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Sissejuhatus

Kaesoleva t00 eesmargiks oli monitoorida glifosaadi ja selle peamise laguprodukti
aminometutlfosfoonhappe (AMPA) sisaldusi Vortsjarves, viies VOrtsjarve vesikonnas asuvas
jOes (Tanassilma, Tarvastu, Ohne, Vdike Emajdgi ja Suur Emajdgi) ning kahes Vortsjarve
ldhedal asuvas polludarses piirikraavis (Kobilu ja Konguta) ETF grandi 8373 raames
ajavahemikus mai 2011 kuni november 2012. Selle eesmérgi taitmiseks oli vajalik vélja t6otada
metoodika glifosaadi ja AMPA sisalduste madramiseks mageveekogudes, kasutades
tahkefaasekstraktsiooni (SPE) ja korgefektiivset vedelikkromatograafiat (HPLC) koos
massispektromeetriaga (MS).

Glifosaat on laialdaselt kasutatav tdrkamisjargne tldhévitava toimega pestitsiid, mille pdhilised
kasutusalad on p&llumajandus ja metsandus. Levinuim glifosaati sisaldav produkt on Monsanto
kompanii poolt toodetav Roundup™. Gliifosaadi maaramine mageveekogudes on tahtis, kuna
antud pestitsiid kujutab kdige suuremat ohtu just vees elavatele organismidele ning glufosaadi

jalgi on leitud mitmetes jogedes ja jarvedes lle maailma.

Kasutades Tartu Ulikooli Katsekoja laboris olevat aparatuuri
(korgefektiivnevedelikkromatograafia Uhendatuna elektropihustusionisaatsiooni ja ioonldks-
massispektromeetriga) (HPLC/ESI/MS) pustitati t66le jargmised eesmargid:

e kirjandusele tuginedes valja todtada meetoodika glifosaadi ja AMPA maaramiseks

looduslikus vees,

e leida ning optimeerida sobiv prooviettevalmistus-, vedelikkromatograafiline- ja

massispektromeetriline metoodika gliifosaadi maaramiseks,

e kirjeldada metoodika tundlikkust ja tapsust oluliselt mdjutavaid etappe, mis on

varasemalt kirjanduses mainimata,

e viia labi glifosaadi ja AMPA monitooring VOrtsjarve vesikonnas ETF grandi 8373

raames ajavahemikus mai 2011 kuni november 2012.



1. Kirjandusulevaade

1.1 Glufosaat

Glifosaat (andmed Tabelis 1) on Uldhdvitava toimega tarkamisjargne pestitsiid, millel
pdhinevaid taimekaitsevahendeid kasutatakse nii to6stuses kui ka kodumajapidamises peamiselt
umbrohu torjeks. Toimemehhanismilt on gliifosaat kloroplastis asuva ja fendlalaniini, tirosiini
ning triptofaani sinteesi kataltlsiva 5-enoolpuruviilsikimaat-3-fosfaadi slntaasi (EPSPS)
inhibiitor. EPSPS leidub kdigis taimedes, seentes ja bakterites, kuid mitte imetajates, kalades ja
lindudes. Viimased peavad EPSPS poolt slnteesitavaid aminohappeid saama toidust. Antud
pohjusel peeti glifosaati selle turule toomisel 1970. aastatel inimestele ja teistele imetajatele
taiesti ohutuks. Sellest ajast alates on aga labi viidud hulganisti uuringuid, mis on naidanud
glufosaadi ohtlikkust peamiselt vees elavate organismide suhtes [1,2], muutes eriti oluliseks
glufosaadi uurimise erinevates veekogudes, kuhu see v6ib sattuda vihmaveega pinnasest [3] voi
kanduda tuulega otse 6hust [4]. Samuti on naidatud glifosaadi mdju imetajatele [5], kuid ainult
uksikutes uuringutes on leitud olulist mdju looduses (alla 1 mg/l) esinevate kontsentratsioonide
tasemel [6]. Pigem on naidatud, et mirgisus imetajatele ja kaladele tuleneb glifosaadil

baseeruvates taimekaitsevahendites kasutavatest pindaktiivsetest Ghenditest, mitte gliifosaadist

[7]1.

Gliifosaadi vahene ohtlikkus looduses tuleneb peamiselt selle madalatest sisaldustest. Suurimad
pinnavetes leitud glifosaadi sisaldused on maaratud Lduna-Ameerikas (suurusjargus 1 mg/l), kus
on levinud glifosaadi suhtes resistentsete taimede kasvatamine [8]. Madalad kontsentratsioonid
on tingitud glifosaadi suhteliselt kiirest lagundamisest pinnases elavate mikroobide poolt.
Poolestusaeg s6ltub pinnase orgaanilise susiniku, alumiiniumi, raua ja fosfaadi sisaldusest ning

varieerub monest kuni rohkem kui saja p&evani [3].

Glufosaadi peamiseks laguproduktiks on aminometuilfosfoonhape (AMPA) (andmed Tabelis 1),
mis laguneb pinnases tavaliselt aeglasemalt kui glifosaat. AMPA aeglasemat lagunemist
seletatakse tugevama adsorbtsiooniga pinnase osakestele ja/vdi mikroorganismide véiksema

mojuga AMPA lagunemisele.



Tabel 1 Glufosaadi ja AMPA (ldandmed [9]

Glufosaat AMPA
CAS nimi N-(fosfometadl)glitsiin (aminometuil)fosfoonhape
CAS registri number 1071-83-6 1066-51-9
Triviaalnimetus Glufosaat AMPA
Molekulvalem C3HgNOsP CHsNO3P
Molekulmass (g/mol) 169,01 111,04
O
. 0 H (”) N\ N
Kanooniline struktuur ).I\/N P, P NH,
HO ~~"\"OH HO/ \
OH OH
pK, vaartused 0,78; 2,29; 5,96; 10,98 1,48; 9,93
Flusikalised parameetrid| Varvitu, I6hnatu, kristalne tahkis |Varvitu, I6hnatu, kristalne tahkis
Vees 12 g/1 25°C juures.
Lahustuvus Lahustumatu enamustes
orgaanilistes solventides

1.2 Glufosaadi maaramine

Laia kasutuse tottu on glifosaati maaratud mitmete meetoditega paljudes maatriksites. Kdige
levinumad on kromatograafilised metoodikad, millest vesikeskkonnas méaaramisel eelistatakse
vedelikkromatograafiat ~ gaaskromatograafiale lintsama  prooviettevalmistuse  tottu.
Vedelikkromatograafi on detekteerimiseks Uhendatud peamiselt ultraviolett-ndhtavaala (UV-

Vis), fluorestsents- voi MS-detektoriga [10].

Kuna glufosaat ei sisalda kromo- ega fluorofoore, ei ole derivatiseerimata kujul maaramine
spektroskoopiliste meetoditega vdimalik. Samuti ei ole, glufosaadi polaarsusest tulenevalt,
vOimalik tema eraldamine maatriksist podrdfaaskromatograafiaga, mis on suurte proovikoguste
korral hadavajalik. Need probleemid on enamasti lahendatud peamiselt aminohapete analtiiisiks
kasutatava 9-fluorenutlmetuil kloroformiaadiga (FMOC-CI) [10] derivatiseerimisel. FMOC-
rihm aitab oma mittepolaarsusega lisaks kaasa ka derivaadi ioniseerumisele ESl-allikas, kui
detektorina kasutatakse MS [11]. Tulenevalt madalatest kontsentratsioonidest keskkonnas, mis
esitavad nBudmised metoodika madramispiirile, on proovide kontsentreerimiseks kasutatud
erinevate statsionaarsete faasidega tahkefaasekstraktsioon (SPE) padruneid nii on- kui ka off-line
reziimis [10]. SPE padrunite kasutamine v&hendab maatriksi komponente proovis ning voib

seetdttu keerulise maatriksiga proovides margatavalt maatriksefekti (ME) vahendada.



1.3 Glufosaadi maaramine SPE HPLC/ESI-MS metoodikatega

SPE-I ja HPLC/ESI/MS-I pdhinevaid glifosaadi méaramismetoodikaid on kirjanduses avaldatud
mitmeid. Metoodika eeliseks on kdrge tundlikkus ja hea selektiivsus, mis tulenevad MS detektori
omadustest. Puuduseks voib lugeda koérget tundlikkust maatriksefekti (ME) suhtes, mis tuleneb
ESI allika omaparadest. ME ja prooviettevalmistusest tulenevate kadude arvesse votmiseks

kasutatakse peamiselt isotoopmargistatud sisestandardeid.

