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RESUM

En aquesta memoria de final de grau s’optimitza un metode per analitzar la
presencia de plaguicides en mostres d’aigua de consum huma. Per posar a punt el
metode, el que es fa és optimitzar totes les condicions per dur a terme una analisi el
més correcte possible i validar-lo per poder demostrar que els resultats que dona el
laboratori son fiables i precisos per transmetre confianca al client. Cal destacar que
la metodologia analitica, té en compte la legislacié europea vigent de pesticides en
aiglies de consum huma. Es disposa de material per realitzar I'extraccié en fase
solida i també d’un cromatograf de gasos acoblat a un espectrometre de masses de
triple quadrupol per determinar-ne els contaminants presents. S’han triat un
conjunt de cinc pesticides, tot i que al laboratori se n’han estudiat noranta. L'objectiu
és identificar-los i quantificar-los per saber si les mostres d’aigua sén aptes per 1'is
quotidia.

ABSTRACT

In this final degree project, a method is optimized to analyze the presence of
pesticides in samples of water for human consumption. To develop the method, we
optimize all the conditions to carry out an analysis as correct as possible and validate
it in order to demonstrate that the results given by the laboratory are reliable and
accurate to transmit customer confidence. It should be noted that the analytical
methodology takes into account the current European legislation on pesticides in
water for human consumption. Material is available to perform the extraction in
solid phase and also a gas chromatograph coupled to a triple quadrupole mass
spectrometer to determine the contaminants present. A set of five pesticides have
been chosen, although ninety have been studied in the laboratory. The objective is to
identify and quantify them to know if the water samples are suitable for everyday
use.



1. OBJECTIU

El principal objectiu proposat del treball és desenvolupar un metode analitic per la
determinaci6 de pesticides en aiglies de consum mitjancant la técnica d’extraccié en
fase solida (SPE) ila cromatografia de gasos acoblada a un detector d’espectrometria
de masses de triple quadrupol.

Més concretament, es podrien detallar de la segiient manera:

Posar a punt un metode analitic per I'analisi qualitativa i quantitativa de
pesticides a nivells baixos de concentracio.

- Planificar i dur a terme les tasques de laboratori corresponent a I'objectiu
final que es té.

- Realitzar la validacié del metode per tal de veure que aquest funciona i que
el laboratori domina I’assaig i en fa un us correcte.

- Decidir quines accions es realitzen una vegada hem obtingut els resultats.

- Aplicar el metode desenvolupat a fi de fer I'analisi en futures mostres que
arriben al laboratori.



2. INTRODUCCIO

Aquest document constitueix la memoria del Treball de Fi de Grau de Quimica sota
el titol “Determinaci6 de pesticides organoclorats en aigiies de consum mitjangant
extraccio en fase solida i detecci6 per cromatografia de gasos acoblada a
I'espectrometria de masses (SPE-GC-MS/MS)”.

La part experimental s’ha realitzat al Laboratori Roiser SL, situat a 'avinguda de la
Noguera 8 de Cervera, Lleida entre els mesos d’abril i maig de 2024.

Els plaguicides o pesticides sén productes quimics aplicats als camps agricoles per
destruir, prevenir o limitar els efectes de fongs, animals o herbes no desitjades que
amenacen un cultiu afectant-ne el desenvolupament, rendiment o conservacié dels
productes alimentaris que s’hi conreen.! Es van comencar a utilitzar a finals del segle
XIX, pero no va ser fins després de la Segona Guerra Mundial que I'tis dels pesticides
es va generalitzar arreu del moén. Actualment, la produccié6 ha augmentat
significativament, multiplicant-se fins a 50 vegades, i el seu consum ha arribat fins a
les 4 milions de tones anuals.?

Els productes fitosanitaris sén plaguicides que s’utilitzen per protegir els cultius
d’insectes, les males herbes, fongs o altres plagues. Engloben tot el que va relacionat
amb el control de plagues, sigui d’origen animal o vegetal. Aquestes substancies
inclouen herbicides, fungicides, insecticides o acaricides.2 Poden ser toxiques per
I’ésser huma i poden tenir efectes cronics per la salut, depenent de la quantitat i del
tipus d’exposicié. No obstant aix0, tenen un paper molt important en la producci6
d’aliments, fent possible un augment del rendiment a causa de 'augment de vegades
a l'any que es pot plantar un cultiu en la mateixa terra. Per protegir a tots els
consumidors dels efectes negatius dels plaguicides, 1'Organitzacié Mundial de la
Salut ha elaborat una llista amb els limits maxims de residus acceptables.3
Altrament, I'alliberament d’aquestes substancies al medi ambient pot provocar la
contaminacio de les masses d’aigua i, per tant, esdevenir un risc per als ecosistemes
aquatics.

