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RESUMEN

En el entorno de la Laguna de Rocha se ha visto incrementada la superficie dedicada a las actividades agricolas
con un mayor uso de plaguicidas, entre ellos el herbicida glifosato, usado en cultivos de soja principalmente.
Mediante la utilizacion de técnicas de inmunoensayo enzimatico (ELISA), se investigo la presencia de glifosato
en la Laguna y algunos de sus afluentes en dos momentos especificos de tiempo. Se detecté glifosato en 27 de las
28 muestras estudiadas. Muestras positivas por ELISA fueron confirmadas por cromatografia idnica. El método
ELISA demostrd ser una herramienta de screening adecuada para determinar la presencia de glifosato en agua.
Palabras clave: Contaminantes, agua, monitoreo, plaguicidas.

ABSTRACT

In the surroundings of the Laguna de Rocha, the area dedicated to agricultural activities has increased as well as
the use of pesticides. One of these pesticides is the glyphosate herbicide, used mainly for farming soy.

By employing the Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) technique, the presence of glyphosate in the
lagoon and some of its tributaries was tested in two specific moments in time. Glyphosate was detected in 27 out of
28 studied samples. Positive results in samples tested with ELISA were further confirmed by Ion Chromatography.
The ELISA method proved to be a suitable screening tool for determining the presence of glyphosate in water.

Keywords: Contaminants, water, monitoring, pesticides.

Introduccion

La Laguna de Rocha y su entorno fueron incorporados al
Sistema Nacional de Areas Protegidas (SNAP) bajo la de-
nominacion Paisaje Protegido en el afio 2010 (Decreto No.
61/010). Entre los atributos que justificaron su designacién
como tal, se encuentra la biodiversidad existente, destacan-
dose entre otros aspectos la presencia de especies endémicas
y amenazadas de peces, anfibios, reptiles y mamiferos, asi
como también la importancia del drea como hébitat esencial
para las aves migratorias (DINAMA, 2010).

Por otra parte, desde hace algunos afios el uso del suelo
con fines agricolas se ha incrementado en las tierras en el
entorno de la Laguna, dentro y fuera del Area Protegida, con
el consecuente incremento en el uso de plaguicidas, como el
herbicida glifosato, entre otros. Este herbicida es ampliamente
utilizado en Uruguay en cultivos agricolas, forestacién y para
la implantacion de pasturas para ganaderia.

El glifosato es absorbido fuertemente por el suelo, donde
es sometido a degradacion microbiana, por lo que es con-
siderado un herbicida relativamente inmévil. A pesar de
estos hechos se han encontrado concentraciones elevadas
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en aguas de escorrentia, aguas superficiales y subterrdneas
luego de episodios de lluvias, tanto en zonas agricolas como
urbanas, dependiendo de las practicas agricolas y de las
condiciones hidrolégicas (Hanke, et al., 2010; Battaglin,
et al., 2002; Gregoire, et al., 2010; Maillard, et al., 2011;
Aparicio, et al., 2013).

LaLaguna de Rocha es un sitio estudiado y monitoreado
frecuentemente en lo que refiere a su biota y sus variables
ambientales y de la cual existe extensa bibliografia al res-
pecto (Arocena, et al., 1996, 2011; Forni y Scasso, 2001;
Aubriot, et al., 2005; Rodriguez-Gallego, et al., 2012; Piccini,
et al., 2006, 2009; Meerhoff, et al., 2013). Sin embargo, son
escasos los estudios vinculados a la presencia de plaguici-
das en la Laguna de Rocha. Recientemente se encontraron
residuos del insecticida permetrina en sedimentos de la
Laguna (Nardo, 2011).

En el Parque Nacional de Esteros de Farrapos e Islas del
Rio Uruguay y su entorno se detectd la presencia de endosul-
fan, clorpirifos, cipermetrina, glifosato y su metabolito 4cido
aminometilfosfénico (AMPA), y coumaphos en peces de
consumo local, suelo, sedimento y agua (Rios, et al., 2010).

