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Metode de laborator pentru analiza

reziduurilor de pesticide.
Modul de formare practica

Studiile de monitorizare din domeniul reziduurilor de pesticide
sunt esentiale pentru intelegerea impactului acestor substante
chimice asupra mediului si a sanatatii umane. Aceste studii
furnizeazd date esentiale privind nivelurile de poluanti in
diverse medii si in matrice si au o mare contributie la
intelegerea evolutiei pesticidelor in mediul inconjurator,
sprijinind initiative precum Green Deal-ul european, care
vizeaza un mediu inconjurator durabil si mai putin poluat.
Monitorizarea reziduurilor de pesticide prin intermediul unor
protocoale analitice fiabile nu este doar o activitate stiintifica,
ci si 0 componenta esentiala a politicii si a sanatatii umane si
de mediu, ceea ce subliniaza nevoia de profesionisti si
cercetatori calificati in acest domeniu. Combinatia de
cunostinte teoretice si abilitati practice in acest domeniu este
indispensabila pentru urmatoarea generatie de oameni de
stiinta si factorii de decizie politica din domeniul mediului.

Principalele componente cheie ale monitorizarii reziduurilor de

pesticide sunt: m

Protocoale analitice
a. Prelevarea de probe: asigurati-va ca respectati protocoalele
oficiale de reglementare pentru analiza reziduurilor de pesticide. O
esantionare insuficienta poate duce la o estimare nerealista a
concentratiei de reziduuri de pesticide (supraestimare sau
subestimare) din cauza eterogenitatii ridicate a esantionulu
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b. Pregatirea probelor: etapa initiala in analiza reziduurilor de
pesticide. Aceasta implica extragerea pesticidelor din matricea
probei, care poate fi sol, apa sau material vegetalfi fructe sau
legume. Aceasta etapa este cruciala pentru eliminarea interferentelor
si concentrarea reziduurilor de pesticide.

c. Metode instrumentale: tehnici precum cromatografia in faza
gazoasa (GC), cromatografia lichida (LC) si altele, sunt utilizate in
mod obisnuit. Aceste metode separg, identificd si cuantifica
reziduurile de pesticide din probe.

d. Metode de detectie: deseori cuplate cu GC sau LC, metode precum
spectrometria de masa (MS) asigura o detectie foarte sensibila si
specifica a pesticidelor.

Dezvoltare si optimizare

a. Adaptarea metodelor analitice la nevoile specifice este vitala.
Aceasta implica ajustarea unor parametri precum tipurile de solventi,
conditiile de extractie si conditile cromatografice pentru a spori
eficienta si specificitatea.

Validarea metodei

a. Recuperarea: Masoara eficienta extragerii analitului (reziduul de
pesticid, care este identificat si masurat) din matrice. O rata de
recuperare ridicata indica faptul ca metoda este eficienta in
extragerea pesticidului din proba.

b. Limitele de detectie (LOD) si de cuantificare (LOQ): LOD se refera la
cea mai mica cantitate de substanta care poate fi detectata, in timp
ce LOQ este cea mai mica cantitate care poate fi masurata cantitativ
Cu precizie.

c. Intervalul de liniaritate: Determina intervalul de concentratie in care
metoda ofera un raspuns liniar.

d. Precizia: Evalueaza repetabilitatea intrazilnica si interzilnica si

reproductibilitatea metodei analitice.
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Implicatii educationale

Este esential sa predam studentilor aceste protocoale analitice,
in special la nivel de masterat si doctorat. Aceastea le
imbunatatesc nu numai intelegerea metodelor in sine, ci si a
limitelor si aplicabilitatii acestora. Competentele practice de
manipulare a acestor tehnici si de interpretare a rezultatelor sunt
cruciale pentru viitorii cercetatori si profesionisti in stiintele
mediului.
Relevanta pentru Pactul Verde European

Programul european "Green Deal" (Pactul verde european)
stabileste obiective ambitioase pentru reducerea poluarii si
tranzitia catre o economie durabila. intelegerea si monitorizarea
reziduurilor de pesticide din matricea alimentara reprezinta o
parte esentiala a acestei initiative. Profesionistii calificati care
pot efectua si interpreta competent aceste analize sunt esentiali
pentru atingerea acestor obiective. Cunostintele dobéandite in
urma acestor studii alimenteaza procesul de elaborare a
politicilor, contribuind la elaborarea de reglementari si practici
care sa se alinieze la obiectivele Green Deal.

Monitorizarea reziduurilor de pesticide prin intermediul unor
protocoale analitice fiabile nu este doar un efort stiintific, ci si o
componenta esentiala a sanatatii si politicii de mediu. Aceasta se
aliniazd indeaproape cu initiative mai largi, cum ar fi Green Deal
european, subliniind nevoia de profesionisti si cercetatori calificati in
acest domeniu. Combinatia de cunostinte teoretice si abilitati
practice in acest domeniu este indispensabila pentru urmatoarea
generatie de oameni de stiinta si factori de decizie politica in
domeniul mediului.
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Metode de laborator pentru analiza

reziduurilor de pesticide.
Modul de formare practica

Modulul de formare practica are ca scop transmiterea
principiilor fundamentale si a experientei practice in
analiza instrumentala a probelor de mediu si alimentare.
Acest modul include lucrari practice de laborator si
sesiuni interactive de intrebari si raspunsuri axate pe
domenii-cheie, cum ar fi pregatirea si tratarea probelor,
analiza probelor si prelucrarea datelor. Programul de
studiu acopera tehnici analitice avansate, concepute
pentru a imbunatati abilitatile practice si cunostintele de
lucru ale studentilor de la masterat si doctorat in acest
domeniu.
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Descriptori

La finalizarea modulului, cursantul va fi competent in:
1. Intelegerea etapelor implicate in protocolul analitic;
2. intelegerea procesului de lucru cu o metoda analitica;
3. Recunoasterea semnificatiei pregatirii protocolului analitic.

Competente generale
si transferabile

Configurarea unei statii de
1 lucru pentru o anumita
metoda analitica.
0  lab g q Alegerea metodei
perarea in [aboratoSIfiine : analitice potrivite pentru

2 autonom sau GEEC. detectarea ingredientelor

supraveghere minima atunci active ale pesticidelor

cand este necesar

Colaborarea eficienta intr-un Dobandirea de abilitati
3 mediu de echipa, cu practice de laborator

N N o 2 . AT

indrumare limitata, dupa cum prin diferite metode de

este necesar caracterizare
4 Sa dea dovada de abilitati de
laborator performante Analiza si corelarea
3 e
datelor obtinute
Afisarea capacitatii de a

5 intelege rezultatele si de a

interpreta datele obtinute prin

diverse metode analitice

Cunostinte, intelegere si
competente profesionale
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Unitatea 1.1 Determinarea
neonicotinoidelor cu ajutorul
HPLC-UV

Maria Mortl
1.1.1. Principiul

metodei

Aceasta metoda este adecvata pentru determinarea continutului
de neonicotinoide dintr-o proba de apa cu ajutorul HPLC echipat
cu detector UV.

Exercitiul include calibrarea, determinarea recuperarii din
apa si optimizarea metodei HPLC-UV prin modificarea
conditiilor cromatografice.

f}n 1.1.2. Echipamente si materiale

~ HPLC echipat cu detector UV si injector automat;
~= pipete automate;

- flacoane de 2 mi;

~= balanta analitica, cu o precizie de + 0,01 mg;

~= seringa de 1 ml;

-~ filtru de seringa PTFE cu pori de 0,45 pm;

= tuburi de centrifugare de 15 ml;

= Vortex;

~= evaporator (modul de incalzire).

ﬁ 1.1.3. Pregatirea probelor

~= Calibrarea si determinarea neonicotinoidelor

Se prepara o solutle stoc care contine diferite neonicotinoide
(tiametoxam, clotianidin, tiacloprid, acetamiprid,
imidacloprid) la un nivel de 1 mg/mL in metanol;
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~% Se prepard un amestec de solventi, care are aceeasi
compozitie precum compozitia initiala a eluentului in

- metoda HPLC (tabelul 1.1.);

~= Se prepara o solutie de lucru comuna (5 ml) care contine
3 neonicotinoide la un nivel de 10 pg/mL si apoi solutiile
de calibrare care contin fiecare neonicotinoid la un nivel
de 50, 100, 200, 500 si 1000 ng/mL.

~ Se dilueaza solutia stoc cu amestecul de solventi eluenti
(tabelul 1.1) si nu se uitd sa se omogenizeze probele;

-~ Se injecteaza 20 pL din fiecare proba si din necunoscuta

aplicand conditiile cromatografice prezentate in tabelul

1.1.