Es inevitable anomenar que els pesticides sén un gran descobriment en 'ambit de
la quimica moderna, pero, per contra, el seu Us abusiu els darrers anys fa evident
que puguin suposar un risc per a la salut humana.

Els pesticides es poden classificar de diverses formes:

- Segons el tipus d’organisme que es vol controlar: Insecticides, acaricides,
fungicides, herbicides, mol-lusquicides...

- Segons el grup quimic del principi actiu: Organoclorats, organofosforats,
carbamats, piretrines...

- Segons la persistencia al medi ambient: Persistents, poc persistents i no
persistents.



- Segons la toxicitat, el qual es basa en la toxicitat oral provada en rates i
ratolins:* Classe IA (extremadament perillosos), Classe IB (altament
perillosos), Classe Il (moderadament perillosos) i Classe III (lleugerament
perillosos).5

La que té més interes en I'ambit sanitari és la que correspon a la seva estructura
quimica, ja que ens indica la incidéncia que pot tenir en 'organisme huma. Segons la
seva estructura quimica es classifiquen en:

e Organoclorats (utilitzats com insecticides i herbicides): S6n els considerats
com a més persistents, fonamentalment pel DDT, el qual esta prohibit a
gairebé tot el mon, perd que s’empra perque és molt eficag i té un baix cost.
Altres compostos que compren aquest grup sén el linda, el metoxiclor,
I'atrazina, I’aldrin, el dieldrin o la simazina

e Organofosforats (fonamentalment insecticides): Tenen una toxicitat més
selectiva que els anteriors i ,per tant, els han substituit en gran part. Els més
coneguts son el malatio, el paratio o el diaziné

e Carbamats: (insecticides domestics i agricoles, herbicides i fungicides): Son
menys toxics que els anteriors. Corresponen a derivats de 'acid N-metil-
carbamic i els més comuns son el carbofuran, dimetoat...

e Piretrines: S6n dels menys utilitzats actualment. El seu principal avantatge és
que es degraden rapidament i no s’acumulen en els organismes

e Altres compostos: Hi ha una gran quantitat de compostos organics i
inorganics que s’utilitzen com a plaguicides, més concretament com
herbicides i fungicides com poden ser les triazines, els organofluorats i
organobromats, les anilines, derivats de mercuri, arseni o sofre...2

2.1. Breu historia dels pesticides

Els pesticides tenen origen a I'antic Egipte sobre 'any 1200 aC, quan usaven cicuta
(una especie de veri) i aconit (una planta mortifera) pel control de plagues. A més a
més, els Romans usaven el-lebor (planta) per matar insectes i rosegadors.

L'any 1493 neix el filosof, metge i alquimista “Paracelso” i es converteix en un dels
maxims exponents de la toxicologia moderna. Posteriorment, quasi tres-cents anys
més tard (1775), el suec Scheele va desenvolupar un pigment de pintura a base
d’arseni que va ser una substancia toxica feta servir per matar la plaga de rates que
hi havia a la ciutat de Paris. Des de llavors, es va comengar a treballar amb pigments
i pols de diferents compostos quimics que es veia que eren utils com per exemple el
sulfat de coure o la pols de mercuri pel tractament de llavors.

L'any 1901, s’aprova a California la primera llei sobre pesticides per tal de prevenir
el frau en la venda del pigment a base d’arseni utilitzat a Paris com a pesticida. El
1910, el congrés aprova la Llei Federal sobre Insecticides, enfocada a protegir als
consumidors dels pesticides ineficagos i d’etiquetes enganyoses. L'any 1919, també
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a California, es crea el Departament d’Agricultura de California (CDA) i agafa funcions
com la supervisi6 de granges de llet, viticultura, proteccié dels animals,
comercialitzaci6 de fruites i verdures...

Lany 1929 s’empra per primera vegada comercialment el tiocianat de n-butil
carbitol com insecticida de contacte, seguit de la introducci6 del primer fungicida de
sofre organic dos anys després.

