
Mukherjee et al.2018;
Williams et al.2016)

(GauppBerghausen et
al., 2015; Mertens, HOss
et al., 2018; Rose et al.,
2017)
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Ante esta situacidalin se necesitan estudicientificospara lacompleta conprensiérde la
complejidad del problemasociado al uso del glifosay@ que parte del problentiane que ver con
la falta de datos certeros sobre la presencia del herlgnittzs diferentes compartimentos
ambientales. La deteccion y cuantificacionglgbsato esta basado emétods ytécnicas
sofisticadas que requieren instrumentos modernos, personal capacitdcitapmentos costosos y
largos; por lo quéarlesseguimiento a estudios de impacto ambiental o andésiesgoambiental
es poco probabjga que solo contadas instituciones tienen acceso a aplicar estos métodos
métodooficial para determinar el herbicidgifosato el 547 (U.S. Environmental Protection

Agency, 1990)el cualse baaprincipalmenteentres pasas

1 Inyecciénacuosadirecta erHPLC
1 Derivatizacion postolumna

1 Deteccion pofluorescencia

El primer paso de este métodansisteen la separacion dglifosato de lanuestra de agua por
medio de la inyeccion en arcolumnaHPLC de intercambio catiénic@espués de la elucidpor
HPLC los componentes separados de la muestra desaguxidadogon hipoclorito de calcio
para mezclar el producto corftalaldehide2-mercaptoetandlOPA), para conferirlda propialad
de absorber luz y fluorescén cual finalmentees detectadpor espectrfluorimetria durando todo
el procedimiento alrededor de 15 hoffigura 2.

Reactor
post-columna
D

Figura2. Procedimiento de deteccion de glifosato usando el métodoesdficado por la Agencia
de Proteccion AmbientdEPA). (Elaboracion propia)
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Las ventajas que tiene estétado es que permitealizar mediciones de alta selectividad y
sensibilidad, pera la vezes un métodocomplejo, costoso ya quequieredeinstrumentos
analiticos como la cromatografia liquida de alta eficiefi¢RLC) y el espectrofluorimetro
acopladorequiriendode tiempos largos de andlisis por las reaccionescpbsinna (8 horashsi
comopersonal capacitadbo anteriorha traido cora consecuencia que muy pocas instituciones
tengan la capacidad analitica para darle seguimiento a los estudios de impaettehotdli

plaguicida glifosato.

Dadala importancia de la determinacide glifosato en agua de manera rapida, sensible y
confiabk, en ate trabajo se propusiesarrollar unalternativa par#éa determinacién dglifosato
endiferentes matrices de ag(fotable urbanasubterranea, superficialrgsidualtratada)

mediane unmétodoinnovador Al métododesarrollado se léeterminaron sus cifras de mérito
(sensibilidad, selectividad, exactitugproducibilidad y precision). Adicionalmente se plante6 que
el método desarrollado tuviera tiempos cortos de detedéicihaplicacion ybajo costo en

comparacion al método ofitide la EPA
3. JUSTIFICACION

La amplia distribucién del glifosatn el agualemanda métodos de deteccion y cuantificacion,
para su monitoreo. Los métodos actuales requieren de instrumengtisastifs de alto costo,
tiempos largos de andlisis, infraesturetcomplejay personal altamentapacitadoDebido a lo
anterior salecididplantearel desarrolladleun métodespectrofotométrica partir de la inhibicién

de la enzima lacasa o por formacién de complejo empleando el compuesto metdlico Bis
Fenildipirinatade niquelll), para la deteccion y cuantificacion del herbicida glifosato en egua
tiempos cortos de deteccid@ltasensibilidad, reproducibilidad, y bajo costo, asi como la odgec

de determinaglifosato en diferentes matrices de agua (petaibanasubterranes residual

tratada provenientes de la localidad de San Simén AtzitdinHbdesarrollo dain método

altemativo y viable permitiriael andlisisa un mayor nimerde muestraen un menor tiempo
Ademasel presente trabajo aborl#asituacion actual de los plaguicidas en México, enfocandonos
principalmente en el herbicidglifosatq Gtil para generanformacion cientifica Vilosa

Finalmentegl trabajo se justifica dado que permitié identificar las relaciones causales mediante el
estudiocualitativoconentrevistas en profundidad hacia los campesinos de la localidad de San

Simoén Atzitzintla
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4. PREGUNTAS DE INVESTIGACION

1 ¢Cual es el desempeillel método desarrolladcen términos de sensibilidad y rapidez de la
deteccion por medio da interaccién con sitios metélicos para ser aplicada a distintas
matrices de agua provemites de San Simon Atzitzintla?

1 ¢Cudlesonlasrelacbnescausatsque explicada presencia de glifosato en agua residual
tratada de San Simon Atzitzintla?

5. HIPOTESIS

1 Através del desarrollo de umétodo espectrofotométrise podréaetectar el glifosatale
manerasencillay rapidaen comparacion a otros métodos ya desarrollados

1 El uso desregulado de herbicidas comerciales que congeirggrediente activglifosao,
dentro ddas actividades socioecondmicas de San Simoén Atzitzintla, favorece su

distribucion eragua superficial de la localidad
6. OBJETIVOS

6.1 Objetivo General

Desarrollar un métodde deteccion y cuantificacién del herbicida glifosato en aguadetectar

dicho herbicida en distintas matrices de agua provenientes de la locki8ath Simon Atzitzintla
6.2 Objetivos Particulares

1 Determinar lacapacidad decompuesto metalado para detecfiifiosato por formacion de
complejo

1 Determinardas condiciones Optimas dehibicién cataliticade la la@sa poita presencia de
glifosato.

1 Deteminar las cifras de mérito delétodoal ser aplicadenlas diferentesnuestras de
agua de la localidad de San Simén Atzitzintla.

1 Identificar las relacionescauslesde la presencia de glifosato en el agua residual trdeda

San Simon Atzitzintla, desden enfoque ambiental, social y econémico.
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7. MARCO TEORICO

7.1 Plaguicidas

La humanidad desde antes del 2000 a. C. ha utilizado los plaguicidas con el fin de proteger a los
cultivos de las plaggfanga Rao, Rupela, Rameshar Rao, & Reddy, 20bvgstudio hecho por
Ritter, menciona que el primer registro de plaguicida fue el azufre eleméhitaldo en la antigua
Mesopotamia, incluso en ERigvad@ xtlbaem&@smamci gomodele
plantas venenosas para el controptdagas, el uso extensivo glaguicidas a base de arsénico
comenzé poco después de la segunda gorrmalial (Ritter, 2009) En 1948, Paul Miiller recibid el
premio Nobel en medicina por el descubrimiento del insecticida conocido com¢@&idiboa
Fuentes, 1874konvirtiéndose enl @laguicida organoclorado mas empleado a nivel mundial, por
su extraordinaria eficacia. Simbargopara 1975 los plaguicidas organoclorados fueron
reemplazados a causagiealtatoxicidad para la biodiversidad en general, por los plaguicidas
organofosbrados y carbamatos, a partir de ese momento los compuestos de piretrina, se
convirtieron en los insecticidas dominantes en la indu&@eaea & Angerer, 2006)El uso cotidiano

de los herbicidas comenzo en la década de fp88@rior ad revolucion verdesiendo la triazina 'y

acidos carboxilicogcido 2,4diclorofenoxiacéticy glifosatg los mas usualg®itter, 2009)
7.2 Glifosato

El glifosato es un analogo aminoféefco del aminoacidoatural glicinaLajin & Goessler, 2019)
el cual es utilizado principalmente como plaguicida, dentro de la denoémirfearibicida defoliante
con usaagricola, urbano y domeéstico. El glifosato pertenece a la famil@sdiafuicidas
organofosforadofC. Zhang et al., 2018yjue por su alto grado de toxicidad su uso ha sido
restringido en diversos paises de primer mundetffaiBélgica y Noruege(Brookes, Taheripour,
& Tyner, 2017)

Hoy en dia el glifosat@N-fosfonometilglicina d\-(fosfonometil) glicinaisopropilamina,
CsHgNOsP) (Figura 3 es el plaguicida mas utilizado y producido en el mySdumis, 2018)Los
productos a base de glifosato estégistrados en mas de 130 paisesyida México(Richmond,
2018)y estan aprolwos para el control de malezas en mas de 100 cultivos. No existen otros
ingredientes activos de herbicidas que se le comparen en cuanto al nUoess adperobados
(Tanveer, Ali, Manalil, Raza, & Chauhan, 2018)

Péagina [L7



O O

H ||
HO)J\/N\/FQ"“OH

OH

Figura 3 Estructura quimica del glifosat&laboracion propia)

El glifosato fue por primera vez sintetizado en 1950 por el quimico suizo, Dr. Henri Martin, sin
embargoegl trabajo mnca fue publicad¢Dill et al., 2010) En 1964 Stauffer Chemical patento el
glifosato como agente quelante, por su gran capacidad de unirse y removeemares siguiente
orden: C&" < Mn?* < Zrn?* < Mg ?* < Fe®" < AI®* (Mertens et al., 2IB). La empresa trasnaciain
conocida como Monsanto en IB@ejoro la férmula del glifosato para que tuviera mayor actividad
herbicida, la cual fue sintetizada por el quimico John E. Ritizt al., 2010)

El mecanismo de accidiel herbicidaglifosato consiste en la inhibicién de la enzima 5
enolpiruvilsikimate3-fosfato sintasa (EPSPS), la cual participa metadadlénte en la produccién

de aminoéacidos aromaticos y otros comgntes aromaticos esenciales para la sobrevivencia de las
plantagPetter etl., 2016) La inhibicién de la EPSPS evita que la planta produzca los compuestos
esenciales parml crecimiento de la plantancluyendo aquellos involucrados en la defensa de la
planta(Caetano, Ramalho, Botrel, da Cunha, & de Mello, 20d&xurbadoel crecimiento

microbiano esencigdara la nutricion vegetglohal & Huber, 2009)

El glifosato como producto quimico puro muestra las siguient@éegiades fisicas y quimicas
(Tabla 3, las cuales son esenciales para tener una nocién cercana en cuanto a la distribucion en los

compartmientos ambientaleasi comal impactoque puede causan la biodiversidad.
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Tabla 2 Propiedades fisicas y quimicdal glifosato(International Agency for Research on Cancer,

2017a)

NombreQuimico (N-fosfonometil) glicina

Apariencia y olor Solido cristalino blanco e inodoro

Peso Molecular 169.7 g/mol

Densidad 1.70 g/cm

Punto de Fusion 184.5°C (se descompone a 187°C)

Solubilidad Soluble: agua 11.6 g/L (25°Qhsoluble en solventes organicos:
Acetona, etanol y xileno.

Inflamabilidad No esinflamable
Corrosivo al acero y al zinc.

Corrosividad
No corrosivo al acero inoxidable y al polietileno

Estabilidad 32 dias (25°C) y pH=-9

Presion de vapor 1.84x10" mm de Hg (45°C)

Volatilidad 1.31x10? mPa (25°C)

Por su alta solubilidad en agua el glifosato puede distribuirse a grandes distancias de donde es
normalmente aplicado, aairés de las corrientes acuosas.dm ladq para su aplicacion el

glifosato akbe ser disuelto en aguaociado poraspersiony que por sibaja sedimentabilidase

distribuye por aire como aerosoles. Ademas, sus zonas apolares de las moléculas permiten que sea
adsorbido rapida y fuertemente por las particulas del suelo, lo cual impide su movilidad y su
lixiviacion (Okada, Costa, & Bedmar, 2016; Sprankle, Meggitt, Penner, & Penner2, 2014;
Vereecken, 2005)

7.2.1Produccién

Dentro del mercado agricola tan solo en EE. &disten mas de 750 productos que contieglen
ingrediente activglifosata La manufacturacién del glifosato est4 autorizada en 20 diferentes

paises, siendo China el principal productor, con masQdéldel suministro global con 53

fabricantes autorizados y exporta alrededor del 35 %, seguido de India con 9 productores y 5 en EE.
UU., otros de los paises que producen glifosato son: Australia, Egipto, Malasia, Espafia, Hungria,
Turquia, Reino Unido, Vereela, Singapursrael y MéxicdSounis, 2018) Como se menciono

anteriormente djlifosatoes el plaguicida mé&smpleado en el mungddebido a la gran demanda
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que tieneen 2008 tuvo una produccién aproximada de 600,000 toneladas, la cual aumentd en 2011
a 650,000 toneladas y 7,200 tonéadas en 201PBrookes et al., 2017FEn 1987 tan solen EE.

UU. fueron usadaaproximadamente 4,000 toneladagti®sato,incrementando esta cifra
drasticamente ef007con 80,00QoneladasEsteaumentadambién se ha registrado en Asraun

del 30% era demandan los ultimos 3 afigPuke, 2018)

Dentro del mercado agricola mexicangldosato se puede encontrar como sal de amoaio, s
amina isopropil, glifosato &cido o sal potasica, dependiendo dlestioadotambién se formula a
diferentes concentraciones del ingrediente activo por litt@; 220, 360, 480, 680 g ébla 3
(Cerdeira, Gazziero, Duke, Matallo, & Spadotto, 2007)

Tabla 3 Presentaciones comerciales mas vendidas de glifesatt&xico(Coordinacion Gerral
de Contaminacion y Salud Ambiental, 2018)

Nombre Comercial Firmas Productoras Concentracion

Faena 320 Proficol SA 320 g/L
Fuete SL Monsanto 480 g/L
Ranger SL Monsanto 240 g/L
Rocket SG Monsanto 74-75%
Rocky SL Monsanto 120 g/L
Roundupmadurante  Monsanto 480 g/L
SL

Roundup SG Monsanto 74-75%
Roundup SL (Sal) Monsanto 480 g/L
Glifosato 48 SL Coagro Ltda 48%
Clinofox Cedar Crystal Chemical 480 g/L

La principal razén por la que los agricultores han acogido rapidamente el glffosito es por la
sencillez que ofrece para el control de malezas, ademas de que han reducido el nUmero de
herbicidagjue anteriormente usahda cual significa un ahorro en cuanto costes y tiempo en el

mantenimiert de los cultivogSteinmann, Dickeduisberg, & Theuvsen, 2012)

En 1996 conrenzé la introduccion des cultivos transgénicagsistentes al glifosato, los
denominados cultivos Roundup Ready, de la empresa Mor(sagt8ayer). Las primeras semillas

genéticamente modificadas que se desarrollaron fueron:reaja,sorgo, canolalfalfa, algodén
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y trigo. Dichos cultivoddieron a los agricultores la capacidad de controlar malezas de una forma
rapida y sencilla, por la capacidqde tienen las semilldseansgénicaparaser resistentes al

glifosata El uso de las semillas transgésca tenido un gran auge dentro de la agricultura ya que
afo con afio aumenta su uso, ya que®L7 se registré quel 87 % de los cultivos de soya EE.

UU. fueron de la varidad transgénic@United States Department of Agriculture, 2018)

Es particularmente importante destacar Méxicq en 2011 importd 9 millones 515,000 toneladas
de maiz provenientes principalmente de EE. UU., donde tratan sus cultivos con grandes cantidades

de glifosata/Coordinacion General de Contaminacion y Salud Ambiental, 2018)

7.2.2Usos

7.2.2.1Agricultura

Dentro de la agricultura el glifosato esta autorizado para comtide 100 especies de malezas
anuales y pasto, asi como mas de 60 especies de malezas perenes. Las tazas de aplicacion son
alrededor de 1:2 kg/ha para antes de cosechar, después draipjeantes del brote del cultivo,

cerca de 4.3 kg/ha son directamente rociados en huertos, pasturas, bosques e industrias para control
de malezas, al igual se utiliza como herbicida acodirededor de 2 kg/H&€. Zhang et al., 2018)

Los métodos de aplicacion del glifosato mas comunes soneel wéociado direct¢Malone &

Foster, 2019)EIl uso del glifosaten un principio se limitéinicamente a ser rociado después de
cosechar como control de malezas, pero con la introduccién de los cultivos transgénicos resistentes
al glifosato permitié su aplicédn en cualquier momento del cultivo, las veces quaseasario
Sinembargoegl uso intensivo y continuo del herbicieia los cultivos transgénicos ha creado un
mecanismo de resistencia en cuanto a la eliminaciéon de malezas, provocando que lasegricult
aumenten laosis del herbicidéGrube, Kalnenieks, & Muter, 2019)

6.2.2.2Residencial

El glifosato es extensamente usado para el control de malezas en el hogar en todo el mundo. En EE.
UU. entre el 2001 y el 2G04 glifosato se posicionéomo el segundo plaguicida mas usado para el
hogar y el sector de jardin, con un consumo anual entre4MtoneladagMyers et al., 2016a)

Para el caso de México, se tiene autorizado el glifosato para uso urdbajaodmeria para control

de hierbas no deseadas en campos de golf, parquess yatas urbanas publicas
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6.2.2.30tros usos

El glifosato también es utilizado para el control de especies invasivas acuéticas o sistemas de
humedales. En EE. UU. aproximadamente entre28bXel glifosato es utilizio en el sector
forestal(Fernandes et al., 2019liste herbicida se ha rociado en geacala de forma aérea desde
el afio 2000 en un programa que tiene como propdsito reducir la produccién de cocaina en
Colombia.Mientras que ® México y Sudamérica se utiliza para combatir cultd®snarihuana
(Bernal Céaceres, 2019)

7.3 Aspectos toxicologice del glifosato

Las industrializaciones quimicas junto con la modernidadtibado a los agricultores a sustituir

el laboreo mecanico y manual en el campo Jgaplicacion deustancias quimicas sintéticas con
toxicidad elevada, las cuales representa amenaza potencial a la agricultura sustentable, tal es el
caso del herbicida glifosato. El uso intensivo de plaguicidas implica la exposicion de los
operadores, asi como el efecto residual en alimentos rociados directamente, quedando
potencialmentexpuestos sus efectos nocivaglienes los consume. Portémto,en generala

poblacién se encuentra en constante riesgo de entrar en contacto con plaguicidas, ya sea de form
directa o indirectgC. Zhang et al., 2018)

Alrededor del 50% de la poblacion humana, ha estado expuesto a plaguicidas de forma directa
(fabricantes, transportadores, expendedores, agricultores, etc.) y el 100 % ha estado expuesto a los
residuos presentes en alimestagua, aire, sue{¥an Bruggen et al., 2018&) incremento

constante en la produccigraplicaciéon del glifosatba provocado fuertes afectaciones en la salud
humana y animatjebido a su toxicidad, a los malos masegyj disposidn de residuoda falta de
normativas de regulacién adedasy programas que promueven su uso. Por lo anterior, no es de
extrafiar que el herbicida glifosato haya sido frecuentendeméetadan los diferentes

compartimentos ambientalésuelo, atméfera, aguas superficiales y subterran¢Bechmond,

2018)

Por otro lado, se ha regadoque en las formulacionekel herbicideademas del ingredienaetivo
glifosato se encuenten concentraciones en&o al18%, dependiendo de la formulacion
comercial el surfactante polioxietilenamina (POEA),cual es principalmente utilizadgomo

emulsionante y agente humectartistudios experimental&sn hecho mencion dgie la toxicidad
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del POEA, es aun mayor que la del glifoséda;ual potencializda toxicidad aguda de las

formulaciones del herbicid@oore et al., 2012)
7.3.1Intoxicacionegor glifosato

La mayoria de las ioxicaciones accidental@®r glifosatoocurren por el hecho de que el herbicida

no se encontraba en su envase original (siendo confundidosodacims comestibles); por otro

lado,los casos por exposiciones ocupacionales generalmente ocurren parde faformacién y
capacitacion en el uso del herbicida, debido a que la mayoria de los trabajadores nelutilizan

equipo deproteccion personal durante la aplicacién; asi como en la preparacion de la mezcla para

su aplicacién. Los sintomas por inta@gdn aguda via oral (5 a 150 jnke presentan dentro de los
primeros minutos después de la ingesta (<30 min), principalmente gastrointestinales, como nauseas,
vémito, diarrea y dolor abdominal. En casos por intoxicacion grave se ha reportado disfuncion
respiratoria, falla renal, falla cardiaca, comaagtamuerte(Kranawetvogl, Siegert, Eyer,

Thiermann, & John, 2018; Zouaoui et al., 2013)

Hasta el momento no existe un antidoto especial para tratar intoxicaciones por glifosato, sin
embargo,algunos tratamientos que se administran al presentar sintomas por intoxicacion de
glifosato son reposicion de suero bicarbonato molar, reposicién hidroeléctrica, hipotensién arterial
mantenida, farmacos presores, administracion de carbon actileadidyp gastrico para

intoxicaciones gravgZouaoui et al., 2013)
7.3.2Toxicodindmia y toxicocinética del glifosato

En la década de los 90, comenzaron a darse las primeras consultas por intoxicaciéon de glifosato,
cifra que aumentan constantemente debido a su constar{iguuger & Fernandez, 2004; Zouaoui

et al., 2013)Lasvias de ingreso del herbicida a los organismos pueden seruiéaleemucosa y
respiratoria, el herbicida ya formulado tiene una toxicidad aguda en base sadaaDén agua para
ratas de 10537 mg/kg, una Bldérmica de 7500 mg/kg y una &linhalatoria (durante 4 horas) de
3180 mg/m de aire(Myers et al., 2016b)

De acuedo a estudios toxicocinétices animales de experimentacion, la mayor absorcion ocurre a
nivel tubo digestivo entre un &b %, mientras que por las demas vias es escasa la absorcion. Una
vez absorbido el glifosato, se distribuye en todo el organismositi@&pdose principalmente en

huesos (1% de la dosis oral). Entre eR9F% es excretado por la orina, el 2% por aire expirado y
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el 70% por heces. El glifosato en el organismo tiene escasa metabolizacion, ya que se logra excretar
sin alteraciorel 97 % dda dosis total absorbidgsill et al., 2018)

El dnico metabolito reportaditel glifosatoes el &cido aminmetil-fosfonico (AMPA), el cual tiene

una vida mediantre 26 dias a 148 dias, dependiendo de las condicioneseadeeqcuentre
(Degenhardt et al., 2012ecientemente se c@mobd que el herbicida comercial Roundup, es
causante de la enfermedad de higado graso no alcohélico a dosis que son permitidas por los
organismos reguladores a nivel munghMesnage, Renney, Séralini, Ward, & Antoniou, 2017)
Algunas atas expuestas a glifosato han mostrado alteracéigr@ficativas en las activaties de

las enzimasepdaticas, de las cuales se extrajeron microsomas y mostraron una inhibicion superior
al 50% del citocromo P450 (CYP). La inhibicion del CYP impide la metabolizacién de sustancias

enddgenas y exdgenasmofarmacos antineoplésicdlsarsen et al., 2014)
7.3.3Mutagenicidad

Algunos estudios han demostoaglue el glifosato tiene la capacidad émabumularse en los

organismos, pogjemplo,enleche maternéSteinborn et al., 2016; Vannini et al., 201&) tejidos
animaleqSamanta, Mukherjee, Pal, Kole, & Ghosh, 201 6n huesogKriiger et al., 2014)El

peligro potencial que representa para la humanidad al estar expuesto a este tipo de herbicidas, hace

indispensable determinar el dafio genético que podria causar.

