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Resumen

La intensificaciéon del cultivo de arroz requiere una evaluacién de sus efectos
ambientales. En Uruguay incluye una fase de inundacion, que modifica las condiciones
del suelo, y no es conocido como afecta la dinamica de los plaguicidas. En esta tesis se
tomod como caso de estudio el uso de glifosato (GLY) como barbecho quimico en el
cultivo de arroz. Este trabajo se situdé en el Experimento a Largo Plazo (ELP) de
rotaciones arroceras ubicado en Paso de la Laguna, INIA Treinta y Tres. Se
seleccionaroncuatro rotaciones con distintos niveles de intensificacién en el uso del
suelo (arroz continuo, arroz-soja y dos rotaciones arroz-pastura), aplicdndose GLY como

barbecho quimico y herbicida pre-emergente en la zafra 2019/2020.

En la primera etapa, se validd una técnica analitica para determinar residuos de GLY y
su metabolito AMPA en muestras de suelo y ldmina de agua tomadas durante la zafra.
Se muestrearon periddicamente muestras de suelo, agua de inundacion y analizé la
dinamica de la concentracion de GLY y AMPA. En la segunda etapa de esta investigacion,
se ajustd modelos de decaimiento exponencial en diferentes intervalos de tiempo desde
la primera aplicacion de GLY hasta la cosecha del cultivo, utilizando las rotaciones como

covariables.

Los resultados confirman la transferencia de GLY y AMPA desde el suelo hacia la [amina
de agua, la disminucion de las tasas de degradacion durante el periodo de inundacién y

la residualidad de ambos compuestos al finalizar la zafra de arroz.

Estos hallazgos contribuyen a la comprension del comportamiento y destino del GLY en
suelo y agua en un sistema agricola que alterna condiciones aerdbicas y anaerdbicas. Se
han generado también conocimientos utiles para la toma de decisiones y gestién del
cultivo con el fin de minimizar la posible exportacidon de GLY y AMPA a otros cursos de

agua.

Palabras clave: glifosato; AMPA; arroz; modelado; LC-FLD; LC-MS/MS, decaimiento
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1 Introduccion general

1.1 Laintensificacién agricola

La intensificacion agricola ha surgido como una respuesta estratégica para hacer frente
al desafio de la ampliacidn de la demanda de determinados productos agricolas a nivel
global (Mateo-Sagasta et al., 2018; Tilman et al., 2011). Se entiende como intensificacion
agricola al proceso por el que se busca aumentar la produccién en una determinada
area, mediante practicas como la irrigacién y la mecanizacién y el aumento del uso de

insumos para fertilizacion y control de plagas (Foley et al., 2011).

La multiplicidad de estrategias para intensificar los sistemas agricolas ha generado
diversos escenarios que requieren indicadores para evaluar el grado de sostenibilidad
ambiental de los sistemas de produccidon agropecuarios, especialmente debido a la
presion sobre los recursos naturales (INIA, 2016). Algunos ejemplos de estos indicadores
son el uso de energia, la relacidn entre productividad y uso de fertilizantes o el riesgo de
contaminacion por agroquimicos, obteniendo informacién cuantitativa que permita la
comparacion de resultados e impactos entre distintos sistemas de produccion (Tseng

et al., 2021).

La siembra directa, o también denominada de minima labranza o no tillage en inglés, ha
sido la estrategia mas extendida a la hora de la intensificacion agricola en Uruguay desde
la década de 1990. Mediante esta practica se busca reducir la erosion y la pérdida de
suelo al mantenerlo cubierto con cultivos o pasturas, y al reintroducir suficiente biomasa
al suelo mediante la degradacién del rastrojo (Garcia Préchac et al., 2010; Wuest et al.,
2023). De esta forma, se busca preparar el suelo minimizando su perturbaciéon para la
colocacion de la semilla, siendo dependiente del uso de herbicidas para el control de las
malezas. El control de malezas, en los sistemas de minima labranza, introduce el
concepto de barbecho quimico, entendiéndose como el tiempo transcurrido entre la
aplicaciéon de herbicidas para eliminar el cultivo anterior y la siembra del cultivo

siguiente (Dabala, 2009; Garcia-Préchac et al., 2004).
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El uso de barbecho quimico en sistemas de minima labranza, como estrategia de
intensificacion también ha llevado a un incremento en la cantidad de plaguicidas

aplicados por unidad de area (Schreinemachers y Tipragsa, 2012).

Los plaguicidas son sustancias empleadas en la agricultura para prevenir y controlar
factores bidticos, como diversas enfermedades y malezas, que afectan a los cultivos.
Cuando la sustancia tiene un amplio espectro de accidn se denomina biocida, pues no
estd enfocado en una plaga o maleza en particular. En esta tesis llamaremos de forma
genérica plaguicida a este tipo de sustancias sin distincidn. Los plaguicidas contienen
sustancias activas que pueden ser de origen quimico (sintéticos o naturales) o
biolégicos, que pueden ser empleadas como insecticidas, herbicidas, fungicidas y

reguladores del crecimiento (Codex Alimentarius, 2022; Mateo-Sagasta et al., 2018).

Mas alld que los plaguicidas sean aplicados en un cultivo especifico,
independientemente de su modo de accidn, se distribuyen parcialmente en el ambiente,
presentado diferentes destinos ambientales. Este reparto entre compartimentos

ambientales se ejemplifica en la Figura 1.1.
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Figura 1.1: Ciclo de los plaguicidas en el ambiente, basado en FAO 2018

1.2 Destino ambiental de los plaguicidas

El destino ambiental de un plaguicida depende de su estructura molecular y
consecuentemente de sus propiedades fisicoquimicas, como por ejemplo solubilidad,
volatilidad, coeficientes de particién, etc., que determinan su comportamiento vy
afinidad en los distintos medios y condiciones ambientales. Los factores determinantes
de destino ambiental de un plaguicida son: la particién de la sustancia en los
compartimientos ambientales, los procesos de transporte y transferencia en el medio,
por ejemplo, lixiviado, escorrentia, absorciéon, coeficiente octanol-agua, y por ultimo la

degradacion o transformacién del plaguicida (Covaci, 2014).

Los procesos de degradacién, como la hidrdlisis, fotdlisis o degradacién microbiana,
conducen a la disipacién de la sustancia en el ambiente, sin embargo, conllevan a la
aparicion de otras sustancias, en algunos casos mds tdxicas o persistentes que el

compuesto original (FOCUS, 2006).

El destino ambiental de los plaguicidas tiene como consecuencia la contaminacién tanto
de aguas superficiales, subterraneas y suelos. El aumento de su uso conlleva a diversas
problematicas asociadas a su aplicacion y distribucién en el ambiente, ya que la
presencia de ellos en el ambiente permite su afectacidn e ingreso en organismos que no
son blanco de los mismos, pudiéndose observar efectos de bioacumulacion vy

biomagnificacion en la cadena tréfica (Mateo-Sagasta et al., 2018).
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La posibilidad de movilidad y transformacién complejiza el estudio de los plaguicidas en
el ambiente. Esto se debe a que para comprender el destino ambiental de una sustancia
no alcanza con el andlisis de algunas muestras, que solo brindaran informacién del
momento que se muestred. Para estudiar la dinamica y las transformaciones de estas
sustancias en el tiempo es necesario inferir la movilidad y el destino de estas de forma
mas precisa. Con este objetivo, se han desarrollado modelos predictivos como

herramientas para estimar posibles impactos en el ambiente (lppolito & Fait, 2019).
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Figura 1.2: Procesos involucrados en los modelos de destino ambiental de los plaguicidas en arroz.

Basado en Williams et al. 2014
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El cultivo de arroz es un sistema particular para estudiar el destino ambiental de
plaguicidas, debido a que el riego por inundacién desencadena diferentes procesos
guimicos y microbioldgicos muy atipicos en relacién a otros cultivos agricolas (Figura

1.2).

Diferentes modelos predictivos se han desarrollado para estudiar la distribucién de los
plaguicidas en el cultivo del arroz, estos deben adaptarse a las practicas de gestion del
agua vy del suelo de cada sistema productivo (Luo et al., 2012). Por ejemplo, se ha
investigado la distribucidn del clorantraniliprol en el suelo, las plantas y los lixiviados
bajo distintos regimenes de riego (Pandey et al., 2020). Ademds, se ha desarrollado el

modelo PADDY para simular los cambios de concentracion de fipronil e isoprotiolane en
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agua, suelo y plantas (Inao et al., 2018). Por otro lado, el modelo RICEWQ se empled
para simular la distribucién de molinato bajo diferentes escenarios de manejo de
cultivos (Christen et al., 2006), y el destino ambiental de carbofurano en un campo de
arroz se ha explorado utilizando un modelo de fugacidad de nivel IV acoplado con una

ecuacioén de dispersion-advecciéon (Contreras et al., 2008).

Los ejemplos presentados ponen en relieve los avances significativos que se han tenido
en la simulacién del destino ambiental de los plaguicidas, en el contexto especifico del

cultivo del arroz.

1.3 El cultivo de arroz en Uruguay

En Uruguay, el cultivo de arroz es uno de los ejemplos mas claros que ha atravesado el
proceso de intensificacidn agricola. Durante las Ultimas tres décadas se ha registrado
una adopcién gradual de variedades de plantas de alto rendimiento, asi como mejoras
en las practicas de manejo del suelo. Adicionalmente, el control temprano de malezas,
el control del riego y ajustes en la fertilizacion y el manejo de enfermedades han
resultado en notables incrementos en la productividad del cultivo (Pittelkow et al., 2016;
Tseng et al., 2021). Ejemplo de esto es la zafra 2022/2023, la cual alcanzé valores
histéricos de productividad con un rendimiento promedio a nivel pais de 9336 kg/ha de

arroz (MGAP, 2023).
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El drea de siembra de arroz en Uruguay se extiende por alrededor de 170.000 ha,
distribuidas en tres zonas predominantes del pais, encontrandose en la zona Este la

mayor concentracién de chacras, como puede observarse en la Figura 1.3 (MGAP, 2023).
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Figura 1.3:Distribucion de las chacras de arroz en Uruguay basado en MGAP, 2023

Su produccién se caracteriza por una alta mecanizacion y se realiza en rotacién con
pasturas para el pastoreo de ganado o cultivos de secano (ej. soja). La rotacién tipica
consiste en 1-2 anos de cultivo de arroz y 3-4 ainos de pastura u otros cultivos como soja
y sorgo. En este contexto, es posible encontrar variedad de escenarios de rotaciones

contrastantes en la intensidad del uso del suelo (Molina et al., 2019; Tseng et al., 2020).

La gestidn del agua tiene un rol fundamental en la produccidn de arroz en Uruguay, ya
que el cultivo crece bajo condiciones de inundacidon desde 20 a 30 dias, desde la
emergencia de la planta hasta la madurez vegetativa (Cantou etal., 2010). En
consecuencia, al caracterizarse por emplear un volumen de agua en el riego que excede

significativamente la tasa de evapotranspiracién (Bouman et al., 2007) en comparacion
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con otros cultivos, resulta en una mayor sensibilidad a la escorrentia o también la

exportacion de plaguicidas.

Los campos de arroz en Uruguay son irrigados con entradas de agua en un promedio de
14.000 m3/ha (Pittelkow et al., 2016). Esta agua de riego proviene de ecosistemas
naturales (rios, arroyos) e intervenidos (embalses); no obstante, la liberacién del agua
de riego puede realizarse mediante canales que conducen a otros sistemas o que
desembocan aguas abajo de la ubicacion original de toma, teniendo como consecuencia
el trasvase de estas aguas. Esta practica conlleva impactos adversos en la dindmica de

nutrientes y plaguicidas, que son exportados fuera del sistema productivo.

Con el objetivo de generar informacién cuantitativa sobre los efectos del sistema
productivo del arroz en Uruguay, en el afio 2012 el Instituto Nacional de Investigacion
Agropecuaria (INIA) establecié un Experimento a Largo Plazo (ELP) de rotaciones arroz-
pastura-otros cultivos. Este se encuentra ubicado en la Unidad Experimental Paso de la

Laguna del INIA, en departamento de Treinta y Tres a orillas del rio Olimar Grande

(Figura 1.4).

Figura 1.4: Estacion Experimental Paso de la Laguna en el departamento de Treinta y Tres,
representada por el punto rojo (izquierda). Imagen satelital de la Estacion Experimental Paso
de la Laguna, delimitada en el drea roja (medio). Imagen satelital del ELP (derecha)

Las investigaciones realizadas en el ELP buscan identificar sistemas de intensificacion del
uso del suelo mediante el contraste de rotaciones de arroz continuo, arroz-pastura y

otras rotaciones, incorporando nuevos rubros agricolas -como cultivos de secano- que
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constituyan alternativas para los sistemas arroceros y resulten sustentables en términos

fisicos y econdmicos (Terra, 2017; Terra et al., 2014).

Dentro del dmbito de la produccién arrocera, se ha observado un incremento en la
utilizacidn de plaguicidas, tanto en la incorporaciéon de nuevas moléculas, como en la
cantidad aplicada (Schreinemachers & Tipraqgsa, 2012). Las estrategias de manejo de
plaguicidas se orientan hacia la prevencion de plagas y, en los ultimos afios, se ha
experimentado un cambio en la composicidn y el aumento del uso de herbicidas y
fungicidas (Molina etal.,, 2019). Aunque los insecticidas solo se aplican en
aproximadamente el 10% del drea cultivada, su impacto en el ecosistema es mas notorio
en comparacion con otros plaguicidas empleados en mayores proporciones (Pittelkow

et al.,, 2016).

En los ultimos 5 anos la mayor proporcién de aplicaciones de plaguicidas realizadas en
el ELP corresponde a herbicidas (Figura 1.5). En menores proporciones, en las zafras
anteriores al 2019 se realizé aplicaciones de formulados de los insecticidas

azoxiestrobin, kresoxim metil y ciproconazol durante el periodo de inundacion.
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Figura 1.5: Porcentaje en masa de los principios activos de mayor tasa de
aplicacion en el ELP en las 5 zafras previas al trabajo. Datos brindados por INIA.

Existen algunos antecedentes de residuos de plaguicidas en suelos, aguas y granos,

provenientes de predios arroceros del pais; detectados en proyectos de investigacidn
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desarrollados entre los afios 2006 y 2012. Como resultados, se destaca que, en algunas
muestras de ldminas de agua, se detectaron plaguicidas, herbicidas y fungicidas en
algunas muestras, mientras que en las muestras de suelo analizadas no se detectaron

plaguicidas (Carlomagno et al., 2010; Hill & Clérici, 2008; Queheille, 2017).

Debido a estas caracteristicas del cultivo de arroz y los antecedentes reportados, surge
la necesidad de conocer y comprender mas a fondo la dindmica de los plaguicidas

utilizados en el sistema y su destino en el ambiente.

1.4 Glifosato como caso de estudio

Este trabajo toma al glifosato (GLY) como caso de estudio. El foco en este plaguicida se
justifica por dos razones: en primer lugar, su uso en etapas de barbecho quimico para
sistemas de minima labranza (Dabald, 2009), siendo aplicado en el 83% del area
cultivada de arroz (Molina et al., 2023); en segundo lugar, es el plaguicida con mayor
uso en Uruguay (DGSA, 2023), incluyendo el ELP (Figura 1.5), y posiblemente el menos

estudiado en antecedentes de monitoreo.

El GLY fue sintetizado en 1950, inhibidor en las vias metabdlicas de las plantas, es un
herbicida de amplio espectro no selectivo, sistémico y de rapida accién. Marcas como
Roundup™ (Monsanto) contienen GLY como ingrediente activo y se utilizan con
diferentes fines como la agricultura y la jardineria. Algunos cultivos, como la soja y el
algoddn, han sido genéticamente modificados para resistir el GLY, lo que ha derivado en
su uso como herbicida post-emergente en cultivos extensivos de secano (Gillezeau et al.,

2019; Richmond, 2018).

Su modo de accidn es a través de la inhibicidn la enzima 3-enolpiruvilsikimato-3-fosfato
sintasa (EPSPS), interfiriendo en la biosintesis de aminoacidos aromaticos. Esta enzima
forma parte de la via metabdlica del acido shikimico, presente en plantas, hongos y
bacterias, y no existe en animales. A pesar de esto, el GLY es un plaguicida mundialmente
controversial, cuya mayor preocupacion ambiental es su gran uso y los riesgos a la salud.

Por un lado, existe un posible efecto cancerigeno en humanos y por otro lado estd
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vinculado a la promocién de modelos productivos con organismos genéticamente

modificados (OGM) (Aparicio et al., 2013).

La toxicidad del GLY en organismos no objetivo es variable debido a varios factores. Por
ejemplo, sus caracteristicas anfotéricas permiten que a pH bajo sea mas lipofilico,
favoreciendo su entrada en las células y pudiendo interferir con la morfologia vy
absorcidn celular. A su vez, los adyuvantes podrian facilitar la penetracién a través de la
membrana plasmatica, potenciando la accién del GLY y por ende su toxicidad (Hedberg
& Wallin, 2010). A su vez, el dato de ecotoxicidad de las distintas sales y formulaciones
de GLY, incluyendo sus adyuvantes, no suele estar disponible. Entre los adyuvantes mas
comunes en las formulaciones comerciales se encuentra la polioxietilienamina (POEA)
(Annett et al., 2014). Se ha sugerido que la permeabilidad de la membrana celular por
la POEA, similar a lo observado en células vegetales, posibilita la entrada del GLY al
citoplasma de las células animales. Se ha evaluado la toxicidad de GLY y sus adyuvantes
en diversos organismos no blanco. Algunos ejemplos de los efectos de las formulaciones
de GLY son: la actividad fungicida en hongos entomopatégenos (Morjan et al., 2002);
variaciones en las comunidades de bioflims de sedimentos de lagos (Corrales et al.,
2021; Sabio y Garcia etal.,, 2022); efectos perjudiciales en el comportamiento y
desarrollo de abejas (Castelli et al., 2021); malformaciones en embriones vertebrados
(Paganelli et al., 2010). También se han encontrado evidencia de que el GLY tiene

caracteristicas de disruptor enddcrino en humanos (Mufioz et al., 2021).

Sin embargo, las opiniones sobre el GLY difieren entre los organismos reguladores.
Mientras la Agencia Internacional de Investigacion sobre el Cancer (IARC) clasifica al GLY
como "probablemente carcinogénico para los seres humanos"(IARC, 2015), la Agencia
de Proteccion Ambiental de Estados Unidos (EPA) concluye que no existen riesgos
significativos para la salud humana cuando se usa adecuadamente (EPA, 2016). Sin
embargo, se han identificado posibles riesgos ecoldgicos. Aunque el proceso de revision
del registro del GLY ha tenido desafios legales, la EPA tiene la intencidn de abordar las
preocupaciones planteadas y mejorar su evaluacién del potencial carcinogénico, asi
como analizar los efectos del GLY en habitats de especies en peligro de extincidon
(Benbrook, 2019; EPA, 2023). Por otro lado, la Autoridad Europea de Seguridad
Alimentaria (EFSA), luego de un proceso de evaluacidn iniciado en el afio 2019 en el cual
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se evaluaron 780 trabajos sobre GLY, ha renovado recientemente la autorizacion de GLY
por un periodo de 10 afios; ha establecido condiciones y restricciones, como la

prohibicion del uso como secante y limitacién en las impurezas (EFSA, 2023).

El GLY, al ser un herbicida de amplio espectro, llega al medio ambiente tanto a través
del uso agricola como residencial. Los caminos de degradacién en el medio ambiente
del GLY producen Acido Aminometilfosfénico (AMPA), Glicina y Sarcosina, como puede
observarse en la figura 1.7; siendo el AMPA el metabolito principal (Aslam et al., 2023;

la Cecilia & Maggi, 2018; Roberts et al., 1998).

Glifosato

AMPA Glicina Sarcosina

Figura 1.6: Principales vias de degradacion de GLY

La degradacidn bioldgica es la ruta principal para la degradacion de ambas sustancias;
es posible en condiciones aerdébicas mediante microorganismos del suelo. La
degradacion en condiciones anaerdbicas es minima y no se ha detectado degradacion

en suelos esterilizados (Sun et al., 2019).

El uso generalizado de GLY en todo el mundo ha permitido detectar tanto GLY como
AMPA en el agua de lluvia (Alonso et al., 2018; Battaglin et al., 2014). A pesar de su
relativamente baja volatilidad, la deriva de pulverizacion y la erosidn edlica son las
principales fuentes de GLY en la atmdsfera, siendo la precipitacidon su via de eliminacién

(Battaglin et al., 2014) .

Varios estudios han encontrado GLY y AMPA en agua dulce y sedimentos,

principalmente en cuencas asociadas con el cultivo extensivo de OGM, donde las
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aplicaciones de GLY se repiten a lo largo del tiempo (Bonansea et al., 2017; Lupi et al.,
2019; Primost et al., 2017). Las concentraciones maximas se encontraron después de
eventos de lluvia en agua de escorrentia en zonas de cultivo de soja (Didoné & Evrard,

2021).

Algunos estudios muestran que GLY y AMPA poseen un potencial de lixiviacion en
condiciones de irrigacion (Candela et al., 2010). Estas caracteristicas hacen relevante la
necesidad de profundizar en comprender el comportamiento de este herbicida en un

cultivo inundado.