Durant el 1939, el quimic Miiller, descobreix I'accié d’insecticida del DDT, el qual va
ser molt emprat durant la Segona Guerra Mundial per controlar la malaria i el tifus
entre els ciutadans i les tropes.

A partir de la década del 1930 fins a la de 1950, hi ha un notable increment d’us dels
pesticides; 'any 1935 es comptabilitzen un total de 3500 productes de pesticides
registrats a California, 'any 1945 uns 7000, mentre que I'any 1956 ja n’hi ha uns
12000.

Ja cap a I'any 1954, es prohibeix que es registri qualsevol pesticida d'is alimentari
que deixi residus, excepte quan I'organitzacié emeti una tolerancia que n’autoritzi a
nivells segurs. Cap al 1957 es prohibeix I'is del DDT al voltant d’arees aquatiques i
els seglients anys ja es comenca a eliminar gradualment fins que el 1972 es prohibeix
definitivament als Estats Units.6 Cal destacar el paper que va tenir Rachel Carson, la
qual va comencar a investigar sobre el DDT i els efectes que tenia. S’havia utilitzat
durant la Segona Guerra Mundial per controlar els insectes que transmeten malalties
com el mosquit de la malaria. Aquest, es va convertir en un insecticida d’as domestic.
Els beneficis n'eren ben coneguts, mentre que els efectes negatius passaven
desapercebuts, i és per aixo0, que tant ella com el llibre que va escriure, van rebre
forts atacs pel fet que es deia que les dades que havia proporcionat no estaven
demostrades i que pels seus descobriments es va prohibir I'is del DDT als Estats
Units. El que ella pretenia no era prohibir 1'is de pesticides i del DDT, sin6 que es
vigilés més a I'hora d’emprar-los.”

El 1992 es crea el DPR (Departament de Reglamentacio de Pesticides). Aquest, crea
un programa per afavorir un control de plagues menys perillés i és autoritzat per
imposar sancions civils per infraccions greus en 1'is de pesticides. A més,
proporcionen una eina d’internet per veure informaci6 personalitzada als usuaris
de pesticides amb la finalitat de protegir les espécies en perill d’extincié que hi havia
i coneixer les limitacions que tenen a l'’hora de fer-los servir. Un parell d’anys
després, també informen mitjangant internet que han creat una base de dades per
veure les possibles lesions i malalties que els pesticides poden causar i aixi, intentar
limitar el risc per a treballadors i persones més concurrents.

L'any 2011, el DPR inicia proves d’aire per detectar-ne els pesticides i I'any seglient
adopta reglaments per controlar les emissions, establint restriccions sobre alguns
pesticides. Actualment, duu a terme avaluacions cientifiques de pesticides per
avaluar el dany potencial a la salut humana i ambiental que pot tenir I'exposicié



d’aquests. Inverteix en investigacions innovadores, activitats d’extensio i intentar
proporcionar informacid sobre els pesticides.®

2.2. Situacio actual i que es preveu

Des de la decada dels anys noranta fins a 'actualitat, no s’ha vist un gran canvi
respecte a I'is dels pesticides a Europa, América del Nord ni Asia. Per contra, a
I'Africa, Oceania i América del Sud si que hi ha hagut un important creixement. La
zona on més pesticides utilitzen és I’America del Sud amb gairebé 800.000 tones
I'any 2020. Europa registra un total d'us de plaguicides d’aproximadament 470.000

tones I'any.8

Aquesta tendéncia a 'estabilitzacié o lleu baixada del seu Us a Europa pot ser degut

a.

Un augment dels preus en els tltims anys de productes agricoles. Aixo pot ser
degut a causes com la sequera i altres fenomens meteorologics, el canvi
climatic i el creixement de la poblacié mundial.® Aixi mateix, també hi ha
hagut un fort increment dels costos de produccié en el sector primari i en la
industria, la qual cosa se suma a I'augment dels preus de I’energia, sobretot
del petroli, fertilitzants i aliments pels animals.10

Desenvolupament de la produccié integrada, que consisteix en I'establiment
de sistemes agricoles que aprofitin els recursos naturals per produir aliments
i productes d’alta qualitat, aixi com mecanismes de regulacio que evitin danys
al medi ambient.11

Enduriment de la normativa que prohibeix o restringeix 1'is de determinats
pesticides.