La amplia distribucién de plaguicidas y otros comgtos toxicos ha interferido en la identificacion
de poblaciones expuestas a glifosato que cumplan con los parametros para realizar un analisis
epidemioldgico representati, confiable y ademas bioético. Por lo anterior, ha sido necesario
recurriraherramientas epidemiolégicas para evaloamo primera instancia la actividad

mutagénicacon la finalidad de indagar sobre su potencial carcinogéhatua 4.
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Tabla 4 Estudios mutagénicos por exposicion de glifog@ttmboracion propia)
Técnica Glifosato Conclusiones Referencias

Ensayo cometa 4-6.5 mM Se evidencio6 dafio en (Monroy et al.,2005)
el ADN para células
humanas normales y
células humanas de

fibrosarcoman vitro

Ensayo cometa 10.3 L/ha Las formulacionede (Pazy-Mifio et al.,
glifosato aplicadas po 2007)
aspersion aérea
causan dafio en el
ADN en individuos
expuestos
Ensayo cometa 5,10y 15 ppm Seencontrédafioen ( ¢avak & K
el ADN en eritrocitos 2007)
de pecesarassius

auratus)in vivo

Ensayo cometa 0.628.43 mM Después de 96 h de (Sandrini et al., 2013)
exposicién presento
dafio en el ADNen
peces Danio reriroy
Jenynsia
multidentatd
Prueba de Salmonell: 1.44 y 2.88 mg/L Se encontrd un (Shehatat al.,2013)
aumento significativo
en las aberraciones
cromosomicas a parti
de extracciones de
médula 6sea de ratdn

tratados con Rounduy
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7.3.4Carcinogenicidad

Existen cuestionamientos sobre la seguridad del glifosato y sus formulaciones comerciales en la
salud humana, debidoque el glifosato afecta estabilidad del ciclo celular, a partir del retraso de
la activacion de CDK1/ciclina B, provocando dafios genéfm®liveira et al., 2019; Seneff &

Nigh, 2017) los cualeson cruciales en la generacion de cancer hurf@rem, Saltnras,

Mostert, & Strupp, 2015Hasta el momento no existen estudios epidemiolégicos que muestren
evidencia suficiente para asociar la incidencia de cancer posiem de glifosato en humanos
Sinembargose ha demostrado a través de estudios enades de experimentacién una asddiac

positiva al cancer @bla 9.

Tabla 5 Estudios sobre incidencia de cancer asociados al glif§gsdboracion propia)

Tipo de cancer  Glifosato Conclusiones Referencias

Cancer de piel 25 mg/kg Todos los ratones del grup (Geageet al.,
Il comenzaron a presentar 2010)
tumorigénesis después de
52 dias en la region dorsal

de la piel

Cancer de mama 5x10°, 400y Ratas hembra presentaron (Séralini et al.,
2.25x10mg/L tumores en las glandulas 2014)
mamarias grincipalmente
fibroadenomas y
adenocarcinomas): 5/10
(50%), 9/10 (90%) y 10/10
(100%)

Carcinoma renal 1000, 500y Ratones macho presentarc (Williams et al.,

30000 ppm  adenomas renales 2016)

A partir de los estudios anterioresAlgencia Internacional para la Investigacion del Cancer,

concluye en su reportpie existe suficiente evidencia carcinogénica en animales de
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experimentacién por exposicion a glifosatatalogando al glifosato dentro de la categoria 2A,

como probablemente cancerigdimgernational Agency for Research on Cancer, 2017b)
7.4 Presencia del glifosato en los diferentes compartimentos ambientales

Debido a su naturaleza quimica, a sus propiedades fisicoguimicas y a su uso intensivo, el glifosato
ha sido detectado en suehire, agua superficiabn agua subterrdngacluso en seres vivos

(Figura 4)(Fernandes et al., 2019b; Maqueda, Undabeytia, Villaverde, & Morillo, 2017; Peruzzo,
Porta, & Ronco, 2008; Ruikoledo, Castro, River®érez, BelleMendoza, & S??rez, 2014; Van
Bruggen et al., 2018b)

Transporte
aéreo

A3

.

Granos, vegetales,
.. frutas y forrajes

Aplicacion de
plaguicidas

u Exposicion

directa

Aerosoles
Lluvia

Consumo de ‘m{ :1{\;;\“

forraje

Afectacion de la vida
acuatica

Excrementos

Figura 4 Ciclo biogeoquimicael glifosato. El plaguicida ha sido detectado en agua, Sexks
vivosy enalgunos alimentos como maiz, soya, alggBémio, Guo, & Emily, 2014; Torretta,
Katsoyiannis, Viotti, & Rada, 2018)Elaboracion propia)

7.4.1 Suelo

El suelo es el recurso con mayor presencia de glifosato, por lo tanto, es el compartimento mas

analizado en cuanto al comportamiento de este plaguicida. Se encuentra reportado que la adsorcion

del glifosato es alta en cualquier tipo de suelo, sin embigmy® tina particular afinidad por los

suelos arcillosofDe Gerdonimo, Aparicio, & Costa, 2018; Sprankle, Meggitt, & Penner, 197b)

estudio realizadpor (Veiga, Zapata, Fernandez Marcos, & Alvarez, 20@nitoreo durante 8

semanas el comportamiento que tiene el glifosato en el suelo, encontrando que el glifosato tiene una
Péagina 7



alta movilidad verticaya queel suelo tratado contenia concentraciones practicamente inegstent
de glifosato, mientras qued subsuelo presentd altas concentraciones del herbicigaesencia de
glifosato en subsuelos es alarmante yalgukegradacion ocurre de manera heésa Otro estudio
enfocadaen el transportdel glifosato ersuelo, monitoreo las concentraciones de glifosato, tanto en
sueles tratados con el herbicida, como en los sualedafiosin tratamiento, encontrando una
diferencia del 0.24% de glifosato emtos suelos labrados y fumigados con glifosato, respecto a los
no perturbadgmo existiendo diferenciasgnificativasentre ello§Okada et al., 2016fn laTabla

6 se muestra distintas investigaciones en diferentes paises, que han determinado presencia de

glifosato en suelo.

Tabla 6 Concentraciones dgifosato en suelo (Elaboracion propia)

Ubicacion Concentraciones  Referencias
glifosato (mg/kg
Australia 1-1.2 mg/kg (Rose et al., 2017)

Argentina 0.0930 . 1 6 3 ¢ (Lupietal., 2015)

México 32066 0 7. Kg (Mufoz et al.2019)
Union 0.012-2 mg/kg (V. Silva et al., 2018)

Europea

Como se mencion6 anteriormente el suelo es el compattiragtbiental con mayor presencia de
glifosato, dodle dicha presenclaatraidoafectaciones endgoropiedades del suelo, de acuerdo al
estudio realizadpor (Obour, Stahlman, & Holman, 2018)brecultivos de maiz y soya tratados
con glifosato en EE. UU. determiné las propiedades quimicas del suelo, mostrardectacion

en las concentraciones BeNG- N, SQ -Sy Fe
7.4.2 Aire

Existen muy pocos estudios en cuanto a la presencia del glifosato en la atmdsfera, debido a que es
practicamente desconocido su comportamiento en este compart{Rawier et al., 2019Una de

las primeras ivestigaciones enfocadas en la medicion de glifosato en aire fue epd991

Jauhiainen, guien reporté conaaiones de glifosatde15.7 pg/ridurante los periodos de

fumigacion silvicolaginternational Agency for Research on Cancer, 201Eb)otro esidio se
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cuantificé el glifosato utilizando muestras de aire y agua de lluvia en tres areas de EE. UU.
(Mississippi, lowa e Indiana), encoamdose un rango entre6f - 100%de muestras positivas por
glifosatg y un rango de concentracién de <601 ngm?® en muestras de aire y <025 ng/ni en
muestras de agua de llugia chih Chang, Simcik, & Capel, 2011)

7.4.3Agua

Después del suelo, el agua es el segundo compartimento con mayor presencia de glifosato. La
presencia del herbicidan aguas superficiales por aplicacién directa, deposicién atmosférica y por
deposiciorde particulasle suelo suspendidassmuy comin com@Tabla 7. Inclusive se ha

llegado a determinar su presencia en agua subterdmeaayerdo a los resultados obtenido en un
estudio realizado pdanchis et al., 201.2)eportando concentracionesximas de 2.5 ug/L y una

concentraciomedia de200 ng/Lde glifosato

Tabla 7 Concentraciones de glifosato en aguas superfici@ksoracion propia)

Ubicaciéon  Concentraciones  Referencias

glifosato (ug/L)

Argentina  0.1-1.7 (Pérezet al.,2017)
EE. UU. 0.0473 (Coupeet al.,2012)
Argentina 0.6 (Roncoet al.,2016)
Canada 3041 (Struger et al., 2008)
Hungria 0.51 (Mortl et al., 2013)

También existeestudios en México dondeportar presencia de glifosato en agugerficial,
subterranea, inclusive en agua para bebelérs).
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Tabla 8 Presencia de glifosato en diferentes matrices de agMi&xdno

Ubicacioén Concentraciones Caracteristicas Referencias
glifosato (ug/L)

Chiapas <0.1336.71 23 sitios demuestreo, incluyend: (Ruiz-Toledo et
campos de cultivo y 2 ére: al.,2014)
naturales protegidas (Ganeh
Murillo y Cabildo-Amatal)

Campeche 0.47-1.42 La concentraciones mas elevadas (RendénVon et
glifosato se encontraron emuestras al.,2017a)
de agua subterrdnea agua pare

beber

La presencia de glifosato en agua se ha logrado determinar incluingess completamente
lejanos de donde fueron aplicados, tal es el caso del estudio realiz§Raipdroledo, Castro,
Rivero-Pérez, BelleMendoza, & SAchez, 2014)donde encontrarongsencia del herbiciden
agua de rio que pertenecearaas naturales prafielas, lejanas a las zonas donde se practica

agricultura.

7.4.4Sereshumanos

Como se documenté arriba el glifosato se encuentra en los diferentes compartimentos ambientales,
por lo que la poblacién en general se encuentra expuesta potencialmente a su [DREENICIS.
estudioggue no estdanfocados principalmente a la exposiad@upacional al glifosatdyan

encontrado I@resencia de este plaguicida soloentrabajadoresino también en personas ajenas a

esta plaguiciddos datos detaldos se encuentran en labla 9
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Tabla 9 Presencia de glifosato en seres humdBtahaacion propia)

Ubicacion  Concentraciones Caracteristicas Referenciss
de glifosato
EE.UU. 3-233 ppb Se monitoreo la presencia de glifosa (Acquavella et al.,

en orina de agricultores, como de su 2004)
familiares. Algunos familiares
(esposas e hijos) se les detectd
concentracionedel herbicida
EE. UU. 5-37 ppb Se analizaron muestras de orina tan (Curwin et al.,
a trabajadores como a la poblacion ¢ 2007)
general, donde personas ajenas a la
jardineria presentaraoncentraciones
de glifosato
México 0.220.47ug/L Analizaron 81 muesais de orinade  (RenddénVon
agricultores de diferentes estados  Ostenet al.,2017b)
Tailandia 0-2.92 ng/mL Se analizaron muestras de sangre d (Wongta et al.,
agricultores y personas ajenas a 2018)
practicas agricola, dando positivo a
presencia de glifosato los trabajador

agricolas

La presencia de glifosato dentro del organismo humano, también se ha logrado determinar en leche
maternade acuerdo a los resultados encontrados en el estudio estadounidense realizado por
(Honeycutt, Zen.; Rowlands, 20]14)onde reporta concentraciones de glifosato entre 7616§L

ug/L, los cuales exceden 760 a 1600 vetdisnite maximo permisible de plaguicidas de la Unién

Europea.

7.5 Persistencia de glifosat@n diferentes compartimentos ambientales

Lavida media en aguas naturales del glifosato es geamedio de >60 diasle acuerdo a
distintos estudioBonnet, Bonnemoy, Dusser, & Bohatier, 2007; Primost, Marino, Aparicio, Costa,
& Carriquiriborde, 2017)y su persistencia va a depender desedo a las condiciones en la que se

encuentre el glifosato, asi como en el compartimento ambientk Tabla 10 reporta vida
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media del glifosaten suelpsedimentos diferentes matrices degyua(Mercurio, Flores, Mueller,
Carter, & Negri, 2014)

Tabla 10Vida media de glifosto en suelo, sedimentos y agua.

Vida media (dias) Matriz

4-180 Suelo

87 Sedimento

>63 Agua de lago

70 Agua de estanque
63 Agua de pantano

49 Agua de Ciénega

4970 Agua natural

La persistencia del glifosattepende d&a temperatura y la cantidad de luz a la que se encuentra
expuestoEl estudiorealizado pofMercurio et al., 2014)exponeque el glifosato es
moderadamente persisterte agua maring7 dias) bajocondiciones de poca lyzaltamente

persistente en la oscuridé®67-315 dias) a ungemperatura entre 25y 30°C

Por todo lo anterior, el estudio del impacto del glifosato aun requiere de varias vias de trabajo para
una completa comprension del tamgfae la complejidad del problema. Algunadateareasjue
requieren atencion para abarda complejidad relacionada con el glifosato sotokicologia,

degradacion, migracién, asi como su detec¢gi@ndo esta Ultima donde se centra este trabajo

Para cumplir con los objetivos establecidos de la investigacion fue necesario dividiegka en t

secciones como se muestra en la figura 5.

1. Recopilacién de informaciéConsistié erunacontinua recopilaciéde informacion
cientifica, técnica y normativaara documentda problematicaactual de los plaguicidas
en Méxicq enfocandose principalmengeel glifosato, ademas se genarformacion
acerca del impacto ambiental del glifosato en los diferentes compartimentos ambientales,
principalmente agua.
2. Parte experimental de laboratori®adico en desarrollar un método de detecd®n
glifosato en agua en ehboratorio de Bioinorganica aplicada del Centro de Quimica

ICUAP, asi como la aplicacién del método desarrolladadistintas matries de agua
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(potable, urbanaesidual tratadaubterranea) provenientes de la localidadgda Simon

Atzitzintla.

Parte experimental de campBonsistidtomar muestras de agyaofable,urbana,

superficial, residual, residual tratada, subterrapeanales de rieg@rovenientes de la

localidadde SanSimoén Atzitzintla, Puebla;sh como identificar larelacionesausatsde

la presencia del glifosato éammatrizaguaen dicha localidaddesde un enfoque ambiental,

social y economicea partir de entrevistas en profundidedmplementadas con

observacién hacia los campesimasla localidad

Recopilaciénde | o Cientifica
informacion o Técnica
sobre Glifosato ©

O

Parte

Socio-econémica
Normativa

experimental
Laboratorio

Desarrollo del método de

deteccion de glifosato
CIFRAS DE MERITO

« Exactitud, precision

* Repetibilidad

* Reproducibilidad

« LODYLOQ

= Ensayos en agua: potable, urbana,
subterranea vy residual tratada

Parte
experimental
Campo

San Simoén Atzitzintla, Pue.

+ Toma de muestras de agua
potable, urbana, residual,
residual tratada, canal de
riego y subterranea

+ Entrevistas en profundidad
seguida de observacion a
campesinos

Figurab. Estrategia de trabajo. (Elaboracion propia)
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8. DESARROLLO DEL METODO PARA LA DETECCION Y
CUANTIFICACION DE GLIFOSATO EN AGUA

8.1 Métodos instrumentales de diccidn de glifosato en agua

Hoy en dia eherbidda glifosatoesta considerado conebcontaminantends comudn a nivel global
(Hu, Zhao, & Sorohan, 2011; Reioledo, Castro, Riverd’érez, BelleMendoza, & Sanchez,

2014) debido a que hsidodeterminaden los diferentesompartimentos ambiental@gartinez et
al., 2018; Valle, Mello, AlveBalvedi, Rodrigues, & Goulart, 2018; Van Bruggen et al., 2Q1b)
desarrollo de métodos de detecdidpidos y confiables para determinar glifosato en agua es
considerado como un area relevante de investigaCidmo yafue mencionadel método oficial

para determiar glifosato en agues eldesarrollado por la EPAombrado com&PA-547 (U.S.
Environmental Protection Agency, 1996) cual requiere de una derivatizacion postumna del
herbicidacon OPA( Kaczy GEs ki & G@irpsamétodokemplear2clomdografia liguid
de alto rendimiento (HPLQM. Kim, Stripeikis, Ifi6n, & Tudino, 2007copado a masatE.a.

Lee, a.P. Strahan, 2002; Ibafiez, Pozo, Sancho, Lépez, & Hernandez, 2005, 2006; Wu et,al., 2005)
fluorescencigPadillaAlonso et al., 20179 electroforesis capildM. P. Moraes, Gongalves, &
Pereira, 2018)Sin embargo, estos métodos somplejos, ya quias muestragequieren de pre
tratamientoy tiemposlargosde analisis, pdio que no siempre e®gpible analizar un gran nimero
de muestram situ (BoteraCoy, Ibafiez, Sancho, & Hernandez, 2013; Yoshioka et al., 2011)
Recientementese han deseslladootros métodoslternatives para monitorear muestras
ambientalesn situcon la caracteristica de tiempos codesanalisis. Ademas, algunos otros
métodos analiticosan logradaotablenente limites de deteccion bajespectrofotométricody.
Chang, Zhang, Hao, Yang, & Tang, 2016; De Almeida, Chigome, Torto, Frost, & Pletschke, 2015;
Rawat et al., 2016; Waiman, Avena, Garrido, Fernandez Band, & Zanini, 20d@&jyoquimicos
(Bettazzi, Romero Natale, Torres, & Palchetti, 2018; SanBlagn, Hyne, & Desseille, 2010;
Songa et al., 2009y por la técnica densayo inmunoabsorberiigado a enzimas (ELISAMOrtl

et al., 2013; Sanchis et al., 201B) desarrollo deuevos métodos rapidpsenibles, reproducibles

y economics representan una ai@tiva viablea los métodosstrunentos actuales, permitiendo

el andlisis de un mayor nimero de muestras ya sea en el campo o en el laljpeat@soet al.,
2018; Noori, Dimaki, Mortensen, & Svendsen, 2018; Vaghela, Kulkarni, Haram, Aiyer, & Karve,
2018)
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Dada la importancia de deteccion de glifosato en agua de manera rapida, sensible y confiable, en
este trabajose propone el desalimde una alternativa para la deterntiden de glifosato en

diferentes matrices de agua, mediante un método innovador basado en la capacidad que tiene el
glifosato de unirse e incluso remover minerales como calcio, magnesio, niquel, cubrgyasnc
Ahmed, Kihn, & Leinweber, 2019; Ramrakhiani, Ghosh, Mandal, & Majumdar, 2019)

Para ello es necesario hablar dedaima lacaa(Figura 6, la cualdebe su nombrdebidoa que

fue aislada por primera vez del arbol I&tzus verniciferdZhou, Deng, Pan, Chen, & Mo, 2040)
proveniente de la cefizoriolopsis gallicaUAMH 8260, con un peso molecular de 66 kipae
caracterizgor tener en su centro activo cuadtomos de cobrdieneun amplio rango de

compuestos queuedereconocecomo sustratos, es decir, moléculas quelatweansformar,

ademas de las propiedades cataliticas que prgsamiski et al., 2019)Dentro ddas propiedades
cataliticas estudiadds, lacasa tiem la capacidad deatalizar la oxidacion de plaguicidas
organofosforadggRangelov & Nicell, 2019)Sn embargoen materia de biosensores, hasta la

fecha existen pocogportespor lo que se considera un elemento innovador en este trabajo. De esta
enzima se conoce su comportamiento cinético, mecanismo de reacciérycurastridimensional

y es posible simular su interaccion con sustratos mediante métodos computacionales. $edo ello
utilizo para el desarrollo deresente trabaj&Cabe resaltar que en el centro activo de la enzima
lacasa tiene 4 atomos de cobre, dicha caracteristitagdioa trabajar con esta enzima para
desarrollar un método de deteccion de glifosato en agua, puesto que existen diversos estudios que
han logrado la deteccién de glifosato por medio de la interaccion con @akte Moraes,

Mascaro, Machado, & Brett, 2010; Pintado, Montoya, Rodriguearo, Mayén, & Mellado,

2012)

Figura 6 Estructura tdimensional de la enzima lacasa
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Por otro lado se encuentran los dipirrometenos, los cuales son apexitegeipirrélicos
monoécidosdonde su quimica de coordinacion ha sido ampliamente estudiada debido a sus
propiedadesgpticas y fluorescentgsara formar compuestestables con metal€gamamura et al.,
2014) estetipo deligantessonestructuralmente rigidospmpletamente conjugadosgpaces de
funcionalizar diferenteposiciones de sestructura (1, 5y QFigura b). La coordinacién con

iones metdlicopor dipirrometenos messustituidos (posicién Hermite la introduccion de nuevos
fragmentos aromaticos sustituidos, para poder aumerganjagacion de la molécula, dicha
caracteristica ha logrado que los dipirrometenos sean aplicados parastssezgPereira,
Lemos, Serra, & Pinho E Melo, 2018)lviéndose una alternativa a los métodos de deteccion

cromatogréficos.

