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ABSTRACT

Atrazine, 1-chloro-3-ethylamino-5-isopropylamino-2 ,4,6-triazine, is an herbicide used
to control annual weeds and perennial grasses. Although this herbicide is banned in the
European Union for its toxicity, it is still widely used. Also, its the second most
frecuently employed in Uruguay.

The main mechanism for removal of atrazine in neutral pH environments is the bacterial
degradation. The microorganisms can mineralize atrazine giving ammonia and carbon
dioxide or they can degrade it to intermediates which vary in persistence and toxicity.
The separation and detection of atrazine intermediates is important to know the health
risk that represents its partial degradation in the environment. Furthermore, the
separation method could be usefull to characterize bacterial degraders with potential
application in biorremediation. Among the atrazine biodegradation intermediates are the
hidroxyatrazine, the desetylhidroxyatrazine, the desisopropylhidrtoxyatrazine and
cyanuric acid.

In this paper we developed a method to separate atrazine and metabolites in a synthetic
culture medium used to select atrazine degrading bacteria. For this technique we
optimized a high performance liquid chromatography (HPLC) ion pair method using an
C8 column, mobile phase acetonitrile / water, gradient flow and an UV detector. We
evaluated its application to detect intermediates in several bacterial enrichments. It was
found that the method is suitable to distinguish different metabolic capabilities of these

enrichment.

RESUMEN

La atrazina, 1-cloro-3-etilamino-5-isopropilamino-2,4,6-triazina, es un herbicida que se
utiliza para el control de malezas anuales y gramineas perennes. Aungue este herbicida
se encuentra prohibido en la Unién Europea por su toxicidad y la de sus metabolitos,
sigue siendo muy usado y en Uruguay ocupa el segundo lugar de importancia.

El principal mecanismo de eliminacion de la atrazina en ambientes con pH neutro es la
degradacion bacteriana. Los microorganismos pueden mineralizar la atrazina dando
amonio y anhidrido carbonico o degradarla produciendo intermediarios de variada
persistencia y toxicidad. La separacion y deteccion de estos intermediarios es relevante
para conocer el riesgo sanitario que representa su degradacion parcial en el ambiente y

para encontrar y caracterizar bacterias o consorcios degradadores con potencial
2
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aplicacion en bioorremediaciéon. Entre los intermediarios de la biodegradacion de
atrazina se encuentran la hidroxiatrazina, la desetilhidroxiatrazina, la
desisopropilhidrtoxiatrazina y el acido cianurico.

En el presente trabajo se desarroll6 un método para separar atrazina de sus metabolitos
en un medio de cultivo sintético empleado para seleccionar bacterias degradadoras de
atrazina. Para esto se optimizo6 una técnica de cromatografia liquida de alta performance
(HPLC) de par idnico utilizando una columna C8, fase movil acetonitrilo/agua, con un
gradiente de flujo y detector UV. Se evalu6 su aplicacion para detectar intermediarios
en varios enriquecimientos bacterianos degradadores de atrazina. Se pudo comprobar
que el método resulta adecuado para distinguir capacidades metabdlicas de

enriquecimientos diferentes.

INTRODUCCION

La atrazina, 1-cloro-3-etilamino-5-isopropilamino-2,4,6-triazina, es un herbicida
que se utiliza para el control de malezas anuales y gramineas perennes. Actla
inhibiendo la fotosintesis y otros procesos enzimaticos. Es uno de los herbicidas méas
usados a nivel mundial. Sin embargo se encuentra prohibido en la Unién Europea desde
el afo 2006.