1.5 Objetivos

1.5.1 Objetivo general

Desarrollar herramientas analiticas y de modelizacién para estudiar el destino ambiental
de plaguicidas en rotaciones arroceras contrastantes utilizando el GLY como caso de

estudio.

1.5.2 Objetivos especificos

1. Validar una técnica de determinacién de GLY y AMPA en agua y suelo de cultivo

de arroz.

2. Determinar residuos de GLY y su metabolito AMPA en suelo y agua de cultivo de

arroz del Experimento a Largo Plazo, Paso de la Laguna, INIA Treinta y Tres.

3. Modelar el destino ambiental de GLY en el ELP, Paso de la Laguna, INIA Treinta y

Tres.

4. Proponer herramientas de gestién ambiental aplicables al sector productivo del

cultivo de arroz en Uruguay.
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2 Determinacion de glifosato y AMPA en agua y suelo

2.1 Introduccion

El herbicida glifosato (GLY) y su metabolito el dcido aminometilfosfénico (AMPA) son
dos compuestos que se diferencian de la mayoria de los herbicidas por sus propiedades
fisicoquimicas anfotéricas, lo que resulta en su presencia en forma idnica en soluciones
acuosas, como puede observarse en la Figura 2.1. Ademas, estas moléculas tienen Ila
capacidad de interactuar con la materia organica presente en el suelo y las particulas

suspendidas en el agua (Roberts et al., 1998; You & Koropchak, 2003).
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Figura 2.1:Estructuras de GLY y AMPA y sus valores de pKa (adaptado de Ramirez et al., 2014)

La deteccidn y el analisis de GLY y AMPA, mediante los métodos de analisis tipicos para
plaguicidas, presentan dificultades significativas debido a su caracter idnico y bajo peso

molecular (Huhn, 2018; Ulrich & Ferguson, 2021).

Una estrategia eficaz para la deteccién analitica de GLY y AMPA es la derivatizacion con
FMOC-CI (ver tabla 2.4). A través de esta reaccion se genera los productos GLY-FMOC y
AMPA-FMOC, los cuales presentan una mayor masa molar y una disminucion en la
polaridad en comparacién con las moléculas originales. A favor de este método, es que
el resultado obtenido facilita su separacion cromatografica y ofrece alta selectividad y
sensibilidad analitica, debido a la fluorescencia de los productos derivatizados (ver

Figura 2.2). Por el contrario, las desventajas mds importantes de la derivatizacion con
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FMOC son la formacién de subproductos no deseados como FMOC-OH (Ramirez et al.,

2014) y la posible inestabilidad de los productos derivatizados con el tiempo.

GLY-FMOC

AMPA-FMOC O

Figura 2.2:Reaccion de derivatizacion de GLY y AMPA con FMOC

El desarrollo de métodos de andlisis sencillos, rapidos y econdmicos para determinar el
GLY y AMPA aun es una necesidad (Huhn, 2018). Se han reportado diferentes métodos
utilizando deteccion FLD (ISO, 2008; Mallat & Barceld, 1998; Ramirez et al., 2014). Estos
métodos se basan generalmente en los fundamentos de dos métodos oficiales para la
determinacién de GLY y AMPA en agua: (i) ISO 21458:2008, que propone la
derivatizacién en medio basico antes de la separacion cromatografica (ISO, 2008); v (ii)
el Método 547 de la EPA de EE. UU., en el que la derivatizacidn se realiza después de la

separacidon cromatografica seguida de la deteccidon FLD (Winfield et al., 1990).

La Tabla 2.1 muestra diferentes métodos reportados en agua y suelo mediante
derivatizacién con FMOC, con variaciones en productos quimicos, condiciones
experimentales y técnicas instrumentales. EI método analitico que se presentara a
continuacion fue publicado en la revista Methods X (Alonso et al., 2022). El mismo se
basé en el esquema de trabajo del método ISO 21458:2008, considerando la
preparacion de muestras propuesta por Demonte et al. (2018) para muestras de agua
subterrdnea, la preparacion de muestras de suelo propuesta por Lupi et al. (2019) y el

analisis de LC-FLD y LC-MS/MS propuesto por Ramirez et al. (2014).
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Tabla 2.1:Comparacion de técnicas analiticas para la deteccion de GLY y AMPA en suelo y agua por derivatizacion con FMOC-CI. CE: Calibracion externa DEE:
dietil éter, DV: derivatizacion AF: Acido férmico; ILIS: Estdndar interno isotdpicamente marcado; NH,Ac: Acetato de amonio

. . ., Sist Col tografi Enf d 0] i .
Matriz Analito Preparacién de muestra . Istema olumna cromal ggra icay " o.q.ue .? LoOQ currencia en Referencia
instrumental fase movil cuantificacién muestras reales
suelo GLY  5gmuestra + KHaPO4 + NazB;04 40 mM . 10pug kg?  35-1502 ug kg™
AMPA + FMOC-CI (DV toda la noche) Lcms/vs  C18 (50 mmx2.1mm i.d. x ILIS 10ug kg 299-2296 pg kg Aparicio et
1.7um) Gradiente A) 13~15 o 9
Agua GLY 2mL muestra + KH2POs + Na2B704 40 ESl+ MeOH B) NHsAc 5smm 27 €N (GLY)  05ugtL 05-76pgl al., 2013
superficial AMPA mM + FMOC-CI (DV toda la noche) 0.5ug L1 05-2.6pgl?
. -1 -1
- GLY " 3mL muestra + HCl + KOH + Na;B;04 40 LC-MS/MS C18)5110§ n;:;‘ Xrazc‘j?er:tn; d. ILIS 0bugl ob-ildmel’
gue mM + FMOC-CI + ACN (2hs DV). DCM CHM) & 1,2-3C BN (GLY)
subterranea  AMPA cleanu ESI+ A)H20:MeCN(98:2)+0.1%F 53¢ 15 (AMPA) 0.2 ugL? 0.2-6.5pgL? etal, 2018
P A B)MeCN+0.1%HCO:H
Agua .
18 (2 .d.
superficial, GLY 3 mL muestra + HCl +KOH + Na2B704 ¢ ig 5:1)mrrr;;<i:nr:em'&)| d No
de la canilla Y 50mM+ DEE+ ACN + FMOC-CI (1h DV) LC-FLD Hm) & CE Noreportado IS0, 2008
AMPA ) ., KH2P0O42mM (pH=7) B) reportado
y + H3POs (fin reaccién). DEE cleanup
, MeCN
subterranea
GLY 5g muestra + KH2PO4 0.1M + Na2B704 0.9 ug kg 0.9-13 pgkg!
Suelo 0.1M + FMOC-CI (DV toda la noche). C18 (50 mm x 2.1mm i.d. x p
AMPA DCM cleanup LC-MS/MS 1.7um) IS 0.9 ug kg Ramirez et
Acua de GLY 2mL muestra + KH2POz 0.1M + Na2B;04 ESI+ gradiente A) MeOH B) 1,2-BCPN(GLY)  0.75ug L 0.75-2.5 ug L al., 2014
ﬁuvia 0.1 mM + FMOC-CI (DV toda la noche). NHszAc 5mM P .
AMPA DCM cleanup 0.75ug L 0.75-7.1pg L
. -1 -1
GLY 20 mI muestra + liofilizado + Na;B704 LCFLD- c18 (150 r:r;u;z;.s mme IS e Bonansea
A 2 M + EDTA+ FMOC-CI (3h DV). Si
gua AMPA > mM+ +FMOC-CI (3 ). Sin MS/MS gradiente A) MeCN B) 1,2-BCBN(GLY) 0108 ugL?  1.15-9.09 ug Lt  etal, 2017
cleanup
5mM NHsAc
GLY C18(75mmx 4.6 mm, i.d. 1ugl? 17.5-125pugL?
Agua 1 mL muestra + Na2B704 400 mM + LC-MS 3um), ILIS Yang et al.,
superficial AMPA FMOC-CI +MeCN (DV toda la noche) gradiente A) MeOH B) 1,2-3C°N (GLY) 1ug Lt 1-4.8pgl? 2015

NHsAc 5Mm




GLY 2 g muestra +KOH 0.6 M + HCl+ . 50 ug kg 200 - 2129 pg kg™
Suelo " NapBysOa 5% + FMOC-CI + ACN (30 min) C18 (150 mm x 2.1mm i.d. LIS . .
AMPA + AF conc. LC-MS/MS X 3.5um) 1815 S0 ug kg 110-1270 ug kg
ESI- radiente A) NHsAc 5Mm 1,2-"C™N (GLY)
Aguadela GLY 1 mL muestra + Na2B704 5% + FMOC-CI & 4 BCI5N (AMPA) 10pglL? 170 - 2900 pg L*
. — . (pH=9) B) MeOH:H,0 (9:1)
canilla AMPA +ACN (30 min) + AF 10 pg Lt 10-80 pg Lt
i 1 -1
Acua GLY 5 mL muestra + Na2B704 0.1M + LC-MS/MS €18 (150 n):r: );nZ)O mm i.d. ILIS 0.005 pg L 0.005-2.5ugl Poiger
gua FMOC-CI (DV toda la noche) + SPE en . K 1,2-B3C5N (GLY) &
superficial AMPA , ESI- gradiente A) (NH4)2COs B) 1315 0.005pug Lt  0.005-2.6pgl? etal,2017
linea C™N (AMPA)
MeOH
i -1 -1
GLY 5 g muestra +KH;P04 0.1 M + NazB704 LC-MS/MS €18 (150 r:;n ;:;6 mm i.d. 50 g ke 50-825 g kg
Suelo 0.1M + FMOC-CI +ACN (1h DV).DCM _ Xonm),
AMPA cleanup ESI- gradiente A) MeCN B) 50pug kg!  238-1182 pgkg*
NHsAc 1mM (pH=9.5) CE
GLY C18 (250 mm x 4.6 mm, 0.25ugl?  0.25-14.6 uglL?
LC-FLD . i.d. 5um) Este.
AMPA gradiente A) MeCN B) 1pgL? 1-36.6 ugL? trabajo
Agua 3mL muestra + Na2B704 25 mM + NHsAc 1mM (pH=9.5)
superficial GLY FMOC-CI +ACN(1h DV)-DCM cleanup C18 (150 mm x 4.6 mm, 1pugL?
LC-MS/MS i.d. 5um), CE i
AMPA ESI- gradiente A) MeCN B) 1pgl?

NHaAc 1mM (pH=9.5)
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2.2 Materiales y métodos

2.2.1 Sustanciasy reactivos

GLY (99.4%), AMPA (99%), GLY-FMOC (98%), asi como el reactivo de derivatizacién
FMOC-CI (cloruro de 9-fluorenilemetoxicarbonilo, 99%), fueron adquiridos a través de
HPC Standards GmbH (Cunnersdorf, Alemania). Los solventes diclorometano (DCM),
acetonitrilo (ACN) y metanol de calidad LC, se adquirieron de Merck (Darmstadt,
Alemania). El agua ultrapura se obtuvo mediante un Smart2Pure 3 UV de Thermo
Scientific (Massachusetts, EE. UU.). Las soluciones patrén de GLY y AMPA se prepararon
con agua ultrapura utilizando las sustancias estandar a una concentracién de 2000 mg
L'l Las soluciones de trabajo se prepararon mediante dilucién apropiada de las
soluciones patrén con agua ultrapura. La solucién de derivatizacién se preparé en ACN
a una concentracién de 6 g L'* (23 mM) de FMOC-CI. Las soluciones de trabajo y de
derivatizacion se almacenaron en la oscuridad a 4+2 °C. El borato de sodio
decahidratado (Na;Bs07 - 10H,0), el fosfato monopotasico (KH,PO4), el acetato de
amonio (NH4CH3CO) y el hidroxido de amonio (NHsOH) de calidad analitica se
suministraron a través de Carlo Erba (Cornaredo, ltalia). Las soluciones de estos
reactivos se prepararon por separado en agua ultrapura a las siguientes

concentraciones: 100; 10; 1,0; 0,50 mg L.

2.2.2 Muestreo, almacenamiento y muestras de blancos

Se obtuvieron muestras blanco de agua dulce de un campo productivo ubicado en una
zona de pastizales naturales para ganado (34°15'29"S 54°57'09.9"W). Las muestras
blanco de suelo se tomaron en una zona préxima al ELP (33°6'23"S, 54°10'24"W) donde
nunca se han realizado aplicaciones de GLY. Igualmente, la ausencia de GLY y AMPA en

ambas matrices se verifico experimentalmente mediante LC-FLD y LC-MS/MS.

Se tomé una muestra representativa de aproximadamente 500 g de suelo. La muestra
se redujo mediante molienda y cuarteo para obtener una submuestra homogénea de
aproximadamente 40 g, que se liofilizé y se almacend en bolsas de polietileno a -18 °C

hasta su analisis. Para el caso del agua, se obtuvo una submuestra representativa de 40



mL en tubos de centrifuga de polipropileno de 50 mL y se mantuvo a -18 °C hasta su
analisis. Todas las submuestras se conservaron en la oscuridad hasta el analisis. No se
encontraron evidencias de degradacién al volver a analizar las muestras después de 3

meses de almacenamiento congelado.

2.2.3 Preparacién de muestras de agua

La preparacién de muestras de agua se baso en la propuesta por Demonte en el afio
2018. Se toma una alicuota de 3,0 mL de agua dulce y se transfiere a un tubo de
centrifuga de 50 mL. Luego es sonicado en un bafio ultrasénico durante 3 minutos. Se
agrega 0,5 mL de una solucién de Na;B407a 25 mM, 0,5 mL de FMOC-CI 6,0 g L™ (0,023
M) y 0,5 mL de ACN. Se agita manualmente y luego en vortex durante 30 s, para dejar
reaccionar durante 1 hora a temperaturaambiente (22 £ 3 °C). Posteriormente se agrega
4,5 mL de DCM, nuevamente agitando de forma manual y luego en vortex durante 30s.
Finalmente se filtra 1,0 mL del sobrenadante a través de un filtro de PVDF de 0,45 um 'y
se recolecta en un vial de 2,0 mL con tapa de rosca para el analisis por LC-FLD y LC-

MS/MS.

2.2.4 Preparacion de muestras de suelo

En cuanto a las muestras de suelo, se siguié el procedimiento propuesto por Lupi en
2019. En primer lugar, se pesan 5,0 g de muestra de suelo liofilizada en un tubo de
centrifuga de 50mL, se agregan 10 mL de una solucién de KH,PO4 0,1 M y se sonica
durante 30 min para favorecer la extraccion. Luego se centrifuga a 4000 rpm durante 5
min, se filtran 2,0 mL del sobrenadante a través de un filtro de PVDF de 0.45 um a los
cuales se agregan 2,0 mL de Na;B407 0,1 M. Se transfiere una alicuota de 3,5 mL a un
tubo de centrifuga de 50 mLy se agregan 0,5 mL de FMOC-CI 6 g L't y 0,5 mL de ACN. Se
agita manualmente y luego en vortex durante 30 s. Luego se deja que reaccione durante
1 hora a temperatura ambiente (22 + 3 °C). Posteriormente se agregan 4,5 mL de DCM

y se agita de forma manual y luego en vortex durante 30 segundos. Finalmente se filtra
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1,0 mL del sobrenadante a través de un filtro de PVDF de 0,45 um y se recolecta en viales

con tapa de rosca de 2,0 mL para el anélisis por LC-MS/MS.

Preparacion de muestras de agua superficial

- - Filtraciony analisis
Extraccion Derivatizacion Clean up . Y
instrumental

Agregar 0,5 mLNa,B,O,

3mLde muestra en tubo de Agregar 4,5 mL of DCM 1,0 mL de sobrenadantea
» 25mM, 0,5 mL FMOC-Cl 6g/L ! . "~ ¥
centrifuga de 50 mL v 0.5mL MeCN ‘ (CH,Cl,) y agitar través de filtro PVDF 0,45 pm
: : Dejar reaccionar 1ha Andlisis por LC-FLD & LC-
Sonicar 3 min temperatura ambiente MS/MS (ESI negativo)
(22°C)

Preparacion de muestras de suelo

o P Filtraciony analisis

Tomar y filtrar 2mL de
sobrenadante, agreagr 2mL
Na,B,0, 0,1M

5g de muestrasecaen tubo
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agregar 10mL KH,PO,0,1M

1,0 mL de sobrenadante a
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Agregar 4,5 mL of DCM ‘

Andlisis por LC-MS/MS (ESI

Sonicar por 30 min y Agregar 0,5 mL FMOC-C :
negativo)

centrifugar Gg/\_v 0,5 mLMeCN

temperatura ambiente

Dejar reaccionar 1ha
‘ (22°C)

Figura 2.3: Esquema de la preparacion de muestra en ambas matrices

2.2.5 Instrumentos

2.2.5.1 Cromatografia liquida con deteccidn de fluorescencia

Se utilizd un sistema Thermo Scientific Ultimate 3000 LC acoplado a un detector de
fluorescencia Thermo Scientific FLD 3400RS para el andlisis de GLY y AMPA en muestras
de agua dulce. Se empled una columna Thermo Scientific Hypersil Gold C18 (250 mm x
4,6 mm id, 5 um). La temperatura del horno de la columna se establecié en 30 °C. La
fase movil consistio en (A) buffer de acetato de amonio de 5 mM (pH =9,5), cuyo pH se
ajusto con una solucidén diluida de NH40OH, y (B) ACN calidad cromatografia liquida. La
separacion se realizé a un caudal de 1 mL min! con el siguiente programa de elucion:
comienza con 5% de B, cambiando gradualmente hasta alcanzar el 19% de B a los 6
minutos y se mantiene estable durante 4 minutos, luego se aumenta al 95% en 2

minutos y se mantiene estable durante 7 minutos. El programa finaliza disminuyendo la
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concentracion de ACN (B) al 5% para estabilizar la columna. El volumen de inyeccion fue
de 10 pL. Para la limpieza de la jeringa, se utilizd un volumen de lavado de 1 mL de
metanol después de cada inyeccion. El detector operé en longitudes de onda fijas (A de
excitacion: 270 nm, A de emisién: 315 nm), con una adquisicién de fluorescencia
programada de 5 a 10 minutos con un factor de sensibilidad de 2 para GLY y entre 10 y
13 minutos con un factor de sensibilidad de 3 para AMPA. Se empled el software
Chromeleon v.7.2.9 de Thermo Scientific para el control del instrumento y el

procesamiento de datos.

2.2.5.2 Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas en tdndem

Para el analisis LC-MS/MS, se utilizd un sistema Agilent 1200 LC (Agilent Technologies,
Palo Alto, EE. UU.) acoplado a un espectrémetro de masas en tdandem AB Sciex 4000
QTRAP (Concord, Canada) operado en modo de adquisicion MS/MS programada. El
sistema estaba equipado con una fuente de electrospray (ESI) Turbo V operada en modo
de ionizacidon negativa. Se empled una columna ZORBAX Eclipse XBD-C18 de Agilent
Technologies (150 mm x 4,6 mm id, 5 um). La separacidn se realizd a 20 °C utilizando la
misma fase mavil y gradiente que en el analisis por LC-FLD, con un caudal constante de
0,6 mL mint. El volumen de inyeccidn fue de 5 pL. La deteccidon en tandem MS se realizd
utilizando el modo de monitoreo de reaccion multiple (MRM) con ionizacién negativa
por ESI. Las condiciones 6ptimas de MRM se optimizaron mediante inyeccion directa en
la fuente ESI. La temperatura de la fuente se establecié en 500 °C, el voltaje de ionizacién
fue de 500V, el gas de cortina fue nitrégeno a 20 psi y el gas nebulizador fue nitrégeno
a 50 psi. Se utilizd MRM programado con una ventana de deteccion de 90 s que cubria
el tiempo de retencién esperado (tR (min)) de ambos analitos. Se utilizé el software
Analyst v 1.7.1 para el control del instrumento y el procesamiento de datos. En la Tabla

2.2 se describen transiciones adquiridas para GLY-FMOC y AMPA-FMOC.
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Tabla 2.2:Condiciones de adquisicion en LC-MS/MS para ambos compuestos. Q: transicion
utilizada para cuantificacion; q: transicion utilizada para identificacion DP: potencial de
declusteing; CE: energia de colision

lon precursor lon producto

Analito tR (min DP (V CE (V
i () (m/2) W )
Q: 168 35 17

LY-FM
GLY-FMOC 6> 390 q: 150 35 36
Q: 110 30 11
AMPA-FMOC 10,5 332 o 136 0 s

2.3 Resultados vy discusion

2.3.1 Optimizacion de las condiciones instrumentales

Se evaluo el desempefio de LC-FLD y LC-MS/MS para la deteccion y cuantificacion de GLY
y AMPA, considerando que el LC-FLD es una técnica analitica altamente difundida,
mientras que LC-MS/MS es una técnica estandar y robusta, aplicada en la mayoria de

los laboratorios de residuos de plaguicidas.

Debido a las caracteristicas anfotéricas de GLY y AMPA, se evalué diferentes condiciones
de fase moévil. En la bibliografia, se puede encontrar el uso de gradientes en un medio
acido con la adicion de acido formico (Demonte et al., 2018) o un medio basico como
soluciones de acetato de amonio (Aparicio et al., 2013; Bonansea et al., 2017; Ramirez
et al., 2014). Se selecciond las condiciones de fase movil propuestas por Ramirez et al.
(2014), en las cuales un pH =9,5 permite la forma anidnica de GLY-FMOC y AMPA-FMOC,
asegurando una elucién temprana de los compuestos de interés y aumentando el
tiempo de retencién de las interferencias neutras y subproductos de FMOC. Esta fase
movil también obtuvo una buena resolucion cromatografica (Rs) con respecto a las
interferencias mas cercanas a los picos de sefial de GLY-FMOC (Rs = 13,97) y AMPA-
FMOC (Rs = 2,33), como se muestra en la Fig.2.4.