Una de las limitantes para programas de monitoreo
regulares de niveles de contaminacion en el ambiente es
el elevado costo de las técnicas analiticas de deteccidon
en laboratorio. El método ELISA ha demostrado ser
una herramienta de relativo bajo costo para un primer
monitoreo de potenciales niveles de contaminacién por
plaguicidas, requiriendo posteriormente ser confirmadas
y cuantificadas las muestras positivas por técnicas anali-
ticas alternativas (Byer, et al., 2008; Sanchis, et al., 2012;
Mortl, et al., 2013).

Un estudio realizado en Uruguay para la determinacion
de glifosato en agua en los diferentes sistemas de produc-
cién de arroz encontré concordancia entre los resultados
obtenidos en un primer monitoreo con el kit de ELISA co-
mercial del laboratorio Abraxis y la posterior confirmacién
delos resultados positivos por cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC) (Hill, et al., 2010).

La International Agency for Research on Cancer (IARC),
agencia especializada en cancer de la Organizacién Mundial
dela Salud (OMS), recientemente cambi6 de categoria a este
herbicida colocandolo en la categoria 2A como probable
carcindgeno para humanos. Esto significa que hay eviden-
cia limitada de carcinogenicidad en humanos y evidencia
suficiente en animales de experimentacion.

El objetivo de este trabajo fue evaluar la aplicacién del
método de ELISA como herramienta de screening para la
determinacion de glifosato en agua en el Paisaje Protegido
Laguna de Rocha y su entorno.

Materiales y Métodos

Disefio de muestreo

Los muestreos de agua fueron realizados en los meses de
noviembre de 2013 y marzo-abril de 2014. Para el primer
muestreo, el 29 de noviembre de 2013, se seleccionaron 20
sitios y se extrajeron dos muestras de cada punto. Fueron
tomadas en distintos sitios del cuerpo de agua de la Laguna de
Rocha y en algunos de sus afluentes, como los arroyos La Pal-
ma, Las Conchas, Rocha y una cafiada sin nombre (Figura 1).
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Figura 1. Sitios de muestreo en noviembre de 2013
(primer muestreo).

Se procedié a muestrear luego de que se hubieran pro-
ducido precipitaciones en la zona, a efectos de aumentar la
probabilidad de la presencia de glifosato en la matriz agua de-
bido al transporte del herbicida por la escorrentia superficial.

De cada sitio de muestreo se analiz6 una muestra me-
diante inmunoensayo enzimatico (ELISA) por duplicado ese
mismo dia y las otras fueron congeladas a -20 °C para inhibir
la cinética de degradacion del glifosato y ser analizadas en
diciembre de 2013.

Para el segundo muestreo se tomaron ocho muestras de
agua entre el 29 de marzo y el 12 de abril de 2014, luego de
lluvias de entre 20 y 40 mm. Las muestras fueron tomadas
en diferentes puntos del departamento de Rocha en desagiies
de chacras de soja con cultivo madurando y en campos con
apariencia de haber sido sometidos a aplicacion de herbicidas
(Figura 2). De estas ocho muestras, dos de ellas repiten los
sitios muestreados en noviembre (muestras 2 y 6 repiten
los sitios GO4A1 y GO2A1 del muestreo de noviembre,
respectivamente).
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Figura 2. Sitios de muestreo en marzo-abril de 2014
(segundo muestreo).

Precipitaciones previas a los muestreos

En las Tablas 1 y 2 se muestran las precipitaciones previas al
primer y segundo muestreo.

