Rev. Int. Contam. Ambie. 29 (2) 177-187, 2013

DETERMINACI(')NIDE RESIDUOS DE IMAZAPIR EN SUELOS DE ARGENTINA MEDIANTE
CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION Y ESPECTROMETRIA DE MASAS

Valeria Rosana GIANELLI'", Manuel José ZELAYA!, Francisco BEDMAR? y José Luis COSTA!

'INTA. Estacién Experimental Agropecuaria Balcarce, Ruta 226 km 73.5, Balcarce, Argentina
2 Universidad Nacional de Mar del Plata, Argentina, Ruta 226 km 73.5, Balcarce, Argentina
* Autora responsable: vgianelli@balcarce.inta.gov.ar

(Recibido mayo 2011, aceptado marzo 2013)

Palabras claves: imidazolinonas, metodologia de extraccion, porcentaje de recuperacion

RESUMEN

La extraccion y cuantificacion de residuos de herbicidas en el suelo resultan de gran
importancia para monitorear su presencia y minimizar el riesgo de contaminacion aso-
ciado al uso de los mismos. Los objetivos de este trabajo fueron a) evaluar la eficiencia
de distintos extractantes en la deteccion y cuantificacion de residuos de imazapir en
suelos de Argentina y b) determinar el efecto de la concentracion del herbicida y de las
caracteristicas edafoldgicas en el porcentaje de recuperacion de la metodologia. Para
desarrollar el primer objetivo, se seleccionaron siete extractantes (KCI1 (0.1 M pH 7),
NaOH (0.5 M), KCI (0.1 M pH 14), KOH (0.1 M), CH30H/H,0 (80:20), NaOH/CH;0H
(80:20; 0.5 M) e NaOH/CH3;CN (80:20; 0.5 M)), determinandose ¢l porcentaje de
recuperacion con cada uno de ellos. Posteriormente, una vez seleccionado el extrac-
tante 6ptimo, para el segundo objetivo, se analizaron cuatro suelos de Argentina (Tres
Arroyos, Balcarce, Anguil y Cerro Azul) y cuatro concentraciones de imazapir (5, 25,
50y 100 pg/kg). El ensayo se establecio bajo un disefio completamente aleatorizado
en arreglo factorial. Las determinaciones se llevaron a cabo mediante cromatografia
liquida de alta resolucion acoplada a espectrometria de masas. Los resultados indicaron
que el porcentaje de recuperacion varid significativamente en funcion de la disolucion
empleada para la extraccion. La disolucion de cloruro de potasio (0.1 M, pH 7) resulto
superior a los demas extractantes, alcanzando una recuperacion de 95 %. Se detecto
efecto de interaccion (p < 0.05) entre los suelos y las concentraciones evaluadas. En
lineas generales, los valores de recuperacion en los suelos estudiados resultaron inferio-
res cuando se aplicaron bajas concentraciones del herbicida. La metodologia propuesta
resultd adecuada para la determinacion y cuantificacion de imazapir en distintos suelos
y en un amplio rango de concentraciones.
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ABSTRACT

Extraction and quantification of herbicide residues from soil are important to make
monitoring studies and to minimize the pollution risk. The objectives of this research
were: to evaluate the efficacy of different solvents for the extraction and quantification
of imazapyr residues from Argentine soils and to determine the concentration effect and
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soil properties influences on herbicide recovery. Extraction solutions including 0.1M
pH 7 potassium chloride (KCI), 0.5 M sodium hydroxide (NaOH), 0.1M pH 14 potas-
sium chloride (KCI), 0.1 M potassium hydroxide (KOH), methanol/water (CH;OH/H,0
80:20), 0.5 M sodium hydroxide/methanol(NaOH/CH3;OH 80:20), and 0.5 M sodium
hydroxide/acetonitrile (NaOH/CH3;CN 80:20) to extract imazapyr from soil were in-
vestigated. Percentage recovery with each solution extraction was obtained. Then four
argentine soils (Tres Arroyos, Balcarce, Anguil and Cerro Azul) and four imazapyr
concentrations (5, 25, 50 and 100 pg/kg) were selected to evaluate the chosen method.
Treatments were arranged in a completely randomized factorial design. The herbicide
residues were determined and quantified by ultra performance liquid chromatography—
mass spectrometry. The recovery obtained showed significant differences between the
extraction solutions. The best recovery (95%) was obtained using 0.1 M pH 7 potassium
chloride. Interaction effect between soils and concentration was detected. The lowest
recovery from soils was found using low imazapyr concentrations. Results have shown
that the proposed methodology was suitable to detect and quantify imazapyr residues

in different soils and in a wide range of concentrations.

INTRODUCCION

La extraccion y cuantificacion de residuos de
herbicidas en el suelo resultan de gran importancia
al momento de predecir su destino en el ambiente.
La retencion y la degradacion de un herbicida son
fenomenos relacionados que condicionan su po-
tencialidad de contaminacion del agua subterranea
(Walker 2003). Aquellos herbicidas que presentan
menor retencion a los coloides del suelo por lo ge-
neral poseen mayor movilidad, lo cual incrementa
el riesgo de contaminacion del agua subterranea.
De la misma manera, los plaguicidas persistentes,
permaneceran mas tiempo en el suelo y por lo tanto
tendran mas oportunidad de ser lixiviados.