En Uruguay es el segundo herbicida mas importado en los ultimos afios luego del
glifosato. Se lo utiliza en cultivos de soja, mezclado con glifosato, para controlar el
trébol blanco y otras “malezas” que han desarrollado resistencia a este Ultimo,
fendmeno incipiente en nuestro pais pero bastante mas desarrollado en la Argentina. La
atrazina ocasiona trastornos del sistema endécrino (Salaberria et al. 2009; Freeman et al.
2005; Victor-Costa et al. 2010; Friedmann 2002; Song et al. 2009) y también puede

afectar los sistemas nervioso y reproductor (Cooper et al. 2000; Narotsky et al. 2001;
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Rodriguez et al. 2005). Se han encontrado efectos definidos para las células humanas

con exposiciones a concentraciones tan bajas como 2 pg/L.

El principal mecanismo de eliminacion de la atrazina de ambientes con pH neutro es la
degradacién bacteriana, hasta ahora el mejor descripto (Ostrofsky et al., 2002). La
atrazina puede biodegradarse en diversos metabolitos, cada cual de variada persistencia
y toxicidad. Alguno de los intermediarios de la degradacion microbiana son la
hidroxiatrazina, la desetilhidroxiatrazina, la desisopropilhidroxiatrazina y el acido

ciandrico (Smith et al., 2005, Vargha et al., 2005)

La cromatografia liquida de alta performance (HPLC) ha sido la metodologia mas
utilizada para la separacion y determinacion de la atrazina y sus metabolitos intermedios
a la degradacion microbiana en medios de cultivo especialmente disefiados para realizar
ensayos en microcosmos (Mandelbaum et al., 1993; Radosevich et al., 1995; Lin et al.,
2008), asi como también en matrices ambientales como ser agua y suelo (Vermulen et
al., 1982; Karlaganis et al, 1991; Steinheimer, 1993; Bricefio, 2009). En el Handbook of
Environmental Analysis (Patnaik, 1997) y The Triazine Herbicide (LeBaron, McFarland
and Burnside, 2008) se describe, ademas de la metodologia HPLC, la cromatografia
gaseosa (GC) y GC/MS como alternativas usadas para la separacion y determinacion de
atrazina y sus metabolitos. Aunque estas presentan buena sensibilidad para la
separacion, presentan la desventaja de que dichos compuestos tienen que ser
derivatizados para lograr la determinacion, por lo que la cromatografia liquida ha sido la
maés utilizada (dado que no requiere derivatizacion). En la metodologia de HPLC se han

estudiado diferentes condiciones de trabajo, tales como cromatografia en fase ligada con
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columnas amino (Dufek et al., 1980) o ciano (Smolkova & Pacakova, 1978), asi como
también en fase reversa con columna C8 (Vermulen et al., 1982; Mandelbaum et al.,
1993) o C18, siendo esta Ultima la mas utilizada. Aunque la mayoria de los reportes
estudian la determinacion y separacion de atrazina, no todos plantean su trabajo para
determinar los metabolitos mas criticos de la via de degradacion, como los productos

desalquilados y el &cido cianurico.

Beilstein et al. (1981) han estudiado, por HPLC en fase reversa con columna C18, la
separacion de 17 triazinas entre ellas la atrazina y los metabolitos, incluyendo al ac.
Cianurico. Si bien, estos pudieron determinar la totalidad de los compuestos, la
separacion no fue buena. Desde este Gltimo trabajo hasta la fecha no se han reportado
otros estudios en la separacion de todos los metabolitos juntos a la atrazina, dado la
complejidad que esto conlleva. El &cido cianurico es un compuesto hidrofilico y con un
carécter muy polar, por lo que, en los sistemas adecuados para separar los demas
metabolitos en fase reversa, eluye en el frente de la corrida. Otros estudios hacen énfasis
en la determinacion del &cido ciandrico en aguas de piscina (Downes et al., 1982; Hou
& Ding, 2011), en leche en polvo (Hou & Ding, 2011), ambos por HPLC en fase
reversa con columna C18 y en medio de cultivo microbiano por HPLC en columna de
fase ligada con aminas (Jesee et al., 1981). Segun estudi6 Jesee et al., 1981, a pH alto
(proximo al neutro) el &cido ciandrico se encuentra en su forma enol, por lo que en
solucién con un compuesto idnico de carga positiva, es probable al formacion de un par
i6nico entre ambos. Debido a esto Hou & Ding (2011) plantearon la determinacion del
acido ciandrico a traves de la realizacion de una cromatografia de par idnico con el
agregado de bromuro de tetrabutilamonio (TBAB) a la fase movil como reactivo de par

