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Resumen. La espectrometria de masa acoplada con cromatografia liquida de alta
resolucion (UPLC-MS) es una herramienta analitica de preferencia para la
deteccion y cuantificacion de toxicos en matrices ambientales gracias a sus
cualidades de sensibilidad y especificidad. Estamos desarrollando una capacidad
para evaluar el impacto toxico derivado de la contaminacién ambiental con
explosivos. Para ello es necesario desarrollar metodologias analiticas sensibles y
especificas para la identificacion y cuantificacion de los explosivos y sus
productos de transformacion, que permitan evaluar el impacto toxico in situ o en
el laboratorio con muestras provenientes de los sitios contaminados. Estos ensayos
requieren poner a punto metodologias para la recuperacion eficiente de estos
analitos desde muestras de suelos, agua y tejidos de organismos diana para evaluar
toxicidad subletal y la absorcion de los explosivos envejecidos desde muestras
reales, teniendo en cuenta que cada suelo o agua modula cuali y cuantitativamente
la composicion de la mezcla toxica.
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Introduccion

La caracterizacion de la naturaleza y dimension de los procesos toxicos requiere de
mediciones especificas y sensibles que permitan identificar y cuantificar sustancias en
matrices variadas, bioldgicas o abiodticas. Estas sustancias pueden ser los toxicos
originalmente liberados en un ambiente, sus productos de degradacion o bien,
metabolitos producidos en los organismos expuestos. La toxicologia analitica, por
definicion, comprende el conocimiento sobre qué medir, donde y en qué tiempo. Estas
variables deben tenerse en cuenta siempre si quiere llegarse a la comprension de un
impacto toxico. La presencia de los tdxicos en el ambiente supone, adicionalmente, una
complejidad que otros escenarios mas acotados no tienen. Esto hace necesarias
metodologias analiticas que permitan la recuperacion de los analitos desde distintas
matrices, su conservacion adecuada y el analisis cuali-cuantitativo especifico y sensible.
La contaminaciéon del ambiente con sustancias quimicas explosivas puede originarse
durante la fabricacion, el uso y la eliminacién de municiones en distintos dmbitos y en
todo el mundo. Las consecuencias para el ecosistema y la salud humana derivan de la
contaminacioén de aguas subterraneas y superficiales, suelos y sedimentos, y del aire, a
veces en concentraciones muy altas. Las estrategias para establecer riesgos toxicos y
objetivos de remediacion estan condicionadas por el conocimiento inadecuado del
destino ambiental y de los efectos de estas sustancias en los ecosistemas acudticos y
terrestres. En nuestro pais, si bien en una escala mucho menor que en otros, existen
instalaciones y terrenos que presentan situaciones de contaminaciéon ambiental por estas
razones. Un caso de interés lo constituye la Fabrica Militar de Polvoras y Explosivos
“Azul”, cuyo cierre en 2017 motivo la necesidad de evaluar pasivos ambientales luego
de su desmantelamiento. El muestreo y los andlisis quimicos preliminares estuvieron a
cargo de profesionales de CITEDEF, quienes procedieron a la toma de muestras de
aguas (superficiales y de napa) y de suelos en el predio. A partir de este caso testigo
surgi6 la inquietud de realizar estudios mas detallados para evaluar el impacto ambiental



de ésta y otras instalaciones similares o de campos de tiro en distintos sitios del pais. En
tal contexto es relevante realizar medidas de biomonitoreo que puedan revelar algin
impacto en el ecosistema del lugar y por supuesto, eventuales consecuencias para la
poblacion cercana (a través por ejemplo de la migracion de contaminantes por las napas
de donde se surten las fuentes de agua potable).

El objetivo del presente trabajo fue desarrollar una metodologia analitica por
cromatografia liquida acoplada a la espectrometria de masa para la determinacion
simultanea de los explosivos trinitrotolueno (TNT), ciclotrimetilentrinitramina (RDX) y
la ciclotetrametilentetranitramina (HMX), que permita mejorar la identificacion y
cuantificacion de estos analitos y sus metabolitos, a bajos niveles de concentracion en
matrices complejas y en menores tiempos de andlisis.

Experimental

El analisis de deteccion y cuantificacion de estos compuestos se realizé empleando un
sistema de cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masa (UPLC-MS) triple
cuadrupolo, compuesto por un cromatografo ACQUITY UPLC, un espectrometro de
masa Xevo TQ-XS, con ionizacién por electrospray (ESI) y el gestor de software
MassLynx (TargetLynx XS) (Waters Co., EEUU), permitiendo la adquisicion y el
procesamiento de datos espectrales de masas a partir de analisis cromatograficos.
Cromatografia UPLC - La separacion cromatografica se logré con una columna
AQUITY UPLC BEH Cis (1,7 pm % 2,1 mm, 50 mm; Waters Co., EEUU). Se empled
acetonitrilo:acetato de amonio SmM como fase mévil a una temperatura de columna de
35 °C y un caudal de 0,300 mL/min para la elucion en gradiente, siendo la composicion
(acetonitrilo:acetato de amonio 80:20) al inicio hasta 3,5 min; (2:98 respectivamente)
hasta 4,0 min y (80:20 respectivamente) hasta 5 min. Tiempo total de corrida: 5 min. El
volumen de muestra inyectado fue de 10 pL.