El imazapir es un herbicida perteneciente a la
familia quimica de las imidazolinonas. Actualmen-
te, en Argentina este herbicida es utilizado a gran
escala para el control de malezas en el cultivo de
girasol Clearfield (CL) tolerante a imidazolinonas.
Su mecanismo de accion consiste en inhibir la en-
zima acetolactato sintetasa. Esta enzima cataliza el
primer paso en la biosintesis de tres aminoacidos
alifaticos esenciales de cadena ramificada: valina,
leucina e isoleucina, por lo que si no estd activa

se inhibe la sintesis de aminoacidos, la sintesis de
ADN, la sintesis proteica y el crecimiento de las
células, por lo tanto las plantas susceptibles detienen
su crecimiento y mueren (Senseman 2007).

El imazapir presenta alto riesgo de lixiviacion
dada su baja capacidad de adsorcion y alta capacidad
de desorcion. Sumado a ello, entre sus propiedades
fisicoquimicas se destaca su elevada persistencia en
el suelo, lo cual incrementa el riesgo potencial de
contaminacion. Los rangos de vida media reportados
en el suelo oscilan entre 25 y 142 dias (Senseman
2007), siendo mas corta en suelos arenosos y con
temperaturas elevadas (Ulbrich et al. 2005).

La molécula de imazapir presenta naturaleza
anfotérica (presencia de grupos acidos y basicos
funcionales). Dicha caracteristica permite al herbi-
cida existir en forma anidnica, neutra o cationica,
dependiendo del pH del ambiente (Fig. 1). Posee
tres constantes de disociacion (pKa), 1.9,3.6y 11.4.
Cuando el pH del suelo es mayor que su pKa, el
herbicida se encuentra presente en estado aniénico
(-=COO-), lo que causa repulsion por los coloides
del suelo, y promueve una débil adsorcion. Cuando
el pH del suelo es menor al pKa, el herbicida se halla
en forma cationica o neutra (-COOH), pudiendo

(CH3)2CH (CH3),CH (CH3),CH
—0
@IL = @
COOH O COOH
Cationico Neutro Anidnico

Fig. 1. Estructura moleculary equilibrio de disociacion de la molécula de imazapir
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interactuar con las superficies hidrofobicas de la
materia organica y coloides cargados negativamente
(Che et al. 1992).

La degradacion microbiana constituye su prin-
cipal mecanismo de disipacion. Por tal motivo, la
degradacion se acelera bajo condiciones que favo-
recen la actividad de los microorganismos del suelo,
tales como temperaturas elevadas, alto contenido de
humedad en el suelo y pH neutro (Wehtje et al. 1987).

En consecuencia, el movimiento y la persistencia
del imazapir se encuentran fuertemente influencia-
dos por diversas propiedades del suelo, entre ellas
el pH, el contenido de arcilla y el de materia orga-
nica (Mangels 1991). La adsorcién se incrementa
a medida que el pH decrece, y es mayor en suelos
con alto contenido de materia organica y de arcilla
(Loux et al. 1989).

Existen diversas metodologias para la determina-
cion de residuos de imazapir en muestras de suelo,
las cuales emplean cromatografia liquida o gaseosa
con diferentes tipos de detectores (D’ Ascenzo et al.
1998, Lagana et al. 2000, Ramezani et al. 2009).
No obstante, muchas son laboriosas, presentan baja
sensibilidad, reproducibilidad y especificidad, origi-
nando falsos positivos.

La espectrometria de masas en tandem (EM/EM),
constituye actualmente una de las herramientas anali-
ticas mas sofisticadas para el analisis de plaguicidas
en diferentes tipos de matrices. Debido a que presenta
alta sensibilidad y selectividad, es posible cuantificar
residuos de plaguicidas en matrices ambientales a
niveles traza (Lao y Jay Gan 2006).

Diversos estudios han demostrado que la determi-
nacion de residuos de imidazolinonas mediante cro-
matografia liquida (CL) acoplada a EM/EM es ade-
cuada ya que dichos compuestos son eficientemente
ionizados bajo la forma de electroespray (D’ Ascenzo
et al. 1998, Koppen y Spliid 1998, Lagana et al.
2000, Ramezani et al 2009). Sin embargo, resulta
necesario optimizar las condiciones del método,
en lo referente a los parametros instrumentales y el
tratamiento de la muestra, de manera que confirmen
en forma inequivoca al analito, sean reproducibles,
sensibles y selectivos.

La evaluacion del efecto matriz es de gran impor-
tancia cuando se desarrolla un método de cuantifi-
cacion mediante CL- EM/EM. Los compuestos que
coeluyen con el analito pueden afectar la ionizacion,
causando incremento o supresion en la sefial. De esta
manera, el efecto matriz puede afectar la reproduci-
bilidad y precisién del método (Taylor et al. 2005).