Se encontrd una variacion suave del pH de la fase mévil y un cambio en el tR,
probablemente debido a la volatilizacion de NHs; durante secuencias analiticas
prolongadas. En la Figura 2.5 se observa la variacién en el tR en dos cromatogramas

correspondientes a la misma muestra con una diferencia de 6 horas entre los analisis.
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Por lo tanto, la precision del ajuste del pH de la fase mévil y su preparacién diaria son

criticas para reducir la variabilidad en el tR de cada batch analitico.
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Figura 2.4: Cromatograma de GLY (tR=8,3 min) y AMPA (tR=11,8) en agua fortificada a 5 uglL™
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Figura 2.5: Diferencias en el tR de GLY en dos inyecciones de la misma muestra con 6 horas de

diferencia
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Tanto GLY-FMOC como AMPA-FMOC son propensos a carry-over (efecto de arrastre) en

el médulo de inyeccidn. Este problema se minimizd utilizando un solvente de limpieza

del sistema de inyeccidn con gran polaridad como el metanol; también se aumento el

volumen de enjuague utilizado para la limpieza entre inyecciones a 1 mL después de

cada inyeccion. Para disminuir el efecto carry-over en el sistema, después de la eluciéon

de los analitos, el gradiente de fase movil tiene una etapa final en la que la composicién

del solvente orgdnico se maximiza para eliminar subproductos de derivatizacién.

El detector de fluorescencia utilizado permite el uso de diferentes canales de adquisicion

con longitudes de onda variables y factores de sensibilidad del fotomultiplicador. Estos

factores se ajustaron para cada analito, empleando un factor de sensibilidad mas alto

para la deteccion de AMPA-FMOC en comparacion con la deteccién de GLY-FMOC.
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De esta forma, se obtuvo una buena selectividad de deteccion para ambos compuestos
en agua. En el caso del suelo, la deteccién por FLD permite determinar solo GLY-FMOC.
Se presentd algunas interferencias de los subproductos de reaccidn de la matriz del
suelo con el mismo tR que AMPA-FMOC (figura 2.7). Si bien se probaron diferentes

gradientes y fases estacionarias, no se logré separarlos.
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Figura 2.7: Deteccion de impurezas en matriz suelo en muestra fortificada con AMPA y muestra
blanco. Las impurezas se solapan con AMPA-FMOC al mismo tR.

Las condiciones cromatograficas para LC-MS/MS fueron idénticas a las seleccionadas
para LC-FLD (ver cromatograma LC-MS/MS en la Fig. 2.8). En este caso, debido a la mayor
selectividad de MS/MS, la etapa de lavado prolongada de la columna LC se acortd para
reducir el tiempo de ejecucidn. Las condiciones de adquisicion LC-MS/MS para ambos
compuestos se muestran en la tabla 2.2 para el modo de ionizacién negativo de ESI.
Estas condiciones MRM se optimizaron utilizando GLY-FMOC y AMPA-FMOC preparados

por separado en el laboratorio con una concentracién de 1000 ug L.
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B XIC of -MRM (8 pairs): 390.100/168.000 amu Expected RT: 6.6 ID: glifoFMOC 390/168 from Sample 30 (agua 4) of... Max. 1379.6 cp!
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Figura 2.8:Cromatograma de una muestra de agua fortificada a 5 ug L por LC-MS/MS

2.3.2  Optimizacion de la preparacion de muestra

En la preparacién de muestra se utilizdo material desechable de plastico siempre que fue
posible y viales de vidrio luego de la derivatizacién, dado que para el andlisis de GLY no
se recomienda el uso de materiales de vidrio ya que se conocen posibles pérdidas por

adsorcion (ISO, 2008).

Demonte et al., (2018), presenté una metodologia para determinar GLY y AMPA en agua
subterranea, cuya preparacién de muestra requiere un paso de pre-acondicionamiento
mediante acidificacion fuerte de la muestra con acido clorhidrico, para reducir la
interaccion de cationes multivalentes con el comportamiento anfotérico de GLY y
AMPA. En este caso, al tratarse de agua dulce superficial de rio e inundacién de cultivo
es posible evitar este paso. Para comprobarlo, esta estrategia simplificada se probo en
diferentes fuentes de agua dulce sin evidencia de perturbacion de la matriz, si se evita

el pretratamiento de acidificacién.

Con respecto a la reacciéon de derivatizacién, en la literatura se encuentran diferencias,
principalmente en el tiempo y la temperatura requeridos. Se ha registrado autores que
han realizado la derivatizacién con FMOC-CI por 30 minutos (Bonansea et al., 2017) y

otros durante toda la noche (Lupi et al., 2019). Por lo tanto, se realizé una evaluacién
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exploratoria de las condiciones éptimas para la reaccidén a 3 temperaturas diferentes
(22 °C, 30 °C y 45 °C) y tiempos de reaccién (30, 60 y 120 minutos). Después de 60
minutos de reaccién, no se encontraron diferencias significativas en las dreas obtenidas
para los tratamientos (prueba de ANOVA, p = 0,51; a 0,5%). Luego, se seleccionaron las
condiciones mas favorables para un flujo de trabajo de laboratorio, dejando la reaccién
a temperatura ambiente (22 + 3 °C) durante 60 minutos (Fig. 2.9). Estas condiciones son
de suma importancia para un método de rutina de alto rendimiento para la

determinacion de GLY.

Con respecto a la estabilidad de los productos de derivatizacién GLY-FMOC y AMPA-
FMOC, se ha reportado que pueden alcanzar los 10 dias (Druart etal., 2011). No
obstante, se observo disminuciones en la altura y el drea del pico al analizar los mismos
viales en diferentes dias. Para confirmarlo, se volvidé a analizar una curva de calibracidn
almacenada durante 7 dias a temperatura ambiente en la oscuridad. Se evidencié una
disminucion del area de GLY-FMOC del 5,0%, mientras que para AMPA-FMOC fue del
10%. En base a estos resultados, las secuencias de analisis fueron derivatizadas para
cada dia de trabajo, incluyendo blancos, estandares de calibracion, controles de calidad

y muestras, para ser analizarlos en la misma secuencia analitica.

Con el objetivo de facilitar la preparaciéon de muestra, se utilizé diclorometano en lugar
de éter etilico en el paso de limpieza como propone el método 1SO 21458:2008. El
diclorometano, al ser mas denso que una solucién acuosa, permite una separacidn
rapida de fases para el muestreo directo de alicuotas desde la fase superior. El esquema
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Figura 2.9:Evaluacion exploratoria de la recuperacion de
GLY-FMOC en diferentes condiciones de reaccion
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final de la preparacion de muestras en ambas matrices puede observarse en la Figura

2.3.

2.3.3 Validacion de la técnica analitica

La validacién fue realizada utilizando calibracidon externa, que se puede efectuar con
muestras blanco representativas adecuadas, mientras que la norma ISO 21458:2008
sugiere un método de adicion estdndar. En experimentos preliminares, se estudid la
selectividad y especificidad de LC-FLD en muestras naturales de agua dulce y agua

ultrapura.

Se probd la linealidad de LC-FLD, para GLY, en el rango de 0,25 a 100 ug L™* y entre 1 a
100 pg L™, para AMPA. Las curvas de calibracion de GLY-FMOC y AMPA-FMOC se obtuvo
agregando GLY y AMPA en diferentes niveles. Estos estandares de calibracion se
sometieron al procedimiento analitico completo y se corrigieron finalmente por
recuperacion. Para LC-FLD, el nivel de calibracién mas bajo (LCL) con una relacion sefial-
ruido (S/N) > 10 se selecciond como el limite de cuantificacion (LOQ). El LOQ fue de 0,25

ug L™t para GLY y 1 ug L ™! para AMPA.

El efecto de matriz en agua dulce para ambos compuestos fue del 4,0%. La repetibilidad
instrumental se analizé por triplicado en los niveles de 10 ug L™, obteniendo una
desviacion estandar relativa (RSD, %) en el tR del 0,16% para ambos compuestos. La
repetibilidad intra-dia fue del 4,0%, para ambos compuestos, para un analista. En el caso
de la repetibilidad inter-dia, el procedimiento se realizé por dos analistas diferentes en
el lapso de una semana. En este caso, la RSD para GLY y AMPA fue del 5,0%. La Tabla 2.3

muestra los resultados de validacidn obtenidos para el analisis de agua por LC-FLD.

Tabla 2.3:Cifras de mérito en agua superficial por LC-FLD

Agua superficial

LOQ (ug L) Rango dindmico (ugL™)  Efecto matriz ~ Repetibilidad RSD (%)

(%)
GLY 0,25 0,25-100 4 4
AMPA | 1 | 1-100 | 4 | 4
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La identificacion por LC-FLD se basa uUnicamente en el tR. Por otro lado, LC-MS/MS
permite la identificacién de GLY y AMPA basada en el tR de iones especificos de GLY-
FMOC y AMPA-FMOC y su abundancia relativa. Para el andlisis de agua superficial, se
encontroé que la deteccion por FLD tiene una sensibilidad mayor que MS/MS, alcanzando
también valores de LOQ mas bajos en el caso de GLY. Para la matriz del suelo, LC-FLD
permitio el andlisis de GLY-FMOGC, sin lograr la separacién cromatografica de AMPA-
FMOC de otros picos irresolubles. Este resultado persistid a pesar de haber probado

diferentes pasos de limpieza y columnas cromatograficas.

Dada la falta de selectividad de AMPA-FMOC para el andlisis de suelo por LC-FLD, la
validacién de los residuos de GLY y AMPA en el suelo se realizé Unicamente por LC-
MS/MS. En el caso del suelo, se probd la linealidad para ambos analitos en el rango de
50 a 1000 pg kg™ para LC-MS/MS. De manera similar a las muestras de agua superficial,
las curvas de calibracidn se corrigieron por recuperacidn analitica. Aqui, se selecciond
LCL como LOQ a 50 pg kg™*. La repetibilidad intra-dia se evalud para un analista (n =4) y
fue del 4,0% para ambos compuestos. La repetibilidad inter-dia se realizé por dos
analistas con una diferencia de una semana, obteniendo una RSD del 12.0% para GLY y
13.0% para AMPA. La Tabla 2.4 muestra los resultados de validacién recabados para el
analisis de agua y suelo por LC-MS/MS. Se encontré una fuerte supresion idnica en la
matriz del suelo para ambos derivados. El efecto matriz se estimé en -90% y -88% para
GLY-FMOC y AMPA-FMOC, respectivamente. Basandonos en estos resultados, se

recomienda el uso de calibracion coincidente con la matriz para el analisis de suelo.

Tabla 2.4:Cifras de mérito en agua superficial y suelo para LC-MS/MS

Agua superficial

LOQ (ug L™Y) Rango dindmico (ugL™?)  Efecto matriz  Repetibilidad RSD (%)

(%)
GLY 1 1-100 0,3 5
AMPA 1 1-100 -1,6 3
Suelo
LOQ (pug L) Rango dindmico (ug kg™*)  Efecto matriz  Repetibilidad RSD (%)
(%)
GLY 50 50-100 -90 12
AMPA 50 50-100 | -88 | 12
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Una de las principales dificultades es la falta de estandares comerciales de GLY-FMOC y
AMPA-FMOC. Actualmente, solo esta disponible el estdandar de GLY-FMOC de grado
analitico que, ademas, se encontrd es inestable en solucién acuosa. En otros trabajos
utilizan estandar interno isotdpicamente etiquetado (ILIS) para MS/MS (ver Tabla 2.1),
en este caso, para disminuir el costo del andlisis se utilizd calibracién externa de GLY y

AMPA, preparando derivados de FMOC con blancos y muestras fortificadas.

Los LOQ obtenidos son competitivos y adecuados para el andlisis de muestras
ambientales, tanto en condiciones de FLD como de MS/MS. En la tabla 2.1 se presenta
una comparacion de los LOQ para diferentes técnicas reportadas utilizando

derivatizacion con FMOC.

2.4  Conclusiones

En esta etapa de investigacion se validé una técnica analitica para la determinacién de
GLY y AMPA en agua superficial por derivatizacion con FMOC, siendo complementarias

la deteccién por FLD y MS/MS, en términos de capacidades cualitativas y cuantitativas.

Por otra parte, la falta de selectividad de FLD para el andlisis de AMPA en suelo
representa la principal limitacién para la determinaciéon en esa matriz, validandose la

técnica analitica para ambos compuestos en suelo mediante deteccion por MS/MS.

En base a los resultados obtenidos, se concluye que el FLD ofrece un enfoque sensible,
robusto y econdmico para laboratorios que buscan analizar GLY en agua, en un entorno
de rutina. Esto se debe a que por deteccion FLD fue posible alcanzar LOQ mds bajos para
la cuantificacion de GLY en agua superficial. Asimismo, los flujos de trabajo deben ser

respaldados por una confirmacién de residuos basada en MS/MS.
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3 Decaimiento de GLY y AMPA en rotaciones arroceras

contrastantes

3.1 Introduccion

En Uruguay la produccién de arroz se caracteriza por la rotacion regular de pasturas para
ganado. El sistema arrocero tradicional alterna 1-2 afios de cultivo de arroz con 3-4 afios
de pasturas. Estos sistemas de rotacién proporcionan beneficios significativos, como el
mantenimiento de altos niveles de productividad, la preservacion de la calidad del suelo
y la diversificacion de las fuentes de ingresos agricolas (Pittelkow et al., 2016). La gestién
del agua desempefia un papel crucial en este contexto, ya que el arroz se cultiva bajo
riego continuo por inundacion, utilizando agua de fuentes naturales (Cantou etal.,
2010). Sin embargo, recientemente se han incluido rotaciones anuales con otros cultivos
como soja y sorgo (Tseng et al., 2020). Estas rotaciones incluyen un uso masivo de
insumos, con posibles impactos ambientales relacionados con la escorrentia de

nutrientes y pesticidas.

El cultivo de arroz es un sistema particular para evaluar el destino ambiental de los
plaguicidas utilizados, dado que la irrigacidon por inundacion transforma las condiciones
aerobicas del suelo en un entorno anaerébico, ya que desencadena diversos procesos
quimicos y microbioldgicos. Al mismo tiempo, herbicidas como el GLY suelen aplicarse
en las etapas previas a la siembra del arroz, como barbecho quimico. Como resultado,
se plantea la hipdtesis de un decaimiento diferencial del GLY desde las fases aerdbicas
(pre-siembra, siembra y emergencia) hasta las fases anaerdbicas (etapa de inundacion)
y nuevamente aerdbicas (cosecha), asi como niveles diferenciales de residuos de GLY en

distintos escenarios de intensificacion del cultivo de arroz.

El propdsito principal de este capitulo es evaluar la dinamica del GLY a lo largo del ciclo
del cultivo de arroz, con foco en las interacciones entre el agua y el suelo durante la

inundacion, asi como en la degradacion del GLY a AMPA en ambos compartimentos.
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El comportamiento de ambos compuestos fue analizado en cuatro escenarios de
intensificacion distintos en la fase de cultivo de arroz, comparando la cinética de GLY y

AMPA en las diferentes rotaciones.

En base a este capitulo se esta escribiendo un manuscrito con el objetivo de ser

publicado.

3.2 Materiales y métodos

3.2.1 Sitio de estudio y gestién del cultivo

El experimento a largo plazo (ELP) de rotaciones arroceras se encuentra ubicado en la
Estacion Experimental INIA Paso de la Laguna en Treinta y Tres, Uruguay (33°6'23" S,
54°10'24" O; ubicado a 22 m sobre el nivel del mar) con suelos representativos de la
cuenca de la Laguna Merin, en donde se siembra mas de 60 % del arroz del Uruguay. Se
establecié en 2012 en un suelo donde previamente se cultivo el sistema de rotacién

arroz-pastura durante 34 afios (Macedo et al., 2022; Terra, 2017).

El sitio donde se encuentra establecido el ELP se caracteriza por un suelo Argiaboll con
una pendiente inferior al 0,5%. Las caracteristicas especificas del suelo se presentan en

la tabla 3.1:

Tabla 3.1:Propiedades del suelo superficial (0-15 cm) en el ELP (Macedo et al., 2022)

Caracteristica Valor
Arcilla, g kg? 300
Limo, g kg 510
Arena, g kg 190
Densidad, g cm 1,25
pH 5,7
K, cmol kg 0,25
Ca, cmol kg* 7
Mg, cmol kgt 2,8
Na, cmol kgt 0,35
P (Bray 1), mg kg™ 10,3
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Este experimento tiene como objetivo evaluar seis intensidades de sistemas de cultivo
de arroz bajo condiciones de siembra directa; cuenta con 60 parcelas de 0,115 ha, en las
que todas las fases de los sistemas de rotacidn se encuentran presentes con tres

repeticiones, dispuestas en un disefio de bloques al azar.

Como puede observarse en la tabla 3.2, los escenarios de intensidad de cultivo se
diferencian en funciéon de la proporcién de la duracién en el tiempo de las diferentes

fases.

Tabla 3.2: Sistema de rotaciones de cultivos en el ELP, calendario estacional y anual (P-V:
primavera/ verano; O-I: otofio/invierno. CC indica cultivo de cobertura

Diferentes ler afio 2do afio 3er ano 4to afio 5to aiio
rotacones by 04 PV Ol PV Ol PV 01 PV O
arroceras
Arroz(cRolr)\tmuo Arroz CC Arroz CC Arroz CC Arroz CC Arroz CC
A”‘?Z ~otros  arroz | CC Soja CC Arroz CC Sorgo CC Arroz cC
cultivos (R2)
Arroz = pastura Arroz Pastura corta Arroz Pastura corta Arroz  Pastura
corta (R3)
Arrlzzrg—ap(;s‘;c)ura Arroz  CC  Arroz Pastura larga
Arroz —soja - Arroz CC Soja CC Soja CC Arroz Pastura corta
pastura (R5)
Arroz—soja(R6) Arroz CC Soja CC Arroz CC Soja CC Arroz CC

Se seleccionaron cuatro rotaciones contrastantes en el uso del suelo, definidas en base

a la duracidn de la fase pastura versus arroz y otros cultivos en la rotacion. A saber:

R1. arroz continuo: es un sistema de intensificacién extrema y es tomado como
referencia. En Uruguay no esta permitido este sistema de cultivo, pero es caracteristico

del Sudeste Asiatico;

R3. arroz-pastura a corto plazo: con 1,5 afios de pastura para ganaderia luego de la

cosecha de arroz;

R4. arroz-pastura a largo plazo: con dos afios de arroz (R4; seguido de R4,) seguido de

3,5 afios de pastura para ganaderia, representando la rotacion tradicional de Uruguay;
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R6. arroz-soja: como el primer paso hacia la intensificacidn al alternar arroz con cultivo
de secano, en este caso soja. Esta practica ya se realiza en Uruguay y es comun en el sur
de Brasil. Esta rotacién representa un escenario de intensificacion de creciente aumento

en superficie en Uruguay.

En todos los casos, luego de la cosecha de arroz o soja, fueron sembrados Trifolium
alexandrinum y Lolium multiflorum como cultivos de cobertura. El manejo del cultivo
sigue las recomendaciones del Programa de Arroz del INIA, utilizando maquinaria similar
a la utilizada por los agricultores, a nivel productivo, para todas las operaciones
(siembra, fertilizacién, aplicacion de pesticidas, ganaderia y cosecha). El equipo del
Programa de Arroz del INIA registra las practicas realizadas y los resultados obtenidos

en cada zafra.

La evaluacion de esta investigacién se centrd en las parcelas donde se cultivé arroz
durante la cosecha 2019/2020, lo que resulté en un total de 15 parcelas, evaluadas

desde setiembre de 2019 hasta abril de 2020.

3.2.2 Aplicaciones de glifosato

Las aplicaciones de GLY se realizaron siguiendo escenarios reales para la produccion de
arroz. Las parcelas que utilizaron cultivos de cobertura después de la cosecha previa (R1,
R4,, R6) recibieron la primera aplicacién de GLY como barbecho quimico el 24/9/2019.
Las parcelas donde el cultivo previo fue pastura (R3, R41) recibieron la primera aplicacion

de GLY 19 dias antes, el 05/09/2019.

En ambas fechas, la aplicacidon del barbecho quimico se realizé a una tasa de 2,17 kg ha"
! de GLY como equivalente acido de Glifoweed y 2,0 kg ha' de Power Rango en las
parcelas de 1°" afio de R4; ambas formulaciones fueron adquiridas en la empresa
Cibeles, Uruguay. En todas las parcelas se realizé una aplicacion pre-emergencia de arroz
el 26/10/2019 con una tasa de 1,68 kg ha* de GLY como equivalente acido de Glifoweed.