A més, cal remarcar que els pesticides, generen un impacte ambiental
important. Poden causar contaminacié en l'aire, ja que les particules son de
mida reduida i poden estendre’s a causa dels corrents d’aire, causant
contaminacié quan actuen en zones diferents de la zona de tractament.
Addicionalment, poden contaminar 'aigua pel fet que contenen impureses
que poden arribar als humans a través de 'aigua potable o els aliments.
Poden ser transmesos a les masses d’aigiies naturals a causa de la influéncia
dels corrents d’aire o de la pluja a la superficie terrestre. Com a substancies
persistents dificils de degradar, poden romandre a l'aigua durant llargs
periodes de temps. En ultim lloc, poden afectar el sol provenint de
tractaments especifics com poden ser insecticides aplicats, de contaminants
provinents de tractaments que van a parar a terra o de particules residuals
de pluja. El tipus de sol intervé directament amb el grau de retenci6 de
residus. Sols organics o argilosos retenen més residus que els arenosos.12



Cal dir que els plaguicides sén molt necessaris per a la producci6 agricola, ja que si
no molts cultius no serien viables economicament i es perdrien o simplement que
els productes cultivats no es podrien mantenir guardats i s’acabarien fent malbé.13

En un futur proxim, la Unié Europea recomana una reducci6 significativa de 1'ds de
pesticides. Es proposa que l'any 2030, la meitat dels plaguicides quimics se
substitueixin per altres alternatives com la rotacié de cultius o l'agricultura de
precisid, que utilitza noves tecnologies per augmentar la productivitat dels cultius i
reduir I'impacte mediambiental sense comprometre la seva qualitat. Avui dia, molts
governs s’oposen a causa de la crisi alimentaria actual i pensen que és inapropiat, ja
que Europa necessita aliments.14

2.3. Legislacio dels pesticides en aigiies de consum

Actualment, els pesticides estan regulats en les aigiies de consum, mitjancant un
conjunt de normes que marquen els valors establerts de tots els parametres. Les
aigilies de consum huma es consideren totes aquelles que s’utilitzen per preparar
aliments, per higiene personal, per beure i cuinar entre altres usos domestics.

En el document BOE-A-2023-628 del Reial Decret 3/2023 a I'annex 1, part B3, hi
figura la llista dels parametres quimics a determinar en aigiies de consum i el valor
parametric de cada determinaci6 que es fa. Aquest document oficial regula
I'explotacié i comercialitzacié d’aiglies minerals envasades pel consum huma.
Concretament, el valor parametric de concentraci6 maxima que s’estableix per
qualsevol plaguicida en mostres d’aigua de consum huma és de 0,10 pg/L si es tracta
d’un plaguicida controlat que hagi estat autoritzat I'any anterior o bé, de 0,03 pg/L
si el plaguicida controlat esta prohibit o no autoritzat. Qualsevol mostra que superi
aquest valor de concentraci6 es considera no apta pel consum huma.

2.4. Compostos d’estudi

En aquest estudi, es vol optimitzar el metode per un nombre bastant elevat de
pesticides, cosa que el fa complex i dificil de tractar. Es per aixo, que el treball
s’intentara enfocar amb més simplicitat i focalitzant-se amb un nombre de pesticides
més reduit per tal de facilitar-ne el tractament de dades.

Per tal d’optimitzar aquest metode, cal remarcar que s’utilitzen un conjunt de
diferents patrons comercials, els quals contenen els pesticides que es volen
optimitzar. En aquests patrons, hi ha pesticides organoclorats, organofosforats,
organofluorats, organobromats i fins i tot triazines. En aquesta memoria,
s’estudiaran cinc compostos organoclorats, on a continuacié (Taula 1), es veuen
quins sén els seleccionats i algunes de les seves caracteristiques més destacades.



Analit Formula Pes Estructura quimica Nombre
Quimica | molecular CAS
(g/mol)
3424-
DDE-o,p16 HsCl 1
o,p C14HsCl4 318,0 82-6
DDE-p,p!7 | Ci4HsCla 318,0 72-55-9
Cl
Endrini8 | C12HsCleO 380,9 72-20-8
Cl
Heptaclor!® | CioHsCly 373,3 | 76-44-8
Cl
Linda20 C6H6CI6 290,8 58-89-9