Existen en la literatura diversos procedimientos
empleados para la extraccion de imazapir en el suelo,

que difieren en la composicion de la disolucion utili-
zada como extractante, en la separacion del extracto
y en el tratamiento posterior del herbicida extraido.
En tal sentido, Liu et al. (1992) utilizaron una diso-
lucién extractante compuesta por metanol y agua.
Por su parte, D’ Ascenzo et al. (1998), determinaron
que el KC10.1 M fue més eficiente para la extraccion
de imazapir sin ningln tratamiento posterior. Rame-
zani et al. (2009), reportaron mayor recuperacion
del herbicida con NaOH 0.5 M, utilizando ademas
extraccion en fase solida. No obstante, Lagana et
al. (2000), determinaron mayor recuperacion con la
combinacién metanol/carbonato de amonio (0.1 M,
50:50), empleando asimismo cartuchos de extraccion
para el lavado.

En Argentina es escasa la informacion relacionada
al comportamiento del imazapir en el suelo. Sumado
a ello, debido a las caracteristicas estructurales de la
moléculay a la influencia de las propiedades del suelo
en su comportamiento, resulta de gran importancia
optimizar la metodologia de extraccion en suelos que
presentan propiedades diferentes a los empleados en
estudios previos. Ademas, debido a que la dosis actual
de aplicacion es relativamente baja (80 g ingrediente
activo ha™'), y a su prolongada persistencia en el
suelo, la metodologia debe permitir la determina-
cion y cuantificacion de sus residuos a muy bajas
concentraciones, a fin de evaluar con precision su
comportamiento ambiental.

Con base en lo expuesto y dadas las diferentes
metodologias existentes para la determinacion de
residuos de imazapir, los objetivos de este trabajo
fueron a) evaluar la eficiencia de las distintas di-
soluciones extractantes y procedimientos para la
deteccion y cuantificacion de residuos de imazapir en
suelos de Argentina; b) determinar el efecto del tipo
de suelo y de la concentracion del herbicida sobre la
recuperacion de imazapir, con el fin de demostrar
la validez del procedimiento de analisis en presencia
de cambios en la matriz, respecto de las condiciones
originalmente evaluadas en el método.

MATERIALES Y METODOS

Reactivos

Se utilizé un estandar de imazapir, 2-(4-isopropil-
4-methil-5-ox0-2-imidazolin-2-yl)- acido nicotinico
(Chem service), con 99% de pureza. Todas las diso-
luciones y la fase movil fueron preparadas con agua
ultra pura desionizada (Milli-Q water, Millipore).
Los disolventes fueron metanol (J.T Baker), acido
férmico (Riedel-de Haén) y acetonitrilo (J.T Baker)
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grado HPLC. Se empled una disolucion “stock™ de
imazapir (1.2 pug/mL) preparada en agua ultra pura
desionizada almacenada a 4 °C hasta su uso.

Analisis instrumental

Las determinaciones se llevaron a cabo con un
cromatografo de liquidos de alta resolucion (Acquity
UPLC System (Waters ®), acoplado a un espectro-
metro de masas Quattro Premier XE. El sistema fue
controlado con el software Micromass Masslynx V
4.1., mientras que los datos fueron procesados me-
diante la opcion TagertLynx. Las condiciones croma-
tograficas se establecieron con base en la metodologia
propuesta por Zelaya et al. (2009). Brevemente, se
emple6 una columna Acquity UPLC® BEH CI18
1.7 um 2.1 x 50 mm, la fase mévil fue disolucion
A: 0.01% de acido férmico en agua, disolucion B:
metanol, a un flujo de 0.350 mL/min. El cuadro I
ilustra el gradiente empleado. La temperatura de la
columna fue 40 °C, el volumen de inyeccion 10 pL,
y el tiempo de analisis 9 min.

CUADRO 1. GRADIENTE UTILIZADO EN LA FASE MOVIL

Tiempo (min) % A % B
Inicial 90 10
1 90 10
5 0 100
6 0 100
6.1 90 10
9 90 10

El analisis cuantitativo se llevo a cabo por es-
tandar externo empleando una curva de calibracion
lineal en el intervalo 0.03 - 500 pg/L (R?>> 0.99).

Se empled un espectrometro de masas Quattro
Premier XE con electrospray como modo de ioni-
zacion, polaridad positiva, 3.5 KV de voltaje del
capilar. La temperatura de la fuente fue 100 °C, la de
desolvatacion de 350 °C. El flujo de gas del cono
5 L/h y el del gas de desolvatacion de 700 L/h. El

EM/EM se oper6 en el modo MRM (monitoreo de
reacciones multiples), cuyas transiciones analizadas
fueron: 262.10>148.90 y 262.10 > 217.00. El tiem-
po de espera se establecio en 0.03 s, con voltaje del
cono en 31V, la energia de colisién en 25y 20 V para
las transiciones 262.10 > 148.90 y 262.10 > 217.00,
respectivamente.

1. Seleccion de la metodologia

Los aspectos investigados incluyeron: seleccion de
la disolucién y procedimiento de extraccion éptimos
de imazapir en muestras de suelo, determinacion de
los limites de deteccion y cuantificacion, efecto matriz
y parametros asociados al sistema CL- EM/EM.