El estudiode (Zhai et al., 2012basalo en pruebas fluorescentes codiplrrometao de boro
funcionalizado con un grupo de acidos fenilboronicos (BODHBA) tiene la capacidad de
detectar diferentesnonosacaridos en uango de concentracion en@di 100 mM, con buena

reproducibilidady fotoestabilidadEn otro estudise desarroll@n biosensor electroquimico

utiizando un dipirrometer€u (I 1) para determinar | a f-or ma

23) con concentracionesenelrangode 0.00100 &€ M, que induce | a
con la enfermedad dzheimer(Jargilo et al., 2013).a investigacion realizada p@larocka et al.,
2015)reportasobre urbiosensor daarrollado a partir de wtipirrometeneCu electroactivo para

detectar anticuerpos contedvirus de la gripaviartipo H5SN1 en sueros de gallinas

Para esta investigacion se trabajaron con dos procedimientos para desarrollar un método de
determinacion de glifosato en ag&hprimero consistié en determinar el glifosato a partir de la
inhibicion de la enzima lacagaartiendo de quel centro activo de la enzima contighéatomos de
cobre,particularmente uno de los cobres se encuentta &rperficie de la enzimausceptible de
interaccionar coel glifosato El segundo procedimiento consistié en expltaarapacidad quelante
del glifosatgpara unise con el compuestd Bis 5-fenildipirrinato de niquel (I1) Ni(PhDP}]

(Figura 7c). Enmas casos, l@spectroscopiblV-visible es empleada para caradaria estos
compuestos por la facilidad de alizer luz ya sea por los productos de reacciémdadima, o del
compuesto daiquel por lo que la posible interaccién con glifosato es middmente medible por

esta técnica
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8.2MATERIALES Y METODOS
8.2.1 Método con lacasa

Reactivos de la compafiia Sigrldrich, sustrats estindarde la enzima lacasacetato de tionina
(AT), 3,3", 5, 5tetrametilbencidina (TMB}Y, 6 dimetildibenzotiofendDMDBT) y 3,4-
dihidroxifenialanina (LDOPA), glifosatocomo analito, asi como sales y disolventes necesarios
para el medio de reaccidma enzima lacasa del hon@woriolopsis gallicafue adquiridade la

compafiia Altazymes Alberta Canada.
8.2.1.1 Actividad catalitica estandar de lecasa

Para la determinacién de las veltadles de reacci@e utilizé el espectrofotdmetro WVis Varian
Cary 50 equipado con una lampara de Xenon, dond®s#orearoos cambios en la
concentracion de los sustratmddadas (AT), 0 en la concentracion del producto gener@@biB,
L-DOPA), respecto al tiempo de reacci@nocida comaelocidad de reaccién enzimati¢zara
ello se realizaron mezclas dada uno déos sustrato® una concentraciéon 1M (AT, TMB,
DMDBT y L-DOPA), con lalacasa2.04x10 **“mM) enun medio amortiguada diferentes pH 'y
temperaturs, todo en 1mL de readmi. El progreso de la reaccion se monitongor los cambios de
absorcioén de luz. Para el sustrafb se monitorearotos cambiosa 598 nm;TMB a 450 nmL-
DOPAa460 nm.El sustratdMBT, también fue monitoreagpor f | u o r.e=2840emyci a a @&
2em= 340 nm con slits= 5,. 'l cambio de absorbanaeemision de luzespecto al tiempo sdas
velocidades de reaccion que al ser divididas entre la concentracién de layeakuoeficiente de
absortividad molar de los compuestss obtuvda velocida en moles desustrato oxidado por mol

de enzima por minuto.

Para determinar las constast@néticasecalcularon las velocidadete reaccion a diferentes
concentraciones del sustrato estandar dentro de un intervalo suficientemente aapliasper los
datos al modelo de MichagMenten (Euacion 1). Con ellos se determioadosvaloresdeV maxy
Km

O —— ()

Donde V representa la velocidad de reacciGny ¥®s la velocidad maxima,.kes igual a la

constante de Michaelis Menten y [S] es la concentracion del sugratdalo de las constantes se
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realizbéajustando los datos experimentales al modelo de MicHdeligen por medio de un ajuste
no lineal usando el algoritmde Marquardt Levenbergio linealde minimoscuadradosncluido en
el Software Origin &.

8.2.1.2Determinaadn de lainhibicién enziméca por el glifosato

En un primer acercamient@aia determinar lanhibicion de la lacaspor el glifosato se calcdla
velocidad de reacciam una concentracion fija del sustrate@OPA), como se explico en el
apartado anteripen presencia de diferes concentraciones de glifos0011a0.0116mM). A
partir de estos ensayos se calculgrablo de inhibicion como un porcentaje de la actividad

catalitica en ausencieen presencia de glifosatmediante la siguientéfmula(Ecuacién 2)

Ol GQIENOE®OQ— 2 p T (2)

DéndeV, representa laselocidades deeacion sin glifosato Wi es igual a laselocidades de

reaccion con glifosato
8.2.1.30ptimizacion de las condiciones de inhibicién

Se aplicdun disefio central compuegfdCC), contres variables dos nivelepara optimizar la
respuestan la determinaciéon de glifosato (medatano una inhibicion de la enzimdas
variables que se ensayaron fueron concentracion de enzima, conceuteatigratoy pH. El
DCC seaplicéparaoptimizarla inhibicion enzimaticavariable respuestasandd.-DOPA como

sustratd mediante el método de superficie respu€Babla 1).

Tabla 11 Variables y valores para la optimizaci@iaboracién propia

Factor Unidades  Nivel -1 Nivel +1
Lacasa uM 0.05 0.2
L-DOPA mM 1 4

pH 4.5 5.5

8.2.1.4Disefno Central Compuesto (DCC)

A partir de disefio factorial 2se construyé DCC, tomangointosaxiales y centrales, lo cual

resultéa 20 experimentoEomo se muesten la Tablal2Se ensayaron los factoreses niveles

Pagina B9



de composicion (inferior, intermedio y superior) para sus andlisis mediante la metodologia de

superficie de respuesta por medio del programa Design Expert 7.0.0 trial. Las respuestas obtenidas

del DCC se evaluaron por medio de un analisis de varianza (ANOVA) de tres vias, con un

intervalo de confianza del 95%.

Tablal2 Matriz de experimentos resultantes a ensayar (Elaboracion propia)

Std Corrida Factor 1 Factor 2 Factor 3 Respuesta%de
A: Lacasa B:L- C:pH inhibicion
UM DOPA enzimatica
mM

11 1 0.13 5.00 5.25

15 2 0.13 10.00 5.25

6 3 0.20 5.00 6.00

7 4 0.05 15.00 6.00

8 5 0.20 15.00 6.00

4 6 0.20 15.00 4.50

9 7 0.05 10.00 5.25

3 8 0.05 15.00 4.50

20 9 0.13 10.00 5.25

14 10 0.13 10.00 6.00

2 11 0.20 5.00 4.50

19 12 0.13 10.00 5.25

10 13 0.20 10.00 5.25

5 14 0.05 5.00 6.00

1 15 0.05 5.00 4.50

16 16 0.13 10.00 5.25

18 17 0.13 10.00 5.25

13 18 0.13 10.00 4.50

17 19 0.13 10.00 5.25

12 20 0.13 15.00 5.25

8.2.2Método con Bis5-Fenildipirri natode niquel(ll)

Glifosato, gel de silice, pirrol, acido trifluoroacético (TFA), benzaldehido, trietilamigd)(E,3
dicloro-5,6-dicianc1,4-benzoquinona (DDQ) son de Sigildrich (St. Louis, MO, EE. UU.),

Cloruro demetileno (CHCI,), hexano, metanol (G®H) son dé~ermont (Monterrey, México),

acetato de etilo d&T BAKER (Center Valley, EE. UY.Todos los reactivos usados son de grado

reactiva El instrumento analiticoque se utiliz6 fue edspectrofaimetro U\MVis (Varian Cary 50).
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8.2.2.1Sintesis decompuestdis 5-Fenildipirrinato de niquel (IIjNi(PhDP)]

Empleando el procedimiento usado (Briickner, Karunaratne, Rettig, & Dolphin, 19%&ra
sintetizar el compuesto [Ni(PhD/R)En un primer paso fue necesario sintetedds
Fenildipirrometano (Figurda) a partir ddbenzaldehido (1 mmol), pirrol (25 mmol) y 5 gotas acido
trifluoroacético (TFA) Posteriormente se adicio2@-Diclhloro-5,6-dicyanal,4-benzoquinone (1
mmol) y se dejo en agitacion durante 30 min a temperatura amibesguése agrego a la
solucion E#N (0.5 mL) dejandose nuevamente agitacion (30 min) a temperatura ambiente.
Posterior a la eliminacién del solvente, el producto fue disuelto e@lgpara ser filtrado con el
fin de remover los precipitadddespués de removatevamente el solventse llevé a cabo una
columna de cnmatografia corta con gel de silice para purificar el produrtpleand acetato de
etilo como eluyente. La primera fi@én color amarillo fue recolectada para llevarkegquedad,
siendo este el-fenildipirromeeno(Figura b). Se tomo una relacion 2dk 5-Fenildipirrometeno
(2mmol) respecto de sulfato de niquel hexahidrafadomol)disueltos en una mezcla de CHEI
CHsOH. La solucion se agitd y calento bajo reflujo durante 4 h. Finalmente la solucién se concentrd
en elrotavaporhasta obtener un $db café oscuro. El remanente seco se disolvi6 efCGK
CHsOH (1:1), dejandolo en evaporacion lehtesta la obtencidn de cristales. El compuestebBis
Fenildipirrinato de Ni(ll)(Figura &) presenta uespectrdJV-Vis (a-nm): 330 y480.

a) b) c)

‘\\\Z —
pd

z
a
\Z/ ’

7 X N\
Z\
A A

Figura 7 a)5-Fenildipirrometano, b)-Benildipirrometeno y c) BisFenildipirrinato de Ni(ll)

(Elaboracién propia)
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8.2.2.2Interaccion entre el egpuesto [Ni(PhDP) con glifosato

Debido a laadaptabilidad y flexibiliddestructural de]Ni(PhDPY], se procedié a trabajar con él
paradesarrollar un método aketecion de glifosato, poformacian del complejo [NiGlypPhDP)).

La formacion del complejee monitore a partir de los cambios obtenidos en los espectros de
absocioén del compuesto [Ni(PhDR)anterior yposterior a la adicion del glifosato #nmL de

reaccion (99% CEDHy 1% agua). Se construy6 una curva de calibracion donde se registraron los
cambios de absorbancia debido a la formacién de una nueva bandana a@kimnando

diferentes concentraciosde glifosato (5.9x10a 1.1x1@ mol/L).
8.2.2.3Estequiometadel complejo

Fue aplicado el método de J@tenny, Tomasevich, Tallmadge, & Collum, 201Ba)jadeterminar

la estequiomeia dé complejo[Ni Glyp(PhDP}]. El cual consisti@n preparar dos soluciones

madre, para ser mezcladas de tal manera que el total de la concentraciéon se mantuviera constante
(5x10°y 1x10* mol/L para los dos diferentes ensay@e monitoré la absorbancia a 362 nm

después de ser mezclada en ldalreacién durante 10 s (99% GEBIHT 1% agua)
8.2.2.4Determinacion de la constante de disociacids) (K

Se construyeron dos curvas para determinar la constante de disot@scobidlesonsistieron en
registrar los cambios de absorbancia a 362 nm del cotodh&&hDP}] a dos diferentes
concentraciones (3.6x2¥ 1.08x10" mol/L), donde se adicionaron diferentes concentraciones de
glifosato (5.9x10-2.3x10* mol/L), hasta alcanzar la saturacidel compuesto [Ni(PhDR) por la
presencia de glifosatba unién entre el glifosatg el compuesto [Ni(PhDE])se puede representar
como:Glifosato + [Ni(PhDP)JY [ Ni G| y;p ( Ph DP)

Los cambios de absorbancia a 362 nm del complejo [Ni (BRhBRha concentracion diferente de
glifosato se transformaron en un poregatde cambio y se ajustaron al modi#gaunion de un sitio

(Ecuacion 3para determinar K
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Dondem Aes el porcentaje de cambio de absorbancia a 362 nm al agregar concentraciones de
glifosato,m Aaxes el porcentaje maximo denaio (100%) cuando [Ni(PhDR)esta saturado por
glifosato, y G es la concentracion total de glifosato. Los valores reportados son la media de tres
repeticiones, donde dichos datos fueron ajustados a la ecuacion de Hill mediante un procedimiento
de itera@n siguiendo el algoritmo de minimos cuadrados no lineales de Marfjeaetiberg

utilizando el software Origin 8.0 (Originlab Corporation, Northampton, MA, EE. UU.).

8.2.2.5Analisis en muestras de agua

Se analizaron cuatro diferentes matrices de aguakfle, urbana, subterrangeesidual tratada)

con el fin de conoceel potencial del método desarrolla@alichas muestras se le adicion6
intencionalmente concentraciones de glifosato (4.2¥1%.9x10° mol/L), llevandose a cabo los
andlisisen 1 mL(99% CHOH 1 1% agua) de reaccippara determinar la precision del método a
través detoeficiente de variacion (C.Vgl cual sexpresacomola desviacién estandar como
porcentaje de la media aritmética, mostrando una interpretacion relativa dedgnaat@abilidad
También se determiné pbrcentajede recuperaciopara conocer la exactitud del método que mide
el grado de concordancia entre el valor obtenido y el valor real de cada mRastral caso
particula del agua residual tratada efita filtrada para remover los solidos suspendidos. Las
cuatro muestras de agua en todo momento se mantuvieron almacenadas a 4 °C hasta su
caracterizacion fisicoquimica por métodos convencionales: pH, conductancia especifica, demanda
guimica de oxigeno (DQO) yddnanda Bioldgica de Oxigeno (DBOSe determinaron distintos
aniones y catione€a*, F&*, SQ? | Mg?*, NO* | NOs-N, PO4 | P,Os y cloro libre.

8.2.2.6Interferentes

Para identificar posibles factores de interferencia, fueron incorporados distileas las

concentraciones maximas encontradas en las distintas muestras de agu&aH@(6.6x10*

mol/L), CaCbk-2 HO (9.8x1G* mol/L), NaNG; (1.2x10? mol/L) y MgCl-6H20 (4.9x1C° mol/L),

asi como las sales de fosfatosfa,-H,O, NaHPQy-7H,0 y (NH4).HPQO, a una concentracion de

4.1 x10° mol/L. Al igual se probaron, otros plaguicidas organofosforados con el mismo propésito:
paration, dimetoato y diclophention a una concentracion de 46Ima@lL, para cada uno de ellos.
Evaluandose también elegfo que ocurre la mezcla de sades; asi como la mezcla de los

plaguicidas Para estos andlisis, el tiempo de ensayo fue de 10 s, estableciendo una concentracion de

glifosato de 4.1x1®mol/L y 1.08x10" mol/L de [Ni(PhDP}]. Todos los ensayos experintales se
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realizaron por triplicado para evaluar la repetibilidad de los resultados. El andlisis estadistico de los

datos se realizé lizando Origin Software V 8.0.
8.3RESULTADOS Y DISCUSION

8.3.1 Deteccidnde glifosatocon lacasa

Las reaccionesnzimaticas de oxidacion de los sustratos: AT, TMB y DMDBT no presentaron
ningun efecto debido a la presencia del glifosato, por esta razérsiesIAT, TMB y DMDBT

fuerondescatados y se continuthabajandainicamenteson el sustrato {DOPA
8.3.1.1Velocidad de reaccién

Enun primer ensayo se adicionbsustrato EDOPA a una concentracion de 10 mavh, un

volumen total de reaccion de 1 rde agregaron 5L de lacasa de concentracion 2.7 mg/ynél

resto de amortiguadores acetatos a pH 4.5, 5 (66.51M), para completar el volumen de reaccion,

a temperatura ambiente (25°Cn la finalidad de medir la absorbancia del producto de oxidacion
del sustrato en el espectrofotdmetro-Mi# en un tiempo total de 2 minutos. El cambio de
absorbancia con respto al tiempo durante los primeros 20 segundos representa la pendiente, que
se utiliza para calcular la velocidad inicial de reac¢iogura 8, la cuala su vez se divide por el
coeficiente de extincién de producto (3.9 rhéf?) y la concentraciéon de enzimala figura 9

ilustra la cinética de reaccion y el calculo de la velocidad. Como puede observarse, la reaccion
enzimatica genera la aparicion rapida del producto desde los primeros segundos, con un incremento
lineal, indicativo de que la concertidn de sustrato es suficientemente alta para tenemaitage

reaccionando a su maxima velocidad
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Figura 8 Transformacion del IDOPA por la enzima lacasa. El incremento en la sefial indica que
aparece el producto de oxidacion que absorbe fnedida que incrementa su concentracion al
avanzar la reaccioha velocidad se calcula respecttagendienténicial, que representa los
cambios de absorbancia con respecto al tiempo. (Elaboracion propia)

8.3.1.2Perfil cataliticodela lacasa contra canos depH

Un factor importante que gobierna en la inhibicion es el pH, dado que la misma depende del estado
de ionizacion de la enzima, del sustrato y del glifosato, por ellos se determiné el perfil de actividad
contra diferentesalores deoH. El pH de nmayor actividadde la lacasa con el sustratddOPA fue

de 5.5(Figura9), también & encontr@uela enzimdacasaieneuna alta actividad catalitientre
pH4.5y5.5

0.30

0.25

0.20

0.15

0.10

0.05

Velocidad de reaccion (DAbs/min)

0.00

Figura9. Perfil de pH de la lacas¢Elaboracion propia)
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8.3.1.3Constantes cinéticas

Para conocer el comportamiento cinético de la lacasa se determinarontéages cinéticasméxy
Km, se determinaron las velocidades de reaccién a diferentes cantidddPOE®A en un rango de
0.5 a 4.5mM.

Los datos obt@dos se graficaron contra la concentracion del sustrato, para el calculo.deyla V
Km, se realiz6 un céalculo no lineal de la ecuacion Michadéistenusando el Sofware Origin 8.0
(Figura10).

0.35

0.30 =

0.25

0.20 =

0.15 Equation yEVmaxn(knex)

Ad. R-Square 0.99269
Value | Standard Error
Velocidad de re | Vmax 044227 00638
0.10 accion
Velocidad de re  k 1.72796 050693
accion

Velocidad de re | n 114935 0.22217
accion

Velcidad de reaccion (DAbs/min)

0.05 T T T T
0 1 2 3 4 5

L-DOPA (mM)

Figural0. Comportamiento cinético de la lacasa por la oxidacion-dDPA. (Elaboracion
propia)

Como puede observarse en la figlifala lacasa sigue un comportamiento tipo Michaelis Menten
al ajustar los datos de velocidad con en kexte coeficiente ddeterminacionLos valoresie Vimax
y K fueron0.44Abs/miny 1.71mM, los cudles se encuentran en el intervalo reporfaaa esta

etsa enzima con otros sustratos.

8.3.1.4Efecto inhibitorio del glifosato en la enzima

Una vezdeterminadas las constant@séticas en la oxidacion del sustrat®OPA por la enzima

lacasa, se realiadn primerensayo de inhibicidde la enzima por la presencia giflosato. Para
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ello, fue necesario determinar las velocidades de oxidaciéndeRA en presencia de diferest

concentraciones del glifosatbigura 11).

[ ]
__o30|"
=
S u
§ 0.25 "a,
8
= 0.20
c
k=] n
Q
g 015 u
e
8 010
e}
@
g 0.05
5o :
2 [ ]
> 0.0

0.0000  0.0005  0.0010  0.0015  0.0020  0.0025
Glifosato (mol/L)

Figura 1. Perfil de inhibicion de la lacasa en presencia de glifo§ataboracion propia)
Empleando una concentracion depyd\ del sustrato EDOPA.