Tabelul 1.1. Conditii cromatografice pentru
determinarea izocratica a neonicotinoidelor

\

Coloana C18,150mm x 4.6mm i.d., 5 ym

75% A (90% apa:10% MeOH) + 25% B
(acetonitril)
SAU 65% A + 35% metanol

Compozitia eluentului
izocratic

Lungime de unda A =269 and 252 nm
Timp de executie 10 min
Temperatura coloane 40°C
Injectie partial loop fill, 20 pL

Debit T mL/min
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Evaluarea recuperarii neonicotinoidelor din apa

~ Se adauga cantitati cunoscute (200 ng) de neonicotinoide
la 10 ml de proba de apa (spiking) in patru tuburi de
centrifugare de 15 ml.

-~ Se extrag probele cu doi dintre cei sase solventi de
extractie diferiti din tabelul 1.2.

~4 Agitati-le bine manual si apoi timp de 30 de secunde cu
un vortex.

-~ Efectuati extractia fie o datd, fie de doua ori, cand cele
doua extracte sunt combinate.

~ Se indeparteaza cat mai mult posibil din solventul organic
cu ajutorul unei seringi.

~= Se evapora solventul pana la uscare cu ajutorul unui
curent de azot intr-o hota de laborator si se dizolva
reziduul in 1T ml de amestec de solventi, care are aceeasi
compozitie precum compozitia initiala a eluentului in
metoda HPLC.

~ Se filtreaza extractul cu ajutorul unui filtru de seringa
PTFE cu poride 0,45 pm.

=4 Deoarece concentratia initiala in apa a fost de 20 ng/mL,
teoretic, in timpul prepararii probei a avut loc o crestere
de zece ori (100% recuperare), astfel incat nivelul
corespunzator al extractului este egal cu 200 ng/mL.

~4 Pregatiti aceasta solutie ca referinta sau folositi valoarea
masurata din calibrare.
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Tabelul 1.2. Compozitia solventilor utilizati
pentru extractia neonicotinoidelor

Solvent Volum (mL) Co-solvent Volum (mL) Solvent
1 hexan 1.5 acetona 0.5 1
2 hexan 1.5 acetonitril 0.5 2
3 hexan 2.0 - 0 3
4 dichlorometan 1.5 acetona 0.5 4
5 dichlorometan 1.5 acetonitril 0.5 5
6 dichlorometan 2.0 - 0 6

Optimizarea metodei

In aceastd parte a exercitiului de laborator se utilizeaza una
dintre solutiile preparate (de exemplu, 200 ng/mL), iar
parametrii initiali sunt indicati in tabelul 1.1. Acestia sunt apoi
modificati dupa cum urmeaza.

1.1.4. Pregatirea probelor
Calibrarea si determinarea neonicotinoidelor

Analiza se face prin metoda prezentata in tabelul 1.1. Se
verifica integrarea varfurilor si se determina ariile varfurilor
pentru toate nivelurile de calibrare si pentru proba
necunoscuta. Centralizati rezultatele intr-un tabel si calculati
concentratia probei necunoscute.
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Determinarea recuperarii neonicotinoidelor din apa

Analiza se face prin metoda HPLC prezentata in tabelul 1.1.
Se verifica integrarea varfurilor si se determina suprafetele
varfurilor mai intense (lungimea de unda) pentru cele 4 probe
extrase (2 amestecuri de solventi si 1 sau doua extractii),
precum si pentru proba de referintd. Centralizati rezultatele
intr-un tabel.

Optimizarea metodei

Initial, se utilizeaza parametrii din tabelul 1.1. si se
inregistreaza cromatograma.
« Modificati parametrii, injectati aceeasi solutie si
inregistrati din nou cromatograma.
« Modificati raportul modificatorului organic in compozitia
initiala a eluentului cu +10%.
« Se modifica temperatura coloanei cu +5°C;
« Modificati debitul cu £0,1 ml/min;
« Modificati lungimile de unda cu +20 nm;
e Rezumati intr-un tabel timpii de retentie pentru fiecare
compus si conditii.
Nota: in unele cazuri este necesara echilibrarea sistemului, de
exemplu, dacd se modifica compozitia eluentului. Luati in considerare,
de asemenea, faptul ca in cromatografia lichida in faza inversa,
scdderea raportului modificatorului organic in eluent duce la cresterea
timpilor de retentie pentru componentele mai putin polare, ceea ce
poate creste si timpul de cromatografie.

- Incercati sd gasiti o metodd cu gradient pentru neonicotinoidele
vizate.
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1.1.5. Evaluarea

Calibrarea si determinarea neonicotinoidelor

Se traseaza suprafetele varfurilor in functie de concentratia
pentru fiecare component pentru fiecare component si, pe
baza acestei curbe de calibrare, se calculeaza nivelurile din
probele necunoscute. Calculati, de asemenea, rapoartele
varfurilor inregistrate la doua lungimi de unda diferite.
Acesta ar trebui sa fie constant, daca nu exista niciun
component co-eluabil in proba.

Determinarea recuperarii neonicotinoidelor din apa

Se compara intensitatile masurate (suprafetele varfurilor) cu
cele ale solutiei de referinta si se calculeaza recuperarile
pentru 4 proceduri (2 amestecuri de solventi si 1 sau 2
extractii) pentru fiecare component. Recuperarea (rec%) se
exprima dupa cum este data de ecuatia:

A extr,i
unde: rec% = -100%
; L
rec% — recuperarea ref,
A....— zona de varf din proba extrasa pentru componenta i

A.¢i — zona de varf in proba de referinta pentru componenta i

Optimizarea metodei

Comparati efectul diferitilor parametri asupra timpilor de
retentie ai neonicotinoidelor si luati in considerare, de
asemenea, latimile si/sau suprafetele varfurilor din
cromatograma. Centralizati observatiile si alegeti o metoda
optima.
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Unitatea 1.2 Determinarea
reziduurilor de pesticide din

apa cu ajutorul GC-MS

Maria Mortl o
. Principiul metodei Coe ‘

Ingredientele active ale pesticidelor sunt prezente in
diferite probe de mediu, de exemplu in apa de suprafata.
Analiza multireziduala a pesticidelor moderat volatile se

realizeaza cu ajutorul GC-MS. Probele de apa sunt
pregatite prin extractie in faza solida (SPE), in timp ce
probele de sol sunt pregatite prin extractie lichida.

1.2.2. Echipamente si materiale

* Cartusele SPE, cartusul Restek CarboPrep-90 (500 mg/6 ml)

~=$ Aparat de extractie SPE (a se vedea figura 1.1.);

~ flacoane Erlenmeyer,

% pipete automate;

~= flacoane de 4 si 2 ml;

~= tuburi pentru colectarea fractiilor;

~4 standarde de pesticide (de exemplu, dimetenamid, trifluralin,
acetoclor, clomazona, teflutrin, terbutilazina, -clorpirifos,
metolaclor, propiconazol, penconazol, pendimetalin etc.).

~ Agent de sililare BSTFA pentru derivatizare;

- Instrument GC-MS;




cartus SPE

conexiunea catre vaccum

proba de apa

Figura 1.1. Aparat de extractie SPE

ﬁ 1.2.3. Pregatirea probelor

Metoda multi-reziduu pentru determinarea ingredientelor
active ale pesticidelor din apa

Pregatiti 1 L (sau 200 ml) de proba de apa de suprafata sau
subterana cu extractie in faza solida (SPE) in conformitate cu
procedura prezentatd in figura 1.2. in cazul in care apa
contine multe particule in suspensie, filtrati proba printr-o
hartie. Conditionati cartusul inainte de pregatirea probei, apoi
incarcati proba si utilizati vidul pentru a creste debitul.
indepartarea sarurilor si a altor interferente polare se
realizeaza prin spalare, apoi se usuca cartusul folosind vidul
si se eluzioneaza componentele. Componentele neutre si
bazice sunt eluate lent (fara vid) in prima fractie cu 1 ml de
metanol, urmat de 6 ml de CH,Cl, /metanol (8:2).
Componentii acizi sunt colectati separat intr-o a doua fractie
printr-o elutie ulterioara cu un amestec de solutii bazice care
contine
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1L proba de apa

Filtrare, omogenizare
Conditionare (5 mL CH,CIl4/ metanol 8:2, apoi 15 mL acid
ascorbic conc. 10g/L), 5 mL/min, nu se usuca!

N

Incarcarea probei de apa (debit 10-15 ml/min)

Spalare: 7 ml de apa distilata,
1 mL metanol/apa distilata (1:1), uscare (20 min!)