Para el estudio se utilizaron muestras de suelo de la
localidad de Tres Arroyos, de la provincia de Buenos
Aires, Argentina (Cuadro II). Las muestras se extra-
jeron a 0-15 cm de profundidad, se secaron a 30 °C,
se tamizaron en una malla de 2 mm y se refrigeraron
hasta su procesamiento. La concentracion aplicada
de imazapir a las muestras de suelo fue 110 pg/kg,
equivalente a la dosis de campo recomendada para la
zona de estudio (100 g/ha).

De acuerdo con D’ Ascenzo et al. (1998), Lagana
et al. (2000) y Ramezani et al. (2009), se selecciona-
ron siete extractantes y se determino el porcentaje de
recuperacion del herbicida con cada uno de ellos. Las
disoluciones evaluadas incluyeron: cloruro de potasio
(KCI10.1M pH 7), hidréxido de sodio (NaOH 0.5M),
cloruro de potasio (KC1 0.1M pH 14), hidroxido de
potasio (KOH 0.1M), metanol/agua (CH3;0OH/H,0
80:20), hidréxido de sodio/metanol (0.5 M NaOH/
CH30H 80:20) e hidréxido de sodio/acetonitrilo (0.5
M NaOH/CH;3CN 80:20).

Fortificacion de las muestras

Cada muestra correspondiente a 5 g de suelo seco
se pesoO y se colocod en Erlenmeyer de 100 mL. Pos-
teriormente, a partir de la solucion stock se aplico el
herbicida a fin de obtener a una concentracion de
110 pg/kg en cada una de las muestras. El suelo se
homogeneiz6 mediante agitacion en vortex por 30

CUADRO II. PROPIEDADES DE LOS SUELOS EVALUADOS

Suelo Materia organica  Arena Limo Arcilla Textura pH®
(%) (%) (%) (%)

Tres Arroyos 2.97 4491 34.75 20.34 Franco 5.59

Balcarce 6.74 32.90 42.80 24.30 Franco arcillo arenoso 5.20

Anguil 2.50 47.00 41.00 12.00 Franco 6.44

Cerro Azul 4.30 5.40 16.70 78.00 Arcilloso 4.90

@: suelo: agua=1:2.5
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minutos y se llevo a estufa (30 °C) durante 2 horas.
Posteriormente, las muestras se colocaron en heladera
a 4 °C durante 48 horas antes de la extraccion.

1.1Procedimiento de extraccion

Las extracciones se llevaron a cabo en una pro-
porcién 1:4 de suelo y disolucidon extractante. De
esta forma, se extrajeron 5 g de suelo con 20 mL
de cada una de las siete disoluciones descritas. Las
disoluciones se agitaron en un vortex durante 10 min,
se sonicaron por 15 min y se centrifugaron a 2500
rpm por 15 min. Este procedimiento se realizd por
triplicado. Finalmente se combinaron los extractos
correspondientes a cada ciclo de extraccion y se
homogenizaron mediante agitacion por vortex. De
cada extracto final se tomé una alicuota, la cual se
filtré a través de filtros jeringa de 0.2 umy se coloco
en viales de 1.5 mL para su posterior determinacion
por CL- EM/EM.

Como tratamiento testigo o blanco se utilizaron
muestras de suelo sin contaminar, en las cuales se
realizo el procedimiento de extraccion descrito.

El procedimiento de validacioén de la metodologia
se realiz6 segun las indicaciones presentadas en el
documento SANCO (2009). El mismo comprendi6:
ademas de los estudios de recuperacion, determina-
cion de los limites de deteccion (LD) y de cuantifi-
cacion (LC), evaluacion del efecto matriz, precision,
linealidad y robustez del método.

Los limites de deteccion y cuantificacion se esta-
blecieron mediante el analisis de patrones de imazapir
en la matriz del suelo, en un rango de concentraciones
decrecientes (120, 60, 12, 4, 1.2 pg/kg). Ambos se
calcularon como la concentracion en la cual la rela-
cion sefal/ruido es mayor a 3 y 10 respectivamente y
mediante el coeficiente de variacion correspondiente
a 10 inyecciones.

Para evaluar el efecto matriz se prepararon curvas
de calibracion por triplicado, en agua ultra pura, en
la disolucion extractante de KC1 0.1M pH 7 y en el
extracto del suelo obtenido de la muestra testigo. Para
la preparacion de las curvas se tomaron 5, 10, 50,
100, 250, 500 y 1000 pL de una disolucién estandar
de imazapir (0.01 pug/mL) y se disolvieron en 995,
990, 950, 900, 750, 500 y 0 puL de las disoluciones
diluyentes (agua ultra pura, KCIl 0.IM pH 7 y el
extracto del suelo) resultando en concentraciones de
0.05,0.1,0.5,1,2.5,5y 10 pg/L.