Prooviettevalmistus algab isotoopmargistatud standardiga rikastamisega. Kuna glifosaat vdib
metalliioonidega komplekse moodustada [12], viiakse teise etapina l&bi hapestamine, mille
eesmérgiks on I6hkuda glufosaat-metallioon kompleksid, mis vdivad takistada glifosaadi
derivatiseerimist. Vabasse vormi viidud glifosaat derivatiseeritakse, kasutades FMOC-CI, kdrge
pH juures, mille korral on glifosaadi aminorihm deprotoneeritud. Derivatiseerimine tagab
glifosaadi seondumise poordfaas statsionaarfaasiga ja parandab ionisatsiooniefektiivsust (IE)
ESI allikas. Derivatiseeritud proov kantakse SPE-padrunisse, millest see elueeritakse, pérast
maatrikskomponentidest puhastamist, metanooliga. Metanooli faas aurutatakse kokku N, voolus
kdrgendatud temperatuuril, et tsta glifosaadi kontsentratsiooni proovis. Kokkuaurutatud proov
lahustatakse ules vees ja sustitakse HPLC/ESI/MS susteemi. Poordfaaskolonnides toimub
elueerimine gradientprogrammiga, milles kasutatakse mobiilfaasina puhverlahuse ja metanooli
vOi atsetonitriili (MeCN) segu. loniseerimist ESI allikas on labi viidud nii negatiivses kui ka

positiivses reziimis, millest viimane on ndidanud korgemat tundlikkust [13].

Kasutatud on ka metoodikaid, kus veeproov kontsentreeritakse enne gliifosaadi derivatiseerimist,
kasutades tugevaid anioonvahetus SPE padruneid [14], ning samuti metoodikad, kus glufosaat
eraldatakse maatriksi komponentidest kasutades ioonkromatograafiat [15], millele jérgneb

glufosaadi derivatiseerimine.

1.4 ME SPE HPLC/ESI/MS analtusil

SPE HPLC/ESI/MS-I pdhinevad metoodikad on tuntud oma kdrge selektiivsuse poolest, kuid
voivad keerulistes maatriksites vOi ulatusliku proovikontsentreerimise korral olla tundlikud ME
suhtes. ME on IE muutus, mida pohjustavad analliidiga koos HPLC-st elueeruvad maatriksi
komponendid ESI allikas ja seda v0ib véljendada kui:



ME = —2Breov_. 1004, (1)

standard

milles Aproov Ja Astandard ON Proovi ja standardi piigipindalad samal analttidi kontsentratsioonil.
Juhul kui tahetakse iseloomustada ME laiemas kontsentratsioonide vahemikus, asendatakse
piigipindalad kalibreerimisgraafiku tdusudega:

ME = —Prov . 100%, )

Astandard

milles a0y ja astandard  ON  Kalibreerimisgraafiku tbusud vastavalt proovimaatriksis ja

standardlahuses.

Erinevate analultide ja maatriksite kombinatsioonide korral on Kirjeldatud nii signaali
mahasurumist rohkem kui 90% [16] kui ka mitmesaja protsendilist signaali tugevnemist [17].
Sellest lahtuvalt on oluline ME vdimalust arvesse votta nii metoodika arendamisel kui ka

valideerimisel.

ME on HPLC/ESI/MS metoodikates pohjustatud analutdiga samal ajal ESI allikasse joudvatest
maatriksi komponendidest, mis toovad peamiselt kaasa signaali mahasurumise. Mahasurumine
vOib olla pdhjustatud mitmest erinevast faktorist v6i nende kombinatsioonist. Esiteks v@ivad
koos elueeruvad komponendid tdsta eluendi viskoossust ja pindpinevust, mis aeglustab solvendi
aurustumist ja seega ka Rayleigh piiri (punkt, kus laetud osakeste vaheline tdukejoud Gletab tilga
pindpinevuse ja tilgast eralduvad vaiksemad tilgad) saavutamist. See tdhendab, et tilkade
aurustumiskiirus vaheneb, rohkem ioone jaab tilkadesse ning ei paase gaasifaasi, kust neid MS
saaks analiiiisida. Seega vaheneb analtdtilist signaali andvate analtiidi molekulide arv, mis
jOuavad gaasifaasi [18]. Samuti vdivad koos elueeruvad maatriksi komponendid vahendada
analttdi kontsentratsiooni tilga pindfaasis, millest toimub ioonide aurustumine gaasifaasi [18].
Selle mehhanismi iseloomustamiseks on pakutud valja teoreetiline mudel, mis kirjeldab ESI
ionisatsiooni efektiivsust sdltuvalt analtiudi afiinsusest tilga pinnale (valem 3) [19].

& — [A+]S(CB_[B+]S) (3)
Kg  [B*]s(Ca—[A*]s)



kus [A']s ja [B']s on ainete A ja B kontsentratsioonid tilga pinnafaasis, Ca ja Cg on A ja B
analtitilised kontsentratsioonid lahuses ning Ka ja Kg on vastavad jaotuskoefitsendid tilga

pinnakihi ja sisemuse vahel.

Maatriksefekti arvesse votmiseks on HPLC/ESI/MS analudsidel kasutatud erinevaid l&henemisi,
mis podhinevad kas ME vahendamisel voi selle arvesse votmisel. ME véhendamiseks on
muudetud ESI polaarsust [20], vahendatud ESI voolukiirust [21], proovi on puhastatud kasutades
SPE ekstraktsiooni [22] vdi suuruseralduskromatograafiat [23], vahetatud ekstraktsioonisolventi
ndrgema elueeriva jouga solvendi vastu [24], tdstetud kromatograafilist retentsiooni [25],
kasutatud proovi lahjendamist [18] v6i optimeeritud MS parameetreid [26].

Kuna eelpoolnimetatud l&henemised ei kaota ME téielikult, vdivad olla aegandudvad ning
vahendada metoodika tundlikkust on véljato6tatud mitmeid meetodeid ME arvesse votmiseks.
Kasutatud on analliidile struktuurselt sarnaseid thendeid sisestandardina [27], kolonni eelset
[28] ja jargset lisamismeetodit [29], kasutatud maatriksvastavat kalibreerimist [30], kaja-piigi
tehnikat [31] ja isotoopmargistatud sisestandardeid [32]. Kuna ME ulatus vdib s6ltuda uuritava
analtiudi retentsiooni ajast (tg) on oluline adekvaatse hinnangu andmiseks digesti hinnata ME
just analtitidi retentsiooniajal. Selleks sobivad hésti isotoopmargistatud sisestandardid, eriti **C-
maérgistatud, mis elueeruvad analiitidile vaga lahedastel retentsiooni aegadel ning omavad samu
keemilisi omadusi, mis tagab hea hinnangu maatriksefektile [32]. Samas on aga ndidatud, et
isotoopmérgistatud standardid ei ole alati vdimelised ME arvesse votma [33] ja et

isotoopmargistatud sisestandard ja analtilit vBivad Uksteise signaale méjutada [34].

Kuna antud t66 eesmargiks oli vélja téotada metoodika, mis oleks vdimalikult tundlik, kuid
samas ka tdene, kasutati nii ME arvesse vOtmist isotoopmaérgistatud sisestandardiga kui ka
vahendamist SPE, kromatograafiliste parameetrite optimeerimise ja prooviettevalmistuse

muutmisega.
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2. Eksperimentaalne osa

2.1 Reaktiivid ja laborivahendid

Glufosaadi, **C-gliifosaadi (Dr. Ehrenstorfer GmbH, Saksamaa, 98,5%) ja AMPA (Sigma-
Aldrich, Saksamaa, 99%) emalahused, kontsentratsiooniga 1000 mg/l, valmistati MilliQ vees
(18,2 MQxcm, Millipore Simplicity 185, Prantsusmaa). Toostandardlahused valmistati
emalahust MilliQ veega lahjendades. FMOC-CI (Sigma-Aldrich, USA, 97%) lahustati
atsetonitriilis (J.T. Baker, Holland, 99,8%). Derivatiseerimiseks kasutatav boraatpuhver pH=9,0
valmistati boorhappest (Peaxum, NSVL, puhas analiiiisiks) ja naatriumhiidroksiidist (Chemapol,
Tsehhoslovakkia, 97%). SPE padruni elueerimiseks kasutati metanooli (J.T. Baker, Holland,
99,8%). HPLC/MS mobiilfaas valmistati kasutades MeCN ja puhverlahuseid, mis valmistati
ammooniumatsetaadist (Fluka, Sveits, > 99,0%) ja sipelghappest (Fluka, Sveits, 98%). K&ik
lahused valmistati kasutades Eppendorfi (Saksamaa) automaatpipette (5000, 1000, 100, 20 pl).
Proovi kontsentreerimiseks ja puhastamiseks kasutati Strata™ — X polymeric Solid Phase
Extraction padruneid (200 mg/3 ml) (Phenomenex, USA).

2.2 HPLC/ESI/MS instrument

Glufosaadi lahuste analliiisiks kasutati HPLC/MS instrumenti firmalt Agilent, mis koosnes
jargnevatest osadest: Agilent 1100 seeria vaakumdegasaator, binaarne pump solvendi valiku
klapiga, automaatne proovisisestussiisteem, kolonni termostaat kahele analutilisele kolonnile,
UV-Vis dioodrividetektor G1315B ning ioonl6ks-massispektromeeter Agilent LC/MSD Trap
XCT. MS ioonoptika parameetrid, mis optimeeriti maksimaalse tundlikkuse saavutamise
protseduurist lahtuvalt [26], on toodud Tabelis 2.