ionico, utilizando condiciones de fase reversa con una columna C18. Los autores
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lograron asi la determinacion del acido ciandrico, con un limite de deteccion de 0.3
ppm, y una buena separacion del frente de la corrida. De aqui, utilizando y extendiendo
esta metodologia, se plantea el objetivo de nuestro trabajo que es la determinacion y
separacion de atrazina, hidroxiatrazina, desetilhidroxiatrazina,
desisopropilhidroxiatrazina y acido ciandrico, mediante la cromatografia de par idnico

en un medio de cultivo microbiano.

MATERIALES Y METODOS

Los estandares solidos, calidad HPLC, de atrazina, hidroxiatrazina,
desetilhidroxiatrazina, desisopropilhidroxiatrazina y &cido ciandrico (en la Figura 1 se
puede ver las abreviaturas y las estructuras de estos compuestos) fueron adquiridos de
Sigma-Aldrich. A partir de éstos se prepararon soluciones estdndar de 100 ppm. La
solucion estandar de acido ciandrico fue preparada con agua, la de atrazina con metanol
y el resto con acetonitrilo. Tanto el metanol como el acetonitrilo utilizados para la
preparacion de las soluciones estandar y para la preparacion de la fase mavil, fueron de
calidad HPLC, con alto grado de pureza y se adquirieron de J.T. Baker. El agua
utilizada, tanto para la metodologia HPLC como para la preparacion de las soluciones
estandar, fue destilada y posteriormente tratada para obtener agua de calidad milli-Q. El
hidroxido de tetrabutilamonio (TBAOH) utilizado como reactivo de par idénico, marca
Sigma Aldrich, se presentaba en solucion 12,5% en metanol. Las matrices estudiadas,
fueron agua calidad milli-Q y medio de cultivo bacteriano MDA, cuya composicion es:
K,HPO, 18 mM, KH,PO, 6 mM (pH 7.2), trazas minerales 5 mg.L™, acetato de sodio
0.7 mM, &cido succinico 0.7 mM y citrato de sodio 0.7 mM, solucién de vitaminas 0.9X

(Touzel & Albagnac, 1983), CaCl, 0.5 mM, MgSQO, 1 mM.
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R1
N‘ Xy
AN
Compuesto Abreviatura R1 R2 R3
Atrazina AT cloro etilamino  isopropilamino
Hidroxiatrazina HA hidroxilo  etilamino  isopropilamino
Desetilhidroxiatrazina DEHA hidroxilo  amino isopropilamino
Desisopropilhidroxiatrazina DIHA hidroxilo  etilamino  amino
Acido Cianurico AC hidroxilo  hidroxilo  hidroxilo

Figura 1. Nombres, abreviaturas y estructuras de la atrazina, hidroxiatrazina, 2

desalquilhidroxiatrazinas y el acido cianurico.

Figure 1. Names, abreviates and structure of the atrazine, hidroxyatrazine, 2
desalquilhydroxyatrazine and the cyanuric acid.

La solucion acuosa analizada contenia atrazina y sus metabolitos en una concentracién
final de 2 ppm. Para el analisis de control en medio de cultivo este se adiciond de
atrazina comercial (concentracion final de 11 ppm), metabolitos (concentracion final de

2 ppm) y nitrato en forma de KNOj3 (concentracion final de 22 ppm).