Posteriormente se compararon las areas obtenidas
de la curva preparada en agua ultra pura desionizada
(A), con aquellas medidas con la disolucién de KCl
(B) y las del extracto de suelo posterior a la extraccion
(C). Ental sentido, larelacion (B/Ax100) y (C/A%100)

es definida como el efecto matriz absoluto (EM %).
Un valor de 100 % indica que no existe efecto matriz
absoluto. Si el valor es mayor a 100 % se presenta
incremento en la sefial, mientras que valores menores
a 100 % indican supresion de la sefal (Matuszewski
et al. 2003).

La precision del método se evalué en muestras
de suelo fortificadas, por quintuplicado, con cuatro
niveles de concentracion (5, 25, 50 y 100 pg/kg) reali-
zéando posteriormente el procedimiento de extraccion.
La precision se estim6 mediante el CV (%) de las
repeticiones. Por su parte, la linealidad se determin6
mediante la elaboracion de curvas de calibracion de
cantidad recuperada de imazapir en funcion de la canti-
dad aplicada en el suelo, empleandose tres repeticiones
por cada nivel. La linealidad de la curva de evaluo
mediante el coeficiente de correlacion de Pearson.

Finalmente, con el fin de evaluar la robustez del
método se estudid la recuperacion en cuatro suelos
con propiedades contrastantes y con cuatro concen-
traciones del herbicida.

2. Efecto del tipo de suelo y de la concentracion
del herbicida sobre la recuperacion de imazapir

Con el fin de evaluar la robustez del método se
realizaron analisis para conocer si el tipo de suelo y
la concentracion del herbicida afecta la del método.
Para ello se usaron cuatro suelos con propiedades
contrastantes (Cuadro II), de las localidades de Tres
Arroyos, Balcarce (provincia de Buenos Aires), An-
guil (provincia de La Pampa) y Cerro Azul (provincia
de Misiones).

Las muestras de suelo se recolectaron y acondi-
cionaron como se indic6 previamente en la seleccion
de la metodologia. Las concentraciones de imazapir
evaluadas fueron: 5, 25, 50 y 100 pg/kg.

La metodologia consistié en tres extracciones
consecutivas para cada suelo con una disolucién
de KC1 0.1 M pH 7, basada en los mecanismos de
agitacion, sonicacion y centrifugacion anteriormente
descritos. El ensayo se establecié bajo un disefio
completamente aleatorizado en arreglo factorial.
Los factores considerados correspondieron al tipo de
suelo (4) y a las concentraciones del herbicida (4),
realizdndose 3 repeticiones para cada combinacion.

3. Analisis estadistico

La informacion obtenida de los experimentos se
analizo mediante el programa SAS (The SAS System
version 9.0, 2002). A tal fin, se realizaron analisis de
la varianza (ANOVA), y comparaciones de promedios
mediante la prueba de diferencias minimas significati-
vas (LSD) con un nivel de significacion del 5%.
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RESULTADOS Y DISCUSION

1. Seleccion de la metodologia

El porcentaje de recuperacion vari6 significati-
vamente (p < 0.05) segun el extractante empleado
(Cuadro III), determinandose que la disolucion de
KCI (0.1M pH 7) fue la que permiti6 el mayor por-
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CUADRO III. RECUPERACION OBTENIDA CON LAS
DISOLUCIONES EXTRACTANTES EVA-
LUADAS EN MUESTRAS DE SUELO DE
TRES ARROYOS FORTIFICADAS CON 110
ug/kg DE IMAZAPIR

Disolucion extractante Recuperacion (%) CV (%)

_ 5 ! L C 1. KCI (0.1M pH 7) 95 2.6
centaje de recuperacion. Se obtuvieron diferencias 2. C1(0.1M pH 14) 30 19
significativas entre todas las disoluciones, excepto 3. KOH 65 2.3
para las disoluciones de NaOH/CH;OH (80:20) y 4. NaOH 50 4.2
NaOH/CH;CN (80:20) las cuales resultaron ademas 5. CH30H/H;0 (80:20) 30 3.9
menos eficientes para recuperar el herbicida. g Eagg; gg-”gg (3858) g -
En las figuras 2 y 3 (a y b) se presentan a modo - 3CN (30:20) .
de ejemplo los cromatogramas correspondientes a (n=3)
la extraccion de imazapir con la disolucion de KCl
a) F9:MRM 0f 2 channels, ES+
100+ Imazapir_ 262.1 > 217
2.21 4.059e+004
2052
152
%
=1 "I"VT(','IL"{"If"I""I""I"min
075 1.00 125 150 1.75 200 225 250 275 300 3.25
b)
F9:MRM 0f 2 channels, ES+
100- Imazapir_ 262.1 > 217
2.22 4.290e+004
2198
224
%A
O_'"'I""I""I""I""I""I""I"'N"T—I/'\'-"n'l"" T min
075 1.00 125 150 1.75 200 225 250 275 3.00 3.25
Fig. 2. a) Cromatograma correspondiente al estandar de imazapir (110 pg/kg) en KC1 (0.1M

pH 7); b) Cromatograma de imazapir posterior a la extraccion con KCI (0.1M pH 7)
en muestras de suelo fortificadas con 110 pg/kg
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a) F9:MRM 0f 2 channels, ES+
100+ Imazapir_ 262.1>217
2.14 4.141e+004