HPLC ja MS olid omavahel Uhendatud ortogonaalse elektropihustus-ionisatsioonallikaga

(positiivses reziimis), mille pihustus- ning Kuivatusgaasiks kasutati trassilammastikku.
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Tabel 2 Optimeeritud ioonoptika parameetrite vaartused.

e
Capillary (V) -4500 -4500
Skimmer (V) 22,0 22,0
Cap exit (V) 70 70
Oct 1 DC (V) 11,0 11,0
Oct 2 DC (V) 1,0 1,0
Trap drive 35,0 35,0
Oct RF (Vpp) 280,0 280,0
Lens 1 (V) -5,2 -5,2
Lens 2 (V) -73,4 -73,4
Frag. CutOff 78 67
Frag. Amp. (V) 0,41 0,50

T60s kasutati analtiutilist kolonni Phenomenex Synergi 4u Hydro-RP 80A pikkusega 250 mm,
sisediameetriga 4,6 mm, osakese suurusega 4 pum, koos eelkolonniga SecurityGuard Cartridges
AQ C18 pikkusega 2,0 mm, sisediameetriga 4 mm ja osakese suurusega 5 um. T66s kasutati
mitmeid erinevaid gradientprogramme, mis kasutasid MeCN ja mitme erineva pH ning
kontsentratsiooniga ammooniumatsetaadist ja sipelghappest valmistatud puhvrit. Vortsjarve
vesikonnast voetud proovide gifosaadi sisalduse maaramiseks kasutati 16plikus metoodikas
gradientprogrammi (Tabel 3) kasutades MeCN ja 5 mM ammooniumatsetaadist ja sipelghappest

valmistatud puhverlahust pH = 5,0.

Tabel 3 Loplikus metoodikas kasutatud gradientprogramm (tasakaalustusaeg 5 min)

Aeg (min) %MeCN
0 20
15 100
20 100
22 20

12



2.3 Prooviettevalmistus

Analuiisiks vBeti 25 ml proovi, mida rikastati **C-gliifosaadiga (proovile lisati 62,5 pl 200 ug/I
3C-gliifosaadi lahust vees), et vétta arvesse pikast prooviettevalmistusest tulenevad kaod ning
ESI allikast tulenev ME. Seejarel hapestati proov pH=1-ni kasutades 6 M HCI ja jéeti proov
uheks tunniks seisma, et metalliioonidega komplekseerunud gliifosaat vabasse vormi viia. Proovi
neutraliseerimiseks (pH~7) vajalik hulk 6 M KOH méarati tiitrides Uhte proovi, kasutades
automaatpipette ja pH-meetrit. Ulejdanud, samal paeval méairatavad, proovid neutraliseeriti
tiitrimiseks kulunud koguse lisamisega (proovide pH véartust kontrolliti pH meetriga ning 7-st
maérgatavalt erinevate pH vaartuste korral korrigeeriti pH-d tdiendavalt). Seejarel lisati lahusele 3
ml MeCN, et tOsta vees vahelahustuva derivatiseeriva reagendi FMOC-CI lahustuvust proovis,
ning viidi proov pH=9 juurde, kasutades 2 ml 0,45 M boraatpuhvrit (pH=9,0), mille korral on
glifosaadi aminoriihm deprotoneeritud ning reaktsioonivdimeline FMOC-CI-ga. Seejérel lisati
140 pl 30 mg/ml FMOC-CI lahust atsetonitriilis ja lasti proovil vahemalt kolm tundi reageerida.
Mittepolaarse FMOC-riihma lisamine polaarsele glifosaadi molekulile vdimaldab seda eraldada
suurest hulgast maatriksi komponentidest kasutades pdordfaaskolonni ning parandab gliifosaadi
IE ESI allikas.

Enne SPE padrunisse sisestamist, mida kasutati proovi puhastamiseks maatriksi komponentidest
ja proovi kontsentreerimiseks, hapestati proov 1 ml sipelghappega (pH=2). See véhendab
glufosaat-FMOC molekuli polaarsust, protoneerides kaks kolmest happelisest riihmast (vorreldes
pH=9) ning tostab seega analtldi seondumist podrdfaas SPE padruni C18 statsionaarse faasiga.
SPE padrun konditsioneeriti enne proovi sisestamist 5 ml metanooli ja 5 ml 0,1% sipelghappe
lahusega, et valmistada ette statsionaarne faas prooviga seondumiseks ja garanteerida padrunite
puhtus (padrunid olid korduvkasutuses). Proov sisestati kiirusega umbes 1 ml/min ning pesti
maatrikskomponentide vahendamiseks koheselt pérast proovi sisestamist 10 ml 0,1%
sipelghappe lahusega. Pérast pesu kuivatati SPE padrunit 30 minutit, kasutades vaakumpumba
poolt tekitatud dhu voolu, et vabaneda vee jaakidest padrunis. SPE padrunisse jadnud vesi voib
kaasa tuua padrunisse sadenenud boraatpuhvri jadkide elueerumise koos gliifosaadiga ja proovi
kokkuaurutamisel pdhjustada glifosaat-FMOC derivaadi lagunemise (vt. ptk. 3.3 Boraatpuhvri
mdoju). Parast kuivatamist elueeriti proov SPE padrunist 9 ml metanooliga ning aurutati kuivaks
N, voolus 50 °C juures. Kuivaksaurutatud proov lahustati 0,5 ml MilliQ vees ja sustiti
HPLC/ESI/MS slisteemi.
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Kuna gliifosaat-FMOC ja *C-gliifosaat-FMOC signaalide iheaegsel médtmisel ei olnud saadud
tulemused kooskdlalised (vt. ptk. 3.7 MS parameetrid), sustiti tGhte proovi kaks korda, mddtes
esimese jooksuga glifosaat-FMOC ja AMPA-FMOC signaal ning teisega “*C-gliifosaadi ja

AMPA-FMOC signaal.
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3. Tulemused ja arutelu

3.1 Maaramismetoodika valjatootamine

T66 eesmargiks oli luua Tartu Ulikooli Katsekojas asuvat aparatuuri kasutades vdimalikult kdrge
tundlikkusega kvantitatiivne metoodika glifosaadi ja tema pohilise laguprodukti AMPA
méaaramiseks. Eesmérgi saavutamiseks koostati Uldine skeem, mis pohines kirjandusele —
valdavas enamuses tuginedes Hanke [35] ja Ibanez’i [13] gruppide t6ddele. Metoodika
arendamist alustati MS parameetrite algse optimeerimisega negatiivses ESI reziimis ning
glifosaadi (siin ja edaspidi moeldakse glifosaadi all glifosaat-FMOC derivaati) eraldamiseks
vajaliku algse HPLC gradientprogrammi loomisega. Prooviettevalmistuse arendamist alustati,
kasutades gliifosaadiga rikastatud MilliQ vett ilma sisestandardita, etapiviisiliselt ning
prooviettevalmistusjarjekorrale vastupidiselt. Glifosaadi jalgede analiilisiks vastuvGetava
tundlikkusega prooviettevalmistusmetoodika valmimisel veti kasutusele gliifosaadiga rikastatud
Vortsjarve vesikonna proovid, mille glifosaadi sisaldus oli rikastamiseelselt alla avastamispiiri
(LoD), mida kasutades optimeeriti analoogselt MilliQ veega metoodika tundlikkust ja tapsust
mojutavad etapid. Seejarel lisati prooviettevalmistusse sisestandardina *C-gliifosaat ja AMPA

ning optimeeriti uuesti prooviettevalmistus, HPLC ja MS parameetrid.

Selles td0s ei kasitleta: derivatiseerimiseks vajalikku FMOC-CI hulga ja reaktsiooniaja
optimeerimist; SPE proovi-, pesu- ja  elueerimisruumalade optimeerimist;
kokkuaurutamisparameetrite moju saagisele; HPLC susteemi Ulekandeefekti ning MS

parameetrite optimeerimist negatiivses ESI reziimis, kuna need on varasemalt kirjeldatud [36].

3.2 Proovi kontsentreerimise moju

Glufosaadi madalate sisalduste tottu looduslikus vees on vajalik proovi kontsentreerimine enne
HPLC/ESI/MS analuiiisi. Antud t60s tehti seda kahes etapis — kasutades SPE koos saadud proovi
kuivaksaurutamisega ldmmastiku voolus. Analliidi kontsentratsiooni tdstmiseks proovis antud
metoodikaga on seega vodimalik tdsta algset prooviruumala voi véhendada kokkuaurutamise
jargset proovi Ules lahustamiseks kasutatavat solvendi ruumala. Kuna uleslahustamiseks

kasutatav solvendi ruumala muutmine ei mdjuta prooviettevalmistuse keerukust ega ajakulu,
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valiti selleks 500 pl, mis oli minimaalne ruumala kuivaksaurutamise anuma loputamiseks. Piisav
kontsentreerimisastme ulatus, et saavutada ndutav LoD mdistliku ajakuluga, leiti seega

optimeerides proovi algruumala.