Para el estudio de la presencia de los metabolitos intermediarios a la degradacién
microbiana en MDA, se prepararon enriquecimientos y subcultivos con indculos de
bacterias nativas de aguas de rios de la cuenca lechera del Uruguay. Para ello se llevo a
cabo un muestreo de agua de rios provenientes de las ciudades de Aguas Corrientes

(departamento de canelones) y Dolores (departamento de soriano). Al cabo de la
7
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incubacion durante cierto tiempo se determind degradacion parcial de atrazina por
HPLC (Pinelli et al., 2012), se centrifugo y se analiz6 el sobrenadante con la

metodologia presentada en este trabajo.

La determinacion y separacion de atrazina y sus metabolitos en ambas matrices, se
realiz6 con un HPLC marca Shimadzu, con bomba LC-10AD operada en modo
isocratico, volumen de inyeccién de 20 pL y un detector UV SPD-10 con ld&mpara de
deuterio a la longitud de onda de 220 nm. Las condiciones cromatograficas
seleccionadas fueron: una columna C8 Lichrospher select B marca Lichrocart de
250x4.0 mm, tamafio de poro de 60 A y tamafio de particula de 5um, fase movil de
acetonitrilo/ TBAOH 3mM en buffer fosfato 0.01M pH 7 y con el gradiente de flujo (F)
programado que sigue: de 0 a 8 minutos, F = 0.5 mL.min"; de 8 a 10 minutos aumento
progresivo hasta F = 1.5 mL.min™; de 10 a 18 minutos se mantuvo este flujo; de 18 a 20
minutos aumento progresivo hasta F = 2.0 mL.min™; de 20 a 40 minutos se mantuvo

este flujo.

RESULTADOS Y DISCUSION

Separacion de Desetilhidroxiatrazina y Desisoprilhidroxiatrazina

El grado de similitud de las estructuras de los compuestos desalquilados fue el primer
problema en abordar en este trabajo. Dado que la separacion cromatografica en fase
reversa se basa en las diferencias de hidrofobicidad que presentan los compuestos a

separar, y como los compuestos se diferencian en un grupo metilo, los tiempos de
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retencidn son muy similares, dificultando asi su separacion. Se plante6 variar el tipo y la
concentracion de fase mavil, trabajando con metanol y acetonitrilo (en adelante ACN).
Por razones practicas se buscO optimizar un sistema isocratico. Se probd con dos
concentraciones diferentes para cada fase organica: 40 % y 60 % para metanol; 17% y
20% para ACN. Aunque las separaciones con cualquiera de las condiciones
mencionadas fueron buenas, se selecciond la concentracion de 17 % de ACN ya que
separ6 mejor los compuestos desalquilados. Se ensayaron dos flujos, 1 mL.min™y 0.5
mL.min™!, encontrandose que este Gltimo mejoraba mucho la separacién de estos 2
compuestos tan similares. En la Tabla 1 se muestran los tiempos de retencion de la
atrazina y sus metabolitos trabajando con la solucién acuosa, con una fase mdvil de
ACN/buffer fosfato 0.01M pH 7 (20:80) y a un a un flujo de 0.5 mL.min™. En ésta se
puede ver que el tiempo al cual salia la atrazina (70 minutos) hacia un tiempo de anélisis
muy largo y ademds distaba mucho de los metabolitos. La disminucién de la
concentracion de ACN por debajo de 20%, mejoraria la separacion de los compuestos
desalquilados, pero aumentaria ain mas el tiempo de retencion de la AT, debido a la

falta de fuerza del solvente para hacerla eluir de la columna.

Con estas condiciones se obtuvieron similares tiempos de retencion entre AT y HA, que
los obtenidos por Vermulen et al., 1982, quienes utilizaron condiciones cromatograficas

diferentes.

Tabla 1. Tiempos de retencion (tr) de metabolitos de atrazina en fase reversa (sin
TBAOH).