En la Fgura 12 se muestra la parte lineal de la curva de inhibicién, conocida como rango dinamico
La parte lineahbarca desd&x10° hastal.7x10% mol/L de glifosatoLa Ecuacion 4lescribe la
relacion entre las variableSiendo V igual a la velocidad iniciaAlps/min 1) y [G] igual a la

concentracion del Glifosato (mol/L)

w PTHRFO T p T Y4)
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Velocidad de reaccion (DAbs/min)
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R’=0.991
000 L] L] L] L] L]

0.0000  0.0004  0.0008  0.0012  0.0016  0.0020
Glifosato (mol/L)

Figura 2. Curva de calibracion del glifosato en solucion mod@taboracion propia

A partir de estaurva de calibracién se poddalicar para detectar y cuantificar glifosato en
mezclas modelos con una certeza de 99%, sadoeficiente de determinaciddonde a partir de
la Ecuaciond, fue posible determinaal limite de deteccion (LOD) y de cuantificaciu©Q). El
LOD obtenido fie de8.2x10° mol/L y el LOQ del.8x10* mol/L.

8.3.1.50ptimizacion de la deteccion

La optimizacion déainhibicién de la enzimgor el glifosato, medida como disminucién del
porcentaje de actividad catalitica de la enzsdevo a cabo por medio de DCC (Disefio
Central Compuesto) el método de superficie respuegtara locual se ensayaron las variables
independientesoncentracion deustrato,concentracién denzima y pH a tresiveles (Tabla 13.

Los ensayos se realizaron usando una concénrde glifosatale 6x10* mol/L.

Tabla 13 Parametros de las variable$ disefiocentral compuesto (DCCJElaboracion propia)

Factor  Unidades  Nivell Nivel 2 Nivel 3

Lacasa UM 0.05 0.14 0.22

L-DOPA mM 1 2.5 4
pH - 4.5 S 5.5

La Tabla 14ilustra los 20 experimentos que componen el DCC, juntcsas porcentajes de

inhibicién determinados experimentalmente. Como se puede obsanverxima inhibicion de la
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enzimafue del19.93%(corrida 10) con las condiones: pH= 4.5, IDOPA 1 mM y hcasa
0.05uM.

Tabla 14 Matriz experimental del DCC. (Elaboracién propia)

L-DOPA

Corrida Lacasa (uM) (mM) pH Inhibicion (%)
1 0.14 25 5 0.00
2 0.05 4 4.5 0.00
3 0.14 4 5 8.79
4 0.05 1 5.5 13.45
5 0.05 4 55 9.54
6 0.22 25 5 1.96
7 0.22 4 4.5 8.93
8 0.14 25 5 0.00
9 0.14 25 5 0.00
10 0.05 1 4.5 19.93
11 0.14 1 5 10.08
12 0.14 25 5 0.00
13 0.22 1 4.5 11.49
14 0.05 25 5 13.74
15 0.22 4 55 0.00
16 0.14 25 4.5 0.02
17 0.14 2.5 5 0.44
18 0.14 25 5.5 0.00
19 0.14 25 5 0.00
20 0.22 1 5.5 0.00

Utilizando las condiciones de la corrida 10 obtenidas del DCC, se midieron las velocidades de
oxidacién del sustrato a diferentes cantidades de glifosato en un ra2a@xt@®-1x10° mol/L
(Figura 13.
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Figural3. Perfil de Inhibicién a condiciones: pH: 4.500PA: 1mM y lacasa: 0.051M.

(Elaboracién propia)

A partir del rangdineal dinamico de la Figura 1de obtuvo la Ecuacion & cual se podria aplicar

para detectar y cuantificar el fgisato con una ctsza del 94%

(W) c@ wiO© mroet 1(5

0.07

o
o
&
L

0.05

0.04

0.03

0.02

Velocidad de reaccion (DAbs/min)

0014 ,
R°=0.940

L] L] L] L] L] L] L]
0.0000 0.0002 0.0004 0.0006 0.0008 0.0010 0.0012 0.0014
Glifosato (mol/L)

Figura 14 Cuwva de calibracién a condiciones de p#5, L-DOPA: 1mM y lacasa: 0.05M.
(Elaboracion propia)
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Con base en la ecuacion 4, se determiné el LDE2x16 mol/L y un LOQ=6.4x10° mol/L, que
en comparacion con lggimeras prueba@ablalb), se logrémejorar la sensibilidad de la
deteccién, B embargogstos limites ain se encuentpam arribadel limite maximo permisible en
agua para beber de la EPA d& @pm (4x16 mol/L) (United States Environmental Protection
Agency, 2019)

Tabla 15 Resumen de Limites de deteccién y cuantificacion. (Elaboracién propia)
pH L-DOPA Lacasa LOD LOQ R?

(mM) (UM) (mol/L) (mol/L)
4.5 1 0.05 1.92x10° 6.4x10° 0.94
4.5 1 0.22 2.38x10° 1.3x10* 0.91
5 1 0.22 2.69x10° 9x10° 0.90
55 3 0.20 8.19x1¢° 2x10* 0.99

Una caracteristicque se busca al desarrollar ast&todoes que los limites de detecciéon y
cuantificacion se encuentren cercanos o por debajo des indiximo permisiblé4x10°® mol/L)
establecido por la EPApor la NOM014COAGUA-2003, que establece losguisitos para la
recarga artificial de acuiferos cagua residual tratada. S¥imbargogcon los resultados obtenidos
anteriormente ain no se cumple estai@adridad por lo que seontinué trabajando con el
compuesto J-enildipirrinato de niquel (INi(PhDPY], con el propoésito de mejorkas

condicione deensayo para eanzar los limites mencionados.

El compuesto Bis #enildipirrinatode niquelll), se probd para @darrollar un nuevo método de
deteccién y cuantificacion de glifosatiebido da gran diversidad de aplicaciones dgigaen este
tipo decompuestoy principalmentepor la capacidadue tienen para fmrmacion de complejos
establegjuepresentan espectros electrénicos de absorcidn en la zona ultravioleta (Bsilddkaer
et al., 1996)La formacion de complejo entre el compuesto [Ni(PhPPgl glifosato ocurre por la
gran afinidad que tiene el glifosato hacia distintos metales como es el(Megueins et al., 2018;
Rawat et al., 2016)
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8.3.2Deteccién con Bis S-enildipirrinato de niquel () [Ni(PhDP)2]

8.3.2.1Sintesisy caracterizacion del compuesto [Ni(PhEP)

El compuestgNi(PhDP))] fue sintetizado de acuerdgaocedimientaepatado por(Briickner et

al., 1996)y se caracterizé por UVis (& n m) : ; &BcOmo per § ibr espectrometria de

masasH. Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) basada en la simetria

estructural por sefiales para los protones aromaseesracterizé al compuesdli(PhDP)] por

RMN 'H para tener (500 MHz, CDGL. U = 9 ,-dipRri®a),1.590 (d, 4 5 2.4, 6H, Ar

H), 74837.331 (m,8H, AMH, -db pi rri na), 6. 7 4ipirri@dque correspondle 5 Hz ,
con lo informadqWang, Xue, Dong, & Zhu, 2015)

La formacion del complejentre [Ni(PhDPy y el glifosato[NiGlyp(PhDP}] consistio en

monitorear los cambios de absorbancia del [Ni(PBtes y después de la adicion de glifosato,

en un volumen total 1 m{CH;OH al 99%y aguaal 1%). El espectro de absorcion electréonide
[Ni(PhDP)] (1.08x10* mol/L) presenta una banda caracteristica a 480 nm, indicatiaa de
transferencia de carga didble enlace (Fig. 1%inea negrp la aal aument6 notablemente en

presencia dglifosato(1.1x165 mol/L). Ademas, se observé una nueva banda de absor8iih a

nm. El cambio en la absorbancia a 480 nm, asi como la formacion de la nueva banda de absorcién
se atribuye a la formacién de un complejo entre ambas especies, con caracteristicas medibles en la

region limite visible ultravioleta.

0.4 4

0.34

0.24

Absorbancia

0.1+

—— [Ni(PhDP)5]
— [NiGIyp(PhDP)z]
300 350 400 450 500 550 600 650
Longitud de onda (nm)

0.0

Figura 15 Espetro de absorcion electrénica fii(PhDP)] (1.08x10* mol/L) en ausenciénegro)

y en presencia de glifosatb.1x10° mol/L) (rojo). (Elaboracién propia).
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Como el propdsito del presente estudio es la cuantificacldgiiftsatoen nuestras de agua, se
determind la dependencia del cambio de abswihan la concentracion del glifosa@omo se
pueck ver en la Figura6, la absorbancia a 362 nm dapé de la concentracion del glifosaton
un rango lineal de 5.9x¥& 1.1x1@ mol/L de glifosato.

0.54

0.52

0.50 o

0.48

0.46

0.44 4

0.42

0.40

Absrobancia a 362 nm

0.38
0.36 L]
R’= 0.999

0.34 1 1 1 1 1 1 1
0 2 4 6 8 10 12

Glifosato (mol/L)

Figura 16 Curva de calitacion para la deteccion de glifos#b09x107-1.1x10° mol/L) basada en
la interac@n con el compuesto [Ni (PhDP)1.08x104 molL). Condiciones de reaion: 99%
CHsOH -1% agua (Elaboracién propia)

La Ecuacion &lescribe la relacion entre las dos variables, détdees la absorbancia a 362 nmy
[G] es la concentracién de glifosato (nh)l/El modelo de regresion lineéne un buen ajuste
respecto 4os datoscon uncoeficiente de determinaci&uperioral 0.99. Ademas, otros resultados

estadisticos (analisis darianza y graficos dinamicpeespalda la calidad del modelo lineal.
I ADm8tp 'ty T® @ ¢ UB)

Usando la Ecuacién, e calcularon el limite de detecciw®Q) y el limite de cuantificacion
(LOQ). EI LOD y el LOQ son numéricamente iguales a 3 y 10 veadsslarbancia media mas la
desviacién estandad compuestdNi (PhDP)] en ausencia de glifosatBustituyend@stos
valores en la Ecuacioén e determié un LOD de 2.01xI0mol/L (34.98ug/L) y un LOQ de
9.87x10" mol/L (166 ug/L). Estos valores son lo suficientemente bueleacuerdo al limite

maximo deglifosatoenagua potabl@ara beber (70Qg/L) establecido por la EPA deE. UU.
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(United States Environmental Protection Agency, 203B) embargo @ es necesario mejorar la
sensibilidad de la detecciara laaplicacion del método en paises europeosiel@h nivel

maximo de glifosato no debe ser superior a 0.1 i@/ Li & Jennings, 2017)Los valores de LOD

y LOQ estan dentro del rango de otros métodos alternativos para ddthetdicdda en una

muestra de agua, con las ventajas de que el tiempo de respuesta es mas corto y no hay necesidad de

derivatizacioro adicion de precursores de reacdibabla 16.

Tabla 16 Comparacidn ddistintos métodos de determinacion de glifosato € desarrollado en

esteproyecto(Elaboracién propia)

Método LOD LOQ Observaciones Referencias
(mol/L) (mol/L)
Este método 2.01x10"  9x10’ Réapido, efectivo, facil y -
sensible
Espectrofotometriz 1x10° 3x10° Réapido, efectivo y selectivc (Silva etal.,2011)

necesitgretratamientos

Fluorescencia 6x107’ - Répido, efectivo y selectivc (Yuan etal., 2017

necesita equipo costoso

Electroquimica 2x10° - Répido, efectivo y selectivc (Noori et al.,
necesita equipo y reactivc 2018)
costosos

Colorimetria 6x10’ - Efectivo y sensible, requier (De Almeida et
de pasos complejos c al., 2015)

sintesis

8.3.2.2Estequiometria

Para la estequiomedriiel complejdNiGlyp(PhDP}], la determinacion de los cambios de
absorbancia seuede presentan funddn de la fraccién molar en funcién del glifosatdel
compuesto [Ni(PhDR) (Figura 17, el experimentae realiz6 alos concentraciones totaléma

vez medidos los cambios desabbancia a 362 nm, respecto a la fraccion mol del compuesto de
niquel, estos se graficaron mostranda faoama triangular queje acuerdo & literatura esta
aparienciasugiere una interaccion moldaufuerte entre los compuestéglemasde queel punb

maximo en las curvas tiene lugar a una fraccion molar de 0.5, lo que indica que la asociacién
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molecular se produce con egt@metra 1: 1(Hill & MacCarthy, 1986; Renny, Tomasevich,

Tallmadge, & Collum, 2013b)
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Figura 17 Grafico de Job indicando estequiometria 1: 1 para el complejo [NiGlyp(RhPPJos

concentraciones totales a) 5¥1@ol/L y b) 1x10* mol/L. (Elaboracién propia)

8.3.2.3Constante de disociacion {K

La Kq se determiné ajustando los datos al modelo de enlace de un sitio utilizando undenalisis

regresion no lineal (ura 18. Obteniendo valores dé; de 1.75x10° y 6.9x10° mol/L a dos
conentraciones de [Ni(PhDR)3.6x10°y 1.08x10* mol/L), lo cual explica que el [Ni(PhDR)

tiene una afinidad por el glifosato
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Figura 18 Modelo de ajuste de un sitio con concentraciones de [Ni (Bh&R).08x106* mol/L y
b) 3.6x10° mol/L, en presencia de glifosato (5.9x12.36 x10* mol/L). (Elaboracién propia)

Pagina p5



De acuerdo a los estudios (@henprakhon, Sucharitakul, Panijpan, & Chaiyen, 2010; Y. Pan et al.,
2016)un valor pequefio dede refiere a una alta afinidad de unién deldido por su objetiyo

que en este caso el ligando es el [Ni(PhDPpor ende el objetivo seria el glifosafkunque los
valores de afinidad son tres érdenes de magnitud més bajos en comparacién con el sistema
antigeneanticuerpo, el ligando dipirrinatéene la ventaja de que la respuesta analitica no necesita

pasos adicionales para la separacién y cuantificacion comarestalo poinmunoensayo.
8.3.2.4Selectividad del método

Con el fin de conocer la aplicabilidad del método, se determinaron contesigie regularmente

se encuentran presentes en el agua, para conocer si estos interfieren en la deteccién del glifosato. Es
bien sabido que el glifosato puede formar enlaces de coordinacion fuertes con iones metalicos de
Fe*, C&'y Mg ?* (Caetano et al., 2012; Ololade et al., 2014} resultados mostraron que la
presencia deationesno interfirieron significativamente en la formaciés domplejo

[NiGlyp(PhDP}]. EI mismo conjunto de experanmtos se llevo a cabo con otros plaguicidas
organofosforados, que se utilizan continuamente en la agricultura, como el pafalégr2019) el
dimetoab (Mondal et al., 2018y el didofention(Ccanccapa, Masia, Navar@rtega, Pico&

Barceld, 2016)asi como sus mezclas. Los valores de absorbancia del complejo [NiGlyp{PhDP)
en presencia de los plaguicidas organofosforados y sus mezclas no mostraron una interferencia
superior al 10%, por lo que se pueden descartar como ietgdsr Se prob6 una mezcla entre
[NiGlyp(PhDP}] y AMPA, debido ague el metabolito AMPA se encuenfracuentemente en agua
junto con glifosatgDemonte et al., 2018; Femdes et al., 2019afl metabolito no mostré ningln
cambio adicional en la deteccion del glifosato. Finalmente, se probaromtdifesales de fosfato,

ya quese sabe que el ion fosfato puede formar complejos con otros metales como el niquel
(Menelaou et al., 2009; Peleka, Mas, Zamboulis, & Matis, 2006; Subramaniam & Hoggard,

1988) los cuales tampoco mostraron interferencia. Por lo tanto, todos los ensayos sugieren una

buena selectividad del métodnte la presencia de otros compone(ifebla 17).
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Tabla I7. Efectos desales, plaguicidas organofosforados y fosfatos en la selectividad del método.

(Elaboracion propia)

Compuestos ﬁ\rasorbanua 2362 D. S. Interferencia (%) !
Control

[NiGlyp(PhDP)] 0.42 0.012 0.0
Sales

FeCk -6 H:0O 0.43 0.008 2.57
CaCb- 2 HO 0.41 0.008 0.19
NaNG; 0.42 0.007 0.78
MgCl2- 6 O  0.44 0.008 3.66
Mezcla de sales 0.45 0.010 5.49
Plaguicidas Organofosforados

Paration 0.42 0.012 1.47
Dimetoato 0.45 0.011 4.28
Diclofenthién 0.43 0.002 0.22
Mezcla de

plaguicidas 0.46 0.002 7.51
Fosfatos

Na&PQ, -H>O 0.41 0.003 2.57
NeHPO, -7 HO 0.41 0.003 2.75
(NH4)2 HPQ 0.42 0.008 0.81
Mezcla de

fosfatos 0.43 0.005 0.67
Metabolito del glifosato

AMPA 0.42 0.12 0.0

1 Se calcul6 el porcentaje de interferencia, tomando como 0% de interferencia la absorbancia de
0.42 obtenida del compleformado entre [NPhDP}] (1.08x10* mol/L) y glifosato(4.1x10°

mol/L), menos la absorbancia aelmplgo en presencia de Igosibles interferenteantre la
absorbancia del complejo multiplicado por cien.

8.3.2.5Analisis de muestras de aguas fortificadas con glifosato

Se analizaron cuatro muestras de atpidiferentesmatrices (ptable, residual tratada, urbapna
subterranea)ara cotejata aplicabilidad del método propuesfocada una de las muestras de agua

intencionalmente se les adicionaron concentraciones de glifdsa¥0° y 5.9X10° mol/L).
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Antes de la adicién del glifosato la muestra de agua residual tratada, fue fitradgiminar los

sélidos en suspension.

Las muestras de agugbanaresidual tratada y agua subterranea fueron recolectadas dentro de la
localidad de San Simon Atzitzlat Puebla (de acuerdo a la N&280-SSA1-2002. Cabe sefialar

que bs cuatro muestras de aglesde su recoleccién hasta su uso permanecieron almacaratias
C, y se caracterizaron fisicoquimicamente mediante métodos convencaejattesconductividad,
temperatura, demanda quimica de oxigeno (DQO) y demanda bioquimica de oxigépo (DB
también se realizaramalisis de aniones y cationes?C&e”*, SO, Mg?*, NOs, NOs-N, PQ?,

P.Os y cloro libre.

La Tabla 18nuestra los resultados de los parameisisoquimicos de las cuatro matricesagua
analizadasLas4 muestras de agua previame a las pruebas, fueranalizadas por ehétodo
ELISA disponible comercialmente (PN 500086) por AlsdxXiC (Warminster, PA, EE. UU.), para

verificar que lasnuestras no tuvieran conceationes de glifosato.

Lasmayoria de lamuestras analizadas se encuentran dentro de los parametros permisibles, con
excepcion del agua residual tratada que de acuerdd@NRO67-ECOL-1994 la DQO se

encuentra fuera de losrites maximos permisibles (250 mg/L), también se presentaron altos
valores de nitratos (N en todas las matrices de agua, con respectdl@M-127-SSA11994

(10 mg/L), los cuales podrian estar asociados con las actividades adBoateset al., 2005)
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Tablal8. Analisis fisicoquimico de las diferentes matrices de a(laboracion propia)

Matrices de agua

Parametros :
Potable Urbana Subterranea esidual

Tratada
pH 7 7 7 7
Conductividad
(slem) 0.055 424 523 1448
Temperatura o 253 253 24.7
(°C)
DQO(mg/L) 2 152.7 97.2 651.38
DBO(mg/L)  0.73 76.48 42 320.62
ca* (mg/L) 20 75 115 145
Fe* (ug/L) 51 68 67.5 1785
SO (mgll) 0 275 40 90
Mg (mg/L) 0 10 30 10
NOsN (mg/L) 1.1 1.65 18.35 24
NOs(mg/l) 5 82.75  99.45 104
PQ#(mgll) 0.1 48 0.94 40.2
P,Os(mg/ll)  0.08 453 0.67 31
Cloro libre 0.065  0.35 0.065 0.1
(mg/L)
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Posteriormente las diferentes muestras de agua fueron fortificéglasonalmenteon glifosato
(4.1x10°y 5.9x10° mol/L) para monitorear los cambios de absorbancia en presencia del compuesto
[Ni(PhDP)] (1.08x10* mol/L), con el objetivo de verificasi las absorbancias correspondian a las

concentraciones adicionadas de acuerdo a la ecuacion 6.

Tabla 19 Deteccion de glifosato en diferentes matrices de agua fortificadas intencionalmente

(Elaboracioén propia)

Glifosato
. adicionado Glifosato C.V. Recuperacion
Matriz de .
20ua determinado
g (x10° (x10°molll) (%) (%)
mol/L)
Potable 4.1 3.72 2.89 89.58
5.9 5.14 0.34 87.20
4.1 3.66 2.09 88.64
Urbana
5.9 5.32 0.61 89.97
. 4.1 4.02 2.38 96.49
Subterranea
5.9 6.32 0.82 106.99
Residual 4.1 4.90 1.31 118.67
tratada 5.9 7.03 0.99 119.04

Los porcentajes de recuperacifmacuerdo a los resultados obtenidos en las muestras de agua
varian entre 87.2019.04% (Tabla 19indicando que el método tiemea buena exactitud
Ademasse obtuvo una alta precision como se refleja en los coeficientes de vaf@dgndebido
a que no hubo variaciones superiores al {0féstgard, Barry, Quam, & Ehrmeyer, 2018
generalla presencia de distintas sales y metaldifementes concerdciores no afecto la deteccion,

por lo que Emétodo se puede aplicar para diferentes fuentes de agua.

