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Cap. 1.1. OBIECTIVELE TEZEI

Capitol I.1. OBIECTIVELE TEZEI

L 1.1. Definirea problemei — cadru, starea actuald, generalitafi

Ultimii zeci de ani s-au caracterizat prin aparitia unui numar din ce in ce mai mare de compusi
organici in apele de suprafatd. Unul din principalele motive pentru aparitia acestui fenomen il
constituie utilizarea acestui tip de ape drept mediu de stocare a apelor reziduale generate de
asezarile umane, activitifile industriale si cele agricole. in ciuda tratamentelor destul de
complexe aplicate astizi, apele de suprafati contin incé dizolvate numeroase substante, fapt ce
exercitd efecte nocive atat asupra ecosistemelor cit §i a surselor de apad potabild. Vorbind
despre acestea din urma, pe plan mondial se utilizeaza inc3 frecvent apele de suprafata drept
surse pentru obtinerea apei de baut. Bineinteles, monitorizarea fiecarei substante ce s-ar putea
afla in apa de baut este un deziderat atractiv dar imposibil de pus in aplicare. Din acest motiv,
s-a trecut la definirea tintelor majore de urmarit in cadrul actiunilor de monitorizare a calititii
apei potabile.

In cadrul tezei de fata, au fost abordate trei grupe majore de compusi, pe baza prezentei lor in
apele naturale si a semnificatiei impactului asupra ecosistemelor: pesticidele, alchilfenolii si
hormonii estrogeni. Ele intereseazi, in fapt, cele trei surse majore de contaminare cu poluanti
organici: pesticidele — agricultura, alchilfenolii — industria, estrogenii — domeniul domestic
(casnic).

Contaminarea cu pesticide a apelor de suprafati si de adincime este, la ora actuald, bine
documentati pe plan mondial datoritd experientei acumulate. Majoritatea pesticidelor patrund
in mediu prin contaminare difuzi, ca urmare a stropirii terenurilor agricole si preluarii lor
ulterioare de cétre apa. La nivelul legislatiei Uniunii Europene [1] si a celei nationale [2, 3] s-
au stabilit limitele maxim admisibile pentru majoritatea pesticidelor; astfel, pentru apa potabila
valoarea este de 0,1 pg L pentru analitii individuali respectiv 0,5 pg L' pentru suma
pesticidelor din proba.

Prezenta alchilfenolilor in apele de suprafati se datoreazi, in mare misurd, utilizarii
industriale a acestora. Alchilfenolii polietoxilati in special au fost mult utilizati ultimii 35-40

ani in industria surfactantilor neionici industriali. In ultimii ani s-a manifestat tendinta
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Cap. |.1. OBIECTIVELE TEZEI

inlocuirii lor cu alcoolii polietoxilati. Problemele de toxicitate sunt ridicate mai ales de
compusii lor de degradare, cei mai importanti fiind 4-nonilfenolul si 4-octilfenolul.

Estrogenii provin in mare masurd din apele reziduale colectate din zona marilor agezari
umane. Sursa primard o constituie excretiile organismelor vii. Astfel, se estimeazi ci o femeie
elimind, preponderent prin urind, intre 2 §i 12 pg pe zi, sub formd de estradiol §i estrona
hidroxilate si conjugate sub form# de glucuronide, in timp ce un birbat excreti aproximativ 5
ug estrond zilnic [4]. Cantitatile excretate de organismul femeilor variazi semnificativ functie
de starea lor fiziologica (ciclul menstrual, starea de graviditate) [S]. in plus, la acesti hormoni
estrogeni naturali, se adaugd contraceptivul de sintezi etinilestradiol, utilizat pe scard larga
astazi. De asemenea, femelele efectivelor de animale domestice excreti cantitdti semnificative
de hormoni estrogeni. Problema majord pe care aceste substante o ridicd constda in nivelul
concentratiei extrem de scizut, de sub 1 ng L™, la care efectul lor disruptor asupra sistemului
endocrin al faunei acvatice incepe sd se manifeste. Dacd dovezile privind efectul asupra
pestilor este deja demonstrat, cele asupra omului sunt incd destul de contradictorii astfel ca
sunt necesare studii suplimentare aprofundate [6].

in ceea ce priveste alchilfenolii si estrogenii, nu exista in legislatia specifica (incluzand aici i
ghidurile privind calitatea apei potabile) de la nivelul continentului nostru [1], a celui nord-
american [7] sau la nivel mondial [8], valori limitd in apa potabild. Ei nu sunt prevazuti nici
mécar in listele cu contaminantii propusi de EPA (Environmental Protection Agency) a intra
in categoria poluantilor supusi regelementirilor in domeniu [7]. Termenul generic pentru
aceasta categorie de contaminanti este ,.,emerging contaminants”. Ei sunt definiti drept acei
poluanti ce sunt nou identificati sau neconsiderati anterior a fi poluanti; in categoria lor intra
compusi utilizati in viata cotidiana: surfactanti si produsii lor de metabolizare, medicamente,
aditivi ai benzinelor, plastifianfi etc. Existid deja metode de analizi pentru determinarea
majoritifii compusilor mai-sus mentionati [9, 10, 11] dar totusi, pentru majoritatea lor, datele
actuale referitoare la prezenfa in mediu, estimarea riscului §i cele ecotoxicologice sunt inca
insuficiente astfel cé efectele lor asupra organismului uman si a celor acvatice sunt dificil de
prevazut [11].

Pentru anumite clase de pesticide (organoclorurate, triazinice) existi standardizate la nivel
national o serie de metode de analizd a lor din apa potabili. Ele sunt majoritar bazate pe

tehnica cromatografiei de gaze [12, 13]. Este evident ci dezvoltarea de metode analitice de
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Cap. I.1. OBIECTIVELE TEZEI

rutind pentru monitorizarea §i a celorlalte clase de compusi organici este imperios necesara.
Cu cit protocoalele de lucru vor deveni, pe de o parte, mai simple, robuste, cu etape putine si
cantitdti cat mai mici de reactivi si solventi toxici si scumpi, si, pe de alti parte, mai sensibile,
selective si reproductibile, cu atat mai facilad va deveni implementarea lor in cadrul uzinelor de
tratare a apei. Ideal, construirea de sisteme automatizate on-line de monitorizare a calitdtii apei
potabile va putea fi posibild tocmai datoritd gradului redus de complexitate al metodelor

analitice.

1 1.2. Structurarea tezei

>

Cele dou3 parti majore ale tezei sunt ,,Partea Teoretica” si ,,Contributii Proprii”.
,Partea teoreticd” cuprinde 6 subcapitole: Obiectivele tezei; Aspecte generale ale metodelor
analitice moderne bazate pe tehnicile cromatografice; Pesticide; Alchifenoli; Estrogeni;
Validarea si estimarea incertitudinii de masurare a metodelor analitice bazate pe tehnica
HPLC.
1. Obiectivele tezei — prezintd mai intdi generalititile, cadrul si starea actuald in ceea ce
priveste metodele analitice bazate pe tehnica RP-HPLC pentru identificarea si cuantificarea
reziduurilor de poluanti organici apartinand unor clase de substante cu polarititi diverse
(pesticide organoclorurate, alchilfenoli, hormoni estrogeni) din apa potabili. Este apoi
prezentatd structurarea pe capitole a tezei pentru ca, in final, si fie stipulate obiectivele
concrete ale tezei.
2. Aspecte generale ale metodelor analitice moderne bazate pe tehnicile cromatografice — in
mod evident, datoriti complexitatii problematicii, nu fac obiectul acestui capitol toate
aspectele referitoare la consideratiile teoretice ale separirii cromatografice: mecanisme,
materiale utilizate, parametrii specifici (factor de retentie, rezolutie de separare, selectivitate,
specificitate, instrumentatia etc.). Sunt abordate succint urmaitoarele trei problematici
specifice:

» tehnica SPE ca varianti folosita frecvent in etapa de pregitire a probelor lichide

= spectrometrul de masa cu trapi ionici ca detector in analizele LC-MS

= interfefele de conectare API a lichid-cromatografelor cu spectrometrele de masa
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Cap. I.1. OBIECTIVELE TEZEI

3. Pesticide — prezintd mai intai cdteva din clasificarile existente si principalele cédi de
transport in mediu iar apoi o serie de exemple de metode lichid-cromatografice de identificare
si cuantificare a pesticidelor din probe de apa.

4. Alchilfenoli - prezinta clasificari existente, studii de toxicitate si cdi de transport in mediu
apoi un grup de exemple de metode lichid-cromatografice de identificare si cuantificare a
alchilfenolilor din probe de apa.

5. Estrogeni - prezintd mai intdi studii de toxicitate si principalele cdi de transport in mediu
apoi cateva exemple de metode lichid-cromatografice de identificare §i cuantificare a
estrogenilor din probe de apa.

6. Validarea si estimarea incertitudinii de mdasurare a metodelor analitice bazate pe tehnica
HPLC - sunt prezentate o serie de definitii ale validarii metodelor analitice si abordari de
lucru recomandate de diverse standarde oficiale si ghiduri europene, apoi parametri de
performantd ce trebuiesc estimati in cadrul unui studiu de validare si, in final, definitia
incertitudini de méasurare si modul in care ea poate fi estimati pe baza datelor colectate din

studiile de validare.

»Contributiile Proprii” sunt structurate pe 4 subcapitole:
1. Studii de optimizare a separdrii lichid-cromatografice pentru unele grupuri de pesticide cu
hidrofobicitdti variate — sunt abordate cinci grupuri de pesticide pentru care sunt efectuate o
serie de experimente in vederea atingerii unor separiri RP-HPLC cit mai perfomante in
termenii timpului trecerii cromatografice, rezolutiei separirii, tipului de elutie:

® un grup de 8 insecticide cu hidrofobicitate medie si scazutd

* un grup de 6 erbicide cu hidrofobicitate medie §i scazutd

* un grup de3 erbicide triazinice cu hidrofobicitdti medii apropiate

* un grup de 4 pesticide organofosforice cu hidrofobicitate medie

* un grup de 5 pesticide organoclorurate cu hidrofobicitate ridicata.
2. Influenta unor parametri de lucru asupra eficienfei etapei de pregdtire a probei din cadrul
unei metode HPLC de identificare si cuantificare a unui set de 5 pesticide organoclorurate din
apa potabild — sunt abordate doui tehnici de lucru posibil a fi utilizate in cadrul etapei de
pregitite a probei pentru analiza celor 5 pesticide organoclorurate din apa potabila:

* Optimizarea unor parametri de lucru ai extractiei lichid-lichid
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Cap. 1.1. OBIECTIVELE TEZEI

» Testarea performantelor extractiei in fazi solida.

3. Stabilirea limitdarilor de naturd instrumentald in utilizarea interfefei , electrospray
ionization” §i a trapei ionice quadrupolice la analiza LC-ESI-MS a alchilfenolilor — este
abordatid mai intdi problematica optimizirii parametrilor de lucru ai interfetei ESI si ai
detectorului cu trapa ionici pentru analiza acestor analiti dificili, apoi cea a estimarii
stabilititii semnalului, repetabilititii si reproductibilititii rezultatelor in vederea utilizarii
acestei separari ca etapa analitica in analiza alchilfenolilor din probe de apa.

4. Dezvoltarea, optimizarea §i validarea unei metode de determinare a unor hormoni
estrogeni din apa potabild prin cromatografie de lichide cuplatd cu spectrometru de masa cu
trapd ionicd prin interfatd ESI — este prezentat mai intdi modul in care a avut loc dezvoltarea
si optimizarea diversilor parametri de lucru pentru metode de determinare a unor hormoni
estrogeni din apa potabild prin cromatografie de lichide cuplatd cu spectrometru de masa cu
trapa ionica prin interfatd ESI, apoi studiul de validare al metodei. in final capitolului este
prezentatd incercarea de translatare a metodei la probe de apa de rdu, incluzind date de
revalidare pe noua matrice (repetabilitate, reproductiblitate) precum si o aplicatie pe o proba

reala.

L 1.3. Abrevieri si notatii (tabel 1.1.1)

Tabel 1.1.1. Abrevieri i notatii utilizate in cursul tezei.

Abrevierea sau Notatia | Termenul in limba engleza Echivalentul in limba roméana
0 1 2

RP-HPLC Reverse Phase — High Performance | Cromatografie de lichide de inalta
Liquid Chromatography performanti in faza inversa

NP-HPLC Normal Phase — High Performance | Cromatografie de lichide de inalta
Liquid Chromatography performantd in fazi normala

SPE Solid Phase Extraction Extractie in faza solida

SPME Solid Phase Micro Extraction Micro-extractie in faza solida

DAD Diode Array Detector Detector cu sir de diode

L-L Liquid-Liquid Lichid-lichid

LC-MS Liquid Chromatography-Mass Cromatografie de lichide cuplati cu
Spectrometry spectrometrie de masa

LC/MS/MS Liquid Chromatography/Mass Cromatografie de lichide cuplati cu
Spectrometry (tandem) spectrometrie de mas3 (in tandem)

9
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0 1 2
GC-MS Gas Chromatography-Mass Cromatografie de gaze cuplatd cu
Spectrometry spectrometrie de masa
API Atmospheric Pressure lonization lonizare la presiune atmosferica
ESI Electrospray lonization lonizare prin spray-ere in cidmp
electric
LC-ESI-MS Liquid Chromatography- Cromatografie de lichide cuplati cu
Electrospray lonization-Mass spectrometric de masd  prin
Spectrometry intermediul interfetei de ionizare
prin spray-ere in cimp electric
APCI Atmospheric Pressure Chemical lonizare chimicd la presiune
lonization atmosferici
NI Negative lonization lonizare negativa
uv Ultraviolet Ultraviolet
SIM Single lon Monitoring Monitorizarea unui singur ion
SRM Selected Reaction Monitoring Monitorizarea reactiilor selectate
MRM Multiple Reaction Monitoring Monitorizarea reactiilor multiple
TIC Total lon Current Semnalul generat de totalitatea
ionilor detectai
CID Collision-induced dissociation Disociere indusa prin coliziune
ODS Octadecyl silicagel Silicagel derivatizat cu grupari
octadecilice
d, Diameter of particles Diametrul particulelor
v/v Volume/volume Procente volumice
APs Alkylphenols Alchilfenoli
APEOs Alkylphenol ethoxylates Alchilfenoli etoxilati
GLP Good Laboratory Practice Buna practicé de laborator
MRC Certified Reference Material Material de referinta certificat
F.M. Mobile Phase Faza mobila
LOD Limit of Detection Limita de detectie
LOQ Limit of Quantification Limita de cuantificare
S/N Signal/Noise Semnal/Zgomot
Rs Resolution of Separation Rezolutia separarii cromatografice

10

BUPT



Cap. |.1. OBIECTIVELE TEZEI

1 1.4. Obiectivele concrete ale tezei

1 1.4.1. Optimizarea separdrii lichid-cromatografice pentru unele grupuri de pesticide cu

hidrofobicitdti variate

Drept criteriu de apreciere a hidrofobicititii compusilor luati in studiu, s-a apelat la parametrul
logP. Coeficientul de partitie P indicd modul in care o substantd se partifioneaza intre un
compus lipidic (hidrofob) si apa. Prin definitie, el este o constantd a respectivei substante,
aflatd in stare neutrd (neionizatd), si reprezintd raportul concentratiilor compusului in faza

organica si in faza apoasa, fazele fiind nemiscibile.

p= [Organic] )
[4pos]

LogP se defineste drept logaritmul zecimal al coeficientului de partitie P.

In termeni practici, substantele cu caracter bazic se afli in stare neionizati (nedisociati) la pH

> pK. + 2, in timp ce substantele cu caracter acid se afla in stare neutra la pH < pK, + 2.

Alegerea solventului organic de partifie raiméane un subiect de dezbatere. Cel mai utilizat in

masurdtorile experimentale ale logP este n-octanolul. Exista si alti solventi utilizati pentru

determinarea logP, in special atunci cdnd acest parametru se utilizeazd pentru predictia si

modelarea transportului compusului in cauzi prin membranele biologice [14].

Existd destul de multe incercari de utilizare a parametrului logP pentru prezicerea retentiei

cromatografice. in general, rezultatele au fost destul de limitate datoritid faptului ca acest

parametru necesitd ca moleculele compusilor tinti sd fie practic neionizate. Mai precise s-au

dovedit metodele de predictie bazate pe valoarea logD (D = coeficientul de distributie)
deoarece acest parametru (care nu e o constanti a substantei) depinde tocmai de starea de
ionizare a compuslui prin valorile pK, si pH-ului la care se efectueazi masuritoarea [15]. De
asemenea, existi metode experimentale de misurare a parametrului logP pe baza timpilor de
retentie in RP-HPLC. Din pacate, coloanele standard cu umpluturi de silicagel derivatizat cu
grupdri C18 contin grupiri silanolice reziduale intr-un numér greu reproductibil. Mai nou,

coloanele bazate pe aluminid derivatizatd cu C18 sau grafit poros au condus, datoritd

11
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reproductibilitdtii sporite a nivelului de incércare cu grupe functionale, la rezultate superioare
[14].

Exista la ora actuald disponibile mai multe software-uri care, utilizind baze de date
experimentale destul de bogate, estimeaz3 valoarea lui logP cu o bund precizie. Principial,
algoritmii de calcul iau in considerare tipurile de grupari functionale existente in compusii din

baza de date pentru care s-au determinat anterior valorile logP [16].

11.4.1.1. Optimizarea separarii RP-HPLC a unor insecticide cu hidrofobicitate medie gi

scazutd prin elutie izocratica

Obiectivul acestui studiu consti in alegerea conditiilor cromatografice care sd asigure un timp
al trecerii cromatografice cit mai redus (sub 20 min), utilizarea elutiei izocratice, 0 compozitie
a fazei mobile cat mai scizutd in acetonitril (in favoarea metanolului). Toate acestea trebuie
realizate in conditiile asigurarii unor cat mai bune rezolutii de separare ale perechilor de analiti

luati in studiu (Rs > 1) si latimi ale picurilor rezonabile.

1.1.4.1.2. Evaluarea comportarii cromatografice in separarea RP-HPLC a unor erbicide cu

hidrofobicitate medie §i scazutd de largd utilizare

Obiectivele studiului constau, pe de o parte, in evaluarea comparativi a comportarii
cromatografice a analifilor studiati in RP-HPLC cu elutie izocratici si faze binare metanol -
apa si, pe de altd parte, in evidentierea capacititii detectorului cu arie de diode de a rezova
identificarea si cuantificarea lor, chiar in conditiile atingerii unor separiri cromatografice

modeste (coelutii partiale).

11.4.1.3. Optimizarea separdrii RP-HPLC a trei erbicide triazinice cu hidrofobicitate medie

prin elutie izocraticd
Obiectivele studiului sunt, mai intdi, evaluarea comparativi a comportirii cromatografice

(timpilor de retentie) a analifilor studiati in RP-HPLC intr-un mod similar cu cel din studiul

anterior §i atingerea unor rezolutii de separare cit mai bune ale perechilor de analii luati in

12
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studiu (ideal, separiri pand la linia de bazd). Ulterior, se doreste a se demonstra abilitatea
detectorului cu arie de diode de a intari gradul de confirmare a identititii analitilor de interes si

de a estima puritatea picurilor cromatografice pe baza facilititii ,,purity check”.

1 1.4.1.4. Studiu de optimizare a separdrii RP-HPLC a unui grup de pesticide organofosforice

cu hidrofobicitate medie prin elutie izocratica

Obiectivul studiului este acela de a asigura un set de conditii cromatografice cat mai simple cu
putintd (elutie izocraticd, nu in gradient), la un cost redus (utilizarea metanolului in faza
mobild, nu si a acetonitrilului - mai scump de aproximativ 2,5 ori) si timpi acceptabili ai
trecererii cromatografice (sub 20 min). Bazidndu-ne pe datele de literatura si valorile logP
(aflate intr-un domeniu ingust, in special pentru 3 din cei 4 analiti luati in studiu), atingerea
unor rezolutii de separare acceptabile pentru toate perechile de analiti, in conditiile mai sus

mentionate, va fi extrem de dificila.

11.4.1.5. Separarea RP-HPLC a unui numadr de cinci pesticide organoclorurate puternic
hidrofobe

Scopul studiului este acela de a realiza o separare RP-HPLC a unui grup de cinci pesticide
organoclorurate puternic hidrofobe care sunt, in mod traditional, separate prin cromatografie
de gaze si analizate cu capturd de electroni. Se urmireste folosirea elutiei izocratice, a
amestecului binar metanol-apd drept fazi mobild si atingerea unui timp al trecerii
cromatografice rezonabil (sub 20 min). Pentru a putea implementa separarea in cadrul unei
metode de rutind pentru monitorizarea nivelului acestor pesticide in apa potabild prin RP-
HPLC cu detectie in UV, se urméreste atingerea unor limite de detectie instrumentale sub 0,4

mg L' pentru fiecare analit.

11.4.2. Influenta unor parametri de lucru asupra eficientei etapei de pregdtire a probei din
cadrul unei metode HPLC de identificare §i cuantificare a unui set de 5 pesticide

organoclorurate din apa potabild
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Obiectivul acestui set de studii este acela de a dezvolta un protocol de pregitire a probei
simplu si avand costuri reduse, in vederea implementirii lui, impreund cu separarea RP-HPLC
cu detectie in UV planificata anterior (vezi paragraful II1.1.5), intr-o metoda de identificare si
cuantificare a setului de cinci pesticide organoclorurate puternic hidrofobe care sunt, in mod

traditional, separate prin cromatografie de gaze.

11.4.2.1. Optimizarea unor parametri de lucru din cadrul etapei de pregatire a probei

realizatd prin extractie lichid-lichid

Obiectivul primului set de experimente este, intr-o primd fazd, evidentierea unora dintre
punctele critice care pot influenta rezultatele studiilor de recuperare intreprinse pentru o
metoda lichid-cromatografici de determinare a unor analiti puternic hidrofobi: nivelul
solubilizirii reale a analitilor in solutiile apoase preparate in laborator, numarul etapelor de
extractie lichid-lichid, modul de concentrare a extractului organic (evaporare la presiune
atmosfericd, evaporare la vid). Ulterior, pe baza concluziilor desprinse, se doreste estimarea
nivelului bias-ului metodei (recuperarea analifilor de interes) si a limitelor de cuantificare
(limita planificata fiind 0,1 — 0,15 pug L' per analit, pentru a corespunde prevederilor

legislatiei nationale) [2, 3].

1.1.4.2.2. Testarea performantelor extractiei in fazd solidd ca etapd de pregdtire a probei

Obiectivul setului al doilea de experimente este acela de a evalua performantele in ceea ce
priveste recuperdrile si repetabilititile pentru concentrarea unui grup de 5 pesticide
organoclorurate pe doua tipuri de cartuge SPE umplute cu silicagel derivatizat cu grupari C18.
Se urmdreste atingerea unor recuperiri mai mari de 70% si dispersii de maxim 20% pentru
solutiile preparate in apa bidistilatd, la nivelurile de concentratie de ordinul unititilor de ppb.
Dacd performantele mai sus mentionate vor fi atinse, va putea fi luati in considerare tehnica
SPE drept etapd de pregitire a probei in locul extractiei lichid-lichid urmati de evaporarea la
rotavapor din cadrul metodei de identificare §i cuantificare a setului de cinci pesticide

organoclorurate puternic hidrofobe luate in studiu.
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11.4.3. Stabilirea limitdrilor de naturd instrumentald in utilizarea interfetei , electrospray

ionization” §i a trapei ionice quadrupolice la analiza LC-ESI-MS a alchilfenolilor

Datele de literaturd, numarul mic de metode de analizi a compusilor alchifenolici prin metode
LC-ESI-MS cu trapa ionica quadrupolic3 si limitele de detectie atinse indica existenta unor
limitari legate, pe de o parte, de natura tensioactiva a acestor compust, si, pe de altd parte, de
parametri de naturd instrumentald. Scopul studiului este acela de a evalua influentele unora
dintre parametri de lucru ai interfetei ESI si spectrometrului de masa cu trapa ionicd asupra
sensibilititii instrumentale. Majoritatea valorilor parametrilor instrumentali pot fi optimizate
de citre software. in afara acestora, existd o serie de alti parametri a ciror valoare optima
poate fi stabilitd manual. Astfel, se va studia modul in care debitul de gaz auxiliar §i pozitia
axiald a dispozitivului de sprayere - ca parametri instrumentali ai interfetei ESI, precum si
numdrul de evenimente de scanare, tipul de filtrare realizat de cimpul de radiofrecventd
aplicat, tipul de control a cantitiitii de ioni din interior — ca parametri de utilizare ai trapei
ionice, pot conduce la intensificarea semnalului. Un alt obiectiv al studiului este acela de a
evalua sensibilitatea instrumentala, liniaritatea, repetabilitatea si reproductibilitatea semnalului
in aceastd etapd analitici. In final, in conditiile in care parametri de performanti mai sus
mentionati sunt satisficitori (sensibilitate instrumentald in zona 02 - 0,3 mg L,

sge

purcede la dezvoltarea si optimizarea etapei de pregitire a probei prin extractie in fazi solida
(SPE).

I 1.4.4. Dezvoltarea, optimizarea si validarea unei metode de determinare a unor hormoni
estrogeni din apa potabild prin cromatografie de lichide cuplatd cu spectrometru de masa cu

trapd ionicd prin interfatd ESI

Pentru analiza hormonilor estrogeni din diferite tipuri de probe de api existi la ora actuala
cateva metode LC-ESI-MS cu triplu quadrupol robuste si performante [17, 18, 19], cu limite
de detectie si cuantificare scizute (de ordinul 0,1 ppt si chiar mai joase). in ceea ce priveste
metodele ce utilizeaza spectrometrul de masa cu trapi ionica quadrupolicd, existd in literatura

citate si citeva astfel de metode [20, 21], cu performante mai scizute. Principalul lor avantaj
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std in preful spectrometrului de masa cu trapd ionici quadrupolicid (~ 200 000 USD), care e
aproximativ jumétate din cel al spectrometrului de mas3 cu triplu quadrupol. Drept exemplu,
iatd valorile performantelor validate pe o serie de probe de apa mineral3 Evian:

- limite de detectie: 1 ng L' pentru estrona, 2 ng L' pentru estradiol si etinilestradiol.

- recuperdri mai mari de 80% pentru tofi analitii.

- repetabilitati: 11% - estrond, 15% -estradiol, 23% - etinilestradiol [21].

Din pacate, protocolul de pregatire a probei folosit a fost unul complex, cuprinzind multe
etape: SPE cu multiple faze succesive de condifionare cu diversi solventi organici (hexan,
acetat de etil, metanol etc), extractie lichid-lichid, deshidratarea extractului organic pe cartuse
cu sulfat de sodiu anhidru, purificare pe cartuse cu Florisil.

Obiectivul studiului nostru consti in dezvoltarea, optimizarea i validarea unei metode pentru
matricea ,,apd de bdaut”, care sa atingd aceleagi performante cu cele ilustrate mai sus dar
prin utilizarea unui protocol de pregatire a probei mult mai simplu (o singura etapd SPE,
robustd, cu cdt mai putini solventi, parametri de lucru simpli).

in final, se va transfera metodea astfel validati (farda modificdri sau cu unele minime) la
matricea ,,apa de rdu” si revalidarea ei. Se spera atingerea unor limite de detectie cu maxim 1
ordin de marime mai ridicate decat in cazul apei de baut, recuperiri peste 80% si repetabilititi

care sd nu depaseasca 25%.
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Cap. |.2. Aspecte generale ale metodelor analitice moderne bazate pe tehnicile
cromatografice

Capitol 1.2. Aspecte generale ale metodelor analitice moderne bazate

pe tehnicile cromatografice

Analizind etapele generale ale oricirei metode analitice bazate pe tehnica cromatografica,
acestea sunt:

= pregitirea probei

= separarea cromatografici a analitilor de interes

= detectia analifilor de interes
in acest capitol vor fi tratate tehnica extractiei in fazd solidd (SPE) (ca operatie folosita
frecvent in etapa de pregitire a probei), spectrometrul de masa cu trapa ionicd ca detector in
analizele LC-MS si interfetele de ionizare la presiune atmosfericd (API) (folosite pentru

cuplarea cromatografelor de lichide cu spectrometrele de masa).

L2.1. Extractia in fazd solida - principiu de functionare, materiale utilizate, aborddri de

lucru

Etapa de pregatire a probei este consideratd de multi autori, uneori poate in mod exagerat,
drept faza cea mai importantd a intregului proces analitic. Este clar insi ca, indiferent de
magnitudinea importantei ce ii este acordati, etapa de pregitire a probei are un impact direct si
semnificativ asupra principalilor parametri de performantd ai metodei analitice: justefea,
fidelitatea, limitele de detectie si cuantificare, robustetea metodei. Tehnica SPE a fost
dezvoltata si si-a gisit o utilizare adecvati in special in domeniul analizelor de analiti organici
prezenti in probele apoase. Ea s-a dovedit o alternativa extrem de atractivi a traditionalelor
extractii L-L care au reprezentat, timp de multi ani, abordarea standard pentru izolarea si
concentrarea analitilor organici din probele apoase. Sintetizdnd, tehnica SPE prezinti
urmdtoarele avantaje in raport cu traditionala extractie L-L:

* consum redus de solvent organic si, implicit, cantiti{i reduse de reziduuri de solventi

organici uzati necesar a fi eliminati respectiv recuperati
= factori de concentrare foarte buni atingi in majoritatea cazurilor

* evitarea problemelor de miscibilitate ale apei cu solventul de extractie
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tehnica potrivitd pentru extractiile foarte selective

posibilitafi de automatizare avansate $i multiple

= evitarea aparitiei emulsiilor specifice extractiei L-L

valori bune ale recuperirii analitilor de interes si repetabilitatii [22].

in ceea ce priveste principiul de functionare al tehnicii SPE, el este similar cu cel ce
guverneazi procesele intime de separare din cromatografia de lichide. La modul cel mai
general, cele doua abordéri (strategii) de lucru posibile sunt :

o aplicarea probei lichide, in general cativa mililitri de solutie organica, pe un cartus sau
disc contindnd un material solid (“sorbent”) ce posedad anumite grupari functionale in
vederea retinerii multiplilor compusi interferenti din matricea probei; analitii de interes
parcurg materialul solid fara a fi retinuti.

o aplicarea probei lichide, in general volume mari de solutie apoasid (sute sau mii de
mililitri), pe un cartus sau disc contindnd un material solid ce poseda anumite grupari
functionale in vederea retinerii analitilor de interes; compusii interferen{i din matricea
probei parcurg materialul solid fara a fi retinuti.

Prima abordare conduce la indepartarea selectiva a interferentilor matriceali din prob3, tehnica
ce poartd numele generic de curdtarea extractului (“clean-up). Ea este utilizatd in general
pentru purificarea extractului rezultat in urma extractiei cu solvent organic a probelor solide
complexe (matrici naturale).

Cea de-a doua abordare se aplica in special probelor apoase si conduce atit la indepartarea
unei parti a interferentilor matriceali cit, mai ales i mai important, la concentrarea analitilor
de interes in fractiunea finala ce urmeaza a fi supusa etapei cromatografice ulterioare.

Functie de tipul materialului solid utilizat, se pot diferentia, similar clasificarii din
cromatografia de lichide, extractia in fazi solidd inversd (RP-SPE) care utilizeazi materiale
derivatizate cu grupéri nepolare (cele mai frecvente fiind silicagelul cu grupiri octadecilice
sau octilice) respectiv extractia in fazi solidi normald (NP-SPE) care utilizeazi materiale
derivatizate cu grupdri polare (cele mai frecvente fiind silicagelul si alumina).

Prin urmare, pentru determinarea diverselor reziduuri de poluanti organici din probele de api
potabild, abordarea de lucru va fi extractia in faza solida inversi cu concentrarea analitilor de

interes in fractiunea organici finala.
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cromatografice

Procedura efectiva de lucru va trebui s& contind urmatorii pasi:

e spilarea materialului solid si a diverselor trasee ale echipamentelor implicate cu
solvent organic (sau amestec de solventi organici) in vederea indepartérii potentialilor
interferenti din sistem

e condifionarea sau activarea succesivd a materialului solid, mai intdi cu solvent sau
amestec de solventi organici apoi cu apd de puritate adecvatd (bidistilatd sau
deionizatd)

e prepararea probei apoase (de obicei prin adifia unei mici cantitifi de solvent organic) si
aplicarea (trecerea) ei prin cartusul sau discul cu material solid

e uscarea materialului solid prin trecerea aerului sau azotului prin cartus sau disc

e curdtarea (indepirtarea) selectiva a unor categorii de compusi interferenti din matrice
ramasi prinsi pe materialul solid prin aplicarea unui solvent sau amestec de solventi de
tarie organica adecvata

e cluarea analitilor de interes de pe materialul solid al cartusului sau discului prin
aplicarea unui solvent sau amestec de solventi de térie organica adecvata.

in plus, functie de specificul aplicatiei, se mai poate impune folosirea unor pasi suplimentari
cum ar fi: uscarea extractului organic in vederea elimindrii urmelor de apa prin trecerea peste
materiale de tipul clorurii de calciu, tiosulfat de sodiu (operatie indicatd mai ales in cazul
metodelor gaz-cromatografice); curdfarea extractului organic de anumite clase de interferenti

matriceali prin supunerea lui unei noi etape de SPE (vezi mai sus prima strategie de aplicare a

tehnicii SPE) [23].

12.2. Spectrometrul de masd cu trapd ionicd ca detector in analizele LC-MS — principiu de

functionare, principii constructive

Intr-un mod foarte sugestiv, spectrometria de masa a fost descrisi ca fiind “cea mai mica scal
din lume”. Baza acestei afirmatii extrem de plastice o da nu dimensiunea echipamentului ci a
lucrurilor (entitétilor) care sunt “cintirite” si anume moleculele. Bazele teoretice ale acestei
tehnici analitice se datoreaza lucrarilor lui J.J. Thomson de la sférsitul secolului XIX; perioada
1930-1970 s-a caracterizat prin descoperiri §i progrese remarcabile atit in zona aspectelor

teoretice cé si a celor tehnologice. La modul cel mai general, cele 5 parti componente ale unui
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spectrometru de masd sunt: sistemul de asigurare a vidului, sistemul de introducere a probei,
sursa de ionizare, analizorul de masé si detectorul de ioni. Practic, spectrometrele de masa
determind masele diverselor tipuri de fragmente ionice pe baza raportului masd/sarcind
electrica, “m/z” [24]. Existd numeroase tipuri de spectrometre de masa ce pot fi utilizate in
analizele lichid-cromatografice ale diversilor analiti organici din probele de apa. Dintre
acestea, este prezentat in continuare spectrometrul de masi cu trapd ionicd, varianta
constructiva quadrupolica tridimensionala.

Trapa ionicd quadrupolica reprezintd un instrument extrem de interesant §i fascinant din
punctul de vedere al principiului de functionare. Astfel, aceeasi incintd joacd un rol dublu.
intr-o prima fazi, ionii aflati in fazi gazoasi sunt captati, retinuti si acumulati in interiorul

incintei de constructie quadrupolica (vezi figura 1.2.1) pentru 0 anumiti perioada de timp [25].

Electrod de capat

| Electrod inel

ARAAAAN E )

©

Electrod de capat

Figura 1.2.1. Trapa ionica quadrupolica tridimesionala.

Responsabil pentru aceasti actiune de “intemnitare” a ionilor este cdmpul electric ce ia nastere
prin aplicarea unor potentiale electrice adecvate electrozilor (polilor) trapei, cAmp ce se
manifestd sub forma unei gropi de potential cu alura unei vas cu sectiunea transversala
parabolicd. Diversele specii ionice se aranjeazi in straturi succesive, functie de raportul
mas#/sarcini electrici. Intr-o a doua fazi, instrumentul joac rolul unui analizor de masa prin
expulzarea succesiva, in timp, a ionilor captivi din trapa. Procesul este realizat si dirijat prin
cresterea liniard a amplitudinii potentialului unui cAmp din domeniul radiofrecventei aplicat
unuia din electrozii incintei, pardsirea incintei avand loc in ordinea cresterii raportului m/z

[26]. in final, ionii ce parasesc incinta trapei ionice, sunt colectati de citre sistemul de detectie.
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Unul din cele mai raspandite sisteme il constituie multiplicatorul de electroni. Acesta este
alcatuit dintr-o serie de elemente numite ,,dynode” care functioneazd pe baza principiului lui
Faraday. Fiecare astfel de element, denumit si cupd Faraday, se bazeazi pe modificarea
curentului electric atunci cand un fragment ionic loveste suprafata metalicd a acestei cupe.
Suprafata metalicd a cupei este acoperitd cu un material ce provoacid emiterea de electroni
(asa-zisii electroni secundari), cum ar fi BeO, GaP, CsSb. Are loc astfel amplificarea

semnalului provocat de fragmentul ionic primar (vezi figura 1.2.2).

Cupa Faraday
ioni

Curentul electric
indus de ioni

Figura 1.2.2. Convertirea in curent electric de catre cupa lui Faraday a ionului incident.

Multiplicatorul de electroni realizeaza in mod uzual amplificarea semnalului de aproximativ 1
milion de ori prin amplasarea in serie a dynode-lor, aflate sub actiunea unor potentiale din ce
in ce mai mari. Astfel, electronii secundari emisi de citre un element sunt atrasi de urmatorul

element iar numarul global al electronilor va creste exponential (vezi figura 1.2.3) [24].

1 ion soseste )
-

Svitd-dy d” ~ 7 1 sut aplicate
potentiale electrice in ordine crescatoare
produc o cascada de electroni

6
410 clectroni pleaca

Figura 1.2.3. Multiplicatorul de electroni ce realizeaza aparitia unei cascade de electroni
secundari si, implicit, factori de amplificare a semnalului de ordinul milioaneior.
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in vederea sporirii sensibilitatii si specificititii metodelor cromatografice ce folosesc
detectoare de masi, una din variantele de lucru mult utilizate o constituie detectia in tandem
MS/MS. Trebuie mentionat faptul ca aceasti optiune poate fi utilizat si ca tehnic analitica in
sine (fard a o mai cupla cu vreo etapi preliminard cromatograficd). Tehnica MS/MS implica
dous faze ale analizei de masi separate printr-o etapi de reactie sau fragmentare. in prima faza
se realizeazi selectarea anumitor ioni, cu anumite valori m/z, ce poartd denumirea de ioni
precursori; in etapa intermediard de reactie are loc fragmentarea precursorilor iar, in fine, cel
de-al doilea analizor de masa produce spectrul de maséd care contine informatii structurale
valoaroase [27]. Tocmai acest principiu de functionare asigurd reducerea semnificativd a
»zgomotului chimic” si, prin urmare, o specificitate inaltd. Existd la ora actuald mai multe
tipuri de spectrometre de masa capabile a desfagura acest tip de experimente. Principial, toate
pot fi incadrate intr-una din cele doud categorii posibile: ,tandem in timp” si ,tandem in
spatiu” [28]. in cazul MS/MS ,,in spatiu”, sistemul de lucru consti in doua spectrometre de
masa ce sunt cuplate. Ele pot fi de acelasi tip sau de tipuri diferite (doud analizoare de masa
quadrupolice, doud analizoare magnetice, unul magnetic si un quadrupol etc.). Fizic, etapa
intermediard de fragmentare a ionilor precursori (,,CID — colision-induced dissociation” sau
»colision-activated dissociation™) se realizeazi in celula de coliziune, care poate consta intr-un
quadrupol, hexapol, octapol etc. in care se gisesc molecule de gaz inert (uzual heliu). Cel mai
cunoscut §i utilizat instrument comercial prin care se poate realiza MS/MS in spatiu este
spectrometrul de masa triplu-quadrupolic. in opozitie, spectrometria de masi in tandem
realizatd ,in timp” realizeaza intregul proces secvential, in aceeasi incinti. Din acest motiv,
spectrometrele de masi care functioneaza pe baza acestui principiu sunt trape ionice. Printre
cele mai cunsocute pot fi enumerate trapa ionicd quadrupolica tridimensionala (vezi fig.
1.2.1.), trapa ionica liniara bidimensionald, ciclotronul ionic cu transformati Fourier (,,FTICR

— Fourier transform ion cyclotron”) [25].