Eluarea ingredientelor
1. Fractiune (componente neutre si bazice)
1 ml metanol, 6 ml CH Ch/metanol (8:2), lent

vaporizare pana la uscare,
se trece la izo-octan

Eluarea ingredientelor
2. Fractiune (componente acide)

6 ml de CHLIl,/metanol (6:4) continand 0,9 g/L
(0,016 mol/dm) KOH

Evaporarea péana la uscare,
trecerea la izo-octan, derivare

| Masurarea GC-MS |

Figura 1.2. Pregatirea probelor de apa.

mai mult metanol (CH,CL/metanol =6:4). Acesti compusi (de
exemplu, erbicidele pe baza de acid clorofenoxidic) sunt
derivatizati prin utilizarea unui agent de derivatizare. Scopul
derivatizarii este de a creste volatilitatea, care este o conditie
prealabila in GC. Se indeparteaza solventul cu ajutorul unui
curent de azot si apoi se dizolva reziduul uscat in 1 ml de
solvent adecvat pentru masuratori GC (de exemplu, izo-
octan).
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Daca doriti sa pastrati cele 3 ordine de marime in concentratie si
s-au preparat doar 200 ml de proba de apa, atunci rezolvati
reziduul uscat doar in 200 pL si utilizati o insertie in flacon. Pentru
a doua fractie uscata se adauga reactivul de derivatizare (de
exemplu, 50 pL BSTFA + 10 pL acid trifluoroacetic) si se
incalzeste la 60°C timp de o jumatate de ora. Retineti ca agentii
de derivatizare, precum si derivatii ai siliciului sunt sensibili la
umiditate, prin urmare, aplicati reactivul in exces si inchideti
flaconul pentru a pastra stabilitatea fata de hidroliza.

1.2.4. Analiza probei
Setati metoda GC-MS optimizata pentru analiza multi-reziduu si

injectati 1 pyL din proba preparata in instrumentul GC-MS. Daca
intrarea GC permite volume de injectie mai mari, atunci se pot
injecta 5 pL sau chiar mai mult. Metoda GC-MS optimizata poate
varia de la un laborator la altul. in tabelul 1.3 este prezentat un
exemplu pentru parametri.

Tabelul 1.3. Conditii cromatografice pentru analiza multi-reziduu prin GC-MS

Coloana Coloana capilara HP-5MS ultra-inerta HP-5MS
(30m x 0,25mm x 0,25 pm grosime a filmului)
t:r;oger;r:”déea stationar la 70°C timp de 0,5 min, incalzire de la 70°C la 100 °C la 60 °C / min, incalzire
P A de la 100°C la 240°C la 10°C / min, stationar la 240 °C timp de 11 min
cuptorului ’
Gaz purtator Heliu (6,0) cu un debit de 1,0 ml / min.
Injectie volum 5 pL, divizare de la 1,5 min, raport de divizare 40
Temperatura de stationar la 60°C timp de 0,5 min, incalzire de la 60°C la 260°C la 200°C / min,
injectie mentinuta timp de 5 min, racire la 60°C la 200°C / min, mentinuta timp de 18 min.
Spectrometru Energia de ionizare 70 eV, pe intervalul de mas& 60-350 m/z la 2 scanéri/s. Intarziere
de masa cu solvent 7,5 min. Linie de transfer MS si sursa de ioni 280°C si, respectiv, 230°C.
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1.2.5. Evaluarea

- Se compara spectrele de masa inregistrate pentru varfurile
mai mari ale cromatogramei cu spectrele de masa din baza
de date (de exemplu, NIST), utilizdand functia
corespunzatoare a programului informatic.

- Utilizati functia de evaluare a software-ului si incercati sa
gasiti moleculele tinta, care sunt inregistrate in metoda multi-
reziduu optimizata.

- In cazul in care exista curbe de calibrare pentru moleculele
tinta, calculati si concentratia. Este de remarcat faptul ca
recuperarea nu este probabil determinata pentru fiecare
compus tinta.
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Unitatea 1.3 Determinarea reziduurilor de
pesticide din sol

cu ajutorul GC-MS
Maria Mortl

1.3.1. Principiul metodei

\

Ingredientele active ale pesticidelor sunt prezente in
diferite probe de mediu, de exemplu in apa de suprafata.
Analiza multireziduala a pesticidelor moderat volatile se

realizeaza cu ajutorul GC-MS. Probele de apa sunt
pregatite prin extractie in faza solida (SPE), in timp ce
probele de sol sunt extrase prin extractie lichida.

fi’n 1.3.2. Echipamente si materiale

~=% Cartuse SPE, cartus Restek CarboPrep-90 (500 mg/6 ml)
~= Aparat de extractie SPE (figura 1.1.);
~ flacoane Erlenmeyer,

% pipete automate;

~= flacoane de 4 si 2 ml;

~= tuburi pentru colectarea fractiilor;

~4 standarde de pesticide (de exemplu, dimetenamid, trifluralin,
acetoclor, clomazona, teflutrin, terbutilazina, clorpirifos,
metolaclor, propiconazol, penconazol, pendimetalin etc.);

~ agent BSTFA pentru derivatizare;

-5 Instrument GC-MS.
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ﬁ 1.3.3. Pregatirea probelor
Metoda multi-reziduu pentru determinarea ingredientelor active
ale pesticidelor din sol

\ Se extrag 10 g de proba de sol uscata la aer cu ajutorul unui
amestec de hexan-acetona (1:1), conform procedurii prezentate
in figura 1.3. Extractia se realizeaza prin agitare manualg, urmata
de o agitare cu ultrasunete, apoi solutia se centrifugheaza pentru
a separa fazele. Se indeparteaza 10 ml de supernatant, iar
solventul se evapora pana la uscaciune cu ajutorul unui curent
de azot in hota de laborator. Reziduul uscat se dizolva din nou in
solventul adecvat pentru masuratorile GC (de exempluy, izo-
octan).

10 g de proba de sol intr-un tub Falcon

+ 15 mL hexan-acetona 1:1

Agitare (5 min)

20 min agitare cu ultrasunete

Centrifugare la 4°C, 5000 rpm/min timp de 10 min.

Se indeparteaza 10 ml de extract (decantare)

Evaporare pana la uscaciune cu ajutorul unui curent de azot

Se dizolva in 1 ml de izo-octan, masurare GC-MS

Figura 1.3. Pregatirea probelor de sol.
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1.3.4. Analizarea probei .

Aplicati metoda elaborata pentru analiza multi-reziduu prin
GC-MS. Conditiile cromatografice ale metodei de analiza
\ multi-reziduu sunt aceleasi ca in unitatea 1.2. Parametrii
detaliati sunt prezentati in tabelul 1.3.
Se injecteaza 1 pL (sau mai mult, de exemplu, 5 pL) de proba.
Se injecteaza, de asemenea, solutia de alcani normali
folosind aceleasi conditii. Identificati varfurile pe baza bazei
de date NIST sau utilizand biblioteca proprie. Determinarea
indicelui de retentie se bazeaza pe timpii de retentie
inregistrati pentru seria de n-alcani. Indicii de retentie
(masurati si/sau calculati) sunt, de asemenea, indicati de
baza de date NIST
(https://webbook.nist.gov/chemistry/).
Se iau in considerare numai acei indici care au fost
determinati pe aceeasi faza stationara.

1.3.5. Evaluarea
Determinarea reziduurilor din probe

|dentificati ingredientele active ale pesticidelor care au poluat
proba de sol. Identificarea reziduurilor de pesticide se
bazeaza pe spectrele de masg, iar timpii de retentie trebuie
sa fie in concordanta cu cei masurati anterior cu solutii
standard analitice si inregistrati in metoda. Calcularea
nivelurilor din proba pentru fiecare component se poate
efectua pe baza curbelor de calibrare, daca sunt disponibile.
Presupunand o recuperare de 100 %, se determina nivelurile
din proba originala daca sunt disponibile etalonari pentru
ingredientul activ de pesticide gasit in proba.
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Determinarea indicilor de retentie

Reprezentati grafic timpii de retentie ai alcanilor normali in
functie de numarul de atomi de carbon. Este liniara?

Indicii alcanilor normali sunt, prin definitie, de o sutd de ori
mai mari decat numarul lor de atomi de carbon. in cazul
izotermic, indicele de retentie (indicele Kovats, RI) se exprima
dupa cum este dat de ecuatia:

(log(t;—to) = log(t n — t,)
. totimp mort (Og( n+1 0) Og( 0)

- t; timpul de retentei al necunoscutei

- t,timpul de retentie al n-alcanului care se elueaza inaintea
necunoscutei

- n numarul de atomi de carbon din n-alcanul care se elueaza
inaintea necunoscutei

-t ,,timpul de retentie al n-alcanilor care se elueaza dupa
necunoscut, numarul de atomi de carbon este n+1

RI ;=100 (n + ) unde:

In cazul temperaturii programate, dacé temperatura este
crescuta liniar, atunci indicele este calculat prin urmatoarea
ecuatie (van den Dool és Kratz):

t.—
RI = 100(n+ Bl )

tn+1_ th

Calculati indicele de retentie pentru compusii identificati de baza
de date a spectrului de masa si comparati valorile calculate cu
datele din literatura de specialitate. Indicii sunt valabili pana la
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faza stationard corespunzatoare si sunt doar putin influentati
de conditiile cromatografice (temperatura cuptorului). Prin
urmare, acestea sunt indicate in anumite baze de date (de
exemplu, NIST) si confirma identificarea compusului.

