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Nuova procedura standardizzata per estrarre
GLIFOSATO e acido amminometilfosfonico (AMPA)
da matrici organiche e inorganiche: verso un pratico kit

per la rilevazione HPLC-UV
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Il Glifosato ¢ un chelante degli ioni metallici ad ampio-spettro,
brevettato come erbicida nel 1974 dalla Monsanto Company.

Il glifosate ¢ in grado di formare un complesso chelante in grado di
immobilizzare nutrienti minerali come Ca, Fe, Co, Cu, Mn, Mg, Ni,
Zn, ecc. Questi nutrienti metallici fungono da co-fattori per vari
sistemi enzimatici in piante, microorganismi e gli animali. Una
volta che questi nutrienti metallici sono chelati con glifosate
diventano fisiologicamente indisponibili per molte funzioni
fisiologiche ed enzimatiche.
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Considerato sicuro in termini di impatto ambientale ed
effetti tossici sugli animali, con bassi costi di produzione
ed elevata domanda di mercato, il glifosato ha rapidamente
raggiunto una diffusione mondiale per usi agricoli
estensivi ed ¢ stato l'erbicida pilt adottato negli ultimi 40
anni.
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Fatta eccezione per l'esposizione professionale ad alti livelli di
erbicidi a base di glifosato, non ci sono state segnalazioni iniziali di
tossicita nell'uomo.

A differenza di funghi, piante, alghe e batteri, gli animali
recuperano gli amminoacidi aromatici derivati dall’acido
shikimico attraverso la loro dieta e sono privi dell'enzima
bersaglio.

Tuttavia, gli effetti dimostrati sul microbiota possono indirettamente
spiegare gli esiti deleteri sui processi fisiologici dei mammiferi
[Front.Behav.Neurosci. (2017), 11: 146].
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Nel 2015 ¢ stato dimostrato che il glifosato ha una tossicita neurologica e per la
funzione riproduttiva (Mesnage et al., 2015).

L’ AMPA ¢ risultato genotossico per le cellule umane in coltura (Hep-2, Marias et
al., 2009) e in alcuni studi sui pesci (Guilherme et al., 2014).

Studi epidemiologici hanno segnalato un possibile aumento del rischio di
sviluppare linfomi non-Hodgkin tra gli agricoltori esposti professionalmente a
questa sostanza (Weisenburge et al., 2021).

Mancano valutazioni sugli effetti sul microbiota intestinale.
L’Agenzia internazionale per la ricerca sul cancro (IARC), analizzando un

migliaio di studi, nel 2015 lo ha classificato come probabile cancerogeno per
I’uomo (gruppo 2A).

Anche quando li
mangerai ti
metterai la
maschera?
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L’accumulo di ammoniaca, un sottoprodotto del catabolismo del
glifosate, puo portare a infiammazioni del cervello associate con

autismo e morbo di Alzheimer (Samsel & Seneff, 2013).
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Carenze di ferro, cobalto, molibdeno, rame e altri metalli
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Relazione fra diagnosi della malattia celiaca e applicazioni di glifosate
sul grano negli Stati Uniti, (R=0.9759, p <1.862¢-06, figura tratta da
Samsel & Senef, 2013).
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Uno schema che suggerisce alcuni possibili
bersagli dell'alterazione endocrina da parte
del glifosato.

(A)1I glifosato (triangolo verde)
interagiscono con il recettore degli
estrogeni o (viola) e attiva la
trascrizione degli elementi reattivi agli
estrogeni.

(B) Il glifosato altera 1'espressione genica
del macchinario steroidogenico e
diminuisce i livelli di StAR e StAR
fosforilato.

(O) Il glifosato influisce sull'omeostasi
ipofisaria, modificando la produzione di
LH e FSH, cosi come nelle gonadi,
influenzando la steroidogenesi, alterando
i livelli di progesterone, estradiolo e
testosterone.

(de Aratijo-Ramos, 2021)
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Schema che riassume gli effetti del glifosate sulla fertilita
femminile e maschile.

Cells 2021, 10(11), 3079; https://doi.org/10.3390/cells10113079
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Il glifosato e anche negli assorbenti interni!

Il glifosato & dappertutto: anche nell'85% dei tamponi intimi e nelle garze sterili in commercio. E il risultato imprevisto di
uno studio argentino. Si tratta dellerbicida piu utilizzato al mondo, classificato come probabile cancerogeno e associato ai

rischi di infertilita...