12.3. Interfetele de conectare API a lichid-cromatografelor cu spectrometrele de masd -

tipuri, principii de functionare

La inceputurile utilizirii spectrometrului de masa drept detector in analizele cromatografice,

principala dificultate tehnologici a constat in cuplarea cromatografelor de lichide la ele. Din
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acest motiv, o buni perioada de timp spectrometrul de masa s-a consacrat drept detectorul cel
mai performant utilizabil doar de cétre sistemele gaz-cromatografice. Situatia s-a schimbat
radical insd in perioada anilor "80 datoritd introducerii asa-ziselor interfete ,,atmosferic
pressure ionization” (API). Cele doud tipuri rdspandite astizi in constructia instrumentelor
comerciale sunt ionizarea prin sprayere in camp electric (,,electrospray ionization” - ESI) si
ionizarea chimica la presiune atmosfericd (,,atmospheric pressure chemical ionization” -
APCI). Functie de masa moleculara a analitilor de interes si de polaritatea lor, se poate pleca,

intr-o prima abordare, la alegerea tehnicii cromatografice adecvate (figura [.2.4) [29].

GC-MS versus LC-MS

lonic
IonSpray
Polantatea
Analitulu
APCI
Neionic GC-MS
101 10° 10° 10° 10°

Masa Moleculara

Fig. 1.2.4. Alegerea tehnicii cromatografice adecvate functie de masa molecularad si
polaritatea analitilor de interes.

12.3.1 Interfata ESI

Dupa cum se poate deduce si din figura 1.2.4, tehnica LC-ESI-MS s-a dovedit extrem de
potrivitd pentru determinarea masei moleculare a biomoleculelor ce au valori mai mari de 400-
500 de Daltoni. Astfel, ea permite acestor molecule nevolatile si de mase moleculare ridicate
sa fie analizate direct din faza lichida in care se gasesc. Principial, modul in care actioneaza
interfata ESI este unul simplu. Astfel, solutia diluati continind analitul de interes este

pompati printr-un capilar, la debite de curgere mici (0,1 — 10 pL min™), capilarul aflindu-se
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sub un potential electric ridicat (2 — 5 kV), de polaritate adecvatd naturii analitului. Acest
potential asigurd gradientul de camp electric necesar separdrii pe baza sarcinilor electrice la
suprafata lichidului. Rezultatul constd in pérésirea capilarului de cétre lichid sub forma asa-
numitului ,,con al lui Taylor”. Atunci cand solutia care alcituieste ,,conul lui Taylor” atinge
,limita Rayleigh” (punctul in care repulsiile coulombice de la suprafata incércata a lichidului
egaleazd tensiunea superficiald a solutiei), mici picéturi, contindnd un exces de sarcina
pozitivd sau negativd, parasesc capatul capilarului. Existi mai multe ipoteze privind
mecanismul intim prin care aceste picaturi se divid si devin din ce in ce mai mici, pdni la a

consta dintr-un singur ion [30]. Figura 1.2.5 prezinti sintetic etapele mai sus prezentate.
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Fig. 1.2.5. Modul de realizare a ionizarii in interfata ESI.

Deoarece procesul care are loc in interfata ESI produce un amestec de ioni, specii neutre si
clustere ale ionilor cu speciile neutre, a trebuit trebuit rezolvati problema separdrii ionilor din
acest amestec complex si introducerea lor in regiunea spectrometrului aflati sub vid. Pentru
aceasta s-a apelat la un jet coaxial de gaz ce actioneaza precum o pelerini sau o teaca (,,sheath
gas”) in jurul capdtului capilarului, in plus contribuind si la desolvarea picaturilor.Aceasti

variantd de lucru poarti numele de ionizare prin sprayere in ciAmp electric asistatd pneumatic
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(,ppneumatically assisted EST’). Alte variante constructive apeleazd la solutia pozitionarii
capilarului de sprayere in afara axei tubului de intrare a ionilor in spectrometrul de masa.
Pozitionarea in afara axei (,,off~axis”) maximizeazi cantitatea de picaturi desolvatate care intrad
in spectrometru deoarece regiunea exterioard a conului jetului de spray este mai bogatd in
picdturile mai usoare, mici si desolvatate [31].

Tendintele moderne merg in spre asa-zisele variante constructive ,,micro ESI” si nano ESI”.
Debitele fazelor mobile scad semnificativ (de ordinul a citiva pL. min™"), diametrul intern al
coloanelor (1 mm si mai mici) iar sensibilitatea se imbunitifeste semnificativ (10> mol
pentru varianta ,,nano”). Pentru a atinge astfel de performante s-a recurs la imbunatatiri ale
multor detalii constructive ale variantelor clasice ESI care tin de constructia capilarului
(materialul utilizat, diametrul, ascutimea capétului etc.), modul de aplicare a potentialului
electric, distanta in raport cu orificiul de intrare in spectrometrul de masa etc [32].

Unul din avantajele principale ale interfetei ESI consti in ,,blandetea” prin care ea realizeaza
ionizarea compusilor in raport cu structura lor. Ea conduce la descompuneri mult mai reduse
ale ionilor moleculari in raport cu interfaja APCI. Practic, tehnica ESI reuseste sd aducd in
fazd gazoasd molecule cu mase moleculare foarte mari. Un exemplu concludent il ofera
lucrarea lui Siuzdak si colaboratorii [33] care au obfinut experimental ,,ioni virali” prin infuzia
directd a solutii acestora intr-un spectrometru de masi triplu-quadrupol. Astfel, ei au
determinat masele moleculare ale suprastructurilor moleculare ce iau nastere in solutiile
virusilor orezului galben patat respectiv al mozaicul tutunului (M > 40 milioane Da).
Impresionant a fost faptul ca aceste structuri virale ionizate si-au pastrat configuratia la nivelul
cuaternar (fapt dovedit experimental prin prezervarea capacititii lor virulente), atestind astfel
cd tehnica ESI a menajat inclusiv interactiunile necovalente din sinul acestor uriage

biomolecule complexe.
12.3.2. Interfata APCI

Acest tip de sursd de ionizare contine un vaporizator incalzit care faciliteazi desolvatarea
picaturilor de lichid. Moleculele de probd trec in stare de vapori lonizarea apare prin
intermediul unei descarcari electrice corona care, intr-o prima fazi, creazi ioni primari (N;™,

+. A . T .. . . . .
O, in cazul mecanismului ionizérii pozitive) cu aerul atmosferic. Ulterior, printr-o serie
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complexi de reactii, acestia genereazi ioni reactivi din moleculele de solvent (H;O°,
CH;0H,"). In final, are loc transferul de protoni sau electroni citre moleculele de analit cu
formarea de ioni moleculari [M+H]" respectiv [M-H]. APCI este in special utilizatd in
industria farmaceuticd pentru analiza compugsilor relativ nepolari §i semivolatili, cu mase
moleculare mai mici de 1200 Da [7]. Figura 1.2.6 prezint3 sintetic modul de functionare al

acestei interfete [29].
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Fig. 1.2.6. Modul de realizare a ionizarii in interfata APCI.
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Capitol 1.3. Pesticide

1 3.1. Generalitdti — utilizare, clasificari, principalele cdi de transport in mediu

In vederea dezvoltirii unei agriculturi modemne, combaterea diunitorilor se impune ca o
necesitate de prim ordin. Pesticidele au fost utilizate, intr-un numér redus ce-i drept, inca din
vremuri stravechi. La inceputul secolului XIX numai cativa compusi erau valabili iar utilizarea
lor nu era generald. incepand cu 1870 numirul acestor compusi incepe si creasca gradual si
echipamentele necesare aplicini lor pe recolte incep s3 se dezvolte in acelasi timp [34].
Compusii anorganici ca arsenitul de sodiu, cloratul de magneziu, sulfatul de cupru si
cianamida de calciu au fost printre primii sintetizati, dar nu gi-au gasit o largd utilizare
practica, nefiind selectivi pentru plantele cultivate. in anul 1932, Truffant si Pastac constati ca
dinitroortocrezolul - sintetizat si folosit ca insecticid inca din 1892 - are si proprietiti de
erbicid in combaterea unor dicotiledonate, fiind in acelasi timp selectiv pentru cereale. In
1945, Templerman, Zimmerman si Hitchoch pun bazele sintezei erbicidelor pe baza de
MCPA (acid 4-cloro-2-metoxifenoxiacetic), astfel cd din acest moment se poate vorbi cu
adevirat de inceperea razboiul chimic contra buruienilor [35].

Din totalul pesticidelor utilizate in agricultura, ponderea erbicidelor este, de departe, cea mai
ridicatid. Proportia acestora creste considerabil in conditiile unei agriculturi intensive care
foloseste cele mai moderne tehnologii. Un exemplu concludent il constituie agricultura
Statelor Unite ale Americii. In agricultura acestei tiri ponderea cea mai mare o au inci
erbicidele. Astfel, in perioada 1974-1984 procentul lor in agriculturid a reprezentat 62-64 %
[36]. in continuare, s-a ajuns la o tendinti de stabilizare a acestei ponderi astfel ca, in 1997, ele
reprezentau 62% din totalul ingredientelor active utilizate in productia de pesticide. in ultimii
ani s-a constat o oarecare tendinti de scidere a cantititii de erbicide utilizate datoriti, pe de o
parte, reducerii suprafetelor agricole destinate recoltelor selectionate §i, pe de altd parte,
cresterii eficacitatii lor de actiune (deci concentratii mai reduse in principiul activ care pot
asigura nivelul cerut de protectie) [37]. Cele mai mari progrese in domeniul sintezei
erbicidelor au avut loc in ultimele 2-3 decenii, perioadd in care s-au sintetizat peste 200

substante active cu actiune erbicida, ajungindu-se la peste 2500 sortimente comerciale [38].
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Aceastd dezvoltare cu adevirat exploziva a productiei de pesticide nu trebuie sd conduca insa

la folosirea lor exagerata si exclusivd in vederea combaterii diunitorilor. Astfel, o abordare

rationald constid in imbinarea mai multor metode (agrotehnice, biologice, chimice) pentru

asigurarea mentinerii populatiei de daunatori sub un nivel acceptabil din punct de vedere

economic. Pot fi enuntate citeva principii generale care pot eficientiza lupta integratd de

nimicire a daunatorilor:

» Utilizarea pesticidelor in functie de gradul de infestare si pe baza unui plan de actiune; este
obligatorie avizarea lor de cétre specialisti;

* Folosirea erbicidelor selective, mai putin persistente;

» Extinderea metodelor biologice de control prin folosirea ddunatorilor naturali;

* Introducerea varietitilor de plante rezistente la daunatori;

» Utilizarea feromonilor si a hormonilor juvenili care influenteazi dezvoltarea parazitilor;

» Aplicarea metodelor de sterilizare a daunétorilor;

» Imbunatitirea metodelor de conditionare si aplicare in scopul reducerii la minim a
consumului de pesticide;

* Rotatia sau utilizarea amestecurilor de pesticide pentru evitarea aparitiei rezistentei [39].

Clasificarea pesticidelor se poate face in functie de mai multe criterii. Astfel, se pot urmari
modul de actiune, grupele (tipurile) de organisme pe care le combat, starea lor fizica, natura
chimica, toxicitatea etc. Devine evident astfel ci la ora actuald existd, in literatura de
specialitate, un numar de mare de clasificari ale pesticidelor, fiecare din ele fiind utilizatd de
diferitele categorii de specialisti implicate in protejarea plantelor cultivate precum si a
diverselor consecinte ale utilizirii lor. De exemplu, Bankowska si colaboratorii [40] impart
pesticidele pe baza unei clasificiri mixte, functie de modul de actiune si grupele de organisme
pe care le combat (vezi tabelul 1.3.1).

Gunn si Stevens [41] prezinta si ei o impartire a pesticidelor pe baza unui criteriu mixt, actiune

functionali si structura chimica (vezi tabelul 1.3.2):
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Tabel 1.3.1. — Clasificarea pesticidelor pe baza grupelor de organisme pe care le combat i a

modului for de actiune.

Denumire grupa pesticide

Denumire grupi pesticide Grupa tintii de organisme
Zoocide Insecticide combat insectele
Rodenticide combat rozitoarele
Molugcide combat molugtele
Nematocide combat nematodele
Larvicide combat larvele
Aficide combat afidele
Acaricide combat acarienii
Ovicide combat ouile de insecte §i acarieni
Fungicide si fungistatice combat ciupercile
Erbicide combat buruienile

YL LSS LSS S LSS LSS S LSS LSS S S S LSS LSS S S S S S LSS LSS LSS LSS LSS S LS LSS S S S LSS S LSS LSS S S S S S S S LS S SSSSSLS

Mod de actiune

Regulatori de crestere Defolianti defoliaza plantele
Desicanti usuci plantele inainte de recoltare
Defloranti inlatura cantitatile excesive de flori
Atractanti mijloace de ademenit
Repelenti mijloace de respingere

Tabel 1.3.2. - Clasificarea pesticidelor pe baza modului lor de actiune si a structurii chimice.

Grupa principald

Subgrupa

Insecticide

Minerale
- Organice

Microbiene

Organoclorurate
organofosforice
carbamati
piretroide

Erbicide

- Minerale
- Organice

- Microbiene

derivati fenolici

acizi fenoxiacetici

carbamati

uree substituite

triazine, diazine

compusi cuaternari de amoniu
derivati sulfonil ureici

Fungicide

- Minerale
- Organice

- Microbiene

ditiocarbamati
ftalimide
organomercurice
organostanice

Rodenticide

- Fumiganti
- Anticoagulanti
- Diverse

Moluscide

- Acvatice
- Terestre
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Bineinteles, la rindul lor, diversele subclase de pesticide pot fi impartite pe baza unor criterii
cu un grad de specificitate mai avansat. De exemplu, erbicidele se pot subimpdrti in diferite
grupe pe baza unui numir relativ mare de criterii: dupd selectivitate [42]; dupa modul de
actiune; dupa modul cum blocheazi procesele metabolice [43]; dupa epoca de aplicare [44];
din punct de vedere fizic [45].

Prin natura lor chimic3, pesticidele, ce sunt sintetizate pentru a elimina diversele tipuri de
organisme ddunitoare recoltelor, pot prezenta riscuri pentru sinitatea omului §i a mediului
inconjuritor. Ele pot ajunge, in urma folosirii abuzive, in plantele si animalele tratate si,
consecutiv, in alimentele obtinute din acestea. Similar, ele pot ajunge si in apa potabild prin
intermediul diversele tipuri de ape naturale utilizate la obtinerea acesteia. Unele din pesticide
au potential cancerigen, altele pot afecta sistemul endocrin, efectul lor daunator fiind estimat
pe baza studiilor toxicologice si de evaluare a riscurilor (,,risk assessment’) [46].

Pe baza considerentelor de mai sus, devine evident motivul pentru care s-a procedat la
stabilirea unor norme care sa limiteze nivelurile pesticidelor in produsele de naturd vegetala si
animald precum si in apa potabila. Existi o serie de organisme nationale si internationale (cum
ar fi Agentia pentru Protectia Mediului in Statele Unite - EPA, Asociatia Internationald a
Chimistilor Analisti — AOAC etc.) ce se ocupd atat de stabilirea limitelor maximale cat si de
dezvoltarea, validarea si standardizarea metodelor analitice necesar a fi utilizate. in Romania
existd standardizate la nivel national o serie de metode de analizi a unor clase de pesticide
(organoclorurate, triazinice) din apa potabild. Ele au fost dezvoltate pe baza tehnicii
cromatografiei de gaze [12, 13].

Metodele cromatografice, in diversele lor variante principiale si de lucru, constituie alegerea
de baza: cromatografia de gaze (cu detector selectiv pentru azot si fosfor [47], cu captura de
electroni [12], termoionic [13]), cromatografia pe hirtie si cea in strat subtire [48],
cromatografie de permeatie prin gel [49], cromatografie de lichide in fazi inversd cu detectie
post-coloana in fluorescentd [50] precum si cu detectie in ultraviolet [51]. Au fost dezvoltate,
bineinteles, metode cromatografice ce utilizeazi spectrometrele de masa drept detectoare dar,
datoritd performantelor analitice acceptabile a metodelor standardizate mai sus mentionate
precum si a costurilor inci ridicate a echipamentelor continind spectrometre de masa pentru

monitorizérile de rutind, intirzie standardizarea pe scari largi a acestora.
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1.3.2. Exemple de metode lichid-cromatografice de identificare §i cuantificare a pesticidelor

din probe de apa

in acest subcapitol vor fi prezentate o serie de exemple de metode HPLC dezvoltate si
optimizate in vederea analizei unor clase de pesticide larg utilizate. Unele din exemple se vor
concentra strict pe etapa analiticd de separare cromatograficd a analitilor de interes
(dezvoltarea metodei realizindu-se experimenrtal cu solutii standard de pesticide) in timp ce
altele vor prezenta rezultatul final al dezvoltirii metodei (cromatogramele achizitionate in
urma injectiei directe a unor probe de apéd sau ale extractelor organice rezultate in urma
procesdrii preliminare a probelor — extractie + concentrare).

Lucrand pe o coloand cromatografica Inertsil Chrom Sep ODS-3, 150 x 4,6 mm, d, 5 um, in
conditiile de lucru urmitoare: faza mobild acetonitril/apa — 80/20 (v/v); debitul de curgere al
fazei mobile 1,0 mL/min; temperatura 40°C; detectie UV la A= 254 nm; volumul injectiei 10
uL; concentratia analitilor 10 pg/mL [52], s-a reusit separarea unui amestec de 6 pesticide
ureice; toate poseda in structura moleculei gruparea ureici (cu exceptia tebufenozidei care este
un hidrazo-derivat cu aldehide aromatice la ambii atomi de azot) si nuclee aromatice (figura

1.3.1). ,

-
>
y

-

0 10 min

Fig. 1.3.1. - Cromatograma separdrii unui amestec de pesticide ureice, unde: 1 -

diflubenzuron, 2 - tebufenozida, 3- hexaflumuron, 4 — teflubenzuron, 5 -~ flufenoxuron, 6 —
clorfluazuron [52].

In cazul separirii izocratice a 8 pesticide carbamice, s-a apelat la detectia in fluorescentd a

.....
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specificititii metodei. Conditiile de lucru au fost urmatoarele: coloana Inertsil Chrom Sep
ODS-3, 150 x 4,6 mm, d, 5 um; faza mobila acetonitril/apa — 53/47 (v/v); debitul de curgere al
fazei mobile 1,0 mL/min; temperatura 40°C; detectia FI, dex= 345 nm, Aem= 450 nm; reactie
post-coloana cu NaOH la 100°C, apoi derivatizare cu aldehida ortoftalicd la 50°C; volumul
injectiei 25 pL; concentratia analitilor 50-100 pg/mL (figura 1.3.2) [53].

- ! 5

i U i

0 14 m

Figura 1.3.2. - Cromatograma separdrii unui amestec de 8 pesticide carbamice unde: 1 -
oxamil, 2 — metomil, 3 — aldicarb, 4 — bendiocarb, 5 — etiofencarb, 6 — pirimicarb, 7 -
fenobucarb, 8 — metiocarb [53].

Lucrand pe o coloand Zorbax 5 SB-C18, 250 x 4,6 mm, d, 5 pm, s-a realizat separarea unui
grup de 9 pesticide din clasa acizilor fenoxicarboxilici. Conditiile de lucru au fost urmatoarele:
debitul de curgere al fazei mobile 1,0 mL/min; temperatura 40°C; detectie UV la A= 245 nm;
volumul injectiei 10 pL (figura 1.3.3) [54].

Faza mobila: A. 20 mM fosfat monopotasic B. acetonitril
Gradient: Timp (min) %A %B
0 90 10
2 90 10
25 35 65
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L_.u ——— -

Figura 1.3.3. - Cromatograma separarii unui amestec de 9 acizi fenoxicarboxilici, unde: 1 —
dicamba, 2 - 2,4-D, 3 - MCPA, 4 - 2,4-DP, 5 - diclorprop, 6 - 2,4,5-T, 7-2,4,5-TP, 8 - 2 4-
DB, 9 - MCPB [54].

In cazul acestei separari, autorii ei au decis sa aleaga solutia elutiei in gradient pentru a asigura
rezolvarea acceptabild a piscurilor cromatografice ale analitilor de interes intr-un timp de lucru

rezonabil (< 25 min).

Dupa cum s-a putut observa din exemplele anterioare, tehnica RP-HPLC reprezinta alegerea
uzuala pentru rezolvarea separdrii cromatografice a unor astfel de amestecuri dificile. Se poate
insa apela si la serviciile fazelor stationare normale pentru obtinerea unor separéri performante
din punct de vedere al eficientei si rezolutiei cromatografice. Astfel, figura 1.3.4. prezinta
separarea in gradient a unui amestec de 12 pesticide (triazinice, carbamice, ureice) utilizind o
faza stationard normali de tipul silicagelului.

Conditiile cromatografice de lucru au fost: coloana cromatografica Inertsil 5 Si, 150 x 4,6 mm,
dp, 5 pm; debitul de curgere al fazei mobile 1,0 mL/min; temperatura 40°C; detectie UV la A=

230 nm; concentratia analitilor 40 ng/component [55].
Faza mobila: A: - hexane, B: - etanol

Gradient: A/B — 99/1 — (6 min) — 98/2 — (5 min) — 90/10
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Figura. 1.3.4. - Cromatograma separarii unui amestec de pesticide triazinice, carbamice si
ureice, unde: 1 — prometrina, 2 — terbutrina, 3 — ametrina, 4 — atrazina, 5 — simetrina, 6 -
simazina, 7 — propoxur, 8 — carbofuran, 9 — carbaril, 10 - fenuron, 11 — monuron, 12 -
metomil [55].

Dupa cum s-a subliniat si in capitolul 1.2, etapa de pregitire a probei este cruciald in ceea ce
priveste influenta ei asupra valorilor globale ale recuperirii, limitei de detectie, repetabilitétii
si reproductibilititii, incertitudinii de mdsurare, robustefjea metodei. Astfel, Soriano si
colaboratorii [56] prezinté un studiu interesant care evalueazi eficienta extractiei §i recuperarii
unui amestec de 11 pesticide carbamice din probe de apa suplimentate cu standarde de puritate
HPLC de pe cartuse continand drept umplutura ciarbune grafitizat, GCB (“graphitized carbon
black”). Autorii au desfasurat o serie de experimente prin care si evalueze gradul de saturare
al umpluturii, potentialele degradari ale analitilor de interes la suprafata materialului, aparitia
canalelor de trecere preferentiald, retinerea eventualilor contaminanti interferenti. Rezultatele
experimentale au aritat cd elufia cartuselor SPE cu un amestec diclormetan/acetonitril a
condus la recuperari ale compusilor studiati > 77%. Gou si colaboratorii [57] au dezvoltat o
metoda cromatografica de tipul “in-tube” SPME -RP-HPLC pentru separarea si cuantificarea
unor pesticide polare de tip carbamic din probe de api relativ clare. O astfel de aplicatie
realizeazd cuplarea echipamentului de extractie SPME (“solid-phase microextraction”) cu
autosamplerul sistemului HPLC in scopul realizirii “on-line” a etapelor de pregitire a probei.

Denumirea “in-tube” a extractiei provine de la modul de depunere a fazei solide responsabila
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de extractia analitilor de interes pe tuburile pe bazi de silice ale echipamentului SPME. Astfel,
aceasta este depusi in interiorul unei portiuni a tubuletului in constrast cu modul de aplicare
practicat in SPME clasic (pe exteriorul lui). in final, deviatia relativa standard in cazul tuturor
pesticidelor studiate s-a incadrat in domeniul 1,7-5,3% iar coeficientii de regresie pentru
curbele de etalonare (construite pe domeniul 5-10.000 ng/l) in intervalul 0,9824-0,9995.
Metoda SPE-RP-HPLC-DAD dezvoltata de Martinez si colaboratorii [58] a urmarit
monitorizarea in probe de apd a erbicidelor apartinidnd structural mai multor grupuri
(triazinice, ureice, amidice). Concentrarea analitilor de interes a fost realizati pe cartuse SPE
cu umpluturd polimerica (care s-a dovedit eficientd in raport cu polaritatea compusilor testati)
iar limita de detectie (la A = 220 nm) a ajuns in domeniul 0,004-0,025 ng/l. Un studiu
comprehensiv in ceea ce priveste tipul probelor abordate, tehnicile de curdtare si concentrare a
analitilor de interes si detectia utilizatd a fost realizat de citre Peruzzi si colaboratorii sai [59].
Autorii prezinti rezultatele obtinute in urma optimizirii operatiei SPE. in urma testrii
diferitelor tipuri de umpluturi, ionice si neionice, disponibile pe piatd (C18, ENV+, ENV+-C8,
SAX, Oasis HLB) ei au stabilit cd umplutura copolimericad divinilbenzen-co-N-
vinilpirolidonicd din cartugele Oasis HLB realizeaza recuperirile cele mai bune (> 70%)
pentru aproape toti compusii studiati (erbicide din clasa acizilor fenoxicarboxilici).

Sunt prezentate in continuare o serie de aplicatii pentru determinarea diverselor clase de
pesticide din probe de apa, insotite fiind si de informatiile referitoare la modul de pregitire a
probei. Potter si colaboratorii [60] folosesc detectia DAD pentru analiza multireziduald prin
RP-HPLC a probelor de apa recoltate din drenajul unor cdmpuri cultivate cu bumbac. Metoda
e pusi la punct pentru detectia si cuantificarea unor pesticide defoliante (tribufos, dimetipin si
tiodiazuron), a erbicidului diuron §i a insecticidului metilparation. Anterior injectiei in
sistemul HPLC este practicatd concentrarea probei de api prin SPE pe cartuse cu umplutura de
DVBVP (copolimerul divinilbenzen-N-vinilpirolidini). in ceea ce priveste perfomantele
metodei, recuperdrilor analifilor s-au situat in domeniul 87-115% iar limita de detectie pentru
toti analifii s-a situat sub 0,1 ng/L. Folosind aceleasi principii de pregitire a probei si de
detectie, Ruberu si colaboratorii [61] au pus la punct 0 metodd pentru determinarea unor
erbicide fenilureice larg utilizate: clortoluron, diuron, fluometuron, isoproturon, linuron,
metobromuron, metoxuron, monuron, neburon i siduron. Detectia s-a realizat in UV la 245

nm folosindu-se un detector DAD pentru o monitorizare preliminari a absorbantei analitilor de
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interes pe un domeniu mai mare de lungimi de undi. Probele de api au fost mai intii trecute
pentru imbogatirea in analiti peste cartuse SPE tip C18. Recuperarea atinsé a fost redusa (in
domeniul 48-70%) dar, prin utilizarea de standard intern, acuratetea si reproductibilitatea
rezultatelor au fost corectate la valori acceptabile. Limita de detectie a metodei se situeaza in
intervalul 4-40 ppt (ng/L) pentru toti analitii identificati. Vandecasteele si colaboratorii [62] au
reusit punerea la punct a unei metode SPE-RP-HPLC-DAD pentru identificarea a 77 de
pesticide (neutre, acide, bazice) din probe de apa cu incarcéaturd organicd ridicatd (mai ales
cele cu continut relativ mare de acizi humici, substante recunoscute pentru capacitatea ridicata
de adsorbtie in raport cu multe pesticide). intre etapa de SPE (realizati pe o umpluturd mixta
C18-EN) si injectia propriu-zisé autorii utilizeaza o extractie lichid-lichid pentru minimizarea
efectului matricei, important in conditiile unei metode ce-si propune detecfia unui numar asa
de ridicat de analiti. O aplicatie HPLC spectaculoasd dezvoltati de Brouwer [63] reuseste
separarea si identificarea a 19 pesticide dintr-o probd de apa recoltati din rdul Rin,
suplimentata pentru confirmarea identitatii piscurilor cromatografice cu cantititi cunoscute de
standard din fiecare analit (figura 1.3.5).

Conditiile cromatografice de lucru au fost: coloana cromatografica ChromSpher 5 B, 250 x 4,6
mm Chrom Sep, d, 5 pm; debitul de curgere al fazei mobile 1,0 ml/min; detectie UV (diode
array) A= 230 nm; volumul probei analizate 100 ml apa (pH = 3 cu HNQO;) suplimentati cu
amestec de standarde de pesticide (5 pg/l din fiecare) [39].

Faza mobila: A. - acetonitril, B. — 10 mM tampon fosfat, pH = 6

Gradient: timp (min) %A %B
0 5 95
30 50 50
40 75 25
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Figura 1.3.5. — Cromatograma separarii a 19 pesticide dintr-o proba de apa recoltata din raul
Rin, suplimentata cu cantitati cunoscute de standard din fiecare analit, unde: 1 — warfarin, 2 -
dinoseb, 3 — dinoterb, 4 — pentaclorofenol, 5 — atrazina, 6 — 2-aminoantrachinona, 7 — diuron,
8 - metazaclor, 9 — propazind, 10 - linuron, 11 — 1-aminoantrachinona, 12 - 3,3-
diclorbenzidind, 13 — betoxidim, 14 — barban, 15 — metolaclor, 16 — alaclor, 17 - 1,2 4-
triclorobenzene, 18 — foxim, 19 — 1,2,4,5-tetraclorbenzen [63].

Detectorul spectrometru de masa se preteazi foarte bine, prin insisi natura principiului sdu de
functionare, analizei compusilor ionici si ionizabili. Analiza si identificarea pesticidelor si a
metabolitilor acestora din probele de apa prin cromatografia de lichide cuplatid cu single sau
triple-quadrupol prin intermediul interfetelor tip API, precedatd de concentrarea prin SPE,
tinde si devina varianta favoriti de lucru in zilele noastre. in cazul metodelor ce se axeazi in
special pe identificarea analitilor de interes se folosesc in special spectrometrele de tip trapa
ionica si TOF (,,time-of-flight) [64].

in continuare sunt prezentate doar cateva din aplicatiile pentru determinarea diferitelor clase

de pesticide din probele de apa.

O metoda eficientd de separare si elucidare a structurii pentru componentii anionici din
matricele contindnd amestecuri complexe de pesticide organofosforice, dezvoltati de Mohsin
[65], foloseste o coloanid de schimbitori de anioni si o solutie apoasd de hidroxid de sodiu
drept eluent, interfata detectorului cu cromatograful de lichide este de tipul electrospray iar
detectia este condusi in modul ion-negativ. in final, compozitia elementarii a componentilor

necunoscuti se realizeazi prin spectrometrie de masa de inalti rezolutie. Determinarea HPLC-
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MS dezvoltati de Curini si colaboratorii [66] pentru analiza a 53 din cele mai utilizate erbicide
in probe de apa implica o primi fazi de preconcentrare pe cartuse SPE de tipul GCB, urmata
de elutia analitilor pe o coloanad clasici RP-HPLC tip C18 cu di = 4,6 mm, cu o viteza
volumetricd de 1 ml/min. Din efluentul coloanei se introduce un debit de 100 pl/min in
detectorul MS prin intermediul interfetei ISI (,,ionspray interface”). S-a demonstrat ca limita
de detectie a metodei coboara sub 10 ppt (ng/L) pentru probe de apa potabild. O metoda rapida
SPE-LC-APCI-MS-MS pentru analiza on-line a unui spectru larg de pesticide trazinice,
organofosforice si fenilureice pentru probe de apa potabila si apa de suprafati a fost dezvoltatd
de Asperger si colaboratorii [67]. Aplicatia constd in etape de pregitire a probei
(preconcentrare pe doua coloane diferite de curgere turbulenti, una umplutid cu material pe
bazi de carbon, cealaltd cu umpluturd polimericd) urmate de separarea analiticd (coloana

cromatograficd monolitica in locul uneia cu umplutura tradifionala granulara).

in concluzie, cuplarea sistemelor HPLC cu detectoarele MS se dovedeste a pune la dispozitie
un instrument puternic si sensibil in identificarea §i cuantificarea din amestecuri foarte
complexe a reziduurilor termolabile si semivolatile din clasa pesticidelor si metabolitilor lor.
De mare importantd in identificarea compusilor necunoscuti se pot dovedi bibliotecile de
spectre MS oferite de diversii producitori. Din nefericire, bibliotecile de spectre oferite pentru
sistemele GC-MS (mult mai numeroase si bine puse la punct) nu sunt aplicabile sistemelor

HPLC-MS astfel cd este imperios necesard construirea unora largi si sistematice pentru
aplicatiile HPLC [68].

Desi cele mai utilizate tipuri de detectie sunt spectrofotometria in UV (in variantele achizitiei
de date la o anumitd lungime de unda sau a spectrului pe un domeniu) si spectrometria de
masd, existi aplicatii care folosesc si alte mijloace de detectie. De exemplu, Galeano-Diaz si
colaboratorii [69] au dezvoltat o aplicatie ineresanta prin prisma simplititii, timpului de lucru
si costurilor reduse. Metoda este dedicatd analizei din probe de apd a unor nitropesticide
(dinitro-o-crezol, fenitrotion, metil i etilparation) si a principalilor metaboliti rezultati (4-
nitrofenol, 3-metil-4-nitrofenol). Identificarea analitilor de interes se realizeaza electrochimic
utilizdmd tehnica detectiei indirecte. Este de remarcat in aceasta aplicatie faptul ci autorii au
demonstrat, pe o serie de probe de apa de suprafati, atingerea unui nivel de detectie aflat in
domeniul 0,05-0,14 ng/L in conditiile evitdrii vreunei etape de preconcentrare si a realizarii

unor deviatii standard relative in domeniul 1-15%.
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Capitol 1.4. Alchilfenoli

L4.1. Generalitdti — utilizare, clasificari, principalele cai de transport in mediu

Alchilfenolii polietoxilati (APEOs) reprezinti o clasd de compusi chimici mult utilizati
in ultimii 35 ani in productia detergentilor, atat a celor industriali cat si a celor de uz casnic.
Astfel, in perioada anilor '70, ei reprezentau principala clasi de surfactanti neionici de pe
piati. De asemenea, ei intrd in compozitia multor produse formulate din categoria pesticidelor
si vopselelor. Dupa aceastd perioad, biodegradabilitatea lor relativ redusd a condus la
limitarea si scidderea utilizarii lor pentru produsele de uz casnic, rimanand ins3 destul de
folositi in domeniul detergentilor industrial. Pentru inlocuirea lor treptati s-a apelat la alcoolii
polietoxilati. in ultimii 10-15 ani, au fost efectuate studii care au ridicat problema toxicitatii
acestor substante si, mai ales, a produsilor lor de degradare, alchilfenolii (APs) (cei mai
importanti 4-nonilfenolul si 4-tert-octilfenolul). Concluziile care au aparut in urma acestor
studii au confirmat faptul ca alchilfenolii pot fi inclusi in categoria substantelor chimice ce
provoacd dezechilibre in functionarea sistemului reproducétor si a celui endocrin, atit al
faunei acvatice cét si al organismului uman [70]. Generic, grupul larg al compusilor chimici ce
poseda potentialul de actiune mai sus mentionat poartd numele consacrat de ,endocrine
disrupters”, iar aceasti titulaturd anglo-saxona va fi folositi de-a lungul acestei teze [19].
Astfel, studii detaliate au fost desfagurate in diverse zone si bazine hidrografice. De exemplu,
Wenzel si colaboratorii [71] au monitorizat nivelurile de 4-nonilfenol (NP), 4-tert-octilfenol
(TOP), nonilfenol monoetoxilat (NP1EO) si octilfenol monoetoxilat (OP1EQO) in speciile de
apa dulce ca platica (Abramis brama) si midia-zebra (Dreissena polymorpha) precum si in
midia comuna de api sératd (Mytilus edulis). Probele analizate au provenit din raurile Elba,
Rin si Saar, din lacul Belau (colectate in perioada 1992-2001), precum si din Marea Nordului
si Marea Baltica (colectate in perioada 1985-2001). NP si NP1EO au fost detectate in toate
probele de platica in timp ce OP1EO nu a fost detectat in nici una din probe. S-a putut observa
insa o tendintd de scadere a concentratiilor analitilor tintd in timp pentru toate punctele testate.
Studii similare au fost conduse pe populatii de platici in nord-estul Angliei, in doud zone
puternic industrializate [72], precum si de-a lungul raului Cuyahoga, Ohio, pe populatii de

crap [73] si s-au finalizat cu concluzii aseminitoare. Distributia si calea de urmati de
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metabolitii neutri ai APEOs a fost studiatd si de citre Ferguson si colaboratorii [74] intr-o
zona unui estuar situat in vecindtatea unui puternic centru urban. Au fost testate atat apa cat si
sedimentele in vederea stabilirii dependentei concentratiei metabolitilor tintd de traseele de
intrare a apelor uzate in estuar. S-a putut observa cé aceste concentrafii reprezintd rezultanta
globala a mai multor procese cum ar fi cele de depunere si penetrare a APEOs in stratul de
sediment, degradarea lor in timpul contactului cu apa estuarului §i evacuarea din zona
estuarului prin procesele advective si dispersive. Rudel si colaboratorii [75] au monitorizat
nivelul APEOs, NP si OP atét in apa reziduald din zona Cape Cod (USA) cit si in cea de baut
din surse de addncime aflate in zona de colectare a apelor reziduale. A fost detectatd prezenta
nonil si octilfenolilor tetraetoxilati in unele din puturile de apa potabild demonstrand astfel
potentialul contaminant al sistemelor septice de colectare a apelor reziduale. Studiile s-au
concentrat §i asupra concentratiilor din aer ale APEOs, NP si OP precum si a cdilor de
transport si degradare posibile. De exemplu, Van Ry si colaboratorii sidi [76] au desfasurat un
studiu in zona estuarului rdului Hudson. Au fost estimate influentele directiei vantului, ale
volatilizirii §i advectiei citre oceanul Atlantic precum si perioadele de injumititire ale
nonilfenolilor in apa estuarului. Prezenta in aerul din locuinte a metabolitilor APEOs (NP si
OP), pe langa o serie de alfi compusi toxici (pesticide, ftalati) a fost demonstrata experimental
de Rudel si colaboratorii sdi care au detectat valori de ordinul zecilor si sutelor de ngm3 [77].
Toate aceste studii au demonstrat clar necesitatea reducerii cat mai mult posibile a nivelului
APEOs din mediul inconjurator. Pe 1dnga metodele clasice prin biodegradare, unii autori au
prezentat variante interesante, cum ar fi cea a lui Destaillats si colaboratorii sdi [78]. Ei au
desfagurat un studiu care s evalueze eficacitatea iradierii ultrasonice in degradarea APEOs in
sisteme apoase si a diversilor parametri de lucru. Mecanismul propus pentru degradare a fost
acela al oxidarii la nivelul lantului hidrofobic alchilic.

Pentru a putea desfasura studii toxicologice pertinente de stabilire a relatiei dozi-riaspuns si a
celor care sa stabileasca nivelul minim de concentratii din tesuturi la care incepe raspunsul
estrogenic, € evidenta necesitatea dezvoltirii de metode analitice performante de identificare si
cuantificare a acestor analiti din diverse tipuri de matrici. Primele determindri ale APs si
APEOs au fost demarate incé din perioada anilor ‘80. Ele utilizau tehnicile cromatografiei de
lichide, atat in varianta in fazi normali (cu coloane umplute cu silicagel derivatizat cu grupdri

aminice) cét si in faza inversa, detectia realizindu-se fie in ultraviolet fie in fluorescenti. A
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urmat apoi dezvoltarea metodelor bazate pe cromatografia de gaze si de lichide cuplate cu

spectrometre de masa.

1.4.2. Exemple de metode lichid-cromatografice de identificare si cuantificare a alchilfenolilor

din probe de apa

Metodele cromatografice clasice au realizat separarea si cuantificarea analitilor de interes fie
prin cromatografie de lichide realizatd in fazd normald sau inversi, cu detectie prin
spectrofotometrie in UV si fluoresecentd) [79] fie prin cromatografie de gel-permeatie (pe
coloane umplute cu Sephadex) cu elutie cu amestec de solvenfi organici, cum ar fi
diclormetan:metanol — 90:10 (v/v), fie prin gaz-cromatografie (pe coloane din sticld umplute
cu OV-1) cu detectie prin ionizare in flacira [80]. De asemenea, au fost abordati si compusii
APEOs. Astfel, Ahel si colaboratorii [81, 82] descriu doud metode lichid-cromatografice in
faza normala de cuantificare a NP, NP1EO si NP2EO din probe de apé reziduala si ndmol de
tratare precum §i din ape naturale. Metodele au dezavantajul unor etape de pregitire a probei
relativ complicate: antrenare cu abur, extractie cu solvent, distilare etc).