1033

49

L L e o o T min
250 275 3.00 3.25
b) F9:MRM O0f 2 channels, ES+
100+ Imazapir_ 262.1>217
2.14 3.319e+003
246
17
Imazapir
Imazapir 2.14
246
2.14 17
246 Y
17
N\
%
- . . Imazapir
Imazapir; 2.14; 246; 1\7 214
246
17
2.40
2.55 281 3.28
\,,/"V‘“J\/f\"ww\-\,\f\/\'d\'\.
0- L e el 0411
175 200 225 250 275 3.00 325

Fig. 3. a) Cromatograma correspondiente al estandar de imazapir (110 pg/kg) en CH;0OH/
H,0 (80:20); b) Cromatograma de imazapir luego de la extraccion con CH3;OH/H,0
(80:20) en muestras de suelo fortificadas con 110 pg/kg

(0.1M pH 7) y CH30H/H,0 (80:20) y sus respectivos
estandares. Los nimeros adyacentes a los cromato-
gramas indican el tiempo de retencion y las areas de
las transiciones analizadas.

Por lo tanto, las condiciones seleccionadas para
validar el método fueron tres ciclos de extraccion
consecutivos con la disolucion de KCI 0.1M pH 7,
mediante los mecanismos de agitacion, sonicacion y
centrifugacion descritos.

Los limites de deteccion y cuantificacion fue-
ron de 1.2 y 4 pg/kg respectivamente, con buena
repetibilidad (CV < 6%). Estos valores resultaron
inferiores a los limites de deteccion establecidos por
D’ Ascenzo et al. (1998) quienes reportaron valores
entre 9y 14 ug/kg.

Por su parte, no se observoé efecto matriz, dado que
las concentraciones de imazapir fueron equivalentes

en cada una de las curvas preparadas con las distintas
disoluciones (Fig. 4). Las ecuaciones correspondien-
tes a las curvas de calibracion fueron las siguientes:
Agua ultra pura y= 884.19x — 15.916 R>= 0.9999;
Extracto de suelo y= 831.75x — 61.079 R?= 0.9989;
KCl y= 853.9x — 50.756 R?>= (.9986.

Asimismo, en el Cuadro IV se presentan las rela-
ciones entre las areas de las curvas de calibracion en
las diferentes matrices. Se puede observar la ausencia
de efecto matriz dado que los valores promedio de las
relaciones oscilaron entre 81 y 114 %, valores muy
proximos al 100 % el cual representa la inexistencia
de efecto matriz absoluto.

Respecto a la linealidad del método analitico
(Fig. 5), el ajuste de los datos indic6 que la recupe-
racion del herbicida fue satisfactoriamente descrita
por el modelo lineal (y=0.8877x + 1.3748; r=0.99;
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Fig. 4. Curvas de calibracion para determinar el efecto matriz

CUADRO 1V. EFECTO MATRIZ BASADO EN LA RELA-
CION ENTRE LAS AREAS DE LAS CURVAS
DE CALIBRACION EN DIFERENTES MA-

TRICES
Concentracion EM (%)
(ng/L) KCI Extracto de suelo
0.05 114 (6.1) 91 (5.0)
0.1 108 (5.1) 87 (4.0)
0.5 108 (6.9) 84 (6.0)
1 99 (7.3) 103 (6.1)
25 81(17.1) 106 (7.1)
5 99(18.0) 91(16.3)
10 96 (4.54) 98 (8.0)

EM (%): efecto matriz absoluto; KCl: relacion entre las areas
(disoluciéon de KCl1/ agua ultra pura deionizada); extracto de
suelo: relacion entre las areas (extracto de suelo / agua ultra
pura desionizada). Los numeros entre paréntesis corresponden
al desvio estandar de tres repeticiones.

3120 -
110 A y =0.8877x + 1.3748
100 - R?=0.9985
90
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40 4
30
20
10
0

Concentracion recuperada de imazapir (ug/|

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110
Concentracion de imazapir aplicada (ug/kg)
Fig. 5. Evaluacion de la linealidad del método de extraccion.

Cada nivel de calibracion representa el promedio de tres
repeticiones

p<0.001), para el rango de concentraciones evalua-
das (5-100 pg/kg)

En relacion con los restantes pardmetros de vali-
dacién estudiados, la precision, estimada mediante
el coeficiente de variacion, estuvo comprendida en
el intervalo entre 1.2 y 3 % para el rango de concen-
traciones evaluadas. Asimismo, se determin6é que
el porcentaje de recuperacion absoluto global del
método analitico fue 93.2 + 5 % (Cuadro V).

Con base en los resultados se puede establecer que
las condiciones dptimas para obtener la maxima recu-
peracion, identificacion y confirmacion del herbicida
fueron: tres ciclos de extraccion consecutivos con el
extractante KCI1 (0.1M pH 7). Asimismo, el empleo
de KCI (0.1M pH 7) como disolucion extractante, de
acuerdo con el procedimiento evaluado, permiti6 ob-
tener un extracto final claro, sin necesidad de realizar
procesos de limpieza, lo cual facilitd su inyeccion
directa en el sistema cromatografico, reduciendo
significativamente el tiempo de procesado y analisis
de las muestras.