ESI ionisatsiooniallika tundlikkuse tdttu ME suhtes ei pruugi proovi kontsentreerimisastme
tdstmine, mingist kontsentreerimisastmest alates, enam markimisvééarselt madalamat LoD anda.
Pdhjus seisneb selles, et proovi kontsentreerimisega kaasneb mitte ainult analtldi, vaid ka
maatriksi komponentide sisalduse tdus. Nagu eelpool mainitud, saavad ME p&hjustada ainult
komponendid, mis elueeruvad kromatograafilisest kolonnist analliidiga samal ajal.
Retentsioonimehhanismide sarnasuse tottu poordfaas HPLC kolonni- ja podrdfaas SPE padruni
statsionaarses faasis, on ME pOhjustavatest komponentidest sellise SPE ja HPLC
kombinatsiooniga vabanemine keeruline, kui mitte vB@imatu, kuna ained, mis elueeruvad
analutdiga samal ajal kromatograafilisest kolonnist seonduvad suure tdendosusega ka SPE C18
faasiga. Probleemi saaks lahendada vahetades SPE v0i HPLC kolonni statsionaarset faasi.
Néiteks vahetada podordfaas SPE padrunid valja anioonvahetus padrunite vastu ning
derivatiseerida proov pérast analliiidi SPE padrunist elueerimist. Sellist lahendust ei olnud aga
praktikas vOimalik rakendada, kuna derivatiseerimata glifosaadi seondumine tugevate
anioonvahetus SPE padrunitega ei andnud rahuldavaid tulemusi, mistdttu jaadi kirjanduses

levinuima podrdfaas-pdordfaas lahenduse juurde ja optimeeriti kontsentreerimise ulatust.

Sobiliku kontsentreerimisastme leidmiseks uuriti glifosaadiga rikastatud pinnavett, kasutades
kahte prooviruumala — 10 ja 100 ml. Tulemused analliusiti lahtuvalt protsessiefektiivsusest, mis
on leitud proovikontsentratsiooni (isotoopmargistatud standardiga korrigeerimata) suhe lisatud

kontsentratsiooni.

Kuna protsessiefektiivsus hdlmab endas nii ME kui ka saagist, annab see parima hinnangu
metoodika tundlikkusele. Protsessiefektiivsuseks ule viie paralleeli saadi 10 ml prooviruumala
korral glifosaadi jaoks 34 + 4% (+ tahistab siin ja edaspidi standardhalvet) ja 100 ml korral 15 £
6% ning AMPA jaoks vastavalt 92 + 29% ja 31 + 15%. Madalam protsessiefektiivsus suuremal
ruumalal tuleneb kdrgemast ME ning madalamast saagisest. Nimelt uhutakse suurel ruumalal
glufosaati juba proovisisestamise ajal margatavalt rohkem vélja (keskmine saagise védhenemine
0,35% 1 ml proovi kohta). See tdhendab, et prooviruumala suurendamisel kimme korda, toimub
ainult ligikaudu neljakordne tundlikkuse kasv. Analliusi aeg pikeneb aga rohkem kui 10 korda,
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kuna SPE padrunid kipuvad suuremal ruumalal kergesti ummistuma, isegi kasutades eelnevalt
proovi filtreerimist. Samuti suureneb oht padruni taielikuks ummistumiseks, mis tekitab vajaduse
proovi uuesti analtiisimiseks. Nendel kaalutlustel voeti kasutusele prooviruumala 25 ml, mille

korral ei olnud padrunite ummistumise tdendosus oluliselt suurem kui 10 ml korral.

3.3 Boraatpuhvri mgju

Metoodika arendamise algfaasis saadi anomaalselt madalaid saagiseid, mis ei olnud kooskdlas
kirjanduses avaldatud tulemustega [10]. Probleemi lahendamise kadigus, mis hdlmas endas igale
metoodika etapile saagise hinnangu andmist, tuli valja, et suur ning vahel ka tdielik analtddi
signaali kadumine toimub proovi kokkuaurutamise etapis. Erinevaid
kokkuaurutamisparameetreid (temperatuur, kasutatava anuma materjal, lahuse koostis) muutes
leiti, et glifosaat-FMOC  derivaadi  lagunemine toimus  kdrgetel  boraatpuhvri

kontsentratsioonidel.

Kokkuaurutamisprotsessi saagisele 0,015 M boraatpuhvri vesilahuses anti hinnang mitmel
paeval. Antud kontsentratsioon valiti uurimiseks, kuna sellise kontsentratsiooni esinemist
proovis peeti vBimalikuks ilma padruni korraliku pesemiseta. Labiviidud katsetes ei Uletanud
etapi saagis Uhelgi kordusmdatmisel 10% ning tihti toimus analliudi signaali téielik kadumine.
Kui aga sama boraatpuhvri kontsentratsiooniga lahuses l&bi viidud kokkuaurutatud proov
lahustati MilliQ vee asemel lles derivatiseerimislahuses, mis koosnes vordsetest osadest MilliQ
veest, 30 mg/ml FMOC-CI MeCN lahusest ja 0,45 M boraatpuhvrist (pH=9,0), tbusis protsessi
saagis kolmel paralleelil kuni 70%-ni. See nditab, et kdrge boraatpuhvri kontsentratsiooni mojul
kokkuaurutamisel lagunenud glifosaat-FMOC derivaati saab uuesti derivatiseerida, kuid

protsessi saagis on praktiliseks kasutamiseks liiga madal.

Kui kokkuaurutamise protsess viidi 14bi 2,2:10° M boraatpuhvri kontsentratsiooniga saadi etapi
saagiseks 94 + 23%, mis néitab kokkuaurutamisele eelneva SPE padruni pesemise ja ka
kuivatamise olulisust. Nimelt sadeneb osa boraati lahusest SPE etapis vélja ja vOib jadda
padrunisse kinni, kus selle kristalle on enne 0,1% &&dikhappega pesemist ka silmaga néha. Kuna
boraat on vees raskesti lahustuv, ei ole seda 0,1% &adikhappega vdimalik taielikult vélja pesta

ilma olulise analliidi kaota. SeetGttu on oluline SPE padruni kuivatamine enne metanooliga
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elueerimist, et vabaneda padrunisse jadnud veest. Vee jadgid padrunis tdstavad sinna jaénud
boraadi lahustumist metanoolis ja SPE padrunist prooviga koos elueerunud boraadi hulk on

Seega suurem.

Samuti leiti, et kdrge boraatpuhvri kontsentratsioon sustitavas lahuses vahendab glifosaadi, aga
mitte AMPA retentsiooniaega. Glifosaadi retentsiooniajad nihkusid 6,1 minutilt 5,5 minutile, kui
kuivatatud proov lahustati MilliQ vee asemel tles 0,225 M boraatpuhvri lahuses. AMPA tg
konstantsus valistab pdhjusena sustitava proovi kGrgema pH boraatpuhvri lahuses retentsiooniaja
nihke pdhjusena. Kdrgemal pH-I karboksttlhappe ja —PO3H; riithm dissotseeruvad ja retentsioon
mittepolaarse statsionaarse faasiga nérgeneb. Esmapilgul voib kill tunduda, et juhul kui lahuse
pH oleks pérast kokkuaurutamist vahemikus ~pH=1-2 (mis tundub vahe tbendoline) ja pérast
boraatpuhvri lisamist tduseks see vahemikku ~pH=3-5, oleks m&jutatud ainult glifosaadis olev
karbokstulrihm (pKs;=2,29), aga kui arvestada fakti, et standardlahustes, mille pH>7, on
glifosaadi tr sama, mis vees lahustatud kokkuaurutamisjadgil, ei nai tdusva pH seletus piisav.
Tdendoliselt on tg muutus pdhjustatud boraadi ja glufosaadi vahel toimuvast spetsiifilisest

interaktsioonist, mis ei toimu AMPA-ga.

Tihti ei ole otstarbekas vai vBimalik glufosaati derivatiseeritud kujul osta (peamiselt selle Ghendi
ebastabiilsuse tdttu), seega derivatiseeritakse analtiit FMOC-CI ja boraatpuhvrit kasutades ka
standardlahuste jaoks ise. Valmistamise juures on oluline silmas pidada, et standarditesse ei
jaetaks oluliselt kérgemat boraatpuhvri sisaldust kui proovides, mis on pérast kokkuaurutamist
MilliQ vees lahustatud. Kdrge boraatpuhvri sisaldusega standardid voivad endaga kaasa tuua
mitmeid probleeme. Esiteks on glufosaadi madalate sisalduste tottu loodusliku vee analtisil
saadud analutdi piigid véga vaikesed ja vdivad ja&da interpreteerimata, kui eeldatakse, et proovi
piik omab kalibreerimisstandardiga sama tg. Teiseks oleme looduslikke proove analiilisides
kohanud maatriksi piike, mis omavad glifosaadile iseloomulikku Gleminekut (m/z 392 — m/z
170), kuid mille retentsiooniaeg on glufosaadi piigist pisut erinev. Selliste piikide esinemisel
vOib ainult Ghte fragmendi piiki jalgides tekkida segadus piigi péritolu kohta ja tekkida
valepositiivse tulemuse oht. Probleemi lahendamiseks tuleks registreerida igale piigile téielik
MS? spekter, millest saab naha, kas selle kuju on gliifosaadile iseloomulik. Teiseks véimaluseks
on jélgida fragmenti m/z 170 asemel fragmenti m/z 88 nagu on soovitatud Ibanezi poolt [13].

