Analiza
produselor fitosanitare

Analiza : o problem complex

= 900 substan e inventariate in manualul ACTA in 2003, in
prezent in jur de 500

= 2700 utiliz ri
= 8500 formul ri comerciale
> 350 substan e des folosite in Fran a
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Principalele familii de pesticide

Triazinele : atrazine, simazine, terbuthylazine,....
Uree substituat : isoproturon, diuron, chlortoluron,;;.
Nitrofenoli : Bromoxynil, dinoterbe, DNOC

Acizi oxiarilici : 2,4-D, 2,4,5-T, dichlorprop, MCPA,...
Carbamai: carbaryl, carbofuran, triallate,....

S ruri cuaternare de amoniu:  diquat, paraquat,..

Toluidine: Trifluraline,benfluraline

Triazoli : aminotriazole, tebuconazole,...
Aminofosfa i : glyphosate, glufosinate....
Sulfoniluree : nicosulfuron,metsulfuron methyl,...
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Diversitatea familiilor cercetate

Propriet ile fizico-chimice ale diverselor molecule
Hidrosolubilitate: de la 0.3 mg/l la 360 g/l
Distribu ie octanol/ap : log Poc -0.87 la 5.2
Polaritate : de la substan e apolare la foarte polare
pKa = aciditate/bazicitate
Persisten : stabile, hidrolizabile, metabolizabile

Nevoia de dezvoltare a metodelor de extrac ie atunci cand ele
nu fac obiectul normele franceze sau europene.
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Principalele etape Tn analiza produselor fitosanitare

= Prelevare
® Metod
® material
> Transport/depozitare
® Stabilitate, hidroliz , fotodegradare, biodegradare

> Extrac_ie/ concentrare \ {
® Alegerea metodei 1
® Propriet i fizico-chimice | w

~WN L
——— e N
= Analiz_ Identificare Cuantificare ’
® Tehnic analitic I
® Sensibilitate
Ohirgin
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Extrac ia lichid-lichid

Etapa 1 : distribuirea pesticidelor intre solvent iap

® Constanta de distribuire a moleculelor [ap /solvent]

Volumul probei de ap Volum final de solvent
1L ) 150-200 mL
Extrac ii
Oprgm
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Etapa 2 : concentra ia extractului

Volum solvent : Volum final :
150 -200 mL 0,5-1 mL cu transfer

Trasori Standarde interne

Riscuri : pierderi prin evaporare, transfer de solveni, mediul
laboratorului

Inconveniente: volume insemnate de solveni, cost, dificultatea
opera iunilor
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Alte metode de extrac ie

= Extrac ia lichid/ solid in cartu
® Avantaje : volum sc zut de solven i, diverse etape permit
extrac ia unui num r mare de familii

> Extrac ia pe fibor (SPME), ,f r solvent
sau etap de extrac ie

> Extrac ia magnet (SBSE)
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Principiul extrac iei lichid/solid

Condi ionare antion Sp lare Eluare
'l . L = C ¥
B =TA
P )
‘ﬁ = It impurit i
| = Compu i ]
cerceta i
. - pu— = —
’ = Solvent A I
. -5 Solvent B
=9 Solvent C ﬁ ﬁ
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No iunea de randament de extrac iei

Metod : Extrac ialL SPE C18 (1g)/pH 7, Eluare : 2 mL metanol
transfer in ap -metanol
Analize : HPLC-UV/DAD

106
104
102+
100+
98
96

Rendements 4
extraction 921

90+
88+
86
84 -

DEA

g
i
g

Simazine
Diuron
Isoproturon

Chlortoluron

Terbuthylazine
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Compararea de randamente de extrac ie
substan e acide prin SPE cu pH diferit sub ac iunea adsorbantului C18