Las aplicaciones de GLY se resumen en la tabla 3.3.
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Tabla 3.3:Calendario y tasas de aplicacion de GLY en la zafra 2019/2020

ler aplicacion — Barbecho quimico

2da aplicacion — Pre-

emergencia
Tasa de Tasa de Tasa de
Rotacién aplicacion aplicacion aplicacién
Fecha Glifoweed Power Rango Fecha Glifoweed
(kgha'leq (kghaleq (kghateq
acido) acido) acido)
Arroz (R1) 24/09/2019 0
Arroz-pastura corta 05/09/2019 0
(R3)
Arroz-pastura larga
ler afio (Rd1) 05/09/2019 2,17 2,0 26/10/2019 1,68
Arroz-pastura larga
2do afio (R4,) 24/09/201 0
Arroz-soja (R6) 24/09/2019 0

3.2.3 Condiciones de riego

El riego se llevo a cabo mediante inundacion, utilizando agua bombeada desde el rio

Olimar. La irrigacion se realizé dos veces por semana a partir del 3/12/2019,

manteniendo una ldmina de agua de 10 cm por encima del suelo, finalizando el

25/3/2020 y permitiendo que el agua restante se evapore antes de la cosecha.

3.2.4 Condiciones meteoroldgicas

Los datos meteorolégicos en el ELP fueron obtenidos del Banco de datos Agroclimaticos

de INIA (INIA, 2023). Se extrajeron de la base para el periodo de estudio la

evapotranspiracion Tanque A, precipitacion acumulada y temperatura media (Fig. 3.1).

En el tiempo del estudio, principalmente luego de la segunda aplicacion y durante el

periodo de inundacién, las precipitaciones fueron escasas, por lo que las pérdidas por

escurrimiento se las consideré minimas.
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Il Precipitaciones acumuladas

Il Evapotranspiracion
9 Temperatura media - 30
140 =

120 / - 26
100

80 [ 20

Preciitaciones y evapotranspiracion
m)
Temperatura (°C)

24/09/2019  24/10/2019 24/11/2019  24/12/2019 24/01/2020 24/02/2020

Tiempo (Dia)

Figura 3.1:Variacion de precipitaciones, evapotranspiracion y temperatura promedio durante el
tiempo estudiado

3.2.5 Disefio de monitoreo

Dado que este estudio abarca todo el ciclo del cultivo de arroz, desde la siembra hasta
la cosecha, se realizé campariias de muestreo en cada etapa, centrandose en la matriz

suelo previo a la inundacién y en la cosecha y [dmina de agua durante la inundacién.

3.2.5.1 Monitoreo de suelo

Se recolectaron muestras compuestas de suelo de cada parcela a una profundidad de O-
5,0 cm. Se tomaron 14 muestras aleatorias de cada parcela utilizando un bastén de
muestreo con un diametro de 1,0 cm, alcanzando aproximadamente 500 g de suelo. Las
muestras se redujeron mediante trituracidon y cuarteo para obtener una muestra
homogénea de aproximadamente 40 g. Las muestras se liofilizaron y se almacenaron en

bolsas de polietileno a -18 °C hasta el analisis.

Las campafiias de muestreo de suelo se realizaron en momentos especificos: 3 dias antes
de la aplicacién de GLY pre-emergente, 5 dias después de la aplicaciéon de GLY pre-
emergente, 3 dias antes del riego, 8 dias después de la inundacién y después de la
cosecha (Figura 3.2). En total, se llevaron a cabo cinco eventos de muestreo, resultando

en un total de 75 muestras de suelo que cubrian las diferentes fases del experimento.
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3.2.5.2 Monitoreo de ldmina de agua

Se recolecté muestras compuestas de [dmina de agua en las parcelas donde se sembré
arroz; se tomd muestras aleatorias de lamina de agua hasta obtener un volumen de
aproximadamente 5 L. Del mismo modo, se recolecté un volumen de aproximadamente
5 L del rio Olimar y del canal de riego. En todos los casos, se reservd una submuestra de

500 mL en una botella de plastico, se congeld y se almacend a -18 °C hasta su analisis.

El muestreo de lamina de agua se realizd 48 horas después del inicio del riego, seguido
de muestreos cada dos semanas hasta el final del riego (Figura 3.2). Durante este

periodo, se llevaron a cabo un total de 9 campariias de muestreo, obteniendo un total

de 153 muestras de agua.

de suelo de agua R3 R4: 89 dias R3 R4: 202 dias

26/10 R1 R6: 32 dias R1R6: 183 dias
R3 R4: 51 dias

R3R4:5/9 R1R6: 24/9 R1R6: 32 dias

4 4

Barbecho quimico Siembra Emergencia

1 I Muestreo I Muestreo Inicio del riego: 3/12 Fin del riego:25/3

K19 de g

Figura 3.2:(1) Esquema del ciclo del cultivo del arroz, aplicaciones de GLY y muestreos
realizados Adaptado de Asociacion de Cultivadores de Arroz (ACA), 2018. En la primera
aplicacion de GLY se indican las fechas segun la rotacion. (2) Esquema conceptual del destino
ambiental de GLY en las diferentes etapas del ciclo del cultivo, las cajas azules representan la
ldmina de agua, cajas grises suelo, k son constantes de decaimiento, s transferencia del suelo al
agua, m movilidad en el suelo a niveles subsuperficiales y d exportaciones por escurrimiento
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3.2.6  Andlisis de datos

Se analizd los datos de la dindmica de GLY y AMPA en suelo y ldmina de agua. Debido a
las dos aplicaciones consecutivas de GLY (barbecho quimico en setiembre y pre-
emergencia en octubre) y a la concentracién de las muestras durante esos periodos, el
estudio del comportamiento de GLY y AMPA en el sistema se dividio en tres secciones:
(A) suelo entre aplicaciones, (B) suelo desde la segunda aplicacién hasta la cosecha, y (C)

[dmina de agua durante el riego por inundacién (Fig. 3.2).

Para el andlisis estadistico de las concentraciones en [dmina de agua, se observé que la
mayoria de las medidas estaban por debajo del LOQ, por lo que la concentracion
siguiente al ultimo resultado cuantificable, asi como los valores no cuantificables cuando
una muestra posterior era cuantificable, se sustituyeron por LOQ/2 (Bernasconi et al.,

2021; FOCUS, 2006).

Las tasas de degradacion y el tiempo de vida media (DTso) se determinaron siguiendo la
guia de la Unidn Europea (FOCUS, 2006). La modelizacidon se realizé utilizando el
software R (R Core Team, 2023). Se ajustaron modelos de cinética de primer orden en
el suelo (B) y ldmina de agua (C) para GLY y AMPA. La ecuacién utilizada para modelar el

decaimiento fue:
C = Coe_kt

donde C es la concentracion en el dia t, Cp es la concentracion inicial, k es la constante

de velocidad de degradacidn y t el tiempo de decaimiento para cada compuesto.

Para el suelo, el modelado considerd tp como el dia de la segunda aplicacién de GLY,

mientras que para el agua tp se definid como el inicio del riego por inundacién.

Para evaluar el decaimiento de GLY y AMPA en suelo se considerd la seccion B, luego de
la segunda aplicacion de GLY. Esto se debe a que no se contaban con resultados previos
a la primera aplicacion de GLY para tomar como concentracion a tiempo cero o evaluar
la residualidad interanual. A su vez, considerando el cambio en las condiciones de
aerobiosis del suelo durante la inundacién, la degradacion en suelo se estudié utilizando

las tres campanias de seguimiento realizadas luego de la segunda aplicacién de GLY para
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ajustar el modelo y comparando los resultados obtenidos por el modelo ajustado con la

concentracion de GLY y AMPA en el monitoreo posterior a la cosecha.

En el suelo (seccién B), se evalué cuatro modelos de decaimiento exponencial:
constante, con variacion en el intercepto entre las rotaciones y con interaccidn entre las

rotaciones (cambios en las tasas (k) y los interceptos).

Para la lamina de agua (seccion C), se evaluaron los mismos tipos de modelos, y se
agrego un decaimiento exponencial en dos fases que fue ajustado en base a un modelo

de segmentos:
Cl == Coe_klt lf t S BP
CZ = C]_e_kzt lf t> BP

donde BP se refiere al punto de quiebre, que representa el punto temporal en el que

cambia la tasa de decaimiento k.

Para ambos compartimentos, se selecciond el modelo que mejor se ajustaba segun el
criterio de informacién de Akaike (AIC) y ante modelos similares utilizando el principio

de parsimonia (Pefia, 2002).

3.3 Resultados

3.3.1 Monitoreo de GLY y AMPA

Las campariias de monitoreo fueron llevadas adelante junto con personal de INIA Treinta
y Tres. Cabe destacar que la logistica en el ELP, al final de la zafra, fue afectada por el
inicio de la pandemia causada por el virus SARS-COVID19. Igualmente, la cantidad de
campafias realizadas se alinean con lo propuesto por la Guia FOCUS (FOCUS, 2006),

realizando mas de 4 monitoreos de suelo y entre 6 y 10 de agua.

El analisis de GLY y AMPA en las muestras obtenidas se realizd segin la metodologia

descrita en el capitulo 2. Para el caso de la determinacién de AMPA en lamina de agua,

47



el LOQ fue de 5 pg L*?, dado que la derivatizacién con FMOC se vio afectada por la

materia orgdnica disuelta en el agua, reduciendo la sensibilidad de la determinacion.

GLY y AMPA fueron detectados por encima del LOQ de 50 pg kg™ en muestras de suelo
hasta la ultima campafia de muestreo, realizada 161 dias después de la aplicacién pre-
emergente (2da aplicacién). En la tabla 3.4 se muestra un resumen de los resultados

obtenidos en ambas matrices.

Tabla 3.4:Resumen de resultados de concentracion obtenidos

Resumen Suelo Ldmina de agua
de Minimo Maximo Promedio  Minimo Maximo  Promedio
resultados  (ugkg') (ugkg’) (ugkg™)  (ugl?) (ug L) (ug L)
GLY 53 824 231 0,25 14,6 2,6
AMPA 238 1183 619 5 36,3 12,6

En las muestras de [ldmina de agua, se observé un aumento inicial en las concentraciones
de GLY y AMPA durante los primeros 8 dias de riego, seguido de una disminucion
posterior. Después de 38 dias desde el inicio del riego, las concentraciones de GLY y
AMPA en la mayoria de las parcelas muestreadas estaban por debajo del LOQ. Sin
embargo, se encontraron niveles detectables de GLY en algunas parcelas hasta 112 dias

después del inicio del riego.

También se recolectaron y analizaron muestras de agua de riego, procedentes del rio y
del canal responsable del transporte de agua hacia el ELP. En todas las campafias de
muestreo, los resultados de estas muestras estuvieron por debajo del LOQ. Por lo tanto,
consideramos que la contribucidon de GLY y AMPA a través del agua de riego al cultivo

es insignificante.

3.3.2 Decaimiento en suelo y lamina de agua

El decaimiento de GLY y AMPA se ajustd satisfactoriamente a modelos cinéticos de
primer orden (SFO) con interceptos diferentes en cada rotacidn, obteniendo en ambos

casos los menores valores del AIC (Tabla 3.5). Los pardametros estimados para los

48



modelos obtenidos se observan en la tabla 3.6 y su representacion grafica en la figura

3.3.

Respecto al AMPA, se observaron pendientes positivas durante las tres primeras
campafias de monitoreo. Sin embargo, no fue posible calcular el DTso del AMPA en el
suelo, ya que no se observaron variaciones en las concentraciones tras la inundacién.
Cabe destacar que el valor obtenido fue positivo con un valor absoluto de 0,006 (Tabla

3.6).

Tabla 3.5:Variacion del Criterio de Informacidn de Akaike (AIC) para los modelos evaluados en

suelo
Modelo Valor del AAIC
GLY AMPA
Diferentes interceptos por rotacién 0 0
Diferentes tasas e |nt§,rceptos para 12 218
cada rotacion

Constante 46 26,68

Mismo intercepto y tasa 21,3 25,25

Tabla 3.6:Pardmetros estimados para el modelo de decaimiento de primer orden de GLY y
AMPA en suelo de las diferentes rotaciones (R). Se presenta el intervalo de confianza (IC)s y el
coeficiente de determinacion (R?).

GLY AMPA
Predictores Estimadores IC Estimadores IC
Pendiente -0,02 -0,03 --0,02 0,006 0,001-0,01
logCo (R1, R6) 6,45 6,17 -6,72 6,49 6,26 — 6,72
logCo (R3) 5,57 4,97 - 6,15 5,82 5,35-6,30
logCo (R4) 6,06 5,50 - 6,60 6,20 5,76 — 6,65
Observaciones 45 45
R? / R? ajustado 0,70/0,7 0,54/0,49
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Figura 3.3:Comportamiento de GLY (arriba) y AMPA (abajo) en suelo ajustado a cinética de
primer orden (SFO). Los puntos representan los resultados experimentales, las lineas los modelos
cinéticos calculados y el drea sombreada celeste el riego por inundacion.

El analisis del decaimiento en la lamina de agua se efectué de manera separada para el
periodo previo y posterior a alcanzar la concentracién maxima después del inicio del
riego. Con esta division, el estudio se divide en dos fases distintas: la transferencia de

ambos compuestos a la ldmina de agua y el posterior decaimiento.

Tabla 3.7: Variacion del Criterio de Informacion de Akaike (AIC) para los modelos evaluados en
ldmina de agua

Modelo Valor del AAIC para  Valor del AAIC para
transferencia decaimiento
GLY AMPA GLY AMPA
Diferentes interceptos por rotacion 0 0 115,9 5,1
Diferentes tasas e |nt.e,rceptos para cada 48 52 120,5 10
rotacion
Constante 23,2 26,5 117,1 0
Mismo intercepto y tasa 1,2 1,4 0 10,1
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Al evaluar los resultados de los AIC obtenidos en la tabla 3.7, puede observarse que, en
el caso de la transferencia para GLY, el modelo con diferentes interceptos por rotacion
y con el mismo intercepto y tasa difieren en una unidad. Por lo tanto, se aplicé el
principio de parsimonia seleccionando el modelo mas sencillo, con el mismo intercepto
y una pendiente positiva (ver tabla 3.8). Para el caso de la transferencia de AMPA, si bien
el modelo con menor AIC es el constante, se selecciond el modelo con diferentes
interceptos por rotacién, dado que a través del R? se observo que este explicaba un 5%
mas de la varianza. Presentd diferencias significativas en el intercepto de la rotacién R4,
lo que es coherente con la diferencia en las fechas de aplicacion de GLY en las dos fases
arroz de la misma (tabla 3.8).

Tabla 3.8:Pardmetros estimados para el modelo de primer orden de transferencia de GLY y
AMPA del suelo a la Idmina de agua en las diferentes rotaciones (R). Se presenta el intervalo de
confianza (IC)s y el coeficiente de determinacidn (R?).

GLY AMPA
Predictores Estimadores IC Predictores Estimadores IC
Pendiente 0,15 0,10-0,20 Pendiente 0,11 0,08 - 0,15
logCo logCo (R1,R3,R6) 2,46 2,18-2,72
(R1, R3,R4,R6) 0,77 0,47-1,07 logCo (R3) 2,05 1,47 - 2,69
Observaciones 30 30
R?/
0,55/0,53 0,68/0,63

R? ajustado

Tabla 3.9:Pardmetros estimados para el modelo de decaimiento de primer orden de GLY y
AMPA en ldmina de agua, obteniéndose una unica ecuacion para todas las rotaciones. Se
presenta el intervalo de confianza (IC) y el coeficiente de determinacion (R?).

GLY AMPA
Predictores Estimadores IC Estimadores IC
Pendiente 1 -0,13 -0,01--0,10 -0,09 -0,12 - -0,07
logCi 3,24 2,88 —3,60 3,98 3,60-4,36
Punto de quiebre 39,06 35,24 - 42,88 23,4 11,95 -34,83
Pendiente 2 0,00 -3,82-3,82 -0,032 -0,07-0,0
logC, 0,13 0,12-0,15 2,53 0,02-0,10
Observaciones 74 50
R? / R? ajustado 0,89/0,89 0,79/0,78

Una vez alcanzada la concentracién maxima en la ldmina de agua, el decaimiento del
GLY y AMPA se modeld mediante un modelo cinético segmentado de primer orden, el
cual incluyé un decaimiento exponencial con dos fases. Las pendientes e interceptos no

mostraron diferencias significativas (Figura 3.4; Tabla 3.9).
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Los modelos segmentados revelaron la presencia de un punto de inflexion que denota
un cambio en la pendiente. Posterior a este punto, la pendiente tiende a cero. El punto
de inflexion para el GLY ocurrié 39 dias después de la inundacion, mientras que para el
AMPA se observo 23 dias después del inicio de la inundacién. El cdlculo del DTsp para el
GLY y AMPA en agua se baso en el primer decaimiento exponencial. En este sentido, se
determiné que el DTsp para el GLY fue de 5,3 dias, mientras que para el AMPA se estimd
en 7,4 dias. Teniendo en cuenta el tiempo desde el inicio de la inundacién, se puede
estimar que la concentracion se reduce a la mitad en 13,3 dias para GLY y 15,4 dias para
AMPA. Sin embargo, la segunda pendiente de decaimiento es cercana a cero y por lo

tanto indica que en esas condiciones el tiempo de vida media tiende a infinito.
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Figura 3.4:Comportamiento de GLY (arriba) y AMPA (abajo) en Idmina de agua ajustado a
cinética de primer orden (SFO). Los puntos representan los resultados experimentales, las lineas

los modelos cinéticos calculados y el drea sombreada celeste el riego por inundacion
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3.4 Discusion

3.4.1 Consideraciones generales

Al analizar las aplicaciones de GLY en el periodo entre las rotaciones (Tabla 3.3), se
observé que hubo diferencias en la fecha en que se realiza el barbecho quimico en las

parcelas que previamente tuvieron pasturas en la zafra anterior (R3 y R41).

En las parcelas con pastura, la primera aplicacion se realizé 50 dias antes de la siembra,
mientras que en las parcelas donde se cultivaron arroz o soja en la zafra anterior (R1,
R4,, R6), con cultivo de cobertura durante el invierno, la primera aplicacion se llevé a
cabo 31 dias antes de la siembra del arroz. Esto se debe a que, en las praderas con
festuca u otras especies perennes, el tiempo de barbecho es un factor importante para
permitir la descomposicion de las especies perennes y lograr que el suelo alcance un

estado friable que facilite la uniformidad en la profundidad de siembra (INIA, 2019).

Teniendo en cuenta las siguientes observaciones: que las aplicaciones de GLY se realizd
antes del inicio del riego, la alta solubilidad en agua de ambos y que no se detectaron
GLY y AMPA en las muestras de agua de rio, se puede inferir que hay una transferencia
de ambos compuestos desde el suelo hacia la [ldmina de agua, principalmente durante

el periodo de estabilizacion posterior a la inundacion.

Al interpretar los resultados obtenidos, es de suma importancia considerar el impacto
del riego por inundacidn en las condiciones del suelo en el cultivo del arroz. Después de
un periodo de 39 dias desde la ultima aplicacion de GLY durante la fase de
preemergencia, se inicio el riego por inundacién, lo que condujo al establecimiento de
un ambiente anaerdbico en el suelo durante 115 dias. Esta alteracién en las condiciones
del suelo tiene implicaciones para la degradacién del GLY, como se aprecia en la Figura

3.3.

Investigaciones previas han demostrado que la degradaciéon del GLY en el suelo requiere
condiciones aerdbicas (Bento et al., 2016; la Cecilia & Maggi, 2018; Sun et al., 2019). En
cambio, durante el periodo de inundacidn, la disponibilidad de oxigeno disminuye, lo

que resulta en una reduccion en la degradacion bioldgica del GLY, que es la principal via
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de degradacion (la Cecilia & Maggi, 2018; Roberts et al., 1998). Incluso se observa un
pasaje del suelo al agua en los primeros dias que incrementa la concentracion, para

luego iniciar un proceso de decaimiento.

La disminucidn de la tasa de degradacion de GLY durante el periodo de inundacién
coincide con los hallazgos de investigaciones previas de herbicidas en lamina de agua de
cultivo de arroz. Uno de estos trabajos fue también realizado en experimentos de arroz
de INIA Treinta y Tres para el herbicida clomazone, el cual se aplicé 2 dias antes de que
comenzara la inundacion (Carlomagno et al., 2010); y el otro realizado en Brasil para los
herbicidas clomazone, imazapir e imazapic en diferentes fechas de aplicacién y cambios

en los regimenes de riego (Schreiber et al., 2017).

En ambos casos, los residuos en el agua tuvieron un comportamiento similar al cambiar
las condiciones del suelo de aerdbicas a anaerdbicas (inicio de la inundacidn),
observandose un aumento en la concentracidon debido a la transferencia al agua de
inundacién y luego una disminucién. Esto subraya la importancia de las condiciones
aerdbicas para favorecer la degradacién de GLY y destaca la influencia del riego en los
procesos de degradacién en campos de arroz. No obstante, se podria mejorar el trabajo
realizado en el futuro si se realiza un monitoreo de suelo previo a la primera aplicaciéon
de GLY y se aumenta la frecuencia de monitoreo de lamina de agua en los primeros 15
dias de inundacién. Esto permitiria obtener mayor definicién del comportamiento de

GLY y AMPA en el sistema arrocero.