Kuna fragmendi piik m/z 170 andis t60s kasutatud ioonl6ks massispektromeetriga kdrgema
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tundlikkuse ja igal analiisil registreeriti téielik spekter, otsustati metoodika tundlikkuse

tdstmiseks monitoorida fragmendi m/z 170.

Kuna naatriumboraat on mittelenduv ja toob kaasa MS sisendi maardumise valge sademega,
uuriti, millist mdju avaldab selle sisaldus IE. Keskmine kalibreerimisgraafiku (6 punktiga)
tdusudest arvutatud ME oli 0,225 M boraatpuhvri kontsentratsioonil 71% gliifosaadi ja 54%
AMPA jaoks. Kuna analiiiisil kasutatakse *C margistatud glufosaati sisestandardina, ei méjuta

see anallilsi tapsust glifosaadi jaoks, kuid vahendab metoodika tundlikkust.

3.4 *C-gliifosaadi poolt p6hjustatud ME

Proovi kontsentreerimise mdju hindamisel ME-le leiti, et identselt valmistatud proovide
glifosaadi ja **C-gliifosaadi MS-signaalide suhe vdib proovist proovi olla vaga erinev, kui neid
on erineval maaral kontsentreeritud. Nahtust edasi uurides leiti, et **C-gliifosaat vahendab
glifosaadi signaali ja kuna mahasurumine ndis olevat sBltuvuses ‘*C-gliifosaadi
kontsentratsioonist, uuriti eksperimentaalsete tulemuste sobilikkust C. G. Enke poolt vélja
todtatud mudeliga [19]. Vastupidine, gliifosaadi mdju *C-gliifosaadile, jaeti uurimata, kuna ei
ole téheldatud, et gliifosaadi kontsentratsioonid looduslikus vees kulndiksid tasemini, milles

vOiks eeldada sellise mehhanismiga ME esinemist.

ESI kasutades tekitatakse tilkasid, millel on soltuvalt kasutatavast reziimist kas positiivsete voi
negatiivsete laengute liig. Kuna themargilised laengud téukuvad, on Gleliigset laengut tekitavad
osakesed eelistatult tilga pinna ldhedases kihis. Enke pakkus vélja, et lahuse koostise ja ioonide
suhtelised signaalid massispektris s6ltuvad sellest, kuidas ioonid jagunevad ESI tilga sise- ja
pindfaasi vahel. Sisefaas on summaarselt neutraalne, kus asuvad neutraalsed osakesed ja
ioonpaarid, ning pindfaas on laetud ja seal asub tilga laengut maarav laetud osakeste liig. Enke
pakkus vélja, et suhtelised signaalide tugevused massispektris sGltuvad ioonide suhtelisest
sisaldusest tilga pinnafaasis. Nendel p&himotetetel vélja tootatud mudeliga nditas ta kuidas
thelaengulise analliudi signaal s6ltub analtiltilisest kontsentratsioonist, afiinsusest tilga pinnale
ja konkureeriva (antud kontekstis ME pdhjustava) aine analliutilisest kontsentratsioonist ning

afiinsusest tilga pinnale. Antud t66s esilekerkinud olukorra Kirjeldamiseks avaldati mudel

19



(algselt Valem 3 kujul) kujul, millega saaks ennustada analttdi signaali, kui ME pd&hjustava

aine analtdtilist kontsentratsiooni varieerida.

Et avaldada Enke mudel kujul, millega saaks ennustada gliifosaadi signaali séltuvust **C-
glifosaadi kontsentratsioonist, peame esiteks avaldama pindkontsentratsiooni liia [Q], mida iga
ESI allikas tekkinud tilk omab:

[Q] = [A*]s + [B¥]s + [E7]s, (4)

Kus [A']s, [B']s ja [E']s on vastavalt analiiiidi, segaja ja elektroliiidi kontsentratsioonid tilga
pindfaasis. Glifosaadi ja “*C-gliifosaadi keemilise ja fiilisikalise sarnasuse tottu eeldame, et
afiinsused tilga pinnale, mida valjendame tilga sise- ja vélisfaasivahelise jaotuskoefitsendiga K,
on vordsed (Ka=KEg).

Seega saame anallidi ja segaja pindkontsentratsioonide liiad tilga pinnal defineerida

anallutiliste kontsentratsioonide ja pindafiinsuste kaudu

[AT]s = RE[E s, (5)
[B*]s = 22 [E*]s, (6)

kus Ca, Cg ja Ce on vastavalt analtlidi, segaja ja elektrolutdi analtitilised kontsentratsioonid.

Valemist 5 saab avaldada pindkontsentratsiooni liia ka elektroliidi jaoks kui

[E*]s = [A*]g2E 7

S CaKa'

Kombineerides valemid 6 ja 7 saame avaldada [B*], kui

[B*], = 2 [A%]s. (®)
Avaldades [A*], kasutades valemeid 4 ja 5 kui
[A*], = 22 (1Q] - [A*], - [B*]y), (9)

"~ CeKg

saame valemi 9 avaldada kasutades valemit 8 kui
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[A*]s = 2 (Q-A]- 2 [A*])), (10)

millest sulge avades ja timber grupeerides saame:

[A*]; = 2 [Ql- 222 [AY],- A AT,

+ CaKa CBKA) __ CaKp
[A™]s (1 T CeKg T CeKg/ = CgKg [l

CaKa

[AT]s = chCIa—KEcm [Q]

CEKg CEKE

[A*]g = —— A2 ____[q], (11)

- CgKg+CaKa+CgKa

mida voib avaldada kui

[A*]s = (12)

kus

ja

_ CgKg+CaKa
= Ka

K,

millest on nédha, et [A*], ja seega ka analtitidi signaal vaheneb Cg kasvamisel.

Eksperimentaalsetele mddtmistulemustele, milles glifosaadi kontsentratsiooni hoiti 500 g/l
juures ja *C-glufosaadi kontsentratsiooni muudeti 0 ja 30 mg/l vahel, lahendamisel avaldatud
mudelile on naha (Joonis 1), et glufosaadi signaal on péordvdrdelises seoses *C-gliifosaadi
signaalist, just nagu Enke mudel seda ennustab. Kokkulangevust Enke mudeli ja

eksperimentaalsete tulemuste vahel hinnati kasutades valemit 13:

Seksp _Sennustatud)z
S
_ n eksp
Skokkulangevus - n=1 n—1 ) (13)
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milles Sewsp ja Sennustaud ON Vastavalt eksperimentaalselt moddetud ja Enke mudeli poolt
ennustatud pindalad Uhel kontsentratsioonil ning n on mdddetud punktide arv.

Kokkulangevusparameetriks saadi valemit 13 kasutades Siokkulangevus=8,1%.
Joonis 1 500 pg/l glifosaadi signaali sBltuvus **C-glifosaadi  kontsentratsioonist

13C-gliifosaadi moju 500 pg/I glifosaadi lahuse signaalile

2.0E+06 - - 60%
1.8E+06 o <O Eksperimentaalne
signaal L 50%
1.6E+06 A OEnnustatud signaal
& 1.4E+06 -
8 A AME - 40%
5 126406 ¢
2 fu A -
8 1.0E+06 - 30% S
]
©
@ 8.0E+05 - Q A
= - 20%
2 6oms0s | O 0
4.0E+05 - @ A
& - 10%
2.0E+05 - @ é
0.0E+00 T T T T T T 0%

0.0E+00 5.0E+03 1.0E+04 1.5E+04 2.0E+04 2.5E+04 3.0E+04 3.5E+04
¢ 13C-glifosaat (ug/l)

Nagu Jooniselt 1 ndha, langeb gliifosaadi signaal, kui tdsta sisestandardi kontsentratsiooni. Selle
nahtuse tottu tuleb mé&&ramismetoodikas kasutada vOimalikult vdikest sisestandardi
kontsentratsiooni, et hoida sellest tulenev ME minimaalsena, kuid piisavalt suur, et tagada hea

korduvus.

3.5 Kromatograafilise gradiendi kiiruse méju ME ja LoD

Kiireima kromatograafilise lahutuse saavutamine on (ks tahtsamaid mairamismetoodika
arendamise etappe, kuna omab véga suurt moju tulevikus vajaminevale analiilsi ajale ning
kromatograafilistele kuluvahenditele. Samas tuleb arvestada ka metoodika headuse parameetreid

nagu LoD ja ME, mis vdivad kiireima v6imaliku kromatograafilise programmi korral olla
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vastuvOetamatute vaartustega. Seet6ttu uuriti antud t66s kromatograafilise gradiendi kiiruse méju

ME ja LoD vorreldes kahte gradienti — kiiret ja aeglast, mis on toodud Tabelis 4.