Table 1. Retention time (tr) of the atrazine's metabolites in reverse phase (without
TBAOH)
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Compuesto*

tr **(min)

AT

HA

DEHA

DIHA

AC

70

16.8

6.2

6.0

3.8

* Solucion acuosa con 2 ppm de todos los compuestos en base agua milli-Q

** Flujo de 0.5mL.min"", ACN/buffer fosfato 0.01M pH7 (20:80)

Para la disminucién del tiempo de analisis se procedi6 a trabajar con un gradiente de

flujo de manera de mantener la separacion en los metabolitos y reducir el tiempo de

analisis. En la Tabla 2 se muestra el gradiente de flujo, trabajando con la solucién

acuosa y con la fase mévil ACN/buffer fosfato 0.01M pH 7 (17:83).

Tabla 2. Gradiente de flujo seleccionado para trabajar con la fase movil: ACN/buffer

fosfato 0.01M pH7 (17:83) sobre la solucion acuosa.

Table 2. Select gradient flow to work with mobile phase: ACN/buffer phosphate 0.01

M pH7 (17:83) about aquous solution.

Tiempo (min)

Flujo (mL.min-1)

0a8

8al0

10a 18

18a20

20a40

0.5

05a15

15

15a20

2.0

10
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En la Figura 2 se muestra el cromatograma con las condiciones seleccionadas. Se
destaca que el tiempo de andlisis obtenido para la atrazina se redujo de 70 minutos (0.5

mL.min™") a 37.6 minutos con el gradiente de flujo.

COMPUESTO | tr

my

DIHA HA 130

DEHA

L o .

0 MINUTOS 40

AC

Figura 2. Cromatograma resultado de la aplicacién del gradiente de flujo Optimo,
trabajando con la condicion cromatografica de fase movil: ACN/buffer fosfato 0.01M
pH7 (17:83) sobre la solucion acuosa.

Figure 2. Chromatogram result of applying the flux gradient optimum working
condition with the chromatographic mobile phase: ACN / 0.01M phosphate buffer pH7
(17:83) over the aqueous solution.

Optimizacion de la separacion de AC por agente de par i6nico

Para evitar la elucion del AC con el frente de la corrida, se ensay6 una cromatografia de
par iénico modificada de Hou & Ding (2011). Se utiliz6 hidroxido de tetrabutilamonio
(TBAOH) como reactivo de par ionico en concentracion de 3mM en la fase movil

ACN/buffer fosfato 0.01M pH 7 (17:83).

11
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En la Figura 3 se muestra el cromatograma obtenido del anélisis de la solucién acuosa
con estas condiciones. Se pudo observar que con estas condiciones el AC tiene un
tiempo de retencion de 4.8 minutos, mientras que sin el TBAOH eluye a los 4.0
minutos. En esta Figura también se puede ver que el TBAOH no tuvo efecto apreciable
sobre el resto de los compuestos, por lo que estos no estarian ionizados a este pH. Con
estas condiciones se obtuvieron similares tiempos de retencion para el AC, que los
obtenidos por Hou & Ding (2011), quienes utilizaron condiciones cromatograficas

relativamente similares.

COMPUESTO | tr
AC 48
mv DIHA DHA 5.9
DEHA 68
HA 128
AT 374
DEHA
AC
Hft AT
[
0 MINUTOS 40

Figura 3. Cromatograma resultado del andlisis de la solucion acuosa, con fase movil
ACN/buffer fosfato 0.01M pH 7 TBAOH 3mM (17:83).

Figure 3. Chromatogram result of analysis of the aqueous solution with mobile phase
ACN/buffer fosfato 0.01M pH 7 TBAOH 3mM (17:83).

En la Figura 4 se comparan los cromatogramas de AC en solucion acuosa y en MDA.