T -
ﬁ 3

v =1.0997x-4.53062
5 R!=0.9985

# n-alkanes

B is0-00 tane
RT = 2.74 min

N

Rl = 689
1 ;

carbon number

retention time (min)
et

u . . - .
o 2 4 s i 10 12

Figura 1.4. Determinarea indicelui de retentie (RI) pentru izo-octan. Ecuatia a fost
determinata pe baza timpilor de retentie ai alcanilor normali. Retineti ca indicele este
de o suta de ori mai mare decat numarul de carbon.
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Unitatea 1.4 Determinarea reziduurilor
de pesticide din fructe si legume cu
ajutorul GC-MS

Maria Mortl

1.4.1. Principiul metodel

Extractia ingredientelor active ale pesticidelor din fructe si legume se
realizeaza prin metoda QUuEChERS, iar determinarea acestora se
bazeaza pe masurarea GC-MS. QUEChERS este un acronim pentru
Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe (rapid, usor, ieftin,
eficient, robust si sigur) si acopera o varietate de tehnici de pregatire
si curatare a probelor pentru analiza reziduurilor multiple de
pesticide in matrici agricole. Sunt publicate numeroase varietati, care
sunt optimizate pentru prepararea matricelor de mediu (de exemplu,
sol, frunze de plante etc.) si pentru alti compusi tinta (de exempluy,
micotoxine), precum si pentru alti compusi tinta (de exempluy,
micotoxine). Datoritd acestei variabilitati, este mai bine sa ne referim
la aceste proceduri ca metode bazate pe QUEChERS. Mai intai, intr-o
etapa de sarare, reziduurile de pesticide sunt extrase cu acetonitril.
Apoi se efectueaza curatarea extractului. Se aplica trei tipuri diferite
de sorbenti in mod dispersiv (dSPE) pentru eliminarea interferentelor
matricei. Amina secundara primara (PSA) este utilizatda pentru
eliminarea zaharurilor si a acizilor grasi, a acizilor organici, a lipidelor
si a unor pigmenti. Atunci cand PSA se utilizeaza in combinatie cu
faza C18 pe baza de silice, se elimina lipidele suplimentare (compusi
grasi cu lant lung), steroli si alte substante nepolare

—
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interferentele pot fi eliminate. Negrul de fum grafitizat (GCB)

. este mai putin utilizat, deoarece este un sorbent puternic
pentru indepartarea pigmentilor, polifenolilor si a altor
compusi polari, dar pot fi indepartate si unele dintre
pesticidele plane (aromatice polare).

@_} 1.4.2. Echipamente si materiale

~= Tuburi Falcon de 50 ml si 15 ml;

~ faze dSPE (de exemplu, PSA, GCB si/sau C18);

~4 NaCl si MgS04;,

== pipete automate;

~= flacoane de 4 si 2 ml;

~ filtru cu seringa (pori de 0,45 sau 0,22 pm);

~= standarde de pesticide (de exemplu, dimetenamid, trifluralin,

= acetoclor, clomazong, teflutrin, terbutilazing, clorpirifos,
metolaclor, propiconazol, penconazol, pendimetalin etc.).

~= jzo-octan sau alt solvent organic;

~ instrument GC-MS;

ﬁ 1.4.3. Pregatirea probelor

Se céantaresc 10 g de proba alimentara omogenizata intr-un
tub de centrifuga de 50 ml si se adauga 10 ml de acetonitril.
Aplicati una dintre metodele QUEChERS (Fig. 1.5.). Nota: in
cazul in care proba nu are un continut ridicat de apa (de
exemplu, cereale), trebuie utilizate cantitati mai mici de
proba macinata si trebuie completata greutatea panala 10 g
cu apa (hidratant).
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Se agitd bine proba, apoi se adauga sarurile (MgSO,si NaCl) si
se agita din nou proba. Se lasa proba timp de 10 minute si se
repeta agitarea pentru a obtine pesticide de extractie eficiente
J in aceasta etapa de adaugare de sare. Deoarece unele dintre
ingredientele active ale pesticidelor sunt sensibile la pH, se
poate aplica, de asemenea, un tampon (acetat sau citrat). In
unele cazuri, in solutie se adauga si un standard intern (ISTD)
pentru a imbunatati precizia si acuratetea, pentru a corecta
variabilitatea metodei sau pentru a elimina efectul de matrice
care apare in urma extractiei in faza solida persiva (dSPE),
recomandata pentru matricea alimentara aleasa. Urmati sfatul
supervizorului dumneavoastra si aplicati una dintre procedurile
recomandate enumerate in tabelul 1.4. De exemplu, pentru
boabe sau cereale, in ghid sunt indicate 150 mg MgSO si 50 mg
PSA pe ml de extract. In schimb, pentru probele foarte
pigmentate (de exemplu, capsuni, rosii) trebuie aplicate 25 mg,
PSA si 2,5 mg GCB pentru aceeasi cantitate de extract si sare.
in plus fata de 150 mg MgSO si 50 mg PSA, se aplicid 50 mg de
faze C18 cu capatul final pentru curatarea matricelor cu
continut ridicat de lipide (de exemplu, carne, peste, nuci).

Se centrifugheaza proba pentru a separa fazele si se transfera o
parte alicota din supernatant intr-un tub mai mic. Se adauga
sarea de magneziu si fazele la extract. in loc de 1 ml, se poate
extrage si mai mult supernatant (de exemplu, 6 ml) si se poate
folosi in procesul de curatare dSPE pentru a mari volumul

probei. ‘

e
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. Se agita, se centrifugheaza si se transfera o parte din
supernatant intr-un tub mai mic. Inainte de GC, se indeparteaza
solventul cu ajutorul unui curent de azot. Rezolvati reziduul
uscat in solventul adecvat pentru masuratorile GC (de exempluy,
izo-octan). Inainte de masuratorile LC, reziduul uscat trebuie
dizolvat in eluentul initial si filtrat printr-un filtru cu seringa cu
pori de 0,45 sau 0,22 pm.

A W
ORIGINALQUEChERS AOAC QUEChERS Buffered QuEChERS
Anastassiades and Lehotay 2003 AOAC 2007.01, EN 15662
*+ 10g homogenized/hydrated sample * 15 ml homogenized/hydrated sample * 10g homogenized/hydrated sample
+  Add 10 ml of ACN #  Add 15 ml 1% HOAc in ACN +  Add 10 ml of ACN
*  AddISTD *»  AddISTD =  AddISTD
*  Shake | = Shake | * Shake
v

+  Add4pgMgSO, +1g MNacl |+ Add6mg MgS0, + 1.5 g NaDAc |« Add 4 g MgS0,,
* Shake and centrifuge *  Shake and centrifuge 1g Nacl,

1g Na,Citrate - 2H,0,

0.5 g Na2HCitr - 1.5 H,0

Step 2 — Dispersive SPE Clean-Up Processes

= =

+ 1 mlaliquot of supernatant to micro * 1ml aliquot of supernatant to * 1mlaliquot of supernatant to dispersive
centrifuge tube containing: dispersive clean-up tube containing: centrifuge tube containing:
150 mg Mg50, and 50 mg P5A Mg50,, PSA 25 mg of PSA and 150 mg Mgs0,
+  Shake and centrifuge *  Shake and centrifuge *  Shake and centrifuge
[- 0.5 ml to GC or LC analysis | *  Preserve with toluene for GC/MS or 6.7 S Pree it e e ada T AR
PE NG Bt o T +  Analyse by GC/MS or LC/MS/MS
* Add surrogate standard (TPP) |
¥ "

Figura 1.5. Procedurile QUEChERS originale si oficiale
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Tabelul 1.4. Curatarea SPE dispersiva recomandata pentru diferite matrici in

procedura QUEChERS
. Matrice tipica Exemplu curatarea dSPE
1 fructe usor pigmentate cartof 900 mg MgSO,, 150 mg PSA
2 fructe pigmentate tomate, capsune 900 mg MgSO4, 150 mg PSA, 15 mg GCB
3 fructe p:igprir:jintate cu avocado 900 mg MgSO4é§é)(r)nr;1g:388A, 45 mg GCB,
4 Produse grase peste, carne, nuci 900 mg MgSO4, 300 mg PSA, 300 mg C18
5 Vin 900 mg MgSO 4, 300 mg PSA, 150 mg GCB
6 Ulei de masline 900 mg Mgs0,, 300 mg PSA
7 Cereale 900 mg MgSO,,, 300 mg PSA, (50 mg C18)
8 pentru ingrediente acide 900 mg MgSO,,, 300 mg C18

1.4.4. Analiza probei

Aplicati metoda elaborata pentru analiza multi-reziduu prin
GC-MS. Conditiile cromatografice ale metodei de analiza
multi-reziduu sunt aceleasi ca in unitatea 1.2. Parametrii
detaliati sunt prezentati in tabelul 1.3.