Precipitaciones Precipitaciones
Fecha

en mm (*) en mm (**)
20/11/2013 14,9 2,0
25/11/2013 5,8 11,0
26/11/2013 37,6 45,0
27/11/2013 17,1 17,0

Tabla 1. Precipitaciones previas al primer muestreo. (¥)
Estacién Meteoroldgica Rocha. (**) Estacién Meteoroldgica
La Paloma. Fuente: Instituto Nacional de Meteorologia.
Servicio Pluviométrico Nacional.
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Fecha Precipitaciones en mm (*)
22/3/2014 2,0
27/3/2014 1,6
28/3/2014 0,4
30/3/2014 1,6
05/4/2014 13,8
07/4/2014 2,6
08/4/2014 2,0
11/4/2014 61,3
12/4/2014 2,5

Tabla 2. Precipitaciones previas al segundo muestreo. (*)
Estacién Meteoroldgica Rocha. Fuente: Instituto Nacional
de Meteorologia. Servicio Pluviométrico Nacional.

Procedimiento de muestreo, transporte
y conservacion de las muestras

Las muestras fueron tomadas sumergiendo envases de
polietileno con un volumen de 500 mL, por llenado na-
tural y desplazamiento de aire introduciendo los envases
a una profundidad de entre 30 y 40 cm en las dos etapas
de muestreo. Para el muestreo en la Laguna se operd con
un gomoén con motor, provisto por la Administracion del
Area Protegida.

Durante el proceso de extraccidn y su transporte hasta el
laboratorio, las muestras se mantuvieron en condiciones de
almacenamiento que las protegian tanto de la radiacion solar
como de la exposicion a altas temperaturas. Las muestras en
ellaboratorio fueron almacenadas a -20 °C hasta el momento
de su analisis.

Reactivos, solventes, estandares
analiticos, material de laboratorio
y equipo instrumental

o MicroPipeta automatica de precision, rango 20 a 200 y
100 a 1000 pL

+ Frascos de polietileno de 500 mL

o Parafilm

o Tubos de ensayo descartables

o Agua desionizada

o Fotoémetro con filtro intercambiable para lectura de placas,
con posibilidad de lectura a 450 nm

o Puntas descartables para pipeta

« Kit de inmunoensayo para Glifosato Abraxis LLC

+ Cromatdgrafo de iones Dionex ICS-5000

Tratamiento de las muestras

Tanto para la metodologia ELISA como para el método
cromatografico se permitié que las muestras alcanzaran la
temperatura ambiente y se filtraron a través de una membrana
con poro de 0,45 pm.
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Analisis por ELISA

Para la deteccién y cuantificacién mediante inmunoandlisis
fue utilizado el kit de deteccion de glifosato comercializado
por la empresa Abraxis LLC (Warminster, Pennsylvania,
USA). Las medidas fueron llevadas a cabo en microplacas
de pocillos de acuerdo a la cantidad de muestras a analizar y
respetando las instrucciones del fabricante.

Las muestras y los estandares analiticos provistos en el
kit fueron derivatizados y agregados a los pocillos de la mi-
croplaca. Luego del agregado del anticuerpo especifico para
glifosato, la mezcla fue incubada a temperatura ambiente.

Una enzima conjugada de glifosato fue agregada alos po-
cillos, después de lo cual se lavé tres veces con solucion buffer
la microplaca con los pocillos. Se agregé posteriormente una
solucién croméfora y se desarroll6 el color azul.

El desarrollo de color fue detenido mediante la adicion
de una solucion de acido sulftrico 0.5M y la intensidad de
color fue medida a 450 nm.

Dado que el glifosato conjugado compite por los sitios
con anticuerpos con el glifosato no marcado contenido en
las muestras, el color desarrollado decrece con el incremento
de la concentracion de glifosato en las muestras, siguiendo
un patrén sigmoideo.

Analisis por cromatografia idnica

Doce muestras en las cuales se detect6 glifosato mediante el
ensayo de ELISA fueron analizadas en el Laboratorio Tecno-
légico del Uruguay (LATU) mediante una metodologia de
referencia (cromatografia idnica) para confirmar la presencia
del herbicida.