3.4.2 Decaimiento en suelo

Es relevante destacar las diferencias identificadas en los interceptos, las cuales pudieron
atribuirse a las variaciones en las fechas de aplicacién entre las rotaciones. En efecto, no
se observaron diferencias significativas en los interceptos entre los tratamientos R1 y
R6, los cuales recibieron aplicaciones de GLY en las mismas condiciones. Los cuatro
tratamientos modelados no presentaron diferencias en las pendientes, obteniendo
como resultado un valor unico de 31,5 dias para el DTso de GLY en el suelo (Figura 3.3y

Tabla 3.6).
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Basandonos en los resultados obtenidos, es evidente que la descomposicidon de GLY en
el suelo se ve fuertemente influenciada por las condiciones aerdbicas. El cadlculo de DTsp
para el GLY (31,5 dias) sugiere que la degradacion ocurre predominantemente durante
la fase aerdbica, antes de que el suelo se vea sometido a inundacién. Este hallazgo se
alinea con los tiempos de vida media presentados en la literatura (ver tabla 3.11) y
refuerzan la importancia de las condiciones aerdbicas para una degradacién eficaz del

GLY (Aparicio et al., 2013; Bento et al., 2016).

Al mismo tiempo, como se muestra en la Fig. 3.3, los resultados de concentracién de
GLY, obtenidos en el monitoreo del suelo tras la cosecha, fueron superiores a los
predichos por el modelo de primer orden. Esto sugiere una disminucidon de la
degradacion bioldgica durante el periodo de inundacidn. Es importante subrayar que el
modelo aplicado no considerd el cambio en las condiciones de oxigeno en el suelo como
una variable, lo que probablemente contribuyé a la desviacidn entre las concentraciones
de GLY observadas y predichas. Futuros estudios deberian incorporar este factor para

mejorar la precision de las predicciones de degradacién.

Con respecto al AMPA, se obtuvieron pendientes positivas durante las tres campafias
iniciales de monitoreo, indicando que la conversién de GLY en AMPA ocurre
predominantemente antes de la inundacién cuando prevalecen las condiciones
aerdbicas. Sin embargo, no se observaron variaciones significativas en las
concentraciones de AMPA tras la inundacién. Esto puede atribuirse a la tasa de
degradacion mas lenta de AMPA en comparacién con GLY, como se informa en la
literatura (Bento et al., 2016). El rango reportado de valores DTso para AMPA, que van
de 32 a 419 dias (ver Tabla 3.11), sugiriendo que la degradacién de AMPA es un proceso
lento. Ademas, las propiedades del suelo juegan un papel crucial en la adsorcion de GLY
y AMPA, influyendo en la disponibilidad de AMPA para la degradacién. En consecuencia,
la degradacién del AMPA estd influenciada por procesos complejos, lo que hace dificil
determinar el peso preciso de cada factor que afecta al proceso de descomposicion

(Aparicio et al., 2013).

Es importante considerar que la ausencia de concentraciones de referencia antes de la

aplicacidn inicial de GLY, previo a la siembra, planted retos a la hora de diferenciar la
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contribucién interanual de AMPA generada por la degradacion de GLY en el periodo de
estudio. Esta limitacidn dificulta la cuantificacidén precisa de la influencia especifica de
las aplicaciones de GLY sobre los niveles de AMPA en el suelo. Se recomienda que para
futuras investigaciones se considere el establecimiento de lineas de base apropiadas
para evaluaciones mas exhaustivas. Ademas, cabe destacar que nuestro estudio no
encontré diferencias estadisticas entre los cultivos de arroz y soja, ya que ambos reciben
aplicaciones anuales de GLY. Esto subraya la importancia de considerar las practicas
especificas de gestion de los cultivos y su influencia en la dindmica de degradacion de

GLY.

3.4.3 Decaimiento durante el periodo de inundacién

Teniendo en cuenta que las aplicaciones de herbicidas se realizan antes del inicio del
riego, la alta solubilidad en agua de GLY y AMPA, y el hecho de que estos compuestos
no se detectaron en el agua de riego, se puede concluir que ambos se transfieren desde

el suelo a la [dmina de agua.

Debido a la ocurrencia simultanea de la transferencia por disolucién y la degradacion de
GLY en la ldmina de agua, los resultados obtenidos sugieren que el proceso de
transferencia sirve como mecanismo primario al comienzo de la inundacién, seguido de

la degradacién.

Cabe destacar que el momento de la aplicacion de GLY antes de la inundacién no influye
significativamente en la tasa de transferencia de GLY a la [dmina de agua, a diferencia
de su influencia en el suelo. Esta observacidn se ve apoyada por el hallazgo de una Unica
ecuacién para modelizar la degradacion de GLY en lamina de agua para todas las

rotaciones evaluadas (Véase Tabla 3.8 y Fig. 3.4).

La transferencia suelo-agua durante las primeras etapas del riego del cultivo se alinea
con investigaciones previas realizadas por Carlomagno et al. (2010). En ese trabajo se
observé que la concentracién maxima del herbicida clomazone en muestras de l[dmina
de agua se alcanzo 6 dias después del inicio de la inundacién, con concentraciones que

cayeron por debajo del limite de deteccidn después de 41 dias. Estos resultados apoyan
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aun mas la idea de que la transferencia de suelo a agua es un fenédmeno comun durante

las fases iniciales del riego (Carlomagno et al., 2010; Schreiber et al., 2017).

Los resultados obtenidos con respecto al destino ambiental de GLY y AMPA y su
correspondencia con los hallados para otros herbicidas, en trabajos previos, permiten
realizar sugerencias de gestion para minimizar la exportacién de plaguicidas del cultivo.
Al observar los DTsp que se resumen en la tabla 3.10 y los puntos de quiebre obtenidos,
se entiende que es necesario tomar medidas de gestion para evitar la salida de agua de
las parcelas de arroz, desde la aplicacidon pre-emergente hasta los primeros 30 dias de

iniciada la inundacion.

Tabla 3.10:Constantes de decaimiento y DTsocalculados para GLY y AMPA segtn los modelos
obtenidos en cada compartimiento. Los DTso para ldmina de agua marcados con * tienen en
cuenta el tiempo de transferencia del suelo al agua.

Compuesto Compartimiento k (dias™) DTso (dias)
GLY Suelo 0,02 31,5
Lamina de agua 0,13 5,3/13,3*
AMPA Suelo 0,001 > Al tiempo experimental
Lamina de agua 0,09 7,4/ 15,4*

Tabla 3.11:DTspreportados en bibliografia para GLY y AMPA en suelo y agua

Condiciones Suelo Agua Referencias
GLY AMPA DTso GLY AMPA
DTso (dI'aS) DT50 DT50 (dI’aS)
(dias) (dias)
Adicion de GLY al suelo e 9,0 32,0 - - Simonsen et
incubacién en laboratorio al., 2008
Aplicacién de GLY en 5,8 53,3 - - Bento et al.,
cultivo de soja 2019
Aplicacién de GLY en 11,6 69,3 - -
cultivo de maiz
Aplicacién de GLY en 31,5 - - - Bandana et
cultivo de té al., 2015
Aplicacién de GLY en 25,7 - - -
cultivo de té
Adicion de GLY al suelo e 28,9 138,6 - - Sunetal,
incubacién en laboratorio 31,5 173,3 - - 2019
Base de datos IUPAC 23,8 419,0 9,9 5,47 PPDB, 2023
Agua subterranea a pH=7 - - 11,75 - Yadav et al.,
bajo luz UV 2017
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Monitoreo de agua - - 3,6 52,5 Desmet et

superficial al., 2016
Aplicacién de GLY en 31,5 > al tiempo 5,3 7,4 Este trabajo
cultivo de arroz como experimental

barbecho (161 dias)

3.4.4 Diferentes escenarios de intensificacion

Se analizé cuatro rotaciones con diferentes escenarios de intensificaciéon del uso de la
tierra. Se observd que las rotaciones que incorporan pasturas a lo largo del ciclo de
rotacién (R3, R4), considerando las tasas de aplicaciones de los ultimos 5 afios,
mostraron una menor aplicacion media de GLY debido a menor necesidad de barbecho
quimico (ver Fig. 3.5 y Tabla 3.12). Esto sugiere que las rotaciones que incorporan
pasturas dan lugar a menores cargas de GLY y AMPA en el suelo a lo largo de los
sucesivos ciclos de rotacidn, contando con niveles de referencia mds bajos en

comparacion con las rotaciones R1y R6.
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Figura 3.5:Masa total de GLY aplicada en las parcelas estudiadas en las ultimas 5 zafras.
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Tabla 3.12:Aplicaciones totales de GLY en los ultimos 5 afios en las rotaciones evaluadas. Las
celdas azules corresponden a arroz, verde pastura y amarillo soja.

Masa total de GLY aplicada como equivalente acido (g) en la zafra
Diferentes escenarios de

Total 5
rotacién 15/16 16/17 17/18 18/19 19/20

anos

Arroz continuo (R1) 233 415 327 544 415 1934
Arroz pastura corta (R3) 233 0 560 0 415 1208

Arroz pastura larga (R41) 233 0 0 0 631 864

Arroz pastura larga (R4z) 0 0 0 544 415 959
Arroz soja (R6) 233 560 404 586 414 2197

Como se discutidé en secciones anteriores, no se encontraron diferencias significativas
entre las concentraciones de GLY y AMPA en el suelo para las rotaciones R1 y R6. En la
rotaciéon R1, la aplicacién de GLY como barbecho ocurre anualmente, mientras que en
R6, GLY también se aplica como post-emergente en los afios de soja. Estas similitudes
en las concentraciones de GLY y AMPA sugieren que ambos compuestos se manejan de

forma similar en estas rotaciones.

Los resultados experimentales en suelo al final del periodo de estudio (Fig. 3.3) indicaron
el siguiente orden para los niveles basales de GLY: R1 > R6 > R4 > R3. Este orden se alinea
con el GLY acumulado aplicado (Fig 3.5), demostrando una relacién entre el grado de

intensificacion en la aplicacion de GLY y los niveles basales experimentales.

Los niveles acumulativos de aplicacién de GLY son consistentes con los niveles iniciales
determinados experimentalmente, resaltando el impacto de la intensificacidon de las
practicas de aplicacion de GLY. Esto enfatiza aun mas la importancia de considerar las
estrategias de intensificacidon del uso de la tierra en la gestién de los residuos de GLY y

AMPA.

Los resultados obtenidos contribuyen a la comprensién de la relacidn entre los sistemas
de rotaciones, la intensificacion de la aplicacion de GLY, y los niveles basales resultantes
de GLY y AMPA en suelos agricolas. La integracion de pasturas en las rotaciones puede
desempeiiar un papel crucial en la reduccién de las tasas de aplicacién de GLY y en la

mitigacidn de la carga de estos compuestos en el suelo.
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Existen otras herramientas para simular y comparar diversos escenarios de
intensificacion en el cultivo de arroz, como el modelo RICEWQ y variantes (Williams et
al. 2014). Se exploraron dichos modelos, (véase anexo en el Capitulo 6) pero al ser de
codigo cerrado y poco flexibles no se logrdé operativizar los mismos. Es deseable avanzar
en codigos abiertos que permitan explorar las dindmicas de los pesticidas en cultivos
con fase inundada para generar modelos con capacidad predictiva aplicables a Ila

realidad nacional.

3.5 Conclusiones

Se obtuvo resultados de concentraciones de GLY y AMPA en muestras reales de suelo y
[dmina de agua del cultivo de arroz. Asimismo, las campafias de monitoreo permitieron
obtener informacién sobre el comportamiento de GLY y su metabolito AMPA en este

cultivo.

Se ajustd modelos de degradacién cinética de primer orden en lamina de agua y suelo
para analizar la degradacidn de GLY y AMPA, remarcando la importancia de las etapas
aerdbicas y anaerdbicas en el ciclo del arroz. La degradacién de GLY mostrd variaciones
entre las rotaciones, y se identificé el momento de la aplicacién inicial de GLY como el
factor principal que contribuye a las diferencias entre las rotaciones. Se observd la
transferencia de ambos compuestos del suelo a la lamina de agua, sin encontrar

diferencias en la degradacién en ella entre las diferentes rotaciones de cultivos.

Los resultados resaltan que las exportaciones de GLY y AMPA de los campos de arroz
pueden ocurrir por escorrentia antes de la inundacién y en las etapas iniciales de la
inundacidén por desborde. Por lo tanto, las practicas de gestidn que minimizan las
pérdidas de agua por escorrentia o desborde durante este periodo (desde la ultima
aplicacion de GLY hasta 30 dias después de la irrigacion) son criticas. Asimismo, la
prolongacién de la etapa aerobia en barbecho, entre aplicacién e inundacién, redunda
en minimizar los niveles de GLY en |ldmina de agua y sus posibles exportaciones a cursos.

El DTso de GLY mostrd ser independiente de la rotacion arrocera.
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En términos generales, estos resultados sugieren que las rotaciones con pasturas (R3 y
R4) resultan en niveles de referencia mas bajos de GLY. No obstante, se sugiere realizar
un redisefio en las frecuencias de monitoreos para conocer aportes interanuales y

transferencias del suelo al agua con mayor precision.

61



4 Conclusionesy perspectivas

Los resultados presentados en esta tesis significan un antecedente relevante a la
construccién de capacidades de trabajo nacionales en relacién con el plaguicida mas

utilizado en Uruguay.

El trabajo realizado en el transcurso de esta tesis ha permitido desarrollar diferentes
herramientas para estudiar el destino ambiental de GLY en rotaciones arroceras

contrastantes, alcanzando por tanto el objetivo general planteado.

El desarrollo de la técnica para la determinacién de GLY en agua superficial con
deteccién por FLD, permitid obtener los resultados experimentales para esta tesis y
aumentar la capacidad analitica del laboratorio del Departamento de Desarrollo
Tecnoloégico (DDT) del CURE Rocha. Desde el ano 2020, en el cual se desarrolld esta
técnica, se han brindado diversos servicios analiticos a instituciones nacionales
(DINACEA, OSE, OSE-UGD), investigadores nacionales, tesistas, estudiantes vy
particulares con enfoque sensible, robusto y econdmico. La determinacién de GLY y
AMPA continua siendo un desafio analitico en diversas matrices, por lo que la técnica
desarrollada en aguas superficiales mediante LC-FLD ha sido utilizada en otras

investigaciones, asesoramientos y como punto de partida para otros ajustes en el DDT.

Los resultados obtenidos de concentracion de GLY y AMPA en el ELP permitieron ajustar
modelos de cinética de primer orden, para comprender el comportamiento y destino
ambiental del GLY en el cultivo de arroz. También, se confirmd la singularidad de este
cultivo debido a la afectacion de los procesos microbiolégicos involucrados en la
disipacion de GLY. Este ultimo aspecto deberia ser incluido como covariable en los
modelos de decaimiento, para tener una descripcidon estadistica comparable a la

realidad, con el fin de su uso en otros escenarios de gestién de cultivo fuera del ELP.

Por otro lado, se observd que la intensificacion del uso del suelo mediante la
incorporacion de otros cultivos, cambiando la rotacién tipica de arroz, tiene como
consecuencia el aumento de las aplicaciones de GLY y, por lo tanto, el aumento de
niveles de residuos en el suelo tanto de GLY como de su metabolito AMPA. En

consecuencia, la integracion de pasturas en las rotaciones puede desempefiar un papel
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crucial en la reduccién de las tasas de aplicacién de GLY y en la mitigacion de la carga de

estos compuestos en el suelo.

Dado que se comprobd la residualidad en el suelo de ambos al final de la zafra, se
recomienda profundizar en este aspecto en futuros trabajos, mediante un plan de
monitoreo anual que permita conocer la dindmica interanual de GLY y AMPA, mas alla
del periodo de una zafra. La continuacidn de la investigacién permitiria ahondar el
conocimiento sobre el impacto del uso de GLY como barbecho quimico, tanto en las en
las rotaciones con pasturas tipicas en nuestro pais, asi como en la incorporacién de otros

cultivos resistentes al GLY como la soja.

Otro hallazgo interesante surgido de la investigaciéon es que el comportamiento en
[dmina de agua es el fendmeno de transferencia de suelo a agua al inicio de la
inundacion. Este hallazgo permite generalizar estrategias de gestion hacia otros
herbicidas de aplicacion previa al inicio de la inundacién como clomazone, metolaclor,

entre otros.

Para concluir, los resultados de esta tesis resaltan que las exportaciones relevantes de
plaguicidas (fundamentalmente herbicidas) de los campos de arroz pueden ocurrir por
escorrentia en etapas previas a lainundacién y en las etapas iniciales de la misma; siendo
esta critica en la gestion ambiental. Es necesario entonces disefiar estrategias de gestion
del agua para minimizar las exportaciones de agua por escorrentia, de manera tal, que
la exportacidn de GLY se reduzca drasticamente en la ventana temporal desde la ultima

aplicacion hasta 30 dias luego del inicio del riego por inundacién.
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6 Anexos

6.1 Uso de modelos predictivos de destino ambiental de plaguicidas en cultivo

de arroz

6.1.1 Introduccion

Dentro de los modelos predictivos de destino ambiental de plaguicidas especificos para
el cultivo de arroz, se encuentra el Modelo de Calidad del Agua (Rice Water Quality
Model), RICEWQ por sus siglas en inglés. Este modelo de simulacién fue desarrollado
por Waterbone Envirnomental Inc. para reflejar los procesos que ocurren en el cultivo,
asociados a las condiciones de inundacién tipicas de la produccién de arroz (Williams

et al,, 2014).

El modelo RICEWQ simula la disipacion de plaguicidas y las pérdidas por escurrimiento
a cuerpos de agua. Se basa en balances hidricos y de masa de los procesos que
experimentan los plaguicidas, reflejando procesos hidroldgicos, bioldgicos vy
fisicoquimicos, asi como el intercambio en el suelo y las pérdidas por degradacion. El
objetivo de este trabajo fue calibrar el modelo RICEWQ para el ELP con los resultados

obtenidos en campo. A continuacién, se expondran los avances alcanzados.

6.1.2 Métodos
6.1.2.1 RICEWQ

El modelo RICEWQ, suministrado por Waterborne Inc. es un software cerrado ejecutable
en Windows. Es gobernado por los siguientes balances que se muestran en la Figura 4.1,
mediante los cuales se representan todos los procesos de transferencia vy
transformaciones del plaguicida entre sedimento, agua y follaje, asi como el balance de

agua. Los procesos implicados se detallan en la tabla 6.1.
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El balance hidrico tiene en cuenta flujos de entra y salida; incluyendo en la entrada riego
y precipitaciones y en la salida escurrimiento, evapotranspiracién vy filtracién. El riego
puede ser establecido por el usuario, como volumen fijo o automatico. Para simular el
destino ambiental de los plaguicidas el modelo aplica ley de conservacién de masa entre
agua, follaje y sedimento. A su vez, la tasa de aplicacién de plaguicida es atenuada
mediante la eficiencia de la aplicacién, la deriva y otras pérdidas posibles (Christen et al.,

2006).

as
1E—21—20

2- % = MFapp - MFdeg + Mrtran — Mwash — Mparv

3- 61;1_1:W = Mwapp + Myasn — MWdeg + Mwtran — Myotat — Mous — Mseep — My _g—
Mserr + Myesys Mdiff

4- % = Msapp — Msaeg + Mstran + My—s + Mserr — Myesus = Mairr

Figura 6.1:Ecuaciones diferenciales gobernantes del modelo RICEWQ

Tabla 6.1:Simbolos y variables utilizadas en las ecuaciones gobernantes del modelo RICEWQ

Simbolo Variable Simbolo Variable
M laguicida | I
S Cantidad de agua acumulada Muwash asadep agunuda. avado desde e
follaje
| Entradas de agua Miary Masa de plaguicida removida en la
cosecha
0 Salidas de agua Myolat Masa perdida por volatilizacidn

Masa de plaguicida que sale del predio
por drenaje o desborde
Mw Masa de plaguicida en agua Mseep Masa perdida por lixiviado

Me Masa de plaguicida en follaje Mout

Ms  Masa de plaguicida en sedimento  Meed Masa de plaguicida transferida por

Masa de plaguicida interceptada Masa de plaguicida transferida al

M . M . .
Xapp por cada compartimiento setl sedimento por asentamiento
Masa degradada en cada .,
Mxdeg & ) Mresus Masa en suspensién
compartimento
Masa de plaguicida transformada Masa de plaguicida difusa entre agua y
MXtran . Mdiff
a metabolito _ ' suelo

El ingreso de datos para ejecutar el modelo se realiza 2 archivos input txt en los cuales
la separacidon de los datos se realiza por espacios. Uno de ellos es para el ingreso de

datos meteoroldgicos (.MET) (Figura 4.3) y el otro para el ingreso de datos referidos a la
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simulacién, agronémicos y fisicoquimicos de los plaguicidas (.IMP) (Figura 4.2). Luego de
ejecutar, se obtienen archivos de salida (huevamente txt con separacion de datos por

espacio):
.ZZZ Eco de los datos ingresados

.ZZH Balance hidrico diario incluyendo pérdidas por escurrimiento y dias en los cuales se
realizé riego

.ZP0 Concentracidn diaria de plaguicida en sedimento, agua y follaje

.ZP(l) Balance de masa diario de cada plaguicida simulado incluyendo pérdidas y
degradacion

.ZZT Serie temporal de masa de plaguicida y volumen de agua perdida por escurrimiento
o drenaje.