Metodele lichid-cromatografice moderne de identificare ale APEOs si produsilor lor de
degradare apeleazi in marea lor majoritate la detectia cu ajutorul spectrometrului de masa.
Sunt prezentate in continuare cateva aplicatii privind analiza compusilor APEOs si produsilor
de degradare (in special NP si OP) din probe de apa. Rigol si colaboratorii [83] prezinti o
metodd LC-ESI-MS pentru determinarea mai multor aditivi si dezinfectanti din probe de apa
recirculatd provenitd din procesele industriale de reciclare a hartiei. Drept spectrometru de
masd a fost folosit un detector de masi selectiv cu un singur quadrupol, identificarea si
cuantificarea realizidndu-se pe baza ionului molecular (modul de lucru in ionizare negativa).
Astfel, au fost monitorizate fragmentele ionice [M-H] cu valorile m/z 227 pentru bis-fenol A
(BPA), 263 pentru octilfenol monoetoxicarboxilat (OP1EC), 277 pentru nonilfenol
monoetoxicarboxilat (NP1EC), 219 pentru NP si 205 pentru OP. in figura 1.4.1 sunt prezentate
cromatogramele TIC si SIM pentru o proba de api prelevati la iesirea din sistem. Se poate
remarca, pe langd picurile corespunzitoare alchilbenzensulfonatilor lineari (LAS), aparitia

celor pentru compusii NP1EC si BPA.
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Figura 1.4.1. Cromatogramele TIC si SIM pentru o proba de apa prelevata la iegirea dintr-un
sistem industrial de reciclare a hartiei [83].

Bineinteles, datoritd complexititii matricei analizate si a specificitétii limitate a monitorizarii
ionului molecular (in comparatie cu spectrele MS/MS si a monitorizirii de tip SRM),
cromatogramele contin picuri sistematice la diversi timpi de retentie dar ei nu interfera cu
compusii tinta. in ceea ce priveste performantele metodei, valorile recuperarilor au fost mai
mari de 90% pentru toate speciile. Efectele matricei au fost minimizate prin metoda
standardizarii interne (suplimentare cu heptilfenol, la nivel de 1 pg/mL). Limitele de detectie
au fost 0,5 pg/L. pentru BPA si 10 pg/L pentru NP1EC. Cohen si colaboratorii [84] au
dezvoltat o aplicatie LC-ESI-MS pentru analiza unui grup de APEOs (EPEOs - etilfenol
pentaetoxilat, HPEOs - hexilfenol pentaetoxilat, NPEOx - nonilfenol polietoxilat) si alcooli
polietoxilati (C;0EO¢ - alcool decilic hexaetoxilat, C;;EO¢ - alcool dodecilic hexaetoxilat,
Ci4EQg - alcool tetradecilic hexaetoxilat, CisEO¢ - alcool hexadecilic hexaetoxilat, C;gEQOg -
alcool octadecilic hexaetoxilat) din probe de apa reziduald. Separarea cromatografici in sine,
condusa in fazi inversd, realizeazi separarea omologilor pe baza lungimii lantului alifatic in
timp ce analiza spectrald de masé se ocupa de identificarea individuald a compusilor pe baza
lungimii lantului polietoxilat. Spre exemplificare, in figura 1.4.2. e prezentati cromatograma

TIC a amestecului de standarde utilizat la etalonarea metodei (nivel de concentratie 10 ppm).
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Figura 1.4.2. Cromatograma TIC a uneia din solutiile standard utilizate la etalonarea metodei;
1 — EPEOs, 2 -~ HPEOs, 3 — C1EQOg, 4 — NPEO,, 5 — C1,EQs, 6 — C14EQs, 7 — C16EOs, 8 -
C1sEOs [84].
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Figura 1.4.3. Spectrul de masa al grupului polietoxilatilor nonilfenolului NPEOy (corespunzator
picului nr. 4 al cromatogramei din fig. .4.2) [84).
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Figura 1.4.3 prezinta spectrul de mas al grupului polietoxilatilor nonilfenolici (picul nr. 4 din
cromatograma din figura 1.4.2). Fiecare semnal corespunde unui lan{ etoxilat. De exemplu,
fragmentul cu m/z = 590 este cel generat de CoPhEQs. Diferenta dintre semnalele din spectrul
de masi este de m/z = 44, valoarea masei unei unititi etoxilice -CH,-CH;-O-. S-a lucrat in
modul de ionizare pozitiv iar fragmentele ionice din spectru corespund aductilor formati cu
ionul amoniu. in ceea ce priveste etapa de pregitire a probei, intr-o prima etapi s-a realizat
ajustarea pH-ului in zona 10-12, dupa care s-a realizat extractia L-L cu diclormetan. Extractul
organic a fost evaporat la sec iar reziduul a fost reluat cu metanol continand 5 mM acetat de
amoniu si 0,5 mM acid tricloracetic. Atét probele cét si solutiile standard au fost suplimentate
inainte de procesare cu doud standarde interne, hexilfenol pentaetilenglicol si etilfenol
pentaetilenglicol. Abordari similare au §i alti autori in ceea ce priveste determinarea APEOs,
NP si OP din probele de apa. De exemplu, Jeannot si colaboratorii [85] utilizeaza, in metoda
lor LC-ESI-MS, ionizarea pozitivd pentru compusii polietoxilati ai OP si NP si ionizarea
negativd pentru OP si NP. Pentru extracfia si concentrarea analifilor de interes insa ei
utilizeazd o procedurd SPE pe cartuse copolimerice Oasis HLB sau pe baza de silicagel
derivatizate cu C18, functie de natura compusilor fintd. Performantele metodei, estimate pe
baza probelor de apa reziduald suplimentate cu analifii de interes, sunt foarte bune. Astfel,
valorile recuperérilor pentru OPEO,, NPEO,, OP si NP s-au situat in domeniul 92-102%, in
20 ppb). Limitele de cuantificare estimate au fost 0,1 pg/L. pentru OP si NP (achizitia datelor
in modul SIM, pentru ionul molecular) respectiv 0,5 pg/L pentru OPEQ, si NPEO, (criteriul
S/N = 10).

in afara probelor de api de diverse tipuri (potabila, reziduald, de suprafati, de adancime etc.)
existdi numeroase aplicatii dezvoltate pentru separarea, identificarea si cuantificarea
compusilor APEOs, OP si NP pentru o serie de alte matrici naturale. Probabil cea mai testati o
reprezintid sedimentul (noroiul) rezultat in urma proceselor specifice din uzinele de tratare a
apelor reziduale. Necesitatea analizirii acestor tipuri de probe survine datoritd faptului ci
APEOs sunt relativ rezistenti la digestia anaeroba, tratament aplicat in mod curent in uzinele
de apa. Ulterior, datorita utilizirii in agricultura a acestor sedimente, se poate ajunge in situatia
contamindrii solului cu acesti compusi. Bineinteles, in cazul acestor metode pregitirea probei

se dovedeste o etapd extrem de importanta in intreg procesul analitic. Cantero si colaboratorii
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[86] aplicd un protocol de extractie foarte ingenios. Astfel, proba de sediment este acidulati cu
solutie HC1 0,05 M si supusa agitarii la 700 rpm, timp de 5 min, in vederea indepartarii
metalelor alcaline si alcalino-pamantoase. La reziduul solid separat se adauga drept extractant
solutie de dodecilsulfonat de sodiu (SDS) 2% in HC] 4 M. Dupi o noui etapa de agitare la 700
rpm, la 60°C, timp de 1 h, proba se centrifugheazi la 5000 rpm, timp de 10 min. Se constata
aparitia a 3 faze: reziduul solid nedizolvat al matricei la fundul tubului de centrifugd, apoi o
faza apoasa la mijloc si, la suprafatd, faza de interes bogata in surfactantii neionici. Pentru
separarea facila a fazei de interes, se aduce proba la 0°C. Drept urmare, faza cu surfactantii de
interes devine gelatinoasd si se poate usor colecta cu o spatuld. Dupd readucerea la
temperatura camerei a acesteia, diluarea cu metanol si filtrarea prin filtru cu membrana de
nylon de 0,45 um, proba este gata pentru injectarea in sistemul cromatografic. Pentru detectie
se utilizeaza un spectrometru de masi cu trapa ionici. Tot pe probe de sediment provenit de la
uzinele de tratare a apelor reziduale, Petrovic si colaboratorii [87] au efectuat un studiu
sistematic de monitorizare a compusilor APEOs precum si a derivatilor lor clorurafi i
bromurati ce pot apirea in timpul clorindrii apei. Alte tipuri de probe naturale investigate in
vederea identificarii si cuantificarii compugilor APEOs, NP si OP au fost tesuturi de pastrav
(ficat si mugchi), cu o interesanti si eficientd etapi de extractie cu solvent organic in prezenta
microundelor [88].

Mai sunt descrise in literaturd aplicatii ce folosesc in etapa de pregitire a probei tehnica
microextractiei in faza solidd (SPME), cum ar fi cea a lui Boyd-Boland si Pawliszyn [89]
folositd pentru extractia APEOs din probe de apa. Autorii sustin c¢a nivelul de concentrare
atins a fost foarte ridicat, permitdnd limite de detectie pentru omologii individuali de sub 1
pg/L, in conditile detectiei in UV la 220 nm. Bineinteles ca au fost dezvoltate si numeroase
aplicatii gaz-cromatografice pentru determinarea APs si APEOs. in general, ele sunt
dezvoltate pentru compusii APs, cei mai importanti fiind OP si NP. Pot fi amintite drept
exemple aplicatia lui Li si Park de determinare a alchilfenolilor, clorofenolilor si BPA prin
tehnica GC/MS, cu derivatizarea preliminard cu bis(trimetilsilil)trifluoracetamidi (BSTFA)
[90], si cea a lui Kuklenyik si colaboratorii de identificare si cuantificare a NP, OP si BPA din
urind prin GC/MS, cu SPE automatizati cuplati cu derivatizare cu bromurd de

pentafluorobenzil [91]. Aplicatiile gaz-cromatografice nu fac insd obiectul tezei de fati astfel

¢a nu sunt detaliate.
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Capitol 1.5. Estrogeni

15.1. Generalitati — principalele cdi de transport in mediu, studii de toxicitate

Dupi cum s-a aratat si la inceputul capitolului 1.4., problematica prezentei in mediul
inconjuritor a compusilor ,.endocrine disrupters” a devenit una de mare actualitate. Printre
acestia, hormonii estrogeni naturali sunt de un interes deosebit datoritd nivelului foarte scazut
al concentratiei in apa la care efectele disruptor-endocrinice incep s se faca resimtite asupra
pestilor. Astfel, dacd in cazul alchilfenolilor sunt necesare concentratii de ordinul
microgramelor per litru, efectul daunator al hormonilor estrogeni incepe sa se manifeste chiar
de la nivelul nanogramelor per litru [17]. Existd deja studii suficiente care confirma legétura
clard dintre hormonii estrogeni prezenti in apele naturale de suprafati si nivelul crescut al
vitelogeninei plasmatice (o lipoproteind produsa de vertebratele care depun oud si care e
prezentd, in mod normal, numai in organismul femelelor [92]) in pestii masculi si femelele
tinere precum si al vitezelor ridicate de intersexualizare. Routledge si colaboratorii [93] au
publicat in 1998 un studiu referitor la raspunsul in vivo la actiunea hormonilor estrogeni
asupra pastravului si babugcei. Rezultatele au confirmat ca nivelurile de estrogeni intilnite in
probele de apa de suprafatd din Marea Britanie sunt suficient de ridicate pentru a genera
raspunsul vitelogeninei plasmatice in masculi. Mai mult, deja au fost lansate tot mai multe
ipoteze care pun pe seama cresterii nivelurilor de hormoni estrogeni din alimente si apa
cresterea incidentei unor fenomene constatate la om: scdderea cantititii si motilitafii
spermatozoizilor din sperma, cancerul testicular precum si diverse alte tulburiri ale fertilitatii
masculine [17]. Sunt incd numeroase situatiile in care sursa pentru apa de biut o constituie apa
poluati de suprafati. in ciuda diverselor procedee de tratare in vederea elimindrii
contaminantilor, apa potabilizatd poate contine inci nivele semnificative din numerosii
compusi chimici dizolvati. Devine astfel evidenti necesitatea monitorizirii nivelului
contaminantilor cu potential estrogenic in apa potabilid si aplicarea de metode noi, mai
eficiente, de minimizare a prezentei lor in cazul in care ei depasesc anumite nivele [6]. Astfel,
Baronti si colaboratorii [94] au monitorizat in perioada octombrie 1999 — martie 2000 nivelul
unora din hormonii estrogeni naturali (estrona, estradiol, estriol) la intrarea si iesirea a 6 uzine

de tratare a apelor reziduale (utilizind procedeul namolului activat) din zona orasului Roma.
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Au fost detectate nivele de ordinul ppb pentru analitii {intd (ba chiar mai mari, de ordinul
zecilor de ppb pentru estrond). D Ascenzo s§i colaboratorii [95] au continuat aceasta
monitorizare in perioada septembrie — decembrie 2001, urmirind in plus st nivelul
concentratiei formelor lor conjugate (ca sulfati si compusi glucuronici). Dacd in cazul
glucuronidelor nivelul de indepértare a lor din apa supusi tratirii a fost de 100%, in cazul
formelor libere si a celor de tip sulfati, la iesirea din uzina s-au mai putut detecta niveluri de 1-
10 ppb (ceva mai ridicate pentru estrond, pana la 17 ppb). Studii similare de monitorizare au
fost efectuate de Belfroid si colaboratorii in Olanda (11 locatii, 1997) [4], Desbrow, Johnson,
Routledge si colaboratorii in Marea Britanie (7 locatii, 1995) [96, S5, 97]), Cargouét si
colaboratorii in Franta (4 locatii, 2002) [98]. Toate au demonstrat prezenta estronei, 17p3-
estradiolului, estriolului si etinilestradiolului in apele uzate de suprafatd supuse tratirii in
uzinele de api. In general, estrona a fost gasitd in concentratia cea mai ridicata, procedeele de
tratare utilizate nereusind si indepédrteze complet hormonii estrogeni. Modul si traseul urmat
de estrogeni in apele de suprafata (rduri), elucidarea vitezei si nivelul partitiei lor intre cele 2
faze, apd si sediment, sunt fenomene extrem de importante in vederea estimarii destinului lor
ulterior in mediul inconjurédtor. De aceea, unii autori, cum este cazul lui Lai si colaboratorii
[99], au investigat influenta pe care o exercita diversi factori de mediu asupra proceselor mai
sus mentionate: concentratia inifiala a estrogenilor in apd, incarcarea sedimentului, incircarea

organica totala a apei si distributia dimensiunilor particulelor de sediment, salinitatea apei.
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15.2. Exemple de aplicatii ale cromatografiei de lichide pentru identificarea si cuantificarea

estrogenilor din probe de apa

Preocuparea pentru monitorizarea acestor compusi este de dati ceva mai recenti decét in cazul
alchilfenolilor. Din acest motiv, precum si din acela al limitelor de detectie mai joase necesar a
fi atinse (in conditiile unor matrici naturale complexe), majoritatea metodelor dezvoltate
utilizeazi spectrometrele de masé in procesul de detectie. Dacd mai intdi primele aplicatii au
fost de tip GC/MS, ulterior au inceput si castige in popularitate metodele LC-MS datorita deja
cunoscutelor avantaje ale acestei tehnici in raport cu cea gaz-cromatografici: posibilitatea
abordarii probelor nevolatile si a celor continind compusi cu mase moleculare ridicate i
posibilitatea determinarii atat a estrogenilor conjugati cit si a celor liberi fard necesitatea
derivatizirii sau hidrolizei lor preliminare. Cat priveste tipul de interfati al sistemului lichid-
cromatografic cu spectrometrul de masi, cel mai utilizat a fost ESI, operat in modul de
ionizare negativ [17]. Articolul de sintezi al lui Gomes si colaboratorii [100] reuseste sa
cuprinda diferitele abordari posibile in cazul aplicatiilor cromatografice destinate determinarii
hormonilor estrogeni din probe de ape, sediment si ndmol, oferind un ,,ghid” util de abordare a
diferitelor etape ale procesului analitic (colectarea probelor, extractia si concentrarea, curitirea

extractului de interferentii matricei, cuantificarea compusilor tintd) (tabelul 1.5.1).

Tabelul 1.5.1. Abordarile indicate pentru principalele etape ale aplicatiilor cromatografice
destinate analizei hormonilor estrogeni din probe de ape, sediment si namol.

Nr. | Denumirea generica a etapei Modul de abordare al procedurii de lucru in

vederea optimizarii procesului analitic

0 1 2

1 | Prelevarea si manuirea probelor | - Volumul de proba — uzual, 1 + 20 L (functie de
sensibilitatea si selectivitatea urmirite)

- Conservarea probelor — uzual, formaldehida (1%
v/v), metanol — pentru probele lichide; stocare la -
18°C — pentru probele solide. De obicei, probele de
sediment si ndmol se supun uscirii $i omogenizarii

sau liofilizérii inainte de etapa de extractie.
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0 1 2

2 | Pregatirea probei » Filtrare — aplicatd in cazul probelor lichide; de
obicei , se face imediat dupa colectare. Se pot
supune spéldrii cu solvent (metanol) particulele
retinute de filtru in vederea estimarii cantitdtii de
estrogeni adsorbite pe ele.

= Extractie — uzual SPE cu cartuse sau discuri,
pentru probele de api; ultrasonicare, cu metanol
sau acetona, pentru probele uscate si congelate.

= Purificare extract — uzual, nu este necesar a fi
aplicatd pentru probele apoase datoritd
complexititii mai reduse a matricei; pentru
probele de sediment si namol, se practicd in

general cromatografia de adsorbtie sau SPE.

3 | Cuantificarea Istoric, primele aborddri au fost spectrofotometria in
UV si fluorescentd. Astazi, sunt preferate LC/MS si
LC/MS/MS. Ca tehnicéd de ionizare, e preferata ESI

in raport cu APCI, in varianta ionizdrii negative

(ND).

Bineinteles, desi utile, aceste strategii generale de abordare a schemelor analitice pentru
identificarea si cuantificarea hormonilor estrogeni din probe naturale prin cromatografie de
lichide cuplatd cu spectrometria de masd nu reusesc si cuprindd multiplele aspecte ale
problemei. intr-un studiu ulterior, Gomes si colaboratorii [101] analizeazi posibilele influente
ce pot aparea in decursul procesului analitic. De exemplu, in cazul etapei de extractie,
imbogitirea in analifii de interes va conduce inevitabil si la cresterea concentratiei in
interferentii specifici matricei. Etapa de curitare a matricei va conduce la inlaturarea unei bune
pérti a acestora dar va conduce si la cresterea riscului de pierdere a unei portiuni semnificative
din analitii tintd (sciderea recuperirii). Devine astfel evidentd necesitatea unui compromis

eficient intre limitele de detectie dorite (reglate prin cantitatea de proba supusa extractiei si

volumul de extract injectat in sistemul cromatografic) si nivelul interferentilor matricei. Mai
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departe, autorii abordeaza aspecte precum: transformarea (degradarea) analitilor de interes in
timpul prelevarii si pregatirii probelor, efectul de supresiune ionicd la nivelul interfetei tip ESI
generat de interferentii co-extrasi ai matricei, aditivi ai fazei mobile, design-ul interfetei ESI si
a spectrometrului de mas3, influenta originii probei, in special pentru probele de nimol
(istoricul probei) dar si principalele moduri de corectare a acestui fenomen (metoda
suplimentérii cu cantitate de analit cunoscut, metoda calibrdrii cu standard intern marcat cu
izotopi stabili, utilizarea de aditivi adecvati in faza mobild care sd conduca la imbunitafirea
randamentului de ionizare etc.).

Lopez de Alda si colaboratorii au publicat un studiu [11] al aplicatiilor LC-MS si LC-MS-MS
extrem de util, care se ocupd cu aplicatiile dezvoltate pentru determinarea cantitativd a
hormonilor estrogeni in diverse tipuri de apa. Sunt prezentate limitele de detectie, tipurile de
materiale stationare utilizate in etapa de extractie si concentrare prin SPE, coloanele
cromatografice, fazele mobile utilizate si tipul de detectie. In tabelul 1.5.2. sunt prezentate

cateva dintre ele, remarcabile prin nivelul scizut al limitei de detectie atinse.

Tabel 1.5.2. — Aplicati LC-MS si LC-MS-MS, cu extractie prin SPE, pentru determinarea
cantitativa a unor hormoni estrogeni din diverse tipuri de apa.

Matricea si analitii | Extractia Coloana Sistemul MS si Limita de
determinati cromatografici si metoda de detectie | detectie,
faza mobila ng/L
0 1 2 3 4

- Apa derau SPE pe coloane | - Purospher STAR RP- | - trapd ionicdi M- | 3,2-10,6
- Estrona, estradiol, | C18 18 (55 x 2 mm, 3 um) | 8000, Merck-
estriol, etinil - acetonitril / apa Hitachi
estradiol - IS(NI) - MS

(SIM)
- Apd de rdu SPE pe coloane | - Hypersil ODS (100 x | - triplu quadrupol | 1 - 10
- Estroni, estradiol, | C18 4,6 mm, 3 pm) SCIEX API 365,
estriol, etinil - 0,1% acid acetic / | Perkin-Elmer
estradiol metanol - APCI(P1) — MS-

MS
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0 1 2 3 4
- Efluent de la uzine | SPE (pe LiChrolut | - Betasil C18 (150 x | - Platform LCZ | 0,07 -0,18
de tratare a apelor EN + CI18) +|2,1 mm,3um) Micromass
uzate extractie prin | - acetonitril / apa - ESI (NI) - MS
-Estron4, estradiol imunoafinitate
- Efluent de la uzine | SPE pe coloane | - Alltima C18 (250 x | - triplu quadrupol | 0,08 — 0,6

de tratare a apelor
uzate + apa de rau
- Estrona, estradiol,
estriol, etinil
estradiol, estriol-3
(B-D-glucuronida),
17B-estradiol-3 (B-

D-glucuronida)

Carbograph-4

4,6 mm, S pm)

- acetonitril / apd (cu

aditie postcoloand de

amoniac)

SCIEX API 2000,
Perkin-Elmer

- ESI(NI) — MS-
MS

Benijts si colaboratorii [20] demonstreazi si ei, prin aplicatia dezvoltata si validata, inalta

selectivitate a aplicatiilor LC-MS-MS, in special cand etapa de pregitire a probei se realizeaza

prin intermediul tehnicii SPE in vederea minimizirii interferentelor matricei. Metoda reuseste

sa identifice si s@ cuantifice, in doua treceri cromatografice, un numar de 35 compusi chimici

wendocrine disruptors”. Coloana cromatografica folositd a fost C18 Luna column (100 x 2

mm, 3 pm, guard column 4 x 2 mm, 3 pum), Phenomenex, iar cartusele polimerice pentru SPE

au fost Oasis HLB (6 mL, 200 mg), Waters. Detectia este realizatd prin intermediul unui

detector cu trapa ionica (1100 LC-MSD Trap VL, Agilent), echipat cu interfata ESI. Pentru

hormonii estrogeni a fost abordat modul de lucru in ionizare negativi. Fragmentele

monitorizate in varianta de lucru MRM (multiple reactions monitoring) au fost:

» estriol - m/z = 145, 159 si 171 (m/z pentru fragmentul , parinte” — 287)
» estradiol - m/z = 145, 158, 183, 225, 251 si 253 (m/z pentru fragmentul ,,parinte” —

271)

» estradiol-d; (standard intern deuterat) - m/z = 145 si 185 (m/z pentru fragmentul
»parinte” —273)
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= estrone - m/z = 145, 159, 183, 225, 251 si 253 (m/z pentru fragmentul ,,périnte” —
269)
= estrone-ds - m/z = 147 si 187 (m/z pentru fragmentul ,parinte” — 273)

Unii din parametri de performantid ai acestei aplicatii, justefea (estimati prin nivelul
recuperdrii) $i fidelitatea (exprimata prin deviatia standard relativd), sunt prezentati in tabelul
1.5.3. Toate experimentele de validare a metodei au fost conduse pe probe blanc de apa de

suprafatd suplimentate cu cantititi cunoscute de analifi de interes.

Tabel 1.5.3. — Justelea si fidelitatea, pentru 3 nivele de concentratie (10, 40 si 400 ng/L),
atinse pentru determinarea unor hormoni estrogeni din probe de apa prin metoda dezvoltata
de Benjits si colaboratorii [20].

Analitul Recuperarea, % RSD, %
(n=15) Fidelitatea intra-sarja (n = 5) Fidelitatea inter-sarje (n = 20)

10ng/L | 40ng/L | 400ng/L | 10ng/L | 40ng/L | 400ngL | 10ng/L | 40ngL | 400 ng/L
estriol 83,7 87,5 856,5 12,8 8,6 53 18,7 14,6 9,6
estradiol 95,6 97,1 99,2 10,0 7,5 5,6 16,0 8,1 6.8
17a-
etinil 89,5 95.5 96,1 7.9 4,1 39 13,3 7,7 7.2
estradiol
estrona 99.5 97,3 98,7 89 6,9 4.6 14,5 8,6 10,5

Din datele de literaturd prezentate mai sus, varianta detectieci MS/MS reprezinta ,.favorita”
aplicatiilor lichid-cromatografice dezvoltate pentru identificarea si cuantificarea hormonilor
estrogeni in diversele tipuri de probe naturale. Limitirile implementirii in monitorizarea de
rutind a afluentilor si efluentilor uzinelor ce trateazi apele uzate oridsenesti sunt inca, la ora
actuala, generate de costul prohibit al echipamentelor MS ce ofera facilitatea achizitionarii in
timp real a spectrelor MS? si MS™ spectrometrele de masa cu trapa ionica si cele cu triplu
quadrupol. $i intre aceste doud tipuri de echipamente existi deosebiri esentiale. Astfel,
constructia si design-ul spectrometrelor cu trapa ionici conduc la prefuri ce sunt aproximativ
la jumitatea celor cu triplu quadrupol. in schimb, acestea din urma prezinti avantajele unei

acurateti sporite de misurare a masei fragmentelor ionice (m/z) si a vitezei superioare de
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achizitionare a datelor pentru modul de lucru SRM. Spre exemplificare, sunt prezentate trei
aplicatii ce utilizeaza ambele tipuri de instrumente.

Ingrand si colaboratorii au publicat o comunicare [21] referitoare la determinarea estronei,
17B-estradiolului si etinilestradiolului din efluentii uzinelor de tratare a apele uzate.
Instrumentatia MS de detectie si cuantificare a analitilor de interes e constituitd de
spectrometrul de masa cu trapé ionicd LCQ - ThermoFinnigan. Cele mai bune rezultate au fost
obtinute cu interfata tip ESI, modul NI. Performantele analitice ale metodei (recuperarea,
repetabilitatea si limita de detectie), estimate pe probe de apa minerald Evian, sunt prezentate
in tabelul 1.5.4.

Tabel 1.5.4. — Limita de detectie, recuperarea si repetabilitatea estimate pe probe de apa
minerald Evian pentru 3 hormoni estrogeni, pentru aplicatia LC-ESI-trapa ionica MS/MS a lui
Ingrand si colaboratorii [21].

Analitul Limita de detectie, ng/L Recuperare, % RSD, %
(cantitate injectata in coloana cromatografica) (n=5) (n=Y5)
17B-estradiol 2 (500 pg) 91 15
17a-etinilestradiol 2 (500 pg) 87 23
Estrona 1 (250 pg) 97 11

La transferul aplicatiei insa pe probe reale de apa colectata din efluenti ai uzinelor de tratate a
apelor uzate, suplimentate cu analifii tinta la nivele de concentratie de 10 si 20 ng/L,
performantele metodei prin aplicarea calibririi cu standard extern se deterioreazd semnificativ.
Prin urmare, metoda calibririi cu standard intern marcat izotopic devine indispensabila (vezi
tabelul 1.5.5). Din pécate, pentru atingerea limitelor de detectie urmdrite, autorii apeleazia la o
etapa de pregitire a probei foarte complexi care include extractie in fazi solida pe cartuse C18
(cu utilizarea unor amestecuri binare de solventi organici pentru elutia analitilor de interes),
extractie lichid-lichid pentru indepartarea interferentilor hidrofilici (de tipul compusilor
humici), deshidratarea prin trecerea peste sulfat de sodiu anhidru si purificarea finald a
extractului organic, inainte de introducerea in sistemul LC-MS, prin extractie in fazi solida pe

cartuge umplute cu Florisil.
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Tabel 1.5.5. — Comparatie intre recuperarile celor 3 hormoni estrogeni din probe de apa
prelevate din efluenti ai uzinelor de tratare a apelor uzate, suplimentate cu analiii tinta la
nivele de concentratie de 10 si 20 ng/L, estimate prin metoda etalonarii externe respectiv prin
cea cu standard intern [21].

Nivel Etalonare externi Etalonare internd
concentratie
17B- 17a- 178- 17a-
suplimentata, estrond i . . estrond
estradiol etinilestradiol estradiol etinilestradiol
ng/L
10 Nd nd 60 100 94 99
20 Nd nd 50 95 75 75

Legendd — nd = nedetectat

Herry si colaboratorii [18] au publicat o variantd a aplicatiei lui Ingrand, transferatd pe un
sistem LC-MS cu triplu-quadrupol (Quantum Thermo Electron). Utilizarea acestui tip de
spectrometru de masa a permis atingerea unor limite de detectie si cuantificare mai scdzute in
raport cu aplicatia inifiala care a utilizat trapa ionica:
e pentru estradiol si estrona
o 0,2 ng/L - pentru probe de efluenti ai uzinelor de tratare a apelor uzate
o 0,4 ng/L - pentru probe de afluenti ai uzinelor de tratare a apelor uzate
e pentru etinilestradiol
o 0,4 ng/L — pentru probe de efluenti ai uzinelor de tratare a apelor uzate
o 0,8 ng/L - pentru probe de afluenti ai uzinelor de tratare a apelor uzate
Desi din etapa de pregitire a probei a putut fi eliminata faza de extractie lichid-lichid, metoda
ramane insé, din pacate, destul de complicati.
Lagana si colaboratorii [19] prezinti o aplicatie extrem de bine optimizati din toate punctele
de vedere. in primul rand, ei reusesc si simplifice mult etapa de pregitire a probei (fiind
eliminate fazele de extractie lichid-lichid si cele de purificare a extractului prin SPE pe cartuse
de Florisil). Autorii au ales si testeze eficienta umpluturilor pe bazi de carbune grafitizat
respectiv a celor pe bazi de copolimer polistiren-divinilbenzen-N-vinilpirolidoni; eficientele
lor au fost aproximativ similare. in al doilea rdnd, autorii optimizeaza foarte bine conditiile
instrumentale de lucru ale spectrometrului de masi utilizat in detectie, triplu-quadrupolul API

365 de la PE-Sciex (Concord, Canada). Interfata de tip ESI si modul de lucru NI s-au dovedit
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cele mai eficiente in cazul estrogenilor alesi in raport cu interfata tip APCI. Pentru
imbunétitirea raspunsului global al analitilor de interes, este practicatd aditia post-coloana a
unei solutii amoniacale S0 mM, procedeu ce contribuie la eficientizarea deprotondrii grupelor
fenolice in interfata ESI. Bineinteles, modul de scanare MRM a fost ales pentru identificare si
cuantificare, cu monitorizarea urmétoarelor fragmente ionice:

e pentru estrond — m/z = 145

e pentru 17pB-estradiol - m/z = 145 si 183

e pentru l7a-etinilestradiol - m/z = 145, 159 si 199.
Performantele atinse sunt remarcabile, in special in ceea ce priveste valorile repetabilitatilor si

recuperidrilor; ele sunt prezentate in tabelul 1.5.6.

Tabel 1.5.6. Performantele metodei dezvoltate de Lagana si colaboratorii, estimate pe 3 tipuri
de matrici reprezentative pentru apa (afluenti ai uzinelor de tratare a apelor uzate, efluenti ai
uzinelor de tratare a apelor uzate si apa de rau) [19].

Afluent Efluent Apd de rau
Analit | Recuperare, | RSDs, | LOD, | Recuperare, | RSDs, | LOD, | Recuperare, | RSDs, | LOD,
% % ng/L % % ng/L % % ng/L
El 95 6 1,2 89 5 0,8 99 4 0,1
E2 95 8 1,9 95 4 0,8 96 6 0,2
E3 91 1 7,0 92 6 0,5 97 7 0,3
EE2 96 6 1,6 96 8 1,1 100 3 0,4
Legenda: LOD - limita de detectie, RSDs — deviatie standard relativa pentru 5 masurari

independente din aceeasi sarja analitica..
E1 — estrond, E2 — 17B-estradiol, E3 — estriol, EE2 - 17a-etinilestradiol.

Note: recuperdrile au fost estimate pe probele de apa suplimentate inaintea procesirii
cu analitii de interes. Cuantificarea s-a facut in raport cu standarde interne si s-
au efectuat corectii in raport cu probele de blank (s-au scazut cromatogramele
acestora din cromatogramele analitilor de interes).

Dupa cum s-a mentionat la inceputul subcapitolului, aplicatiile GC-MS au fost destul de mult
utilizate pentru determinarea hormonilor estrogeni din probe de apa, in special in perioada in
care aplicatille LC-MS intdmpinau probleme legate de dezvoltarea insuficienti a interfetelor

dintre sistemul cromatografic si spectrometrul de masi. Se mai dezvolti si publicd inci
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aplicatii GC-MS datoritd avantajelor recunoscute ale acestei tehnici (eficienta sporitd a
separirilor). Pot fi astfel mentionate doar cateva:

e metoda dezvoltati de Xiao-Yao si colaboratorii [102] pentru analiza probelor de apa de
rau si efluenti ai uzinelor de tratare a apelor uzate - SPE pe discuri de extractie
polimerice SDB-XC, urmati de derivatizarea analitilor de interes sub forma de esteri
cu clorurd de pentafluorobenzoil si, in final, injectia in sistemul GC-single-quadrupol
MS (ionizare chimicad negativd, modul de lucru SIM,cuantificare pe baza ionilor
moleculari negativi)

¢ metoda dezvoltatd de Nakamura si colaboratorii [103] pentru analiza probelor de apa
de rdu — SPE pe cartuge C18, urmata de derivatizarea secventiala a analitilor de interes
— mai intdi a grupelor hidroxilice fenolice cu bromurd de pentafluorobenzil apoi a
grupelor hidroxilice alifatice sub forma de derivati ai trimetilsililimidazolului, si, in
final, injectia in sistemul GC-single-quadrupol MS (ionizare chimici negativd, modul
de lucru SIM, cuantificare pe baza fragmentelor ionice [M-PFB]").

in ambele cazuri performantele metodelor sunt satisficatoare, cu limite de detectie ajungénd in
zona unitafilor de ng/L (chiar sub 1 ng/L in cazul celei de-a doua). Principalul dezavantaj
ramane acela al etapei de derivatizare relativ complicate. Este adevirat ci existi prezentate in
literaturd si aplicatii LC-MS in care autorii apeleazi la derivatizare in vederea intensificarii
semnalului analitilor de interes. Astfel, Higashi si colaboratorii [104] folosesc 2-hidrazin-1-
metilpiridina drept reactiv de derivatizare pentru eficientizarea ionizirii in interfata ESI pentru
hormonii steroidici neutri cum ar fi testosteronul. in cazul hormonilor estrogeni 1ns3, datoritad
usurintei cu care formeazd ioni negativi in interfata ESI, nu este necesard aplicarea
derivatizérii astfel cd nu sunt descrise in literatura acest tip de aplicatii.

Aplicatiile gaz-cromatografice nu fac obiectul tezei de fata astfel incat nu vor fi prezentate.
Articolul de sinteza al lui Giese [105] reprezinti o sursi bibliografica utild in ceea ce priveste
aplicatiile gaz-cromatografice (pe langd cele lichid-cromatografice) dezvoltate pentru

determinarea hormonilor estrogeni.
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Capitol 1.6. Validarea si estimarea incertitudinii de masurare a

metodelor analitice bazate pe tehnica HPLC

16.1. Validare - definitii, necesitate, abordari de lucru

Practica indelungata a utilizirii metodelor de analizd in laboratoarele de chimie a condus la

stabilirea a 6 principii generale care, prin aplicarea lor, conduc la aga-zisa ,,buna practica de

laborator” (GLP):

Incercirile (masurarile) analitice trebuie conduse astfel incat sa satisfaci anumite cerinte
agreate (obiective clar definite inaintea aplicérii lor efective).

incercarile (masurdrile) analitice trebuie executate folosindu-se metode si echipamente
care au fost testate in vederea adecvirii lor la scopul urmdrit.

Personalul de laborator care efectueazi misurdrile analitice trebuie si fie calificat si
competent sd execute respectivele sarcini §i sd poatd demonstra ci pot executa
corespunzitor analiza in cauza).

Trebuie si existe un mod de evaluare, regulat si independent de laborator, a
performantelor tehnice ale acestuia.

Masurdrile analitice executate intr-un anume laborator trebuie sa fie in acord cu cele
executate in orice alt laborator.

Organizatiile (laboratoarele) care executs incercari (masuriri) analitice trebuie si posede

proceduri de control si asigurare a calititii bine definite.

Practic, validarea metodelor analitice urméreste tocmai punerea in aplicare a celui de-al 2-lea

principiu: adecvarea metodei la scopul urmarit (asa-zisul , fit for purpose”) [106].

Sunt necesare metode analitice de incredere pentru a putea indeplini cerintele nationale si

internationale in ceea ce priveste toate tipurile de analize. Laboratoarele trebuie si ia masurile

adecvate si si demonstreze ca sunt capabile si furnizeze datele de calitatea ceruti. Principial,

aceste masuri sunt [107]:

+» utilizarea de metode validate
** utilizarea de proceduri de control intern al calitifii
** participarea in scheme de intercomparare

*» acreditarea in raport cu un standard international, uzual ISO CEI 17025.
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Daci este si prezentim o definitie formala a validdrii, standardul 1ISO 8402:1994 o defineste
drept ,.confirmarea prin examinare §i furnizare de dovezi obiective cd sunt implinite toate
cerintele particulare pentru un anume scop bine definif’ [108]. Trebuie mentionat ca la ora
actuala termenul validare a fost inclus in cadrul mai multor notiuni din domeniul chimiei
analitice. Astfel, se vorbeste astazi despre ,validarea instrumentului’, ,validarea metodei”
etc. Validarea metodei poate fi definiti drept procesul de stabilire a caracteristicilor de
performanta si limitérile unei metode precum si de identificare a influentelor care pot modifica
aceste caracteristici precum si gradul in care o fac. O altd definific a validarii metodei o
considerd drept procesul prin care se verificd faptul cd ea este adecvatid scopului urmarit
(rezolvarea unei probleme analitice specifice). Depasind aspectul formal al definitiilor,
validarea metodelor analitice este, in mod inevitabil, un proces costisitor in ceea ce priveste
fondurile de personal, timp si bani alocate. Din acest motiv, stabilirea profunzimii studiului de
validare si, implicit, abordarea efectiva de lucru trebuie cantéritd cu atentie. Astfel, unii din
parametri de performanta ai metodei se pot dovedi neglijabili in raport cu scopul urmdrit, unii
din parametri au fost analizati anterior in timpul etapei de dezvoltare a metodei, unele tipuri de
experimente (alese rational) pot oferi simultan informatii despre mai mulfi parametri ai
metodei etc. Este foarte util prin urmare s3 se tind cont de legitura naturala dintre etapele de
dezvoltare si de validare a metodei analitice, sa se realizeze interconectarea lor cit mai stransi
[106].
Legislatia europeand actuald soliciti ca metodele analitice standardizate sa fie complet
validate (“fully validated’). Aceasta notiune presupune examinerea caracteristicilor metodei in
cadrul unui studiu colaborativ interlaboratoare, studii pentru care au fost dezvoltate diverse
protocoale si ghiduri internationale. Existd insa situatii in care acest tip de studii nu sunt
practice fie nu sunt necesare. De aceea, au fost dezvoltate si ghiduri pentru validarea unor
metode de analizi in cadrul studilor desfagurate intr-un singur laborator. Acest tip de studii
sunt indicate in urmitoarele situatii:
¢ Testarea viabilitafii metodei inaintea unui costisitor studiu colaborativ interlaboratoare
*» Demonstrarea faptului c& o metoda analitici este de incredere atunci cind nu existd
rezultate ale unui studiu interlaboratoare sau cind desfisurarea acestuia nu este

practica.
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R/

¢ Testarea faptului cd metodele validate consacrate, “de raft”, sunt utilizate adecvat

[107].
1.6.2. Parametri de performanta studiati in cadrul studiului de validare a metodelor analitice

Parametri (caracteristicile) de performanti care trebuie estimati in cadrul validarii unei metode
analitice sunt :
1. Aplicabilitatea — documentatia generatd in urma studiului de validare trebuie si furnizeze
informatii clare despre :
= Identitatea analitilor de interes, inclusiv specia acolo unde este cazul (de ex., ,,arsen
total”, ,,azot total”, ,,azot anorganic”, ,,nitrat” etc.)
= Domeniul de concentratie acoperit de studiul de validare (de ex., ,,1-200 ppb™)
= Domeniul de matrici acoperite de studiul de validare (de ex., ,,fructe de mare”, ,,apa
de baut” etc.)
= Protocolul de lucru, incluzand echipamentele, reactivii, limitele permise de variatie
pentru diversi parametri, etalonarea metodei, procedurile de control a calititii
= Scopul in care se aplici metoda (de ex., ,,monitorizarea apei potabile™) si limitérile
(restrictiile) privind incertitudinea de masurare (de ex., ,incertitudinea standard
u(c) la nivelul de concentratie c; trebuie sa nu depaseasca valoarea 0,1 x ¢;”)
2. Selectivitatea — reprezintd gradul in care metoda analitici este capabild si cuantifice
analitul, cu acuratete, in prezenta interferentilor. Fireste, deoarece nu pot fi testate practic
efectele tuturor interferentilor posibili, se vor testa experimental interferentii cei mai probabil
a produce semnal. in cazul multor tipuri de analize, selectivitatea este un parametru calitativ.
in cazul altora, asa cum este cazul metodelor HPLC, ea poate cuantificatd prin intermediul
unui indice de selectivitate care reprezinti raportul dintre pantele functiei (curbei) de etalonare
in absenta respectiv prezenta interferentului testat. Experimental, se supun intregii proceduri
de lucru o probd de blanc (matrice fard interferentul studiat) si una din acelasi blanc
suplimentat cu interferentul in cauzi. Este de remarcat faptul ci efectul interferentului nu
trebuie confundat cu efectul de matrice.
3. Etalonarea si liniaritatea — in general, cu exceptia cazurilor erorilor grosolane de preparare

a materialelor (solutiilor) pentru etalonare, erorile datorate etalonirii au o contributie minora

60

BUPT



Cap. |.6. Validarea si estimarea incertitudinii de masurare a metodelor analitice bazate pe
tehnica HPLC

in bugetul total al incertitudinii de masurare §i pot fi incluse in categoriile principale de tipul
bias-ului run-ului cromatografic (in cazul erorilor randomizate) sau bias-ului laboratorului (in
cazul erorilor sistematice).