Condiciones del instrumento:

Columna analitica: Dionex Ion Pac AS19-HC 2x250 mm
Precolumna: Dionex Ion Pac AG19-HC 2x50 mm
Eluyente: Hidroxido de potasio 45 mM generado electro-
liticamente

Flujo: 0,25 mL/min

Volumen de inyeccion: 100 uL

Temperatura: 30 °C

Detector: Detector de conductividad del médulo de conduc-
tividad del ICS 5000+ DC

Supresor: Supresor de conductividad autoregenerante ASRS
1T 300

Corriente del supresor: 28 mA

Tiempo de adquisicion de datos: 45 min

Fase movil: 4mM de KOH isocratico hasta los 10 min y luego
gradiente hasta 45mM de KOH.

Analisis de datos

Para el tratamiento de datos obtenidos mediante la meto-
dologia ELISA se siguieron las recomendaciones de la em-
presa Abraxis utilizando una planilla de célculo comercial.
La concentracién de glifosato se obtuvo interpolando los
valores de absorbancia obtenidos en las muestras, en una
curva de calibracién de % B/B, versus concentracién de
glifosato. B es la media de la absorbancia de los estandares
de concentracion conocida provistos por la empresa Abraxis
LLC (0; 0,075; 0,25 0,5; 1,0 y 4,0 ug/L) y Byla media de la
absorbancia del solvente utilizado sin glifosato.

La cromatografia i6nica se realizé de acuerdo aISO10304-2.
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Resultados y Discusion

Los resultados obtenidos por ELISA en los dos muestreos se
presentan en las Tablas 3 y 4.

Muestra ELISA 29/11/2013 ELISA 12/2013
29/11/2013 (ug/L) (ug/L)

16 0,13
17 0,31
18 0,33 0,26
19 0,32 0,45
20 0,32
21 0,27 0,25
22 1,18 3,3
23 0,57
24 0,36 1,88
25 0,52 0,55
26 1,94
27 0,98
28 0,874 0,16
29 0,24 0,19
30 0,31 0,21
31 0,36

GO1A1 0,19

G02A1 4,83 8,30

GO03A1 0,3

GO04A1 2,01 1,43

Tabla 3. Concentracién de glifosato en muestras de agua
de la Laguna de Rocha y sus afluentes en noviembre y
diciembre de 2013 (primer muestreo). Limite Observado
de Deteccion (LOD): 0,05 ug/L

En las 20 muestras colectadas en noviembre de 2013 se
detecto la presencia de glifosato (Tabla 3). De acuerdo a la
bibliografia (Hagner, et al., 2015; Lupi, et al,, 2015; Zhao, et
al., 2009, 2015; De Miranda, et al., 2011), este herbicida esta
considerado como poco mévil y de bajo potencial de lixivia-
cion a través de los suelos hacia las aguas subterraneas. Los
resultados obtenidos indican que a pesar de ello es capaz de
alcanzar los cuerpos de agua por escorrentia, lo que concuerda
con los trabajos de Imfeld et al. (2013).

La mayor concentracién por ELISA se encontr6 durante
el primer muestreo (noviembre de 2013) en la cafada sin
nombre (G02A1 en Figura 1), con 8,30 ug/L. Esta muestra
fue tomada en un curso de agua al que drenaba directamente
la escorrentia de una chacra con soja de primera. Los otros
puntos de muestreo donde se hallaron mayores concentra-
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ciones se situaban en uno de los afluentes de la Laguna, en el
arroyo La Palma y en el Bolsén de dicho arroyo.