Espectrometria de masa (MS/MS) - Se realiz6 una buisqueda espectral para identificar
los iones caracteristicos de mayor intensidad para cada analito, en el rango de masas de
50 a 500 Da. A partir de estos iones se obtuvieron los iones hijos como productos
caracteristicos de fragmentacion, por monitoreo de reacciones multiples (MRM), los
que fueron utilizados para la identificaciéon inequivoca de cada analito y su posterior
cuantificacion. El flujo y la temperatura del gas de secado (nitrégeno) en la fuente de
ionizacion se ajustaron a 15 mL/min y 500 °C, respectivamente. Se optimiz6 para cada
analito el valor adecuado de voltaje capilar, la energia del fragmentador y la energia de
colision. Limites de deteccion: se midieron muestras estandares de calibracion
preparadas en el rango de concentraciones de 0,1 a 100 pg/mL, disueltas en fase movil y
se analizaron las curvas de calibracion mediante regresion lineal. Los limites
instrumentales de deteccion (LOD) y de cuantificacion (LOQ) se determinaron por
métodos estadisticos empleando 3 y 10 desvios estandares relativos respectivamente
para su célculo.

Resultados

Se desarrolld y optimizé un método UPLC-MS para la determinacién cualitativa y
cuantitativa de los explosivos TNT, RDX y HMX. Se utiliz6 el modo electrospray
negativo para la ionizacion de los compuestos investigados. Se emplearon iones
desprotonados [M—H]™ como iones precursores y los iones obtenidos por fragmentacion
de éstos, en modo MRM, para la cuantificacion e identificacion de los analitos, a saber:

Para TNT: a partir del ion [TNT-H]" m/z: 226, la fragmentacion de la forma
deprotonada del TNT produjo un pico a m/z: 195.8 que se asigné al i6n [TNT-H-NOT,
empleado para la traza de cuantificacion y un i6n a m/z: 76 que se asigndé a 5-
metilidenciclopenta-1,3-dieno, empleado como traza de identificaciéon. Para RDX: a
partir del pico a m/z: 267 correspondiente al i6n aducto [RDX+HCOO], la
fragmentacion proporcion6 un pico a m/z: 91,1 correspondiente al i6n [N,O4],
empleado para la traza de cuantificacion y un pico a m/z: 46 correspondiente al i6n



[NO:]" que se utiliz6 en la traza de identificacion. Para HMX: a partir del i6n aducto
[HMX+HCOO]" m/z: 341 la fragmentaciéon proporcioné6 un pico a m/z: 173,8
correspondiente al i6n [HMX-H-CH,;N,O,-HNO;], empleado para la traza de
cuantificacion y un pico a m/z: 146,9 correspondiente al ion [HMX-H-CH,N,Os]
utilizado en la traza de identificacion.

Los resultados demostraron linealidad en el rango de concentraciones estudiado (> >
0.99) para todos los analitos (Figura 1). El empleo del modo monitoreo de reacciones
multiples permitié la identificacion de los compuestos estudiados, especialmente en el
caso de compuestos coeluyentes. Se obtuvieron los siguientes limites de deteccion
(LOD) y de cuantificacion (LOQ): para TNT 1,85 y 6,09 ng/L; para RDX 0,78 y 2,59
pg/L y para HMX 3,31 y 11,05 ng/L respectivamente.

Figura 1. Curvas de calibracién y cromatogramas para los explosivos TNT, RDX y HMX,
demostrando el rango lineal para cuantificaciones entre 0 — 100 ppb.

Conclusiones

El método analitico basado en cromatografia liquida acoplado a espectrometria de masa
por ionizacion por electrospray fue aplicado exitosamente en el analisis de los
explosivos TNT, RDX y HMX. La separacion y cuantificacion de éstos fue posible
mediante el estudio de los espectros de masa de los iones formados en el modo de
monitoreo de reaccion multiple obtenidos a partir de la estructura del i6n precursor. Esta
identificacién y cuantificacion de explosivos es factible incluso en muestras con
matrices complejas, con gran cantidad de compuestos coeluyentes y extensible a
productos de biodegradacion. Estas ventajas se utilizaran en estudios ambientales
posteriores, para la determinacion e identificacion de productos de transformacion de
explosivos en sitios contaminados.