= liniaritatea §i intercepfia — uzual, coeficientul de regresie r* este foarte mult utilizat
drept unic criteriu al adecvirii modelului regresiei liniare pentru etalonarea metodei.
Cu toate acestea el nu este potrivit acestui scop §i se recomand3 a nu fi utilizat. Mult
mai potrivitd este inspectia dependentei grafice a valorilor reziduale (diferentele intre
valorile estimate de functia liniard aleasd si cele utilizate de regresia liniard in
obtinerea aceste functii ecuatii de etalonare) in raport cu concentratia. Orice tendinta
(,trend”) observati in aceastd dependentd indicd o inadecvare a regresie utilizate,
fenomen denumit heteroscedasticitatea datelor. Uzual, se apeleaza la ponderarea
regresiei, adica acordarea de ponderi diferite a semnalului analitic in modelul regresiei
liniare functie de concentratie. In general, se utilizeazi coeficientii de ponderare 1/x,
lly, /%%, l/yz, 1/s si 1/s? (y = ax + b — ecuatia curbei de etalonare, s = deviatia
standard).

» testarea efectului general al matricei — in cazul in care se apeleazi la strategia
etalondrii cu solutii standard simple de analit, in solvent organic sau fazd mobila (uzual
aplicatd in majoritatea metodelor HPLC), efectul matricei in etalonarea metodei nu se
manifesti evident. in cazul in care se foloseste etalonarea cu solutii ale analitului de
interes derivate din materialul tipic de analizat (proba, matricea), se apeleazi la metoda
»aditiilor de standard”. Comparatia intre pantele dreptelor de etalonare cu si fard adaos
de analit, realizata prin unul din testele de diferentd statistic semnificativa, confirma
sau infirma existenta unui efect general al matricei asupra etalondrii metodei.

4. Fidelitatea — reprezinta nivelul (gradul) de apropiere dintre valoarea masuririi si valoarea
de referintd acceptati a masurandului. Cantitativ, fidelitatea se exprima prin asa-zisul ,,bias”.
in cazul metodelor cromatografice, bias-ul se estimeazi prin determinarea nivelului
recuperdrii analitului de interes din matricea in care se afla [107]. Ideal, experimentele
trebuiesc conduse pe materiale de referinta certificate (MRC). Avantajul principal al acestora
este faptul ca ele sunt trasabile la standardele internationale prin intermediul certificatului care
le insoteste, act care certifica valoarea uneia sau mai multor caracteristici (concentratia sau

puritatea in cazul metodelor din chimia analiticd) cu o valoare determinati a incertitudinii
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(incluzdnd nivelul de incredere al acesteia) [109]. Foarte importanti este alegerea judicioasa a
tipului de MRC, atét in ceea ce priveste nivelul de concentratie cét si matricea. Ele trebuie sa
fie cat mai apropiate de cele care vor fi apoi intalnite regulat in analiza probelor reale prin
intermediul metodei care se valideaza. in cazul indisponibilitatii MRC-urilor, se pot utiliza fie
diverse materiale de referin{a care nu sunt certificate, fie 0 metodi de referinti deja validata,
fie metoda suplimentarii (,,spiking”) matricilor disponibile cu cantititi cunoscute din analitul
de interes. Din péacate, dezavantajul principal al aceastei ultime metode (la care se apeleaza
frecvent datorita comoditatii si costului redus) constd in imposibilitatea estimarii reale a
recuperdrii analitului din probele reale, deoarece acolo el nu este liber ci, in general, este
implicat in diverse tipuri de legaturi si interactiuni cu componentele matricei {107].

5. Precizia (justetea) - reprezintd nivelul (gradul) de concordantd dintre rezultatele
masuratorilor independente obtinute in conditii clar precizate. Precizia depinde doar de
distributia erorilor intimplatoare (randomizate) si nu este legatd in vreun fel de valoarea
adevaratd sau altd valoare specificati. Cele doud maérimi folosite cel mai frecvent pentru
estimarea cantitativa a preciziei sunt repetabilitatea si reproductibilitatea. Ele reprezinti, in
fapt, cele doud valori extreme ale preciziei care pot fi atinse. Astfel, repetabilitatea (valoarea
»micd” a preciziei) oferd o estimare a variabilitifii care este de asteptat in cazul aplicarii
efective a metodei pe un singur echipament, de citre un singur operator, intr-un interval relativ
scurt de timp (uzual, in timpul unei sarje analitice sau a unei zile de lucru). Reproductibilitatea
(valoarea ,,mare” a preciziei) i, in acceptiunea formald corecti, reflectd variabilitatea metodei
atunci cand ea este aplicatd in mai multe laboratoare (prin urmare, pe mai multe echipamente,
de cétre mai multi operatori, pe un interval de timp mai extins). Practic, se mai pot estima
diverse nivele ale reproductibilititii in cadrul aceluiagi laborator: metoda aplicata pe mai multe
echipamente similare de cétre un singur operator, cea aplicati pe un singur echipament de
catre mai mulfi operatori, cea aplicatd pe un singur echipament si de catre un singur operator
intr-un interval de timp mai indelungat (mai multe sarje analitice/zile de lucru). Matematic, in
toate cazurile se calculeazi deviatiile standard ale rezultatelor masurarilor luate in studiu. Cum
in cazul majoritatii metodelor din chimia analitica, repetabilitatea i reproductibilitatea depind
de nivelul de concentratie, se preferd exprimarea preciziei in forma deviatiei standard relative.

in final, se mai pot calcula , limita repetabilitatii” respectiv ,, limita reproductibilitdatii”,

62

BUPT



Cap. 1.6. Validarea si estimarea incertitudinii de masurare a metodelor analitice bazate pe
tehnica HPLC

marimi care permit analistului s estimeze dacid diferentele obtinute in cazul analizei in
duplicat sunt statistic diferite:
=t X V2 x s, 2)
R=1t_x~2xs, 3)
unde t, - coeficientul Student ,two-tailed” pentru un anume nivel de incredere
(uzual, t = 1,96 pentru nivelul de incredere 95%)
s, s — deviatiile standard masurate in conditii de repetabilitate respectiv
reproductibilitate stransi [106]
in cazul in care nu se poate determina experimental deviatia standard a reproductibilititii, se
poate apela la modelul empiric cunoscut sub numele de ,,trompeta lui Horwitz” [110]. Relatia
matematica stabilitd de acesta pe baza rezultatelor a mii de teste colaborative interlaboratoare

(majoritatea din domeniul analizei de alimente) prezice deviatia standard a reproductibilititii
ca functie de concentratia analitului de interes:
sy =0,02x ¥ 4)
unde sy - deviatia standard prezisa a reproductibilititii, exprimati ca fractie masica

c - concentratia analitului de interes, exprimati ca fractie masica (de ex. ppm,

ppb)
6. Domeniul — reprezintd intervalul de concentratii in care metoda poate fi privita ca fiind
validati. Trebuie mentionat ca nu este obligatoriu ca intreg domeniul in care calibrarea
functioneaza (este valabila dependenta matematica stabilita) si fie validat. in fapt, sunt relativ
numeroase cazurile in care studiul de validare acoperd un domeniu de concentratii mai redus.
in practica, se obisnuieste desfasurarea experimentelor la doar citeva nivele de concentratii,
(de obicei 3), cum ar fi unul la limita de jos a intervalului considerat, altul la limita de sus iar
cel de-al treilea la aproximativ la mijlocul intervalului. Se poate astfel extrapola validitatea
studiului la toate valorile din domeniul in cauzi. Precautii speciale in ceea ce priveste
extrapolarea trebuie luate in cazul valorilor din imediata apropiere a limitei de detectie sau a
concentratiei ,,zero” [107].
7. Limita de detectie — desi, la prima vedere, problema acestui parametru poate parea relativ
simpla, in literatura de specialitate au existat §i mai existid inci abordiri si definitii diverse,
uneori contradictorii. Conform AOAC, limita de detectie reprezinti ,,cel mai scizut continut

de analit care poate fi masurat cu o certitudine (incredere) statistici rezonabild”. ITUPAC
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considera ,,limita de detectie, exprimati ca si concentratia ¢;. sau cantitatea q;, ca derivand de
la cea mai mica misurare x; care poate fi detectatd cu o incredere rezonabild”. x este dati de
ecuatia:
X, =Xy +hkxsy &)
unde Xy — media aritmetica a masurarilor blanc-ului
sy — deviatia standard a masurérilor blanc-ului
k — factor numeric ales functie de nivelul de incredere dorit
Uzual, in practica validarii majorititii metodelor analitice (inclusiv a celor cromatografice), se
foloseste criteriul ,blanc + 3°s” (s — deviatia standard a masurdrilor blanc-ului). Trebuie
mentionat faptul cd limita de detectie este dependentd de matrice prin faptul ca atit media
aritmetica cét si deviatia standard a masurdrilor blanc-ului depind de tipul matricei. in cazul
aplicatiilor cromatografice, blanc-ul poate sé produca sau nu semnal, adica pic cromatografic.
in nici un caz nu se poate estima limita de detectie a metodei analitice pe baza multiplicarii
limitei de detectie instrumentale (determinate cu ajutorul solutiilor standard de analit) cu
factorul calculat de concentrare al analitului in urma etapei de pregitire a probei tocmai pentru
ci nu este luat in considerare efectul matricei probelor reale [106]. in final, trebuie totusi
mentionat ca toate aceste criterii statistice de definire a limitei de detectie pleaca de la premisa
distributiei normale a masurdrilor in zona concentratiilor joase de analit, premisd oarecum
discutabila [107].
8. Limita de cuantificare — ca definitie, ea reprezintd cea mai mici concentratie de analit care
poate fi determinati cu nivele acceptabile ale preciziei si fidelititii. Practic insid nu existd un
criteriu unic de definire a acestor nivele. Astfel, pentru stabilirea limitei de cuantificare
(definitd uneori si ca ,limita de determinare”) se multiplici deviatia standard a masuririlor
probelor de blanc cu factorii 5, 6 sau 10. Trebuie deci mentionat ci acest parametru este, pin3
la urmad, unul strict conventional si nu implica nicidecum faptul ci rezultatele obtinute sub
limita de cuantificare sunt incorecte, neverosimile sau lipsite de informatie utila [106].
9. Sensibilitatea — reprezintd gradientul functiei de etalonare aleasi. Prin urmare, in cazul
dependentelor liniare (cum e cazul majoritatii metodelor cromatografice) ea este dati de panta
dreptei de etalonare. Un alt termen mult utilizat in cadrul aplicatiilor cromatografice pentru

sensibilitate este ,,factorul de rispuns”.
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10. Robustetea — reprezinta rezistenta la schimbare a unei metode analitice atunci cand sunt
aplicate mici modificari (deviatii) in conditiile experimentale de lucru in raport cu prevederile
din protocolul metodei. Limitele de variatie permise ale diversilor parametri ar trebui astfel
prevazute in protocolul metodei ca rezultat al sectiunii studiului de robustete din cadrul
validarii metodei. Posibilii parametri ai céror variatie este testati pot fi extrem de diversi i
sunt specifici fiecarei metode (pH, temperatura unei reactii, timpul de finalizare a unei reactii,
debite de gaze, timp de extractie lichid-lichid, viteze de centrifugare etc).

11. Variatiile in matricea probei — reprezintd unul din factorii care poate influenta
semnificativ metoda analiticd dar, din pacate, destul de greu de estimat si cuantificat. Oricum,
cea mai corectd abordare o reprezinta specificarea clara, fird ambiguititi, a tipului sau tipurilor

de matrice luate in studiu si, astfel, validate [107].
16.3. Incertitudinea de mdsurare - definitii, necesitate, aborddri de lucru

Standardul SR EN ISO CEI 17025 prevede ca toate metodele analitice care se doresc a fi
acreditate sa aibd estimatd incertitudinea de masurare [111]. Ca definitie, incertitudinea de
masurare reprezintd ,un parametru asociat rezultatului unei mdisurdri care caracterizeazi
dispersia valorilor ce pot fi in mod rezonabil atribuite masurandului” [112]. Sursele ce pot
contribui la incertitudinea de masurare pot fi foarte numeroase incluzind, printre altele: modul
de prelevare si stocare a probelor, efectele componentilor matricei, conditiile de mediu,
efectele instrumentelor (limitele acuratetii unei balante analitice, termostatul unui echipament
care mentine temperatura la o valoare medie diferiti de cea indicatd), tolerantele (erorile) de
masurare asociate sticldriei volumetrice utilizate, aproximarile si ipotezele incorporate in
modul de lucru al metodei (de exemplu, stoechiometria reactiilor ce au loc, eventualele reactii
incomplete sau secundare ale analitilor de interes), efectele datorate modului de calcul
(adecvarea modelului de etalonare utilizat — liniar, patratic etc., aplicarea sau nu a ponderarii
la estimarea regresiei etc.), efectele de operator (de exemplu, abilititile diferite in citirea unei
scale), efectele inevitabilelor variatii aleatorii (randomizate). Sintetizarea tuturor surselor
posibil a fi depistate (asa-zisul ,,buget de incertitudine™) se poate face sub mai multe forme.
(tabele, diagrame cauzi-efect etc.).

In ceea ce priveste cuantificarea incertitudinii de misurare, cele dous abordiri de bazi sunt:
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> evaluarea incertitudinilor individuale, corespunzitoare fiecidrei surse luate in
considerare, si apoi combinarea lor

» determinarea directdi a contributillor, la incertitudinea totald combinata,
corespunzitoare tuturor sau doar unora din sursele posibile pe baza datelor ce

cuantificd performantele metodei analitice.

Prima abordare este mai degraba folositd pentru estimarea incertitudinii de masurare in cazul
aplicatiilor simple: stabilirea titrului unor solutii acido-bazice, stabilirea aciditatii prin titrari
acido-bazice, preparea unor solutii folosite la etalonari etc. Este evidenti dificultatea punerii in
practicd a acestei prime abordiri in cazul aplicatiilor analitice complexe, bazate pe tehnici
precum sunt cromatografia de gaze si lichide. In plus, ordinele de marime al incertitudinilor
datorate repetabilititii diferitelor operatii precum si a celei datorate recuperdrii in urma
procesului de extractie sunt semnificativ mai mari decét cele asociate unor factori precum
calibrarea, liniaritatea, rezolufia balantei analitice, variatia de temperaturd la madsurarea
volumului cu sticlaria volumetrica, calibrarea detectorului UV etc., astfel ci cea dea-a doua
variantd devine optiunea de ales. Se poate asadar constata usor importanta unora din datele si
informatiilor colectate in timpul studiilor de validare a metodei: influenta inomogenititii
probei, repetabilitatea, reproductibilitatea, biasul (recuperarea), robustetea [113]. Au aparut
astfel in literaturd ghiduri extrem de bine elaborate, dedicate special estimarii incertitudinii de
mdsurare pe baza datelor de validare. Ele prezintd modul in care, pe baza celor doui tipuri
principale de experimente desfasurate in cadrul validarii metodei, studiul fidelitatii si studiul
exactitdtii, se acoperd principalele surse de incertitudine. Ulterior, acele surse care nu sunt in
mod adecvat acoperite, vor fi in final evaluate separat. In momentul planificarii studiilor de
validare, trebuie avut in vedere ca acestea sa fie repezentative pentru aplicabilitatea normali a
metodei. Prin urmare, studiile trebuie si acopere intreaga metoda, si verifice un domeniu
reprezentativ al matricilor posibile §i sa testeze un domeniu semnficativ al concentratiilor

analitilor de interes.
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Cap. Il.1. Studii de optimizare a separarii lichid-cromatografice pentru unele grupuri de

pesticide cu hidrofobicitati variate

Capitol I1.1. Studii de optimizare a separarii lichid-cromatografice

pentru unele grupuri de pesticide cu hidrofobicitati variate

in cadrul acestui capitol, comportarea cromatografici a pesticidelor studiate s-a realizat pe

grupuri impartite conventional pe baza valorii logP. Astfel, pesticidele cu valori logP < 2 au

X

fost considerate ,,cu hidrofobicitate scdzutd”, cele cu 2 < logP < § au fost cu ,hidrofobicitate

medie” iar cele cu JogP > 3 au fost considerate pesticide ,,puternic hidrofobe”.

I1.1.1. Studiu de optimizare a separarii RP-HPLC a wunor insecticide cu hidrofobicitate

scazutd prin elutie izocratica [114]

Structurile chimice ale insecticidelor supuse studiu

Insecticide organofosforice

® Q CHyo ] ) 0
CH3-0. I I 3 ->P—0-C=CH—C-0—C CH;—0
35 ~ChHy C—NH~Cty cHy0”" 07 k 37O o-cr=cay
CHs-0 CH; CH3—0
cygon (dimetoat) phosdrin (mevinfos) DDVP (diclorios)
Insecticide carbamice
) i T
CH-G=N—0—C~NH—CH CHy~NH—C—0—N=CH—C—S—Chly
S—Chh CHy
metomil temik (aldicarb)
0 i i
CHye. 0—C—NH—CH; CH3-NH—C—0 O-—-(l%—NH—CHg
CH{CH_O 0. _CHg CHz_ O
Tow o
baygon (propoxur) bendiocarb carbofuran

Fig. 11.1.1. Insecticidele cu hidrofobicitate medie si
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lui sunt prezentate in figura I1.1.1.

scazuta luate in studiu.
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Cap. II.1. Studii de optimizare a separarii lichid-cromatografice pentru unele grupuri de
pesticide cu hidrofobicitati variate

Pentru cei 8 analiti studiati, valorile logP, din baze de date experimentale [16], sunt:
® Phosdrin - 0,13
= Metomil — 0,60
= Cygon-—0,78
= Temik-1,13
= DDVP -147
= Baygon - 1,52
® Bendiocarb - 1,70
= Carbofuran - 2,32

MATERIALE SI METODE

Reactivi. Toti reactivii chimici, inclusiv standardele de insecticide (Supelco), metanolul si
acetonitrilul (Merck) folositi pentru prepararea fazei mobile au fost de puritate HPLC. S-a
folosit doar apa proaspat bidistalata.

Solutiile standard de insecticide. Standardele au fost dizolvate in metanol sau clorurd de
metilen (in functie de solubilitatea lor) si diluate corespunzitor cu faza mobila. inainte de
injectare, solutiile au fost filtrate pe filtre Millipore de 0,2 um.

Sistemul HPLC. Echipamentul HPLC a fost compus din urmitoarele module: pompa HPLC
modul tip /26 Beckman, detector UV modul tip 166 Beckman, ambele conectate la un
calculator tip IBM Pentium II si controlate prin software-ul Gold™ Nouveau. Detectia s-a
realizat la 215 nm. Probele au fost injectate cu un autosampler tip Prostar 430 Varian si
controlat cu software-ul Star Chromatography Workstation,ver. 5.50, Varian.

Experimentele - au fost realizate folosind ca fazi stationard o coloanda TRACER EXTRASIL
ODS2, 150 x 4 mm, d, 3 pm. (Teknokroma®). Fazele mobile au fost degazate si filtrate pe
filtre de 0,2 pm, inainte de utilizare. Compozitiile fazelor mobile sunt specificate in legendele
figurilor si contin, de obicei solutii de metanol si / sau acetonitril, tamponate la pH-uri mai
mici de 6. Eluarea s-a realizat izocratic la debite de curgere sub 1 mL/min (valori specificate

in legenda figurilor), la temperatura camerei.
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Cap. ll.1. Studii de optimizare a separdrii lichid-cromatografice pentru unele grupuri de
pesticide cu hidrofobicitati variate

REZULTATE SI DISCUTI

Datorita frecventelor cazuri de poluare cu insecticide raportate in ultima vreme, analizele
acestor poluanti trebuie si si realizeze rapid si cu cheltuieli cat mai reduse. Desi eluarea
izocraticd in cromatografia de lichide este mai putin selectivd decit cea in gradient de
concentratie a fazei mobile, metoda este mai rapida (nu necesitd reechilibrarea coloanei) i
implicd consum de solventi organici (nota bene: si ei poluanti) mai mic. Nu trebuie neglijat
nici aspectul costurilor ridicate ale analizelor HPLC, datorat in bunid masura pretului foarte
ridicat al solventilor de puritate HPLC utilizati la prepararea fazelor mobile. Cei mai folositi
solventi sunt acetonitrilul si metanolul. Pretul acetonitrilului este aproximativ de 2,5 ori mai
mare decét cel al metanolului. Din acest motiv, in cercetarea realizatd am incercat inlocuirea
totald sau micar partiali a acetonitrilul cu metanolul. in acest scop am studiat (figurile I1.1.2 —
[1.1.4) influenta concentratiei metanolului din faza mobila asupra selectivititii separdrii unui
grup de mai multe insecticide.

Figura II.1.2 prezintd cromatograma separdrii amestecului de Cygon, Phosdrin, DDVP,
Metomil, Temik, Baygon, Bendiocarb si Carbofuran folosind o fazi mobilad cu 70% metanol..

Aceste insecticide, cu exceptia carbofuranului, au valori ale logP relativ scizute, sub 2.
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Fig.ll.1.2. Separarea a 8 insecticide pe coloana TRACER EXTRASIL ODS2, 150 x 4 mm, dp
3 um. F.M: 70% MeOH, 30% H,0, pH 5 - 5,5. Debit de curgere 0,60 mi/min.
Legenaa: ‘Amestec*” - baygon + bendiocarb + carbofuran.
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Cap. Il.1. Studii de optimizare a separarii lichid-cromatografice pentru unele grupuri de
pesticide cu hidrofobicitati variate

Se poate observa ca separarea, in conditiile mentionate in figurd, nu este satisficitoare. De
exemplu, la timpul de retentie 3,46 min coelueazi baygonul, bendiocarbul si carbofuranul.
Pentru a mari rezolutia separdrii, s-a redus concentratia modificatorului organic in faza mobila.

Figura II.1.3. prezinti efectul utilizérii unui amestec metanol:apa — 50:50 (v/v).
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Fig. 11.1.3. Separarea a 8 insecticide pe coloana TRACER EXTRASIL ODS2, 150 x 4 mm, dp
3 ym. F.M: 50% MeOH, 50% H20, pH 5 - 5,5. Debit de curgere 0,60 mi/min.

Legenda: “Amestec*” - baygon + bendiocarb + carbofuran.

Desi rezolutia generald a cromatogramei s-a imbunatitit multumitor, se remarca faptul ca
acelasi grup de pesticide — baygonul, bendiocarbul si carbofuranul — coelueaza in continuare.
S-a incercat separara celor trei analiti “problema” prin sciderea in continuare a concentratiei

metanolului pana la 35% (figura I1.1.4).
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Fig.ll.1.4. Separarea a 8 insecticide pe coloana TRACER EXTRASIL ODS2, 150 x 4 mm, dp
3 um. F.M: 35% MeOH, 65% H20, pH 5 - 5,5. Debit de curgere 0,60 ml/min.

Legenda: “Amestec*”: bendiocarb + carbofuran + DDVP.
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Cap. ll.1. Studii de optimizare a separarii lichid-cromatografice pentru unele grupuri de
pesticide cu hidrofobicitati variate

Desi s-a reusit separarea baygonului de perechea bendiocarb - carbofuran (care coelueaza in
continuare), de aceastd datd, DDVP este analitul care interferd cu eluarea celor 2 insecticide
carbamice (timp de retentie 39,05 min.). In plus, timpul total al separarii a crescut pana la 40
minute, ficand aceasti varianta de lucru neatractiva.

Deoarece scidderea in continuare a concentrafiei metanolului in faza mobila ar duce la o
crestere exageratd a timpului analizei, fard o imbunétitire corespunzitoare a separdrii, s-a
considerat ca, desi mai ieftin, metanolul nu conduce la rezultatele dorite si trebuie inlocuit cu

acetonitril.
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Fig. 11.1.5. Separarea a 8 insecticide pe coloana TRACER EXTRASIL ODS2, 150 x 4 mm, dp
3 um. F.M: 45% MeCN, 55% H20, pH 5 - 5,5. Debit de curgere 0,75 ml/min.

Legenda: “‘Amestec*”: baygon + bendiocarb + carbofuran.

Initial s-a pornit de la o concentratie a acetonitrilului in faza mobila de 45% pentru a realiza
separarea in mai putin de 5 minute. Totusi, grupul “problem3” baygon + bendiocarb +

carbofuran nu este rezolvat cromatografic (figura I1.i.5.,

Apeland la un compromis, cresterea timpului de analizi de trei ori, s-a redus concentratia
acetonitrilului in faza mobila la 30%, reusindu-se astfel separarea baygonului de insecticidele

carbamice, fard a interfera cu DDVP (figura I1.1.6.).
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Cap. Il.1. Studii de optimizare a separarii lichid-cromatografice pentru unele grupuri de
pesticide cu hidrofobicitati variate
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Fig. I1.1.6. Separarea a 8 insecticide pe coloana TRACER EXTRASIL ODS2, 150 x 4 mm, dp
3 um. F.M: 30% MeCN, 70% H20, pH 5 - 5,5. Debit de curgere 0,75 ml/min.

Nota: “Amestec*”: bendiocarb + carbofuran.

Cromatograma din figura I1.1.6. prezinta o bund separare (cu linie de baza intre picuri) pentru
toate insecticidele analizate, mai putin cele doua carbamice (bendiocarb si carbofuran). Desi
cele doud insecticide au valori logP destul de diferite, conform datelor din literatura de

specialitate, in majoritatea separarilor HPLC are loc coelutia lor.
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Cap. I1.1. Studii de optimizare a separarii lichid-cromatografice pentru unele grupuri de
pesticide cu hidrofobicitati variate

IL1.2. Studiu de evaluare a comportarii cromatografice in separarea RP-HPLC a unor

erbicide cu hidrofobicitate medie i scazuta de larga utilizare [115]

Am studiat comportarea cromatograficd in RP-HPLC a sase erbicide utilizate pe scara largé in
practicile fitoterapeutice. Acestea sunt: glifosatul, atrazina, cianazina, 2,4-D, metamitron si
cloridazon (fig. 11.1.7).

Cl

Cl
)\ y N J\N CHs

N“¥N CH
CoHs—NH—x J—NH—(JI:—H c;Hs—NH—kN J—NH-&I—CEN
CHz CH;

I 1l
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N — N Cl
O e O 5E
N\N/ —CHs3 N 2
11 v
0 0
Cl O—CH,-COOH HO——&—CHQ-NH—CHQ—E—OH
OH
Gy VI
Fig. 11.1.7. Principalele reprezentante ale erbicidelor utilizate in practica: | - atrazina, Il -

cianazina, Il - metamitron, 1V - cloridazon, V - 2,4-D, VI - glifosat.

MATERIALE SI METODE

Reactivi. Metanolul pentru faza mobila a fost furnizat de firma Merck. S-a folosit apa dublu
distilata. Standardele de pesticide au fost procurate de la firma Riedel-de Haen.

Aparatura si conditiile cromatografice. Experimentele au fost realizate pe doud sisteme
HPLC. Sistemul Beckman este format din modulul de pompe model 126, modulul de detectie
UV cu lungime de unda variabild model 166, valva de injectie tip Altex 210 A, cu bucla de

injectie a probei de 20 pL. Sistemul este controlat prin intermediul unui computer tip IBM 586
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Cap. Il.1. Studii de optimizare a separarii lichid-cromatografice pentru unele grupuri de
pesticide cu hidrofobicitati variate

de citre softul dedicat GOLD 6.1 (Beckman). Cel de-al doilea sistem HPLC este format din
pompa Merck - Hitachi model L-6200 A Intelligent Pump si modulul de detectie arie de diode
model PDA 996 Waters. Detectorul este controlat prin intermediul unui soft specializat -
Millennium®?> Waters. Coloana folositi a fost de tip C18 (ODS) tip Merck LiChrospher 100
RP-18, 5 um in LichroCART 125-4 Faza mobild a constat din amestecuri de metanol cu apa
(in proportii variind de la 30 - 100 % metanol) acidulate cu acid fosforic 3 mM (pH 3). Faza

mobila a fost filtratd si degazatad prin ultrasonicare inainte de utilizare. Elutiile au fost de tip

izocratic, cu o vitezii volumetrici a fazei mobile de 1 mL-min~".

REZULTATE S$I DISCUTII

Desi erbicidele luate in studiu nu se utilizeaza simultan la aceleasi specii de plante, totusi, in
produsele alimentare finite, reziduuri ale acestor erbicide pot apdrea simultan. Din aceasti
cauzi metoda de analizi trebuie sd permiti separarea acestora in vederea unei bune identificéri
si cuantificiri. Modificarea rezolutiei separirii analitilor in RP-HPLC se realizeazi cel mai
usor schimband compozitia fazei mobile. in figura I1.1.8 este prezentat comportamentul

cromatografic al erbicidelor studiate atunci cand se modificd concentratia modificatorului
organic in faza mobila.

“mpmmmmnmm

Atth %iha' ; 50 o
1anazina 60 \°
Cloridazon - o

Metamitron z; D o

Fig. 11.1.8. Variatia timpilor de retentie pentru atrazina, cianazina, metamitron, cloridazon si
2,4-D in functie de concentratia metanolului in faza mobild. Coloana C-18, eluare izocratica
cu solutii de diferite concentratii de metanol in acid fosforic 3 mM (pH 3), detectie la 254 nm.
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Cap. |l.1. Studii de optimizare a separarii lichid-cromatografice pentru unele grupuri de
pesticide cu hidrofobicitati variate

Pentru cei 6 analiti studiati, valorile logP, din baze de date experimentale, sunt [16]:
» atrazind — 2,61 (2,80)
® cianazinid - * * (2,48)
» metamitron — 0,83 (1,00)
» cloridazon - ** (1,71)
= 24-D -281(2,73)
» Glifosat - ** (- 3,06)
Legenda: ** - lipsa date experimentale

Nota: valorile dintre paranteze sunt estimate pe baza software-ului firmei Interactiv Analysis

Atrazina si cianazina (erbicide din grupa triazinelor) sunt substanie cu structuri relativ
apropiate. Datoriti prezentei unei grupéri nitril, grupare polara, in structura cianazinei, aceasta
elueeazi mai rapid decdt atrazina (fapt previzibil si prin prisma valorilor logP). Pe de altd
parte, compusi cu structuri total diferite, cum ar fi atrazina si 2,4-D, au valori logP apropiate
iar comportarea lor cromatografica asemanitoare confirma faptul ca hidrofobicitatile lor sunt
apropiate. De remarcat ca acest comportament se inregistreazd la pH-ul de lucru, aflat in
domeniul 2,5 - 3, zonad in care aproximativ jumitate din moleculele de 2,4-D (un acid
carboxilic cu pK, = 2,64) se aflad in stare nedisociati. La valori mai ridicate ale pH-ului,
procentul de molecule de 2,4-D aflate in forma deprotonati va creste iar hidrofobicitatea va
scadea semnificativ. Faptul ci cele doui substante au timpi de retentie apropiati nu constituie
un .inconvenient major deoarece atunci cand se detecteazi prezenta simultanid a celor doud
erbicide se poate ridica pH-ul fazei mobile, ceea ce va duce la anularea represiei ionice a
grupdrii carboxil a 2,4-D care va elua rapid. Metamitronul si cloridazonul, desi au timpi de
retentie apropiati, deoarece au specificitati similare si deci sunt utilizati pentru aceleasi culturi,
este putin probabili intrebuintarea lor simultana. In figura 11.1.8. nu se prezinti comportarea
cromatograficd a glifosatului deoarece acest erbicid poseda o hidrofobicitate mult scizutd in
comparatie cu ceilal{i 5 compusi (valoarea estimati a lui logP este negativa).

Cea mai comund metodd de detectie in HPLC este cea in UV-VIS. Sensibilitatea acestei
detectii este datd de valoarea coeficientului molar de absorbtie, parametru ce depinde de
structura chimicd a compusilor analizati. Glifosatul nu are grupari cromofore si deci

coeficientii de absorbtie in UV-VIS au valori foarte mici. Acest lucru se poate vedea din figura
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Cap. I1.1. Studii de optimizare a separarii lichid-cromatografice pentru unele grupuri de
pesticide cu hidrofobicitati variate

I1.1.9, care prezinti atét profilul cromatografic al glifosatului, cidnd concentratia metanolului in

faza mobila a fost 60%, cat si spectrul siu de absorbtie pe domeniul 200 - 380 nm.
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Fig 11.1.9. Cromatograma si spectrul UV al glifosatului. Faza stationard C-18, eluare
izocratica cu 60% metanol in 3 mM acid fosforic. Panoul 1 prezinta izocromatograma (o
reprezentare 2D a informatiei 3D, curbe de nivel de izoabsorbanta la diferite lungimi de
unda). Panoul 2 prezintd cromatograma extrasa la lungimea de unda la care absorbanta
este maxima (200,6 nm). Panoul 3 prezintd spectrul pe domeniul 200 - 380 nm la
momentul 5,49 minute (maximul picului din cromatograma extrasa).

Atrazina si cianazina au structuri similare, deci si spectre similare, dar timpii lor de retentie
difera deoarece cianazina are o grupare nitril polard si elueazi mai repede. Figura I1.1.10
prezintd separarea cromatografici a amestecului de atrazini, cianazini si 2,4-D. Desi atrazina
si 2,4-D nu sunt bine separate, ele pot fi identificate deoarece au spectre diferite; cuantificarea

se poate realiza pe baza inél{imii picului cromatografic.
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Cap. Il.1. Studii de optimizare a separdrii lichid-cromatografice pentru unele grupuri de
pesticide cu hidrofobicitati variate
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Fig 11.1.10. Cromatograma si spectrele UV ale atrazinei, cianazinei si 2,4-D. Faza
stationara C-18, eluare izocraticd cu 40% metanol in 3 mM acid fosforic. Panoul 1
prezinta izocromatograma. Panoul 2 prezintd cromatograma extrasa la 216,8 nm a
amestecului celor 3 erbicide. Panoul 3 prezintd spectrele (de sus in jos) ale
cianazinei, 2,4-D si a atrazinei pe domeniul 200 - 380 nm la timpii de retentie
corespunzatori maximelor picurilor cromatografice.

Avantajul utilizdrii detectorului arie de diode se constati pregnant in cazul separirii
metamitronului §i cloridazonului. Cele doud substante au structuri similare si hidrofobicititi

asemanatoare motiv pentru care au timpi de retentie foarte apropiati (figura I1.1.11).
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Cap. Il.1. Studii de optimizare a separarii lichid-cromatografice pentru unele grupuri de
pesticide cu hidrofobicitati variate
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Fig 1l.1.11.Cromatograma si spectrele UV ale cloridazonului $i metamitronului. Faza
stationara C-18, eluare izocraticd cu 40% metanol in 3 mM acid fosforic. Panoul 1
prezintd izocromatograma. Panoul 2 prezintd cromatograma extrasd la 211,2 nm a
amestecului celor 2 erbicide. Panoul 3 prezintd spectrele (de sus in jos) alre
cloridazonului si metamitronului pe domeniul 200 - 380 nm la timpii de retentie
corespunzatori maximelor picurilor cromatografice.

Dupd cum se observd din cromatograma extrasd prezentatd in figura II.1.11, cele doua
substante nu sunt bine separate. Totusi, deoarece ele au spectre diferite, identificarea lor poate
fi realizati cu usurinta, cu ajutorul bibliotecii de spectre ce poate fi creati cu ajutorul software-
ului Millennium®2. in acest fel este posibila chiar si cuantificarea celor 2 erbicide, fie folosind
criteriul indltimii picurilor fie extrigind cromatograme la lungimi de unda convenabil alese.

Acest procedeu de analizi a separirii prin folosirea cromatogramelor extrase la lungimi de

undd convenabil alese este ilustrat in figura I1.1.12. Pentru detectia maximi a 2,4-D, s-a
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utilizat cromatograma extrasa la 200,4 nm, unde celelalte substante au absorbante mai mici si
in special atrazina cu care 2,4-D coelueazi. Cromatograma extrasd la 222,6 nm permite
cuantificarea optimi a atrazinei §i cianazinei, ambele avind maxime de absorbtie in jurul
acestei valori. Metamitronul, care coelueazad cu cloridazonul (vezi figura 11.1.11.), poate fi

cuantificat cu ajutorul cromatogramei extrase la 307,6 nm.

B el @8] @53 1 FE | _|p
: | spoctrummae | o 3

31344 274

k 3195 357974
3

0004 AN —
030 | £20%
<R 3
o 02 /_E{p_i\
< o -
010 .
000 \ A N 200.00 220.00 240.00 260.00 280.00 300.00 320.00 340.00 360 00 380 00
0304 nm
020
2 M |asrs Extrected | 228.5 023995 r
D10 W |s10 Extracted [196.1 056083 r
000! v |14 Extracted | 2203 010419 r
500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 5000 v |nsm Extrocted | 2225 005925 r
Minutes P, {343 Exracied | 2004 01015 r

Fig 11.1.12. Cromatograma si spectrele UV ale grupului de 5 erbicide. Faza stationara C-
18, eluare izocraticA cu 40% metanol in 3 mM acid fosforic. Panoul 1 prezinta
izocromatograma. Panoul 2 prezintd cromatogramele extrase la (de sus in jos) 200,4,
222,6 si respectiv 307,6 nm.. Panoul 3 prezinta spectrele (de sus in jos) 2,4-D, atrazinei,
cianazinei, metamitronului si cloridazonului pe domeniul 200 - 380 nm la timpii de retentie
corespunzatori maximelor picurilor cromatografice.
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I1.1.3. Studiu de optimizare a separdrii RP-HPLC a trei erbicide triazinice cu hidrofobicitate

medie prin elufie izocraticd [116]

Structurile chimice ale celor trei erbicide supuse studiului sunt prezentate in figura I1.1.13

Cl

N)\N

| simazina
H;C —CH, —NH /kﬁq /I\NH —CH,-CH;
Cl
N J/’J\N atrazina
HiC |
CH LNH JN NH_—CH,-CH;
H,C
Cl
N )\N .
HiC | CH3 pl’OpaZIna
:CH-rNHJ“N NHCH’
H5C CH;

Fig.I1.1.13. Erbicidele triazinice cu hidrofobicitate medie.

MATERIALE SI METODE

Reactivi. Standardele solide de analiti studiati au fost achizitionate de la firma Sigma-Aldrich
Chemie GmbH. Metanolul a fost de puritate HPLC si achizitionat de la firma Merck.

