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INTRODUCCION

El glifosato junto a otros herbicidas relacionados, como glufosinato, se utilizan
exhaustivamente en Argentina asociados a la enorme proliferaciéon de la agricultura
basada en OGM. A pesar del intenso uso de estos plaguicidas, sus residuos son poco
evaluados, con consecuencias ambientales y en la salud publica. Para ello se necesita
contar con metodologias analiticas confiables, simples y sensibles. Estos analitos son
considerados analiticamente dificultosos, debido a que su alta polaridad complica su
extraccion de las matrices y su tratamiento en los sistemas de cromatografia liquida. Se
han propuesto numerosas metodologias aunque hasta el dia de hoy contintan siendo
un desafio para la quimica analitica de residuos (Ibafiez, 2005).

El método de analisis elegido actualmente para analitos polares, debido a su alta
selectividad y sensibilidad, es la cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
masa (LC-MS/MS). Sin embargo, cuando se utiliza esta técnica, la derivatizacion de los
analitos es necesaria para permitir el andlisis por fases reversas. 9-
fluorenilmetilcloroformato (FMOC-CI) es el reactivo de derivatizacién pre-columna mas
utilizado en combinacion con LC-MS/MS (Hanke, 2008).

En este trabajo se presenta un método simplificado para la cuantificacién de glifosato,
su principal metabolito 4cido aminometilfosfonico (AMPA) y glufosinato de amonio a
nivel de trazas (ppb) en muestras ambientales, basado en la derivatizacion con FMOC
y analisis por UHPLC-MS/MS. El método implica una etapa de reaccion durante dos
horas (por razones operativas se indica alternativamente emplear una noche) seguido
por particion L-L con diclorometano, sin concentracion de la muestra.

El método desarrollado se aplicé al andlisis muestras de aguas superficiales y
subterraneas de la regién litoral de Argentina (Santa Fe y Entre Rios) aportando datos
relevantes no conocidos anteriormente.

MATERIALES Y METODOS

Método de analisis

La metodologia optimizada consta de 3 etapas: pre-tratamiento de la muestra,
derivatizacion y limpieza.

Durante la etapa de desarrollo de la metodologia fueron optimizados los siguientes
parametros: cantidad de muestra, reactivos, tiempo de reaccion, pH, limpieza mediante
SPE vy particion L-L.

La metodologia adoptada se describe a continuacion:

Pre—tratamiento de la muestra: La muestra previamente filtrada y homogeneizada se
coloca en tubos de centrifuga de Teflon, se adiciona acido clorhidrico hasta pH 1y se
agita, se adicionan los analitos (glifosato y AMPA) marcados isotopicamente, y luego se
afade hidroxido de potasio para neutralizar, pH 6-7.

La presencia de cationes multivalentes en matrices ambientales, especialmente en
muestras de aguas subterraneas, pueden disminuir la eficacia del método formando
complejos con los analitos. El &cido clorhidrico es utilizado para eliminar las posibles
interacciones de los analitos con los componentes de la matriz.
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Etapa de derivatizacion: Esta etapa comienza con la adicion de buffer borato para lograr
pH 9 en el cual se desarrolla la reacciébn de derivatizacién, seguido el reactivo
derivatizante, FMOC-CI y por ultimo acetonitrilo. Se deja reaccionar dos horas a
temperatura ambiente.

Etapa de limpieza: Esta etapa consiste en una particién liquido-liquido, para lo cual se
adiciona diclorometano a las muestras ya derivatizadas y se agita vigorosamente. Se
toma una alicuota de la fase acuosa y se filtra con filtros de jeringa de 0,2 ym.

Luego de este paso de limpieza, las muestras estan en condiciones de ser inyectadas
en el equipo UHPLC-MS/MS empleado.

Sistema instrumental

El andlisis LC-MS/MS se realizé utilizando un cromatégrafo liquido de ultra alta
resolucion (ACQUITY UPLC™, Waters, Milford, MA, EE.UU.) acoplado a un
espectrémetro de masa triple cuadrupolo (TQD, Waters Micromass, UK) equipado con
una fuente de ionizacion por electrospray (ESI) capaz de operar en modo positivo y
negativo.

Se estudiaron alternativas para mejorar la identificacion, confirmacion y sensibilidad de
los analitos. Para la separacion de los analitos se hicieron ensayos con dos columnas
diferentes de C18 Acquity UPLC® HSS C18 (tamafio de particula 1,7 um, 2,1 x 100 mm)
y Acquity UPLC BEH® C18 (tamafio de particula 1,7 um, 2,1 x 50 mm); se ensayaron
dos fases moviles que consistieron en H,O:ACN (98:2, Al) y acetonitrilo (B1) vy
H.O:MeOH (NHsAc 5 mM, Al) y metanol (B1) utilizando acido férmico y formiato de
amonio como modificadores; y se comparé ESI en modo positivo y negativo. La
velocidad de flujo fue de 0,35 mL/min y la temperatura de la columna fue 40°C.

Con la columna Acquity UPLC® HSS C18 y la fase movil H,O:ACN (98:2 + 0,1% acido
formico, Al) y acetonitrilo (+ 0,1% &cido foérmico, B1l) se obtuvieron picos
cromatogréaficos mas estrechos, mejor resueltos y mas simétricos.