Los resultados anteriores se publicaron en la reftistiteio, de la editorial MDPI, con
doi:10.3390/w1104071%n colaboracion de la Dra Mayra Avelar de laitersidad Nacional
Auténoma de MéxicgAnexo 1) se logré modelar la estructura molecular del complejo
[NiGlyp(PhDPY}], donde logesultados tedricos muestran que el niquel de [Ni(Phborina
enlaces de coordinacion con los atomos de nitrégeno y oxdigégtfosato en una geometria

molecular octaédrica distorsionagnexo 2.
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Por otrolado, el compuest¢Ni(PhDP)], también tiene la capacidad fdemar complejo comel
plaguicida dimetoatadicha capacidad diagar a desarrollar un nuevo métodada¢eccion de
di cho plaguicida, | os resultados fueron enviado

envionmentalseince and heal )h part bo (Anexo 3

8.4CIFRAS DE MERITO DEL ME TODO DESARROLLADO

Empleando la enzima lacasa y el sustraf@dQPA se Igr6 determinar glifosato (LOD= 1.92x39
LOQ= 6.4x1C mol/L) en muestras de agua modelo, sin embargo, los limites de deteccién y
cuantificacion exceden los limites maximos permisibles tOl&-014CONAGUA-2007A
(4.14x10° mol/L). Por otro lado, mplearo el[Ni(PhDP)] ha sido posible determinglifosato por
formacion de complejoon estequiometria 1: 1, logrando un LOD de 2.07xh6l/L y un LOQ de
9.8x10” mol/L. El método desarrollado garantizpetibilidadde los datos, alta sensibilidad y

deteccion rapida (10 s).

El métododesarrollada partir del compues{iNi(PhDP)] fue aplicado para determinar
concentraciones conocidas deagato (4.1x16y 5.9x10° mol/L) en diferentes matrices de agua
(potableurbana, subterranea y residuales tratada). Los porcentajes de recuperacion y los
coeficientes de variacion obtenidosiestran una buena precisiéexactitud del métodpara poder
ser aplicad@n muestras ambientales. La presencia de las sales; adsighs organofosforados,

y fosfatos, asi como sus mezclas en el agua, no interfieren con la detecciorsdinglifo
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9. VIDA SOCIAL DE LOS CAMPESINOS DE SAN SIMON
ATZITZINTLA'Y SU RELACION CON EL GLIFOSATO EN EL
AGUA

9.1 Cultura Campesina

En México, la agricultura siempre ha sido parte fundamental de las actividades econémicas del pais,
por ello a lo largo de la historia esta ha sido constantemente manipulada, intervenida y con el
tiempo modernizadgGémezOliver, 1959) Una de las primeras transformaasmue sufrié la

sociedad campesina, ocurrio con la llegada de los espafioles y la introduccion de técnicas como el
monocultivo y las herramientas de metal, lo que permitié una agricultura extensiva con fines
mercantiles. Previo a este suceso los campepiagticaban el policultivo, manteniendo un

equilibrio socieespacial entre el campo y la ciudad, el cual fue alterado por completo con la

introduccion de las practicas agricolas eurof€as/o-Diéguez et al., 2010)

Pichardo Gonzalez (2006) argumenta que la Revolucién Verde dieskridurante la época de los

afios 50°s ha sido el suceso con mayor impacto dentro de la historia agricola en México, ya que a
partir de apoyogpoliticos, sociales y econémicos se consiguié la implementacién de paquetes
tecnolégicos, provenientes de Estmdimidos de América, con la promesa de resolver el desabasto

de alimentos que se vivia en ese tiempo. El campo era considerado anticuado respecto al desarrollo
de la ciudad por el hecho de emplear fuerza animal y humana durante el proceso de prodaccién y n
una fuerza mecanizadaos paquetes tecnolégicogroducidos durante la revolucién verde,

mantienen su vigencia al dia de hoy, con herramientas tan diversas como presas, sistemas de riego,
semillas mejoradas, plaguicidas y fertilizantes de origen gojragi como maquinaria y

herramienta que requieren de combustible para su funcionarfféctardo Gonzalez, 20Q6)

Distintos autoresomo (Ceccon, 2008; Qaim, 201&portanquela implementacion de los

paquetes tecnoldgicake la revolucion verdehan generadanas perjuicios ge baeficios, en

distintos sectore$or unlado,la sociedad campesimestasierdo diferenciada y marginada

epacialmentelebdo a la diversificacion social, donde la palabra campédsmmasado a ser

sinénimo de pobreza, tabmo ocurre en la zona de estudaif. Simén Atzitzintla)donde ellos

mi smos dicen fAa nosotros nadie nos apoyao refiri
autoridades, la incertidumbre de las ganancias sobre sus prodsctasno la desproteccion que

sufrenen caso de pérdida deslabsechas Ya constantelza de precios de los fertilizantes,
Pagina p3



plaguicidas y cualquier tipo de herramienta que empleen, viéndose marcada la vision de que la

ciudad y el campo son completamente opuestos en sus actividades.

De acuerdo co(Bartra, 2019)la modernizacion del campo no ha cumplido leopromesa de una
seguridad alimenticia, sino el de garantizar poder politico; asi como el enriquecimiento de los
productores de agroquimicos, a costa del deterioro devastador eeules®s naturales y de las

propias tierras de cultivo.

Ante el deterioro del estado de los recumnbientalesgiversos organismo internacionales como

el Informe del Club Roma (1972), la Conferencia de las Naciones Unidas sobre Medio Ambiente
(1972), elinforme Brundtland de la Comision Mundial de Medio Ambiente y Desarrollo (1987) y la
Conferencia de las Naciones Unidas sobre Medio Ambiente y Desarrollo (Rio de Janeiro, 1992)
(Gonzélez, 2005Rndemas de grupos ambtalistas y personalidades, han conformado un

movimiento de presién con la finalidad de poder adgpigductos agricolas libres de

agroguimicos, ademas de exigir alternativas de produccién menos agresivas para el medio ambiente
asi como para la sal@drtaraz, 2002; Guimaraes & Barcena, 2002; UNEP, 2017)

Recientementdebido a la magnitud de los problemas ambientales y de salud que han provocado el
uso descontrolado de plaguicidas stifieantes sintéticos, se ha retomado la practidanaria del

manejo sistentable de plagas, el cual se conforma de distintas estrategias para controlar las plagas
agricolaspero de una forma armonica con el amigey los seres vivos.dy en da se leha

denominado con el concepto Eianejo Integrado de Plagas (MIR),cual consistenla aplicaciéon
dedistintas tecnologias agricolas amigables con el medio amiigmiefluyen solela

conservacion y disponibilidad espat@nporal de losecursos nafrales desde un enfoque

ambiental, socioeconémico, cultural, religiopolitico; asi como las decisionesgnsecuencias de

su aplicacién. Sin embargo, la adopcion del ls#Ha convertido en un gran desafio principalmente
por el bajo grado de estudios de los campesinos, la falta de politicas de fomento integral
agropecuario que implique el desarrollo rural junto con los campdésaitzoge difusiorde estas
tecnologias amigaldecon el medio ambiente y la falta de conocimiento y sensibilizacién de todos
los actores relacionados con estas tecnologias sintéticdss problemas de su entorno social
(GarcerarSéez & Garci®anchez, 2019; Holland et al., 2017; Molina, 2013; Zepeda Jazo, 2018)

9.2 MATERIALES Y METODOS

9.2.1 Zona de estudio
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La presente investigacion se realiz6 en lalidad de San Simén Atzizint{&igura 19, que

pertenece al municipio de San Salvador el Verde, en el estado de Puebla, emiesdo
coordenadas 098 ° 282lbngitud oeste, 19 ° 15'58" latitud norte y una altitud de 2320 metros
sobre el nivel del mgitNEGI, 2010). EI municipio de San Saddor el Verde esta catalogactumo
urbaniza&ion metropolitana, sin embargdan Simon Atzitzintla conserva las caracteristicas de una
zona rural: "la vida del campo". Tiene una poblaciér8d04 habitantes, ubicadg@roximaémente

a 5 km de la cabecera municipal. El clima es subhumedo, con una temperatura media anual de entre
12 y 18 ° C, aunque la temperatura puede descender has& I[Ben invierno Tiene un suelo
Haeolic Phaeozenque se caracteriza por ser rico enamatorgaica y nutriente§CONABIO,

2012) lo que permite que la agricultura de riego sefpgque ampliamente durante todo el afio.
Presenta lluvias en verano y un bajo porcentaje@gpitacion en inviernaDurante elverano los
campos son regados con agua proveniente des poatundosLa principal actividad econémiem

la localidad es la agricultura, y los principales cultivos son grdlooss y vegetaleANEGI,

2010)

La agriculturague se practicae caracteriza por ser dependietg@laguicidas y fertilizantes

sintéticos De acuerdo a otros estudios se ha reportadtoguaismos campesinestan

conscientesle que los fertilizantes y plaguicidas son los causantes de que afio Genvaiklva

mas evidente la degradacion de sus tierras de cultivo, pero argumentan que si no emplearan estos
paquetes tecnolégicos seria imposible producir y pondrian en riesgo su fuente de (Nisesas,

2010)
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Figura 19 Ubicacion del Municipio de San Salvador el Verde, sus localidadesa Elan

tratamiento de Aguas Residuales y fuentes de agua (Elaboracién propia con asistencia de Sanchez
Porras, con datos de INEGI, 2010)

Dentro de la locédlad de San Simén Atzitzitla se encuentistalada una planta de trati@nto de

aguas residuales (PR), querecibe descargas de cuatro localidades diferentes (San Simon

Atzitzintla, Tlacotepec de José Manzo, Analco y San Gregprazjenientesle diferentes

actividades (domésticas,régplas e industriales). La PTARRneuna capacidad instalada de 24,L/

conformada poun pretratamiento que consta de dos canales de arena, una estacion de bombeo, un

reactor anaerobico que consta de seis tanques de ocho metros de profundidad, un reactor biolégico

de lodoactivado con cuatro aireadores, operando a 3.5dirdB, unespesador dedos con una

capacidad maxima de 400 Kg y un sistema de cloracion, administrando cuatro mililitros de

hipoclorito al 11% por ada diez litros de agua (Figura)2&I lodo resultante es tratagara

producir fertilizantegl cual & obsequiado cada seis meses a los campesinos de.la zona
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Figura20. Diagramade flujo de IaPTAR deinstalada en San Simén Atzitzintla

El agua tratada efescargdadirectamente en el rio Santa Elena, que pertenece a la cuenca del rio
Atoyac, que a su vez forma parte de ladadiidrol6dgca de Balsas 18 (DOF, 1998) (Figura 21

Las descargasstan reguladas de acuerda &lOM-003SEMARNAT-1997, que establece lites
permisibles para contaminantes basicos (coliformes, sélidos suspendidos totales, huevos de
helmintos, DBO5, grasas y aceiteg).encargado de la PTAR menciona que las descargas son
analizadas poEONAGUA cada tres meses pasegurarse de geemplancon los limites

establecidosSin embargogsta normativa no regula otrost@minantes, como los plaguicidas
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SAN MARTIN TEXMELUCAN DE (UABASTIDA
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Leyenda
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Rio Santa Elena

- Rio Atoyac
Red hidrica

Flujo de agua

Localidades
Mas de 5,000 habitantes

Elevacion

Alto: 5360 msnm

- Bajo : 1360 msnm

Figura 21 Ubicacion del rio Santa Elena y rio Atoy&taboracion propia con asistencia de
Sanche#orras, con datos de INEGI, 2010 y CONAGUA)

Durante las visitas de campo se observé que el rio Santa Elena representa una fuente de agua
importante para la regién, ya que por un lado es empleado por las distintas actividades socio
econdmicas, como un cuerpo receptor de deseabiospmo una fuentde agua gratuita

principalmente para muchos campesinos ya que es emplaadeegar los cultivos aledafios al rio.

El criterio de seleccion de la localiddd San Simén Atzitzintlue debido a que su principal
actividad econdmica es la agricultw@n dgpendencia plaguicidas como glifosato de acuerdo a
datos obtenidos por INEGI (2010) y encueséadizadas vendedores de agroquimiatestro dela
region,esto siemprelependiendo de la accesibilidad a la localidad y la disponibilidad de
participacid de los campesinos.
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9.22 Deteccién de glifosato en agua de diferentes matrices 8an Simon Atzizintla
por el método ELISA

Para tener un primer indicio sobre la calidad del agua de la localidad de San Simén Atitzintla
cuanto a presencia de glifosato, se analizaron 6 diferentes muestras @®tdle, urbana,
subterranea, canal de riego, residual y residual tragsmaaleando el kitomercial de Abraxis LLC
(Warminster, PA, USA).

9.2.3 Técnicasde recolecciéon de datos

Para explicalas interrelaciones de [@resencia de glifosato en diferentes matrices de agua de la
localidad de San Simon Atzintla, serealiz6 trabajo de campo seguidi® una observacién no
participativay se desarroll6 una eategia de corte cualitativa. Lo anterior implicé la realizacién del
trabajo etnografico y el desarrollo d@ éntrevistas en profundidadedes de famih de campesinos
que viven en un area de aproximadamente 300 ha, en las cercanias de la PTARmérgan Si
Atzizintla. Los campesinos entrevistados fudrombres entre 38 y 65 afios, duefios de sus tierras
de cultivo. Las entrevistas fueron transcritas y analizagada finalidad de conocesos y

practicas de los campesinosS$kn Simon Atzitzintla erefacion con el uso de glifosaém su vida
cotidiana; asi comaentificar los diferentes aspectos de ldavcotidiana de los campesinos

locales.

Las entrevistafuerone profundidadrfo estructuradgsen las que se incluyd contenido sobre
patrones de ustde la tierra, adopcién de tecnologiaiagla, aplicacion de plaguicidaszones para
aplicar plaguicidaadicionales y a@tudes hacia el medio ambiente, asi cdomefectogjue

provoca el uso de plaguicidas en su sallambiénfueron entrevistadosviendedores de

plaguicida de San Simoén Atzitzintla para obtener informacién sobre su perceafrian
dependencia de plaguicidapagra observar la interaccién entre el agricultor y el vendedor cuando
los agicultores compran los plaguicidd3urante las etrevistas se permaneai@rante la

aplicacion de plaguicidasotras actividades agricolas. EBisis socioeconémico se realiad

través de una caracterizacion del area de estudio utilizando datos del Instituto Nacional de
Estadistica Geografia e Informatica (INEGI), y de la Comisién Nacional para el Conocimiento y
Uso de la Biodiversidad (CONABIO). La informacion se descargégisitios web y se analiz6

con el software ArcGIS 10.&l Anexo 4incluye la guia que se empled para realizar las entrevistas.
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9.3RESULTADOS Y DISCUSION

9.3.1Campesinado y tansmision de saberes de generacidn en generacién en los
grupos familiares de &n Simon Atzitzintla

Una préctica tipica que se logré identificar al realizar las entrevistas respecto el aprendizaje del

oficio campesino, es que este es ensefiado a los hijos a través de la experiencia directa de los padres,
para que también se dediguela agricultura con el argumento gee puede ser una oportunidad

de trabajo y fuenteadingresos. Manifestandpe siempréan sido gente de campo durante

generaciones guedisfrutan de su oficio. Este proceso de transmision de conocimientos incluye

factores como la preparacion de la tierra, identificacién de plagas y la preparacion de plaguicidas.

La agricultura de la zona depende de fertilizantes y plaguicidas de origen quimico, siendo estos

insumos parte de la instruccién de los padres a los hijoaghan veceda Unica capacitacion que

reciben al respecto de la aplicacién de plaguiciBialcomo lo expusel sefior Alberto, cuando se

le pregunto sobre si habia recibido capacitaciones para aplicar plaguicidas, el d@&8to:

entrevista engefundidad, campesinode 58 afidd)n o como t al , p apaaconsoi me ens
se usa |l a herramienta y se aploicanadice Danfugusmneno s,
(2018, entrevista errgfundidad, campesino de 56 afifig¥a para qu@, si mi paire me ensefio

todo | o que .ten2a que sabero

Por otro lado, con el paso de los afios las féormulas y concentraciones van canpoialodanto,

los plaguicidas que aplican actualmente, no son los mismos que solian aplicarpamresis.a

resistenciale hierbas no deseadas, erdtes plagas, ha llevado a los campesinos a utilizar
concentraciones mas elevadass indicadaen lasetiquetas de los envasesplaguicidas. Otra

practica comun de los campesinos ante la resistencia de plagas es regstiaralas de

agroquimicos para pedir informacion sobre qué hacer ante la resistencia de plagas o para que se les
recomiende un prodtm nuevo y efectivo, como did@on CosmeZ018, entrevista errgfundidad,
campesinode 74 afios§)pu e s hay urhaedo coetrg las malezas yh sea aumentando o
cambiando a otro y le pregunto a los ingenieros para que me digan que hacer, el chiste es no

per der | @& comodice el $efod Cristob@018, entrevista errpfundidad)inos ot r os | e
seguimos echandd matapasto y ya si nomas no se puede pues ya ahi en las tiendas nos van
diciendo que hacer, ah? nos VAsiootheDon Cosmdequel o que Vv
aplica dosis mayores a las establecidas en las etiquetas o recomendadas por los vdadasglores

tiendas de agroquimicos para combatir la resistencia de hierbas no desta@ssyea practica
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cotidiana ddos campesinos entrevistados, ya que de manera habitual ocurren estas conductas que
se van transmitiendo de padres a hijos. Favoreciemestas practicda persistencia dglifosato

en el agua.

La principal razon por la que se recurre actasas de agroquimicass para mantenerse informados
sobre cudles sdas nuevay mas efectivaberramientas, tratamientos, asi como plaguidigas

los ayuden a facilitar su labhdParalos campesinoes muy importante siempre estar a la

vanguardia, parpodercosechar #empo y asi continuar en el mercado, tal como lo expresa el

sefor Cristébal2018, entrevista errgfundidad)'si, nosotros vamoa las tiendas con los

ingenieros para que nos vayan diciendo que es lo que debemos utilizar, porque si queremos seguir
produciendo es necesario camhisinon os quedamos atr ®somediceel a compet
sefor Heradi¢2018, entrevista errpfundidad, campesino de 54 afifislies por eso vamos con

los expertos en las tiendas, ellos nos dicen todo dest@apga nos esta atacandoygproducto

debemos utilizar y puegmo se debe de aplicando se va cambiando, no se puede uno quedar
porques i uno se queda,Siepdo evilente B despreocppa@od gue exidte de los
campesinos sobre los efectos adversos que puede producir el glifosato en el ambiente, asi como en

su salud y en la de su familia

Los campesinos entrevistados tiemm promedio de escolaridad de 6.8 afios, lo que equivaldria

entre el primero y segundo de secundaria, solo uno de los campesinos entrevistados tiene carrera
profesional. Por ejemplo edbion Cosmeajuesolo estudid hasta el segundo de primaria, expresando

(2018, entrevista errgfundidad)fimi padre no me pudo mandar mas tiempo a la escuela, es que

éramos muchos hijos y pues no se podia, no habia dinero para todos y pues ya mejor desde chico

me quede trabajando en eloconomgasqdelaaie Critdhaldl e que m
estudio hasta el bachill€2018, Entrevista a Profundidad, campesino de 44 diioaphdo termine

el bachiller pues ya tenia suficiente edad para trabajar y ayudarle a mi padre, es que antes asi se
acostumbraba, estlinbas el bachiller y pues ya no era necesario seguir estudiareopouque ya

te ibas adedicaralcampo. Es necesari o aclarar que independi ¢
tengan, los campesinos recurren a las tiendas de agroquimicos para ser ogertadpBcacion o

en las dosis que deben de ser aplicadas principalmente cuando se trata de nuevos productos a

utilizar, tal es el caso de Hugo que estudi6 la carresgdmomia (2018, Entrevista en

pr of undi dad, c¢ a mpsécdmonse apldrelos pldguiadispeae mé ensefio mi

papaen un principio y ya maadelante en la universidatde volvieron a ensefiar aunque yo ya

sabia, pero a veces cuando voy a utilizamproducto nuevcen las tiendas donde los compro me
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dicenmas 0 menos cuanto pnte, cada cuanto tiemppalgunos detalles, es que ahi ellos ya le
saben porque pues los han probado sus clientes y luego ellos pues les dicen cémo sale mejor el
producto, aqu? muc Esesidenequeesconecmiedte empiac§, asé admo
por sus propias experiencias sobre cémo se aplican los plaguicidas como el gpifesatlece en

esta localidad sin importar el grado de estudio que tengan.