Se injecteaza 1 pyL de proba si se executa metoda
cromatografica. Identificati varfurile pe baza bazei de date
NIST sau utilizand biblioteca proprie. Daca este disponibila si
solutia de alcani normali, injectati-o si pe aceasta folosind
aceleasi conditii. Se indica, de asemenea, indicele de retentie
(masurat si/sau calculat).
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de baza de date NIST (https://webbook.nist.gov/chemistry/).
Luati in considerare numai acei indici care au fost
determinati pe aceeasi faza stationara.

1.4.5. Evaluarea
Determinarea reziduurilor din probe

|dentificati ingredientele active ale pesticidelor care au poluat
esantionul. Identificarea reziduurilor de pesticide se bazeaza
pe spectrele de mas3, iar timpii de retentie trebuie sa fie in
concordanta cu cei masurati anterior cu solutii standard
analitice si inregistrati in metoda. Calcularea nivelurilor din
proba pentru fiecare component se poate efectua pe baza
curbelor de calibrare, daca sunt disponibile. Presupunand o
recuperare de 100 %, se determina nivelurile din proba
originala daca sunt disponibile etalonari pentru ingredientul
activ de pesticide gasit in proba.

Determinarea indicilor de retentie

Verificati, de asemenea, indicele de retentie si comparati
valorile calculate cu datele din literatura de specialitate.
Reprezentati grafic timpii de retentie in functie de numarul de
atomi de carbon. Indicele de retentie (indicele Kovats) (RI) se
exprima conform ecuatiei din unitatea 1.3.
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Unitatea 1.5 Determinarea reziduurilor
de glifosat prin metoda ELISA

Borbala Gémes,
Eszter Takacs

1.5.1. Principiul metodei

Testele imunoenzimatice (ELISA) utilizeaza anticorpi
specifici pentru a recunoaste glifosatul, compus tinta in
proba. Ca ELISA competitiv, anticorpii specifici sunt capabili
sa se lege de glifosatul din proba sau de conjugatul glifosat-
analog acoperit pe microplacuta. Cresterea concentratiei
probei reduce semnalul detectabil. Cuantificarea este
posibila prin compararea rezultatelor cu o curba de calibrare
in 7 puncte. Etapele principale ale unui ELISA competitiv sunt
descrise in cele ce urmeaza (pe baza kitului Abraxis
Glyphosate Plate, Abraxis LLC, Warminster, PA).

Precautii:

I Toti reactivii si placile se pastreaza la 2 - 8°C. Lisati-le s&
ajunga la temperatura camerei inainte de testare!

] Evitati formarea de spuma in timpul vortexarii.

/ﬁ—J
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én 1.5.2. Materiale .

Formatul microplacilor cu 96 de godeuri permite masurarea a
25 de probe in paralel cu 7 puncte pentru curba de calibrare.
J Elemente esentiale pentru efectuarea testului:

~ Kit de testare cantitativa ELISA;

-4 pipete cu un singur canal, capabile sa livreze 50, 100,
150, 250 pl si 1 ml;

=) pipete cu 8 canale, capabile sa livreze 50 - 300 pl.
parafilm;

-~ tuburi de testare pentru derivatizare;

-4 flacoane de sticla pentru prepararea solutiilor de analiza;

= apa distilata sau deionizatg;

* vortex;

== cititor de microplaci,

=% pentru probe de plante si animale aveti nevoie si de:
tuburi Eppendorf, mortare si pisaloage, balanta analitica,
centrifuga.

ﬁ 1.5.3. Pregatirea probei

Conform producatorului, ELISA este adecvata pentru
determinarea glifosatului in probele de apa de suprafata fara
diluarea probelor. Acesta poate fi aplicat, de asemenea, in
probele de plante/animale, insa in acest caz se recomanda o
dilutie minima de 1:10 a extractului de proba. Aplicati in acest
caz calibrarea bazata pe matrice (obtineti curba de calibrare
in extractul probei de control. Inainte de a pregati curba de
calibrare, se dilueaza extractul de control cu aceeasi rata de

dilutie ca si pentru probe). ‘

e
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Pentru tesuturile de plante/animale, se adauga 40 mg de proba I

‘ si T ml de tampon de analiza intr-un mortar si se omogenizeaza
cu ajutorul unui pisalog. Se pune intregul extract intr-un tub

Eppendorf si se centrifugheaza timp de 10 minute, la 12000 rpm
si la temperatura camerei. Extractul din proba de control este

supranaturalul.

1.se dilueaza reactivul de derivatizare cu 3,5 ml de diluant
pentru reactiv de derivatizare.

2.se adauga 1 ml de tampon de analiza la 250 pl de standarde,
control si probe

3.se amesteca in vortex

4.adaugati 100 pl de reactiv de derivatizare diluat in fiecare tub
si amestecati in vortex pana cand devine omogen,

5.se incubeaza la temperatura camerei timp de 10 minute.

1.5.4. Procedura de analiza a probei/procedura de analiza

a. se adauga 50 pl de standard derivat, martor sau esantion (se
recomanda utilizarea de triplicat),

b. se adauga 50 pl de solutie de anticorp anti-Gglifosat in fiecare
gode,

C. se acopera placa cu parafilm, se amesteca continutul si se
incubeaza la temperatura camerei timp de 30 de minute,

d. se adauga 50 pl de solutie de conjugat enzimatic in fiecare
gode,

e. se acopera placa cu parafilm, se amesteca continutul si se
incubeaza la temperatura camerei timp de 60 de minute,

f. se agita energic intregul continut al godeurilor intr-un recipient
de deseuri si se spala godeurile de 3 ori cu solutie de spalare 1X
(volum de cel putin 250 pl/godeu),
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g. se adauga 150 pl de solutie coloranta in fiecare gode si se
incubeaza timp de 20-30 de minute,

. h. se adauga 100 pl de solutie de oprire in fiecare gode,
i. se citeste absorbtia la 450 nm in termen de 15 minute dupa
etapa h.

1. Preparation of reagents and wash buffer

p

2. Sample preparation

-

3. Adding standard, control and sample (50 plfwell) then anti-Glyphosate anfibody (50
p,fwell) to the plate

-

4. Incubation (30 min, room temperature)

P

5. Enzyme conjugate (50 pl/well)

pu

6. Incubation (60 min, room temperature)

P

7. Washing (3 times, min. 250 pl/fwell)

-

8. Color solution (150 pl/well)

-

9. Incubation (20-30 min, room temperature)

-

10. Stopping solution (100 plfwell)

P

11. Absorbance reading at 430 nm wavelength
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Alte posibilitati:

Pe langa acest exemplu, exista si alte kituri ELISA disponibile
pe piata. Toate acestea se bazeaza pe reactia anticorp-
antigen specifica, dar sunt posibile diferente minore, de
exemplu in ceea ce priveste concentratiile solutiilor sau
procesul. Urmati intotdeauna ghidul producatorului!

1.5.5. Evaluarea

Determinati continutul de glifosat din probele dumneavoastra
pe baza curbei de calibrare.
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Unitatea 1.6 Determinarea pesticidelor
organoclorurate in ingrasamintele

ecologice utilizand GC-MS

Violeta Alexandra lon,
Oana-Crina Bujor

1.6.1. Principiul metodei

Scopul acestei proceduri este de a determina cantitativ
reziduurile de pesticide organoclorurate (OCP) din inputurile
utilizate in agricultura ecologica (ingrasaminte) prin analiza
GC-MS. Metoda se aplica pentru determinarea cantitativa a
reziduurilor de pesticide organoclorurate (a-HCH, B-HCH, y-
HCH, 6-HCH, Heptaclor, Aldrin, Heptaclor epoxid, Ensodulfan
|, 4,4'-DDE, Dieldrin, Endrin, Endosulfan I, Endrin aldehide, 4,4'-
DDD, Endosulfan sulfat, 4,4-DDT, Metoxiclor, PCB 18, PCB
105, PCB 118, PCB 126, PCB 169) din produsele utilizate ca
inputuri in agricultura ecologica. Limita de detectie (LOD)
pentru aceste pesticide organoclorurate este: DDT < 0,05
mg/kg de substanta uscata, DDE < 0,05 mg/kg de substanta
uscata, DDD < 0,05 mg/kg de substanta uscata, a-HCH <
0,002 mg/ kg de substanta uscata, f-HCH < 0,001 mg/kg de
substanta uscata, y-HCH < 0,001 mg/kg de substanta uscata,
6-HCH < 0,001 mg/kg de substantd uscatda, total pesticide
organoclorurate: < 0,2 mg/kg de substanta uscata, total
bifenili policlorurati < 0,01 mg/kg de substanta uscata (MS),

—
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‘ Reactivi

J o Apa ultrapura, clasa 1 (rezistivitate MilliQ de 18 MQ x cm

i) 1.6.2. Echipament si reactivi

la 25°C si COT de 3 ppb);
Hexan, = 97%, grade GC;
e Acetona, 299,5%, p.a,;
 Eter de petrol cu un punct de fierbere intre 40 si 60 °C;
e Acetat de etil;
« Sulfat de sodiu anhidru =99%, p.a,;
e Clorura de sodiu=99,8 %, p.a..