Tabel 4 T66s vorreldud gradiendid

Aeglane gradient Kiire gradient
min %MeCN min %MeCN
0 20 0 20
15 100 10 100
20 100 13 100
22 20 15 20

Piigi pindaladel pdhinev hinnang metoodika tundlikkusele andis standardeid kasutades mdlema
gradiendiga vorreldavad tulemused. Kiiret gradienti kasutades olid piigid kitsamad, mis viitab

sellele, et suure tbendosusega annab Kiire gradient standardeid kasutades madalama LoD.

ME uuring, kus kasutati ekstraktsiooni jargselt neljal kontsentratsioonil (2, 5, 10 ja 20 pg/l)
rikastatud proove, nditas aga aeglase gradiendi eelist kiire ees. Nagu Jooniselt 2 naha, oli aeglase
gradiendi korral keskmine ME glufosaadi jaoks 74% + 14% (n=5) ja AMPA jaoks 22% + 5%
(n=5). Kiire gradiendi korral jaid mdlema analutdi kaks madalamat kontsentratsiooni alla
maaramispiiri ja keskmised ME (le kahe kérgema kontsentratsiooni olid glifosaadi ja AMPA
jaoks vastavalt 25% + 10% ja 13% =+ 4%. Nendest tulemustest on selgelt ndha, et madalam ME

aeglase gradiendi korral kaalub tle kitsamad piigid kiire gradiendi korral.

Antud nahtust, kus aeglasem gradient annab madalama ME kui kiire, vGib seletada analudi
parema lahutuvusega maatriksi komponentidest. Mida aeglasem on gradiendi elueeriva jou kasv,
seda vaiksem on samal ajal elueeruvate komponentide arv ja seega ka tdendosus signaali
mahasurumiseks maatriksi komponentide poolt. Kuna antud metoodika eesmargiks on glifosaadi
jalgede maaramine, tuleb saavutada voimalikult madal LoD ning seetdttu valiti 16plikusse
metoodikasse aeglane gradient.
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Joonis 2 ME sdltuvus kromatograafilisest gradiendist

Glufosaadi ja AMPA ME sdltuvus gradiendi kiirusest
100% -

90% -

80% -

Oglufosaat
70% -

ME

60% - AL BAMPA
50% -
40% -

30% -

20% -

10% -

0%

Aeglane Kiire

3.6 Mobiilfaasi puhverlahuse kontsentratsiooni ja pH mdju

Kirjanduses avaldatud metoodikates on glufosaadi maaramisel kasutatud podrdfaaskolonnides
ndrgema elueeriva komponendina erineva pH ja kontsentratsiooniga puhverlahuseid [10]. Kuna
kromatograafeerimiseks optimaalsed tingimused vdivad s6ltuda nii kolonnist kui ka proovi
maatriksist, otsustati kasutatava kolonni ja uuritavate proovide jaoks optimaalse piigi kuju,
minimaalse ME ja madalaima vOimaliku LoD saavutamiseks optimeerida mobiilfaasi pH ja
puhvri kontsentratsiooni kolmes etapis, kasutades standardlahuseid ja analiitidiga rikastatud
looduslikke proove (milles esialgne gliifosaadi sisaldus oli alla LoD). Kuna AMPA andis
glifosaadist margatavalt kitsamaid kromatograafilisi piike ja korgema tundlikkuse MS-
detektoris, peeti optimaalsete tingimuste valikul silmas esmajargus optimaalseid tingimusi

glufosaadi maaramiseks (Joonis 3).

Alustuseks vorreldi 5 mM ammooniumatsetaadi puhvreid pH = 2,8; 5,0 ja 8,0. Puhverlahus

pH=2,8 andis véga laiad piigid, mis alandavad metoodika LoD, pH = 8,0 andis I6hestunud piike
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(mis voib tuleneda sellest, et slstimisel kasutatud standardlahus oli valmistatud MilliQ vees,

mitte eluendis) ning pH=5,0 andis kitsad simmetrilised piigid.

Jargmisena optimeeriti parima tulemuse andnud pH=5,0 lahuse ammooniumatsetaadi
kontsentratsiooni kasutades 1, 5 ja 10 mM puhverlahuseid. Kalibreerimisgraafiku tdusu pdhjal
andis glufosaadi standardlahuste jaoks kdrgeima tundlikkuse 10 mM puhver (Joonis 3), aga
looduslike rikastatud proovide jaoks 5 mM puhver. Joonisel 3 toodud skaleeritud tundlikkused
arvutati omistades kdige kdrgemale omavahelises vordluses olnud kalibreerimisgraafiku tGusule
(proovid ja standardid eraldi) véartuseks 100% ning esitades madalamad vordluses olnud
kalibreerimisgraafiku tdusud protsentuaalselt vorreldes kdrgeima tdusuga. Kalibreerimisgraafiku
pdhjal arvutatud ME olid 5 ja 10 mM lahuste jaoks vastavalt 69% ja 23%. 1 mM
kontsentratsiooniga puhverlahust kasutades ei olnud standardites ega rikastatud proovides, mille
maksimaalsed sisaldused olid 50 pg/l, glifosaadi piike ndha. Samas andis 1 mM puhver
kalibreerimisgraafiku tdusust arvutatuna parimad tundlikkused AMPA jaoks nii standardites kui
ka rikastatud proovides. Kalibreerimisgraafiku t6usust arvutatud ME oli 1, 5 ja 10 mM lahustes
AMPA jaoks vastavalt 34%, 21% ja 14%. Et tagada vastuvdetavad tulemused mdlema analtudi

jaoks, valiti edasiseks optimeerimiseks 5 mM puhver.

Viimases etapis labi viidud optimeerimisel kasutati 5 mM lahuseid pH = 4,0; 5,0 ja 6,0, et
optimeerida esimeses etapis leitud parima tulemuse andnud lahuse pH tépsemalt. Puhvrid pH =
5,0 ja 6,0 andsid standardlahuseid kasutades gliifosaadi jaoks vorreldavaid tulemusi, kuid
rikastatud proovide korral andis pH = 5,0 parima tundlikkuse ja madalaima ME. ME oli
glufosaadi jaoks pH = 4,0, 5,0 ja 6,0 korral vastavalt 32%, 42% ja 11%. AMPA korral andsid
standardid ja rikastatud proovid vorreldavaid tulemusi koikidel kontsentratsioonidel. Nagu
Jooniselt 3 ndha, voib ME samadel tingimustel glifosaadi jaoks mérgatavalt erineda, mis tuleneb

MS halvast péevadevahelisest korduvusest.
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Joonis 3 Puhverlahuse optimeerimise jarjestikkused etapid

pH=2,8 pH=5,0 pH=8,0

c=5mM c=5 mM c=5mM
Gliifosaadi piigi kuju Lai Kitsas Kaheks Idhestunud
Gliifosaadi tg 11,4 min 6,6 min 3,2/4,2 min

N2
pH=5,0 pH=5,0 pH=5,0
c=1mM c=5mM c=10 mM
kaleeri
3 p %s;;g;;j Proov 0% Proov 100% Proov 51%
g . Standard 0% Standard 66% Standard 100%
tundlikkus
Gliifosaadi ME Piigid puudusid 69% 23%
Gliifosaadi tg - 6,1 min 6,3 min
Skaleeritud AMPA Proov 100% Proov 38% Proov 33%
tundlikkus Standard 100% Standard 62% Standard 82%
AMPA ME 32% 21% 14%
AMPA ti 6,5 min 7,4 min 7,7 min
N2

pH=4,0 pH=5,0 pH=6,0

c=5mM c=5mM c=5mM
SI;;;;:;Z;? Proov 39% Proov 100% Proov 28%
g . Standard 50% Standard 99% Standard 100%
tundlikkus
Gliifosaadi ME 32% 42% 11%
Gliifosaadi tg 7,2 min 6,1 min 4,2 min
Skaleeritud Proov 41% Proov 67% Proov 100%

AMPA tundlikkus

Standard 54%

Standard 63%

Standard 100%

AMPA ME

16%

22%

21%

AMPA t,

8,0 min

7,4 min

6,7 min
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3.7 MS parameetrid

Kirjanduses on ndidatud, et reeglina nditab ESI negatiivses reziimis véiksemat ionisatsiooni
mahasurumist kui positiivses [20]. Samas on ka ndidatud, et glifosaadi jaoks on positiivse ESI
korral tundlikkus kaks korda suurem kui negatiivses [13]. T60s leiti, et kasutatava ioonldks
massispektromeetriga ei ole negatiivses reziimis voimalik gliifosaadi jdlgi méadrata, kasutades
sisestandardina 1 Da erinevusega isotoopmaérgistatud glufosaati. Pohjus seisneb selles, et
vihendades negatiivses reziimis MS isoleerimisvahemikku alla 4 Da (teoreetiliselt on 1 Da
erinevusega sisestandardit kasutades maksimaalne isoleerimisvahemik 2 Da, s6ltudes tapsemalt
instrumendi lahutusvBimest, massitelje kalibreerimisest ning massitelje kalibreerimise
plisimisest), tousis siistitava lahuse LoD negatiivses ESI reziimis, kasutades standardlahuseid,
kus ME ei esine, tle 20 pg/l sistitavas lahuses, mis on liiga kdrge jalgede maaramiseks. Seetbttu
vahetati algselt kasutatud negatiivne reziim positiivse vastu, mille korral tundlikuse vdhenemine
isoleerimisvahemiku kitsendamisel ei olnud nii suur, kasutades standardlahuseid, kuni

isoleerimisvahemikuni 1,5 Da.