Se selecciond ESI en modo positivo ya que se obtuvo mayor sensibilidad. Las
condiciones de operacion fueron optimizadas mediante métodos estadisticos (disefio
factorial fraccionado). En la Tabla 1 se muestran las condiciones de operacion de la
fuente de ionizacion.

Tabla 1. Condiciones de operacion de la fuente de ionizacion.
PARAMETROS FUENTE DE IONIZACION

Temperatura de la fuente 140 °C
Temperatura de desolvatacion 500 °C
Caudal de gas de desolvataciéon 600 L/h
Caudal de gas de cono 15L/h
Voltaje de capilar 1kVv
Voltaje de extractor 1V

La sintonia de los compuestos, es decir la seleccion de las condiciones del voltaje del
cono para generar el ion precursor y las energias de colision para obtener cada
fragmento especifico como asi también los iones seleccionados se realizé6 empleando
ensayos de infusion y datos bibliograficos (Ibafiez, 2005). En la celda de colision se
utilizé Argén para producir los fragmentos de iones respectivos y la adquisicién se
realizé6 en modo MRM (Multiple Reaction Monitoring).

El ion precursor, los iones fragmento para cada compuesto especifico, junto con sus
respectivos voltajes de cono y energias de colision se muestran en la Tabla 2.



El dwell (tiempo en segundos que dura cada escaneo) seleccionado fue 0,05 seg para
todos los compuestos.

Tabla 2. lon molecular, valores de m/z de los fragmentos, voltajes de cono y energias de
colisién para cada compuesto especifico.

Anali lon molecular m/z Producto 1 m/z Producto 2 m/z
nalito
(Cono) (CE) (CE)
. 392.0 88.1 214.1
Glifosato-FMOC (20V) (30V) (10V)
334.0 112.1 179.1
AMPA-FMOC (20V) (15V) (20V)
. 404.0 136.1 208.2
Glufosinato-FMOC (30V) (25V) (10V)
395.0 91.1 217.1
GLY 1,2-13C >N-FMOC
' (20V) (30V) (20v)
336.0 114.1 181.1
AMPA 3C 5N-FMOC
(20V) (15V) (20V)

RESULTADOS Y DISCUSION

El método desarrollado fue validado siguiendo las directrices de la guia
SANCO/12571/2013; obteniendo parametros de desempefio satisfactorios.

Durante este trabajo se determind la repetitividad y la precision mediante ensayos de
recuperacion fortificando muestras blanco con estandar en dos niveles de concentracion
(1y 100 ug/L). Los resultados de los porcentajes de recuperacion junto a los porcentajes
de Desviacion Estandar Relativa (DER) y Limites de Deteccién y Cuantificacion se
muestran en la Tabla 3.

Tabla 3. Parametros de validacion de la metodologia optimizada.

Analito % Recuperacion % DER LD ug/L  LC pg/L
1 pg/L 100 pg/L 1 pg/L 100 pg/L
Glifosato 73-80 96-124 3 8 0,2 0,6
AMPA 80-90 83-118 5 10 0,1 0,2
Glufosinato 77-82 71-115 3 13 0,02 0,1

Las curvas de calibracibn para cada compuesto se realizaron en 6 niveles de
concentracion con una Unica determinacion. Los niveles de concentracion
seleccionados fueron 0,1; 0,5; 1; 10; 100 y 500 pg/L, cada uno de los cuales se inyectd
por triplicado.

Para evaluar el efecto matriz se desarrollaron las curvas de calibrado en distintos
patrones de aguas. En solvente, que es la fase movil empleada (H.O: ACN), en agua
grado UHPLC, en agua subterrdnea y en agua superficial.

Analisis de herbicidas glifosato, AMPA y glufosinato en agua con el método
validado

La metodologia desarrollada, pudo aplicarse para analizar muestras reales de agua
(n=220) de varias regiones de Santa Fe y Entre Rios.

Se analizaron muestras de agua superficial (rios, arroyos, canales) y agua subterranea,
permitiendo la evaluacion del impacto generado por el uso de estos herbicidas en zonas



agricolas con manejo intensivo. En la Tabla 4 se presenta un resumen de los niveles de
concentracion obtenidos para los distintos analitos, estando expresados los resultados
como % del total de las muestras analizadas.

Tabla 4. Niveles de concentracién de glifosato, AMPA y glufosinato

Analito ND LD-LC LC-100 pg/L 100-900 pg/L > 900 pg/L
Glifosato 3 4 81 7 5
AMPA 1 - 920 8 1
Glufosinato 65 14 21 - -

CONCLUSIONES

La optimizacion de las condiciones de derivatizacion, tratamiento de muestra y el empleo
de UHPLC-MS/MS permiti6 alcanzar limites de deteccion del orden de sub-ppb,
permitiendo cumplir con las normativas vigentes (100 pg/L es el LMR de la Unién
Europea para agua potable y 900 ug/L es el limite establecido en la Provincia de Santa
Fe para aguas que van a ser potabilizadas).

Comparativamente con otros enfoques existentes, el procedimiento desarrollado tiene
ventajas, tales como, preparacion sencilla de muestras y rapido andlisis cromatografico.
La aplicacién de la metodologia a muestras de Santa Fe y Entre Rios demostré el
impacto que tiene el empleo de este herbicida en el ambiente, debido a que el 97% de
las muestras de agua analizadas contienen residuos de glifosato y el 99% contiene
residuos de AMPA.
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