Taula 1: Presentacio dels analits i de les seves caracteristiques



3. TECNIQUES ANALITIQUES USADES PER LA DETERMINACIO DE
PESTICIDES

L'analisi de pesticides en aigiies de consum no és una tasca facil, ja que sén
compostos que es troben en molt baixa concentracié i més si es vol arribar als limits
establerts per la legislacié. Tots i cada un dels pesticides, presenten propietats fisico-
quimiques diferents, la qual cosa complica encara més la feina. Aixo fa que no només
hi hagi un meétode Unic i universal per I'analisi de pesticides, sin6 que n’hi ha un
ampli ventall. Primerament, cal comencar buscant bibliografia d’investigacions?!
2Zsimilars al metode que es vol optimitzar, per veure quina és I'opcié més viable. Els
articles consultats solen contenir una tecnica d’extraccio, per poder extreure els
analits de la matriu i poder-ne augmentar la concentracio, seguida d’'una tecnica de
separaci6 i deteccié que en aquest cas, es treballa amb cromatografia de gasos
acoblada a un espectrometre de masses de triple quadrupol.

Seguidament, es descriuen les tecniques d’extraccié més utilitzades per a I'analisi de
pesticides en aigua de consum.

3.1. Tecniques d’extraccio

A continuacié, es parla de les tres técniques d’extraccié més fetes servir en I'analisi
de pesticides en mostres d’aigua de consum, que corresponen a l'extracci6 en fase
solida, la microextraccié en fase solida i I'extraccio liquid-liquid.

3.1.1. Extraccio en fase solida (SPE)

Es tracta d’'una tecnica en qué la mostra es troba en estat liquid i els compostos
queden retinguts en un sorbent. Esta dissenyada per tal que la preparacio sigui
rapida i selectiva per mostres que posteriorment s’analitzaran cromatograficament.

La SPE és una tecnica que s’utilitza amb molta freqliéncia, ja que té una serie
d’avantatges molt destacats, com poden ser:

- Poder dur a terme un canvi de matriu, és a dir, partir de 'original i portar-ho
a una més senzilla que sigui compatible amb el metode cromatografic
desitjat.

- Concentrar els analits, aixi augmentant-ne la sensibilitat i netejar la mostra,
eliminant interferencies que poden provocar I'aparicié de soroll de fons.23

- Respecte a l'extracci6 liquid-liquid, el volum de solvent que s’empra és molt
inferior i, per tant, es generen menys residus.

El procediment consisteix a passar una mostra a través d'un cartutx que conté un
sorbent de material que extreu selectivament els analits d’interées i rebutja els
compostos que puguin produir interferéncies. Aquest procediment es basa en cinc
etapes diferenciades (Figura 1):



. Condicionament: es fa passar un volum de dissolvent apropiat a través del
cartutx amb la finalitat d’eliminar qualsevol impuresa present i solvatar
I'adsorbent, per tal d’afavorir el contacte entre I’analit i el sorbent que hi ha
en el cartutx.

. Carrega: en aquesta etapa es fa passar la mostra a través del cartutx. Alguns
components de la mostra passen per aquest sense ser retinguts mentre que
altres queden retinguts més o menys fortament. Pot ser una etapa
automatitzada o manual, pero de totes maneres s’ha de controlar el cabal
amb que es produeix el pas de la mostra.

. Rentat: tracta d’eliminar els compostos no desitjats que queden adsorbits
en la fase solida. Es pot emprar un dissolvent o una barreja per tal de
millorar l'eficacia, pero sempre anant en compte de no eluir I'analit.

. Assecat: si el dissolvent amb el qual eluirem és immiscible amb aigua, cal
tenir present aquesta etapa per tal d’eliminar l'aigua restant que pugui
haver-hi

. Elucié: amb l'ajuda d’un dissolvent, es recuperen els analits que queden
adherits ala fase adsorbent. El dissolvent usat ha de tenir maxima interacci6
amb I'analit d’interes. El que es vol és tenir un volum d’elucié el menor
possible per garantir que hi ha hagut una concentracié de I'analit.