Analizele HPLC au fost executate pe un sistem hibrid, compus din modulul de pompe L 6200
A Intelligent Pump - Merck-Hitachi si detectorul de UV Photodiode-Array Detector model
996 — Waters. Injectiile au fost efectuate manual prin intermediul valvei de injectie Rheodyne
7125, prevazuta cu o buclad de injectie de 20 pL. Coloana cromatografica a fost LiChroCart
125 mm, diametru intern 4 mm, umplutd cu LiChroSpher 100 RP-18 (Merck), dpar Spum.
Cromatogramele au fost procesate cu ajutorul software-ului Millennium®* Software (Waters).
Regimul de lucru a fost unul isocratic, elutiile fiind executate la un debit de lucru de

1 mL-min™" cu metanol sau amestecuri metanol — apd (proportia de solvent organic variind in
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intervalul 50 -100% - v/v). Degazarea fazelor mobile s-a facut on-line prin trecere acestora
printr-un degazor cu membrana. Inaintea introducerii in sistemul cromatografic, toate probele

au fost filtrate prin filtre de 0,2 pm tip acrodisks, adaptabile la seringa,.

REZULTATE $I DISCUTII

Cele 3 erbicide posedd inelul aromatic triazinic de 6 atomi, 3 de carbon si 3 de azot aranjati
alternativ, si un atom de clor in pozitia de substitutie 2. in pozitiile 4 si 6 apar grupari aminice
substituite cu radicali alchil.

Modul de elutie cel mai rapid si simplu si care este recomandat a se utiliza in tehnica
cromatograficd atunci cind este posibil il constituie cel izocratic. Pentru inceput, s-a testat
comportamentul cromatografic al simazinei pe coloana aleasd, cu metanol 100% drept faza
mobild. O cromatograma tipica reprezinti prezentarea graficd a semnalului detectorului versus
timpul de retentie. Spre deosebire de detectoarele clasice in UV folosite in HPLC, unde are loc
setarea unei anumite lungimi de unda pentru inregistrarea cromatogramei, in cazul detectorului
de tip arie cu fotodiode se poate achizifiona in timp real spectrul UV, pe un anume domeniu de
lungimi de unda stabilit, de-a lungul elutiei cromatografice.

Software-ul Millenium reda grafic, in panoul 2 al figurii II.1.14, aga-zisa cromatogrami
MaxPlot, cromatograma in care e reprezentat maximul tuturor absorbtiilor optice din domeniul
de lungimi de undi ales de-a lungul intervalului de timp de elutie. Acest mod de reprezentare
graficd poate contribui la o sporire a sensibilititii de detectie si ajutd, intr-o prima etapi, la
punerea in evidentd a diferitilor compusi (de interes sau interferenti) care elueazi de pe

coloana cromatografica.
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Figura 11.1.14. Fereastra subprogramului principal (de lucru) a software-ului Millennium*
infatisand datele cromatografice obtinute pentru simazina, cu faza mobild metanol 100%.
Panoul 1 prezintd izocromatograma. Panoul 2 prezintd cromatograma MaxPlot pentru
domeniul de lungimi de unda scanat, 200 - 400 nm. Panoul 3 prezintd spectrul de absorbtie
fn UV inregistrat in varful (apexul) picului cromatografic de lat = 1,56 min.

In cromatografia de lichide cu fazi inversa, ordinea de elutie a compusilor ce strabat coloana
cromatograficd depinde de ,taria” modificatorului organic al fazei mobile. Astfel, daci se
doreste cresterea timpilor de retentie a analitilor de interes, concentraia modificatorului
organic (in cazul de fatd metanolul) in faza mobila trebuie redusi corespunzitor. Figura I1.1.15
prezintd comparativ timpii de retentie ai simazinei pe coloana cromatografici aleasa in cazul
utilizarii metanolului in proportie de 100%, 80%, 60% si 60% (v/v) in faza mobila: 1,55, 1,69,
4,51 si respectiv 9,11 minute. Toate cele 4 cromatograme sunt de tip MaxPlot, domeniul de

lungimi de unda scanat a fost 200 - 400 nm.
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Figura 11.1.15. Timpii de retentie ai simazinei in cazul utilizarii (de la stanga la drepta in
figura) a 100%, 80%, 60% si 60% (v/v) metanol in faza mobila.

Un comportament similar au manifestat atrazina si simazina. Cum era de agteptat insi, datorita
diferentelor structurale dintre moleculele celor 3 analiti de interes (chiar daci relativ mici),
viteza de crestere a timpului de retenfie pe coloana cromatografici pe masura descresterii
concentratiei de metanol in faza mobila a diferit de la analit la analit. Figura I1.1.16 ilustreaza

bine acest tip de comportament pentru cei 3 analiti studiati.

Figura 11.1.16. Variatia timpului de
retentie a celor 3 derivati triazinici
functie de taria fazei mobile si de
tipul de analit.

Atrazing _ ><60
70
Simazing 100 80 Conc. metanol,
% volumice
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Pentru cei 3 analiti studiati, valorile logP, din baze de date experimentale, sunt [16]:
= simazini - 2,18 (2,295)
= atrazind — 2,61 (2,80)
= propazind — 2,93 (3,38)

Nota: valorile dintre paranteze sunt estimate pe baza software-ului firmei Interactiv Analysis

Cum o arati si ordinea crescitoare a valorilor logP, ordinea de elutie a celor 3 analifi in
cromatografia de lichide in faza inversd, indiferent de concentratia in modificator organic a
fazei mobile ar trebui sd fie simazina, atrazina si, in final, propazina. Diferentele structurale
mici intre analifi conduc insi la imposibilitatea aparitiei unor diferente de elutie suficient de
mari, pentru valorile mari ale concentratiei de metanol in faza mobila, diferente care sa poata
fi concretizate in rezolutii de separare acceptabile ale picurilor cromatografice. Din acest
motiv, pentru valori ale concentratiei de metanol in domeniul 100 - 80 %, se vor inregistra
coelutii mai mult sau mai pufin partiale intre picurile cromatografice de interes. Figura I1.1.16
sugereaza cd incepand de la concentrafii mai mici de 75% se vor putea inregistra separari

acceptabile.

intr—adevér, asa cum o demonstreaza experimentul din figura I1.1.17, amestecul celor 3 analiti
de interes este separat acceptabil (rezolutii de separare de aproximativ 0,9 pentru ambele
perechi de picuri consecutive) pe coloana cromatograficid aleasi, cu o fazi mobild 70%

metanol — 30% apa.
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rigura 11.1.17. Separarea cromatograficd a amestecului de simazina, atrazina si propazina pe
coloana cromatograficd aleasa. Faza mobila: 70% metanol ~ 30% apa. Panoul 1 prezinta
izocromatograma. Panoul 2 prezintd cromatograma MaxPlot pentru domeniul de lungimi de
unda scanat, 200 - 400 nm, cu cele 3 picuri cromatografice de la 2,64 min (simazina) 3,36
min (atrazina) si 4,48 min (propazina). Panoul 3 prezinta spectrele de absorbtie in UV din
apexul picurilor cromatografice pentru (de sus in jos) simazina, atrazina i propazina.

Tindnd cont de faptul cad se intentioneazd aplicarea metodei pentru identificarea si
cuantificarea acestor erbicide din probe naturale complexe (produse vegetale, produse
alimentare etc), este de dorit ca rezolutia separirii picurilor cromatografice de interes sa fie cat
mai mare astfel incat inevitabilele interferente matriceale (nici un tip de pregatire a probei
nereusind s indepérteze integral compusii interferenti) si aiba ,,loc” suficient intre picurile de
interes. Din acest motiv s-au verificat experimental timpii de retentie ai simazinei, atrazinei si
propazinei la elufia amestecului lor de pe coloana cromatograficd cu o fazi mobila continand
50% metanol. Figura I1.1.18 prezinti grafic rezultatele obtinute. imbunatitirea rezolutiei este,
ce-i drept, insotitd de o crestere a timpului unei treceri cromatografice la aproximativ 22 min,

durata de lucru acceptabila.
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Figura 11.1.18. Separarea cromatograficd a amestecului de simazina, atrazina si propazina pe
coloana cromatograficad aleasa. Faza mobila: 50% metanol — 50% apa. Panoul 1 prezinta
izocromatograma. Panoul 2 prezintd cromatograma MaxPlot pentru domeniul de lungimi de
unda scanat, 200 - 400 nm, cu cele 3 picuri cromatografice de la 6,51 min (simazina) 10,92
min (atrazina) si 19,07 min (propazina). Panoul 3 prezintad spectrele de absorbtie in UV din
apexul picurilor cromatografice pentru (de sus in jos) simazind, atrazina si propazina.

in tehnica clasica a cromatografiei de lichide cu detectie in UV, timpul de retentie al analitilor
constituia practic singurul criteriu de identificare a acestora. Tindnd cont de complexitatea
matricilor naturale, acest criteriu nu mai este considerat unul destul de puternic. Astfel,
abordarea actuald a detectiei in cromatografie, in special in domeniul analizei reziduurilor, o
constituie folosirea unor caracteristici care s asigure maximizarea probabilititii de confirmare
a identitafii unui analit-{intd. Prin urmare, se utilizeazi pe scara tot mai larga detectoarele tip
arie de dioda cu achizitionarea spectrului UV-VIS pe un domeniu larg de lungimi de unda,
detectoarele in fluorescenti la lungimi de unda adecvate si spectrometre de masa de diferite
tipuri. In mod logic, se pot construi baze de date consistente contindnd caracteristicile
spectrale corespunzitoare analitului pur. Ulterior, se poate compara semnalul achizifionat in

zona unui pic cromatografic suspect cu datele din baza de date in vederea confirmirii sau

infirmarii identititii acestuia.
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Pentru a realiza compararea spectrelor intre ele, software-ul transforma datele spectrale in
vectori si apoi calculeaza diferentele intre acestia. El va considera apoi c# similaritatea intre
spectrele comparate este cu atdt mai mare cu cat congruenfa vectorilor este mai pronuntata.
Diferentele mai-sus mentionate intre vectori sunt comparate cu vectorii corespunzitori
zgomotului liniei de bazd. Cu cét diferentele sunt mai mici decdt zgomotul, atunci
probabilitatea ca substanta riaspunzitoare de aparifia picului analizat si fie identicd cu
standardul al carui spectru este stocat in biblioteci este mai mare.

Figura 11.1.19 prezinta subprogramul software-ului Millennium®? ce efectueazi comparatia
dintre spectrul de absorbtie in UV (spectrul de sus) pe domeniul 190-400 nm, achizitionat in
zona apexului picului cromatografic de la 6,51 min din cromatograma MaxPlot din figura
I1.1.18, si cel care, din biblioteca de spectre, corespunde cel mai bine acestuia, anume

simazina (spectrul din mijloc). Spectrul de jos reprezinta diferenta dintre cele 2 spectre.
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Figura 11.1.19. Fereastra subprogramului software-ului Millennium®? ce realizeaz3 identificarea

spectrului de absorbtie in UV din zona apexului picului cromatografic de la 6,51 min din
cromatograma MaxPlot din figura 11.1.18.
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Trebuie si se {ind insd seama de influentele pe care le pot exercita anumiti parametri
(compozitia solventului in care e dizolvat analitul pentru care se achizitioneaza spectrul, pH-ul
etc.) asupra formei spectrului. De aceea, este indicat ca, pe cat posibil, standardul al carui
spectru va fi stocat in baza de date sa fie cromatografiat in aceleasi conditii cu cele ale probei
analizate.

O alta facilitate interesanti si foarte utila a software-ului Millennium® o reprezinti aga-numita
rutind de verificare a puritdfii spectrale (,purity check”). Ea permite estimarea aprecierii
puritdtii unui pic cromatografic (lipsa coelufiei mai multor analifi intr-un pic cromatografic) pe
baza comparidrii spectrelor achizitionate in apexul si punctele de inflexiune ale picului
analizat. Din nou, datele spectrale sunt transformate in vectori i sunt comparate diferentele
angulare dintre vectorii corespunzitori apexului si cei ai puncteleor de inflexiune cu valorile
unghiulare specifice zgomotului liniei de baza. Spre exemplu, figura 11.1.20 prezintd grafic
modul de lucru al acestui algoritm pentru simazind. Unghiul calculat al ,,purititii” este de

0,062 iar cel al zgomotului este 0,250.

In ceea ce priveste celelalte doua picuri cromatografice, software-ul a identificat in biblioteca
de spectre cei 2 analiti care le-au generat drept atrazina respectiv propazina. in ambele cazuri,
unghiul ,,purititii” a fost mai mic decat cel al ,,zgomotului”: 0,085 si 1,015 pentru atrazina

respectiv 0,649 si 1,039 pentru propazina.
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pesticide cu hidrofobicitati variate

o A At SmePiepas (MeUHS0T Pl petivute fleveew  [fe ult Weanlow]

S]fle £& Yw Po Procsss Nevigele QOplione Window Help

O I ™V -~ Pl O - < e LY - O L O [

TIET

Parabdl Il
Poak [Unknown & 6510 mrautes ~] Pesk1oi3
Siatpary [ 4805 Endiuny [ 825 Type [ ©B
|| ﬂ
-0.40{Funty 0
Auto Threshold A 900
-0 451 P
/d\ L80 00
-0 504 //' @ \
.0 554 / F70 00
-0 601 /’ 160 00
-0 654 / .
L 070 5000 8
T e
-0.754 M0 00 A
-0 80
’ 30 00
0851 L
e
-0 904 ) a 20 00
e
0959 k - 110 00
_/
-1.00 5 X
r0.00
—1 05- T T T T T T L] T T T T T T T T T T T
480 500 520 540 560 580 600 620 640 660 680 700 720 740 760 780 800 820
Minutes
10 7 L1 2
For Help, preas F1 Meth Set: Pesticide_Method_Set Proc Metit Pest_Procesting Method PDA

Figura 11.1.20. Rutina ,purity check” a software-ului Millennium*?. Spectrul colectat in apexul
picului cromatografic este comparat cu spectrul din punctele de inflexiune (sunt comparate
diferentele unghiulare ale vectorilor). Linia verde, aga-zisa linie a ,puritatii”, trebuie sa fie sub
linia albastra, cea a ,zgomotului”. Diferenta globala este cuantificata prin unghiul de ,puritate”

si cel al ,zgomotului”.
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11 1.4. Studiu de optimizare a separdrii RP-HPLC a unui grup de pesticide organofosforice cu

hidrofobicitate medie prin elufie izocratica [117]

Pesticidelor organofosforice supuse studiului sunt derivati ai acizilor tiofosforic si ditiofosforic

(figura 11.1.21).
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CH5-CH O% ;
37CHz-0. CHy-CHy-O_ll
P—5—CHy-S—CH,-C SP—S—CHy-CHy-S—CH,-C
CHy-CHy-0 TR oo 7 CHy S =ChyChy
Phorate (forat) Di-Siston (disuifoton)

Fig. 11.1.21. Pesticidele organofosforice cu hidrofobicitate medie.

MATERIALE SI METODE

Reactivi - Standardele de pesticide au fost procurate de la firma Supelco. Metanolul si
acetonitrilul de puritate HPLC au fost furnizate de firma Meck. Apa bidistilati a fost obfinutad
in laborator.

Solutiile standard de pesticide - Standardele (in stare solidd) au fost dizolvate in metanol si
diluate cu fazi mobila. Solutiile au fost filtrate inaintea injectiei prin filtre de seringi tip
acrodisks de 0,2 pm.

Sistemul HPLC — Analizele au fost efectuate pe un sistem HPLC hibrid, compus din modulul
de pompe binar model 126 si modulul de detectie UV model 166 al firmei Beckman, pe de o
parte, si modulul automat de injectie Prostar 430 al firmei Varian (bucla de injectie de 100
uL). Detectia s-a efectuat la 215 nm. Sistemul a fost controlat iar cromatogramele au fost

procesate de catre softul dedicat Star Chromatography Workstation,ver. 5.50, Varian .
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Cap. Il.1. Studii de optimizare a separarii lichid-cromatografice pentru unele grupuri de
pesticide cu hidrofobicitati variate

S-a utilizat o coloani cromatografica tip C18, TRACER EXTRASIL ODS2, 150 x 4 mm, dp
3um. (Teknokroma®). Fazele mobile au fost filtrate si degazate sub vacuum, elutiile au fost
conduse in regim izocrat, la valori ale debitului de curgere de 0,75 mL min”'. pH-ul fazelor
mobile a fost adus, prin utilizarea de tampoane fosfat, sub valoarea 6, iar valoarea temperaturii

in incinta de lucru a fost mentinutd in domeniul 25 + 2°C.
REZULTATE SI DISCUTII

Scopul testdrilor a fost acela de a stabili condifii cromatografice cat mai simple,
neconsumatoare de solventi scumpi si de timp, dar care sd asigure rezolutii de separare
acceptabile a celor patru analiti. Astfel, s-a urmdrit evitarea lucrului in conditii de gradient de
compozitei a fazei mobile (fazd consumatoare de timp si solventi organici) precum si
utilizarea doar a metanolului in compozitia fazei mobile. Figura 11.1.22 prezinta
cromatogramele separarilor amestecului de analiti la dou3 concentratii diferite de metanol in
faza mobila. In fereastra din stinga elutia a fost realizatid cu 75% metanol (v/v), conditii in
care zolone si phorate au coeluat total (timp de retentie 9,81 min). Scaderea concentratiei de
metanol la 60% a condus (vezi fereastra dreapti) la rezolvarea partiald a coelutiei amintite dar
si la largirea excesiva a picurilor cromatografice si cresterea exagerati a timpului de separare
(aproximativ 75 min).

Un aspect impredictibil 1-a constituit evolutia ordinii de elutie din figura I1.1.22. Daca se
considera valorile logP ale celor patru analiti, Co-Ral — 4,13; Zolone — 4,38; Phorate — 3,56 si
Di-Siston — 4,02 [16], ordinea de elutie in RP-HPLC ar trebui si fie phorate, Di-Siston, Co-
Ral si zolone. Din picate, parametrul logP isi demonstreazi utilitatea mai ales in predictia
ordinii de retentie a membrilor seriilor omoloage. De exemplu, phorate si Di-Siston-ul diferd
printr-o singuréd grupare metilenica astfel inct ordinea lor de elutie este in acord cu valorile
lor logP. In cazul zolonei versus perechea phorate — Di-Siston, diferentele mari intre
structurile chimice conduc la imposibilitatea unei predictii clare a ordinii de retentie in RP-
HPLC. Aceasta se datoreazi faptului cd mecanismul de retentie in acest tip de tehnici
cromatograficd nu este unul simplu, unitar, ci un amestec al mai multor tipuri de interactii.

Exista astdzi mai multe modele teoretice care incearci si explice acest mecanism complet dar
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Cap. Il.1. Studii de optimizare a separarii lichid-cromatografice pentru unele grupuri de
pesticide cu hidrofobicitati variate

nici unul nu reuseste pe deplin sd prezicd ordinea de elutie. Legaturile de hidrogen intre

moleculele fazei mobile si cele ale analitilor pot fi luate in considerare.
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Figura 11.1.22. Separarea amestecului de Co-Ral, zolone, phorate si Di-Siston in regim
izocratic, cu 75% metanol (cromatograma a) respectiv 60% metanol (cromatograma b).

Figura I1.1.22 arata prin urmare destul de clar cd amestecul binar metanol-apa nu va putea
conduce la atingerea unei rezolutii de separare acceptabile intr-un interval de timp rezonabil
(mai mic de 30 min).

Urmatoarea optiune a fost aceea de a introduce in faza mobilid un al treilea component,
acetonitrilul, care sd nuanteze proprietitile de elutie ale fazei mobile. Datoriti prefului siu mai
mare §i a toxicitatii mai accentuate (in raport cu metanolul), s-a urmirit folosirea intr-o

proportie cat mai redusi a acestuia. In figura I1.1.23 sunt prezentate cromatogramele separirii

pesticidelor luate in studiu pentru trei faze mobile ternare, metanol-acetonitril-apa, a ciror

concentratie a metanolului variazi in intervalul 45-55%. Concentratia de acetonitril a fost

mentinuti constanti la 20%
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~ Cap. Il.1. Studii de optimizare a separérii lichid-cromatografice pentru unele grupuri de
' pesticide cu hidrofobicitati variate
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Figura 11.1.23. Separarea amestecului de Co-Ral, zolone, phorate si Di-Siston in regim
izocratic, cu 20% acetonitril in faza mobila si 55% metanol (cromatograma a), 50% metanol

(cromatograma b) respectiv 45% metanol (cromatograma c).

Se poate observa ci pentru 45% metanol in faza mobila apare o inversare a ordinii de retentie
a perechii zolone-phorate in raport cu celelalte doua situatii. Devine evident astfel ca cei 2
analiti, zolone si phorate, interactioneazi diferit, ca intensitate, cu moleculele de fazi mobila.
Una din posibilele explicatii poate fi legatd de numarul diferit de legituri de hidrogen formate,
pe de o parte, intre zolone si phorate (mai multe in cazul zolonei — vezi structurile lor
chimice) si moleculele de metanol de cealaltii parte. Se ajunge astfel ca, la nivel global,
retentia zolonei pe faza stationard si creasca intr-un proportie mai accentuatii decat in cazul
phorate-ului odatd cu scaderea concentratiei in metanol a fazei mobile. Din picate, aceasti
inversare in ordinea de retentie nu poate fi folosita in scopul atingerii unei separiri ideale din
cauza prezentei analitului Co-Ral in zona timpilor de retentie mai scazuti. Astfel, in conditiile

disparitiei coelutiei perechii zolone-phorate apare noua coelutie phorate - Co-Ral (fig. 11.1.23,

cromatograma c).
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Cap. Il.1. Studii de optimizare a separarii lichid-cromatografice pentru unele grupuri de
pesticide cu hidrofobicitati variate

Urmitoarea optiune a fost aceea de a mentine constanti concentratia apei in faza mobila si de

a creste concentratia acetonitrilului. in figura 11.1.24 sunt prezentate efectele acestei abordari

asupra separarii cromatografice ale celor 4 analiti.
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Figura 11.1.24. Separarea amestecului de Co-Ral, zolone, phorate si Di-Siston in regim
izocratic, cu 25% apa in faza mobild si 30% acetonitril (cromatograma a), 40% acetonitril

(cromatograma b) respectiv 55% acetonitril (cromatograma c).

Se poate observa usor ca nu apar inverséri ale ordinii de retentie ale celor 4 analifi. Din pacate,
in intervalul de lucru al concentratiei de acetonitril, 30-55%, rezolutiile de separare nu s-au
imbunatatit. Totusi, o observatie utild o dd comatograma c din figura 11.1.24 prin faptul ca
oferd speranta rezolvirii coelutiei perechii zolone-phorate.

Dupd cum am amintit la inceput, scopul initial al studiului a fost acela de a evita lucrul in
conditii de gradient de compozitei a fazei mobile (fazi consumatoare de timp si solventi
organici) precum i acela de a utiliza doar metanolul, nu si acetonitrilul, in compozitia fazei
mobile. Din pacate, studiile urmitoare au demonstrat faptul ci numai amestecul binar
acetonitril-apa poseda suficientd capacitate de discriminare a celor 4 analiti studiati. Figura
I1.1.25 prezintd variatia timpilor de retentie pt cei 4 analiti in raport cu concentratia

acetonitrilului in faza mobila.
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Cap. Il.1. Studii de optimizare a separarii lichid-cromatografice pentru unele grupuri de
pesticide cu hidrofobicitati variate
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Figura 11.1.25. Variatia timpilor de retentie ai celor 4 pesticide organofosforice cu concentratia
acetonitrilului in faza mobila; Co-Ral - 1, phorate - 2, zolone — 3, Di-Siston - 4. Conditiile

cromatografice de lucru sunt identice cu cele din figura 11.1.24.

Se poate observa faptul cé@ in zona concetratiilor joase ale domeniului (60%) se inregistreaza
coelutia dintre zolone si phorate in timp ce in zona concentratiilor ridicate de acetonitril (75%)
vom intAmpina problema coelutiei dintre phorate si Di-Siston. Graficul a fost obtinut pe baza a
6 experimente, cu faze mobile spatiate din 5 in 5% acetonitril in faza mobila, pentru solutiile
standard individuale ale celor 4 analiti studiati. Astfel, s-a putut concluziona ca in domeniul de
concentratii al acetonitrilului de 66 - 69% ar trebui si se poati obtine rezolvarea acceptabila a
separdrii celor 4 analiti. Verificarea experimentala a acestei predictii este prezentati in figura
I1.1.26. Cromatograma de aici prezinti separarea lor cu o fazd mobila binara, 68% acetonitril —

32% apa, intr-un timp de aproximativ 8 minute.
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Cap. II.1. Studii de optimizare a separarii lichid-cromatografice pentru unele grupuri de
pesticide cu hidrofobicitati variate
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Figura 11.1.26. Separarea amestecului de Co-Ral, zolone, phorate si Di-Siston in regim
izocratic; faza mobila: 68% acetonitril — 32 % apa.
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Cap. Il.1. Studii de optimizare a separarii lichid-cromatografice pentru unele grupuri de
pesticide cu hidrofobicitati variate

II.1.5. Separarea RP-HPLC a unui numdr de cinci pesticide organoclorurate puternic
hidrofobe [118]

Structurile chimice ale celor cinci pesticide organoclorurate separate cromatografic sunt

prezentate in figura 11.1.27.
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Figura 11.1.27. Cinci pesticide organoclorurate puternic hidrofobe separate cromatografic.
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Cap. I1.1. Studii de optimizare a separarii lichid-cromatografice pentru unele grupuri de
pesticide cu hidrofobicitati variate

Pentru cele 5 pesticide organoclorurate studiate, valorile logP, din baze de date experimentale,
sunt [16]:

®»  Metoxiclor - 5,08

®  Dursban — 4,96

®» Heptaclor — 5,47

» DDT-6,91
®  Aldrin - 6,50
MATERIALE SI METODE

Reactivi. Standardele de pesticide (produse Supelco), clorura de metilen si metanolul (produse
Merck) au fost de puritate HPLC. S-a folosit doar apé proaspat bidistalata.

Solutiile standard de pesticide. Standardele au fost dizolvate in clorurd de metilen si diluate
corespunzitor cu faza mobila. Inainte de injectare, solutiile au fost filtrate pe filtre Millipore
de 0,2 um.

Sistemul HPLC. Echipamentul HPLC a fost compus din urmétoarele module: pompa HPLC
modul tip 126 Beckman, detector UV modul tip 166 Beckman, ambele conectate la un
calculator tip IBM Pentium 1l si controlate prin software-ul Gold™ Nouveau. Detectia s-a
realizat la 220 nm. Probele au fost injectate in volum de 50 pL, cu un autosampler tip Prostar
430 Varian si controlat cu software-ul Star Chromatography Workstation,ver. 5.50, Varian.
Experimentele au fost realizate folosind ca faza stationard o coloani TRACER EXTRASIL
ODS2, 150 x 4 mm, d, 3 pm. (T eknokroma®). Fazele mobile au fost degazate si filtrate pe
filtre de 0,2 um, inainte de utilizare. Compozitiile fazelor mobile sunt specificate in legendele

figurilor. Eluarea s-a realizat izocratic la viteze volumetrice de curgere de 0,70 mL min™, la

temperatura camerei.
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Cap. Il.1. Studii de optimizare a separarii lichid-cromatografice pentru unele grupuri de
pesticide cu hidrofobicitati variate

REZULTATE S$I DISCUTII

Datorita valorilor ridicate ale logP (in domeniul 5 — 7), pesticidele organoclorurate luate in
studiu pot fi eluate intr-un timp de lucru rezonabil de pe coloanele cromatografice utilizate in
RP-HPLC cu conditia ca faza mobild s3 aibd o concentratie ridicati de modificator organic.
Pentru grupul de 5 pesticide organoclorurate format din metoxiclor, dursban, heptaclor, DDT
si aldrin, o serie de experimente de testare au aritat ci 80% metanol reprezintd varianta

optimi. Timpul necesar separdrii cromatografice a fost de aproximativ 27 minute (figura
I1.1.28).
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Fig. 11.1.28. Cromatograma separarii grupului format din pesticidele: metoxicior, dursban,
heptaclor, DDT si aldrin. F.M: 80% MeOH, 20% H,0, pH 3.

Nota: picul cromatografic de la t = 5,14 min apartine lindanului. Acest analit a fost introdus in
amestec doar pentru a verifica retentia, in conditiile cromatografice utilizate, a pesticidelor cu
valoarea medie a logP (pentru lindan — logP = 3,72 [4]).
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Cap. I1.2. Influenta unor parametri de lucru asupra eficientei etapei de pregatire a probei
din cadrul unei metode HPLC de identificare si cuantificare a unui set de 5 pesticide
organoclorurate din apa potabila

Capitol 11.2. Influenta unor parametri de lucru asupra eficientei

etapei de pregatire a probei din cadrul unei metode HPLC de

identificare si cuantificare a unui set de 5 pesticide organoclorurate

din apa potabila

I1.2.1. Optimizarea unor parametri de lucru din cadrul etapei de pregdtire a probei realizatd

prin extractie lichid-lichid [119]

Cele 5 pesticide organoclorurate studiate sunt cele prezentate in fig. [1.1.27.

MATERIALE $I METODE

Reactivi. vezi subcapitolul 11.1.5.

Solutii standard de pesticide organoclorurate — solutiile S1 si S3 au fost preparate prin

dizolvarea in clorurd de metilen si filtrarea pe filtre Millipore de 0,2 pm.

Solutia de lucru de apa bidistilatd suplimentatd cu standarde de pesticide (T1) — 1,0 mL

solutie standard S1 s-au pipetat in balon cotat cu volumul nominal V = 50 mL, s-a adaugat apa

bidistilatad pana la % din volumul balonului, s-a agitat aproximativ 15 min pe un aparat tip

vibrofix si s-a adus la semn.

Tabelul 11.2.1. Concentratiile in analitii studiati ale solutiilor de lucru

Denumire analit

Concentratii, in mg/L,

Concentratii, in mg/L,

Concentratii teoretice,

in solutia S1 in solutia S3 in mg/L, in solutia T1*
Metoxiclor 8,36 11,5 0,1672
Dursban 10,32 18,0 0,2064
Heptaclor 11,96 9,0 0,2392
DDT 10,20 13,0 0,2040
Aldrin 9,60 10,0 0,1920

* Notd — pentru solutia T1 au fost trecute valorile teoretice ale concentratiilor analitilor;

dovezile experimentale si datele de literaturd atestd faptul cd pentru metoxiclor, heptaclor,

DDT si aldrin concentratiile teoretice din solutie depédsesc limitele de solubilitate in api la

25°C.
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Cap. l1.2. Influenta unor parametri de lucru asupra eficientei etapei de pregéatire a probei
din cadrul unei metode HPLC de identificare si cuantificare a unui set de 5 pesticide
organoclorurate din apa potabila

Sistemul HPLC. Echipamentul HPLC a fost compus din urmitoarele module: pompa HPLC
modul tip /26 Beckman, detector UV modul tip /66 Beckman, ambele conectate la un
calculator tip IBM Pentium Il si controlate prin software-ul Gold™™ Nouveau. Detectia s-a
realizat la 220 nm. Probele au fost injectate cu un autosampler Prostar 430 Varian si controlat
cu software-ul dedicat Star Chromatography Workstation,ver. 5.50, Varian. Acelasi software
a fost utilizat pentru prelucrarea cromatogramelor.

Sistem de agitare tip ,,du-te - vino” Minitherm Shaker pentru extractia lichid-lichid a
probelor.

Rotavapor KRvr BUCHI 65/45.

Coloana HPLC. LiChrosorb RP18, 150 x 4,6 mm, d, 5 pm (VARIAN).

Fazele mobile. Au fost degazate si filtrate pe filtre de 0,2 pum inainte de utilizare. Fazele
mobile sunt solutii metanol/apa, tamponate la pH ~ 3 cu solutii de acid fosforic. Eluarea s-a
realizat izocratic la debitul de curgere 1 mL min™', la temperatura camerei.

Experimentele.

Experimentul 1. 50 mL solutie de lucru T1 au fost supusi la doué extractii, cu cate 25 mL
diclormetan, intr-un vas Erlenmeyer cu dop rodat de 200 mL, pe un sistem de agitare ,,du-te —
vino”, timp de 2 ore. Dupa fiecare extractie separarea fazelor s-a realizat intr-o pélnie de
separare. Cele doua extracte organice, notate cu F1 respectiv F2, au fost trecute intr-o capsula
de portelan §i evaporate pe baie de nisip pana la sec. Reziduul final, notat cu F, s-a reluat cu
1,5 - 2 mL acetonitril si s-a adus la semn la 2,0 mL.

Experimentul 2. S-au suplimentat 500 mL diclormetan cu 200 pL solutie standard S3 apoi s-
au trecut in balonul rotavaporului. S-a reglat temperatura biii de apa si vidul din sistem astfel
incat fierberea si nu fie violenti. S-a concentrat la sec, s-a reluat reziduul cu 3-4 mL
acetonitril, s-a reconcentrat pana la aproximativ 1 mL apoi s-a adus la semn la 1,0 mL.
Experimentul 3. S-au extras 1000 mL proba (api de retea colectati in incinta Institutului de
Séanatate Publicd Timisoara si suplimentatd cu 200 pL solutie S3) cu 500 mL diclormetan intr-
o pélnie de separare; operatia trebuie executati energic, timp de cel putin 1,5 ore, la
temperatura camerei. Extractul organic (dupd separarea celor doud faze) s-a evaporat in
rotavapor, la vid, pani la sec. in continuare s-a procedat similar experimentului 2.

Nota: toate extractele acetonitrilice au fost filtrate pe filtru PTFE 0,2 um dupi care s-au

injectat cate S0 uL 1n sistemul lichid-cromatografic.
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Cap. 11.2. Influenta unor parametri de lucru asupra eficientei etapei de pregatire a probei
din cadrul unei metode HPLC de identificare i cuantificare a unui set de 5 pesticide
organoclorurate din apa potabila

REZULTATE SI DISCUTI

Experimentul 1. S-a estimat, pentru fiecare etapd a procesului, procentajul de recuperare in
analitii de interes in raport cu cantitatea preluatdi din etapa precedentd. Verificarea
concentratiilor in analitii de interes in toate solutiile s-a efectuat prin injectii directe in sistemul
HPLC, in aceleasi conditii cromatografice. Datele obtinute sunt sintetizate in tabelele 11.2.2 si

11.2.3.

Tabelul 11.2.2. Cantitatile de analit din fiecare faza a prelucrarii probei

Denumire mg analitin 1 | mg analit in 50 | mg analit in 25 | mg analit in 25 | mg analit in 2
analit mL solutie S1 mL solutie T1 mL solutie F1 mL solutie F2 mL solutie F
Metoxiclor 8,857 3,55 2,675 Sid 1,618
Dursban 9,384 4,80 2,175 Sid 1,134
Heptaclor 8,451 1,75 0,825 Sid Sid
DDT 9,497 4,25 1,400 Sid 2,364
Aldrin 8,618 Sid Sid Sid Sid

Noti: Sld = sub limita de detectie la 220 nm si volum de injectie 50 pL.

Tabelul 11.2.3. Procentul de recuperare al analitilor pentru fiecare faza a prelucrarii probei

Recuperare (%), Recuperare (%) *, Recuperare (%),
Prepararea sol. T1 | Extractia L-L in 2 etape | Concentrarea extractului
Denumire organic pe baie de nisip Recuperare
analit globala (%)
S1 ™ F1. + F2 F
fmL > 5mL—>25mL 25mL — > 2mL
Metoxiclor 40,08 73,35 56,75 17,14
Dursban 51,15 45,31 52,14 12,08
Heptaclor 20,71 47,14 0 0
DDT 44,75 32,94 168,86 24,89
Aldrin 0 0 0 0

* Notd — s-a calculat randamentul pentru intreaga etapd de extractie L-L, cumulat pentru

ambele extractii, deoarece nu s-a detectat prezenta analitilor de interes in solutia F2.
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Cap. I1.2. Influenta unor parametri de lucru asupra eficientei etapei de pregatire a probei
din cadrul unei metode HPLC de identificare si cuantificare a unui set de 5 pesticide
organoclorurate din apa potabil3

Experimentul 2. in vederea estimarii eficienfei concentririi extractului organic prin evaporare
la vid, s-a determinat procentul de recuperare al analitilor din diclormetan suplimentat cu
cantitate cunoscutd de analifi. Tabelul 11.2.4 prezintd valorile acestor recuperdri iar figura
I1.2.1 prezintd cromatogramele obtinute pentru solutia standard S3 si extractul acetonitrilic

rezultat in urma concentrérii la rotavapor.

Tabel 11.2.4. Recuperarile atinse in urma evaporarii diclormetanului tn rotavapor.

) A, teoretica Aic practic (in solutia cu
Denumire Apic n sol.std. POC i Recuperare
i L (corespunzator volum final de 1 mL)
analit (vol. injectie 20 pL) o o (%)
inj. de 50 L) (vol. injectie 50 pL)
Metoxiclor 227549 113774 77878 68,45
Dursban 212678 106339 126479 118,94
Heptaclor 73347 36673 32653 89,04
DDT 318166 159083 177689 111,69
Aldrin 90307 45153 Integrare imposibila -

Se remarca faptul cd recuperarile atinse prin utilizarea rotavaporului pentru concentrarea
extractului organic sunt superioare celor obfinute in urma evaporirii pe baie de nisip la
presiune atmosfericd (vezi tabelul 11.2.3). Pentru metoxiclor s-a obtinut un % mai mic din
cauza interferentei cu o impuritate (coelutia partiald a picului de interes cu picul de
impuritate), fapt ce a condus la o valoare a ariei integrate de cétre software mai mica decét cea
reald; in cazul aldrinului a avut loc o dezechilibrare temporari a echilibrului sistemului faza-

stationara-faza mobila si, implicit, o destabilizare a liniei de baza.
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Cap. 11.2. Influenta unor parametri de lucru asupra eficientei etapei de pregatire a probei
din cadrul unei metode HPLC de identificare si cuantificare a unui set de 5 pesticide
organoclorurate din apa potabila
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Figura 11.2.1. Cromatogramele separarii grupului de pesticide metoxiclor, dursban, heptaclor,
DDT si aldrin din solutia standard S3 (panoul superior — volum injectie 20 pL) si a extractului
acetonitrilic rezultat in urma concentrarii la rotavapor a 500 mL diclormetan suplimentati cu
200 L solutie standard S3 (panoul inferior— volum injectie 50 pL). Faza mobila: 80% MeOH,
20% H20.

Concluzii partiale

< trebuie avut in vedere atunci cind se efectueazi experimente cu probe de api distilata
fortifiate (suplimentate) cu standarde de compusi puternic hidrofobi faptul ci solubilizarea
acestora reprezintd, in general, o problemi semnificativa, mai ales in cazul preparirii de
solutii de concentratii apropiate de limita de solubilitate a analifilor de interes. Acest tip de
solutii este necesar insd pentru a putea estima (pe baza detectiei in UV) concentratiile in
respectivii analiti inainte gi dupé etapa analitici monitorizatd. Prin urmare este necesar a se
stabili concentratia reala a analifilor de interes in solutia cu care se lucreazi.

¢ Este ciudat faptul ci, desi in urma primei faze a extractiei cu diclormetan s-au atins

randamente mici (< 50 %, cu exceptia metoxiclorului), a 2-a fazé de extractie nu a reusit si
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Cap. 11.2. Influenta unor parametri de lucru asupra eficientei etapei de pregitire a probei
din cadrul unei metode HPLC de identificare si cuantificare a unui set de 5 pesticide
organoclorurate din apa potabila

mai solubilizeze cantitdfi detectabile de analiti de interes (bineinteles, in limitele detectiei

la 220 nm si 50 pL volum de injectie).

L)

» In urma etapei de concentrare a extractului organic prin evaporarea solventului organic pe

baie de nisip se confirmd randamentele mici de recuperare a analifilor cu exceptia DDT

unde s-a inregistrat o deviatie pozitivd aberantd la integrarea suprafetei picului

cromatografic. Fenomenul se datoreazi probabil interferenfei cromatografice (coelutie) cu

o impuritate a cérei concentratie in solutie a crescut in urma evaporirii solventului organic,

ipoteza sustinuta si de forma picului cromatografic (platou in zona apexului).

Experimentul 3. S-a realizat estimarea unor parametri de performanta ai metodei (limita de

cuantificare §i bias-ul) pentru matricea ,,apd de baut”. Tabelul 11.2.5 prezintid valorile

recuperdrilor atinse in urma aplicérii protocolului de lucru utilizat in cadrul experimentului 3

pe o probd de apid de retea colectatd in incinta Institutului de Sanitate Publicd Timisoara

suplimentatd cu o cantitate cunoscutd de analiti de interes. Figura I1.2.2 prezintd

cromatogramele obtinute pentru solutia standard S3 si proba de apa de retea colectatd in

incinta Institutului de Sanatate Publici Timigoara suplimentatd cu o cantitate cunoscutd de

analiti de interes.