Con el objetivo de procesar los datos obtenidos en los archivos de salida, se utilizo el
software R (R Core Team, 2023)para obtener visualizaciones graficas de los archivos .ZZH

y .ZPO.

TEST2015.INP
Hypothetical simulation of RICEWQ Version 1.%2
Four chemicals. Q10 Cption.

JgM JD JY KM ED EY NTSD EXFL -- Simulation dates / EXAMS flag
01 01 18 07 07 19 24 Q
# JEM JED KMM KMD KHM KHD CCVMAX IHFL -- Crop dates, canopy
0z 22 07 0z 07 11 1.00 -1
# I0M IDD IRFLAG DIRR1 DIRR2 IRATE DOUT DRB8MAX -- TIrrigation & drainage
3
oL o1 1) 0.0 Q0.0 0.0 0.0 0.0
03 11 2 5.0 10.0 3.5 3.0 0.0
a7 02 0 0.0 00.0 0.0 0.0 0.0
S5A DMAX DLAKE SEEP DACT Fi WP SM ED Cs55
0.155 30.0 a 0.01 5.0 3 .15 .21 1.41 50.

* EVAPM(I),I=-1
-8.00 8.00 9.00 10.00 12.00 13.00 13.00 12.00 11.00 10.00 g8.00 8.00
# IAM IAD APP DINC APPEF DRIFT -- Appl. rates, efficiency (fraction), incorporation, drift (%)

01 01 2.17 0.00 1.00 0.0
0z 01 1.68 0.00 1.00 0.0
* NCHEM NPATHS QLOFL

2 1 1
CHEME CWO C30 CFO
'GLY" 0.0 0.0 0.0
'BMPR™ 0.0 0.0 0.0
* KEWM EWH EWP HSW KsSD KF WO KD VVOL VSETL VBIND VMIX SOLUB RREAC SNK BI-P
.183 .000 .014 .goz .032 .0%4 0.0 209 0.0 0.0 0.1 .001 1.ES5 0.00 0.0 Q
.18% .000 .000 -001 .004 ,000 0.0 1%7 Q.0 0.0 0.1 .001 1.4E6 0.00 Q.0 ]

Figura 6.2:Visualizacion del archivo de entrada de datos (.IMP)

=] TESTZ019.MET E3

1 1011% 0.000 0.230 14.600
2 10218 0.000 0.250 15.800
: 10319 0.000 0.300 16.600
4 10419 0.000 0.250 13.200
5 1051% 0.000 0.310 14.700
8 106159 0.000 0.330 17.000
T 10719 1.510 0.430 22.100
H 10819 §.540 0.180 19.200

Figura 6.3:Visualizacion del archivo de entrada de datos meteoroldgicos (.MET)
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6.1.2.2 autoRICEWQ

AutoRICEWQ es un software para gestionar el modelo RICEWQ de una forma mas
amigable (Fuentes-Edfuf & Martinez-Megias, 2022). Este gestor crea automaticamente
los archivos de entrada, ejecuta el RICEWQ y procesa los datos de salida en un Unico
archivo .xsl. AutoRICEWQ fue realizado utilizando cddigo abierto bajo la Licencia GPL-

3.0, programado en Python 3 (Martinez-Megias et al., 2023).

6.1.2.3 Datos

La obtencion de datos meteoroldgicos fue descripta en el apartado 3.2.4. Fue necesario
realizar cambios en las unidades, dado que la interfaz de RICEWQ original solicita los
valores de precipitaciones y evapotranspiracion en cm. En cambio, autoRICEWQ permite
el ingreso de estos datos como mm, tal como son compartidos en la mayoria de los
servicios de datos meteoroldgicos. Los datos de geometria de la parcela, condiciones de

campo y de gestion del cultivo fueron aportados por el personal de INIA Treinta y Tres.

Tanto para el RICEWQ como para autoRICEWQ se realizo la simulacién para una parcela
de arroz de la rotacion R6. La tabla 4.3 resume la mayoria de los datos requeridos por el

modelo.

Tabla 6.2:Parametros del modelo RICEWQ y datos utilizados. Las unidades descriptas se
muestran tal cual fueron obtenidas del manual del usuario

Simbolo Descripcion Unld'ades 8 Valor utilizado Fuente
opciones
IMID JY Fecha-de |n|c.|,o dela i
simulacion
KM KD KY Fech'a de flh,de la
simulacion
JEM JED Fecha de emergencia 11/16
KMM KMD Fecha de maduracion 3/25
KHM KHD Fecha de cosecha 4/3
COVMAX Area de cobertura de cultivo Fraccién 1 Gestién del
Remocién de restos -1 no laboreo ELP - INIA
IHFL -2 remocion -1

I I h
vegetales en la cosecha 0-100 laboreo

Inicio: 12/2

IDM IDD Fecha de inicio/fin de riego Fin: 3/25
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Variable en

0: seco diferentes
IRFLAG Gestidn del riego 1: automatico
. pruebas
>1: vol fijo
DIRR1 Altura de'Ia.n.nna.de agua m 5
para iniciar riego
DIRR2 Altura de' Iar’mna (#e agua m 10
para finalizar riego
IRATE Tasa de riego cmdia? 3(’; /1(1)8(:'?53
DOUT Profundidad de la parcela cm 30
DR8MAX Tasa maxima de drenaje cm dia? 0
SA Area del cultivo Ha 0,115
DMAX Altura de la taipa cm 30
DLAKE Profundidad inicial de agua m 0
en la parcela
SEEP Tasa de filtracién cm ha?dia? 0
DACT Profundidad (':Ie capa activa m 5
de sedimento
FC Capacidad de campo cmcm? 0,31
WP Punto de marchitez cmcm™? 0,15
SM Humedad inicial del suelo cmem? 0,21
BD DenS|dad.aparente del g cm't 1,25
sedimento
css Foncentrauon del 3y gLt
sedimento en suspensién
Fechas de aplicacion de 9/24
IAM IAD
plaguicidas 10/26
APP Tasa de aplicacién Kg ha 2,75
P & 2,14
APPEF Eficiencia de la aplicacion Fraccion 1
DINC P.rofundldac'i,de m 5
incorporacion
DRIFT Porcentaje de deriva Fraccion 0
KWM Degradacion metabdlica en diat 0,187 DTso obtenido
agua en ELP
KWH Hidrélisis en agua dia™ 0 (estable) PPDB
KWP Fotdlisis en agua dia* 0,015 PPDB
KSW Degradacion en suelo dial 0,014 PPDB
saturado
KSD Degra'dauon en suelo diat 0,032 DTso obtenido
insaturado en ELP
KF Degradacion en follaje dia™ 0,094 PPDB
KD Coeficiente d.e particién cm? gt 209 PPDB
agua/sedimento
SOLUB Solubilidad ppm 100000 PPDB
Masa de plaguicida Sugerencia
SNK interceptada por el aguay Fraccion 0 M.alr.\ual
transformada a producto (Williams
inocuo et al., 2014)




6.1.3 Resultados y discusién
6.1.3.1 Simulaciones de prueba por RICEWQ

Los archivos de input requieren el ingreso de fechas en formato mes/dia/afio, sin
embargo, el modelo realiza conteo de dias, comenzando nuevamente cada cuenta el 1
de enero. Dado que la zafra estudiada abarca dos afios, encontrandose el 1° de enero
en el medio de la misma, fue necesario ingresar fechas hipotéticas para poder realizar

el calculo.

Para la discusién de los resultados obtenidos mediante las representaciones gréficas
solo se considerardn los perfiles observados, dado que RICEWQ devuelve resultados en
unidades de masa (mg) por lo que el calculo en concentraciones es realizado dentro del
codigo generado en R, aproximando voliumenes tanto de suelo como de agua para el

calculo.

En la figura 6.4 se encuentra la representacién grafica de los resultados obtenidos, al
considerar el riego como un volumen fijo con una tasa de 3,5 cm3dia*. Como puede
observarse, el modelo simula una ldmina de agua en la parcela previo al inicio del riego.
Esta simulacion de ldmina de agua anticipada a lo ocurrido en campo, conlleva a la

degradacion de GLY y AMPA previo al inicio de la simulacién de riego.

Dado que el personal del INIA informd que, si bien el riego no se realiza todos los dias,
aproximadamente ingresan a la parcela 100 cm? en 100 dias, se realizd otra prueba
considerando el riego automatico a una tasa de 1 cm3 diat. Como puede observarse en
la figura 6.5, a pesar de que nuevamente se observa la simulacién de lamina de agua
previo al inicio de la inundacién, hay un cambio en el perfil de degradacion en agua de
ambos compuestos, que, de todas formas, no se asemeja a los resultados

experimentales obtenidos en esta tesis (figura 3.3y 3.4).
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Figura 6.4:RICEWQ simulacién 1, tomando riego con volumen fijo (IRFLAG=2), con una tasa de
riego de 3.5 cmdia’, la linea vertical celeste indica el dia en el que se inicid el riego por
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Figura 6.5:RICEWQ simulacidn 2, tomando riego automdtico (IRFLAG=1), con una tasa de riego
de 1 cm3dia, la linea vertical celeste indica el dia en el que se inicid el riego por inundacién en

el ELP
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Para buscar una simulacién del riego mas cercana a la observada experimentalmente,
se fuerza la simulacién indicando 0 riego hasta el inicio de la inundacion, como puede

observarse en captura del archivo .IMP (Figura 6.6).

= IDM IDD IRFLAG DIER1 DIRRZ IRATE DOUT DREMAX -- Irrigation & drainage
3
01 01 a 0.0 00.0 0.0 0.0 0.0
03 11 2 5.0 10.0 1 3.0 0.0
07 02 0 5.0 10.0 0.0 3.0 0.0

Figura 6.6:Visualizacion de los datos de riego del archivo de entrada para RICEWQ simulacion 3
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Figura 6.7:RICEWQ simulacién 3, tomando riego con volumen fijo (IRFLAG=2), con una tasa de
riego de 1 cm>dia™. En el primer grdfico los puntos verdes representan salidas de agua de la
parcela. La linea vertical celeste indica el dia en el que se inicid el riego

En esta prueba, también se graficaron las salidas de agua de la parcela por
escurrimiento, observandolas durante todo el tiempo de inundacién, cabe aclarar que
la informacion sobre la gestion del cultivo, INIA indicd que las salidas de agua del predio

por escurrimiento fueron despreciables.

Visto que el principal problema encontrado para calibrar el modelo fue la fidelidad de la
simulacién de riego y lamina de agua, se planteé como posible causa errores de sintaxis

en el ingreso de datos meteoroldgicos. Esto se debe, como se expuso en el apartado
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6.1.2.3, a que el archivo .MET separa los valores mediante espacios, aumentando la

probabilidad de errores al ingreso.

6.1.3.2 Resultados obtenidos utilizando la interfaz autoRICEWQ

Como resultado de lo expuesto en el apartado anterior, se realizaron simulaciones
utilizando la interfaz autoRICEWQ, cuyo ingreso de datos se realiza a partir de planillas

de cdlculo .xls. Estas pruebas fueron realizadas Unicamente para GLY.

Nuevamente, el formato de fechas resulto un factor sensible, por lo que se optd por no
variar las fechas en el ejemplo precargado y realizar cuenta de dias como para el RICEWQ
original. A su vez, al igual que el modelo original, es muy sensible a los formatos de

puntos y comas, por lo que los valores se cambian del ejemplo uno a uno.

En primer lugar, se replico la prueba 2, tomando IRFLAG=1 (riego automdtico) con una

tasa de riego de 1 cm?3 dia™.

DEPTH

14

12

10— AN

DEPTH (cm)

~

15/05/21
22/05/21
29/05/21
05/06/21
12/06/21
19/06/21
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03/07/21
10/07/21
17/07/21 |
24/07/21
31/07/21
07/08/21
14/08/21
21/08/21
28/08/21
04/09/21
11/09/21
18/09/21
25/09/21
02/10/21
09/10/21
16/10/21
23/10/21
30/10/21
06/11/21
13/11/21
20/11/21 |

CPS (mg/kg) CPW (mg/1)

02 = CPS (mg/kg) CPW (mafl)

Figura 6.8:Simulacion 1 realizada utilizando autoRICEWQ, tomando riego automdtico (IRFLAG=1),
con una tasa de rieao de 1 cm?dia. El inicio del rieao se simula en la fecha 24/7/2021
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Al igual que al aplicar el modelo original, se simula lamina de agua previo al inicio del
riego (24/7/2021), obteniendo concentracidn y degradacion de GLY antes del inicio del

riego (Figura 6.8).

En la segunda simulacién realizada, se obtienen resultados similares con respecto al
decaimiento de GLY en suelo y agua, dado que la ldmina de agua es simulada desde
antes del inicio del riego. A su vez, al simular un volumen fijo de riego se obtienen salidas

de agua de la parcela (Figura 6.9).

DEPTH Qout

DEPTH {em) QOUT (mA3)

02 . chs(mgfkg) | 0007 P (ma/l)

Figura 6.9:Simulacion 2 realizada utilizando autoRICEWQ, tomando riego con volumen fijo
(IRFLAG=2), con una tasa de riego de 1 cm3dia™. El inicio del riego se simula en la fecha
24/7/2021
En definitva, la obtencién de perfiles de resultados similares utilizando RICEWQ vy

autoRICEWQ sugiere la diferencia entre la simulacién con lo acontecido en campo no se

deberia a un error de sintaxis en el ingreso de datos.

Sin embargo, surguen nuevas hipotesis para explicar las diferencias obtenidas con los
resultados medidos en campo. Es probable que algun dato sobre el sitio de estudio sea
gobernante en los calculos realizados por el modelo, pero al ser de cddigo cerrado no es
posible chequear su estructura. Esto refuerza la necesidad de calibrar los modelos

predicitvos en base a datos experimentales del sitio donde se busque aplicar.

Por otro lado, al realizar una busqueda bilbiografica sobre simulaciones realizadas con

RICEWQ, en los casos encontrados la aplicacion de plaguicidas se realizé luego del incio
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de la inundacién (Tabla 6.4). El manual del modelo, para estos casos solo indica que la
variable SNK (fraccion de plaguicida interceptada por el agua e inmediatamente
transformada a producto inocuo) sea cero (Williams et al., 2014), lo cual fue tenido en
cuenta. Quizas sea necesario realizar ajustes en las formulas de caluclo de modelo para

poder simular escenarios de barbecho quimico que son previos a la inundacion.

Tabla 6.3:Referencias bibliogrdficas donde se aplica el modelo RICEWQ

Lugar del Plaguicida Fecha de inicio F?Ch?,de
. . . aplicacion de
Trabajo estudio simulado del riego olaguicida
Christen et al., 2006  Australia Molinato 6/10/2001 17/10/2001
Pereira et al., 2017 Portugal Imidacloprid 19/6/2013 16/7/2013
Williams et al., 2014 Manual Ejemplo 4/6/1991 5/6/1991
Wang et al., 2019 EJ’;?;;’: Tiobencarb 11/5 30/5
Diazinon,
Butaclor,
2,4-D,
Jin et al., 2016 Corea Carbaryl. 1/5 22/7
Oxadiazona
Clorpirifos
metil

6.1.4 Conclusiones

Se realizaron pruebas de simulaciéon para calibrar el modelo RICEWQ bajo las
condiciones dadas en el ELP para la zafra 2019/2020, tanto utilizando su version original
como el gestor autoRICEWQ. En ambos casos, no se logré una concordancia adecuada
con los resultados experimentales, ya que las simulaciones indican la presencia de
[dmina de agua y degradacidén de GLY antes del inicio del riego por inundacion. Esto
podria atribuirse a que las ecuaciones gobernantes del modelo no contemplan la
aplicacion directa de plaguicidas sobre el suelo, o también podria existir algun factor

determinante en las condiciones del sitio que esté afectando los resultados simulados.

Dado que las simulaciones ofrecen la posibilidad de evaluar diversos escenarios al
modificar la gestidn del cultivo, se considera necesario seguir trabajando en el ajuste del

modelo para simular de manera precisa el destino ambiental de plaguicidas utilizados
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como barbecho quimico. Otra via para el ajuste podria implicar la calibracién con
plaguicidas aplicados luego de haber comenzado el riego, lo cual no ocurrid en la zafra

estudiada.

Se reconoce la necesidad de obtener un mayor entendimiento sobre la implicancia de
las variables empleadas por el modelo y establecer contacto con investigadores que
hayan trabajado previamente con él, lo que podria contribuir significativamente al

proceso de ajuste.
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Specification table

Subject Area; Environmental sciences
More specific subject area; Pesticide residues in environment
Method name; Glyphosate and AMPA in freshwater and soil by FMOC derivatization and

fluorescence and tandem mass spectrometry detection
Name and reference of original I1SO 21458:2008 (glyphosate and AMPA in water)
method;
Resource availability; Not applicable

Method details
Chemicals and reagents

Glyphosate (GLY) (99.4%), aminophosphonic acid (AMPA) (99%) and glyphosate-FMOC (GLY-FMOC
std) (98%) reference standards and the derivatizing reagent FMOC-Cl (9-fluorenylmethoxycarbonyl
chloride, 99%) were purchased from HPC Standards GmbH (Cunnersdorf, Germany). HPLC-grade
dichloromethane (DCM) acetonitrile (MeCN) and methanol (MeOH) were supplied by Merk
(Darmstadt, Germany). Ultrapure water was obtained from a Smart2Pure 3 UV from Thermo Scientific
(Massachusetts, EEUU). Stock solutions of GLY and AMPA were prepared with ultrapure water from
the standard substances at 2000 mg L-'. Working solutions were prepared by appropriate dilution
of the stock solutions in ultrapure water. The derivatizing solution was prepared in MeCN at 6 g
L' (23 mM) of FMOC-CI. The working and derivatizing solutions were stored in darkness at 4 +/-2°C.
Sodium borate decahydrate (Na,B,0; 10H,0), potassium dihydrogen phosphate (KH,PO,4), ammonium
acetate (NH4CH;CO;) and ammonium hydroxide (NH4OH) of analytical grade were supplied by Carlo
Erba (Cornaredo, Italy). Solutions of these reagents were prepared separately in ultrapure water at the
following concentration levels: 100, 10, 1.0, 0.50 mg L.

Sampling, sample storage and blank samples

Blank samples of freshwater were obtained from a productive field located in a natural pasture
livestock area (34°15'29"S 54°5709.9"W). Soil blank samples were taken from an agricultural field
(33°6'23"S, 54°10'24" W) where GLY applications have never been made. In addition, the absence
of GLY and AMPA in both matrices was experimentally verified by both LC-FLD and LC-MS/MS. Full
characterization of Eastern Uruguay soil matrix is described in previous works [1,2].

A representative portion sample of approximately 500 g soil sample is taken. The sample is
reduced by grinding and quartering to obtain a homogeneous test sample of approximately 40 g
which is freeze-dried and stored in polyethylene bags at -18°C until analysis. A representative test
sample of 40 mL of water is obtained in 50 mL polypropylene centrifuge tubes and frozen at -18°C
until analysis. All subsamples should be kept in darkness until analysis. No evidence of degradation
was found when re-analyzing samples after 3 months of frozen storage.

Sample treatment for freshwater samples

1) Transfer a 3.0 mL aliquot of freshwater into a 50 mL centrifuge tube and sonicate in an
ultrasonic bath for 3 min.

2) Add 0.5 mL of Na,B,0; 25 mM solution; 0.5 mL of FMOC-Cl 6.0 g L-! (0.023 M) and 0.5 mL of
MeCN. Shake and vortex for 30 s.

3) Let it react for 1 hour at room temperature (22 +/- 3 °C)

4) Add 4.5 mL of DCM. Shake and vortex for 30 s.

5) Filter 1.0 mL of supernatant through a PVDF 0.45 pm filter and collect into a 2.0 mL screw-cap
vial for LC-FLD and LC-MS/MS analysis
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Sample treatment for soil samples

1) Weight 5.0 g of freeze-dried soil sample into a 50 mL centrifuge tube, add 10 mL of KH,PO, 0.1 M
solution and sonicate in an ultrasonic bath for 30 min.

2) Centrifugate at 4000 rpm for 5 minutes, filter 2.0 mL of supernatant through a PVDF 0.45 pum filter
and add 2.0 ml of Na,B,0; 0.1M.

3) Transfer a 3.5 mL aliquot into a 50 mL centrifuge tube and add 0.5 mL of FMOC-Cl 6 g L-! and 0.5
mL of MeCN. Shake and vortex for 30 s.

4) Let it react for 1 hour at room temperature (22 +/- 3 °C)

5) Add 4.5 mL of DCM. Shake and vortex for 30 s.

6) Filter 1.0 mL of supernatant through a PVDF 0.45 um filter and collect into 2.0 mL screw-cap vials
for LC-MS/MS analysis

A general analytical workflow for both matrixes is found at Fig. S1.
Liquid chromatography-fluorescence detection

A Thermo Scientific Ultimate 3000 LC coupled to a fluorescence detector Thermo Scientific FLD
3400RS was used for LC-FLD analysis of GLY and AMPA in freshwater samples. A Thermo Scientific
Hypersil Gold C18 (250 mm x 4.6 mm id. 5 pm) column was used. The column oven temperature
was set at 30°C. The mobile phase consisted of (A) 5 mM ammonium acetate buffer (pH=9.5), pH is
adjusted with a diluted solution of NH4OH, and (B) LC grade MeCN. The separation was performed
at 1mL min-! with the following elution program: starts at 5% B, gradually changing until 19% B at
6 minutes and stable for 4 minutes, then to 95% in 2 minutes and keep stable for 7 minutes. The
program ends by decreasing the acetonitrile (B) to 5% for column stabilization. The injection volume
was 10 pL. For syringe cleaning, we used a 1mL washing volume of MeOH after each injection. The
detector was operated at fixed wavelengths (A excitation: 270 nm, A emission: 315 nm), the FLD
acquisition was programmed from 5 to 10 minutes with a sensibility factor of 2 (for GLY) and between
10 and 13 minutes a sensibility factor of 3 (for AMPA). Chromeleon v.7.2.9 software from Thermo
Scientific was used for instrument control and data processing.