)28 ottobre 2015
¥ MEDICINA NATURALE @ SALUTE E BENESSERE

HatuaiNEws Cory
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A meta degli anni '80, sono stati fatti diversi tentativi
di quantificare glifosato e AMPA data la frequenza
degli episodi di suicidio avvenuti con l'ingestione di
formulazioni a base di glifosato. La maggior parte
delle procedure descritte per determinare le
concentrazioni, tuttavia, sono  estremamente
complicate, richiedono tempo e non forniscono una

I ricercatori tentano di quantificare glifosate e AMPA nel siero
mostrando una forte interferenza da parte dei componenti della
matrice, che influenza il tempo di ritenzione e i

cromatogrammi.
quantificazione accettabile.
Dickson et al. 1988 Hieda et al. 1991
Tomita et al. 1991 Felton et al. 2018
Questo studio descrive un metodo per la determinazione di Studi su terreno in cui il 9-fluorenilmetilcloroformiato
glifosato e AMPA attraverso 1’utilizzo di derivati tosilati, ma (FMOC) ¢ stato utilizzato per derivatizzare il
non e stata eseguita alcuna estrazione da matrici biologiche glifosato, portando alla formazione di un addotto
e l'analisi ¢ stata fornita solo per gli standard. La procedura assorbente nella gamma UV. Un metodo complesso e
richiede tempo e non ¢ precisa. con scarsa ripetitibilita.

Nonostante negli ultimi anni siano stati sviluppati molti metodi per la rilevazione di glifosate e AMPA, e ancora necessario un metodo

che consenta una quantificazione facile e affidabile.
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OBIETTIVO

Lo scopo di questo lavoro ¢ stato quello di fornire un nuovo metodo di determinazione con elevata precisione della presenza o
quantita di glifosato e AMPA in un campione organico o inorganico, che superi gli inconvenienti dei metodi noti.
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MATERIALI E METODI

Il campione viene derivatizzato mediante tosilcloruro (50°C per 5 min) ottenendo cosi glifosato tosilato e acido

amminometilfosfonico tosilato.

Fase mobile: acqua e acetonitrile tra 90:10 v/v e 50:50 v/v + tampone formiato pH 3,0.

UV: 240 nm

“sooptof
somple

"250»!01/—\ f

extraction /' v
=
200p! of TsCl

1.

o

Hs

Glifosate TsCl
Q. ¢l
N\ —
"X % osa wOT
S hH + — Lo h~NS 4+ H-cl
¥o i pH=11.0 )
HO c HO 0
H
Q9 ¢
N\~
< 0=s=0
HO\ o 55 Yo SN1 Hq ?
AR, NH2 — ANH -+ H-C
HO” N\ HO™ Wi
o} Hye pH=11.0 o}
Cc
AMPA TsCl

WWW;Sitox.0org




@21

o)
Congresso Nazionale e —"r ey
DOLOGNA Py e w7~ Ml Pericolo, rischio e rapporto rischio-beneficio

RISULTATI

Il metodo ¢ stato validato secondo i criteri stabiliti dalla norma UNI CEI EN ISO/IEC 17025:2018 e secondo le linee guida
EURACHEM per la validazione dei metodi analitici.

Signal Intensity [mV]

oy

Milioni

Analyte RT/[min] LOD/ppm LOQ/ppm Measure range/ppm
Glyphosate 5.08 0.3 3.0 3.0-20.0
AMPA 3.16 0.3 3.0 3.0-20.0
Calibration
Calibration 3 =
2 E j
i GLIFOSATO - ~
: AMPA — % e = P
R Sppm z 4
2 —— 10ppm % g2 /
o ——20ppm = ‘ 5 // ; . .
40,00 2.00 400 6,00 8,00 “ =10 / 10 20 30 40
150000 SEss=- g =
t [min] &

[Al[mg/L]
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Procedimento per determinare glifosato Py
. . . .. AR
e acido aminometilfosfonico in un Y TaT 4
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Attualmente 1'uso del glifosato (max 0,1 mg/Kg) ¢ approvato nell'UE fino al 15

dicembre 2022 (prorogato a dicembre 2023), ma bisogna ancora chiarirne il

rischio per 'uomo dovuto a esposizione lavorativa e/o alimentazione.

Deposited by

rainfall

In questo contesto, stabilire un modo coerente e trasversale per estrarre,
determinare e quantificare glifosato e AMPA in campioni biologici, ¢ di
fondamentale importanza per affrontare le potenziali caratteristiche

farmacodinamiche e farmacocinetiche delle due molecole, ancora da descrivere.
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