Metod : Extrac ie 500 mL SPE C 18 (500 mg), Eluare : 4 mL CH30OH/50 pL NH4, transfer

n CH3CN/Tampon fosfat 3.0 (1:3)
Analize prin HPLC-UV/DAD

120+

pKa =1.9 pKa =4.0 pKa =3.7 pKa=4.8 pKa=3.0 pKa =4.5

100+

Rendements extraction

Dicamba loxynil MCPP 2,4-DB 2,4,5TP Dinoterbe

mem pH20 === PH3.0 m——— pH7.0




ANALIZA

Metode de separare

> Cromatografie: metod de separare a compu ilor
printr-un gaz vector sau un solvent

= Cromatografie in faza gazoas (GC)

® Detectori : capturarea electronilor (ECD), termoionic
(NPD),spectrometrie de mas (MS)

= Cromatografie in faza lichid (HPLC)

® Detectori : UV/DAD, fluorimetrie, spectrometrie de mas




Metode de detectare: identificare

= Timp de reten ie ispectru de mas
® Spectrometrie de mas in GC
® Spectrometrie de mas in HPLC

= Timp de reten ie ispectru UV
® Spectrofotometrie UV/DAD in HPLC

= Timp de reten i pe 2 coloane
® De polaritate diferit cu al i detectori

= Eventual purificare

Metode de detectare: cuantificare

> Etalonare pe 5 puncte
= Controlul corectitudinii, control n timpul etalon rii

> Validarea metodei conform XP T 90-210
® etalonare , domeniu de linearitate
® Limit de cuantificare In matrice




Punctele critice ale etapelor de analiz a produselor fitosanitare

> Extrac ie/ concentrare
® Termene de extrac ie
® Alegerea metodei : randament, fiabilitate

® Etalonare (H ride control) = Ad ugarea unor trasori pentru
evaluarea performan elor (R : 70-130 %)

® Controlul gradului de recuperabilitate conform LQ pe ntru intreaga
gam
® Probe intre laboratoare

> Analize Identificare Cunatificare

® Alegerea tehnicii analitice : LQ, sensibilitate, fide litate,
corectitudine, specificitate

® Alegerea modalit ilor de detectare: multidetectare (UV/DAD,
detectori specifici), spectrometrie de mas

® Proba Oarb

® Controlul etalon rii printr-o solu ie certificat
® H ride control, etalon intern

® Probe intre laboratoare

Oprgm
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Criteriile de pertinen a analizei
> Extrac ie : randament > 60 % , termen:24-72h
> Validarea sau Caracterizarea metodei prin evaluarea li  mitelor de

detectare i de cuantificare

¢ stabilirea se face plecand de la apelor inc rcate (de 3 ori i 10 ori
intervalul tip de concentra ie apropiat de limita de cuantificare)

= Urm rirea metodei :
® Utilizarea trasorilor pentru a verifica diversele etape critice (70-130 %)

> Analiza cromatografic

® Criterii de identificare a compu ilor prin spectrometria de mas sau
prin separarea polarit i diferite pe 2 coloane

® Controlul etalon rii printr-o solu ie certificat

> Cunoa terea compozantelor de incertitudine

> Control extern prin probe intre laboratoare




METODA MULTIREZIDUURI

Metoda multireziduuri

> Principiu:
- Numeroase extrac ii de pe acela i e antion (pH diferit i
solven i)

- Numeroase extrac ii analizate prin diverse tehnici (posibila
confirmare)

> Incoveniente: randamentul extrac iei, molecule neextrase

> 1n Europa nu exist norme privind « multireziduurile »
Compararea rezultatelor dificile (metode interne)
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O metod alternativ : TESTE ELISA (doz ri
imunoenzimatice)

Principiul : macromoleculele se comport ca ni te antigene adic ele duc
la crearea unor anticorpi

Test ELISA

Kit

Ad ugare de reactivi

Analiz  colorimetric
Metod de screening acceptabil DAR

Exist posibile interac iuni intre moleculele care apar in acelea i familii chin
Nu exist teste disponibile pentru toate moleculele ... .

nice
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Incertitudini analitice

Referin e / generalit i incertitudini

= NFX 07-001 (dec.94) : Vocabular interna ional de termeni
fundamentali i generali de metrologie (VIM)