Liquid chromatography-tandem mass spectrometry

LC-MS/MS analysis was performed with an Agilent 1200 LC (Agilent Technologies, Palo Alto,
USA) system coupled to an AB Sciex 4000 QTRAP (Concord, Canada) quadrupole linear ion trap
tandem mass spectrometer operated in scheduled MS/MS mode. The system was equipped with an
electrospray (ESI) source Turbo V operated on negative ionization mode. A ZORBAX Eclipse XBD-
C18 (150 mm x 4.6 mm id. 5um) column from Agilent Technologies was used. The separation was
performed at 20°C using the same mobile phase and gradient from LC-FLD analysis with a constant
flow rate of 0.6 mL min-'. The injection volume was 5 L. Tandem MS detection was performed using
the multiple reaction monitoring (MRM) mode with negative ESI- mode. The optimal MRM conditions
were optimized using direct infusion in the ESI-. Source temperature was 500°C, ionization voltage
was 5000V, curtain gas was nitrogen at 20 psi and the nebulizer gas was nitrogen at 50 psi. Scheduled
MRM was used with a 90 s detection window covering the expected retention time (Rt (min)) of both
analytes. Analyst v 1.7.1 was used for instrument control and data processing. Table 1 describes the
spectrometric conditions.

Optimization of instrumental conditions

We tested LC-FLD and LC-MS/MS performance. LC-FLD is a highly disseminated analytical
instrumentation whereas LC-MS/MS is a standard and robust technique in most residue laboratories.
Due to the amphoteric characteristics of GLY and AMPA, we evaluated different mobile phase
conditions. In the bibliography, the use of gradients in an acidic medium with the addition of formic
acid (FA) [3] or a basic medium such as ammonium acetate solutions can be found [4-6]. We
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Table 1
LC-MS/MS conditions for both compounds. Rt: retention time; DP: declustering
potential; CE: collision energy.

Analyte Rt Precursor Product DP (V) CE (V)
(min) ion (m/z) ion (m/z)
GLY-FMOC 6.5 390 168 -35 -17
6.5 390 150 -35 -36
AMPA-FMOC 105 332 110 -30 -11
10.5 332 136 -30 -23
14000000 - AMPA-FMOC
12000000 —
10000000 ~
8000000 ~ GLY-FMOC
6000000
4000000
. Interferent 2
2000000 Interferent 1
0 -
Y T Y T v T
5 6 7 8 9 10 11 12 13
Time (min)

Fig. 1. LC-FLD chromatogram of a freshwater sample at 5 pgL-! GLY (Rt=8.3 min) and AMPA (Rt=11.8)

selected mobile phase conditions proposed by Ramirez et al. [5], in which pH = 9.5 allows GLY-
FMOC and AMPA-FMOC in their anionic form, ensuring an early elution of the compounds of interest
and increasing the Rt (min) of neutral interferences and FMOC by-products. This mobile phase also
obtained a good chromatographic resolution (Rs) with respect to the closest interferences of the signal
peaks of GLY-FMOC (Rs=13.97) and AMPA-FMOC (Rs=2.33), as shown in Fig. 1.

Retention time is pH sensitive. A soft variation of the pH of the mobile phase and Rt (min) shift
was found, probably due to the volatilization of NH; during prolonged analytical sequences (see Fig.
S2). Therefore, the accuracy of pH adjustment of the mobile phase and its daily preparation is critical
in reducing the variability in the Rt (min) of every analytical batch.

Both GLY-FMOC and AMPA-FMOC are prone to carry-over effects at the injection module. This
problem is minimized by using LC grade MeOH as cleaning solvent of the injection system. We also
increased the flushing volume used for cleaning between injections to 1 mL after each injection. After
the elution of analytes, the mobile phase gradient has a final stage in which the composition of
organic solvent is maximized to wash the column and tubing of the derivatization by-products. The
used FLD allows the use of different acquisition channels with variable wavelengths and sensitivity
factors of the photomultiplier. These factors were adjusted for each analyte, being necessary to use
a higher sensitivity factor for AMPA-FMOC detection compared to GLY-FMOC detection. Then, a good
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detectability was obtained for both compounds. In the case of soil, FLD detection enables GLY-FMOC
determination solely. Interferences of soil-matrix reaction by-products with the same Rt (min) as
AMPA-FMOC were present. The chromatographic conditions for LC-MS/MS were identical to those
selected for LC-FLD (See LC-MS/MS chromatogram in Fig. 2). In this case, due to the higher selectivity
of MS/MS, the long-lasting washing stage of the LC column was shortened to reduce the running
time. LC-MS/MS acquisition conditions for both compounds are shown in Table 1 for the ESI negative
ionization mode. These MRM conditions were optimized using GLY-FMOC y AMPA-FMOC prepared
separately at the laboratory with a concentration of 1 mg L-".

Optimization of sample preparation

The use of glassware is not recommended since documented losses by adsorption [7]. We used
plastic disposable materials whenever possible and glass vials after derivatization.

Different methods for GLY and AMPA analysis using FLD detection have been reported [5,7,8].
These are generally based on fundamentals of two official methods for GLY and AMPA determination
in water: (i) ISO 21458:2008 which proposes derivatization in basic medium prior to chromatographic
separation, detecting GLY-FMOC and AMPA-FMOC derivatives [7] and (ii) US EPA Method 547 proposed
in which derivatization is performed post-chromatographic separation followed by FLD detection [9].
In this work, optimization was inspired by ISO 21458:2008 scheme. Table 2 shows different reported
methods in water and soil by means of FMOC derivatization. As seen, different reports use varied
customizations in chemicals and experimental conditions of analysis but also instrumental techniques
including chromatographic conditions such as chromatographic columns, mobile phases, pH of mobile
phases ranging from acidic to basic media but also polarities of ESIL

Here, we combined sample preparation steps proposed by Demonte et al., 2018 for freshwater
samples [3], the sample preparation proposed by Lupi et al., 2019 for soil samples [10] and combined
LC-FLD and LC-MS/MSM analysis proposed by Ramirez et al, 2014 [5]. Demote et al. 2018 proposed
a methodology to determine GLY and AMPA in groundwater. In that case, a preconditioning step
by strong acidification of sample with HCl is mandatory to reduce the interaction of multivalent
cations with the amphoteric behavior of GLY and AMPA [3]. In our study, we tested superficial
freshwater from rivers and finally we have avoided this tedious step. Furthermore, this simplified
strategy was tested in different freshwater sources without evidence of matrix disturbance if avoiding
acidification pretreatment. Other reports present some important differences, mainly in the time and
temperature required for the derivatization reaction with FMOC-Cl. Some authors have performed
the derivatization with FMOC-CI from 30 min [6] to overnight reaction [10]. We evaluated optimal
conditions for reaction at 3 different temperatures (22°C, 30°C and 45°C) and reaction times (30, 60
and 120 minutes). After 60 mins reaction, no significant differences were found in the areas obtained
for treatments (ANOVA test, p = 0.51; a 0 5%). Then, the most favorable conditions for a laboratory
workflow have been selected, leaving the reaction at room temperature (22°C +/- 3°C) for 60 minutes
(Fig. S2). These conditions are of paramount importance for a high throughput routine method for
GLY determination. As clearly concluded from Table 2, most reports overestimate the derivatization
duration.

The stability of GLY-FMOC and AMPA-FMOC derivatives has been reported for 10 days [11].
However, we evidenced soft losses in peak height and area when analyzing the vials day-to-day. After
7 days of reinjection of calibration curve vials stored at room temperature in the dark, we found a
decrease in GLY-FMOC area of 5.0% while for AMPA-FMOC it was 10%.

Based on these results, we recommend making fresh batch sequences that include blanks,
calibration standards, quality controls and testing samples and analyzing them in the same analytical
sequence.

Other minor changes to ISO 21458:2008 includes the use of DCM instead of diethyl ether in the
cleanup step [7]. DCM is denser than an aqueous solution. Therefore, it enables a rapid separation of
layers and direct sampling of aliquots from the upper phase.

We performed the validation using external calibration. This can be successfully performed with
proper representative blank samples. Instead, ISO 21458:2008 suggests a standard addition method.
In preliminary experiments, we studied LC-FLD selectivity and specificity in natural freshwater and
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Fig. 2. LC-MS/MS chromatogram of a freshwater sample fortified at 5 ugL' GLY (Rt=6.4) and AMPA (Rt=10.2)
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Table 2
Comparison of analytical techniques for the detection of GLY and AMPA in soil and water by FMOC-CI derivatization. DV: derivatization; FA: formic acid; NH4Ac: ammonium acetateMethod
validation
Matrix Analyte Sample preparation Instrumental system Chromatographic column and Maobile Quantitation approach LOQ Occurrence in real Reference
phase samples
Soil GLY 5 g sample + KHyPO4 + NayBg07 40 LC-MS/MS positive  C18 (50 mm x 2.1mm i.d. 1.7um) gradient LIS 1.2-13¢ 5N (GLy) 10 pg kg~! 35-1502pg kg~ [4]
AMPA mM + FMOC-CI (overnight DV) ESI of A} MeOH B) NH4Ac 5mM 10 pg wml_ 299 - 2296 pg _ﬁl_
Fresh water oLy 2 mL sample + KH,PO, + Na,B,04 40 05ugL-1 05-76pgL-1
AMPA mM + FMOC-CI (overnight DV) 0.5ugL-! 05-26pgL-!
Groundwater GLY 3 mL sample + HCl + KOH + Na;B407  LC-MS/MS positive ~ C18 (100 mm x 2.1 mm id. 1.8um) s 12-3¢ BN Ly) 12 5N 0.6 ug ! 06-13pgl~! [3]
AMPA 40 mM + FMOC-Cl + MeCN (2hs DV} +  ESI gradient of AJH,0:MeCN(98:2)+0.1%FA (AMPA)
DCM cleanup B)MeCN+0.1%HCO,H
0.2 :m_.l_ 02-6.5pg -1
Freshwater, GLY and 3 mL sample + HCl + KOH + NayB407  LC-FLD C18 (250 mm x 3 mm i.d. 5pm} gradient EC Not reported Not reported 7]
tap water AMPA 50mM + DEE + MeCN + FMOC-Cl (1h of A) KH,PO4 2mM (pH=7) B) MeCN
and groundwater DV} + H4PO5 (stop reaction). DEE
cleanup
Soil GLY 5g sample + KH,PO4 0.IM + NayB40;  LC-MS/MS positive €18 (50 mm x 2.1mm i.d. 1.7um) gradient [LIS 12-13¢ 5N (GLY) 0.9 ug xmL 09-13pg xmu_ [10]
AMPA 0.IM + FMOC-CI (overnight DV). DCM ESI of A} MeOH B) NH4Ac 5mM 0.9 ug kg1
cleanup
Rainwater oLy 2mL sample + KHyPOy4 0.IM + NagB,407 0.75 ng L1 075-25pgL~!
AMPA 0.1 mM + FMOC-CI {overnight DV). DCM 0.75 pg L1 075-7.1 pg L1
cleanup
Water GLY 20 ml sample + freeze LC-FLD-MS/MS C18 (150 mm x 4.6 mm id. 5um) gradient EC 0.058 pg L1 044 - 599 pg L1 [5]
AMPA drying + NayB40; 25 mM + EDTA+ of A) MeCN B) 5SmM NH4Ac 0108 pg L-1  115-909 pg L1
FMOC-Cl (3h DV). Without cleanup
Fresh water CLY 1 mL sample + z& thq 400 LC-MS C18 (75 mm x 4.6 mm id. 3um}). gradient [|s 12-3¢c 15§ (GLY) 1ug -1 175 - 125 ng -1 [6]
AMPA mM + FMOC-Cl +MeCN (overnight DV) of A) MeOH B) NHz4Ac 5Mm 1pg L1 1-48pgL-!
Sub surface soil ~ GLY 2 g sample +KOH 0.6 M + HCl + LC-MS/MS negative  C18 (150 mm x 2.1mm id. 3.5um) s 1.2-3¢ 15§ (GLY) 1Bc 15y 50ng rmL 200 - 2129 pg xml_ [12]
AMPA NayB40; 5% + FMOC-CI + MeCN (30 ESI gradient of A) NHgAc 5SMm (pH=9) B} (AMPA) 50 ng kg~! 110 - 1270 pg kg~
min) + FA conc. MeOH:H,0 (9:1)
Tap water GLY 1 mL sample + Na,B,05 5% + FMOC-CI 10pgL-1 170 - 2900 pg L}
AMPA + MeCN (30 min) + FA 10pgL-1 10 - 80 g L-!
Fresh water GLY 5 mL sample + NayB405 LC-MS)MS negative  C18 (150 mm x 2.0 mm id. 5um) gradient s 12-13¢ 15N (cLy) 13¢ 15N 0.005 g ! 0005 - 25 pg L~ ! [13]
AMPA 0.IM + FMOC-CI (overnight DV) + online ESI of A} (NHy),CO5 B) MeOH (AMPA) 0.005pg L1 0005-26pg L~}
SPE
Soil GLY 5 g sample +KH,P0O, 0.1 M + NayB,40; LC-MS/MS negative  C18 (150 mm x 46 mm i.d. 5um), EC 50 ng kg~! 50 - 825 ug kg—! This work
AMPA 0.1M + FMOC-CI +MeCN (1h DV).DCM ESI gradient of A) MeCN B) NH4Ac TmM 50 ug xml_ 238 - 1182 g xml_
cleanup (pH=9.5)
Fresh water GLY 3mL sample + NayB407 25 LC-FLD C18 (250 mm x 4.6 mm, i.d. 5um) 0.25 pg -1 025 - 146 ng -1
AMPA mM + FMOC-Cl +MeCN(1h DV)-DCM gradient of A) MeCN B) NHzAc 1mM 1pg L1 1-366pg L1
cleanup (pH=9.5)
GLY LC-MS/MS negative  C18 (150 mm x 46 mm, id. 5pm), EC 1ug -1 -
AMPA ESI gradient of A) MeCN B) NH,Ac 1mM 1pg Lt

(pH=9.5)
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Table 3
Figure of merits in freshwater by LC-FLD
Freshwater
LOQ Dynamic range Matrix effect Repeatability RSD
(gL')  (igLl") () (%)
GLY 0.25 0.25 - 100 4 4
AMPA 1 1- 100 4 4

Table 4
Figure of merits in freshwater and soil by LC-MS/MS
Freshwater Soil
LOQ Dynamic range Matrix Repeatability LOQ Dynamic range Matrix Repeatability
(ngl™") (ngl™h) effect (%)  RSD (%) (g Kg~') (ngKg™") effect (¥)  RSD (%)
GLY 1 1-100 03 5 50 50 - 1000 -90 12
AMPA 1 1-100 -16 3 50 50 - 1000 -88 12

ultrapure water samples. LC-FLD linearity was tested for GLY in the range 0.25 to 100 pug L-! and
between 1 to 100 pg L' for AMPA. Calibration curves of GLY-FMOC and AMPA-FMOC are obtained by
spiking GLY and AMPA at different levels. These calibration standards are subjected to the complete
analytical procedure, so they are finally corrected by the recovery. For LC-FLD, the lowest calibration
level (LCL) with a signal-to-noise ratio (S/N) > 10 was selected as the limit of quantification (LOQ).
LOQ was 0.25 pg L-! for GLY and 1 pg L-! for AMPA. The matrix effect (ME (%)) in freshwater for
both compounds was 4.0%. Instrumental repeatability was analyzed in triplicate at the 10 pg L' levels,
obtaining a relative standard deviation (RSD, %) at the Rt (min) of 0.16% for both compounds. Intra-
day repeatability was 4.0% for both compounds for one analyst. In the case of inter-day repeatability,
the procedure was performed by two different analysts after one week. In this case, the RSD for GLY
and AMPA were 5.0%. Table 3 shows the validation results obtained for water analysis by LC-FLD.

Here, we tested LC-FLD and LC-MS/MS in both freshwater and soil. LC-FLD identification is based
on Rt (min) only. On the other hand, LC-MS/MS enables the identification of GLY and AMPA based on
Rt (min) of highly specific ions of GLY-FMOC and AMPA-FMOC and their relative ion abundance. For
freshwater analysis, detection by FLD was found to have higher sensitivity than MS/MS, reaching also
lower LOQ values in the case of GLY.

For soil matrix, LC-FLD enabled GLY-FMOC analysis, but irresoluble chromatographic peaks overlap
AMPA-FMOC peak. Different additional cleanup steps and chromatographic columns were tested
without promising results. Considering the lack of specificity of AMPA-FMOC for soil analysis by LC-
FLD, validation of GLY and AMPA residues in soil was performed by LC-MS/MS solely.

In the case of soil, linearity was tested for both analytes in the range 50 ug kg-! to 1000 g
kg-1 for LC-MS/MS. Similarly, to freshwater samples, the calibration curves are corrected by analytical
recovery. Here, LCL was selected as LOQ at 50 pg kg-'. The intra-day repeatability was evaluated for
one analyst (n=4) being 4.0% for both compounds. The inter-day repeatability was performed by two
different analysts with one week of difference obtaining an RSD of 12.0% for GLY and 13.0% for AMPA.
Table 4 shows the validation results obtained for soil analysis by LC-MS/MS. Strong ion suppression is
found in the soil matrix for both derivatives. ME (%) was estimated at -90% and -88% for GLY-FMOC
and AMPA-FMOC, respectively. Based on these results we recommend the use of matrix matched
calibration for soil analysis. One of the main difficulties is the use of GLY-FMOC and AMPA-FMOC
standards. Only analytical grade GLY-FMOC standard is currently commercially available, which was
additionally found to be unstable in aqueous solution. The sensitivity obtained with the reference
standard was lower than that achieved by fresh derivatization of GLY.

Our approach relies on the use of external calibration of GLY and AMPA via a calibration function
of FMOC derivatives prepared with blanks and spiked samples. On the other hand, other reports for
MS/MS use isotopically labeled internal standard (ILIS) (see Table 2) [3,4,6,10,12].
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This study highlights the complementarity of FLD and MS/MS for freshwater analysis in terms of
qualitative and quantitative capabilities. However, the lack of selectivity of FLD for AMPA analysis in
soil represents the main drawback. FLD offers a sensitive, robust and cost-affordable approach for
laboratories looking for GLY analysis under a routine environment.

Of potential interest, can be the serial detection by FLD and MS/MS in one single instrumental
setup. Online serial detection will support FLD determination and rapid GLY confirmation via selective
MS/MS ions. FLD presents additional benefits in GLY quantitation in freshwater offering lower LOQs
which might be relevant for environmental research studies. However, both online and offline
workflows should be supported by routine MS/MS based confirmation of residues. A comparison of
reported LOQs for different reported techniques using FMOC derivatization is presented in Table 2.
As seen, competitive and fit-for-the-purpose LOQs are obtained from this study under both FLD and
MS/MS conditions.

Application to real samples

This analytical methodology was applied to soil and irrigation water samples from an experimental
rice field with the objective of understanding the dynamics of glyphosate and its metabolite AMPA
during the productive cycle (See exemplary Fig. S4). In this experimental field, GLY is applied before
seeding. This method was employed to quantify GLY and AMPA in 153 freshwater samples and 75
soil samples, obtaining results in water ranging from LOQ to 14.6 ug L-! for GLY and 36.6 ng L-! for
AMPA. In the case of agricultural soil samples, residues ranged from LOQ to 825 ug kg-! for GLY and
238 to 1182 ug kg-' for AMPA. From these results, it was possible to study and characterize the decay
of GLY under experimental field conditions.
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Abstract
Glyphosate is a non-selective herbicide of current controversial about toxicological safety for humans and the environment.
Here, we present an updated chapter on glyphosate toxicological data and recent environmental concerns.
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Key points
® Glyphosate is broad-spectrum herbicide used in GMOs and non-GMOs production.
® Glyphosate is the most used herbicide worldwide.
® Main toxicological data of glyphosate in humans, animals, and environment
® Controversy over probable carcinogenic toxicity
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Chemical profile

® Registry numbers: different registry numbers might be found for glyphosate and its salts.
e Synonyms: Glyphosate, N-(phosphonomethyl)glycine, glycine, N-(phosphonomethyl)-.
® Molecular Formula: C;HgNOSP (see Table 1 for additional details)

® Chemical structure:

2w 9
HO/FVN\)J\OH

HO

Introduction

This chapter summarizes the main toxicological and ecotoxicological data on the broad-spectrum herbicide glyphosate. This
compound has been extensively studied for acute and chronic toxicology to humans, animals, and non-target species. Glyphosate
can be found in different chemical forms as free acid or salts shaping glyphosate-based herbicides (GBHs). Glyphosate was
traditionally considered a relatively low toxicity pesticide. However, since its raised controversy in 2015 due to probable carcino-
genesis a toxicological re-evaluation has been given by food safety and environmental agencies as well as independent researchers.