Conditionarea sulfatului de sodiu anhidru: se usuca timp de
6 ore la 550 °C in cuptor, se raceste la aproximativ 200 °C si
apoi la temperatura camerei intr-un desicator care contine
material absorbant de umiditate.

Solutie stoc de pesticid (SS) cu o concentratie de 1000
pg/mL. Se céantareste individual, cu o precizie de 0,1 mg, o
cantitate de standard de referintd pentru a obtine solutii de
1000 pg/mL in hexan. La cantarire, se ia in considerare
puritatea substantelor etalon. Aceste solutii sunt stabile timp
de 6 luni daca sunt pastrate la 4°C la intuneric.

Solutia intermediara de pesticid (S1) concentratie 20 pg/mL.
Se pipeteaza individual 200 pL din solutia stoc de 1000
ug/mL (SS) intr-un balon volumetric de 10 ml. Se
completeaza pana la volum cu hexan. Aceste solutii sunt

stabile timp de 6 luni daca sunt pastrate la 4°C la intuneric. ‘

e
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Solutie de lucru pentru pesticide (SL) cu o concentratie de

. 200 ng/mL. Se pipeteaza in amestec 10 pL de solutie
intermediara (S1) cu o concentratie de 10 pg/mL intr-un balon
cotat de 10 ml. Se completeaza péana la volum cu hexan.
Aceasta solutie este stabila timp de o luna daca este pastrata
la 4°C la intuneric.

Se pipeteaza fiecare standard de calibrare pe domeniul 10-
150 ng/mL.

Materiale necesare

~= Baloane volumetrice de 5 ml, 10 ml;

~% pahare Erlenmeyer;

~ palnii de separare cu o capacitate de 500 ml, 1000 ml;
~= eprubete gradate cu o capacitate de 10 ml si dopuri PTFE;
~= cartuse SPE din silice si oxid de aluminiy;

~4 Baloane cu fund rotund de 100 ml;

~= Cilindru gradat de 10 ml|;

~ Hartie de filtru cu porozitate medie;

~ Micropipeta de 10-100 pL;

~ Micropipeta 100 - 1000 pL;

~= Filtre cu seringa;

~ \ortex;

~= Evaporator rotativ;

-~ Moara de laborator;

~= Combina frigorifica;
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« Balanta analitica; .

e Sistem GC-MS;
‘ e Coloana cromatografica HP - Ul 5MS, lungime 30 m,
J diametru intern 0,250 mm, film de 0,25 pm.

1.6.3. Pregatirea probelor

Probele ar trebui sa fie pretratate cat mai curand posibil.
Pastrati probele intr-un loc intunecat, la o temperatura mai
mica de 10 °C, daca este posibil intr-un frigider. Pentru
testarea OCP si PCB, timpul de depozitare a probelor nu
trebuie sa depaseasca 7 zile. Esantioanele sunt
omogenizate daca sunt neomogene, pentru a obtine un
esantion reprezentativ.

Inainte de tratarea probelor, se efectueazad determinarea
unei probe de control in conformitate cu protocolul de lucru,
utilizdnd aceleasi cantitati de reactivi ca la extractia,
purificarea si analiza unei probe de ingrdsamant. Valorile
obtinute in urma analizei probelor martor trebuie sa fie mai
mici decat limita de detectie pentru analitii de interes.
a) Extractia probelor solide

Se cantaresc 20 + 0,1 g de proba intr-un pahar Erlenmeyer.
Se adauga 50 ml de acetona la proba de analizat si se agita
energic timp de 15 minute cu ajutorul unui agitator la 200
rpm. Se adauga apoi 50 ml de eter de petrol si se agita timp
de 15 minute. Se repeta extractia cu 50 ml de eter de petrol.
Se colecteaza extractele intr-o palnie de separare de 500 ml
si se elimina acetona prin spalare de doua ori cu 400 ml de
apa.

e
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Se usuca extractul pe sulfat de sodiu, se spala de trei ori cu.

10 ml de eter de petrol si se adauga aceste spalari la

‘ extract.

b) Probe cu umiditate ridicata
Se cantaresc 20 + 0,1 g de probe si se pun intr-un pahar

Erlenmeyer. Se adauga 50 ml de acetona la proba de
analiza si se agita energic timp de 15 minute la 200 rpm, cu
ajutorul unui agitator. Se adauga apoi 50 ml de eter de
petrol si se agita timp de 15 minute. Se repeta extractia cu
50 ml de eter de petrol. in cazul in care continutul de apa al
probei este mai mare de 25 %, se mareste cantitatea de
acetona. Raportul acetona:apa trebuie sa fie de cel putin
9:1. Raportul acetona:eter de petrol trebuie mentinut
constant la 1:2.

Se colecteaza extractele intr-o palnie de separare de 1 L si
se spala de doua ori cu 400 ml de apa pentru a elimina
acetona. Se usuca extractul pe sulfat de sodiu anhidru si se
transfera extractul uscat in concentrator. Sulfatul de sodiu
se spala de trei ori cu 10 ml de eter de petrol si se adauga
aceste spalari la extract. Se concentreaza extractul la
aproximativ 1 ml pe un evaporator rotativ.

NOTA - Temperaturile prea ridicate si un debit mare de azot
pot cauza pierderea PCB-urilor si OCP-urilor foarte volatile.

/QJ

e
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Purificarea extractului

Cu o pipeta, se transfera extractul in SPE cu silicagel sau
florisil; se spala de doua ori eprubeta gradata cu 1 ml de
eter de petrol si se transfera portiunile de spalare in
coloana cu aceeasi pipeta imediat ce nivelul lichidului
ajunge la partea superioara a umpluturii coloanei. Se
elueaza cu aproximativ 20 ml de eter de petrol.

Se imparte eluatul in doua parti egale si se pastreaza o
parte pentru o eventuala analiza a extractului diluat.
Cealalta parte a eluatului se concentreaza cu un curent
slab de azot, fara a se mai incalzi, pana la un volum de
aproximativ 1 ml.

Prezenta sulfului in extractele nepolare de PCB sau OCP
poate cauza interferente in cromatograma. in cazul in
care se suspecteaza prezenta sulfului elementar, acesta
se elimina dupa cum urmeaza:

Se adauga 2 ml de reactiv de sulfit TBA la 1 ml de extract
concentrat si se agita timp de 1 minut.

Apoi, se adauga 10 ml de apa si se agita din nou timp de 1
minut.

« Se separa faza organica de apa cu ajutorul unei pipete
Pasteur si se adauga cateva cristale de sulfat de
sodiu anhidru pentru a elimina orice urma de apa
ramasa.
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Atentie: evaporarea completa a solventului nu este
' permisa atunci cand se utilizeaza rotoevaporatorul,
e deoarece dizolvarea pesticidelor este foarte dificila.

1.6.4. Analizarea probelor

Se injecteaza 1 pL din solutiile standard si de proba. Daca este
necesar, se face o dilutie a probei. Se identifica varfurile fiecarui
pesticid pe baza timpilor de retentie si a spectrelor de masa. in
cazul in care rezultatele calculate pe baza etalonului de lucru
indica niveluri de reziduuri de pesticide egale sau mai mari de 50
% din LMR (limita maxima de reziduuri) corespunzatoare, se
utilizeaza o solutie etalon de calibrare pe matricea specifica
tipului de proba, preparata prin adaugarea la extractul martor a
unor cantitati corespunzatoare solutiilor intermediare ale
pesticidelor identificate in solutia de proba, astfel incéat
dimensiunile varfurilor acestei solutii etalon de referintd sa se
incadreze in limitele de + 25 %. Concentratia este calculata
automat de software-ul de prelucrare a datelor (concentratia

este raportata in ng/mL).

Parametrii metodei sunt:
Injector: volumul probei 1 pL, pulsat fara divizare, temperatura
225 °C.

e Cuptorul coloanei GC.

- Rampa (°C/min.) Temperatura (°C) Izoterma (min.)
0 90 1
12 160 5
3 250 1
10 280 3

o s
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o Temperatura liniei de transfer: 280 °C.
o Gaz purtator: He cu un debit de 1 ml/min.perature: 280 °C.
« Carrier gas: He with a flow rate of T mL/min.

Parametrii MS

e Sursa de ionizare: El, 230 °C.
o Intarziere cu solvent 15 min.