Hoy en dia el acceso a internet es una herramienta basica, sobre todo de facil acceso eedocalidad
como San SimoAtzitzintla, ya que el 90 % de los entrevistados dicen tener teléfonos maviles con
acceso a internet, el cual podria ser utilizado para buscar informacion sobre alternativas de
herramienta, plaguicidas naturales o nuevas técnicas, sargmkllos prefieren acudir a las casas

de agroquimicos para adquicibnocimientos relacionados con el uso y manejo de plaguicidas. Solo
uno de los campesinos entrevistados ha sido capacitado formalmente en el manejo de plaguicidas y
el resto de los camaginos entrevistados realizan las aplicaciones de manera empirica. Esta conducta
puede explicarse a partir de que todo lo relacionado con el campo y el trabajo asociado a ello, es
transmitido de padres a hijos y a pesar de la vocacion agropecuaria depimund existe en su

territorio Centros de Bachillerato Tecnolégico Agropecuario, que son los institutos que el gobierno
federal ha dispuesto para capacitar en el area, ni a nivel de educacion basica (desde formacion
prescolar hasta la secundarid@)media basica (bachilleratohi mucho menogrofesional; pues en

ese rubro la universidad mas cercana es la Universidad Tgmesotte San Martin Texmelucda,

anterior pone de manifiesto la gran distancia que existe entre la politica educativa y ldadesesi

de capacitacion para el trabajolas diferentes localidades delinicipio. A este rubro puede

sumarse, que las trayectorias educativas de sus habitantes, es breve y al menos en los entrevistados
se reduce al nivel basico de forma incompleta; caquébademas se reproduce la falsa idea y

estigma de que los mas ignorantes e incapaces son los que deben dedicarse al campo.

Por otro lado, la cultura de leer los envases de los plaguicidas aplicados es practivalasate

gue losmismoscampesinos dicen tener la experiencia suficiente para aplicar los diferentes
productos quimicosin leer las indicacioneademas de ques vendedores de agroquimicos les
informan sobrdas dosis que deben de ocupar. Como argumenta el sefior A(Rflicentrevista

en pofundidad)fino ya nosotros con la experiencia vamos viendo si se necesita mas o0 menos
quimico, primero pues le ponemos lo que nos recomiendan los ingenieros, pero ya de ahi pues va
por nuestra cuenta, es que luego aqui es conforme ngsagando las cosas uno va preparando

las cantidades porque no aplicamos uno a la vez se le ponen dos o tres 0 mas groductos
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O lo que dice el productor Cristdbal, que solo lee las etiquetas en caso de que un producto sea
nuevo(2018, entrevista errpfundidad)finormalmente cuando es un producto nuevo, si, si las

leemos, ya cuando lo conocemos pues ya no lo leemos, leemos la etiquetas porque no lo conocemos

0 porgue queremos saber qué tipo de propiedades trae, en este cdso peleproteings

nitrégeno, f&foro, magnesio, potasio, entonces queremos saber cuanta cantidad y qué es lo que
necesitamos en este caso, no sé a lo mejor quiero este producto pero lo quiero con proteinas pero

también quiero que tenga de nitrégeno y pues por eso tenemos que retagtileadas para que

ellos nos vendan justamente lo que necesitamos, al fin ellos son los que sabeés evi dent e qu
campesinos tienen mucha confianza en los vendedores, quiz4 ain mayor que en las mismas

etiquetas de los plaguicidas, ignorando swlactasi por completo.

De todo lo anterior, es indudable que, entre los habitos adquiridos o aprendidos relacionados con
minimizar los riesgos sobre el uso inadedw de los diferentes plaguicidasmo el glifosato es

una constante en la vida cotidianadaleomunidad. La invisibilidad del riesgo debido al manejo de
glifosato en la localidad, probablemente no sean manifiestos de forma inmediata, pero si afectan a
los procesos medioambientales en todo el municipio y deja expuestos no solo a la vulrterabilida

social a los campesinos, sino también a la vulnerabilidad medioambiental a largo plazo.

9.3.2Grado marginacion y pobreza de San Simon Atzitzintla

De acuerdo a INEGI (20153 localidad tiene un tipo de urbanizacién metropolitano, que dispone
de alumbrad publico, calles pavimentaslgpozo de agua comunitarmagrcado fijg una red de

agua potablg drenaje que descarga finalmente eRTAR de San Simoén Atzitzintla. La localidad
cuenta con un total de 841 viviendas censadas, de las cuales 597 efgeidiades hombre, 699

con piso de tierra y 706 disponen de luz eléctrica, agua entubada de la red puablica y drenaje, 709
con televisor, 404 con refrigerador, 113 con computadora, 206 con teléfono, 409 celular y 55 con

acceso &nternet(Instituto Nacional de Etadistica y Geografi@15)

Los servicios de salud que se disponen dentro de la localidad son un centro de salud y consultorios
médicos particulares, 455 habitantes son derechohabientes para recibir servicios médicos ya sea por
el IMSS o0 ISSSTE, sin embargo, para recibteeservicio es necesario acudir hasta el municipio de

San Martin Texmelucan. Los servicios de IMSS e ISSSTE se encuentran a 5.4 Km de la localidad,
siendo necesario tomar 2 transportes publicos, que tienen un costo de $7.00 MXN por cada uno,

tardandose eddedor de 45 minutos desde la localidad de San Simén hasta la dependencia médica.
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En cuestion de servicios educativos la localidad cuenta con niveles desde preescolar hasta
bachillerato, teniendo un promedio de escolaridad de 8.36 afos, que correspaxideadpmente
al segundo afio de secundd4idEGI, 2010; SEDESOL, 2010)

La localidad se caracteriza por ser rica en abastecimiento de alimentos, principdérsantellas,
carne y lacteos, ya que es muy comun observar traspatios en la localidad en donde se encuentran
desde pequefnos sembradios, principalmente de maiz, frijol y alfalfa, hasta animales como vacas,

cerdos, borregos, gallinas y guajolotes; producdi&stinada principalmente para el autoconsumo.

Hacer mencion de los servicios con los que cuenta la localidad, es necesario puesto que son
indicadores esenciales para conocer el grado de marginacion, rezago social y asi como carencia de
vivienda en la loalidad(GutiérrezPulido & GamaHernandez, 2010Retomando la definicion de
pobreza y rezago socialld@ONEVAL (2010) el cual define a la pobreza como un problema social
gue impone graves limitaciones en el desarrollo intelectual y social de las personas que la padecen,
la cual a su vez niega la igualdad de oportunidades entre individuos y evideneizea del

ejercicio de los derechos humanos, econémicos y sociales de una sociedad y define al rezago social,
como una medida ponderada que resumen 4 indicadores de carencias sociales (educacion, salud,
servicio basicos y espacios en la vivienda) en lmisdice que tiene como finalidad ordenar a la
unidades de observacion segln sus carencias sq€alesejo Nacional de Evaluacién de la

Politica de Desarrollo Social, 2010ambién es necesario retomar el concepto de marginaciéon
empleado por el Consejaabional de Poblaciéon, expresandola como la persistente desigualdad en

la participacion de los ciudadanos y grsipociales de desarrollo y en el disfrute de sus beneficios
(Cortés, 2002)

Dentro delmunicipio de San Salvador el Verde(ikica localidad catalogadan alto grado de
marginaciéresSan Antond Chautla mientras que existen otras 10 localidades de las cuéles no
existen datos sobre el indice de margina¢BEDESOL, 2010)San Simén Atzitzintlase

encuentra catalogada dentrouwterezago socidlajo. En 2005 la localidad se catalogé con un bajo
gradb demarginacion, el cual aumengomedio en 2010. Al ser una localidad con bajo rezago social
y conun grado de marginacién medi€igura 23. San SimorAtzitzintla noesta catalogada como

una zom que requiera atencion prioritaria en materia de accionestesgeara superar

insuficiencias y rezagos para el desarrollo social y fortalecimiento del desarrollo regional

equilibrado(GutiérrezPulido & GamaHernandez, 20105in embargo, durante las entrevistas se
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observé que los campesinos presentan carencias y limitaciones en la igualdad de oportunidades de

servicios basicos, salud y educacion.

San alvador I erde

Leyenda

Nivel de marginacién
Sin datos

Muy Bajo

Bajo

Medio

Alto

Muy Alto
Referencia

D San Salvador el Verde

Rio Santa Elena

Figura 22 Mapade indice de marginacion en el Municipio de San Salvador el Verde (Elaboracion
propia con asistencia de Sancirexras, con datos de INEGI, 2010 y SEDES@Q13

Al ser clasificada la localidad de San Simén en Rezago medio, no se esta considerada para
programas como étrograma para el Desarrollo de Zonas Prioritd&DESOL, 2013a)gque

atiende rezagos vinculados con la infraestructura basica comunitaria, y la carenciids ser

basicos en las viviendas en laCruzada Nacional contra el Hami§8EDESOL, 2013h)que

busca abatir la pobreza, desnutricion y la marginacion social en México; este tipo de programas son

otorgados Unicamente a zonas con un alto grado de marginacion y rezago social.

A pesa de que la poblacion de San Simoén esta catalogada como zona urbana conforme a los
criterios estadisticos del INEGI, su modo de vida, de acuerdo a los campesinos entrevistados es de
gente de camp(Salvador & Lamo de Espinosa, 20@&¥inen este estilo de vida como aquella

clase social que se conforma por familias rurales que explotan la tierra, obteniendo una baja
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remuneracion de capital y a partir de un fuerte empléa fierza de trabajo por parte de la familia,
con el fin de utilizar lo producido para el sustento y reproduccion de la unidad familiar, lo cual
coincide con lo registrado en las entrevistas y observaciones que se realizaron a los campesinos de

la localidad de San Simoén Atzitzintla.

También existe la definicién dada por la Real Academia Espafiola, que define al campesinado como
conjunto de personas que viven y trabaja forma habitual en el camgsirn embargo, la

definicibn de campesinado de Salvador y b4#006) se considera la mas adecuada para este

trabajo puesto que describe una serie de costumbres que se identificaron durante las observaciones
de esta investigacion. Por ejemplo, la participacion del ndcleo familiar durante pydoeslo de
produccién, tanto en la horticultura, como lexrfloricultura asi como la costumbre de utilizar las
ganancias en beneficio de la misma familia y en la congpiasumos para la producci@omo

plaguicidas, semillas y herramienta que deba sétisda.

En la bcalidad se identificaron conflictos por la propiedad de tierras, originados por el desempleo y
la migracion indocumentada en su mayoria con destino a Estados Unidos, para integrarse en el
sector primario o terciario; ademas de que en afos recientemsesh@entado notablemente la
delincuencia, debido al robo y distribucion ilegal de hidrocarburos, puesto que San Simén
Atzitzintla se encuentra dentro del triangulo rojo del estado de Ri@idarvatorio Nacional
Ciudadanp2019) Estos problemas se ven agravados por la falta de un cuerpo de policia preventiva
en la zona, por lo que los pobladores de la localidad se ven afectados directbusiitote

Nacional de Etadistica y Geografia, 2015)

9.3.3 Tipos de cultivo y plaguicidas mas utilizade

Los dos sistemas de produccion agricola que se identificaron durante las entrevistas fueron 7
horticultores y 3 floricultores. Los horticultores entrevistados acostumbran cultivar espinacas, frijol,
avena, haba, alfalfa, cilantro, cebolla y rabano, aprad@mente cada 3 meses cambian de cultivo,

ya que no suelen sembrar lo mismo dos cosechas seguidas, una parte de la cosecha es destinada para
consumo de la familia y el resto es comercializado en la central de abastos de la ciudad de Puebla o

en el mercad&l Hoyo de San Martin Texmelucan. Los productos son vendidos por medio de

subasta a loBacaparador@sque ofrecen el mejor precio, por lo que es imposible establecer un

precio fijo por sus productos. Dentro de los plaguicidas que utilizan en sus cansptiszdeson:

Arrivo, Candela Super, Folicur, Manzate, Faena, Coloso, Flama y Kbalela 20)
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Tabla20. Plaguicidas utilizados por los horticultores (Elaboracion propia)

Nombre Ingrediente Tipo de CT Clasificacion
comercial activo plaguicida
Arraza glifosato herbicida v organofosforado
Candela glifosato herbicida v organofosforado
super
Coloso glifosato herbicida v organofosforado
Desafio glifosato herbicida v organofosforado
Faena glifosato herbicida v organofosforado
Rodeo glifosato herbicida v organofosforado
Flama paraquat herbicida I bipiridilo
Folicur tebuconazole fungicida v benzimidazol
Manzate mancozeb fungicida v ditiocarbamato
Arrivo cipermetrina  Insecticida Il piretroide

Todos los herbicidas que empleanhaosticultores contienen el ingrediente activo glifosato

(Arraza, Candela Super, Coloso, Desafio, Faena y Rodeo), y estos se aplican cada dos o tres meses,
como un control para eliminar las hierbas no deseadas en los campos antes de ser cultivados.
Tambiénhacen uso de fungicidas (Folicur y Manzate) para atacaniailla, la roya, septoriosis

un hongo que llaman pudrici@nis. Por %Yl timo, como insehbatri ci da ut:i

gusanos y arafas

En el caso d®os floricultores producerosa, gladiola, crisantemo y astromelia, sus productos son
comercializados en la central de abastos de la Ciudad de México o en la de Puebla. Cabe resaltar
que dos de los floricultores entrevistados son el presidente y el secretario de Floricultores de
Texmelucan Sociedad Rural de Responsabilidad llimitada, mencionando que el principal beneficio
que han logrado con esta asociacion es una zona especial para la venta de sus productos en la
central de abastos de México. La venta se lleva a cabo por subigstd glie los horticultores, sin
embargo, el tener un espacio asignado facilita la comercializacion. Algunos de los herbicidas que
utilizan para controlar las hierbas no deseadas de los linderos y canales de riego alrededor de sus
invernaderos son Gramox®pArraza, Faena, Flama y Rival, yaelos floricultores suelen remover

las hierbas de forma manual. De los fungicidas para combatir la cenicilReyoadspora, son
OFolicuro y AMazateopolaygempPparael odngectainoisdgd Tabl :
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Tabla 21 Plaguicidas utilizados por los floricultores (Elaboracién propia)

Nombre Ingrediente Tipo de CT Clasificacion
comercial activo plaguicida

Gramoxone paraquat herbicida I bipiridilo

Faena glifosato herbicida v organofosforado
Rival glifosato herbicida v organofosforado
Flama paraquat herbicida I bipiridilo

Folicur tebuconazole fungicida v benzimidazol
Manzate mancozeb fungicida v ditiocarbamato
Foley clorpirifos etil insecticida |l organofosforado

Los floricultores no aplicaherbicidas durante el proceso de produccién ya que ellos mismos

remueven las hierlsano deseadas de forma man@aio, por otro lado, los herbicidas los llegan a

emplearen época de lluvias con el fin de controlar el crecimiento excesivo del pasto en lo

senderos, para evitar que animales venenosos se escondms grasgrevenirque los

campesinos sean mordidos o picaposanimales venenosos Ot r o d e

oS us os

(herbicida con el ingrediente activo glifosaés)su aplicacion en canalesrigo con el propdsito

de eliminar pstos u otras hierbas que impidan el paso del agua.

En promedio en ambos sistemas de produccién cumplemeojornadale trabajo de 8 horas al

dia, utilizando agua proveniente de pozos profundos para regar sus dansptiva Ante todolo

anterior podemos concluir que ambos sistemas de produccidn utilizan el ingrediente activo

glifosatg ademas de que dentro de las mismas entrevistas se logro identificar que este herbicida

también es utilizaden los alrededores @es hogares, para el control de hierbas no deseadas.

La clasificaciorde los plaguicidade acuerdo con la Organizacién Mundial dédhudse basan

la peligrosidad o grado dexicidad de acuerdo con su dosis letal (LD), considerando las siguientes

categoriasClase IA (extremadamente peligrosos); Clase IB (altamente peligrosos), Clase Il

(moderadamente peligrosos); clase lll (ligeramente peligrosos). Para México existe un ajuste en la

Categoria Toxicologica (CTyuerespetda clasificacion realizda por la OMSdesignand@omo

CT I, Il ll, y IV de acuerdo al Catalogo de plaguicidas de la Comisién Intersecretarial para el

Control del Proceso y Uso de Plaguicidas, Fertilizantes y SustanciassT@XICOPLAFEST,

2004).De acuerdo con esta clasifiddn, en los campos de cultivo los horticultoaptican
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plaguicidas de la categodal t ament e peligrosos, como es el
floricultores tambi®n wutilizan plaguicidas
mismdi F | a Biglitosato dentro de la regulaciébn mexicana se encuentra dentr€did\a
(ligeramente peligroso), mientras que para otros paises es de uso restringido o ya se encuentra
prohibido(Malkanthi & al., 2019)

Se revisaron las fichdécnicas y de seguridad de las $éimulas comerciales que contienen el
ingrediente activo glifosatp que son utilizadas por los campesinos entrevist&sompararon

las acciones tomadas por los agricultos respecto a las indicaciones de las hojas técnicas y de
seguridad con el fin de buscar relaciones causales entre la presencia de glifosato en aguas de la
localidad y las actividades agricolas de la misma. Por ultimo, se realiz6 una revision de Iss efecto

ambientales sefialados en las fichas técnicas con respeto a la li{@raibla3.
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Tabla 22 Procedimientos, instrucciones de uso y efectos sefialados de las marcas comerciales que contietientel &tk glifosato

(Elaboracién propia)

Marca Concentracién Presentacion Procedimientos de Instrucciones de la Efectos sefialados por la
comercial de glifosato manipulacion de acuerdo a compafiia compafiia
(%) la compafiia
RODEO 35.5 EmulsionAceite en Uso reservado para Prever un sistema de lavado Provoca irritacion ocular
(MONSANTO) Agua agricultores y aplicadores ocular cerca de las zonas, er grave, pco peligro para el
profesionales las que pueda producirse un medio ambiente
contacto con los 0jos.
Mantenerlo alejado de
desagles, alcantarillas, foso:
y corrientes de ag
ARRAZA 41.00 Emulsion Aceite en  No se recomienda su uso en Aplicacion dirigida a la Es fitotoxico para todas las
Agua mezclas maleza en los cultivos de plantas verdes y puede
aguacatero. Limén, naranjo, dafiar a las especies que n
toronjo, pomelo, platano son objeto de control
FAENA Fuerte 35.6 Emulsion Aceite en  Realice triple lavado de los  Destruya los envases vacios No tiene actividad en el
360 Agua envases vacios al momento  sus residuos conforme lo suelo por lo que no dafia la
(MONSANTO) hacer la mezcla del producto establece la Ley General par emergencia del cultivo
para su aplicacion, la Prevenciory Gestion
depositando el agua en el Integral de los Residuos.
tanque de la aspersora.
CANDELA* 66.89 Emulsion Aceite en  Evite que el material fluya Utilice overolo uniforme de  Movilidad baja; no se
SUPER Agua hacia lagos, corrientes de manga larga y cubierta para espera que llegue a las

agua, estanques y drenajes.

cabeza

aguas subterraneas. Muy

téxico para los organismos
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acuaticos, con efectos

nocivos duraderos

RIVAL 68 Gréanulos No aplique directamente Quitese la ropa Se encuentra en un rango ¢
(MONSANTO) sobre el aga o cerca de inmediatamente si es practicamente no téxico a
cuerpos de agua contaminada con plaguicidas ligeramente téxico en una
y lavela cuidadosamente. gran variedad de especies
acudticas y aves
DESAFIO 62 Granulos Dispongase los envases para prevenir el desarrollo de la biodegradacion

vacios de acuerdo al
Reglamento de la Ley de
Equilibrio Ecolégico y
Proteccién al Ambiente en
material de residuos

peligrosos.

poblaciones resistentes,
siempre respete las dosis y |i
frecuencias de aplicacion;
evite el uso repetido de este
producto

microbiana es completa
formandose finalmente
compuestos naturales: co2,
agua, n y fosfato. se adsort
fuertemente en el suelo por
lo que no se lixivia, siendo
su vida mediale mas de 60
dias. en el suelo se inactive

rapidamente.
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La indicacion de mantener el producto alejado de desagies, alcantarillas, canales y todo tipo
corrientes de agua para evitar su contaminacion se encuentra en tbdgsslae segutad

revisadas, siendo una de las indicacianés ignoradga que el 100% de los campesinos

entrevistados realizan la limpieza de los equipos de fumigacion en los canales de riego. Otra mala
practica registrada durante las entrevistas aplieacion del herbicida en los canales de riego para

el control de hierbas no deseadas que crecen dentro de los canales, con el fin de evitar que estas
obstaculicen el paso de la corriente de agua. Al igual es muy comun abandonar los recipientes
vacios eno cerca de los canales de agua, el 70% de los entrevistados afirma haberlo hecho, ademas

de que se encontrd evidencia de ello durante el proceso de las ent(Eigstas23.

Figura 23 Evidencia de abandono de envases de plaguicidas en el camgamo a canales de
riego (Elaboracion propia, 2017)

El equipo de seguridad recomendado para poder cumplir con una aplicacion segura del herbicida
incluye gorra, overol de algodén, mascarilla, lentes de tipo quimico, guantes y botas de neopreno;
posteriora la aplicacién es necesario descontaminar en el lugar de aplicacion con detergente y una
solucién alcalina (lejia), tanto al equipo de proteccion como al de aplicacion. Los entrevistados
afirman hacer uso de todo el equipo de proteccion, sin embargotellas visitas se observé en
multiples ocasiones la aplicacién de plaguicidas, constatando que como equipo de proteccion se
usan Unicamente gorra o sombrero y botas de neofffgnuwa 24. Por otro lado, los agricultores

no suelen realizar una desconiaacion adecuada de sus equipos: las mochilas de motor y botas se
lavan en los canales de riego Unicamente con agua, sin ningun tipo de detergente y la ropa de

trabajo la lavan las mujeres de la casa empleando detergentes comerciales.
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Figura 24 Campesino aplicando mezcla de plaguicidas (Elaboracion propia, 2018)

Para prevenir el desarrollo de poblaciones resistentes se recomienda siempre respetar las dosis y
frecuencias de aplicacion; asi como evitar el uso repetido del producto. El 70% de los agicultor
entrevistados no respetan esta indicacion y tienden a aumentar las concentraciones y frecuencias de

aplicacion del producto hasta lograr eliminar las hierbas no deseadas.