Summary of physicochemical properties

See Table 2

Mass spectrometry identification

Glyphosate behave as an ionic compound and its analysis is troublesome. It can be analyzed by LC-MS in both negative and positive
electrospray ionization (ESI).
Ionization Mode and MS/MS transitions.

Table 1 Glyphosate and its salts. Data extracted from IUPAC Footprint, 2023.

Name CAS Molecular Formula Molecular Weight (g/mol)
Glyphosate (so-called glyphosate acid) 1071-83-6 C3HgNOsP 169.07

Glyphosate isopropylamine salt 38641-94-0 CgHy7N,05P 228.19

Glyphosate sesquisodium salt 70393-85-0 CgHi13N2Nas040P2 404.09
Glyphosate-trimesium 81591-81-3 CsH;6NOsPS 245.23
Glyphosate-dimethylammonium - CsHy5N,05P 2145
Glyphosate-diammonium 69254-40-6 C3H;4N;05P 203.13
Glyphosate-monoammonium 114370-14-8 C3Hq1N20sP 186.10
Glyphosate-monopotassium 39600-42-5 CsH;KNOsP 207.19
Glyphosate-sodium 34494-03-6 CsH;NNa0sP 191.06

Table 2 Physicochemical properties of glyphosate. Data extracted from IUPAC Footprint Data Base, 2023.

Chemical group Glycine derivative

Appearance Colorless crystals

Average Mass 169.1 g/mol

Density 1.71 ¢/mL

Water solubility 100,000 mg/L at 20 °C

Solubility in organic solvents 0.6 mg/L in acetone, xylenes and ethyl acetate at 20 °C
Dissociation constants 2.34;5.73

Vapor pressure 0.0131 mPaat 20 °C

Henry's law constant 2.10 x 10~ Pam® mol™'

Melting point 189.5°C

LogK gy -6.28

Acidic/Basic properties Acidic and basic properties (potentially cationic and anionic compound)
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ESI(-)  [M-H|]™ 168> 063|168 > 150|168 > 81
ESI(+) [M+H" 170 >88]170 > 60| 170 > 124

History/background

Glyphosate is a key component in multiple commercial herbicides utilized for controlling weeds. It was first synthesized in 1950
and initially patented as a chemical chelator, with the ability to bind metals like calcium, magnesium and manganese. Later on, it
was discovered that its chelating properties could inhibit an enzyme involved in the biosynthesis of three important aromatic amino
acids (phenylalanine, tyrosine and tryptophan) in plants, which paved the way for glyphosate’s use as a broad-spectrum herbicide
(Richmond, 2018).

In 1974, Monsanto Company launched Roundup™, a product that contains glyphosate as the active ingredient. Initially,
Roundup™ was employed for weed management in farming, landscaping, power lines and railway tracks. Other brands that
contain glyphosate include WeatherMax, UltraMAX, Buccaneer, Razor Pro, Rodeo and AquaMaster. Glyphosate is available in
different chemical forms, such as isopropylamine salt, ammonium salt, diammonium salt, dimethylammonium salt, and
potassium salt. Some crops, such as soybeans and cotton, have been genetically modified (GMOs) to be resistant to glyphosate
(Roundup Ready™), thereby increasing the use of glyphosate as a post-emergent herbicide (Gillezeau et al., 2019).

There are conflicting opinions among various regulatory bodies, such as the US Environmental Protection Agency (EPA), the
European Food Safety Authority (EFSA), and the International Agency for Research on Cancer (IARC) regarding the potential of
glyphosate-based herbicides (GBHs) to cause human cancer. IARC has classified glyphosate as “probably carcinogenic to humans
(Group 2A)" in 2015. In February 2020, EPA published the Glyphosate Interim Registration Review Decision (ID) and concluded
that there are no risks of concern to human health when used according to the label and that glyphosate is unlikely to be a human
carcinogen (Benbrook, 2018; EPA, 2022).

However, glyphosate ID identified potential ecological risks to non-target organisms (primarily non-target plants through
spray drift) and implemented interim risk mitigation measures. In March 2020, the glyphosate ID was challenged in court and
the ULS. Court of Appeals for the Ninth Circuit eventually vacated the human health portion of the ID in June 2022 and imposed an
Oct, 1, 2022 deadline for the EPA to issue a new ecological portion. EPA has determined that it is unable to finalize a new ecological
portion by the imposed deadline due to the time needed to address the issues and comply with the Endangered Species Act (ESA).
The EPA is currently undergoing formal ESA consultation with the U.S. Fish and Wildlife Service and the National Marine Fisheries
Service and must complete this consultation and respond to an administrative petition before issuing a final registration review
decision. The EPA's scientific findings regarding glyphosate's safety, including its conclusion that it is not likely to be carcinogenic to
humans, remain unchanged. The EPA intends to revisit and better explain its evaluation of the carcinogenic potential of glyphosate
and to address the issues raised in the remand, including analyzing the in-field effects of glyphosate on monarch butterfly habitats
and determining if additional risk mitigation measures are necessary (EPA, 2022).

Uses

Glyphosate is a systemic, non-selective and broad-spectrum herbicide used in a wide range of cropping, utility, and industrial
situations to for broad-spectrum control of weeds and grasses. Itis used to control annual and perennial weeds, broad-leaved weeds,
and grasses. It is used in GMO and non-GMO crop production. When used in glyphosate resistant GMO (particularly soybean,
cotton, and maize) it is used as post-emergent herbicide.

Exposure and exposure monitoring
The main exposure pathways include:

1. Agricultural uses: glyphosate is widely used as an herbicide in agriculture to control weeds, and it can be released into the
environment through spray drift, runoff into water sources, and soil erosion.

2. Residential and commercial uses: glyphosate is also used in residential and commercial settings to control weeds in lawns,
gardens, and parks.

3. Manufacturing processes: the production and use of glyphosate-based products can contribute to environmental contamination
through the release of the chemical during the manufacturing process.

4. Waste disposal: glyphosate can be released into the environment through improper disposal of waste containing the chemical.

The primary ways of exposure to glyphosate include:

1. Ingestion: Glyphosate can contaminate crops, food, and water sources, leading to oral exposure through consumption.
2. Dermal exposure: Direct skin contact with glyphosate can occur during the application process or when handling contaminated
products.
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3. Inhalation: Inhalation exposure to glyphosate can occur during the application process or when working in an environment
where glyphosate is present.

4. Indirect exposure: Indirect exposure to glyphosate can occur through consumption of contaminated products, such as meat and
dairy products from animals that have been fed glyphosate-treated crops.

Environmental exposure

Due to improper application practices and excessive spray, the widespread presence of glyphosate has been observed in both aquatic
and terrestrial environments. In many studies, glyphosate has been detected in soil, crop products, animals consuming these
products, humans, freshwater, and the organisms living therein.

When glyphosate is used as a foliar spray to control weeds, it can spread to various soil pools and unintended locations. This can
happen through runoff from the foliage, accidental spray drift, the decay of plants treated with glyphosate, and exudation from the
roots. Additionally, even undamaged roots of crops that are tolerant to glyphosate can release the substance as exudates (Kanissery
et al, 2019).

The primary route for herbicide precipitation from the atmosphere is considered to be wet deposition. It can be by dissolution in
rainwater for compounds in vapor phase or by particle washout.

The presence in the atmosphere of glyphosate through rain (main climatic phenomenon associated with wet deposition) was
investigated in Argentina. In >80% of the rain samples (n = 112), glyphosate was found at levels ranging from 1.24 to 67.3 pg/L
(median-to-maximum concentration). It was also detected in soil samples (n = 58); 41% presented a concentration in the range
102-323 pg/kg. The maximum glyphosate concentrations quantified in rainwater exceeded the previously reported levels for USA
and Canada (Alonso et al., 2018).

The fate of glyphosate in soil is complex and attributed to mineralization, degradation, immobilization, and leaching.
It degrades at a relatively rapid rate in most soils, with a half-life estimated to be between 7 and 60 days. Glyphosate has the ability
to dissolve in water, but under certain conditions, it also attaches to soil particles, particularly in clay soils. The degree to which
glyphosate adheres to and is released from the soil varies depending on factors such as soil composition (clay, sand, or gravel),
temperature, and moisture. In sandy soils, it may quickly be washed away, but in soils with high clay content, it may persist for over
a year. Even when bound to soil particles, it may eventually dissolve back into the soil water, for instance, in the presence of
phosphates.

In 2018, Silva published the first large-scale assessment of the distribution of glyphosate and its metabolite AMPA in the
agricultural topsoil of the European Union. The study tested 317 EU topsoils and found that 21% of them contained glyphosate
while 42% contained AMPA, with a maximum concentration of 2 mg/kg in both cases. The highest frequencies of both compounds
were found in northern soils, while eastern and southern regions were generally free of glyphosate and AMPA, with concentrations
below 0.05 mg/kg. The study also noted that some soils in areas vulnerable to water and wind erosion were contaminated (Silva
etal, 2018).

The use of pesticides can have detrimental effects on the environment, particularly on aquatic species. They are accumulated into
river sediments and water and finally, bioaccumulated in aquatic organisms such as fishes. Several studies showed the presence of
pesticides residues in fish muscle. Lajmanovich et al. (2023) evaluated glyphosate and AMPA levels in Prochilodus lineatus fish
(sabalo) of the Salado River (South America). They found glyphosate and AMPA in a maximum concentration of 187 and 3116 pg/
kg respectively, representing the world highest levels of polar herbicides recorded in fish muscle (Lajmanovich et al,, 2023).

Toxicokinetics

There is little information regarding glyphosate’s toxicokinetics. Zoller et al. (2020) published the first study on glyphosate’s urinary
excretion characteristics in humans after oral consumption of a defined dose (25% of the ADI (Acceptable Daily Intake),
mg kg~' bw). Glyphosate was administered as a real residue present in a foodstuff (homemade falafel dish). Urine excretion
was 0.91% (mean 0.95%) of the administered dose and was 22 times lower than reported in animal studies (20% excretion).
The human elimination half-life calculated was 9 h.

Mechanism of toxicity

The herbicidal mode action of glyphosate involves the inhibition of 5-enolpyruvylshikimate-3-phosphate synthase (EPSPS), a plant
enzyme implicated in the synthesis of aromatic amino acids (phenylalanine, tyrosine, and tryptophan). Scarcity of the enzyme leads
to the deficiency of aromatic amino acids, which affects various metabolic functions of the plant resulting in herbicidal activity (Gill
et al.,, 2018; Williams et al., 2000). EPSPS is not available in animals resulting in a selective target to plants.

102



Glyphosate (N-(phosphonomethyl) glycine) 27

Acute and short-term toxicity
Animals

Reports on acute and chronic toxicity test of glyphosate, formulation and adjuvants in mussels is inconclusive (Bringolf et al., 2007).
Glyphosate and its commercial formulations showed changes in gene expression that suggest damage to kidneys as well as immune
and endocrine endpoints available in fish and mammals (De Maria et al., 2022). European Chemicals Agency (ECHA) classify
glyphosate as toxic to aquatic life (ECHA, 2022). Its toxicological effects in animals have been traced from lower invertebrates to
higher vertebrates (Gill et al., 2018). Glyphosate hits low to moderate acute toxicity to vertebrates and invertebrates (ILIPAC
Footprint, 2023).

Human

Acute toxicity of glyphosate for humans is very low. European Chemicals Agency (ECHA) classify glyphosate as causing serious eye
damage (ECHA, 2022). Glyphosate hits as potential bladder and liver toxicant and potential endocrine issues via disruption of
aromatase activity (IUPAC Footprint, 2023).

Chronic toxicity
Animals

Although the acute toxic effects of glyphosate on fish and mammals are low, the formulated products often are more toxic than
glyphosate itself, and concerns have emerged about chronic effects of the formulated products on human and animal diseases, in
particular various forms of cancer and mental disorders (Van Bruggen et al., 2018). Glyphosate hits low to moderate chronic toxicity
to vertebrates and invertebrates (ILPAC Footprint, 2023).

Human

Glyphosate has a relatively low long-term dietary toxicity, being within the 10% of herbicides with higher ADI (0.5 mg/kg bw)
(Tarazona et al., 2017).

Immunotoxicity

Potential endocrine issues via disruption of aromatase activity are reported (IUPAC Footprint, 2023).

Reproductive and developmental toxicity

Glyphosate status regarding reproductive and developmental toxicity is still not identified (ILUPAC Footprint, 2023).

Genotoxicity

The IARC glyphosate monograph summarizes in-vivo and in-vitro genotoxicity findings in humans, human cells, other mammals

and non-mammals. DNA damage was found in human populations exposed to glyphosate. In the case of in vitro human cell

studies, it induced DNA strand breaks in liver Hep-2 cells, lymphocytes, GM38 fibroblasts among others (IARC, 2015).
Glyphosate cannot be considered as a potent DNA reactive tumor-initiating chemical (Tarazona et al., 2017).

Carcinogenicity

In 2015 glyphosate was categorized by IARC as “probably carcinogenic” (Group 2A). The working group concluded that so far there
was limited evidence of carcinogenesis in humans but showing a relationship between exposure to this pesticide and non-Hodgkin
lymphoma. In addition, animal experiments showed sufficient evidence for the carcinogenicity of glyphosate (IARC, 2015). The
working group relied on peer-reviewed papers, using for the assessment an approach based on hazard identification of both
community and occupational exposure to GBHs and its metabolite AMPA.

On the other hand, after a re-evaluation in 2016, the US EPA concluded glyphosate as not likely to be carcinogenic to humans
(US EPA, 2016) and reiterated this conclusion in 2020 (US Environmental Protection Agency, 2020). This classification is similar to
that provided by the European Food Safety Authority (EFSA) in 2015, also based on a peer review of glyphosate as an active
substance, which concluded that it is unlikely to pose a carcinogenic risk to humans as the evidence does not support its
classification as potentially carcinogenic (EFSA, 2015).
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In summary, glyphosate is currently marked as IARC group 2A- probable carcinogen; US EPA states no evidence to support
classification as human carcinogen and EFSA is still inconclusive to support cancer in humans. This classification is currently under
review by EFSA, and its risk assessment is expected to finish in July 2023.

Organ toxicity

Glyphosate is not considered an endocrine disruptor (EFSA, 2017). Although agencies such as EFSA and EPA have declared no
evidence of potential interaction between glyphosate and metabolic pathways, glyphosate use has been restricted in many countries.
This is due to recent evidence suggesting that GBHs possess certain endocrine disrupting characteristics (Munoz et al., 2021).

However, although many authors have evaluated its role as an endocrine disruptor over the past 30 years, there is no consensus
on its effect on the human endocrine system. Nevertheless, there is evidence that it can induce epigenetic modifications and favor
hormone receptor activity in mammary cell line models, presenting adverse effects on the production of steroid hormones
(estrogens and testosterone) and alter the transport of thyroid hormones across cell membranes (Munoz et al,, 2021).

Clinical management

There is no specific antidote, so treatment is symptomatic and supportive. Since it is unlikely to cause systemic toxicity, intestinal
decontamination is not necessary. If a potentially lethal amount has been ingested, oral activated charcoal may be considered.
Upper gastrointestinal endoscopy should be considered in patients with significant gastrointestinal corrosive effects. Eye contam-
ination should be treated as a chemical exposure by prolonged flushing of the eyes with clean water. Skin contamination should be
treated promptly by washing with soap and water (Bradberry et al., 2004).

Environmental fate and behavior

Glyphosate, being a broad-spectrum herbicide, reaches the environment through both agricultural and residential use. The
degradation pathways in the environment of glyphosate produces aminomethylphosphonic acid (AMPA), glycine and sarcosine,
being AMPA the major metabolite (Fig. 1) (Roberts et al.,, 1998; la Cecilia and Maggi, 2018). Biological degradation is the main
route, being possible in aerobic conditions by soil microorganisms. Degradation under anaerobic conditions is minimal and no
degradation has been detected in sterilized soils (Sun et al., 2019).

Several studies have found glyphosate and AMPA in freshwater and sediments, mainly in basins associated with extensive GMOs
cultivation, where glyphosate applications are repeated over time (Bonansea et al,, 2017; Primost et al.,, 2017; Lupi et al., 2019).
Maximum concentrations were found after rainfall events by runoff (Didoné and Evrard, 2021).

Environmental persistency

The persistence of glyphosate in soil depends on the physicochemical properties of the soil, mainly on the adsorption to the clay
fraction. It is not considered persistent in soil. Glyphosate half-life in soil (DT50, aerobic) varies from 9 to 30 days (Aparicio et al.,
2013, Simonsen et al., 2008; Sun et al, 2019,). Glyphosate is stable to aqueous hydrolysis but suffers aqueous photolysis.
Degradation (DT 50) in water ranges from 3 to 23 days (Desmet et al., 2016; Yadav et al., 2017). On the other hand, its metabolite
AMPA dissipates slower in soil than glyphosate under the same conditions, with a longer half-life, between 23 and 419 days
(Bento et al., 2016; Simonsen et al., 2008; IUPAC Footprint, 2023).
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Fig. 1 Glyphosate transformation products.
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Table 3 Terrestrial and aquatic toxicity (LD50) on selected species.

Endpoint  Concentration (mg L-1)  Exposure duration (Days)  Species Level Source

LC50 >100 4 (acute) Daphnia magna Crustacean IUPAC Footprint (2023)

LC50 14.2 2 (acute) Artemina salina Crustacean de Brito Rodrigues et al. (2017)

LC50 =100 4 (acute) Oncorhynchus mykiss ~ Fish IUPAC Footprint (2023)

LC50 >100 3 (acute) Apis spp. Honeybees IUPAC Footprint (2023)

LD50 10 18 (chronic) Apis spp. Honeybees Castelli et al. (2021)

LD50 >5600 14 (acute) Eisenia foetida Earthworms  IUPAC Footprint (2023)

LD50 >2000 4 (acute) Colinus virginianus Bird IUPAC Footprint (2023)
Ecotoxicology

The toxicity of glyphosate to non-target organisms varies due to different causes. For example, due to its amphoteric characteristics,
glyphosate has shown different effects, being more lipophilic at low pH, favoring cell entry, and may interfere with cell morphology
and cellular absorption (Hedberg and Wallin, 2010).

Ecotoxicology of different glyphosate salts and formulations including its adjuvants is not usually available nor specifically
described in reports. The adjuvants could facilitate penetration through the plasmatic membrane, enhancing the glyphosate action,
and therefore its toxicity. The most common adjuvant of glyphosate commercial formulations is polyoxyethylene amine (POEA)
(Annett et al,, 2014). It has been suggested that the permeation of the cell membrane by POEA similar to that happened in plant
cells, allows the entry of glyphosate into the cytoplasm of animal cells, combining the effects of glyphosate and the adjuvants
present in the formulations. This difference between the toxicity of pure glyphosate and its formulations has also been reported in
fungi. It was observed a significant reduction in spore germination and mycelial growth for the formulations, the results being
variable between species and formulations. Meanwhile, no differences were observed in the effect of glyphosate as pure active
ingredient and distilled water (Morjan et al., 2002).

Furthermore, studies on mesocosms showed that the effect between different formulations is variable, affecting phytoplankton
and the abundance of heterotrophic phytoplankton (Sabioy Garcia et al., 2022). It has also been observed that the acute toxicity of
surfactants to aquatic invertebrates and fish may be similar to the formulations, while the acute toxicity of the technical glyphosate
may be considerably lower (Folmar et al., 1979; de Brito Rodrigues et al., 2017; Delkash-Roudsari et al., 2020).

There have been studies on the effect of glyphosate on biofilms, observing a species selective pressure on diatoms significantly
related to the concentration of glyphosate (Corrales et al., 2021). This leads to a potential effect of glyphosate toxicity in the long
term, which may affect primary production and therefore the functioning of the ecosystem.

Several studies have reported the negative effect of glyphosate on honeybees, incuding detrimental effects on behavior,
cognitive, sensory, and developmental abilities. Recently, glyphosate has been shown to affect the communities present in the
gut microbiota of honeybees, which plays an important role in the growth, development, and defense against honeybee pathogens
(Castelli et al., 2021). A summary of data is presented in Table 3.

Exposure standards and guidelines

Acceptable operator exposure level (AOEL): 0.1 mg/kg bw/day (EFSA, 2015; Tarazona et al,, 2017).
Acceptable daily intake (ADI): 0.5 mg/kg bw/day (EFSA, 2015, Tarazona et al., 2017).

Acute Reference Dose (ARfD): 0.5 mg/kg (Tarazona et al., 2017).

WHO and US EPA maximum concentration in drinking water: 0.7 mg/L.

Not listed as prioritary EU pesticide for monitoring in natural waters (default maximum concentration in drinking water:
0.001 mg/L) (ELI, 2013).

Maximum acceptable concentration in drinking water: 0.28 mg/L (Health Canada, 1987).
Maximum residue limits (MRL) examples:

(1) Maize: 5 mg/kg (Codex Alimentarius, 2023)

(2) Honey: 0.05 mg/kg (EC, 2023)

(3) Rice: 0.1 mg/kg (EC, 2023)

(4) Meat bovine (muscle): 0.05 mg/kg (EC, 2023)

(5) Egs: 0.05 mg/kg (EC, 2023)

PubChem URL

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/3496.
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