Rezultate

Concentratia unui analit "x" in proba analizata se
calculeaza luand in considerare concentratia analitului "x"
determinata in extractul de proba, prin referire la curba de
calibrare a analitului respectiv, care a fost trasata anterior

C xV
C = ==~ e R /7000

mpxSu

unde:

C,— concentratia analitului "x" in proba analizata, (mg/kg
substanta uscata)

C.x — concentratia aceluiasi analit "x" in extractul probei
analizate, (ng/mL);

V., — volumul de extract obtinut in etapa de prelucrare a
probei, (ml);

m ,— masa esantionului prelevat pentru extractie, (g)

S, continutul de substanta uscata al esantionului, (%);

R — valoarea de recuperare.
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Unitatea 1.7. Determinarea erbicidelor
triazinice in ingrasaminte ecologice
utilizand HPLC-PDA

Violeta Alexandra lon,
Oana-Crina Bujor

1.7.1. Principiul metodei

Metoda se aplica pentru determinarea cantitativa a
reziduurilor de erbicide triazinice (Atrazind, Ametrin,
Hexazinon, Simazina, Simetrin, Propazina, Prometrin,
Terbutilazind) din inputurile utilizate in agricultura ecologica
(ingrasaminte) prin UPLC-PDA. Limita minima de detectie
pentru aceste reziduuri de erbicide triazinice este de
aproximativ 1 mg/kg de substanta uscata, in functie de
compus.

’id 1.7.2. Echipamente si reactivi

Reagents
-~ Apa ultrapurd de gradul 1 (MilliQ cu o rezistivitate de 18

MQ x cm la 25 °C si COT de 3 ppb), CAS: 7732-18-5;

~= Acetona = 99,5%, p.a., CAS: 67-64-1,

~= Clorura de sodiu = 99,8 %, p.a., CAS: 7647-14-5;

-~ Eter de petrol cu punct de fierbere intre 40 si 600C, CAS:
64742-49-0;

~ Acetat de etil > 99%, CAS: 141-78-6;

~ Sulfat de sodiu anhidru = 99%, p.a., CAS: 7757-82-6;

~ Acetonitril pentru HPLC, 99,9%, CAS: 75-05-8;




)

Conditionarea sulfatului de sodiu anhidru: se usucé timp de 6 .

ore la 550 °C in cuptor, se raceste la aproximativ 200 °C si
apoi se mentine la temperatura camerei intr-un desicator

care contine material absorbant de umiditate.
Solutie stoc de pesticid (SS) cu o concentratie de 1000

pg/mL. Se cantareste individual, cu o precizie de 0,1 mg, o
cantitate de standard de referinta pentru a obtine solutii de
1000 pg/mL in metanol. La cantarire, se ia in considerare
puritatea substantelor etalon. Aceste solutii sunt stabile timp
de 6 luni daca sunt pastrate la 4°C la intuneric.

| Atentie! Simazina este solubild numai in aceton3!
Solutia intermediara de pesticid (S1) concentratie 100
Hg/mL. Se pipeteaza 2 ml din solutia de Hexazinona (SS) de
1.000 pg/mL si 1 ml din solutia de 1.000 pg/mL (SS) a
celorlalte erbicide intr-un pahar de 10 ml. Se completeaza
pana la volum cu metanol. Aceste solutii sunt stabile timp de
3 luni daca sunt pastrate la 4°C, la intuneric.

I Atentie! Fiecare solutie stoc de erbicid este supusi la
ultrasunete inainte de preparare pentru a asigura o
redisolutie completa!
Solutie de lucru pentru pesticid (SL) cu o concentratie de 10
Hg/mL. Se pipeteaza 1 ml de solutie intermediara (S1) de
concentratie 100 pg/mL in BC de 10 ml. Se completeaza
pana la volum cu metanol. Aceasta solutie este stabila timp
de 1 luna daca este pastrata la 4°C la intuneric.
Se pipeteaza fiecare standard de calibrare pe curba de
calibrare (0,2 - 20 pg/mL) pentru Hexazinona si (0,1 - 10
ug/mL) pentru celelalte erbicide.
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Materiale necesare

~ Baloane volumetrice de 5 ml, 10 ml;

~ pahare Erlenmeyer de 100 mli;

~ baloane cu fundul rotund in forma de par3;
~= cartuse de silice SPE;

~= cilindri gradati de 10 ml, 25 ml, 50 ml, 500 mi;
~= Micropipeta de 10 - 100 pL;

~ Micropipeta 100 -1 000 pL;

~= Filtre cu seringa de 0,45 pm;

-4 Flacoane pentru autosampler,

~5 \ortex;

~= Frigider,

~ Sistem Rotavapor,

~ Sistem SPE;

== Agitator orbital,

~ Balanta analiticg;

~ Sistem UPLC cuplat cu detector PDA;

== Coloana cromatografica C18, 4,6 x 100 mm, 5 ym.

1.7.3. Prepararea solutiilor

Se determina continutul de apa si de substanta uscata al
unui esantion de testare in conformitate cu procedurile
standard de determinare a umiditatii. La masa esantionului
se adauga o cantitate specifica de apa calculata conform
ecuatiei 1 (fiecare esantion preparat va avea o masa de apa
de 100 g).
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mg x W, .

m, =100 =

100
‘ unde:

J m,, - masa de apd adaugata, exprimata in g;
m, — masa probei, exprimata in g;
w,, — fractia masica de apa, exprimata in %..

Nota: Este important ca adaosul de apa sa aiba un raport fix
(apa:acetona:eter de petrol/acetat de etil de 1:2:1,5). in aceste
conditii, faza organica va reprezenta nivelul superior.

Extractia probelor si distributia lichid/lichid

Se cantareste un esantion de 5,0 g pentru analiza pe o balanta
tehnica (cu o precizie de 0,1 g) intr-un pahar Erlenmeyer de 100
ml. Se adauga x grame de apa si 20 ml de acetona. inchideti
paharul Erlenmeyer cu un dop de sticla corespunzator si agitati
timp de 5 ore cu ajutorul unui agitator mecanic. In timpul
agitarii se va observa amestecul celor doua faze. Se adauga
apoi 3 g de clorura de sodiu si 15 mL de eter de petrol/acetat
de etil. Se agita din nou timp de 15 minute.

Concentrarea si dizolvarea probelor

Se transfera 14 ml de faza organica pe sulfat de sodiu anhidru,
pozitionat intr-o palnie de filtrare, cu o pipeta Pasteur intr-un
balon in forma de para de 50 ml, apoi se concentreaza pe o
baie de apa la maximum 40 °C sub vid, cu ajutorul
rotavaporului. Se adauga 2 ml de acetonitril inainte ca proba
sa ajunga la uscaciune. Eterul de petrol se evapora in
continuare sub un curent de azot, fara a-l aduce la uscaciu
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acetonitril continand extractul de interes. Se amesteca in vorte
tubul cu extract de acetonitril. Se adauga inca 2 ml de acetonitril
in tubul de centrifugare, se vortexeaza si se transfera peste
extractul original din tubul de sticla.

Se ajusteaza volumul extractului in acetonitril la 1T ml si se
adauga inca 1 ml de apa ultrapura. Se amesteca in vartej, apoi
se filtreaza proba cu o seringd de unica folosinta la care este
atasat un filtru cu porozitate de 0,45 pm. Filtratul se colecteaza
intr-un flacon pentru autosampler. Extractul se injecteaza apoi
si se supune analizei UPLC-PDA.

Nota: Aceastd metoda poate fi utilizatd si pentru extragerea altor
compusi, cum ar fi bifenilii policlorurati (PCB) sau hidrocarburile
aromatice policiclice (HAP) din ingrdsamainte.

Nota: Esantioanele de ingrasaminte cu o concentratie mare de materie
organica pot prezenta interferente de varf. Daca este necesar, extractele
vor fi purificate cu ajutorul unor adsorbanti (silicagel sau florisil).

1.7.4. Analiza probelor
Pentru analiza cromatografica a pesticidelor, se va utiliza

sistemul cromatografic UHPLC cu detector PDA. Tinand cont de
specificatiile pentru coloana cromatografica analitica si faza
mobila din standardul SR ISO 15662:2009, se vor utiliza
urmatoarele conditii de lucru:

e Volumum de injectie: 10 pL
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Temperatura autosamplerului: 10 °C;
o Temperatura cuptorului pentru coloana: 30 °C;
« FMAT: Ap3g;

. e FMB1: Acetonitril;
e Debit: 1T ml/min;
e Scanarea spectrului in intervalul: 210 - 320 nm;
e Lungimi de unda de scanare: 220 nm, 245 nm.

e Gradient:

Timp A1 % B1 %

Initial 85 15
5 85 15
25 40 60
30 85 15
33 85 15

Rezultate

Concentratia unui analit "x" in proba analizata se calculeaza
ludnd in considerare concentratia analitului "x" determinata
in extractul de proba, prin referire la curba de calibrare a
analitului respectiv, care a fost trasata anterior.