= NF ENV 13005 (iunie 96) : Ghid de exprimare a incert itudinii
de m surare (GUM)

> SO 5725 -1,5 (94-98): Exactitudinea rezultatelor i metode
de m surare

= Ghid EURACHEMY/CITAC (aprilie 2000) : cuantificarea
incertitudiniiin M surarea Analitic

> XP T 90-220 (august 2003) : Protocol de estimare a
incertitudinii de m  surare asociat cu rezultatul analizei
pentru metodele de analiz ~ fizico-chimice
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Referin e / metoda caracterizare - validare

= XP T 90-210 (dec.99) : Protocol
metode alternative de analiz fizico-chimic  cantitativ
fa de ometod de referin

= V 03-111 (oct. 95) : Protocol de evaluare in laborat  or a unei
metode alternative cantitativ fa deometod de
referin

> « Validarea metodelor de analiz » M. FEINBERG

Defini ie (NFX 07-001 dec.94)

Incertitudinea :

Parametru, asociat rezultatului ob inut in urma m sur rilor, ce
caracterizeaz dispersia valorilor care ih mod rezonabil ar putea fi
atribuite m rimii.

Acesta ar putea fi interval tip (sau un multiplu al acestui) sau
jum tate dintr-un interval de nivel de Tncredere determinat.

m_rime m surabil : o0 anumit dimensiune care a fost supus m sur rii
m_surare : ansamblul opera iunilor care au drept scop determinarea valorii unei dimensiuni
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Determinarea incertitudinii :
3 abord ri posibile (xp T 90-220 august 2003)

= Abordare GUM

de incertitudine n parte

= Abordare n laborator

— Etalonare
— Date de validare a metodei

—Defini ia m rimii, cuantificarea fiec rei surse

= Abordare probe intre laboratoare

Exemple de coeficient de reproductibilitate intre laboratoare

Atrazine | DEA DIA | Simazine | Terbutylazine | Diuron | Isoproturon c Lindane
CVa% | CVa% | CVa% | CVa% CVath CVath CVa% gl CVa%
out out out out out out out 0,001 out
out out out out out out out 0002 out
out out out out out out out 0003 out
out out out out out out out 0,004 out
out out out out out out out 0005 out
out out out out out out out 0,006 out
out 337 out out out out out 0007 out
out 335 out out out out out 0,008 out
out 334 out out out out 184 001 258
out 333 out out out out 179
out 332 447 out out out 175
out 332 431 206 out out 172
213 331 out 206 out out 16,9
211 330 206 out 165 167
210 33,0 206 out 166 165
209 330 206 out 16,7 163
209 329 206 out 16,9 16,1
208 329 206 out 17,0 160
207 329 206 out 171 159
207 329 206 160 172 158
206 328 206 out 17,2 157
206 328 206 172 156
205 328 206 17.3 155
205 328 206 174 154
204 328 206 174 153
204 328 206 175 153
204 327 206 175 152
204 327 206 175 152
203 327 206 176 151
203 327 206 17,6 151
203 327 206 17,6 150
203 327 206 177 15,0
202 327 206 17,7 149
202 327 206 177 14,9
202 327 out 17,7 149
202 327 178 148
202 327 178 148
201 327 178 148
201 326 178 147
201 326 17.9 147
200 out 18,0 147
200 18,0 147
200 out 145
200 145
200 144
200 144
out out

Laboratoare din re eaua
AGLAE

Toate metodele
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Exemple de incertitudini intr-un laborator

Molécule Incertitude intra-laboratoire %
2-hydroxyatrazine 23
Atrazine 23
Desisopropylatrazine (DIA) 20
Deséthylatrazine (DEA) 20
Simazine 20
Terbutylazine 15
Diuron 20
Isoproturon 20
Chlortoluron 19
Lindane 15

Exemplul unui laborator

Incertitudine determinat
prin metoda h rii de control
a normei XP T90-220
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