Se realiz6 la correlacién de Pearson entre los resultados
de ambos andlisis de ELISA que se repitieron en noviembre y
diciembre sobre duplicados de la misma muestra, resultando
una relacién moderada positiva. Esto indica que hay poca
relacion entre los resultados de ambos anilisis. La correlacion
de Pearson dio un resultado de 0,510. Este resultado probable-
mente se deba a que si bien el método se realizé siguiendo el
instructivo del fabricante, fue realizado por personal técnico
no habituado a realizarlo.
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18 0,33 0,26
19 0,32 0,45
21 0,27 0,25
22 1,18 3,3
24 0,36 1,88
25 0,52 0,55
28 0,874 0,16
29 0,24 0,19
30 0,31 0,21
GO04A1 2,01 1,43
Correlacion 0,510105763

Figura 3. Correlacion de Pearson entre duplicados de
muestras analizados en noviembre y diciembre de 2013.

En el muestreo realizado en marzo-abril de 2014 se
detecto glifosato en siete de las ocho muestras analizadas.
La mayor concentracion encontrada por ELISA se hall6 en
la cafiada sin nombre (muestra 1) con una concentracion
de 0,92 ug/L.

Todas las muestras analizadas por cromatografia iénica
confirmaron la presencia de glifosato. El kit de ELISA no
produjo ningun falso positivo (Tabla 5). No se pudo esta-
blecer una correlacion entre los resultados de ELISA y los
de cromatografia iénica debido a los diferentes limites de
deteccidn de las técnicas analiticas. De todos modos la ma-
yoria de los valores no presentaron concordancia. El méximo
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valor hallado fue de 11,3 ug/L que corresponde a la muestra
22 tomada en el Bolson del Arroyo La Palma.

Fecha de muestreo Muestra ELISA (ug/L)
29/3/2014 1 0,92
29/3/2014 2 0,32
12/4/2014 4 0,27
12/4/2014 5 0,29
12/4/2014 6 0,27
12/4/2014 7 0,27
12/4/2014 8 N.D*
12/4/2014 9 0,28

Tabla 4. Concentracién de glifosato en muestras de agua en
marzo-abril 2014 (segundo muestreo). * N.D.: No Detectado.
Limite Observado de Deteccion (LOD): 0,05 ug/L

Muestra Cromatografia iénica
1 <3,5
2 <3,5
5 3,9
6 3,9
7 <3,5
20 <3,5
22 11,3
25 <3,5
28 <3,5
30 <3,5

GO02A1 <3,5

GO04Al <3,5

Tabla 5. Resultados de las 12 muestras analizadas mediante
cromatografia idnica. Limite Observado de Deteccion
(LOD): 0,7 pg/L; Limite de Cuantificacion 3,5 pg/L

Todos los niveles de concentracién de glifosato hallados
se encuentran por debajo de los limites establecidos para la
proteccion de la vida acuatica en Canada, los cuales son de
800 ug/L para exposicion a largo plazo y de 27.000 ug/L para
exposicion a corto plazo (Canadian Council of Ministers of
the Environment, 2012), asi como de los establecidos para el
agua potable de 900 ug/L en Uruguay (Administracién de las
Obras Sanitarias del Estado, 2006). Debe tenerse en cuenta
que la consideracion unicamente de los niveles de glifosato
puede subestimar el riesgo para organismos acudticos, ya
que el surfactante utilizado en algunas formulaciones, po-
lioxietilenoamina (POEA), ha demostrado ser responsable
de mayores efectos toxicos para la vida acuatica.
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El método de ELISA utilizado demuestra ser una alter-
nativa eficiente, rapida y econémica para el monitoreo de la
calidad del agua de forma constante.

Este primer estudio realizado en aguas de la Laguna de
Rocha y sus afluentes en cuanto a la presencia de glifosato
indica que la Laguna esta recibiendo aportes de glifosato
procedente de las actividades agricolas que se desarrollan en
su cuenca, dado que se confirmé la presencia de glifosato en
agua del cuerpo de la Laguna y afluentes. Por tratarse de un
Area Protegida, este hallazgo permite sugerir que deberia
monitorearse y dar seguimiento a la evolucion de los niveles
de este herbicida y otros potenciales contaminantes.
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