Sobival sisestandardi kasutamisel peaks selle signaal k&ituma analoogselt analiiiidi signaaliga,
kui nende Kkontsentratsioonide suhe on eksperimendist-eksperimenti konstantne ning
intensiivsused on mdjutatud vélistest parameetritest nagu instrumendi korduvus, ME, saagis vms.
Selle kontrollimiseks valmistati Ghes proovimaatriksis viis sama glufosaadi ja sisestandardi
kontsentratsiooniga proovi ning korreleeriti omavahel gliifosaadi ja **C-gliifosaadi signaale. 1 Da
laiematel isoleerimisvahemikel esines crosstalk efekt, mille t5ttu puudus ‘*C-gliifosaadi ja
glifosaadi signaalide vahel korrelatsioon (glifosaadi ja **C-glifosaadi korreleeruvus R? = 0,01).
Crosstalk efekt vahenes kui isoleerimisvahemik viidi 0,8 Da (R? = 0,82), kuid siis tdusis LoD

sustitavas lahuses ule 50 pg/l.

loonlbks massispektromeeter tootab  tsiklitena, kus vaheldumisi isoleeritakse ja
fragmenteeritakse erineva m/z-ga uuritavaid ioone. Iga tsikkel kogub I8ksu kindla m/z ioone
ning koik 16ksu jadnud osakesed annavad tstkli I6pus elektronkordistis signaali. Signaali v@ivad
anda ka isoleeritavast erineva m/z ioonid, kui nad on mingil pdhjusel 16ksu j&&nud ning annavad

fragmenteerumisel sama m/z-ga fragmendi.

Uheks crosstalki pohjuseks peeti vGimalust, et ioonldks ei puhastu enne uue tsiikli algust
eelmises tsuklis mdddetud ioonidest, kuna puhastumisaeg on liiga luhike, ja I6ksu jaanud
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osakesed annavad signaali uues tsiiklis [37]. Véljaselgitamiseks, kas tegu vdib olla probleemi
allikaga, prooviti tsuklite vahelist puhastusaega suurendada. Kuna kasutatava Agilent LC/MSD
Trap XCT instrumendil on véimalik muuta ainult tsukli pikkust, aga mitte tsuklite vahelist aega,
lisati gliifosaadi ja '°C-gliifosaadi tsiklite vahele dummy iileminekud, mis on fiktiivsed
uleminekud, kus isoleeritakse ja fragmenteeritakse proovis puuduva m/z-ga ioone, eesmargiga
puhastada ioonldksu. Dummy Glemineku isoleeritavaks m/z valiti 400, mis ei andnud glifosaadile
ega 3C-gliifosaadile iseloomulikke fragmentioone. Nii the kui ka kahe Dummy ilemineku
lisamine ei védhendanud crosstalki, mis nditab, et crosstalk ei ole pdhjustatud ioonldksu

ebapiisavast puhastumisest.

Ainuke leitud vdimalus crosstalk efekti vahendamiseks oli analusida uuritavat lahust kaks
korda ja registreerides tihel jooksul ainult glifosaadi ning teisel **C-gliifosaadi signaal. Sellisel
kombinatsioonil oli gliifosaadi ja sisestandardi signaalide vaheline korreleeruvus looduslikus
rikastatud vees R* = 0,93 ja LoD sustitavas lahuses 2 ug/l. Sellisel ldhenemisel vétab
sisestandard arvesse prooviettevalmistusest tulenevad kaod ja ME, kuid ei arvesta sistisuurusest

tulenevat ebatdpsuse, mis automaatset proovisisestus susteemi kasutades ei ole vdga suur.

3.8 Metoodika valideerimine

Pinnavesi tundub esmapilgul suhteliselt lihtne maatriks, mida analulsida. Kui aga analtiudi
sisaldus proovis on véaga madal, ning sellest tulenevalt on vajalik teostada ulatuslik
proovikontsentreerimine, v@ib algselt lihtne maatriks muutuda oluliselt keerulisemaks. Tihti
tuleneb see sellest, et proovi kontsentreerides on keeruline vabaneda analliidiga sarnastest
komponentidest, mis elueeruvad kromatograafilisest kolonnist analliidiga samal ajal ja

pdhjustavad ME.

Metoodika protsessiefektiivsuse kdrge varieeruvuse tottu ei olnud mé&dramis- ega
avastamispiiride paika panemine tavaparaste meetoditega, mis kasutavad S/N vééartusi, voimalik.
Arvestades **C-glufosaadi signaalidest saadud hinnangut protsessiefektiivsusele, valiti glifosaadi
ja AMPA madaramispiirid sellised, et ka madalaima protsessiefektiivsusega proovis oleks antud

kontsentratsioonidel analutdid detekteeritavad. Kuna antud ldhenemisega on keeruline
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adekvaatselt LoD hinnata, otsustati méérata ainult LoQ, mis saadi glifosaadile 0,2 ug/l ning
AMPA 0,02 ug/l uuritavas vees.

Sertifitseeritud referentsaine puudumise tdttu viidi metoodika tdesuse hindamine labi kasutades
looduslikku vett, mille glufosaadi sisaldus ei Uletanud LoD. Antud proovi rikastati kahel
kontsentratsioonil (0,2 ja 1 pg/l), mille kdrval uuriti ka kahte rikastamata proovi. Keskmiseks
téesuseks, kasutades *C-glufosaadiga korreleerimist, saadi 79 + 20% (n=6) ning rikastamata
proovid ei andnud valepositiivseid tulemusi. AMPA isotoopmargistatud standardi puudumise
tottu ei hinnatud metoodika tdesust AMPA mé&aramisel. Sellel pdhjusel tuleks Vortsjarve
vesikonna proovides antud AMPA sisaldustesse suhtuda kriitiliselt.

Keskmine protsessiefektiivsus, mis arvutati kasutades **C-gliifosaadi signaale uuritud Vértsjarve
vesikonna proovides, oli 28 + 5% (n=39). Metoodika korduvuseks (hes proovis saadi 15%
(n=5).

3.9 Glufosaadi sisaldused Vortsjarves

Antud t60 raames madrati glifosaadi ja AMPA sisaldused VOrtsjarves, viies VOrtsjarve
vesikonnas asuvas joes (Véaike Emajdgi, Suur Emajdgi, Ohne, Tarvastu ja Tanassilma) ning
kahes haritava pdllu aarses piirikraavis (Kobilu (kahes erinevas kohas) ja Konguta) (Joonis 4).
Vortsjarves ja seda Umbritsevates jogedes viidi monitooring labi vahemikus mai 2011 kuni mai

2012 ja piirikraavides vahemikus mai 2011 kuni november 2012.

Glifosaadi sisaldus Uletas kdikides proovivotu kohtades vahemalt thel kuul LoQ nii glifosaadi
kui ka AMPA jaoks, mis olid vastavalt 0,2 pg/l ja 0,02 pg/l (Tabelid 5 ja 6). VVortsjéarves Uletas
glufosaadi sisaldus maaramispiiri thel korral (0,3 pg/l augustis 2011) ning AMPA sisaldus neljal
korral (kdrgeim 0,63 ug/l augustis 2011). Jogedest voetud proovides oli suurim glifosaadi
sisaldus Suures Emajdes (3,4 pug/l juunis 2011), millest leiti kuu aega hiljem kdrgeim AMPA
sisaldus uuritud jogedes (0,69 pg/l juulis 2011). Piirikraavides oli nii LoD Uletavate proovide
tihedus kui ka kdrgeimad sisaldused suuremad kui jogedes (Tabel 6). Kdrgeim glufosaadi
sisaldus leiti Kobilu piirikraavist (5,0 pg/l oktoobris 2011) ja kdrgeim AMPA sisaldus Konguta
piirikraavist (0,36 pg/l mais 2012).
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Tabel 5 Glufosaadi ja AMPA sisaldused VOrtsjarves ja sinna suubuvates voi sealt lahtuvates