En las fichas técnicas se encuentra el apartado de identificacién de los gelijraado que el
producto al estar en contacto con los o0jos provoca lesiones oculares graves, informacion que se
corroboré durante las entrevistas. El 70% de los agricultores afirmo presentar irritacion en los ojos
por tener contacto ocular con el proaydhcluso aseguran tener problemas visuales por estar

expuestos a este tipo de productos.

El 90% de los campesinasinca han recibido una capacitacion oficial, salvo el ingeniero agrobnomo
que recibié capacitaciones a lo largo de sus estudios profesidflailesto de los agricultores dicen

gue la Unica capacitacion recibida para aplicar plaguicidas es la ensefiada por sus padres cuando
aprendieron el oficio, seguido de las recomendaciones recibidas por los vendedores de las tiendas
de agroquimicos. Las tag de seguridad, sin embarfimitan el uso del herbicida agricultores
capacitados, y en el casspeciable la férmula comercidODEOQOestéa se restringe aun mga,que

hace indicacion de que el producto solo debe ser aplicadmpoultores y aplicdores

profesionales, ademég que es necesatainstalacion de un sistema de lavado ocular en caso de
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salpicadurassin embargoninguno de los campos de cultivo de los agricultores entrevistados

cuenta con este tipo de instalaciones.

El herbicida comaiial ARRAZA recomienda no realizar mezclas con otros plaguicidas, sin
embargo, el 100% de los entrevistados dicen realizar mezclas con la finalidad de ahorrar tiempo en
las aplicaciones y conseguir una mejor apariencia de los productos.

Las hojas de segaiad afirman que la presencia de su producto en el suelo tiene baja movilidad por
lo que no es posible su migracion a aguas subterraneas tsirgeexisten estudios que

demuestran lo contrari&l estudio realizado pofRendénVon Osten & DzuiCaamal, 20173a)
determin6 concentraciones de glifosateebh00 % de sus muestréagua embotellada,
subterranea)Otra investigacion realizada p@anchis et al., 2012ambién determind eagua

subterranea concentraciones de glifosato que excedian los lindimos permisiblesn agua

Las hojas técnicas de las férmulas comerciales aseguran que el uso de los productos representa poco
peligro paa el medio ambiente, pero por otro ladriste evilencia de la afectacién a diferentes

servicios ambientales que proporcionan distintos organismos, como es el caso de la pt#blacion
lombrices de tierréflundamentales en la fertilidad del suelo, redistribucion de la materia organica,

asi como el ioremento en la penetrabilidad del syé@auppBerghausen et al., 2013)el mismo

modo, la poblacién microbiana del suelo, que ayuda a descomponer los residuos de lasglantas y
mineralizar la materia ganica, se ve afectada debido al incremdetpatégenos y el consumo de
nutrienteqZaller, Heigl, Ruess, & Grabmaier, 2014; Zobiole et al., 20I@nbién existe un

estudiosobre afectaciones en los mecanismos de defensa de las plantas debido a la presencia de
glifosato en el medi@ohal & Huber, 2009)

Respecto a la disposicion de los residuos y envases vacios, las hojas de seguridad dictan que estos
deben de ser destruidos conforme a lo establecido en la LeyaGeas la Prevencion y Gestion

Integral de los Residuos. De acuerdo con la informacién obtenida en las entrevistas a profundidad,
los productores de la zona no conocen de la existencia de alguna ley en materia de plaguicidas o
residuos peligrosos, por tpie el 20% los desecha en la basura, el 40% los suele dejar abandonados
en el campo y el 30% dice llevarlos a un centro de acspiembargodurante el tiempo que se
realizaron las entrevistas nunca paso la cami@retargadaela recoleccion de redilos. Cabe

sefialar quewtante las visitas se observaron envases vacios abandonados demaly ¢es

invernaderos. La Leyameralpara la prevencion y gestion integral de los residestablece que los
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residuos peligrosos como los plaguicidas delgesed confinados en centros de acopio, donde los
residuos seran destruidos por incineraciéon o por termdlisis, con el fin de reducir el volumen y

descomponer o cambiar la composicion fisica, quimica o biologica del residuo.

Se compararon las composicionesngjcas de las formulas comerciales CANDELA SUPER y
RIVAL , encont@ndose contradiccioneentre cada formula comercial, porlado,la hoja de

seguridad del herbiciddANDELA, catalogaal productocomo muy téxico para los organismos
acuatcos, con efectoativo duraderpcaso contrario del RIVAL, ya que se encuentra en un rango
de practicamente no toxico a ligeramente téxico, haciendo mencién de que se realizanmsos
experimentos en especies acuaticas y.&ieembargcen una revision bibliogréaficse

encontraron distintosstudios donde demuestran quae si solcel ingrediente activo glifosato
provoca efectos nocivos en las poblaciones acuaticas asiacanrae(de Brito Rodrigues et al.,

2019; Fan, Geng, Ren, & Wang, 2013; Kelly, Poulin, Tompkins, & Townsend, 2010; Tsui & Chu,
2003)

9.3.4 Glifosato en agua de la localidad de San Simén Atzitzintla

Empleando el Kit comercial de Adxispara determinar glifosato en agua, se analizaron 6
diferentes muestras de aguas, de las cuales solo el agua de canal de riego, el agua residual y el agua
residual tratada resultaron positivaka presencia de glifosato. La tabla Biestra las

concentraimnes de las muestras que dieron positivo a presencia de glifosato.

Tabla 23 Deteccién de glifosaten matrices de agua provenientes de la Localidad de San Simén

Atzitzintla, empleandel Kit ELISA de AbraxigElaboracion propia)

Matriz de agua Glifosato (ppt) D. S.
Canal de riego 72.91 0.009
Agua residual 1162.69 0.002
Agua residual tratada 1486.01 0.007

Por lo tanto, la presencia de glifosatodeierentes matrices de agua, nos confirma que en la
localidad de San Simon Atzitzinflal glifosato es utilizadampliamentalurante sus actividades
agricolas, puestgue se detect6 en los canales de ridgiemas)a presencia de glifosato en agua

residual tratada, quiere decir que el tratamiento recibido por la PTAR es inadecuado.
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9.3.5Estado actual de IaPTAR en Sn Simén Azitzintla

Fueron realizadas visitasn distintos momentos a la PTAIRR San Simén Atzitzintla; en las que se
observé que su ubicacién estael centro de una zona habitacional, pues en un radio de 20 metros
se encudmnan asentamientos humanos (casas), que descargan sus aguas residuales de uso
habitacional al caudal del rio Santa Elena, que finalmentenleemPTAR, dentro dehismo radio

el principalusodel suelo esté refielo a tierras cultivo (Figura 25dondehabitantes yampesinos
cercanos a la PTABon potencialmente vulnerables a la exposicion dice@gases, malos olores,
eindirectamente debido a Itedos residuales generados durante el tratamiBotdo que se

decidio platicar con habitantes cercamoa PTARsobre los beneficios o afectaciomgse han
presenciadajesde que comenzdéaperar esta. Se platicd con la Sra. Rosa que llego aewivir

zonahace 17 afios (antes de la construccion de la PTAR), su domicilio se encuentra
aproximadamente 200 metros de donde se encueitstalada la PTARa cual argumentb6

afos 2018 finunca fimosavisados sobre su construccion, sino quersogde su existencipor

los malos olores que se comenzaron a prodpoirsuoperacion . Lo que pstotaee de mani
separacion o distancia existente entre el ciudadano comudn y los 6rganos de gobierno, pues a pesar
de que el proyecto se implementa siguiendo los procedimientos establecidos por las legislaciones
ambientales vigentes, los habitantes no reconoaeecksidad de dicha planta de tratamiento ni el

impacto benéfico de la misma en la region.

Figura 25 Campos de cultivo y casas habitacionales cercanos a la PTAR de San Simén Atzitintla

(Elaboracion propia, 2017)

Durante el desarrollo de la investigaciotro informante encargado en la operacion de la PTAR
sefalab#2019):Aiuno de | os probl emas que afecta constant
de textileras|as cuales provocan la desestabilizaciéon de la planta dejandola inactiva por hasta tres

mese® m 8Ante este problema los responsables de su operacion han optado por cerrar el flujo
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delaentrada a la planta, cada vez que el operador detecta descargas coloridas, con el fin de evitar la

desestabilizacion de la misma (Fig@@).

Figura26. Contaminacion de agua por colorantes rojo y azul. (Elaboracion propia, 2017)

Es notable que otro problema que aqueja a la PTAR, conforme a los expuesto por nuestros
infromantes es es falta de mantenimiento (Figura)2asi como la capacitacion técaide los
operadores, ademas de que no existe un programa de capacitacion oficial para operar la planta.
Estas deficiencias (falta de capacitacién y mantenimiento) podrian ser factores fundamentales que

influyen potencialmente en el adecuado tratamientaslaguas residuales.

Figura 27 Evidencia de corrosion en reactor anaerobico provocada por los gases en la PTAR de

San Simon Atzitzintla. (Elaboracién propia, 2017)

La PTAR enSan Simoén Atzitzintla se encuentra regulada unicamente en contaminaites, lpés

lo que eltratamiento en si es inadecugmira el resto de contaminantka.implementacién de un
tratamiento eficiente en la PTAR de San Simoén Atzitzintla es necgaa&o que algunos
campesinos de las localidades de Analco y Tlacotepec de José Manzo continuan regando sus

campos de cultivaon agua delio Santa Elena, sin tener conocimiento sobre la calidad del agua y
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con ello, se gjue produciendo para el autocom® y la comercializadn de hortalizas y floregue

en su mayoria se comercializa en el mercado local. Los campesinos de Analco y Tlacotepec de José
Manzo cosechansualmentealabazadechugas y tomateguesord i st ri bui das en el m e
Hoyod d e MaBia Texmelucan en las centrales de abastdaciudades de Puebla y México,

debido a su cercania. Por otra parte, los informantes refierdraguwampesinos que han

suspendio el riego de sus cultivos con aguarielSanta Elena, debido a qudren de irritacion

en piel y ojos aéstar en contacto con el agua. Ademas de que en 2016 el rio Santa Elena se
catalogécomo un cuerpo de agua con alto grado de contamindelfich a los malos olores que

generay efectos negativos que provoead los camesinos por usaguadel rio(Espinoza Galindo,

2016) Sin enbargo, no se pueden identifiestudios cientificos que comyaben ese dichgue

refieren, ni los parametros en los que se atrildigtea causalidad.

La presencia tanto de plaguicidas y otros contaminantes emergentes enes@aguiasgo
potencialimportante para la saluga que puede estar contribuyenda ancidencia de
enfermedades crénico degeatitvas(Scarsi et al., 2017Masdel 50% de las PTARNn México han
sido calificadas a nivel global ptener un pésimo funcionamienttebido a que ninguna aplica
medidas especificas para la remocion de contaminantes etesrdeonde la mayoria de las PTAR
en México empleda cloracioncomo tatamiento ela eliminacion de microorganismos, sin
embargo estudios revelan que la cloraciéon no es unagaraetjura, puesto que no garantza
eliminacion completa de microorganigsresistetes como virus y parasitukerino-Pérez &
VelazquezMontes, 2018)

El agua contaminadzon glifosato arriba al cauce del rio Santa Elena, junto con descargas
industriales que contienen una gran cantidad contaminantes desosnBigthos contaminantes
son desplazados a distancias lejanas de donde fueiadagslen un principjalebido al flujo del
cauce del rio Santa Elena, el cual tiene una trayadtacia el rio Atoyaajuedando
potencialmente expuestados efectosiegaivos que provoca el glifosattanto la poblacién; como
los compartimentos ambientalgge tienen contactmon esta agud.a PTAR de San Simén
Atzitzintla trata solo una parte del cauce del rio SantagEEn embargo, como se mencioné
anteriormenteste tratamiento es inadecuadebido a la preseigcde glifosato que se determiné
en la mestras de aguas tatas, por lo tanto la poblacién y los compartimentos continuan
expuestos a los efectos adversos del glifosato, ya que el agua residual $rateamente

descargada al cauce del rim&aElena (Figra 29.
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Figura 28 Causas de lpresencia de glifosato en agua superficigbdre Simon Atzitzintla

(Elaboracién propia)

Debido a las observaciones durante las visitas a la PTARm&IMOn Atzitintla, se puede decir

que laineficiencia del tratamiento ocurre por la falta de mantenimiento de esté, seguido de la gran
cantidad de contaminantes desconocidos que llegan a la planta, los cuales impiden un eficaz
tratamiento, debido a que la planta esiemalizada Gnicamente para tratar contaminantes basicos.

A la fecha no existe estudios ni analisi@re los efectos adversos a través de diferentes
compartimentos ambientales en contacto con el rio Santa Elena, asi como las poblaciones cercanas

al mismorio.

El oficio de campesino es transmitido de generacion esra@an lo que ha permitido la
supervivencia de diversas generaciones de campesinos que mantienen la esperanza de que seguiran
siendo beneficiados de esta fuente de agua para regar sussgultn general como eje de su vida

cotidiana en casas, traspatios y demas espacios en lo individual y en lo comunitario.
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10.CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

En este estudio se han abordado diversas causas de la presencia degjlifdifattentes matrice

de agua de la localidad de San Simon Atzitzitdlaa de las que mayor peso tietela cultura

agricola dependiente de plaguicidagéticosque se practica en esta zona, se logré identificar que

el glifosato es uno de los herbicidas preferidos por los campesinos entreviztadm$amiliaridad

que tienen con el mismo y la relevancia que les dan a las recomendaciones de los técnicos de las
tiendas de agroquimicoAdicionalmente, los campesinoe tienen una cultura de prevencionae
contaminaciénes necesario fomentar la toma de conciencia y difud#dla informacion puesto

que existe una faltde conciencia y desinformacion. Es undided que los campesinos no reciben
capacitaciones oficialeto que ha traido como consecuencia una serie de malas practicas al aplicar
los plaguicidasya sea en la forma de aplicaciom@®gctas o cercanas a los cuerpos de aguso

de concentraciorsemayores a las recomendadas o inclusive desconocidas por los mismos

campesinos y mala disposicion de envases.

Por otro lado, las politicas y programas gubernamentales de capacitacion agricola se enfocan en el
uso seguro de plaguicidas, sin proponer grdie utilizarlos. Dondel garantizar este uso seguro

de plaguicidas significa excluir la complejidad de los efectos que ocasionan este tipo de compuestos
tanto en la salud como en los recursos naturales, que en el caso particular del glifosataaun exist
una controversia sobre sus efectos. Es necesario un cdenpizadigma tecnoldgi@n el campo,

con el que se pueda implemeniarmanejo integrado de plag@uesto que se trata de un problema
complejo que requiere de atencién en multigkstores y diciplinas para poder defender a la
biodiversidadmejora la calidad ambiental y lograr una sostenibilidad del ambiente a largo plazo

que garantice el bienestar de la poblacion humana, asi como el de su entorno.

A pesar de que en el mercado ya exig@quetes tecnoldgicos agricolas amigables con el medio
ambienteestos no han logradma aceptacion inmediata en comparacion a los introducidos durante
la revolucion verdeRPara una implementai exitosa de un manejo integratmplaguicidas a

partir de tecnologias amigables con el medio ambiente, es necesario realizar capacitaciones sobre
conocimiento técnico, seguido dambios culturaleszgulados bajo proyectos de educacion

ambiental asi comastudia socioculturakes sobrda implementacion de estos paquetes en el

entorno donde son aplicados.
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En este estudio se desarrollé métodaspectrofotométricpara determinar glifosato en agua por
formacibn de complej@mpleando el compuesto [Ni(PhDR el métodopresenta como
carateristicas deteccion rapida, alta sensibilidad ya que puede determinar concentraciones de
glifosato inkriores al limite maximo permisible establecido lpdEPAde EE. UUy por laNOM-
014CONAGUA-2007(0.7 mg/L) ademasle queel métodgpuede ser aplicdle para monitorear
las diferentes matrices de agda la localidadle San Simén Atzitzintla y de otramtrices de agua
que presenten las mismas caracteristicas fisicoquicnoas las que se analizaron®an Simén
Atzitzintla. Monitorear las concentragies de glifosato con el método desarrollado permitiria
conocer si realmente las concentraciones de glifosato presentes en el agua cumpléimitas los
establecidos por la EPA y por la NGDA4CONAGUA-2007, con el fin de dar a conocer si la
poblacién sencuentra en rsgo a los efectos adversos qurevoca ste herbicida.

En la localidad de San Simén Atzitzinla logré igntificar tanto por entrevistas, observaciqoy

analisis que el glifosato es el herbicida mas empleado en esta zona, debido a que la agricultura que
se practica es dependiente de plaguicidas. Polaatoplas razones por las que se encuentra

presente el glifosato en diferentes matrices de ldidlaches principalmente pda culturade la

region que carece totalmente de una preventabimo de los campesinos que aplican este herbicida

sin ninguna capacitacion oficjalomo de las tiendas de agroquimicos que los distribuyen y los
recomiendan sinontrolalgunq asi como la falta de programas gubernamentales y politicas

publicas dondeesta falta de prevencion poneamstante riesgo el bienestar dpdblacbn en

general, asi como el bienestarna&recursos ahientales.
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12. ANEXOS

12.1 ANEXO 1.Deteccion espectrofotométrica de glifosato en agyer formaciéon de
complejo entre bis 5-fenildipirrinato de niquel (Il) y glifosato
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Abstract: A spectrophotometric method for the determination of glyphosate based on the
monitoring of a complex formation between bis 5-phenyldipyrrinate of nickel (II) and the herbicide
was developed. The method showed a short response time (10 s), high selectivity (very low
interference from other pesticides and salts), and high sensitivity (LOD 2.07 x 107 mol/L, LOQ 9.87
x 107 mol/L, and a Ka from 1.75 x 10 to 6.95 x 10-° mol/L). The Job plot showed that complex
formation occurs with a 1:1 stoichiometry. The method was successfully applied in potable, urban,
groundwater, and residual-treated water samples, showing high precision (0.34-2.9%) and
accuracy (87.20-119.04%). The structure of the complex was elucidated through theoretical studies
demonstrating that the nickel in the bis 5-phenyldipyrrinate forms a distorted octahedral molecular
geometry by expanding its coordination number through one bond with the nitrogen and another
with the oxygen of the glyphosate’ carboxyl group, at distances between 1.89-2.08 A.

Keywords: environmental analysis; glyphosate; pesticides; phenyldipyrrinate; spectrophotometry;
water pollution

1. Introduction

Glyphosate (N-(phosphonomethyl)glycine) (glyp) (Figure 1c) is the most intensively used
herbicide worldwide because of its high effectiveness against annual grasses and aquatic weeds
[1,2], with a global annual production estimated to be over 825,804 tons in 2014 [3]. Its use is allowed
in agricultural, urban, and domestic activities [4], with the agricultural application being the most
intensive one. The physical and chemical properties of glyp allow its distribution in the
environmental compartments [5-7]. Furthermore, its chelating ability and the absorption constant in
soil allows for its accumulation in several types of soils, mainly clays [8]; it is considered a stable
compound in a pH range between 4 and 9 for hydrolysis and photolysis [9,10]. Glyp pollution in
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water, soil, and food samples are becoming a serious health concern [11-13]. In addition, its
metabolite, aminomethylphosphonic acid (AMPA), also represents a potential danger to human and
animal health [14,15]. Both compounds have been detected in groundwater and surface water in
several countries [6,16,17]. As glyp has been labeled as a global pollutant [18,19], assessing its
presence in several environmental matrices is a vigorous area of research [20-22].

There are some analytical methods to determine the presence of glyp and the metabolite AMPA
in different media, such as water, urine, and serums. The official method to determine glyp in water,
the EPA-547 [23], requires herbicide derivatization post-column with o-phathdialdehyde (OPA) [24].
Other methods employ high-performance liquid chromatography (HPLC) [25] coupled with mass
spectrometry [26-29], fluorescence [30], or capillary electrophoresis [31]. However, these methods
are complex, as they require pre-treatment steps for the samples and lengthy analysis times, by
which it is not always possible to analyze massive samples in situ [32,33]. Recently, other methods
have been reported as alternative tools for monitoring environmental samples in situ with the added
benefit of short analysis times. Furthermore, some other analytical methods can have remarkably
low detection limits, such as spectrophotometric [34-37], electrochemical [38-40], and
Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA) techniques [17,41]. The development of new
methodologies that are quick, sensitive, reproducible, and inexpensive represent a viable alternative
to the current methods and instruments by allowing the analysis of a larger number of samples
either on the field or at the lab [42-44].