Los resultados obtenidos en el presente estudio
coinciden con los reportados por D"Ascenzo et al.
(1998). No obstante, el procedimiento llevado a
cabo por Ramezani et al. (2009) en donde evaluaron
diferentes extractantes, establecieron al NaOH 0.5M
como el mas eficiente, con recuperaciones entre
93.4 y 96.8%. Sin embargo, en nuestro estudio los
porcentajes de recuperacién con NaOH 0.5M no
pudieron ser reproducidos, obteniéndose en este caso
solo 50 % de recuperacion del herbicida. Tales dife-
rencias podrian haber sido producto de los diversos
procedimientos de extraccidon utilizados en ambas
metodologias. Ademas, si bien dichos autores en su
estudio emplearon un suelo con propiedades simila-
res al presente trabajo, el mismo presentaba mayor
contenido de arena, lo cual no produce interacciones
significativas con la molécula de imazapir, disminu-
yendo la retencion del compuesto y aumentando en
consecuencia el porcentaje de extraccion en ese tipo
de suelo. Por otra parte, los mencionados autores
determinaron que la extraccion de imazapir con KCl a
pH 5.9 produjo menor recuperaciéon que las restantes
disoluciones, como consecuencia del bajo pH de la
disolucion de extraccion.

El imazapir presenta las siguientes propiedades
fisicoquimicas, peso molecular: 261.3, solubilidad en
agua (mg/L) a 25 °C: 11270, presion de vapor (Pa) a
60 °C: <1.33x1073, pKa: 1.9, 3.6 y 11.4, coeficiente
de particidon en octanol — agua a 22 °C (Log Kow):
1.3. Por tal motivo, en nuestro estudio las mejores
recuperaciones fueron obtenidas con KCl a pH neutro
y alcalino debido a que en este rango de pH (supe-
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CUADRO V. ANALISIS DE PRECISION Y PORCENTAJE DE RECUPERACION ABSOLUTO GLOBAL DEL

METODO ANALITICO
CA CRI CR2 CR3 CR4 CR5 %Rl %R2 %R3 %R4 %R5 %RP DE Cv (%)
5 48 50 39 46 47 95 99 78 91 94 91 9 3.0
25 235 258 275 255 250 94 103 110 102 100 102 7 22
50 400 50.5 450 440 450 80 101 90 88 90 90 9 2.9
100 850 93.0 920 89.0 900 85 93 92 89 90 90 4 1.2
PRG 932 5 2

CA: concentracion aplicada (ng/kg); CR: concentracion recuperada (png/kg); %R: porcentaje recuperado; %RP: porcentaje
recuperacion promedio; DE: desvio estandar; CV: coeficiente de variacion; PRG: porcentaje de recuperacion global

rior al pKa de la molécula) el herbicida se encuentra
en forma anionica siendo repelido por los coloides
del suelo y aumentando su solubilidad a causa de
la desprotonacion del compuesto (Mangels 1991,
Lagana et al. 2000). No obstante, en condiciones
alcalinas podria haber disminuido la estabilidad del
compuesto provocando la hidrolisis del mismo, por
lo cual el porcentaje de recuperacion obtenido con
KClapH 14 fue inferior al determinado con el mismo
extractante pero en medio neutro, en el cual se espera
la mayor estabilidad del herbicida (D"Ascenzo et al.
1998, Marchese et al. 2001).

Los restantes extractantes evaluados presen-
taron baja eficiencia de recuperacion de imazapir
en el suelo, probablemente como consecuencia de
la menor solubilidad del compuesto en soluciones
acuosas y en disolventes organicos. Asimismo, las
combinaciones de NaOH/CH3;OH (80:20) y NaOH/
CH3CN (80:20) no fueron efectivas para lograr
una correcta separacion del sobrenadante, debido
a la obtencion de un extracto pigmentado, lo cual
evidencia la presencia de compuestos humicos y
particulas en suspension, que provocaban inter-
ferencias en la determinaciones cromatograficas
de la molécula. En tal sentido, para el caso de los
herbicidas i6nicos, los electrolitos, tales como el
KCI podrian minimizar las interacciones Van der
Waals entre dichos compuestos y las arcillas o los
acidos humicos. En consecuencia, este extractante
aportaria la suficiente fuerza ionica a la disolucion
para desplazar al herbicida de la matriz del suelo sin
interferencias. Asimismo, estableceria un adecuado
pH para generar la forma mas soluble del herbicida
y romper la interaccion con las particulas cargadas
del suelo (Cesio et al. 2011).