Tabelul 11.2.5. Recuperarile atinse in urma aplicarii metodei propuse pentru o proba de apa
de retea colectata in incinta Institutului de Sanatate Publicd Timigoara si suplimentata cu 200
WL solutie standard S3.

Denumire

Apic in sol.std. S3

Apic teoretica

Aic practic (in sol.
cu vol. final 1 mL)

Recuperare (%)

analit (vol. inj. 20 pL) (corespunzator inj. 50 pL) o
(vol. inj. 50 pL)
Metoxiclor 223004 111502 111542 100,03
Dursban 213072 106536 45762 42,95
Heptaclor 75540 37770 25350 67,12
DDT 315206 157603 139370 88,43
Aldrin 77501 38750 29484 76,09
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Cap. 11.2. Influenta unor parametri de lucru asupra eficientei etapei de pregatire a probei
din cadrul unei metode HPLC de identificare si cuantificare a unui set de 5 pesticide
organoclorurate din apa potabila
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Figura 11.2.2. Cromatogramele separarii grupului de pesticide metoxiclor, dursban, heptaclor,
DDT si aldrin din solutia standard. S3 (panoul superior— volum injectie 20 uL) si a probei de
apa de retea colectata in incinta Institutului de Sanatate Publicd Timigoara, suplimentata cu
200 uL solutie standard S3 (panoul inferior— volum injectie 50 pL). Faza mobilad: 80% MeOH,
20% H20.

Concluzii partiale
% Proba de api de retea colectati in incinta Institutului de Sanitate Publica Timigoara a
fost suplimentati cu 200 pL sol. S3 astfel incat concentratiile teoretice ale analitilor de
interes si se afld in domeniul 2,0 — 3,6 png/L si picurile cromatografice sa fie suficient
de puternice in raport cu “zgomotul” liniei de bazi. Observand faptul ci, pe deoparte,
ariile picurilor cromatografice vor putea fi inca integrate relativ corect si la valori mai
mici ale concentratiei analitilor de cel pufin 10 ori (in domeniul 0,20 - 0,36 pg/L) iar,
pe de alta parte, faptul cd volumul de injectic a fost de 50 pL (deci jumitate din

volumul buclei de injectare, 100 pL) si deci se poate dubla sensibilitatea detectiei prin
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Cap. 11.2. Influenta unor parametri de lucru asupra eficientei etapei de pregatire a probei
din cadrul unei metode HPLC de identificare si cuantificare a unui set de 5 pesticide
organoclorurate din apa potabila

dublarea volumului de injectie, se poate concluziona ci limita de cuantificare a
metodei este in zona 0,1 — 0,15 pg/L per analit (suficient pentru a corespunde

prevederilor legislatiei nationale) |2, 3].

Principalele dezavantaje ale metodei constau in volumul mare de solvent organic consumat, cu
toate consecintele aferente (cost ridicat, lucrul cu cantititi insemnate de solvent toxic) si
valorile prea mici ale recuperarilor (< 70%) pentru dursban si heptaclor. Avantajele cel mai
evidente constau insd in simplitatea metodei, absenta etapelor prea laborioase si posibilitatea
utilizdrii cromatografelor de lichide pentru determinarea pesticidelor organoclorurate in

laboratoarele care nu au in dotare cromatografe de gaze .

11.2.2. Testarea performantelor extractiei in fazd solida ca etapd de pregadtire a probei [120]

MATERIALE SI METODE

Reactivi. — vezi subcapitolul 11.1.5.

Solutii standard de pesticide organoclorurate — vezi subcapitolul 11.2.1.

Solutiile de lucru de apa bidistilata suplimentate cu standarde de pesticide:

Solutia A — 12,5 mL solutie standard S4 s-au pipetat in balon cotat de 1000 mL, s-a addugat
apa bidistilatd pani la % din volumul balonului, s-a agitat aproximativ 15 min pe un aparat tip
vibrofix si s-a adus la semn.

Solutia B — 1,0 mL solutie standard S4 s-au pipetat in balon cotat de 1000 mL, s-a addugat apa
bidistilatd pana la % din volumul balonului, s-a agitat aproximativ 15 min pe un aparat tip

vibrofix si s-a adus la semn.

Tabelul 11.2.6. Concentratiile in analitii studiati ale solutiilor de lucru

Denumire analit Concentratii, in mg/L, Concentratii, in mg/L, Concentratii, in mg/L,
in solutia S4 in solutia A in solutia B
Metoxiclor 1,672 0,0209 0,001672
Dursban 2,064 0,0258 0,002064
Heptaclor 2,392 0,0299 0,002392
DDT 2,040 0,0255 0,00204
Aldrin 1,920 0,0240 0,00192
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Cap. 11.2. Influenta unor parametri de lucru asupra eficientei etapei de pregatire a probei
din cadrul unei metode HPLC de identificare si cuantificare a unui set de 5 pesticide
organoclorurate din apa potabila

Sistemul HPLC. — vezi subcapitolul 11.2.1.

Fazele mobile. — vezi subcapitolul 11.2.1; debitul de lucru 0,7 mL-min~'.

Coloana HPLC. Tracer Extrasil ODS 2 (Teknokroma), 150 x 4mm, dpan 3 pm.

Cartugele SPE. Au fost utilizate mai multe tipuri si marci de cartuse pentru extractie in faza
solida: SPE ExtraSep C18, 100 mg, SEP-PAK WATERS, 360 mg, and SPE-ED Florisil, 500
mg. Conditionarea cartuselor, aplicarea probelor si elutia analitilor de interes s-a realizat in
conformitate cu recomandarile producétorilor.

Experimentele — toate au fost efectuate in triplicat. Prin urmare, valorile estimate ale
recuperarilor sunt valori medii.

Experimentul 1. A constat in trecerea a 200 mL solufie A peste un cartus SPE ExtraSep C18
100 mg. Aplicarea solutiei s-a facut plin aplicarea unui vid moderat care si asigure un debit de
trecere de aproximativ 6 mL/min. Elutia analifilor refinuti pe cartus s-a realizat cu 1,5 mL
acetonitril (trecuti fara aplicare de vid ci la debitul asigurat de forta gravitationald).
Experimentul 2. — similar cu experimentul 1, insd se trec 90 ml solutie A.

Experimentul 3. — similar cu experimentul 2, insi se foloseste un cartus SEP-PAK WATERS,
360 mg.

Experimentul 4. A constat in trecerea a 300 mL solutie B peste un cartus SPE ExtraSep C18
100 mg. Aplicarea solutiei s-a facut plin aplicarea unui vid moderat care si asigure un debit de
trecere de aproximativ 6 mL/min. Elutia analitilor refinufi pe cartus s-a realizat cu 1,5 mL
acetonitril (trecuti fara aplicare de vid, la debitul asigurat de forta gravitationala).
Experimentul 5. — similar cu experimentul 4, insi se foloseste un cartus SEP-PAK WATERS,
360 mg.

Experimentul 6. — similar cu experimentul 4, insa se foloseste un cartus SPE-ED Florisil, 500

mg.
REZULTATE SI DISCUTII
Experimentul 1. Factorul de concentrare atins a fost 133,33 (200/1,5). in tabelul 11.2.7 sunt

prezentate valorile recuperdrilor pentru cei 5 analifi de interes, estimate functie de

concentratiile teoretice si de cele experimentale.
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Cap. I1.2. Influenta unor parametri de lucru asupra eficientei etapei de pregéatire a probei

din cadrul unei metode HPLC de identificare si cuantificare a unui set de 5 pesticide
organoclorurate din apa potabila

Tabel 11.2.7. Recuperarile atinse pentru concentrarea de 133,33 ori a solutiei A pe cartusul

SPE ExtraSep C18, 100 mg.

Denumire Concentratii Concentratiile pe baza integrarii picurilor
. . Recuperare, %
analit teoretice, mg/L cromatografice, mg/L
Metoxiclor 2,787 2,102 75,43
Dursban 3,440 2,578 74,94
Heptaclor 3,987 3,150 79,01
DDT 3,400 2,458 72,29
Aldrin 3,200 2,145 67,03

Identificarea analitilor s-a ficut pe baza compararii timpilor de retentie cu cei observati in
cazul solutiilor amestec de standarde. Cuantificarea s-a realizat pe baza curbei de etalonare

construite prin injectarea solutiilor amestec de standarde, in seria dilutiilor successive (regresie

liniara, cu r* = 0,9992).

Figura 11.2.3 prezintd comparativ cromatogramele injectiilor solutiei standard de amestec de

pesticide organoclorurate (panoul superior) si a eluatului acetonitrilic de pe cartusul SPE

ExtraSep C18, 100 mg (panoul inferior).
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solutiei A (panoul inferior). Faza mobila: 80% metanol, 20% H20.
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Cap. I1.2. Influenta unor parametri de lucru asupra eficientei etapei de pregatire a probei
din cadrul unei metode HPLC de identificare si cuantificare a unui set de 5 pesticide
organoclorurate din apa potabila

Experimentul 2. Factorul de concentrare atins a fost 60 (90/1,5). S-a verificat astfel ipoteza ca
principala cauzi a recuperdrilor < 80% atinse in experimentul | s-ar datora supraincarcarii
cartusului SPE cu analitii studiati. in tabelul 11.2.8 sunt prezentate valorile recuperarilor pentru

cei S analiti de interes, estimate functie de concentratiile teoretice si de cele experimentale.

Tabel 11.2.8. Recuperarile atinse pentru concentrarea de 60 ori a solutiei A pe cartugul
ExtraSep C18, 100 mg.

Denumire Concentratii Concentratiile pe baza integrarii picurilor
Recuperare, %
analit teoretice, mg/L cromatografice, mg/L
Metoxiclor 1,254 0,987 78,71
Dursban 1,548 1,121 72,42
Heptaclor 1,794 1,452 80,94
DDT 1,630 1,100 72,37
Aldrin 1,440 1,045 72,57

Experimentul 3. Factorul de concentrare atins a fost 60 (90/1,5). S-a verificat astfel influenta
caracteristicilor de adsorbtie specifice altui tip de cartus SPE, continand tot umplutura solida
C18 dar produs de altd firmi, si anume Sep-Pak, 360 mg (Waters). in tabelul 11.2.9 sunt
prezentate valorile recuperdrilor pentru cei S analitfi de interes, estimate functie de

concentratiile teoretice si de cele experimentale.

Tabel 11.2.9. Recuperarile atinse pentru concentrarea de 60 ori a solutiei A pe cartusul Sep-
Pak, 360 mg (Waters).

Denumire Concentratii Concentratiile pe baza integrarii picurilor
) ] Recuperare, %
analit teoretice, mg/L cromatografice, mg/L
Metoxiclor 1,254 1,045 83,33
Dursban 1,548 1,145 72,94
Heptaclor 1,794 1,354 75,47
DDT 1,530 1,125 74,01
Aldrin 1,440 1,102 76,53

Figura 11.2.4 prezintd comparativ alura cromatogramelor extractelor acetonitrilice rezultate in
urma aplicarii tehnicii SPE pe cele doua tipuri de cartuse. in ambele cazuri, factorul de

concentrare atins a fost 60.
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Cap. I1.2. Influenta unor parametri de lucru asupra eficientei etapei de pregétire a probei
din cadrul unei metode HPLC de identificare si cuantificare a unui set de 5 pesticide
organoclorurate din apa potabil3
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Figura 11.2.4. Cromatogramele eluatului acetonitrilic de pe cartusul SPE ExtraSep C18, 100
mg (panoul superior) si a celui de pe cartusul Sep-Pak Waters, 360 mg (panoul inferior).
Factorul de concentrare atins a fost 60 in ambele cazuri. Conditiile si parametri separarilor

cromatografice sunt aceeasi cu cei din figura 11.2.3.

Experimentele 4 si 5. Factorul de concentrare atins a fost 200 (300/1,5). S-a testat influenta
concentratiei analitilor de interes in proba apoasa aplicata peste cartusul SPE. Astfel, solutia B
a fost cu un ordin de miarime (mai exact de 12,5 ori) mai diluati in analiti decat solutia A. in
tabelul 11.2.10 si I1.2.11 sunt prezentate valorile recuperdrilor pentru cei 5 analifi de interes,
estimate functie de concentratiile teoretice si de cele experimentale, pentru ambele tipuri de

cartuse C18 luate in studiu.
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Cap. I1.2. Influenta unor parametri de lucru asupra eficientei etapei de pregatire a probei
din cadrul unei metode HPLC de identificare si cuantificare a unui set de 5 pesticide
organoclorurate din apa potabil&

Tabel 11.2.10. Recuperarile atinse pentru concentrarea de 200 ori a solutiei B pe cartusul

ExtraSep C18, 100 mg.

Denumire Concentratii Concentratiile pe baza integrarii picurilor
. . Recuperare, %

analit teoretice, mg/L cromatografice, mg/L

Metoxiclor 0,334 0,346 103,59

Dursban 0,413 0,475 115,01

Heptaclor 0,478 0,316 66,11
DDT 0,408 0,349 85,54
Aldrin 0,384 0,231 60,16

Tabel 11.2.11. Recuperarile atinse pentru concentrarea de 200 ori a solutiei B pe cartusul Sep-

Pak, 360 mg (Waters).

Denumire Concentratii Concentratiile pe baza integrarii picurilor
Recuperare, %
analit teoretice, mg/L cromatografice, mg/L
Metoxiclor 0,334 0,318 95,21
Dursban 0,413 0,434 105,08
Heptaclor 0,478 0,358 74,89
DDT 0,408 0,351 86,03
Aldrin 0,384 0,303 78,91

in ceea ce priveste repetabilitatea experimentelor, dispersia rezultatelor este mai mare in cazul
solutiei B comparativ cu rezultatele inregistrate pentru solutia mai concentrata A. Astfel,
pentru experimentele cu solutia A valorile deviatiei standard relative nu au depasit 10% pentru

nici unul din analiti in timp ce pentru solutia B s-au inregistrat dispersii mai mari, in jurul lui

20%, chiar mai ridicate in cazul heptaclorului ~ 25%.

Experimentul 6. Factorul de concentrare atins a fost 200 (300/1,5). S-a testat influenta naturii
materialului adosrbant al cartusului SPE asupra recuperarii analitilor de interes. Astfel, s-a
aplicat solutia B peste un cartus umplut cu un material cu caracter polar, Florisilul (suport pe
baza de silicat de magneziu). Tabelul 11.2.12 prezintd valorile recuperérilor pentru cei S analiti

de interes iar figura [1.2.5. cromatogramele solutiei standard de amestec de pesticide

organoclorurate respectiv a eluatului acetonitrilic de pe cartusul SPE-ED Florisil, 500 mg.
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Cap. I1.2. Influenta unor parametri de lucru asupra eficientei etapei de pregatire a probei
din cadrul unei metode HPLC de identificare si cuantificare a unui set de 5 pesticide
organoclorurate din apa potabila

Tabel 11.2.12. Recuperarile atinse pentru concentrarea de 200 ori a solutiei B pe cartusul
SPE-ED Florisil, 500 mg.

Denumire Concentratii Concentratiile pe baza integrarii picurilor
. Recuperare, %
analit teoretice, mg/L cromatografice, mg/L
Metoxiclor 0,334 0,134 40,12
Dursban 0,413 0,417 100,97
Heptaclor 0,478 - -
DDT 0,408 0,057 13,97
Aldrin 0,384 0,115 29,95
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Figura 11.2.5. Cromatogramele solutiei amestec de standarde (panoul superior) si a eluatului
acetonitrilic de pe cartusul SPE-ED Florisil, 500 mg, dupa concentrarea de 200 ori a solutiei B
(panoul inferior). Conditiile si parametrii separarilor cromatografice sunt aceeasi cu cei din

figura 11.2.3.
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Cap. 11.3. Stabilirea limitarilor de natura instrumentala in utilizarea interfetei ,electrospray
ionization” i a trapei ionice quadrupolice la analiza LC-ESI-MS a alchilfenolilor

Capitol I1.3. Stabilirea limitarilor de natura instrumentala in utilizarea
interfetei ,,electrospray ionization” si a trapei ionice quadrupolice la
analiza LC-ESI-MS a alchilfenolilor * [121]

Structurile chimice ale celor 4 compusi alchilfenolici studiati sunt prezentate in fig. [1.3.1.

HO U ..... L m
bis-fenol A (BPA) 4-tert-butilfenol (TBP)
HO@V\W HOM
4-octilfenol (OP) 4-nonilfenol (NP)

Figura 11.3.1. Derivatii alchilfenolici analizati prin LC-ESI-MS.

MATERIALE $S1 METODE

Reactivi. Standardele de bis-fenol A (BPA), 4-ter-butilfenol (TBP), 4-octilfenol (OP) si 4-
nonilfenol (NP) (amestec de izomeri de puritate tehnicd in cazul nonilfenolului) au fost
produse Sigma-Aldrich. Metanolul de puritate “HPLC gradient type” a fost procurat de la
firma Merck iar apa pentru cromatografie a fost purificatd pe un sistem Milli-Q system

(Millipore, Bedford (MA), USA) pani la o valoare a conductivitatii de 18 MQ cm™.

* Experimentele au fost desfagurate in laboratoarele Institutului de Cercetéri asupra Apei din Brugherio
(Milano), in cadrul unei burse de cercetare ofenite de NATO si Consiliul National al Cercetarii din Italia,
pe perioada iulie — decembrie 2004.
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Cap. 11.3. Stabilirea limitarilor de natura instrumentala in utilizarea interfetei ,electrospray
ionization” si a trapei ionice quadrupolice la analiza LC-ESI-MS a alchilfenolilor

Solutii stoc de standarde de alchilfenoli. Pentru fiecare analit a fost preparatd o solutie stoc
individuala de concentratic 1000 mg L' prin dizolvarea in metanol, la balon cotat, a
cantitatilor corespunzitoare de compus solid. Solutiile de lucru de standarde individuale
precum si cele de amestecuri au fost obfinute prin dilutii succesive cu metanol a solutiilor stoc,
in domeniul de concentratii 0,1-10,0 pg mL™".

Sistemul HPLC. Finnigan Surveyor LC System; configuratia: modulul pentru rezervoarele de
solventi Solvent Platform, modulul cuaternar de pompe Finnigan Surveyor LC Pump (cu
degazor incorporat), modulul de injectie automata Finnigan Surveyor Autosampler (echipat cu
incintd termostabild pentru coloana cromatograficd). Detectia s-a realizat cu ajutorul
detectorului de masi cu trapa ionicd Finnigan LCQ Deca XP MAX (ThermoFinnigan), echipat
cu dispozitivul Finnigan Ion Max universal source drept interfata (tridimensional reglabila)
intre sistemul HPLC si detectorul de mas3. Volumul de injectie a fost de 10 pl.; temperatura
de lucru a coloanei cromatografice a fost mentinuti constant la 30°C.

Coloana HPLC. Luna Phenyl-Hexyl, 259 x 2.0 mm, d, 5 um, diametrul porilor 100 A.

Fazele mobile. Debitul de curgere a fazei mobile 0,2 mL min™'; elutiile au fost conduse in
regim izocratic, cu faze mobile binare metanol-apa 80: 20 (v/v).

Experimentele ESI-MS/MS.

S-au utilizat solutii standard de concentratii in zona 10 mg L™'; ele au fost introduse direct in
interfata AP1 (“atmospheric pressure ionization™) fara a mai parcurge sistemul HPLC, prin
intermediul unei seringi automate. S-a utilizat modul de lucru in ionizare negativa in ideea
realizarii unei ioniziri mai facile a analifilor de interes (prezenta grupei fenolice in structura
acestora). Au fost testate ambele tipuri de interfete AP, ESI (,,electrospray ionization”) si
APCI (,,atmospheric pressure chemical ionization™).

Parametri instrumentali de utilizare a interfetei ESI comuni tuturor experimentelor: debitul gazului
“cortind” = 36; pozitia spatiala — X = 0, Y = 0,25 + 0; potentialul sursei de ionizare 4,5 kV; modul de
ionizare: negativ.

Parametri de scanare comuni tuturor experimentelor a. — d.: AGC = ON: numairul de microscaniri = 2;
timpul de maxim de injectie al ionilor in trapa ionici = 400 msec.

Parametri instrumentali comuni tuturor experimentelor MS/MS: temperatura capilarului = 250°C;

timpul de activare = 30 msec; fragmentarea in interiorul sursei = OFF (dezactivat).
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Cap. I1.3. Stabilirea limitarilor de natura instrumentala in utilizarea interfetei ,electrospray
ionization™ si a trapei ionice quadrupolice la analiza LC-ESI-MS a alchilfenolilor

REZULTATE SI DISCUTI1

Valorile logP ale celor 4 compusi alchilfenolici studiati sunt, conform algoritmului de estimare
Daylight CLOGP [122]:

= TBP-3,31
= BPA-332
= OP-5,68
= NP-6,21.

Conform acestor valori, este de asteptat ca, in conditiile utilizirii unei faze mobile cu mult
modificator organic (pentru scurtarea timpului trecerii cromatografice), perechile TBP-BPA
respectiv OP-NP si coelueze partial sau chiar total. Utilizarea spectrometrului de masa va

conduce insi la rezolvarea semnalelor analitilor de interes.

1. Spectrele MS/MS

Modurile de scanare disponibile pentru detectorul de masé cu trapa ionica sunt: ,full MS” —
achizitia spectrului MS pe un domeniu m/z; ,single ion monitoring” (SIM) — achizitia
semnalului unui singur fragment ionic; ,,MS/MS” - achizitia spectrului MS/MS al unui anume
fragment ionic, pe un domeniu definit m/z; ,selected reaction monitoring” (SRM) - achizitia
semnalelor unor fragmente ionice din cadrul spectrelor MS".

Rezultatele preliminare au demonstrat cd sensibilitatea atinsd pentru varianta ESI este
superioari celei atinse cu APCI, pentru toti analitii. Se confirma astfel ca varianta ESI este o
tehnicid de ionizare mai putin brutald, mai putin distructivd (descompuneri mai reduse ale
ionului molecular) si ca este mai indicati pentru ionizarea compusilor polari.

in tabelul 11.3.1 sunt prezentate valorile m/z ale ionilor precursori, asa-zisii “parinti”, si ale
principalilor ioni produsi, aga-zisele “fiice”, obtinute experimental in cadrul spectrelor MS/MS
pentru analifii studiati. In general, spectrele MS/MS ofera avantajul unei inalte selectivitati, in

- s

conditiile unui sensibilitati rezonabile si a unui zgomot redus.
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Cap. 11.3. Stabilirea limitarilor de natura instrumentala in utilizarea interfetei ,electrospray
ionization” si a trapei ionice quadrupolice la analiza LC-ESI-MS a alchilfenolilor

Tabel 11.3.1. Valorile m/z ale ionilor precursori si ale principalilor ioni produsi in cadrul

spectrelor MS/MS pentru analitii studiati.

Compusul lon precursor, loni produsi, intervalul de scanare MS-MS,
m/z m/z m/z
BPA 227 133; 211 60 - 300
TBP 149 133 50 -210
oP 205 133 100 - 200
NP 219 133; 147; 161; 175, 189 100 - 300

in figurile 11.3.2, 11.3.3 si I1.3.4 sunt prezentate spectrele MS/MS achizitionate pentru solutiile
standard individuale de NP, TBP respectiv BPA.

MS-MS ESINP ¢= 10,296 ppm_3#27 RT: 040 AV: 1 NL 156E5
T:-cESIFullms2 219.00@40 00 [ 105.00-300 00)

19.
100 1331 219.0
g5
90
85
Nr. of microscans = 3
80 Meaodmum ingection time = 400 ms
Isolation width = 2
75 Activation @ = 0,450
Activation time = 30 msec
70 Source fragmertation - Oft
65
2 80
=
(1]
e 55
=1
g 50 1471
2
E 45
[
o 40
35
30
25
20 161.1
15
10
1761 189.1
11?.1 1451 | 1604|1631 | 187.7 203.0 220.3 2355
L} T T T T T T T Ll T 7 T T T T T T T T + T T T T T T T T T L T T L L T T 1
120 140 160 180 200 220 260 280 300

Fig. 11.3.2. Spectrul MS/MS pentru solutia standard de 4-nonilfenol, ¢ = 10,30 mg L.
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Cap. 11.3. Stabilirea limitarilor de natura instrumentala in utilizarea interfetei ,electrospray
ionization” i a trapei ionice quadrupolice la analiza LC-ESI-MS a alchilfenolilor

MS-MS ESE TBFP ¢= 9,364 ppm_1#22 RT. 060 AV 1 NL 501F4
T -cESIFullms2 143 00&40 00 [ 50 00-210 00)

100
85
[0
85

1330

80 Nr. of microscans = 3
Maxirmum ingection time = 400 ¢

75 isaolation width = 2

70 Activation Q = 0.250

Activetion time = 30 msec

65 Source fragmentation = Off
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Fig. 11.3.3. Spectrul MS/MS pentru solutia standard de 4-tert-butilfenol, c= 9,964 mg L.

MS-MS ESIBPA c= 9,996 ppm_2#40 RT: 054 AV: 1 NL 1.47Eb
T:-cESIFullms2 227 00@356.00 [ 60.00-300 00}
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Fig. 11.3.4. Spectrul MS/MS pentru solutia standard de bis-fenol A, ¢ = 9,996 mg L.
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Cap. 11.3. Stabilirea limitarilor de natura instrumentala in utilizarea interfetei ,electrospray
ionization” i a trapei ionice quadrupolice la analiza LC-ESI-MS a alchilfenolilor

2. Optimizarea parametrilor de lucru ai interfetei ESI si ai detectorului cu trapd ionica

In scopul cresterii cAt mai mult a sensibilititii intregii metode analitice, s-a stabilit un set de
experimente menite a optimiza valorile diversilor parametri de lucru ai detectorului cu trapa
ionica. Softul specializat ce manageriazd functionarea acestuia, Xcalibur, oferd posibilitatea
setirii fie automate, de cétre algoritmii incorporati, fie manuale, de citre operator, a majorititii
parametrilor de lucru, cum ar fi: debitul gazului “cortind” (“sheath gas”), potentialul de
ionizare al ESI, temperatura tubului capilar, potentialele diferitelor componente ale sistemului
de ghidare al ionilor citre trapa (“ion optics”). in general, cea mai buni abordare consti in a
lasa algoritmul softului sd stabileasca conditiile de lucru optime, asa-zisul fisier de reglare
(“tune”). Experimentele preliminare si examinarea solutiilor constructive ale detectorului cu
trapa ionicd alese de firma producitoare (ThermoFinnigan) ne-au determinat sd examindm
influenta pe care o pot avea i alti parametri asupra intensititii semnalului achizitionat. Astfel,
au fost desfagurate o serie de test care si releve influenta pe care o au:

Debitul de gaz auxiliar
b. Pozitia spatiala a capitului tubului metalic de sprayere al interfetei ESI
c. Numirul evenimentelor de scanare (“scan events”) dintr-un segment al metodei de

instrument

d. Tipul campului de radiofrecventa aplicat (“waveform type™)
e. Tipul de control (automat sau manual) a cantititii de ioni din interiorul trapei ionice
Experimentele au fost desfasurate cu o solutie de amestec a celor patru analiti, la un nivel de
concentratie de 0,5 mg L' pentru fiecare din ei. Injectiile au fost efectuate de citre modulul de

injectie automata, analitii parcurgind sistemul cromatografic.

a. Influenta debitului de gaz auxiiias

S-au executat injectii, in triplicat, pentru doui valori ale debitului gazului auxiliar (azot): “40”

si “10”. Tabelul I1.3.2. prezinti influenta debitului gazului auxiliar asupra semnalului.
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Cap. I1.3. Stabilirea limitarilor de natura instrumentala in utilizarea interfetei ,electrospray
ionization” i a trapei ionice quadrupolice la analiza LC-ESI-MS a alchilfenolilor

Tabel 11.3.2. Influenta debitului gazului auxiliar asupra semnalului, exprimat ca mediile
aritmetice pentru 3 injectii ale ariei picului cromatografic respectiv raportului semnal/zgomot.

A (n=3) S/IN (n = 3)
Analit Filtrul de scanare utilizat Debit gaz auxiliar Debit gaz auxiliar
40 10 40 10
ESI SRM MS2 227@40 (131.50-134.50,
BPA 3603 813 | 2561 284 507 449
209.50-212.50)
TBP ESI SRM MS2 149@40 (131.50-134.50) 118 476 56 450 93 74
OoP ESI full MS2 205@40 (100-200) 542 879 393 394 1 5
NP ESI full MS2 219.20@40 (100-210) 577 551 266 486 47 17
ESI SRM MS2 219.20@40 (159.60-
NP 42 061 21 605 47 34
162.60, 173.50-176.50)

Nota: Unitatea de masura a debitului de gaz e una adimensionald, pe o scald conventional
aleasa de producitorul echipamentului; n = numadrul injectiilor.
Conditii experimentale specifice: pozitia spatiala a interfetei ESI — Z = D; AGC = ON;

forma campului de radiofrecventa = tip 1.

Se poate observa usor faptul ca sporirea debitului de gaz auxiliar a condus la intensificarea
semnalului. Binenteles, acest comportament trebuie corelat cu alti parametri cum ar fi debitul
gazului “cortind” §i pozitia spatiala a capatului tubului metalic de sprayere al interfetei ESI.
Debitul nu poate fi crescut nelimitat datoritd comportamentului dinamic al jetului de gaz in

imediata apropiere a capatului tubului capilar de admisie in interiorul spectrometrului de masa.

b. Influenta pozitiei spatiale a capadtului tubului metalic de sprayere al interfetei ESI

S-au executat injectii, in triplicat, pentru doua pozitii spatiale ale interfetei ESI pe directia
axiald Z: Z=“D” and Z="C”. Tabelul 11.3.3. prezintd influenta pozitiei spatiale a capitului

tubului metalic de sprayere al interfetei ESI asupra semnalului.
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Cap. 11.3. Stabilirea limitarilor de natura instrumentald in utilizarea interfetei ,electrospray
ionization” i a trapei ionice quadrupolice la analiza LC-ESI-MS a alchilfenolilor

Tabel 11.3.3. Influenta pozitiei spatiale a capatului tubului metalic de sprayere al interfetei ESI
asupra semnalului, exprimat ca medile aritmetice pentru 3 injectii ale ariei picului
cromatografic respectiv raportului semnal/zgomot.

) ) N Agc(n=3) S/N(n=3)
Analit Filtrul de scanare utilizat
Z=D Z=C Z=D Z=C
ESI SRM MS2 227@40 (131.50-134.50,

BPA 13606 581 | 2263 013 1092 347

209.50-212.50)

TBP ESI SRM MS2 149@40 (131.50-134.50) 748 506 79 171 204 69
OP ESI full MS2 205@40 (100-200) 1 486 045 446 495 16 7
NP ES! full MS2 219.20@40 (100-210) 3318676 244 188 21

ESI SRM MS2 219.20@40 (159.60-
NP 409 073 19136 121 38
162.60, 173.50-176.50)

Nota — X, Y, Z sunt coordonate conventional alese pe baza design-ului instrumental al
echipamentului.

Conditii experimentale specifice: debitul gazului “cortind” = 33; debitul gazului auxiliar =

12,85; AGC = ON; forma campului de radiofrecventa = tip 1.

Valoarea “D” pe directia axei Z conduce la o imbunatitire semnificativd a semnalului, pentru
toti analitii, in raport cu valoarea “C”. Si in acest caz trebuie {inut cont de corelatia intrinseca
intre pozitia spatiald a capatului tubului metalic de sprayere al interfetei ESI, pe de o parte, si

debitele celor doui gaze si potentialul electric al interfetei ESI, de cealalti parte.

c. Influenta numdrului de evenimente de scanare (“scan events”) dintr-un segment al

metodei de instrument

Pentru a reusi identifcarea §i cuantificarea mai multor analiti posedand caracteristici
cromatografice asemanatoare (coelutie partiala sau totald) cu ajutorul spectrometrului de masi,
trebuie folosite mai multe evenimente de scanare in cadrul aceluiasi segment al metodei de

instrument. Ideal, e de dorit includerea cit mai multor astfel de evenimente, de diferite tipuri
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Cap. 11.3. Stabilirea limitarilor de natura instrumentala in utilizarea interfetei ,electrospray
ionization” i a trapei ionice quadrupolice la analiza LC-ESI-MS a alchilfenolilor

(SIM, MS/MS, SRM), pentru a detecta potentiali izomeri ai analifilor de interes si/sau
interferenti ai matricei. Din pécate, datoritd caracterului “tandem in timp” al achizitiei
spectrelor MS/MS specific trapei ionice, este de asteptat ca sporirea numarului de evenimente
de scanare sd conducd la scadere intensitdfii semnalului pentru fiecare din acestea. S-au
efectuat 2 injectii ale aceleasi solutii standard de amestec de analiti, la nivelul de concentratie
0,5 mg L', pentru una din ele folosindu-se, pentru achizitia datelor corespunzitoare analitilor
de interes BPA si TBP, o metoda de instrument cu 6 evenimente de scanare in acelasi segment
(3 SIM + 3 SRM) in timp ce pentru cealaltd s-au inclus doar 3 evenimente de scanare (3
SRM). Doui dintre evenimente (1 SIM + 1 SRM) pentru prima injectie respectiv unul (1
SRM) pentru cea de-a doua injectie au fost dedicate evidentierii potentialei prezente a
interferentului nonilfenoletoxicarboxilat (NPEC, M = 278). S-a putut constata ca aria picurilor
cromatografice pentru analifii urmarifi a fost semnificativ mai mica (aproximativ de 4,5 ori
pentru BPA respectiv 2,5 ori pentru TBP pentru modul de scanare SRM) in cazul primei
injectii, cea cu 6 evenimente de scanare in metoda de instrument, decéat in cazul injectiei a 2-a.
Similar, pentru analitii OP si NP s-a observat scaderea semnalului (aproximativ de 6,5 ori
pentru OP respectiv 13 ori pentru NP pentru modul full MS?) in cazul injectiei cu 6
evenimente de scanare in metoda de instrument in raport cu injectia cu 4 astfel de evenimente.
Conditiile experimentale specifice au fost: pozifia spatiald a interfetei ESI — Z = D; debitul
gazului “cortind” = 33; debitul gazului auxiliar = 12,85; AGC = ON; forma campului de

radiofrecventa = tip 1.

Figurile 11.3.5 si 11.3.6 prezintd, ca exemplu, cromatogramele inregistrate pentru ambele

injectii in cazul analitilor BPA si TBP.
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Cap. 11.3. Stabilirea limitarilor de natura instrumentala in utilizarea interfetei ,electrospray
ionization” si a trapei ionice quadrupolice la analiza LC-ESI-MS a alchilfenolilor
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Fig. 11.3.5. Cromatogramele achizitiei cu 6 evenimente de scanare in segmentul | al metodei
de instrument. De sus in jos: interferentul NPEC — cromatogramele nr. 1 (SRM) si 4 (SIM);
bis-fenol A (BPA) — cromatogramele nr. 2 (SRM) si 5 (SIM); 4-tert-butiffenol (TBP) -
cromatogramele nr. 3 (SRM) si 6 (SIM).
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Fig. 11.3.6. Cromatogramele achizitiei cu 3 evenimente de scanare in segmentul | al metodei
de instrument. De sus in jos: cromatogramele SRM ale NPEC, BPA si TBP.
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Cap. 11.3. Stabilirea limitarilor de natura instrumentala in utilizarea interfetei ,electrospray
ionization” si a trapei ionice quadrupolice la analiza LC-ESI-MS a alchilfenolilor

d. Influenta tipului campului de radiofrecventa aplicat (‘waveform type ")

Spectrometrul de masa cu trapa ionicd oferd posibilitatea de a restrictiona selectiv accesul
ionilor nedoriti astfel incat incinta sa fie disponibila pentru acumularea citor mai multi ioni
tintd. Fizic, fenomenul se realizeaza prin alegerea tipului cdmpului de radiofrecventa aplicat
trapei. Tipul 1 permite aplicarea unui filtru ingust la injectia ionilor in trapa. Fragmentele
ionice cu valori m/z mai mici si mai mari decat valoarea (sau domeniul de valort) setatd de
operator sunt respingi. Acest tip de optiune este utild in special in cazul in care trapa are
tendinta de a se umple excesiv cu ioni cu valori m/z mai mari decat valoarea sau domeniul de
valori de interes. Tipul 2 permite operatorului si aplice un filtru larg al injectiei ionilor in
trapa. Astfel, ionii cu valori m/z mai mici cu 50 unitéti decit valoarea (sau domeniul de valori)
setata sunt respingi. Cea mai mare valoare m/z care poate fi eliminati din trapa folosind tipul 2
al campului de radiofrecventi este 350. Aceastd varianti de lucru este in special utild atunci
cand trapa ionicd se umple excesiv cu fragmente ionice provenind din solvent.

S-au efectuat, in triplicat, injectiii ale aceleasi solutii standard de amestec de analifi, la nivelul
de concentratiec 0,5 mg L', pentru toate cele 3 variante posibile ale cimpului de
radiofrecventa: tipul 1, tipul 2 si OFF. S-a constatat ca:

» pentru analitul BPA, tipul OFF (neaplicarea nici unui tip de filtru) a favorizat acumularea
ionilor tintd in raport cu tipul 1. Prin urmare, intensitatea semnalului (aria picului
cromatografic) a fost de aproximativ 1,7 ori mai mare pentru modul de scanare SRM.

s  Pentru analitii 7BP si OP, tipul OFF a condus practic la rezultate similare cu cele
obtinute in cazul tipului 1 (modul de scanare SRM pentru TBP respectiv full MS? pentru
OP).

= pentru analitul NP, tipul 1 a condus la intensificiri substantiale ale semnalului in raport
cu tipul OFF, in special pentru modul de scanare SRM (crestere de aproximativ 17,7
ori); pentru full MS? cresterea a fost de aproximativ 3,3 ori.

Tipul 2 a condus la rezultate extrem de dispersate, uneori cu disparifia aproape totala a
semnalului, pentru toti cei 4 analiti.

Conditiile experimentale specifice au fost: pozitia spatiald a interfetei ESI — Z = D; debitul
gazului “cortind” = 33; debitul gazului auxiliar = 12,85; AGC = ON.
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Cap. 11.3. Stabilirea limitarilor de natura instrumentala in utilizarea interfetei ,electrospray
ionization” si a trapei ionice quadrupolice la analiza LC-ESI-MS a alchilfenolilor

e. Influenta tipului de control (automat sau manual) a cantitdtii de ioni din interiorul
trapei ionice

Tinand cont de modul de functionare al spectrometrului de masi cu trapa ionica, devine lesne
de inteles de ce cantitatea de ioni acumulata in interiorul trapei reprezintd un parametru critic
in ceea ce priveste sensibilitatea unei potentiale metode analitice. Fenomenul major care apare
si influenteazd in mod negativ intregul process (prin deplasiri in spectru si largiri ale
semnalelor spectrale) este reprezentat de incarcarea electrica spatiala (“space charging”).

Detectorul de masa Finnigan LCQ Deca XP MAX poseda o facilitate numita “automatic gain
control” (AGC). Aceasti subrutind a software-ului seteazd optim timpul de injectie al ionilor
in trapa astfel incat cantitatea de ioni din timpul fiecdrei microscandri ce face parte dintr-o
secventd de scanare sa fie optima. Facilitatea poate fi activatd sau dezactivati (ON/OFF).
Atunci cand functia AGC este activa, singurul parametru (in ceea ce priveste cantitatea de ioni
ce patrunde in trapa) pe care il seteazi operatorul este valoarea maxim admisibild a numarului
total de ioni. Atunci cand facilitatea AGC este dezactivati, operatorul controleazi cantitatea de

ioni din trapa prin intermediul setdrii valorii timpului de injectie.

Tabel 11.3.4. Intensitatile semnalului, exprimat ca mediile aritmetice pentru 3 injectii ale ariei
picului cromatografic, pentru diverse seturi ale parametrilor de scanare (AGC = OFF).

Parametrii de scanare Agic (n=3 inj)
“ESISRM Z
Timpul de - ESI SRM - ESI SRM ESI full MS
o Numar | 227@40 (131.50-
injectie a . 149@40 205@40 219.20@40
de micro 134.50, 209.50-
ionilor, ] (131.50-134.50) | (131.50-134.50) (100-200)
scanari 212.50)
(msec) (TBP) (OP) (NP)
(BPA)
200 4 43 617 747 3 166 740 - -
400 4 64 341 897 2774 862 - -
400 2 60 133 520 1 963 364 - -
200 1 - - 2498 535 -
600 1 - - 24 884 -
3000 1 - - - 257 660 236
1500 1 - - - 104 216 248
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Cap. I1.3. Stabilirea limitarilor de natura instrumentala in utilizarea interfetei ,electrospray
ionization” si a trapei ionice quadrupolice la analiza LC-ESI-MS a aichilfenolilor

S-au efectuat, in triplicat, injectii ale solutiei standard de amestec de analiti, la nivelul de
concentratie 0,5 mg L™, pentru a estima magnitudinea modifcarii intensitatii semanlului atunci
cand facilitatea AGC este dezactivati. Tabelul 11.3.4 prezinti sintetic datele inregistrate pentru
diverse seturi ale parametrilor de scanare.