jOgedes

- Vaike Emajogi Ohne Tarvastu
Proovivotu aeg
Gliifosaat | AMPA | Gliifosaat | AMPA | Gliifosaat | AMPA
mai 2011 <0,2 <0,02 <0,2 <0,02 <0,2 <0,02
juuni 2011 <0,2 0,10 <0,2 <0,02 <0,2 <0,02
juuli 2011 <0,2 0,10 <0,2 <0,02 <0,2 <0,02
august 2011 <0,2 <0,02 <0,2 <0,02 <0,2 <0,02
september 2011 <0,2 <0,02 <0,2 0,02 <0,2 0,04
oktoober 2011 <0,2 0,03 <0,2 0,04 <0,2 <0,02
november 2011 <0,2 0,02 <0,2 0,03 <0,2 0,03
detsember 2011 <0,2 0,02 <0,2 0,06 <0,2 0,02
jaanuar 2012 <0,2 <0,02 <0,2 <0,02 <0,2 0,03
veebruar 2012 <0,2 <0,02 <0,2 <0,02 <0,2 <0,02
marts 2012 <0,2 <0,02 <0,2 0,05 <0,2 <0,02
aprill 2012 0,3 0,53 0,2 0,49 0,3 0,39
mai 2012 0,2 0,39 0,2 0,25 0,2 0,28
. Tanassilma Suur Emajogi Vortsjarv
Proovivotu aeg
Gliifosaat | AMPA | Gliifosaat | AMPA | Gliifosaat | AMPA
mai 2011 <0,2 <0,02 <0,2 <0,02 <0,2 <0,02
juuni 2011 <0,2 0,14 3,4 0,05 <0,2 0,13
juuli 2011 0,2 0,65 0,3 0,69 <0,2 <0,02
august 2011 <0,2 <0,02 <0,2 <0,02 0,3 0,63
september 2011 <0,2 <0,02 <0,2 0,05 <0,2 <0,02
oktoober 2011 <0,2 <0,02 <0,2 <0,02 <0,2 <0,02
november 2011 <0,2 <0,02 <0,2 0,04 <0,2 <0,02
detsember 2011 <0,2 0,03 <0,2 <0,02 <0,2 <0,02
jaanuar 2012 <0,2 <0,02 <0,2 0,03 <0,2 <0,02
veebruar 2012 <0,2 <0,02 <0,2 <0,02 <0,2 <0,02
marts 2012 0,3 0,38 <0,2 0,55 <0,2 <0,02
aprill 2012 0,3 0,39 <0,2 0,38 <0,2 0,42
mai 2012 <0,2 0,25 <0,2 0,36 <0,2 0,27
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Tabel 6 Glifosaadi ja AMPA sisaldused Vortsjarve lahedastes piirikraavides. Kuudel, mil voeti

proove mitmel nadalal on nadal lisatud sulgudesse.

. Konguta pkr Kobilu pkr
Proovivotu aeg
Gliifosaat | AMPA | Gliifosaat | AMPA
mai 2011 <0,2 <0,02 <0,2 <0,02
juuni 2011 <0,2 0,08 <0,2 <0,02
juuli 2011 0,2 0,08 <0,2 <0,02
august 2011 <0,2 <0,02 <0,2 <0,02
september 2011 <0,2 0,04 0,8 0,08
oktoober 2011 <0,2 <0,02 5,0 0,04
november 2011 <0,2 <0,02 0,2 0,09
detsember 2011 <0,2 <0,02 0,2 0,02
jaanuar 2012 <0,2 0,04 <0,2 <0,02
veebruar 2012 <0,2 0,03 <0,2 <0,02
marts 2012 0,2 0,33 <0,2 <0,02
aprill 2012 <0,2 0,31 0,2 0,29 Kobilu pkr 2
mai 2012 0,4 0,36 <0,2 0,34 | Gliifosaat | AMPA
september (1) 2012 0,2 0,09 <0,2 0,11 <0,2 0,05
september (2) 2012 0,2 0,07 <0,2 0,10 <0,2 <0,02
oktoober (1) 2012 <0,2 0,09 <0,2 0,09 <0,2 0,10
oktoober (2) 2012 <0,2 <0,02 <0,2 0,11 0,3 <0,02
oktoober (3) 2012 <0,2 <0,02 <0,2 0,20 0,5 0,14
oktoober (4) 2012 0,3 0,29 <0,2 0,03 0,6 0,12
oktoober (5) 2012 0,4 0,04 <0,2 0,05 <0,2 <0,02
november (1) 2012 0,5 0,02 0,2 0,05 0,2 0,02
november (2) 2012 <0,2 <0,02 <0,2 0,03 <0,2 <0,02
november (3) 2012 <0,2 <0,02 <0,2 0,03 <0,2 <0,02
november (4) 2012 0,2 0,02 <0,2 0,02 0,2 0,02
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Joonis 4 Glifosaadi proovivétukohad

(tdpsem kaart: https://maps.google.com/maps/ms?msid=216254788535147165923,0004bdb991833c326a6c2&msa=0)

Tanassilma

Suur Emajégi

Konguta pkr
Kobilu pkr

Tarvastu

Muuli ots

Vaike Emajogi



https://maps.google.com/maps/ms?msid=216254788535147165923.0004bdb991833c326a6c2&msa=0

Kokkuvote

Kéesoleva t60 eesmargiks oli vélja todtada metoodika glifosaadi ja AMPA madramiseks
looduslikus vees kasutades ioon-16ks massispektromeetrit, méérata analultide sisaldused
Vortsjarves ning selle vesikonnas asuvates jogedes (Tanassilma, Tarvastu, Ohne, Vdike Emajogi,
Suur Emaj0gi) ja kahes Vortsjarve ldhedal asuvas polludérses piirikraavis (Kobilu ja Konguta)
vahemikus mai 2011 kuni mai 2012 (piirikraavides kuni november 2012) ning tuua valja
kirjanduses varem kirjeldamata kitsaskohad SPE HPLC/ESI/MS pdhinevatel glifosaadi

maaramismetoodikates.

Ké&esoleva t60 tulemusena tOotati vélja ja optimeeriti metoodika glufosaadi maaramiseks
looduslikus vees ning kasutati seda Vortsjarve vesikonna glufosaadi sisalduse monitooringuks
grandi ETF8373 raames. Lisaks sellele néidati, et SPE HPLC/ESI/MS metoodika gliifosaadi
méaaramiseks vdib omada ulatuslikku ME, mida saab vdhendada optimeerides prooviruumala
ning HPLC gradienti ja puhvri koostist. Samuti naidati, et **C-gliifosaat vaib pdhjustada ME, mis
on heas kooskdlas Enke poolt koostatud matemaatilise mudeliga. Naidati, et boraatpuhver
pdhjustab gliufosaat-FMOC derivaadi lagunemist proovi kokkuaurutamisel ja méjutab glifosaadi
t.. Naidati, et MS ei pruugi analuldi ja 1 Da erinevusega isotoopmargistatud sisestandardite

kontsentratsioone thel jooksul adekvaatselt hinnata ilma MS parameetrite optimeerimiseta.

Metoodika parendamiseks saaks kasutusele votta suurema massierinevusega glifosaadi
isotoopmargistatud sisestandardi, et oleks vGéimalik analtisida analutdid the jooksuga ning
seega VvOtta arvesse ka erinevast sistisuurusest tulenev korduvus. AMPA sisalduste adekvaatseks
hindamiseks tuleks kasutusele votta vastav isotoopmaérgistatud sisestandard ning optimeerida

metoodika parameetrid selle kasutamiseks.
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Evaluation and solving of crucial problems in glyphosate groundwater analysis with SPE
HPLC/ESI/MS

Vahur Toss

Summary
Glyphosate is one of the most widely used broad-spectrum post-emergence herbicides which is
mainly used in agriculture and forestry most often as a component of Monsanto Company’s
product called Roundup. The need for monitoring of glyphosate levels in natural waters arises
from its wide use and controversy surrounding its toxicity.
The aim of these thesis was to develop a method for determining glyphosate in natural waters
using HPLC/ESI/MS system in the Testing Centre of University of Tartu and monitor glyphosate
levels in VVortsjarve river basin starting from May 2011 until May 2012 (until November 2012 in
two diches). The monitoring was done with waters from lake V0rtsjarv, rivers surrounding it
Tanassilma, Tarvastu, Ohne, Vaike Emaj6gi, Suur Emajogi and in two streams draining
agricultural fields (Kobilu, Konguta).
Surface water samples were collected in the framework of a glyphosate monitoring project from
southern Estonia and stored in plastic bottles at -20°C. The samples were warmed up prior to the
analysis using *3C-glyphosate as internal standard and derivatization with FMOC-CI. Sample
pre-concentration was carried out using SPE and sample drying under nitrogen flow after which
glyphosate and AMPA levels were determined using HPLC/ESI/MS system.
Since LoQ can change from sample to sample 0.2 pg/l was accepted as LoQ because it could be
observed even in samples where process efficiency was lowest. The average trueness using **C-
glyphosate correction was 79% * 20% (n=6) for spiked (0,2 and 1 pg/l) groundwater samples
containing glyphosate below LoD which is acceptable for trace analysis.
Glyphosate and AMPA levels exceeded LoD at least once in every monitored area. In lake
Vortsjarv glyphosate exceeded LoD once (0.3 pg/l, August 2011) and AMPA four times (highest
0.63 pg/l, August 2011). Highest glyphosate and AMPA levels monitored in the rivers of interest
were from Suur Emaj6gi (3.4 pg/l of glyphosate in June 2011 and 0.69 g/l of AMPA in July
2011). The highest glyphosate concentration appeared in Kobilu dich (5.0 pg/l, October 2011)
and highest AMPA concentration in Konguta dich (0.36 pg/l May 2012).
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In conclusion it can be said that method to determine glyphosate and AMPA from natural waters
was developed. This method was used to monitor glyphosate and AMPA concentrations in

Vortsjarv river basin in the framework of the project ETF8373.
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