2. Efecto del tipo de suelo y de l1a concentracion del
herbicida sobre la recuperacion de imazapir

Se detectd efecto de interaccion (p < 0.05) para
el porcentaje de recuperacion, entre los suelos y las

concentraciones evaluadas (Cuadro VI). En gene-
ral, los porcentajes de recuperacion determinados
por el método de extraccion seleccionado en este
estudio, se encuentran dentro del rango aceptado
internacionalmente para la extraccion y deteccion
de plaguicidas (SANCO 2009), dado que se indican
como aceptables, valores de recuperacion entre 70 y
120 % del plaguicida aplicado. De acuerdo con los
resultados, solamente se obtuvieron valores de recu-
peracion significativamente inferiores en los suelos
de Balcarce, Anguil y Cerro Azul cuando se aplicaron
concentraciones muy bajas (5 pg/kg), probablemente
como consecuencia de la mayor cantidad de sitios dis-
ponibles para la adsorcion del herbicida en el suelo,
o posiblemente debido a las pérdidas en extraccion
en estos niveles de concentracion (Cuadro VII).

CUADRO VL. ANALISIS DE LA VARIANZA PARA LA
COMPARACION ENTRE SUELOS Y CON-
CENTRACIONES DEL % DE RECUPERA-

CION DE LA METODOLOGIA
Fact P>F?
actores % de recuperacion
Suelo 0.0676
Concentracion <0.0001 ™
Suelo x concentracion <0.0001 ™
Coeficiente de variacion (%) 10.7

2 nivel de significancia: * p<0.05; ** p<0.01

CUADRO VIL INIERACCION SUELO X CONCENTRA-
CION PARA EL % DE RECUPERACION

Concentraciones (ng/kg)

Suelos

5 25 50 100
Tres Arroyos 90.7 102.3 90.3 90.0
Balcarce 62.0 120.7 99.7 101.0
Anguil 51.3 100.7 84.3 116.0
Cerro Azul 58.00 94.30 96.00 91.30
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Estos resultados concuerdan con los reportados
por D" Ascenzo et al. (1998), quienes empleando una
metodologia de extraccion equivalente, no encontra-
ron variaciones en la recuperacion de imazapir en el
rango de concentraciones evaluadas (50-200 pg/kg)
para distintos suelos. Del mismo modo, Ramezani
et al. (2009), no detectaron diferencias significativas
entre los suelos analizados, con recuperaciones del
herbicida mayores al 70% en todos los casos estu-
diados. Esta tendencia podria atribuirse a que tanto
los suelos evaluados por D’ Ascenzo et al. (1998) y
Ramezani et al. (2009), como los del presente estu-
dio presentaban valores de pH entre 5y 7.6. En este
rango la molécula de imazapir se encuentra en estado
anionico, provocando la repulsion por los coloides
del suelo, originando en consecuencia elevada recu-
peracion del herbicida.

En la figura 6 se presentan las concentraciones
recuperadas del herbicida en cada suelo en funcion de
las concentraciones aplicadas en el experimento, ob-
servandose que la recuperacion para todos los suelos
fue lineal en el rango de concentraciones evaluado.
Las ecuaciones de regresion lineales obtenidas para
cada suelo fueron: Balcarce y=0.8902x +2.4355 R:
0.9862; Anguil y=1.1851x —6.8552 R?: 0.9804; Tres
Arroyos y= 08877x +1.3748 R?: 0.9985; Cerro Azul
y=0.9241x -0.7327 R%: 0.94.

120
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Fig. 6. Curvas de concentracion recuperada en funcion de la
concentracion aplicada. Los datos corresponden al pro-
medio de tres repeticiones

Los resultados sugieren que a pesar de la in-
fluencia comprobada de las propiedades del suelo
(pH, contenido de arcilla y de materia orgénica) en
la movilidad y la adsorcion del herbicida (Pusino et
al. 1997, Firmino et al. 2008), el KCI seria efectivo
para provocar la ionizacion de la molécula, originan-
do repulsion de la misma de los coloides del suelo.

Asociado a este proceso, se obtendria un elevado
% de recuperacion del herbicida independientemente
de las propiedades de los suelos.

CONCLUSIONES

El porcentaje de recuperacion obtenido con la me-
todologia evaluada varid en funcion de la disolucion
empleada para la extraccion del herbicida. Los resul-
tados indicaron que el porcentaje de recuperacion
del herbicida siguié el orden: KCI1(0.1M pH 7)>KCl
(0.1M pH 14)>KOH>NaOH>CH3;0H/H,0>NaOH/
CH;O0H (80:20)=NaOH/CH3CN (80:20), obtenién-
dose valores promedio de 95 (£2.5), 80 (£1.5),
65 (£1.5), 50 (£2.1), 30 (£1.1) y 0 %. El método
seleccionado result6 simple, rapido, sensible, preciso,
con buen ajuste lineal y con limites de deteccion y
cuantificacién adecuados para el analisis de residuos
de imazapir en muestras de suelo. Por su parte, la me-
todologia evaluada en suelos heterogéneos (franco,
franco arcillo arenoso y arcilloso), los cuales repre-
sentan diferentes condiciones para el comportamiento
de imazapir, demostrd que resultaria factible para la
deteccion de imazapir en suelos de Argentina con
caracteristicas edafologicas contrastantes y para un
amplio rango de concentraciones.
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