Conditile experimentale specifice: pozitia spatiala a interfetei ESI — Z = D; debitul gazului

“cortina” = 33; debitul gazului auxiliar = 12,85; forma cimpului de radiofrecventd = tip 1.

Prin compararea rezultatelor din tabelele 11.3.3 (AGC = ON) si 11.3.4 (AGC = OFF) se poate
lesne constata ca intensitatea semnalului creste cu cel putin un ordin de marime, in special in
cazul analitilor BPA si NP. Din picate, fenomenele mai sus mentionate de incarcare electrica
spatiald, desi nu afecteazid semnificativ repetabilitatea rezultatelor, altereazid dramatic

reproductibilitatea acestora intre zilele de lucru.
3. Domeniile de liniaritate ale curbelor de etalonare

Urmatorul pas in dezvoltarea metodei analitice ar trebui sa il constituie construirea curbelor de
etalonare pentru analitii de interes. Ideal, curbele ar trebui si aibd un domeniu liniar (cel care
se poate folosi efectiv pentru cuantificare) de aproximativ 3-4 ordine de marime. Diversele
studii experimentale au aratat ca deviatiile de la liniaritate datorate saturarii raspunsului apar,
in zona superioari a curbelor, in jurul valorii de 10 M [31]. Din picate, in cazul compusilor
cu proprietiti tensioactive fenomenul pare extrem de pronuntat. Analitii luati in studiu poseda
si ei proprietiti active de suprafata astfel ca ne-am asteptat s intdmpindm un comportament de
tipul celui prezentat.

in figurile 11.3.7, 11.3.8 si 11.3.9 sunt prezentate curbele de etalonare obtinute pentru analitii
NP, BPA si TBP, pe domeniul de concentratii 0,5 — 10 mg L. in legendele figurilor sunt
specificati coeficientii de regresie pentru domeniile liniare care pot fi folosite pentru
cuantificarea lor. Se constatd ci numai in cazul TBP-ului poate fi folosit intreg domeniul de
concentratii drept domeniu de liniariate. Pentru BPA si NP trebuie apelat la divizarea in

subdomenii de lucru cu coeficienti de regresie acceptabili (©* > 0,99).
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Cap. 11.3. Stabilirea limitarilor de natura instrumentald in utilizarea interfetei ,electrospray
ionization” i a trapei ionice quadrupolice la analiza LC-ESI-MS a alchilfenolilor

4-nonilfenol (NP)
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Fig. 11.3.7. Curba de etalonare pentru analitul nonilfenol (NP), filtru de scanare: - ESI SRM
219.2@40 (132.0 - 134.0). Pentru domeniul de concentratii 0,5 — 2,0 mg L' — r* = 0,9963;
pentru domeniul de concentratii 2,0 - 10,0 mg L™ — r? = 0, 9959.
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Fig. 11.3.8. Curba de etalonare pentru analitul bis-fenol A (BPA); filtru de scanare: - ESI SRM
227@38 (210.0 - 212.0). Pentru domeniul de concentratii 0,5 — 2,0 mg L' — r? < 0,99; pentru
domeniul de concentratii 2,0 — 10,0 mg L™ — r? = 0, 9990.
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Cap. I1.3. Stabilirea limitarilor de natura instrumentala in utilizarea interfetei ,electrospray
ionization” si a trapei ionice quadrupolice la analiza LC-ESI-MS a alchilfenolilor

4-tert-butilfenol (TBP)
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Fig. 11.3.9. Curba de etalonare pentru analitul 4-tert-butilfenol (TBP); filtru de scanare: - ESI
SRM 149@37 (132.0 - 134.0). Pentru domeniul de concentratii 0,5 - 10 mg L™ — r? = 0,9957.

4. Teste de repetabilitate si reproductibilitate

Pentru estimarea stabilitidtii semnalului in zona medie a concentratiilor, au fost desfasurate o
serie de teste intra-zi si inter-zile. A fost utilizatd o solutie standard a amestecului celor patru
analiti de interes, cu concentratia de 1 mg L™ (~ 10 M) in fiecare din ei. Au fost umplute 5
vialuri de autosampler cu solutia amintita si au fost efectuate, 3 zile la rind, cite 4 injectii din
fiecare vial. Prima injectie s-a executat pe rand din fiecare vial, urmate apoi de injectiile
urmatoare (vial 1 —inj 1, vial 2 —inj 1, ..., vial 5—inj 1, vial 1 —inj 2, vial 2 —inj 2, ..., vial
5 — inj 4). Am decis si folosim 5 vialuri in locul unuia singur pentru a putea elimina
influentele datorate diferitelor componente ale sistemului cromatografic (in special

autosamplerul). Rezultatele sunt sintetizate in tabelele 11.3.5 si 11.3.6.
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Cap. 11.3. Stabilirea limitarilor de natura instrumentala in utilizarea interfetei ,electrospray
ionization” si a trapei ionice quadrupolice la analiza LC-ESI-MS a alchilfenolilor

Tabel 11.3.5. Repetabilitatea (intra-zi) a injectiilor (RSD, in %, pentru n= 4) pentru solutia

standard a amestecului celor patru analiti de interes, cu concentratia de 1 mg L in fiecare

din ei.
Nr. BPA TBP orP NP
vial - ESI SRM MS2 - ESI SRM MS2 - ESI SRM MS2 - ESI full MS2
227@40 (131.50- 149@40 (131.50- 205@40 (131.50- 219.20@40 (100-
134.50, 209.50- 134.50) 134.50) 200)
212.50)
Ziva | Ziva | Ziva | Ziua | Ziva | Ziua | Ziua | Ziua | Ziua | Ziua | Ziva | Ziua
1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3
Vial 1 7.2 16,5 19 | 21,1 | 46,0 | 23,7 | 240 | 386 | 12,1 2,4 114 | 27
Vial 2 7.9 9,8 7,2 308 | 576 | 224 | 82 36,1 | 1756 | 3.9 6,9 1,7
Vial 3 3,4 9,9 6,5 16,8 | 575 | 285 | 119 | 334 | 164 | 28 51 3,2
Vial 4 5,1 6,2 52 | 203 | 533|389 | 76 | 297 | 164 | 51 41 3.1
Vial§ | 4,8 7,0 6,7 16,0 | 40,0 | 22,7 | 15,7 | 36,0 | 9.1 2,5 7.6 1,7

Tabel 11.3.6. Reproductibilitatea (inter-zile) a injectiilor (RSD, in %, pentru n=12) pentru solutia
standard a amestecului celor patru analiti de interes, cu concentratia de 1 mg L™ in fiecare

din ei.
Nr. BPA TBP OoP NP
vial - ESI SRM MS2 - ESI SRM MS2 - ESI SRM MS2 - ESI fult MS2
227@40 (131.50- 149@40 (131.50- 205@40 (131.50- 219.20@40 (100-
134.50, 209.50- 134.50) 134.50) 200)
212.50)
Vial 1 9,8 31,2 256 6.7
Vial 2 8,9 37,8 234 58
Vial 3 8,5 36,7 22,9 55
Vial 4 7.0 40,3 223 6,1
Vial 5 8,9 32,1 24,4 6,2

Conditiile experimentale de utilizare a interfefei ESI: pozitia spatiala a interfetei ES] — Z =

D; debitul gazului “cortind” = 39; debitul gazului auxiliar = 19.
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Cap. 11.3. Stabilirea limitarilor de natura instrumentala in utilizarea interfetei ,electrospray
ionization” si a trapei ionice quadrupolice la analiza LC-ESI-MS a alchilfenolilor

Parametri de scanare (AGC = ON):
> pentru BPA si TBP (segmentul I al metodei de instrument):

* numdrul de microscanéri = 4
= timpul maxim de injectie = 400 msec (AGC = ON)
= waveform = OFF

» pentru OP (segmentul Il al metodei de instrument):

* numarul de microscanari = 1
= timpul maxim de injectie = 100 msec (AGC = ON)
= waveform = OFF

> pentru NP (segmentul III al metodei de instrument):

* npumarul de microscaniri = |
= timpul maxim de injectie = 5000 msec (AGC = ON)
= waveform =tip 1

Asa cum se poate observa din tabelele 11.3.5 si 11.3.6, s-au obtinut valori ridicate ale RSD (>
20%) pentru analitii TBP si OP in comparatie cu ceilalti dot analiti, BPA si NP. Tinand cont
ca etapa cromatografica reprezintd doar unul din pasii intregii metode analitice, devine evident
ca nu are rost a se trece la dezvoltarea si optimizarea etapei de pregitire a probei pana nu se
solutioneazi problema deviatiilor standard excesiv de ridicate.

Un alt aspect nedorit 1-a constituit tendinta de scadere a intensititii semnalului in timpul unei
sarje analitice (zi de lucru). Figurile 11.3.10, 11.3.11, 11.3.12 si 11.3.13 vizualizeazi foarte bine
acest comportament. Dupa cum o arati toate cele 4 figuri, semnalul a fost recuperat practic
integral la inceputul fiecarei zile de lucru in raport cu injectia finala a zilei anterioare (a se
compara intensititile semnalelor pentru injectiile consecutive 4 si 1). Acest tipar de
comportament sugereazi natura aderentd, “lipicioasa”, a analitilor studiati la peretii metalici ai
intregului traseu dintre dispozitivul ESI si trapa ionica si justifici necesitatea unor curatari
energice si prelungite intre injectii. Pentru a elimina potentialele efecte adverse jucate de
partea cromatografici a experimentelor (“efect de memorie” al coloanei, supraincarcarea
acesteia, eficienta ei etc.) a mai fost executat un set de experimente menite si estimeze
repetabilitatea aceleiasi solutii standard de amestec de alchilfenoli de concentratie 1 mg L™, pe
acceasi coloand cromatografica dar cu detectie clasica in UV la 254 nm. Rezultatele au
demonstrat ci nu s-a inregistrat degradarea continud a semnalului in timpul sarjei analitice

pentru nici unul din analitii studiati.
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Cap. I1.3. Stabilirea limitarilor de natura instrumentala in utilizarea interfetei ,electrospray
ionization” si a trapei ionice quadrupolice la analiza LC-ESI-MS a alchilfenolilor

Bis-fenol A (BPA)
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Fig. 11.3.10. Descresterea intensitatii semnalului (reprezentata prin aria picului cromatografic),
pentru toate cele trei sarje analitice, in cazul analitului bis-fenol A (BPA); filtrul de scanare
utilizat: - ES| SRM MS? 227@40 (131.50-134.50, 209.50-212.50).
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Fig. 11.3.11. Descresterea intensitatii semnalului (reprezentata prin aria picului cromatografic),
pentru toate cele trei garje analitice, in cazul analitului 4-tert-butilfenol (TBP); filtrul de
scanare utilizat: - ES| SRM MS? 149@40 (131.50-134.50).
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Cap. 11.3. Stabilirea limitarilor de natura instrumentala in utilizarea interfetei ,electrospray
ionization™ si a trapei ionice quadrupolice la analiza LC-ESI-MS a alchilfenolilor
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rig. 11.3.12. Descresterea intensitatii semnalului (reprezentata prin aria picului cromatografic),
pentru toate cele trei sarje analitice, in cazul analitului 4-nonilfenol (NP); filtrul de scanare

4-nonilfenol (NP)
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utilizat: - ESI full MS? 219.20@40 (100-200).
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Fig. 11.3.13. Descresterea intensitatii semnalului (reprezentata prin aria picului cromatografic),
pentru toate cele trei sarje analitice, in cazul analitului 4-octilfenol (OP); filtrul de scanare
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utilizat: - ES| SRM MS? 205@40 (131.50-134.50).
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Cap. 11.4. Dezvoltarea, optimizarea si validarea unei metode de determinare a unor
hormoni estrogeni din apa potabild prin cromatografie de lichide cuplata cu spectrometru
de masa cu trapa ionica prin interfata ESI

Capitol 11.4. Dezvoltarea, optimizarea si validarea unei metode de
determinare a unor hormoni estrogeni din apa potabila prin

cromatografie de lichide cuplata cu spectrometru de masa cu trapa

ionica prin interfata ESI * [123]

Structurile chimice ale celor 3 hormoni estrogeni luati in studiu sunt prezentate in fig. [1.4.1.

0 H OH
CHs Jf Y f on _CHs | .c=cH
HO HO HO
estrona (E1) 17 B - estradiol (E2) 17a - etinilestradiol (EE2)

Figura I1.4.1. Hormonii estrogeni analizati prin LC-ESI-MS.

MATERIALE $1 METODE

Reactivi. Estrona (El), 17B-estradiolul (E2), 17a-etinilestradiolul (EE2) (produse Sigma-
Aldrich), standard intern 17B-estradiol marcat cu deuteriu (E2-ds) (oferit de Laboratorul de
Radioizotopi al Universititii din Milano). Metanolul de puritate “HPLC gradient type” produs
firma Merck iar apa pentru cromatografie a fost purificatd pe un sistem Milli-Q system

(Millipore, Bedford (MA), USA) pani la o valoare a conductivititii de 18 MQ cm™.

* Experimentele au fost desfagurate in laboratoarele Institutului de Cercetéri asupra Apei din Brugherio
(Milano), in cadrul unei burse de cercetare oferite de NATO gi Consiliul National al Cercetarii din Italia,
pe perioada iulie — decembrie 2004.
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Cap. 11.4. Dezvoltarea, optimizarea si validarea unei metode de determinare a unor
hormoni estrogeni din apa potabila prin cromatografie de lichide cuplat3 cu spectrometru
de masa cu trapa ionica prin interfata ESI

Solutii de standarde de hormoni estrogeni.

Pentru fiecare analit a fost preparati o solutie stoc individuali de concentratie 1000 mg L'
prin dizolvarea in metanol, la balon cotat, a cantititilor corespunzitoare de compus solid.
Solutiile de lucru continand toti cei 3 analiti i compusul deuterat, folosite pentru calibrarea cu
standard extern, au fost obfinute prin dilutii succesive cu metanol ale solutiilor stoc, in

domeniul de concentratii 1 — 1000 pg L™ (tabel 11.4.1).

Tabel 11.4.1. Concentratiile solutiilor de standarde de hormoni estrogeni folosite pentru

calibrarea externa.

Concentratie (ug L")
C1 C2 C3 C4 C5 C5-a C6 C6-b C6-a Cc7

Analit

estrona 1020 510 255,0 [ 102,0 | 51,0 | 2040 | 10,20 | 5,10 2.04 1.02

estradiol 1030 515 2575 [ 1030 | 51,5 | 2060 | 10,30 | 5,15 2.06 1.03

etinil
1080 540 270,0 | 108,0 54,0 21,60 | 10,80 5,40 2.16 1.08
estradiol

estradiol
1168 584 2920 | 116,8 58,4 23,36 | 11,68 5,84 2.34 1.17
deuterat

Au fost de asemenea preparate 6 solutii standard ale celor 4 analiti folosite pentru calibrarea
cu standard intern (concentratia estradiolului deuterat a fost aceeasi pentru toate nivelele

curbei de etalonare) (tabel 11.4.2).

Tabel 11.4.2. Concentratiile solutilor de standarde de hormoni estrogeni folosite pentru
calibrarea interna (S.1. = standard intern).

. Concentratie (ug L")
Analit
C1 C2 C3 c4 C5 Cc6 Cc7
estrona 1020 510 255,0 102 51,0 10,2 5,10
estradiol 1030 515 257,5 103 51,5 10,3 515
etinil estradiol 1080 540 270,0 108 54,0 10,8 5,40
estradiol
18,54 18,54 18,54 18,54 18,54 18,54 18,54
deuterat (S.1.)

Sistemul HPLC. Finnigan Surveyor LC System; configurafia: modulul pentru rezervoarele de
solventi Solvent Platform, modulul cuaternar de pompe Finnigan Surveyor LC Pump (cu

degazor incorporat), modulul de injectie automatd Finnigan Surveyor Autosampler (echipat cu
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Cap. 11.4. Dezvoltarea, optimizarea si validarea unei metode de determinare a unor
hormoni estrogeni din apa potabila prin cromatografie de lichide cuplatd cu spectrometru
de masa cu trapa ionica prin interfata ESI

incintd termostabild pentru coloana cromatografica). Detectia s-a realizat cu ajutorul
detectorului de masa cu trapé ionicad Finnigan LCQ Deca XP MAX (ThermoFinnigan), echipat
cu dispozitivul Finnigan Ion Max universal source drept interfatd (tridimensional reglabild)
intre sistemul HPLC si detectorul de masa. Volumul de injectie a fost de 10 uL; temperatura
de lucru a coloanei cromatografice a fost mentinuta constant la 25°C.

Coloana HPLC. Luna Phenyl-Hexyl, 259 x 2.0 mm, d, 5 pm, diametrul porilor 100 A.
Cartugele SPE. Strata C18-U (Phenomenex), S00 mg / 6 mL, dimensiunea porilor - 67 A, aria
suprafetei particulelor - 505 m%/g, diametrul mediu al particulelor - 56 um. Toate elutiile cu
solventi organici din etapa finala de preluare a analifilor de pe cartuge s-au realizat
gravitational, fara aplicare de vid sau presiune.

Filtre din fibra de sticla. Whatman GF/F, cu diametrul nominal al porilor de 0,7 pm, pre-
incalzite initial la 480 °C timp de 4 ore. Au fost folosite pentru filtrarea probelor de apa de rau.
Fazele mobile. Debitul de curgere a fazei mobile 0,3 mL min"'. Prima portiune a tuturor
trecerilor cromatografice (cea dedicati separarii analitice si elutiei de pe coloana a analitilor de
interes) a fost condusi in regim izocratic, cu faze mobile binare methanol-apa 80: 20 (v/v); la
finalul fiecdrei treceri a fost insd adiugat un gradient de compozitie a fazei mobile cu scopul

curdtirii sistemului de impuritiitile din matricea probelor (tabel 11.4.3).

Tabel 11.4.3. Programul de compozitie a fazei mobile in timpul trecerilor cromatografice.

Timp, min Apa, % viv Metanol, % viv
0.00 20.0 80.0
6.50 20.0 80.0
8.50 0.00 100
21.00 0.00 100
25.00 20.0 80.0
35.00 20.0 80.0

Experimentele ESI-MS/MS.
S-au utilizat solutii standard individuale de concentratii in zona 10 mg L*; ele au fost
introduse direct in interfata APl fara a mai parcurge sistemul HPLC, prin intermediul unei

seringi automate. S-a utilizat modul de lucru in ionizare negativd in ideea realizirii unei
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Cap. 11.4. Dezvoltarea, optimizarea si validarea unei metode de determinare a unor
hormoni estrogeni din apa potabild prin cromatografie de lichide cuplata cu spectrometru
de masa cu trapa ionica prin interfata ESI

ionizéri mai facile a analitilor de interes (prezenta grupei fenolice in structura acestora). Au

fost testate ambele tipuri de interfete API, ESI si APCI.

Testele au demonstrat faptul ca se poate utiliza acelasi fisier de tuning pentru toti analitii de

interes. Valorile finale ale fisierului de tuning sunt prezentate in tabelul 11.4.4.

Tabel 11.4.4. Parametri de lucru folositi in timpul experimentelor de dezvoltare, optimizare si

validare a metodei.

Denumire parametru Valoare
Debitul gazului “cortind” 36
Debitul gazului auxiliar 36
Pozitia spatiald a capatului tubului metalic de sprayere al X=0
interfetei ESI Y=075+0
Z=D
Temperatura tubului capilar de transmitere a ionilor inspre “ion
optics™ a spectrometrului 250 °C
Potentialul electric al sursei ESI 4.5 kV
Potentialul electric al tubului capilar de transmitere a ionilor
inspre “ion optics™ a spetrometrului -6V
*lon optics™
» tube Lens Offset (deviatia lentilelor tubului) -60,00V
» multipole RF Amplifier (amplificatoru! RF al multipolului) 400,00 Vp-p
> multipole 1 Offset (deviatia multipolului 1) 750V
» multipole 2 Offset (deviatia multipolului 2) 10,00 V
» interMultipole Lens Voltage (potentialul lentilelor
intermultipotului) 14,00V
» entrance Lens (lentilele de intrare) 50,00V
» trap DC Offset Voltage (potentialul deviatiei curentului
continuu al trapei) 10,00 vV
Parametri de scanare
» numarul de microscanari 2

» timpul maxim de injectie

400 msec (AGC = ON)

Tipul cdmpului de radiofrecventa aplicat (“‘waveform type”) type 2
factorul de activare Q 0,250
timpul de activare 30 msec
fragmentarea in interiorul sursei OFF
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Cap. 11.4. Dezvoltarea, optimizarea si validarea unei metode de determinare a unor
hormoni estrogeni din apa potabild prin cromatografie de lichide cuplata cu spectrometru
de masa cu trapa ionica prin interfata ESI

REZULTATE SI DISCUTII

Valorile logP ale celor 3 hormoni estrogeni luati in studiu sunt, conform algoritmului de
estimare Daylight CLOGP [122]: E1 - 3,13; EE2 - 3,67; E2 - 3,86.

Conform acestor valori, este de agteptat ca, in conditiile utilizirii unei faze mobile cu mult
modificator organic (pentru scurtarea timpului trecerii cromatografice), perechea estradiol-
etinilestradiol sd coelueze partial sau chiar total. Utilizarea spectrometrului de masa va

conduce insi la rezolvarea semnalelor analitilor de interes.

1. Spectrele MS/MS
Rezultatele preliminare au demonstrat ci sensibilitatea atinsd pentru varianta ESI este
superioara celei atinse cu APCI, pentru toti analitii. Valorile m/z ale fragmentelor ionice

monitorizate sunt prezentate in tabelul 11.4.5.

Tabel 11.4.5. Valorile m/z ale ionilor precursori si ale principalilor ioni produsi in cadrul
spectrelor MS/MS pentru analitii studiati.

Analit Energia de coliziune lon precursor, loni produsi,
normalizata, (%) m/z m/z
estrona 45 269.3 145; 159; 183, 253
estradiol 45 271,5 145; 183
etinil estradiol 45 295,0 185, 267
estradiol deuterat 55 276,5 147, 187

2. Dezvoltarea §i optimizarea etapei de pregdtire a probelor de apa potabild cu ajutorul

tehnicii SPE

intr-o primi etapa s-a urmirit dezvoltarea si optimizarea unui protocol de pregitire a probelor
de apa potabila prin SPE cét mai eficient cu putinta dar si simplu in acelasi timp.
Valorile medii ale principalelor caracteristici fizico-chimice ale apei de baut prelevati de la
Istituto di Ricerca sulle Acqua (IRSA) si folositi in teste au fost:

» Conductivitatea — 535 pS/cm

» pH 7,5.
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Cap._ll.4. Dezvoltarea, optimizarea si validarea unei metode de determinare a unor
hormoni estrogeni din apa potabila prin cromatografie de lichide cuplata cu spectrometru
de masa cu trapa ionica prin interfata ES|

2.1. Estimarea celor mai bogate fractiuni in analifii de interes

1. Primul set de experimente.

Modul de lucru — schema dupa care s-a lucrat este prezentati in figura 11.4.2.
Concentratiile exacte in probele finale sunt prezentate in tabelul 11.4.6.

Valori specifice: - debitul mediu de trecere a probei prin cartus — 7,14 mL min’'

Tabel 11.4.6. Concentratiile analitilor addugati probelor de apa de retea din cadrul exp. 2.1.1.

Analit Concentratie (ng/L)
E1 20,40
E2 20,60
EE2 21,60

E2ds 23,36

Concluzie intermediard: toata cantitatea de analifi din proba retinuti pe cartus este eluati in

primii 3 mL de solvent (metanol).

2. Al doilea set de experimente.
Modul de lucru - schema dupi care s-a lucrat este prezentati in figura 11.4.3.
Concentratiile exacte in probele finale sunt prezentate in tabelul 11.4.7.

Valori specifice: - debitul mediu de trecere a probei prin cartus — 6,89 mL min’'

Tabel 11.4.7. Concentratiile analitilor adaugati probelor de apa de retea din cadrul exp. 2.1.2.

Analit Concentratie (ng/L)
El 255,0
E2 257,5
EE2 270,0

E2-ds 292,0

Figura 11.4.4 prezinta nivelul celor 4 analiti in cele 6 fractiuni de cite 0,5 mL fiecare, rezultate

in urma aplicérii procedurii SPE.
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Fig. 11.4.3. Modul de lucru pentru estimarea celor mai bogate fractiuni in analitii de interes — exp. 2.1.2

1000 mL
apirefea
(IRSA)

l

1000 ml. apa retea (IRSA)
suplimentatd cu amestec de
estrogeni (250 ppt)

l

Aplicarea probelor pe cartugele SPE C18-U,sub vacuum. Cele 2 cartuse sunt mai intii conditionate cu
12 mL methanol apoil2 mL apa MilliQ, prin aplicare liberd, fira vacuum sau presiune (gravitational).

l

l

Uscarea celor 2 cartuge SPE cu| aer ~ 30 min, sub vacuum.

l

Elutiacu 3 mL
metanol.

.

Concentrarea prin
evaporare, sub azot,
a fract. metanolice

l

6 elutii successive cu cite 0,5 mL
metanol

(TurboVap)
0,5 mL fract. fractiuni de 0,5 mL in vialuri de autosampler
finala in vial
autosampler “ JL " JI " "
[| Supl Supl Supl Supl Supl Supl
5 5 5 5 5 5
|
Blanc Fr. 1 Fr. 2 Fr.3 Fr. 4 Fr.5 Fr. 6
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Cap..ll.4. Dezvpltarea, optimizarea si validarea unei metode de determinare a unor
hormoni estrogeni din apa potabila prin cromatografie de lichide cuplata cu spectrometru
de masé cu trapa ionica prin interfata ESI

Concluzie intermediard: aproape Y din toati cantitatea de analiti din proba retinuta pe cartus

este eluatd in primul mL de solvent (metanol), restul fiind antrenati de urmatorii 1,5 mL.

5000000v
45000000
40000000
35000000
30000000
25000000
20000000
15000000
10000000
5000000
0

Arle pic

g N
L .
0.5 1 1.5 2 2,5
mL metanol

elutia analitilor per fractiunile de 0,5 mL

—e— estrona

' _m - estradiot

— — estradiol-d5

- eftinil
estradiol

|

Fig. 11.4.4. Nivelul analitilor de interes (exprimat prin aria picurilor cromatografice) in cele 6

fractiuni a cate 0,5 mL rezultate in cadrul experimentului 2.1.2.

2.2. Estimarea influentei pH-ului asupra nivelului recuperarii analitilor de interes

Modul de lucru — schema dupa care s-a lucrat este prezentata in figura 11.4.5.

Valori specifice: - debitul mediu de trecere a probei prin cartus — 7,57 mL/min; volumul de

metanol utilizat la elutie — 3 mL.

Valorile recuperdrilor atinse sunt prezentate in tabelul 11.4.8. Pentru o apreciere cat mai exacta,

ele au fost estimate pe baza compararii ariei picurilor cromatografice pentru injectiile solutiei

standard de 250 ppb cu cele obtinute pentru probele suplimentate si procesate.

Tabel 11.4.8. Recuperarile inregistrate pentru analitii de interes in cadrul experimentului 2.2.

Recuperare E1, Recuperare E2, Recuperare E2-ds | Recuperare EE2,
Proba (%) (%) (%) %)
supl. 6 -pH =75 115,53 93,88 97,91 85,91
supl. 7-pH =75 106,99 94,33 86,56 83,70
supl. 8 -pH =37 46,32 11,12 14,59 8,28
supl. 9-pH=3,7 37,90 7,39 8,22 5,11
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Fig. 11.4.5. Modul de lucru pentru estimarea influentei pH-ului asupra nivelului recuperrii analitilor de

interes — exp. 2.2.

1000 mL apa retea 1000 mL apa refea 1000 mL apa retea (IRSA) 1000 mL apa retea (IRSA)
(IRSA) suplimentatd (IRSA) suplimentata suplimentata cu amestec de suplimentata cu amestec de
cu amestec de cu amestec de estrogeni (250 ppt) estrogeni (250 ppt)
estrogeni (250 ppt) estrogeni (250 ppt) pH 3,7 (3 mL acid acetic pH 3,7 (3 mL acid acetic
pH 75 pH 7,5 glacial / 1000 mL prob3) glacial / 1000 mL proba)

A

:

Aplicarea probelor pe cartugele SPE C18-U, sub vacuum. Cele 2 cartuge sunt mai intdi conditionate cu 12 mL
methanol apoil2 mL apa MilliQ , prin aplicare libera, fard vacuum sau presiune (gravitational).

l l l

Uscarea celor 2 cartuse SPE cu aer ~ 30 min, sub vacuum.

l v v

Elutia cu 3 mL metanol

A A 4

Concentrarea prin evaporare, sub azot, a fractiunii metanolice (TurboVap)

‘ l

1 mL fract. finale in vialuri autosampler

|I

Supl 6

Il I [

Supl 7 Supl 8 Supl 9
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Cap.-l|.4. Dezvoltarea, optimizarea si validarea unei metode de determinare a unor
hormoni estrogeni din apa potabila prin cromatografie de lichide cuplata cu spectrometru
de masa cu trapa ionica prin interfata ESI

Concluzie intermediard: probele cu pH acid au condus la valori extrem de mici ale

recuperdrilor si repetabilitate mai proasti.

2.3. Estimarea influentei debitului de trecere a probei prin cartus asupra nivelului recuperdrii

analitilor de interes

Modul de lucru - similar celui folosit in cazul experimentului 2.2 (pentru estimarea influentei
pH-ulut).

Valori specifice - debitul mediu de trecere a probei prin cartus pentru doua dintre probe a fost
6,13 mL/min iar pentru celelalte doud a fost de 12,50 mL/min; pH-ul tuturor probelor — 7,5.
Valorile recuperirilor inregistrate in cazul celor patru probe sunt prezentate in tabelul 11.4.9.
Ele au fost estimate, pentru o apreciere cat mai exacti, pe baza comparirii ariei picurilor
cromatografice in cazul injectiilor solutiei standard de 250 ppb cu cele obtinute pentru probele

suplimentate §i procesate.

Tabel 11.4.9. Recuperarile inregistrate pentru analitii de interes in cadrul experimentului 2.3.

Broba Recuperare E1, | Recuperare E2, | Recuperare E2-ds | Recuperare EE2,
(%) (%) (%) (%)
supl. 10 — 6,13 mL/min 97,90 90,63 96,53 93,20
supl. 11 — 6,13 mL/min 98,27 86,78 81.41 87,15
supl. 12 — 12,5 mL/min 94,73 91,00 88,90 77,46
supl. 13 — 12,5 mL/min 86,43 78,67 81,41 75,40

Concluzie intermediard: debitul de trecere al probei mai redus a condus la recuperiri ale

analitilor ceva mai ridicate; repetabilititile sunt aproximativ aceleasi.

2.4. Estimarea influengei volumului fractiunii metanolice finale asupra nivelului recuperdrii

analitilor de interes

Modul de lucru - similar celui folosit in cazul experimentului 2.2 (pentru estimarea influentei

pH-ului).

144

BUPT



Cap._ll.4. Dezvoltarea, optimizarea si validarea unei metode de determinare a unor
hormoni estrogeni din apa potabild prin cromatografie de lichide cuplats cu spectrometru
de masa cu trapa ionica prin interfata ES!

Valori specifice - pentru cele 2 probe de la nivelul de concentratie 250 ppt volumul fractiuniii
metanolice finale a fost de 1 mL iar pentru cele 2 probe de la nivelul de concentratie 125 ppt
volumul a fost de 0,5 mL; debitul mediu de trecere a probelor 7,66 mL/min; pH-ul tuturor
probelor — 7.5.

Valorile recuperirilor inregistrate in cazul celor patru probe sunt prezentate in tabelul 11.4.10.
Ele au fost estimate, pentru o apreciere cat mai exactd, pe baza compardrii ariei picurilor
cromatografice in cazul injectiilor solutiei standard de 250 ppb cu cele obtinute pentru probele

suplimentate si procesate.

Tabel i1.4.10. Recuperarile inregistrate pentru analitii de interes in cadrul experimentului 2.4.

Prob Recuperare Recuperare Recuperare Recuperare
roba
E1, (%) E2, (%) E2-ds, (%) EE2, (%)

supl. 14 -V = 1,0 mL (factor

108,09 102,52 104,56 91,76
de concentrare = 1000)
supl. 15 -V = 1,0 mL (factor

101,23 92,84 97,98 97,63
de concentrare = 1000)
supl. 16 -V = 0,5 mL (factor

52,97 71,62 74,62 69,27
de concentrare = 2000)
supl. 17 -V = 0,5 mL (factor

83,70 81,05 77,11 76,27
de concentrare = 2000)

Concluzie intermediard: concentrarea la un volum final al fractiunii organice de 0,5 mL a
condus la recuperiri semnificativ mai reduse decat in cazul volumului de 1 mL; repetabilititile
sunt si ele ceva mai proaste (cu exceptia estronei pentru care repetabilitatea a fost semnificativ

afectata).

Concluzia studiului de dezvoltarea si optimizarea a etapei SPE.
S-au stabilit urmatoarele valori (sau domenii de valori) optime pentru parametrii etapei de
pregitire a probelor prin SPE:

= Volumul de proba aplicatd — 1000 mL

= Debitul mediu de trecere a probei prin cartus — S - § mL/min
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Cap. I1.4. Dezvoltarea, optimizarea si validarea unei metode de determinare a unor
hormoni estrogeni din apa potabila prin cromatografie de lichide cuplati cu spectrometru
de masa cu trapa ionica prin interfata ESI

* Cartusele SPE: Strata C18-U (Phenomenex), cantitate umpluturd - 500 mg/6 mL,
dimensiunea porilor - 67 A, aria suprafetei particulelor - 505 m*/g, diametrul mediu al
particulelor - 56 um..

* Conditionarea preliminar3 a cartuselor SPE - 12 mL metanol, apoi 12 mL apa MilliQ

* Solvent de elutie — 3 mL metanol 100%.

* Viteza de elutie — gravitational (fira aplicare de vacuum sau presiune)

* Volumul fractiunii metanolice finale (dupa concentrarea prin evaporare sub curent de

azot - TurboVap)— 1 mL
3. Validarea metodei

In vederea validarii metodei dezvoltate pentru matricea ,,apa de baut”, au fost estimati
urmatorii parametrii de performanta:

e etalonarea si liniaritatea

e limitele de detectie §i cuantificare

e fidelitatea

® justefea
Studiul de robustete a constat in suma experimentelor intreprinse in timpul dezvoltarii si

optimizirii metodei (subcapitolul anterior).
3.1. Curbele de etalonare

in tabelul 11.4.10 sunt prezentati coeficientii curbelor de etalonare (panta si interceptia cu axa
y) si coeficientii de regresie r* obtinute in urma aplicirii metodei de calibrare externi. Pentru
fiecare analit au fost obtinute 3 curbe de etalonare (3 zile de lucru diferite). Domeniul de
liniaritate a fost 5 — 1000 ng/L pentru tofi analitii. S-au folosit factori de ponderare de tip 1/y*
pentru calculul regresiilor liniare in vederea minimizirii heteroscedasticititii datelor. Tabelul
11.4.10 mai contine si limitele de detectie estimate pe baza metodei US EPA (,,United States —
Environmental Protection Agency”) pentru probele de apid. EPA defineste limita de detectie
drept concentratia minima de analit misurat pentru care se poate raporta, cu o probabilitate de

99%, ci este mai mare decit 0. Metoda propune ca limita de detectie si fie estimati pe baza
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Cap..ll.4. Dezvoltarea, optimizarea si validarea unei metode de determinare a unor
hormoni estrogeni din apa potabild prin cromatografie de lichide cuplatd cu spectrometru
de masa cu trapd ionica prin interfata ESI

deviatiei standard a rezultatelor pentru n méasuriri (n > 7), probele in cauzi fiind suplimentate
cu analitul de interes la un nivel de concentratie adecvat (in general, de 1 — 5 ori mai mare
decat limita estimati la inceput) si procesate identic de la inceput la sfarsit [124]. Metoda este
in special recomandati atunci cand este dificil sau putin practic si se masoare zgomotul pentru
o serie de probe de blanc si pleacid de la premisa ci frecventa de distributie a masurdrilor
pentru probele suplimentate cu analit la concentratii joase este aceeasi cu frecventa de
distributie in cazul lipsei analitului din proba (probe blanc cu ,,concentratie zero”). Aceasta din
urma se datoreazi masuririi zgomotului instrumental si/sau diverselor interferente matriceale

din probele de blanc.. Formula de calcul este dati de ecuatia 6:

MDL =s X t (4.1, 1-a=0,99) (6)

unde n = numir de misurdri de probe suplimentate cu analitul de interes
s = deviatia standard a rezultatelor pentru cele n probe suplimentate cu analitul de
interes
t = valoarea coeficientului Student pentru n-1 grade de libertate §i nivelul de
incredere 1-a
a = nivelul de semnificatie statistica

In cazul metodei dezvoltate, s-au analizat in replicat (n = 12), la un nivel de concentraie de 5
ppt (vezi tabelul 11.4.12 pentru valorile exacte pentru fiecare analit). Valoarea coeficientului
Student t a fost 2,71 (corespunzitoare la 11 grade de libertate si @ = 0,01).

Limita de cuantificare (LOQ) a fost aleasa pentru toti analitii 5 ng/L (nivelul S/N >5), foarte

aproape de valoarea concentratiei alese pentru estimarea LOD prin metoda US EPA.

Tabel 11.4.11. Parametri curbelor de etalonare precum si limitele de detectie si cuantificare ale

metodei dezvoltate.

. Interceptia dreptei Coeficientul de LOD, LOQ,
Analit Pant(?lggt)aptel cu axay regresie r* ng/L ng/L
(n=3) (n=3) (n=12) (n=12)
156888,1 + -113024,8 0,999986 + 10 50
estrona 23249,5 294831 0,000016 : -
iol 58653,0 + -46112,1 + 0,999978 + 23 50
estradio 6592.5 9121,6 0,000011 - '
.. . 449592 + -63280,4 + 0,999986 +
etinilestradiol 5746.6 123542 0,000010 3.4 5,0
. 36550,2 + 0,999990 +
estradiol deuterat 4228.2 -56150,9 £ 2337.5 0,000003 24 5,0
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Cap.'ll.4. Dezvoltarea, optimizarea si validarea unei metode de determinare a unor
hormoni estrogeni din apa potabild prin cromatografie de lichide cuplats cu spectrometru
de masa cu trapa ionica prin interfata ES|

.........

Tabel 11.4.12. Bias-ul, repetabilitatea si reproductibilitatea metodei pentru matricea “apa de
baut”, estimate prin metoda calibrarii externe.