Dipyrromethenes are chelators of bipyrrolic monoacids that can form stable complexes with
metals due to their coordination chemistry and optic and fluorescent properties [45]. These ligands
are structurally rigid, completely conjugated, and capable of functionalizing several positions of
their structure (1, 5, and 9) (Figure la). Hence, the coordination with metallic ions of
meso-substituted dipyrromethenes (position 5) has been applied to the design of sensors. For
instance, there is a study based on fluorescent probes on a boron dipyrromethene functionalized
with a group of phenylboronic acids (BODIPY-PBAs) that can detect several monosaccharides in a
concentration range of 0.1-100 mM, with good reproducibility and photostability [46]. In another
study, an electrochemical biosensor was developed using a dipyrromethene-Cu(II) to determine the
oligomeric form of amyloid beta (AB16-23) with concentrations in the range of 0.001-1.00 uM, which
induces the neuronal dysfunction associated with Alzheimer’s disease (AD) [47]. Another paper
reported on the electroactive dipyrromethene-Cu biosensor to detect antibodies against avian
influenza virus type H5N1 in hen sera [48].

In this study, the chelating capacity of glyp was exploited to bind the metallic moiety of the
compound bis 5-phenyldipyrrinate of nickel (IT) (Ni(PhDP)2) (Figure 1b). Based on this molecular
association, a method for glyp determination in several water samples is developed for the
quantification of the complex formed between glyp and (Ni(PhDP)z). The resulting method is fast,
sensitive, accurate, and useful for the quantification of glyp in drinking, urban, and ground waters,
and residual-treated wastewater.

" o
()
a” [NA
o

Figure 1. Chemical structure of (a) dipyrromethene ligand, (b) (Ni(PhDP)2), and (c) glyp.
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2. Materials and Methods

2.1. Reagents and Chemicals

Glyphosate, silica gel, pyrrole, trifluoroacetic acid (TFA), benzaldehyde, triethylamine (Et:N),
and 2,3-Dichloro-5,6-dicyano-1,4-benzoquinone (DDQ) were from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
USA). The methylene chloride (CH2Clz), chloroform (CHCls), hexane, and methanol (CH:OH) were
from Fermont (Monterrey, Mexico), and ethyl acetate was purchased from JT Baker (Center Valley,
PA, USA). All the used reagents are analytical grade.

2.2. Apparatus

Electronic absorbance spectra measurements were obtained using a Varian Cary 50
spectrophotometer equipped with a xenon lamp (Australia). To perform electronic spectra
measurements, quartz cuvettes (1 cm path length) were used.

2.3. Synthesis of the (Ni(PhDP)2)

The procedure used by Briickner et al. [49] was followed to synthesize (Ni(PhDP).). First, the
5-phenyldipyrrometane with benzaldehyde (1 mmol), pyrrole (1 mmol), and trifluoroacetic acid
were synthesized. Then 2,3-Dichloro-5,6-dicyano-1,4-benzoquinone (1 mmol) was added and
stirred for 30 min at room temperature. After that EtsN (0.5 mL) was added to the solution and
stirred for another 30 min at room temperature. After the elimination of the solvent, the residue was
dissolved in CH2Cl2. and the solution was filtered to remove precipitates. The solvent was removed,
and the product was purified by short silica gel column chromatography using ethyl acetate as an
eluent. The first eluted yellow fraction was evaporated to afford the crude product. Later, 2 mmol of
5-Phenyldipyrromethene and 1 mmol of nickel sulfate hexahydrate were dissolved in a mixture of
CHCl: and CH:OH. The solution was agitated and heated under reflux for 6 h, and then 0.5 mL of
EtsN were added and heated again under reflux for 4 h. The solution was evaporated in a rotary
evaporator until a dark brown solid was obtained. The dried remainder was dissolved in CH2Cl> and
CH30H (1:1), leaving it to slowly evaporate until crystals were obtained.

2.4. The interaction between the (Ni(PhDP)2) Compound and Glyp

The formation of the complex between (Ni(PhDP)2) and glyp (NiGlyp(PhDP):) was followed by
the changes in the electron absorption spectrum of (Ni(PhDP)2) (1.08 x 10-4 mol/L) after the addition
of glyp, in 1 ml of a 99% methanol, 1% water solution. A calibration curve was developed,
registering the absorbance changes of the new band at 362 nm at different glyp concentrations (5.9x
107 to 1.1 x 10-3 mol/L).

2.5. Complex Stoichiometry

The Job method of continuous variation [50] was used to determine the stoichiometry of
(NiGlyp(PhDP)2). Two equimolar stock solutions were prepared and mixed in a way that the total
concentration was kept constant (5 x 10~ and 1 x 10~ mol/L for two different assays). The absorbance
at 362 nm was measured after mixing for 10 s in a 1 mL reaction mixture (99% CH:OH-1% water).

2.6. Determination of the Dissociation Constant (Kd)

To determine the dissociation constant, a curve was constructed, in which the absorbance
changes at 362 nm of (Ni(PhDP)2) (3.6 x 105 and 1.08 x 104 mol/L for two different assays) were
monitored at different concentrations of glyp (5.9 x 107 to 2.3 x 10 mol/L), until its saturation was
reached. The binding between the glyp and the (Ni(PhDP):) can be represented as Glyp +
(Ni(PhDP)2) — (NiGlyp(PhDP)2).
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The absorbance changes at 362 nm of the (Ni(PhDP)2) complex at different concentrations of
glyp were transformed to a percentage of change and adjusted to the one-site binding model [51]
(Equation (1)) to determine Ka:

AAG: AAmax x K(I/GO (1)

where AAG is the percentage of absorbance change at 362 nm upon adding each glyp concentration,
AAmax is the maximum percentage of change (100%) when the (Ni(PhDP).) is saturated with glyp,
and Go is the total concentration of glyp. The reported values are the mean of the three replicates.
The data were fit to the Hill equation using an iteration procedure following the Marquardt—
Levenberg nonlinear least-squares algorithm, using Origin 8.0 software (Originlab Corporation,
Northampton, MA, USA).

2.7. The analysis in Water Samples

Four different water samples were analyzed to assess the potential of the methodology: potable,
treated wastewater, urban, and groundwater, with each of them containing concentrations of glyp
(4.1 x10¢and 5.9 x 10- mol/L) added intentionally. The analyses were carried out, in 1 mL of a 99%
methanol, 1% water solution. Treated wastewater was filtered to remove suspended solids. The four
water samples were stored at 4 °C until used and physicochemically characterized by following
conventional methods: pH, specific conductance, Chemical Oxygen Demand (COD), and
Biochemical Oxygen Demand (BOD). Several anion and cation analyses were performed as well:
Ca¥, Fe, SOs>, Mg, NO*, NOs-N, POs*, P205, and free chlorine.

2.8. Interfering Factors

To identify possible interfering factors, various salts were added at the maximum
concentrations found in the environmental water samples: FeClz6 H20 (6.6 x 10-* mol/L showed 34
ps/cm), CaCl>2 H20 (9.8 x 10+ mol/L showed 240 ps/cm), NaNOs (1.2 x 102 mol/L showed 140
ps/cm), and MgCl6 H:0 (4.9 x 10> mol/L. showed 8 us/cm), as well as the phosphate salts
Na:PO+H20 (140 ps/em), Na:HPOs7 H:0 (140 ps/cm), and (NHi)HPO: (146 ps/cm) at a
concentration of 4.1 x 10-¢ mol/L. Furthermore, other organophosphorus pesticides were tested:
parathion (0.85 ps/cm), dimethoate (0.82 pus/cm), and diclophention (0.80 ps/cm), at a concentration
of 4.1 x 10-¢ mol/L for each one. The effect of the mix of salts (420 pus/cm) and pesticides (0.88 us/cm)
was also evaluated. For these studies, the assay time was 10 s, the glyp concentration of 4.1 x 10-¢
mol/L (0.81 ps/cm) and the (Ni(PhDP):) concentration of 1.08 x 10-# mol/L were set.

All the experimental assays were made in triplicate to assess the repeatability of the results. The
statistical analysis of the data was performed using Origin Software V 8.0.

2.9. Theoretical Structure of the (NiGlyp(PhDP)2) Complex

All calculations were performed using Density Functional Theory (DFT) [52,53] implemented in
Gaussian 16 [54]. Geometry optimizations and frequency analysis were done in a vacuum with
B3LYP functional and LANLD2Z basis sets. The local minima were identified with zero number of
imaginary frequencies (NIMAG = 0). All calculations were made with no symmetry constraints.

3. Results and Discussion

3.1. Synthesis and Characterization of the (Ni(PhDP):) Compound

The (Ni(PhDP)2) was successfully synthesized according to the procedure reported by Briickner
et al. [49], and then it was characterized by UV-Vis (A nm): 330, 480, and by mass spectrometry 'H
NMR spectroscopy based on the structural symmetry by signals for the aromatic protons. Xue et al.
[55] characterized the Ni(PhDP2) with 'H NMR to have (500 MHz, CDCL3) d =9.426 (s, 4, a-dipyrrin),
7500 (d, ] = 2.5 Hz, 6H, Ar-H), 7483-7.331 (m, 8H, Ar-H, B-dipyrrin), 6.741 (d, ] = 3.5 Hz, 4H,
-dipyrrin), which corresponds with what was reported.
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3.2. The Interaction between Glyp with (Ni(PhDP)2)

As mentioned, the electronic absorption spectrum of (Ni(PhDP):) showed a characteristic band
at 480 nm, indicative of double-bond electron transition metals (Figure 2, line), which significantly
increased in the presence of glyp (1.1 x 10> mol/L); in addition, a new band at 362 nm was observed.
The change in absorbance at 480 nm, as well as the formation of a new absorption band, is attributed
to the formation of a complex between both species, with measurable characteristics in the
ultraviolet-visible boundary region. The complex formation was almost instantaneous, and no
additional changes in the absorbance were detected after mixing and measuring immediately
(average time 10 seconds).

Absorbance

—— [Ni(PhDP)]
- - [NiGlyp(PhDP)]

T T T T T T
300 350 400 450 500 550 600 650
Wavelength (nm)

Figure 2. The electronic absorption spectrum of (Ni(PhDP)2) (1.08 x 10-* mol/L) in the absence (solid
line) and the presence of glyp (1.1 x 10 mol/L) (dotted line). Reaction conditions: 99% CHsOH-1%
water.

Changes in the pH of the glyphosate solution, or the (Ni(PhDPD)2) concentration, did not lead
to improved results. Therefore, the pH of the water was kept at pH 7.0, (Ni(PhDPD)2) of 1.08 x 104
mol/L, and incubation time of 10 s.

As the purpose of the present study is the quantification of glyp in water samples, the
dependence of the absorbance change on glyp concentration was determined. As can be seen in
Figure 3, the absorbance at 362 nm was dependent on the glyp concentration, with a linear range
from 5.9 x 107 to 1.1 x 10-> mol/L of glyp.

0.54

0.52 4

o o
& 8
(M)

:

0.44 4

0.42

040+

Absorbance at 362 nm

0384
036 o
034

R*=0.999
0000000 0000003 0000006  0.000009  0.000012
Glyphosate (mol/L)

Figure 3. Calibration curve for the detection of glyp (5.9 x 107-1.1 x 10-* mol/L.) based on the
interaction with the compound (Ni(PhDP)2) (1.08 x 10-* mol/L). Reaction conditions: 99% CH:OH-1%
water.
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Equation (2) describes the relationship between the two variables, where A is the absorbance at
362 nm, and G is the concentration of glyp (mol/L). The linear regression model fits the data very
well, with a correlation coefficient higher than 0.99. Also, other statistical results (analysis of
variance and dynamic graphs, i.e., normal probability plot of the standardized residuals, scatter
plots of the standardized residual against the predictor variable, and the index plot of the
standardized residuals) support the quality of the linear model.

A =0.0128G + 0.3629 )

Using Equation (2), the detection limit (LOD) and the quantification limit (LOQ) were
calculated. The LOD and the LOQ are numerically equal to 3 and 10 times the standard deviation of
the mean absorbance of (Ni(PhDP):) without glyp (blank absorbance). Substituting these values in
Equation (1), a LOD of 2.01 x 107 mol/L (34.98 pg/L) and an LOQ of 9.87 x 107 mol/L (166 pg/L) were
determined. These values are good enough for glyp determination in drinking water in the USA, as
the EPA Maximum Contaminant Level (the highest level of a contaminant that is allowed in
drinking water) of 700 pg/L has been set [56], and, in principle, should be higher for environmental
water samples. A study by Botta et al. [57] reported concentrations of glyp of 4.4 x 107-5.32 x 107
mol/L (75-90 ug/L) in surface water. Therefore, it is possible to find high concentrations of glyp in
environmental water that are within the LOD and LOQ obtained in this work. However, an
improvement in detection is needed for application of the method in European countries, where the
maximum level of glyp must not be higher than 0.1 ug/L [58]. In addition, our LOD and LOQ values
are within the range of other alternative methods to detect the herbicide in a water sample (Table 1),
with the advantages that the response time is shorter and there is no need for derivatization or the
addition of reaction precursors.

Table 1. Comparison between other glyp determination in water.

Method LOD (mol/L)  LOQ (mol/L) Remarks
THisinsthod 2.01 x 107 9.87 x 10 Rapid, effective, sgl?ctive, facile, and
sensitive
Spectrophotometry with 1% 10 3104 Rapid, effective and selective, but
multi-pumping flow system [59] needs pre-treatments
Fluorescence resonance energy 6% 107 z Rapid, effective and selective, but
transfer [60] needs expensive equipment
Rapid, effective and selective, but
Electrochemical sensing [43] 2x10% 1 needs expensive equipment and
reagents
Colorimetric sensor [35] 6% 107 " Effective and sensitive, but it requires

complex synthetizing steps

Note: ! Not reported.

3.3. Stoichiometry

For the complex stoichiometry, determination of the absorbance changes was plotted as a
function of the mole fraction of the Glyp or (Ni(PhDP).) (Figure 4) at two total concentrations. The
Job plots show a triangular shape, which according to literature suggests a strong molecular
interaction between the compounds; also, the maximum point in the curves takes place at 0.5 mole
fraction, indicating that the molecular association occurs with stoichiometry 1:1 [50,61].
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Figure 4. Job plot indicating the 1:1 stoichiometry for the (NiGlyp(PhDP)2) complex, with a total
concentration of (a) 5 x 10-3 mol/L and (b)1 x 104 mol/L.

3.4. Dissociation Constant

The K was determined by fitting the data to the one-site binding model using nonlinear
regression analysis (Figure 5). The obtained Ka values were 1.75 x 10-° and 6.9 x 10-° mol/L at two
(Ni(PhDP)2) concentrations (3.6 x 10~ and 1.08 x 10-* mol/L), which account for the affinity of the
dipyrrinate ligand to glyphosate. According to Chenprakhon et al. and Pan et al. [51,62], a small Ka
value refers to a high binding affinity of the ligand to its target. Although the affinity values are three
orders of magnitude lower compared to the antibody-antigen system, the dipirrinate ligand has the
advantage that the analytic response does not need additional steps for separation and
quantification, as in the immunoassay format.

00 () . o (b) R A R N
.

Porcantage of change at 362 nm
C
Percentage of change at 362 nm

R*=0.9855

| R'= 0.9891 |
K_=6.9¢10° moliL

K= 1.75%10" mol/L ou

0 5'0 |&) |5.>Cl 200 250 0 S'U |(33 I;O ?‘;D 250
Glyphosate (mol/L) Glyphosate (mol/L)

Figure 5. One site model fitting at (a) 1.08 x 10-* mol/L. of (Ni(PhDP)2) and (b) 3.6 x 10-> mol/L. of
(Ni(PhDP)2) in the presence of glyp (5.9 x 107 to 2.36 x 10-mol/L).

3.5. Method Selectivity

The interference caused by other components that are usually present in water was determined
to know the potential applicability of the method. It is well known that glyp can form strong
coordination bonds with metal ions Fe?, Ca2', and Mg [63,64]. The results showed that the presence
of individual cations and its mixture did not interfere significantly in the complexation of glyp with
(Ni(PhDP)2). The same set of experiments were carried out with other organophosphorus pesticides,
which are continuously used in agriculture, such as parathion [65], dimethoate [66], and
diclofenthion [67], as well as their mixtures. The absorbance values of the (NiGlyp(PhDP)2) complex
in the presence of the organophosphorus pesticides and its mixtures did not show an interference
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greater than 10% and thus are discarded as interferents. A mixture was tested between
(NiGlyp(PhDP):) and AMPA because AMPA is frequently detected in water together with glyp
[68,69]. Interestingly, the metabolite showed no additional change in the detection of glyp. Finally,
different phosphate salts were tested, as it is already known that the phosphate ion may form
complexes with nickel and other metals [70-72], which also showed no interference. All the assays
suggest a good selectivity of the method (Table 2).

Table 2. Effects of the added salts, organophosphorus pesticides, and phosphates on the method

selectivity.
Compounds Absorbance at 362 nm Standard Deviation Interference (%)!
None
(NiClyp(PRDPY) 0.42 0.012 0.0
Salts

FeCls-6H20 0.43 0.008 257

CaCl22H0 0.41 0.008 0.19

NaNOs 0.42 0.007 0.78

MgCl2:6H20 0.44 0.008 3.66

Mixture of salts 0.45 0.010 5.49

Organophosphorus pesticides

Parathion 0.42 0.012 1.47

Dimethoate 0.45 0.011 4.28

Diclofenthion 0.43 0.002 0.22

Mixture of pesticides 0.46 0.002 7.51

Phosphates

Na:PO:-H20 0.41 0.003 257

Na:HPO:+-7H20 0.41 0.003 2.75

(NHa1)2:HPOx 0.42 0.008 0.81

Mixture of phosphates 0.43 0.005 0.67

Metabolite of glyp
AMPA 0.42 0.12 0.0

! The percentage of interference was calculated, taking the absorbance of 0.42 obtained from the
complex (Ni(PhDP)2) 1.08 x 10-* mol/L and glyp 4.1 x 10 mol/L as 0% of interference, minus the
absorbance of the complex in the presence of interference between the absorbance of the complex,
multiplied by one hundred.

3.6. Analysis of Spiked Water Samples

Table 3 shows the results of the physicochemical parameters of the four water matrices used to
check the applicability of the proposed method. The parameter values are indicative of the different
sources; as expected, treated wastewater shows the highest COD and BOD. The amount of dication
metals was determined because of their possible interference behavior. No glyp was detected using
the commercially available ELISA method (PN 500086) (Abraxis LLC, Warminster, PA, USA).
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Table 3. Physicochemical analysis of the different water matrices.

Parameters Water Matrix
Potable Urban Groundwater Treated Wastewater
pH 7.00 7.00 7.00 7.00
Specific conductance (us/cm) 0.05 424.00 523.00 1448.00
Temperature (°C) 25.00 25.30 25.30 24.70
COD (mg/L) 2.00 152.70 97.20 651.38
BOD (mg/L) 0.73 76.48 42.00 320.62
Ca* (mg/L) 20.00 75.00 115.00 145.00
Fe? (ug/L) 51.00 68.00 67.50 178.50
SO« (mg/L) 0.00 27.50 40.00 90.00
Mg? (mg/L) 0.00 10.00 30.0 10.00
NO:-N (mg/L) 1.10 1.65 18.35 24.00
NOs (mg/L) 5.00 82.75 99.45 104.00
PO+~ (mg/L) 0.10 4.80 0.94 40.20
P20s (mg/L) 0.08 4.53 0.67 31.00
Free chlorine (mg/L) 0.07 0.35 0.007 0.10

Then, the samples were spiked with glyp (4.1 x 10 and 5.9 x 10-° mol/L) and added to the
(Ni(PhDP)2) solution. The glyp concentrations in the samples were calculated using Equation (2).

The percentages of recovery vary between 87.20-119.04% (Table 4), which indicates good
accuracy of the methodology. Furthermore, a high precision was obtained, as reflected by the
coefficients of variation (0.34-2.89%). Overall, it seems that the presence of several salts and metals at
different concentrations did not affect the detection, and the method may be applied for different
water sources. It is important to note that the LOD and LOQ reported here suggests that the method
may be used for screening purposes in heavily polluted water samples, such as those in agricultural
lands or treatment facilities, where the pollutants are concentrated. Regarding urban or
groundwater, where pollutants are in lower concentrations, a preconcentration step should be
necessary, as it is usually carried out with other methods.

Table 4. Detection of glyp in spiked water samples.

Coefficient
Glyp Added Glyp Determined of Recovery

WaterMatiX (o j0wmioll)  (x10%awoll)  Vadation (%)
(%)

410 3.72 2.89 89.58

Potable 5.90 514 0.34 87.20
— 410 3.66 2.09 88.64
5.90 5.32 0.61 89.97
Gy 410 402 238 96.49
5.90 632 0.82 106.99
el 410 490 131 118.67
5.90 7.03 0.99 119.04

3.7. Theoretical Results

To predict the possible complex between (Ni(PhDP):) and glyp quantum (QM), calculations
were undertaken, starting the geometry optimization of probable compounds at the DFT level.

The structure complex shown in Figure 6 is the most probable compound found for the reaction
of (Ni(PhDP):) with glyp, where the nickel in the (NiGlyp(PhDP)2) complex expands its coordination
number from 4 to 6 with a nitrogen and an oxygen atom of the glyp’ carboxyl group, at distances
between 1.89-2.08 A in a distorted octahedral molecular geometry. The calculated bond distances
are reported in Table 5. As can be seen, the distance values are similar to those reported in
experimental conditions in the literature [55,70].
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