_ Cex X Vex
m, xS,

X R

Cp
unde:
C, — concentratia analitului x in proba analizata, (mg/kg de
substanta uscata);
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. C,, — concentratia aceluiasi analit x in extractul probei
analizate, (ng/mL);

V,, — volumul de extract obtinut in etapa de prelucrare a

probei, (ml);

m  — masa esantionului prelevat pentru extractie, (g);
Su — continutul de substanta uscata al esantionului, (%);
R — valoarea de recuperare.
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Unitatea 1.8. Determinarea dioxinelor si
a furanilor in ingrasaminte ecologice cu
ajutorul GC-MS/MS

Violeta Alexandra lon,
Oana-Crina Bujor

1.8.1. Principiile metodei

Scopul acestei proceduri este determinarea cantitativa a
dioxinelor (PCDD) si a furanilor (PCDF) in inputurile utilizate
in agricultura ecologica (ingrasaminte) prin GC-MS/MS.

Metoda se aplica pentru determinarea cantitativa a
reziduurilor de dioxine si furani (2,3,7,8-TeCDF; 2,3,7,8-TeCDD;
1,2,3,7,8-PeCDF; 2,3,4 ,7,8-PeCDF; 1,2,3,7,8-PeCDD; 1,2,3,7,8-
PeCDD; 1,2,3,4,7,8-HxCDF; 1,2,3,6,7,8-HxCDF; 2,3 ,4,6,7,8-
HxCDF; 1,2,3,4,7,8-HxCDD; 1,2,3,6,7,8-HxCDD; 1,2,3,7,89 -
HxCDD; 1,2,3,7,8,9-HxCDF; 1,2,3,4,6,7,8,8-HpCDF; 1,2,3,4,6,7,8-
HpCDD; 1 ,2,3,4,7,8,9-HpCDF; OCDD si OCDF) din inputurile
agricole, utilizand GC-MS QQQ. Limita minima de determinare
a cantitatii de dioxine (PCDD) este de 0,00017 mg/kg de
substanta uscata. Limita minima de determinare a cantitatii
totale de furani (PCDF) este de 0,0001 mg/kg materie uscata.

“ii 1.8.2. Echipamente si reactivi

Reactivi
= Toluen, pentru GC, CAS: 108-88-3;

n-Nonan, > 99 %, CAS: 111-84-2;




~4 Hexan = 97%, HPLC, CAS: 60-29-7/;

~= Sulfat de sodiu anhidru, = 99%, p.a., CAS: 7757-82-6.
Conditionarea sulfatului de sodiu anhidru: se usuca timp de 6
ore la 550 °C in cuptor, se raceste la aproximativ 200 °C si apoi
se mentine la temperatura camerei intr-un desicator care
contine material absorbant de umiditate.

Solutie stoc de pesticid (SS) cu o concentratie de 1000 pg/mL.
Se cantareste individual, cu o precizie de 0,1 mg, o cantitate de
standard de referinta pentru a obtine solutii de 1000 pyg/mL in
metanol. La cantarire, se ia in considerare puritatea substantelor
etalon. Aceste solutii sunt stabile timp de 6 luni daca sunt
pastrate la 4°C la intuneric.

Se amesteca 25 de analiti in n-nonan, concentratii diferite (ex:
https://www.lgcstandards.com/IT/en/Modified-Method-8280-
Calibration-Solutions-CC5-/p/CIL-EDF-4095-
5#multianalytetable).

Solutii standard de dioxine si furani

Solutie stoc (SS) amestec de 25 de analiti in n-nonan, la diferite
concentratii. Se recomanda achizitionarea de solutii gata
preparate pentru a minimiza riscurile pentru sanatate (a se
vedea fisa cu date de securitate a analitului). Se fac dilutii la
solutia stoc pentru a se ajunge la 5 puncte de concentratie, cea
mai mare fiind solutia stoc.

Materialle necesare

~=$ Baloane volumetrice de 5 ml, 10 ml;
= Pahare Erlenmeyer;

=% Palnii de separare cu o capacitate de 500 ml, 1 000 mi;
=® Eprubete gradate cu o capacitate de 10 mL si P



https://www.lgcstandards.com/IT/en/Modified-Method-8280-Calibration-Solutions-CC5-/p/CIL-EDF-4095-5#multianalytetable
https://www.lgcstandards.com/IT/en/Modified-Method-8280-Calibration-Solutions-CC5-/p/CIL-EDF-4095-5#multianalytetable
https://www.lgcstandards.com/IT/en/Modified-Method-8280-Calibration-Solutions-CC5-/p/CIL-EDF-4095-5#multianalytetable
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dopuri;
~= cartuse SPE din silice si oxid de aluminiu;
. ~= Baloane cu fund rotund de 100 ml;
~% Cilindru gradat de 10 ml;
=% hartie de filtru cu porozitate medie;
~% Micropipeta 10 - 100 pL;
~= Micropipeta 100 - 1.000 pL;
~= Filtre cu sering3;
-~ \/ortex;
~=$ Evaporator rotativ;
=% Moara de laborator;
~ Combina frigorifica;
~= Balanta analiticg;
~ Sistem GC MS/MS;
~=% Coloana cromatograficd HP-Ul 5MS, lungime 30 m,
diametru in. 0,250 mm, pelicula de 0,25 pm.

1.8.3. Pregatirea probelor

10 g de sol sunt imbogatiti cu standarde interne (SI) care contin
compusi marcati cu 13C (EPA 1613 LCS) ca surogat. Extractia
se realizeaza cu ajutorul unui sistem ASE cu setarile
instrumentului dupa cum urmeaza: 170°C, 1500 psi, spalare la
70% vol., 2 cicluri statice de 6 minute si toluen ca solvent de
extractie. Alimentele sunt evaporate cu ajutorul unui evaporator
rotativ, solventul este inlocuit cu n-hexan, iar probele sunt
transferate printr-o coloana de gel de silice multistrat
preechilibrata cu 25 ml de n-hexan. Dupa elutia cu 100 ml de n-
hexan, se evapora pana la uscare, apoi se redisolva in 3 ml de n.
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transferul printr-o coloana SPE care contine carbon activa
pentru a separa PCDD/Fs. Coloana SPE cu carbon activ a fost
pre-spalata cu 50 ml de amestec DCM-hexan (1:1, v/v) pentru
a separa materialul care interfereaza, iar extractul a fost eluat
cu 100 ml de toluen. Extractul eluat a fost evaporat pana la
uscare cu azot, redisolvat in 25 pL de nonan si s-a adaugat un
standard intern cu o concentratie finala de 100 ng/mL.
Probele sunt apoi injectate in GC-MS/MS.

1.8.4. Analiza probelor

Se injecteaza 3 pL din solutiile standard si de proba. Daca
este necesar, se face o dilutie a probei. Se identifica varfurile
fiecarui analit pe baza timpilor de retentie si a spectrului de
masa.

In cazul in care rezultatele calculate pe baza etalonului de
lucru indica niveluri de reziduuri de contaminanti egale sau
mai mari de 50 % din limita maxima de reziduuri (LMR)
corespunzatoare, se prepara o solutie etalon de calibrare a
matricei specifica tipului de esantion, prin adaugarea la
extractul alb a wunor cantitati de solutii intermediare
corespunzatoare de pesticide identificate in solutia de
esantion, astfel incat dimensiunile varfurilor acestei solutii
etalon de referinta sa se incadreze in limitele de + 25 %.
Concentratia este calculata automat de software-ul de
prelucrare a datelor (concentratia este raportata in ng/mL).

Parametrii metodei sunt:
Injector: volumul probei 3 pL, divizare 5:1, temp. 250°C;
o temperatura liniei de transfer: 280°C;
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Gaz purtator: He cu un debit de 1 ml/min.;
Parametrii MS QQQ;

Sursa de ionizare: El, 230°C;

Intarziere solvent 8 min;

GC Cuptor pentru coloana:

Rampa (°C/min.) Temperatura (°C) Izoterma (min.)
0 120 5
25 250 10
2 260 5
2 285 0
10 320 5

Results

Concentratia unui analit x in proba analizata se calculeaza
tindnd seama de concentratia analitului x determinata in
extractul de proba, prin raportare la curba de calibrare a
analitului respectiv, care a fost trasata anterior.

_ Cex X Vex
m, xS,

C, x R /1000

unde:
C, - concentratia analitului x in proba analizatd, (mg/kg
substanta uscata);
C.; concentratia aceluiasi analit x in extractul din proba
analizatd, (ng/mL);
Ve~ volumul extractului obtinut in etapa de prelucrare a

probei, (mL);
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m; masa esantionului prelevat pentru extractie, (g);
S continutul de substanta uscata al probei, (%);
. R - valoarea de recuperare.
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