Con este anélisis se busco ver el efecto matriz que el MDA podria tener sobre el AC. El

12
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MDA contiene &cidos que pueden formar par i6nico con el TBAOH y que podrian
interferir con el AC. En la figura se puede apreciar que el pico del AC en MDA presenta
un ensanchamiento en la base, que se podria deber a la interferencia de alguno de los
acidos presentes en el MDA. El aumento relativo del 4rea en MDA respeto a la fase

acuosa es del orden del 10%.

SOLUCION  ACUOSA MDA
AC
AC
my
o
"n,"J IU UU
0 550 Minutos 5.5

Figura 4. Efecto matriz en la elucion del AC con fase movil ACN/buffer fosfato 0.01M
pH 7 TBAOH 3mM (17:83).

Figure 4. Matrix efectt on elution of AC with mobile phase ACN/buffer 0.01M pH 7
TBAOH 3mM (17:83).

Aplicacién del método en la caracterizacion de enriquecimientos degradadores de

atrazina

Por ultimo, se realiz6 una caracterizacion metabolica de enriquecimientos degradadores
de AT en MDA. En la Figura 5 se muestran los andlisis de los metabolitos acumulados

luego de la incubacién en 4 enriquecimientos diferentes. La diferencias son el origen

13
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del inoculo (Aguas Corrientes o Dolores), las condiciones de incubacién (temperatura y
presencia o no de nitrato) y el niamero de subcultivo. En la figura 5.a) proveniente de
Aguas Corrientes se puede ver que se acumula AC en el medio y se degrada la AT
completamente. En las restantes Figuras el inoculo original proviene de Dolores y los
enriquecimientos de la Figura 5.b) y 5.c) se incubaron en idénticas condiciones. Se
observa que con el tiempo se pierde la actividad metabdlica que transforma la AT en
HA, ya que el enriquecimiento que se observa en la Figura 5. ¢) muestra menor
degradacion de AT y menor acumulacion de HA. En la figura 5.d) sin nitrato e incubado
a 20°C, se puede observar la degradacion completa de la AT y la acumulacion de AC.
Estos resultados indican que el método seleccionado permite distinguir los metabolitos

acumulados por diferentes enriquecimientos.

14
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5.b)D2AB R9 C/N

HA

1r=12.9 min

AT

tr = 36.8 min

A

AN A
Ulr'

40
MINUTOS
5.a) AC2AB R7 C/N
mY/
tr= 4.8 min
AC
UV
0 40
MINUTOS
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5.c)D2ABR9.2 CIN

mY

HA

tr=13 min

AT

— MA o] =377 min

MINUTOS

5.d) D2AB R12 S/N

AC
myv tr=4.8 min

MNUTOS

Figura 5. Cromatogramas de estudio de caracterizacion metabdlica en medios de
cultivo bacteriano provenientes de los ensayos en microcosmos. a) cromatograma del
subcultivo 7 con nitrato a 30 °C, de Aguas Corrientes. b) cromatograma del subcultivo 9
con nitrato a 30 °C, de Dolores. ¢) cromatograma del subcultivo 9.2 con nitrato a 30 °C,
de Dolores. d) cromatograma del subcultivo 12 sin nitrato a 20°C, de Dolores.

16
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Figure 5. Chromatograms of metabolic characterization study of bacterial culture media
from the trials in microcosm. a) chromatogram of subculture 7 with nitrate at 30 ° C,
Aguas Corrientes. b) chromatogram of subculture 9 with nitrate at 30 ° C, Dolores. c)
chromatogram of 9.2 with nitrate subculture at 30 ° C, Dolores. d) chromatogram of

subculture 12 without nitrate at 20 ° C, Dolores.

CONCLUSION

La modificacion de la composicion de la fase moévil y del gradiente de flujo
permitieron optimizar un meétodo isocratico para separar atrazina de algunos de sus
productos de degradacion microbiana en solucion acuosa y en medio de cultivo.

Se pudo comprobar que el método resulta adecuado para distinguir diferentes
capacidades metabdlicas en enriquecimientos microbianos incubados en diferentes

condiciones y de distinto origen.
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