. Intra-zi Inter-zile
Analit Concl:_‘zr;lt_ratna, Exactitate Fidelitate Exactitate Fidelitate
(recuperarea, %) (RSD, %) | (recuperarea,%) (RSD, %)
95,27 (n=2) 3
(fgg) 96,38 (n=5) 6.52 (nfg;‘;is) 7.65
96,98 (n=5) 8,18
111,26 (n=2) ;
estrona 255 98,09 (n=2) . 104,67 4,16
104,66 (n=2) . (n=2+2+2)
10,20 107,50 (n=2) : . :
20,40 119,41 (n=1) - - -
88.27 (n=2) .
(fgg) 89,37 (n=5) 17.85 (nffgis) 19,69
90,01 (n=5) 17.24
. 94,11 (n=2) -
estradiol 257.5 88.71 (n=2) n 93.50 7.32
97,68 (n=2) : (n=2+2+2)
10,3 109,05 (n=2) : ) -
20,60 100,10 (n=1) . - .
92,96 (n=2) 5
(fgg) 89,82 (n=5) 16.45 ( nfg;%is) 24,66
97.03 (n=5) 35,98
» . 84,81 (n=2) .
etinilestradiol 270 90.18 (n=2) - 99,89 8.16
94.70 (n=2) - (n=2+2+2)
10,8 103,64 (n=2) : » :
21,60 94,93 (n=1) . . -
104,24 (n=2) :
(5683) 70,65 (n=5) 17.20 (n=824-'+65:-3+5) 18.78
90,78 (n=5) 16.15
estradiol 92,24 (n=2) - 94 16
deuterat 292 88,97 (n=2) - o 4,56
101,27 (n=2) . (n=2+2+2)
11,68 106,13 (n=2) . 3 -
23.36 104,67 (n=1) . : -

Note:
1. valorile recuperdrilor au fost estimate pe baza compardrii ariei picurilor cromatografice
in cazul injectiilor solutiei standard de analiti cu care s-a ficut suplimentarea cu cele
obtinute pentru probele suplimentate §i procesate.
2. Valorile RSD au fost estimate pe baza ariei picurilor cromatografice
3. n= numirul de probe utilizate pentru estimare in fiecare sarja analitici (zi de lucru)
4. Valorile RSD nu au fost calulate pentru probele in duplicat (n=2) pentru ci, statistic

vorbind, valoarea nu are sens pentru n=1 gi n=2.
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Cap. l1.4. Dezvoltarea, optimizarea si validarea unei metode de determinare a unor
hormoni estrogeni din apa potabila prin cromatografie de lichide cuplati cu spectrometru
de masa cu trapa ionica prin interfata ESI

in vederea validarii metodei pentru probele de apa de baut, au fost executate o serie de teste de
repetabilitate si reproductibilitate (mai corect, repetabilitate intermediard) la 2 nivele de
concentratie semnificative, 5 ppt (limita de cuantificare) si 250 ppt (valoare situatd
aproximativ la jumitatea domeniului 5 — 1000 ppt de liniaritate); au fost de asemenea
verificate performantele metodei in ceea ce priveste recuperarea analitilor si la alte valori ale
concentratiilor, 10 ppt si 20 ppt, valori presupuse a fi descoperite experimental cu o
probabilitate mai mare in cazul probelor reale.

Tabelul 11.4.12 sintetizeazd parametri de performanti ai metodei in termenii exactitdfii —
estimata ca recuperarea, in %, a analitilor de interes din probe suplimentate cu acestia — si ai
fidelitafii — estimatd ca deviatia standard relativd (coeficientul de varian{d), in %, pentru

experimentele intra-zi (repetabilitatea) si inter-zile (reproductibilitatea) [125].
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Fig. 11.4.6. Cromatogramele achizitionate (in modul de scanare SRM) pentru o proba blanc de
apa de baut prelevata de la reteaua IRSA (panoul din stanga) si pentru o proba suplimentata

i

cu cei 4 analiti la nivelul de concentratie 5 ppt (panoul din dreapta).
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Cap.‘ll.4. Dezvoltarea, optimizarea si validarea unei metode de determinare a unor
hormoni estrogeni din apa potabila prin cromatografie de lichide cuplats cu spectrometru
de masa cu trapa ionica prin interfata ES|

Figura 11.4.6 prezinta, ca exemplu, setul de cromatograme obtinute pentru o proba blanc si una

din probele folosite in testele de validare.

4. Adaptarea §i optimizarea metodei pentru analiza estrogenilor din apa potabild la probe de

apd de rdau

4.1. Teste preliminare cu probe blanc
Primul pas a constat in studiul efectului matricei “apa de rau” asupra recuperdrii analitilor de
interes. Astfel, au fost colectate probe din rdul Lambro in doua situsuri, unul in amonte de
uzina de prelucrare a apelor uzate (situsul ,,Monza”) si celilalt in aval de aceasti uzina (situsul
,»Brugherio”). Pentru pregitirea probelor s-a aplicat protocolul SPE din cadrul metodei pentru
apa potabila. Analizele au fost efectuate in duplicat. Din pacate, s-au inregistrat cromatograme
cu ,incdrcare” puternicd (zgomot ridicat al liniei de bazd) in zona de retentie a analitilor de
interes precum si cu semnale reduse ca intensitate ale acestora. Importantid din punctul de
vedere al optimizirii metodei a fost stabilirea cauzei care a generat acest comportament. in
mod evident au fost suspicionate ineficientele in curitarea probelor de interferentii matriceali
si in recuperarea corespunzitoare a analitilor de interes in cadrul etapei SPE. Pentru
verificarea ipotezelor au fost desfasurate urmatoarele doui experimente:
= o primad portiune de proba de rdu, prelevatd din situsul ,Monza”, a fost procesata

conform metodei pentru apa potabild; fracfiunea metanolica finala a fost suplimentati

cu solutie standard de analiti astfel incét nivelul final al acestora a fost de 20 ppb —

“supl. 36”.

= cealaltd portiune de proba de rdu a fost mai intai suplimentatd cu solutie standard de

analiti astfel incét nivelul acestora a fost de 20 ppt. A urmat procesarea probei conform

protocolului pentru apa potabila (factor de concentrare 1000) — “supl. 37”.
Tabelul 11.4.13 prezinta valorile recuperdrilor atinse pentru cele doud probe. Luate separat,
valorile recuperdrilor sunt total nesatisficatoare in raport cu valoarea teoretici de referinta
(solutia standard de analiti cu care s-a ficut suplimentarea). Pentru recuperarea insa a analitilor
din proba suplimentati inaintea aplicdrii etapei SPE (“supl. 37”) in raport cu cea in care

analitii de interes nu au fost supusi pregatirii probei (“supl. 36), se ating randamente bune
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(mai putin pentru etinilestradiol). Prin urmare, doar valorile recuperirilor din coloana a 4-a a

tabelului 11.4.12 ne prezinta adevérata influenti a etapei SPE in pierderile analitilor de interes.

Tabel 11.4.13. Recuperarile pentru probele “supl. 36" si “supl. 37".

Recuperarea pt proba supl. 36 | Recuperarea pt proba supl. 37 Recuperarea pt proba
Analit in raport cu solutia standard in raport cu solutia standard supl. 37 in raport cu
de reactivi, %, de reactivi, %, proba supl. 36, %,
E1 47,08 50,43 107,12
E2 21,10 20,01 94,86
E2-ds 34,80 32,83 94,32
EE2 25,98 20,70 79,66

Nota - Valorile recuperdrilor au fost estimate pe baza comparirii ariei picurilor cromatografice
in cazul injectiilor solutiei standard de analifi cu care s-a facut suplimentarea cu cele obtinute

pentru probele suplimentate si procesate.

Concluzie intermediard: diminuarea semnificativa a semnalului si zgomotul intens al liniei de
bazi se datoreazi prezentei interferenfilor matriceali in fractiunea metanolici finald si nu
capacititii insuficiente de retentie a cartuselor SPE. Este de presupus, tinandu-se cont de
principiul de functionare al interfetei tip ESI, ca are loc suprimarea partiald a ionizdrii

analitilor de interes.

4.2. Incercari de optimizare a unor parametri in vederea diminudrii efectelor interferentelor

matriceale

a. parametrii instrumentali ai detectorului de masa cu trapd ionicd
Propuneri:
» ingustarea dimensiunii ferestrelor pentru filtrele de scanare tip SRM, atit pentru
fragmentele ionice de precursori cat si pentru produsi
o pentru precursori: de la 2 unititi — 1 unitate.
o pentru produsi: de la 3 unitdfi — 2 unitafi
in figurile 11.4.7 si 11.4.8 sunt prezentate comparativ, pentru estroni si estradiol, semnalele in
cazul celor doud variante de dimensiuni ale ferestrelor de izolare a fragmentelor ionice de

interes pentru scandrile tip SRM.
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Fig. 11.4.7. Comparatie intre cromatogramele pentru estrond achizitionate cu ferestrele de
izolare 2 pentru precursor $i 3 pentru produsi (linia albastra) respectiv 1 pentru precursor si 2
pentru produsi (linia roz), achizitionate cu filtru de scanare tip SRM.
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Fig. 11.4.8. Comparatie intre cromatogramele pentru estradiol achizitionate cu ferestrele de
izolare 2 pentru precursor si 3 pentru produsi (linia albastra) respectiv 1 pentru precursor si 2
pentru produsi (linia roz), achizitionate cu filtru de scanare tip SRM.
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hormoni estrogeni din apa potabila prin cromatografie de lichide cuplata cu spectrometru
de masa cu trapa ionica prin interfata ESI

Concluzie intermediara: este evident faptul ci zgomotul liniei de bazi este mult mai putin
deranjant in cazul utilizarii ferestrele ingustate in raport cu semnalul achizitionat cu ferestrele
mai largi iar riscul unor potentiale coelutii (partiale sau totale) scade semnificativ. in schimb,
cum era de asteptat, in termenii sensibilitatii, ingustarea filtrului de scanare a fragmentelor
ionice conduce la o scidere a acesteia. In cazul etinilestradiolului, se constati ca nu are loc o
imbunatatire a detectiei picului cromatografic.

= scaderea potentialului multiplicatorului de electroni
Toate experimentele de pand acum au fost desfigurate la un voltaj al multiplicatorului
detectorului de masd de -930 V. S-a testat efectul scaderii voltajului la -830 V asupra
zgomotului liniei de baza.
Concluzie intermediard: diminuarea acestuia este insotitd si de sciderea drastica a semnalului
analitilor de interes astfel cd, per total, nu se obtine o imbunatifire a sensibilititii ci
dimpotriva.

» cresterea numarului de produsi ce sunt monitorizati in filtrul de scanare tip SRM
S-a testat efectul pe care il are adaugarea unui nou fragment (de produs) in filtrul de scanare
SRM al etinilestradiolului (analitul cu cel mai scdzut semnal).
Concluzie intermediara: suplimentarea cu fragmentul m/z 145 nu a condus la 0 imbunététire

semnificativd a semnalului (atat pentru ferestrele de izolare 1 + 2, cét si pentru 2 + 3).

b. parametri ai etapei SPE de pregdtire a probei
Propuneri:

. reducerea volumului de proba procesati, bineinteles cu pastrarea volumului fractiunii
metanolice finale (1 mL). S-a realizat astfel scidderea concentratiei interferentilor
matriceali injectati in sistem.

Concluzie intermediard: se constatd o reducere relativ insemmnati a zgomotului; din

nefericire, ea e insotitd si de o scadere a sensibilitdtii i, implicit, a limitelor de detectie si

cuantificare.

4.3. Teste suplimentare pentru elucidarea influentelor cartuselor SPE asupra recuperdrii
analitilor de interes
Pentru confirmarea suplimentard a faptului ¢d valorile mici ale recuperdrilor analitilor de

oge o 0w

interes nu se datoreazi etapei de SPE, s-a procedat la verificarea posibilititii ca valorile mici
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ale recuperdrilor si se datoreze unei eluari incomplete de pe cartusele SPE. Procesul ar fi putut
aparea ca urmare a aparifiei unor efecte adsorbante puternice asupra analitilor de interes de
citre stratul de interferenti matriceali retinuti din proba. Experimental, au fost procesate, in
mod similar, doua probe de cate 500 mL apa de rdu (prelevate din situsul ,,Monza”). Volumul
fractiunii metanolice finale a fost de 1 mL. Dupa terminarea procedurii, cele doui cartuse SPE
(notate ,,supl. 40” si ,,spike 41”) au fost supuse unor elutii suplimentare in vederea detectarii
posibilelor cantititi de analiti neeluati:
» cartusul ,,supl. 40”
o spalarea nr. 1 cu 3 mL acetonad — fractiunea ,,supl. 40-a”
o spalarea nr. 2 cu 6 mL acetond — fractiunea ,,supl. 40-b”
» cartusul ,supl. 41”
o spalarea nr. 1 cu 3 mL metanol — fractiunea ,,supl. 41-a”

o spilarea nr. 2 cu 6 mL metanol — fractiunea ,,supl. 41-b”

Concluzie intermediard: cromatogramele tuturor celor 4 fractiuni culese nu au putut decela
prezenta nici unuia dintre analitii de interes demonstrind astfel ci nu cartusele SPE sunt
responsabile pentru recuperérile aparente scazute. Se confirma astfel, in plus, ci responsabile
pentru aceste valori sunt fenomenele de suprimare partiald a ionizirii analitilor de interes in

interfata ESI in prezenta interferentilor din probele de api de rau.

4.4. Estimarea repetabilitdtii si reproductibilitdfii metodei pentru matricea ,,apd de rau”

Probele de apa au fost prelevate din rdul Lambro, in amonte de uzina de prelucrare a apelor
uzate (situsul ,,Monza™) si suplimentate cu solutie standard de analiti de interes la nivelul de
concentratie 40 ppt.
Valorile medii ale principalelor caracteristici fizico-chimice ale apei de rdu (situsul ,,Monza”)
au fost:

s Conductivitatea — 468 puS/cm

= pH 8,26

s carbon organic dizolvat (COD) — 5,52 mg/L.
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de masa cu trapa ionica prin interfata ESI

Pe baza concluziilor seturilor de teste 4.2 si 4.3 s-a decis ca pregitirea probelor prin tehnica
SPE utilizatd pentru matricea ,,apa potabild” sa sufere o singurd modificare:
= volumul de proba aplicata — S00 mL

Cealaltd modificare in metoda constd in ingustarea ferestrelor pentru filtrele de scanare tip
SRM:

O pentru precursori: 1 unitate

o pentru produsi: 2 unititi.
Tabelul 11.4.14 prezinti parametri de performanti ai metodei in termenii exactitifii — estimata
ca recuperare, in %, a analitilor de interes din probe suplimentate cu acestia — si ai fidelitatii —
estimatd ca deviatia standard relativa (coeficientul de variantd), in %, pentru experimentele

intra-zi (repetabilitatea) si inter-zile (reproductibilitatea).

Tabel 11.4.14. Bias-ul, repetabilitatea si reproductibilitatea metodei pentru matricea “apa de
rau”, estimate atat prin metoda calibrarii externe cat si prin cea cu standard intern.

) ) Recuperare (metoda RSD, Recuperare (metoda | RSD,
Analit Concentratie, ng/L o N
calibrarii externe), % % standardului intem),% %
75,20 (n=5) 7,86 229,53 (n=5) 15,85
intra-zi
Estrona 40,80 68,38 (n=4) 412 181,63 (n=4) 10,72
inter-zile 72,17 (n=5+4) 6,35 208,24 (n=5+4) 13,64
31,51 (n=5) 23,52 94,92 (n=5) 22,30
intra-zi
estradiol 4120 35,97 (n=4) 33,95 93,70 (n=4) 27,31
inter-zile 33,49 (n=5+4) 36,32 94,38 (n=5+4) 28,65
21,95 (n=5) 15,37 67,06 (n=5) 23,47
intra-zi
etinilestradiol | 43,20 15,54 (n=4) 29,40 41,11 (n=4) 30,08
inter-zile 19,10 (n=5+4) 26,25 55,53 (n=5+4) 33,60
33,25 (n=5) 13,90 - -
estradiol intra-2i
46,72 37,87 (n=4) 7,55 - _
deuterat -
inter-zile 35,30 (n=5+4) 11,74 - -
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de masa cu trapd ionica prin interfata ESI

Note:

1. Valorile recuperdrilor (cu metoda standardului intern) au fost estimate pe baza
comparirii ariei picurilor cromatografice in cazul injectiilor solutiei standard de analiti
cu care s-a ficut suplimentarea cu raportul ariilor pic analit/pic estadiol deuterat din
probele suplimentate si procesate.

2. Valorile recuperdrilor (cu metoda calibrarii externe) au fost estimate pe baza
compardrii ariei picurilor cromatografice in cazul injectiilor solutiei standard de analiti
cu care s-a facut suplimentarea cu cele obtinute pentru probele suplimentate si
procesate.

3. Valorile RSD au fost estimate pe baza ariei picurilor cromatografice.

4. n= numdrul de probe utilizate pentru estimare in fiecare garja analitica (zi de lucru)

Tabelul 11.4.14 prezintd comparativ valorile recuperdrilor calculate atat pe baza metodei de
calibrare externe cat si pe cea folosind standard intern. Din nefericire, s-a reusit procurarea
unui singur compus deuterat, estradiolul deuterat, care poate juca rolul unui ,adevirat”
standard intern doar pentru analitul estradiol. Acest aspect este pe deplin ilustrat de valorile
inregistrate in tabel. Astfel, doar pentru estradiol metoda calibrarii cu standard intern reuseste
sd corecteze influentele matricei. Pentru ceilalfi 2 analiti, estrona si etinilestradiolul, valorile
calculate cu aceasti metoda sunt in afara domeniului acceptabil (80-120%), fapt previzibil
teoretic. Metoda calibrarii externe a oferit valori in afara domeniului acceptabil pentru toti
analitii dovedind astfel necesitatea fie a utilizérii de standarde interne adecvate pentru toti cei
3 analiti de interes, fie imbunititirea etapei SPE de pregitire a probelor in vederea minimizirii
concetratiilor de interferenti matriceali.

Limita de detectie a metodei estimatd pe baza procedurii US EPA pentru analitul estradiol
(folosind metoda standardului intern) a fost 15,4 ng L' (coeficientul Student t = 2,90, n-1 = 8,
a=0,01).
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de masa cu trapa ionica prin interfata ESI

4.5. Aplicarea pe probe reale a metodei de determinare a hormonilor estrogeni din apa de réu

Pentru a demonstra capacitatea metodei de a identifica analitii {int4, un numir de probe reale
de apa de riu au fost prelevate si analizate. Astfel, au fost analizate probe de apa prelevata din
rdul Lambro, in ambele situsuri (,Monza” si ,,Brugherio”). Asa cum demonstreazi setul de
cromatograme din figura 11.4.9, una din probele prelevate din situsul ,,Brugherio” (in aval de
uzina de prelucrare a apelor uzate) s-a dovedit a fi pozitiva in ceea ce priveste estrona. Pentru
cuantificarea ei, din cauza imposibilititii procurarii unui standard deuterat pentru estroni, s-a
utilizat aria picului din cromatograma unei portiuni din aceeagi probi dar suplimentata cu
standard de estrond (metoda suplimentirii cu cantitate cunoscuti de analit). Valoarea calculata
afost 13,7ng L.

RT:000-649 SM 9G

AT 501 NLASES

AA: 260399 TICF: - c ESISRM ms2

SN 88 269,30445,00 [ 44,00-146,00:
158,00-160,00; 192,00-184.00;

252.00-254.00) MS ICIS blank BRUG
rves water - VAn = 1ml

esyone
-
2
3
b3
5
£
£
=
-
@
T ————
00 08 10 15 20 25 30 38 40 45 S0 55 6.0
Time (min)

RT:0.00-6.49 SM G

RT:5.1 NTUES

AA: 03IEH2 TIC F: - ¢ ESI SRM ms2 269.30@46,00

SN 208 { 144.00-146.,00; 158,00-160,00:

132,00-194,00; 252.00-254,00] MS ICIS
spked 52 (conc = 40ppt)-vfnaiml
estrone
g
i
£
£
]
K]
[
| S w2 e O S S b e S o A LR S SN B UBMELELES S0 S0 20 2o S b S Ea e ST 2 e o S o o a o o
5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 63 8.0
Time (rmin)

Fig. 11.4.9. Cromatogramele achizitionate in modul de scanare SRM ale unei prime portiuni de
500 mL de apa din raul Lambro, (situsul “Brugherio”) (panoul superior) si ale celei de-a doua
portiuni de 500 mL ale aceleasi probe dar suplimentata cu standard de estronad (20,40 ng
analit la 500 mL proba) (panoul inferior).
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Capitol lll. Concluzii finale

Cercetirile realizate au urmarit, in prima lor parte, studiul comportirii cromatografice si
optimizarea separdrii pentru céteva clase de pesticide, de diferite polaritati (pesticide
carbamice, organofosforice, triazinice si organoclorurate). in a doua parte, s-au studiat o serie
de limitar instrumentale asociate utilizarii interfetei de ionizare prin sprayere in camp electric
(ESI) si a trapei ionice quadrupolice la analiza alchilfenolilor prin LC-ESI-MS. in cea de-a
treia parte, este prezentatd dezvoltarea, optimizarea si validarea unei metode de determinare a
unor hormoni estrogeni din apa potabild prin LC-ESI-MS. Robustetea, simplitatea etapei de
pregitire a probei si performangele analitice ale metodei de determinare a estrogenilor (in
special sensibilitatea si selectivitatea) precum si costul rezonabil al echipamentului (in
comparatie cu sistemele lichid-cromatografice cuplate cu spectrometre de masa cu triplu-
quadrupol) o recomanda pentru viitoarea ei implementare in sistemele automatizate LC-ESI-
MS din dotarea uzinelor de apa ce vor efectua monitorizarea on-line a acestor contaminanti
din probe de api (potabila, de rau etc.)

Subcapitolele din ,,Contributiile proprii” cuprind deja o serie de concluzii punctuale
intermediare in sectiunile ,,Rezultate si Discutii” ale fiecaruia. Sintetizand, in cadrul lucrérilor

experimentale s-au urmadrit §i realizat urmatoarele:

1. Optimizarea separdrii lichid-cromatografice pentru unele grupuri de pesticide cu
hidrofobicitdti variate (cap. 11.1)

1.1. Optimizarea separdrii RP-HPLC a unor insecticide cu hidrofobicitate medie §i scazutda

prin elutie izocraticd (cap. 11.1.1)

Separarea RP-HPLC propusd pentru grupul de insecticide cygon (dimetoat), phosdrin
(mevinfos), DDVP (diclorfos), metomill, temik (aldicarb), baygon (propoxur), bendiocarb si
carbofuran este suficient de rapida (aproximativ 15 minute), simplad (se realizeazi in regim

izocratic al compozitiei fazei mobile binare) si selectiva (separare pani la linia de bazi pentru
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toti analitii cu exceptia perechii bendiocarb — carbofuran) pentru a fi utilizati drept etapa de
separare cromatografici in metodele de rutind pentru depistarea si cuantificarea acestor
insecticide in diverse tipuri de probe. Nu s-a reusit utilizarea metanolului in locul
acetonitrilului in compozitia fazei mobile (primul fiind mai ieftin de aproximativ 2,5 ori si
ceva mai putin toxic) din cauza rezolutiei proaste de separare inregistrate pentru diversele
cupluri de analiti. Acetonitrilul si-a dovedit, in cazul acestei separdri, utilitatea prin
selectivitatea mai bund in raport cu grupul de analiti studiati. Cu toate acestea, folosirea unei
concentratii relativ reduse de acetonitril, 30% (v/v), face ca metoda sa nu fie semnificativ mai

scumpa decat majoritatea analizelor HPLC similare.

1.2. Evaluarea comportarii cromatografice in separarea RP-HPLC a unor erbicide cu

hidrofobicitate medie si scdzutd de larga utilizare (cap. 11.1.2)

Evaluarea comportirii cromatografice a atrazinei, cianazinei, 2,4-D, metamitronului,
cloridazonului si glifosatului a permis punerea la punct a unei separiri RP-HPLC ce poate fi
utilizatd pentru identificarea si cuantificarea lor in cazul detectiei simultane in diverse probe.
Studiul a demonstrat utilitatea detectorului cu arie de diode in identificarea, pe baza spectrelor
UV, a celor sase analiti luati in studiu atunci cdnd separarea cromatografici nu reuseste si ii
rezolve (coelutii partiale sau chiar totale inregistrate pentru perechile de analiti atrazin — 2,4-
D respectiv cloridazon — metamitron). in ceea ce priveste cuantificarea, detectorul arie de
diode ofera posibilitatea obfinerii de cromatograme extrase (intr-un singurd trecere
cromatografica) la diferite lungimi de unda convenabil alese pentru a masca prezenta unui
analit ce coelueazi cu analitul ce se doreste a se cuantifica. Desi nu existi pe piata biblioteci
(colectii) de spectre UV-VIS din cauza specificitatii relativ mici (in raport cu alte tipuri de
spectre, cum sunt spectrele MS), se poate initia construirea unei baze de date la nivelul
laboratorului. Acestea vor putea fi utilizate pentru confirméri suplimentare in cazul unora din

separirile dificile din cadrul metodelor de rutina.
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1.3. Optimizarea separdrii RP-HPLC a trei erbicide triazinice cu hidrofobicitate medie prin

elutie izocraticd (cap. 11.1.3)

Pentru cele trei erbicide triazinice luate in studiu, simazina, atrazina si propazina, au fost
stabilite conditii de lucru (debit de curgere, compozitia fazei mobile) simple si reproductibile
pentru a asigura o separare lichid-cromatografici robusti si relativ rapidi: coloana
cromatografica tip RP-C18, debit 1 mL min™', fazi mobila metanol:apa - 50:50 (v/v), timp 22
min. Detectorul cu arie de fotodiode a permis, prin intermediul software-ului dedicat

Millenium®

, confirmarea identitdtii analitilor pe baza compararii spectrelor din apexul
picurilor cu cele din baza de date construitd anterior pe baza solutiilor de standarde pure; in
plus, subrutina ,purity check” a permis verificarea puritdtii spectrale a picurilor
cromatografice (scdderea probabilitifii coelutiilor totale, nedepistabile pe baza criteriului

timpului de retentie).

1.4. Optimizarea separdrii RP-HPLC a unui grup de patru pesticide organofosforice cu

hidrofobicitate medie prin elufie izocratica (cap. 11.1.4)

Separarea RP-HPLC propusd pentru grupul de pesticide organofosforice Co-Ral (cumafos),
zolone (fosalon), phorate (forat) si Di-Siston (disulfoton) este suficient de rapida (aproximativ
8 minute) si simpla (se realizeazi in regim izocratic al compozitiei fazei mobile binare) pentru
a fi utilizata drept etapa de separare cromatografici in metodele de rutind pentru depistarea si
cuantificarea acestor pesticide in diverse tipuri de probe. In ceea ce priveste selectivitatea, ea
s-a dovedit acceptabild in conditiile abordarii unui grup de analiti dificil de separat, cu valorile
logP intr-un domeniu restrans. Paranetrul logP si-a dovedit din plin in cazul acestei separiri
limitirile in ceea ce priveste predictia ordinii de retentie. Studiul demonstreaza, mai pregnant
decit in cazul grupului de opt pesticide prezentat anterior (vezi paragraful 1.1), ce diferente
remarcabile de selectivitate se pot manifesta intre metanol §i acetonitril. Devine evident faptul
cd, desi nu s-a reusit utilizarea metanolului in locul acetonitrilului in compozitia fazei mobile
nici micar partial (ca §i component al unei faze mobile ternare apa-acetonitril-metanol),
capacitatea de separare a acetonitrilului il transforma in solventul de ales pentru acest grup de

analiti.
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1.5. Separarea RP-HPLC a unui numar de cinci pesticide organoclorurate puternic hidrofobe

(cap. 11 1.5)

Compusii metoxiclor, dursban, hepaclor, DDT si aldrin, datoriti structurii lor chimice, sunt
substante puternic nepolare (logP in domeniul 5 - 7). Traditional, ei sunt analizati prin
cromatografia de gaze. Separarea prezentati de noi a demonstrat ca tehnica RP-HPLC poate fi
folositd cu succes pentru separarea acestui grup de pesticide organoclorurate cu performante
acceptabile in ceea ce priveste rezolutia separdrii (chiar si pentru perechea metoxiclor-
dursban), timpul trecerii cromatografice (aproximativ 27 minute) si tipul de elufie utilizat
(izocratic). Detectia in UV la 220 nm asigura limite de detectie instrumentale in zona 0,2 — 0,3

mg L™ pentru toti analitii, pentru injectii directe de 50 pL.

2. Influenta unor parametri de lucru asupra eficientei etapei de pregdtire a probei din cadrul
unei metode HPLC de identificare §i cuantificare a unui set de 5 pesticide organoclorurate din

apa potabila (cap. 11.2)

2.1. Optimizarea unor parametri de lucru din cadrul etapei de pregdtire a probei realizata

prin extractie lichid-lichid (cap. 11.2.1)

Studiul a relevat faptul ci atingerea unor performante acceptabile in ceea ce priveste bias-ul
metodei HPLC propuse pentru determinarea pesticidelor organoclorurate in probe de apa
potabild, este conditionatd de o pregitire foarte atentd a probei in vederea minimizérii
pierderilor in analitii de interes. Datele experimentale au pus in evident# citeva dintre punctele
critice care pot altera rezultatele studiilor de recuperare ce se realizeazid uzual pentru
demonstrarea performantelor unei metode lichid-cromatografice:

» pecesitatea stabilirii concentratiei reale a analitilor de interes in solutiile de apa bidistilati

suplimentate datoriti problemelor de solubilizare la preparare.

» verificarea necesititii introducerii mai multor etape de extractie lichid-lichid.
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S-a confirmat faptul ci varianta concentrérii extractului organic prin evaporarea lui pe baie de
nisip conduce la pierderi mult mai mari in analiti in raport cu varianta concentririi la
evaporator rotativ. in plus, nu s-a constatat necesitatea utilizirii mai multor etape de extractie
lichid-lichid.

S-a estimat ca limita de cuantificare a metodei este in zona 0,1 — 0,15 pg L™ per analit, pentru
factori de concentrare 1000 in urma etapei de pregitire a probei si pentru volume de injectie de

100 pL extract organic final (suficient pentru a corespunde prevederilor legislatiei nationale).

Principalele dezavantaje ale metodei: volumul mare de solvent organic, toxic si scump,
consumat si valorile prea mici ale recuperdrilor (< 70%) pentru dursban si heptaclor.
Avantajele cel mai evidente stau in simplitatea metodei (absenta etapelor prea laborioase) si
posibilitatea utilizérii echipamentului HPLC pentru analiza celor 5 pesticide organoclorurate

atunci cand laboratorul nu are in dotare un cromatograf de gaze.

2.2. Testarea performantelor extractiei in faza solida (SPE) ca etapd de pregdtire a probei

(cap. 11.2.2)

Studiul a evaluat performantele in ceea ce priveste recuperarea unui grup de 5 pesticide
organoclorurate de pe doua tipuri de cartuse SPE umplute cu silicagel derivatizat cu grupari
C18 (produse de firme diferite) in urma concentrérii pe ele a unor solutii de apa bidistilati. S-
au atins recuperdri apropiate, de aproape 80% (acceptate, in cadrul legislativ actual, in
domeniul analizei pesticidelor organoclorurate din probele de apa potabild), pentru ambele
tipuri de cartuge luate in studiu §i pentru tofi cei 5 analiti. Diversele modificari ale volumului
de proba aplicata si debitelor de aplicare a probelor nu au condus la imbunititiri ale
recuperdrilor. S-au observat insd diferente semnificative in ceea ce priveste repetabilitatea
(dispersia) experimentelor in raport cu nivelul concentratiei analitilor de interes din proba
trecutd peste cartus. Astfel, deviatiile standard relative pentru solutiile cu concentratii de
ordinul unitatilor de ppb s-au situat in zona 20% in timp ce pentru solutiile cu concentratii de
ordinul zecilor de ppb ele nu au depdsit 10%. Folosirea de cartuge umplute cu Florisil drept
material adsorbant in tehnica SPE pentru concentrarea pesticidelor organoclorurate metoxiclor,
dursban, heptaclor, DDT si aldrin din probe de ap3, s-a dovedit ineficienti in ceea ce priveste

parametri de performanta studiati (recuperarea, repetabilitatea).
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3. Stabilirea limitdrilor de naturd instrumentald in utilizarea interfetei , electrospray

ionization” §i a trapei ionice quadrupolice la analiza LC-ESI-MS a alchilfenolilor (cap. 11.3)

Au fost evaluate influentele unora dintre parametri de lucru ai interfetei ESI si spectrometrului
de masé cu trapa ionic@ asupra semnalului pentru un grup de patru alchifenoli: bis-fenol A, 4-
tert-butilfenol, 4-nonilfenol si 4-octilfenol. S-a demonstrat ca alegerea potrivita si conjugata a
unora din parametri de lucru ai interfetei ESI (debitul de gaz auxiliar, pozitia axiala a
dispozitivului de sprayere) poate conduce la intensificarea semnalului. in ceea ce priveste
parametri de utilizare ai trapei ionice, s-a demonstrat necesitatea gésirii compromisului optim
intre numdrul de evenimente de scanare si intensitatea semnalului pentru filtrele de scanare ale
analitilor de interes precum si a alegerii adecvate a tipului de filtrare realizat de cimpul de
radiofrecventd aplicat trapei ionice. Un aspect interesant l-a constituit tipul de control
(automat sau manual) a cantitdtii de ioni din interiorul trapei ionice. S-a constatat ci
restrictionarea automata realizatd de citre software diminueaza serios intensitatea semnalului
(cu cel putin un ordin de mérime). Este evident ca problematica aceasta merita studii separate
detaliate. Desi sensibilitatea atinsa pentru injectia directd in sistem (fard pasi preliminari de
pregdtire si concentrare a probei) a fost acceptabila (limitd de detectie aproximativ 200 ppb
pentru BPA, TBP si NP, aproximativ 400 ppb pentru OP), punctul critic al acestei faze
analitice l-a constituit lipsa stabilitdfii semnalului in timpul seriei analitice de probe.
Experimentele sustin ipoteza c3 acest tip de comportament se datoreazi, in mare masura,
proprietitilor specifice ale acestor analiti (aderenti la nivelul peretilor metalici ai intregului
traseu dintre dispozitivul ESI si trapa ionica a spectrometrului, posibil gi in interiorul trapei
ionice), specificului constructiv al interfetei tip ESI (nu foarte performanti in ceea ce priveste
reproductibilitatea) cat si principiului de functionare al spectrometrului de masi cu trapa
ionica (puternic in ceea ce priveste abilitatea de elucidare a structurii compusilor necunoscuti
dar mai putin performant in ceea ce priveste reproductibilitatea rezultatelor analitice). Pentru a
diminua semnificativ aceste efecte nedorite sunt necesari timpi lungi ai trecerilor
cromatografice (care trebuie si includd o fazd lungd de readucere a sistemului in stare de
echilibru) si proceduri de curitare drastice intre injectii (cresterea mare, la limita maxim

admisibili de producitor, a temperaturii tubului capilar de transmitere de transmitere a ionilor
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in spre partea de “ion optics” a spectrometrului, precum si executarea frecventi, la fiecare 5-6
sarje analitice, a procedurii de curéitire a acestui tub prin ultrasonicare in solvent organic).
Datoritd nerezolvarii problematicii scaderii semnalului in timpul sarjei analitice, s-a renuntat la

etapa de dezvoltare si optimizare a etapei de pregitire a probei.

4. Dezvoltarea, optimizarea §i validarea unei metode de determinare a unor hormoni
estrogeni din apa potabila prin cromatografie de lichide cuplata cu spectrometru de masa cu

trapad ionica prin interfata ESI (cap. 11.4)

S-a realizat dezvoltarea, optimizarea si validarea unei proceduri analitice simple i practice
pentru determinarea unor hormoni estrogeni (estrond, 17p-estradiol si 17a-etinilestradiol) din
probe de apa potabila. Ca detector, este utilizat spectrometrul de masa cu trapd ionicd, un
echipament semnificativ mai ieftin decdt spectrometrul de masd cu triplu-quadrupol
(aproximativ jumdtate din pretul acestuia). Procedura foloseste o singura etapa SPE in vederea
concentrarii probelor de apa in analitii de interes. Datoriti robustetii si simplicitiii procedurii
de concentrare SPE dezvoltate, se estimeazi cid ea poate fi usor implementatd intr-un sistem
on-line de monitorizare de rutind a nivelului hormonilor estrogeni in apa potabili de la iesirea
din uzinele de apa. Astfel, setul de parametri cromatografici stabilit (compozifia binara a fazei
mobile, elutia in regim izocratic pe perioada elutiei efective a analitilor) si protocolul de lucru
SPE asigura o selectivitate si sensibilitate acceptabile in conditiile unei bune robusteti a
metodei. In final, s-au atins limite de detectie in domeniul 1 — 3,5 ng L™ si limita de
cuantificare 5 ng L' pentru toti analitii de interes precum si recuperiri peste 90% si
reproductibilitdti mai mici de 20% (exceptie etinilestradiolul — 25%), estimate la nivelul
limitei de cuantificare a metodei. Un avantaj semnificativ l-a constituit neutilizarea de
standard intern pentru calibrare.

Pentru apa de rdu, metoda dezvoltatd pentru apa potabild a fost adaptatd cu foarte mici
modificiri (sciderea volumului de proba de la 1000 mL la 500 mL si ingustarea ferestrelor
pentru filtrele de scanare tip SRM cu céte o unitate de masd) astfel incét s-a reusit atingerea
unei limite de detectie de 15,0 ng L™ si a unei limite de cuantificare de 40 ng L' pentru
analitul estradiol. Modificarea cu adevirat notabild a constat in necesitatea utilizirii unui

standard intern deuterat pentru o calibrare corectd. Parametri caracteristici validdrii metodei
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pentru estradiol, la nivelul limitei de cuantificare, s-au dovedit acceptabili: recuperarea medie
— 94,38%, deviatia standard relativad — 28,65%. Din picate, tentativa de a utiliza estradiol-ds
pentru calibrarea cu standard intern a estronei §i etinilestradiolului s-a dovedit nereusiti. Din
acest motiv, in lipsa unor compusi deuterafi adecvati utilizirii ca standarde interne pentru
acesti doi analifi, metoda suplimentirii cu cantitate cunoscuti de analit a unei portiuni a probei

luate in lucru rdmane singura alternativa pertinenti.

5. Rezultatele cercetarilor experimentale au fost publicate astfel: 1 lucrare intr-o revistd din
tard, cotatd ISI [119], 2 lucréri intr-o revistd citatd in baza de date CNCSIS la categoria B
(pana in 2005 — vezi site www.cncsis.ro) [116, 120], 3 lucréri in revista de specialitate a
Institutului de Sanéitate Publici Timisoara (citatd in baza de date CNCSIS la categoria C pana
in 2002 — vezi site www.cncsis.ro) [114, 115, 118], 1 lucrare in Proceedings — Al 6-lea
Simpozion International privind Cercetarea Interdisciplinard Regionald Ungaria — Roménia —
Iugoslavia (2002) [117], 2 lucrari trimise spre publicare in strdinitate la reviste cotate ISI [121,
123].

6. S-au reusit urmatoarele:

e stabilirea seturilor de parametri cromatografici (tipul si concentratia in modificator
organic al fazei mobile) pentru obtinerea unor separdri simple (in regim izocratic),
relativ rapide (majoritatea mai scurte de 15 min), cu rezolutii de separare acceptabile
(majoritatea > 0,9), prin cromatografie de lichide in fazi inversa pentru céteva clase de
pesticide carbamice, organofosforice, triazinice s$i organoclorurate. Coloanele
cromatografice folosite au fost unele standard, umplute cu silicagel derivatizat cu
grupdri C18, relativ ieftine §i accesibile datoritd faptului cd nu au fost branduri
costisitoare si nu au fost supuse unor tratamente speciale de reducere a numirului
gruparilor silanolice libere reziduale (asa-zisul tratament de ,endcapping”). Toate
separdrile pot fi utilizate drept etapd analiticdi de separare in metodele lichid-
cromatografice de identificare si cuantificare a respectivelor pesticide din probe cu
matrici relativ simple (de exemplu, apa potabila).

e evidentierea influentei unor parametri de lucru (numérul etapelor de extractie, modul

de concentrare a extractului organic) asupra eficientei extractiei lichid-lichid ca etapa
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de pregitire a probei in cadrul unei metode lichid-cromatografice identificare si
cuantificare a 5 pesticide organoclorurate din probe de apa potabila.

evidentierea capacitatii tehnicii extractiei in fazi solida (SPE) pe cartuse cu umplutura
de silicagel derivatizat cu grupari C18 de a fi utilizatd drept etapa de pregitire a probei
in cadrul unei metode lichid-cromatografice identificare si cuantificare a 5 pesticide
organoclorurate din probe de apa potabila.

evaluarea influentei unor parametri instrumentali de lucru ai interfetei de ionizare prin
sprayere in cAmp electric (ESI) (debitul de gaz auxiliar, pozitia axiald a dispozitivului
de sprayere) si ai trapei ionice (numirul de evenimente de scanare, tipul de filtrare
realizat de campul de radiofrecventd, tipul de control a cantitifii de ioni) asupra
dezvoltarea, optimizarea i validarea unei metode de identificare si cuantificare
sensibild, selectiva si robustd a unui grup de 3 hormoni estrogeni din apa potabila prin
LC-ESI-MS cu trapa ionici. In plus, a fost demonstrati capacitatea metodei de a fi
aplicatd, cu modificari minore in protocolul de lucru, si probelor de apa de rau, insotita,

cum era de asteptat, de o reducere a sensibilititii (cresterea limitei de detectie).

Datorita caracteristicilor ei, metoda se preteaza foarte bine transferului pe
echipamente automatizate de monitorizare on-line a calitatii apei potabile.
in urma unor studii de reoptimizare si revalidare, metoda poate fi
transferata si in domeniul analizelor de hormoni estrogeni din probe
biologice (urind, sange, lapte) si de alimente.
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