ACGONDICIONAMIENTO LAVADO ELUCION
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Figura 1: Etapes del procés d’extraccié en fase solida

3.1.2. Microextraccié en fase solida (SPME)

Es una tecnica que es basa en extreure els analits de la matriu de la mostra amb 'ajut

d’una fibra de silice fosa recoberta amb un sorbent. En tenir dimensions reduides i

forma geometrica, permet incorporar-la en una mena de xeringa per tal de facilitar

el seu Us, aixi com protegir-la quan no s’utilitzi.24

La principal avantatja que té aquesta tecnica és que no s’utilitza gens de dissolvent.
Per contra, aquestes fibres sén bastant fragils i el cost que tenen és elevat. A més,
poden tenir I'anomenat efecte memoria, sobretot en compostos que tenen una
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massa molecular elevada que poden quedar retinguts de manera irreversible sobre
la fibra i generar problemes.2>

Consta d’'una etapa d’extraccid, on la fibra esta recoberta de sorbent i es posa en
contacte amb la mostra a una temperatura i durant un temps determinat. En aquesta
etapa, es produeix una migracié dels analits de la solucié cap a la fibra fins que
s’arriba a una situacié d’equilibri. Cal destacar que hi ha dues técniques clarament
diferenciades per fer I'extraccié: per immersié directa o per espai de cap.

Posteriorment, es realitza la desorcié dels analits que han quedat retinguts a la
fibra.24

3.1.3 Extraccié liquid-liquid

Es una técnica que tracta de separar els components dissolts o suspesos en una fase
aquosa amb l'acci6 d'un dissolvent organic. Es pot utilitzar per a l'analisi de
pesticides en aigua, ja que s6n productes que tenen un grau de volatilitat similar i
son sensibles a la temperatura.

Es bastant senzilla perqué només es necessita un embut de decantacié, dissolvent
organic, un suport en forma de cercol i un erlenmeyer. La principal virtut que ha de
tenir el dissolvent és la de dissoldre molt bé els analits. Cal remarcar que si volem
extreure compostos d’'una fase aquosa, el solvent no ha de ser soluble en aigua. S’ha
de tenir en compte també que les dues fases a separar siguin immiscibles.
Seguidament, només cal agitar bé 'embut per tal que les dues fases assoleixin
I'equilibri i esperar que se separin. Posteriorment, per decantacié se separen les
dues fases i es recull la fase d’interes.

Un dels principals inconvenients de I'extraccié liquid-liquid, és sobretot I’elevada
quantitat de volum de dissolvent organic que s’utilitza i els residus que es generen
en forma de contaminacié. Addicionalment, també cal remarcar l'aparici6
d’emulsions que dificulten la tasca de decantacié i que és una tecnica dificilment
automatitzable.

3.2. Técniques de separacio

Les tecniques analitiques més emprades tant per l'analisi quantitativa com
qualitativa sén tecniques cromatografiques. Pot ser amb cromatografia de gasos
(GC) o bé amb cromatografia de liquids d’alta resolucié (HPLC), les dues acoblades
a l'espectrometre de masses.

La cromatografia és una tecnica de separacié de barreges complexes que serveix per
identificar, quantificar i separar els components presentes en la barreja. S'utilitza el
principi de retencid selectiva en el qual s’observa el comportament dels diferents
components d'una barreja sobre un suport, ja sigui en forma de paper, liquid, gas o
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resina. Per separar els analits, identificar-los i quantificar-los es fa a partir de
’analisi del temps de retencio.

En cromatografia, els components que s’han de separar es distribueixen en dues
fases clarament diferenciades; la fase estacionaria, en la qual els components de la
mostra queden retinguts en un suport adequat i la fase mobil, que és I'encarregada
de portar la mostra a través de la fase estacionaria. Segons l'afinitat dels components
amb la fase estacionaria, el temps de retenci6 variara.

Per triar la tecnica cromatografica més adient, es miren les propietats dels analits.
En general, la cromatografia de gasos permet determinar un ampli ventall de
compostos organics volatils i semivolatils apolars, mentre que la cromatografia de
liquids d’alta resoluci6 permet determinar compostos polars, térmicament
inestables i no volatils. A banda, també cal considerar la tecnica més adient segons
la disponibilitat que es tingui i el cost que es pugui assumir.

3.2.1. Cromatografia de gasos

Es una técnica analitica emprada per separar i analitzar compostos volatils o
semivolatils que hi ha presents en una mostra. Les substancies a separar, han de ser
termicament estables, ja que si no ho fossin, en aplicar altes temperatures, es
podrien degradar.

Aquesta tecnica compren una fase mobil que és un gas inert (normalment heli o
nitrogen) i una fase estacionaria, que sol ser un liquid adsorbit en un suport inert
(GC), encara que també pot ser un adsorbent solid (GSC). En aquesta ultima, els pics
que s’obtenen solen tenir més cua i no estar tant ben definits com també aixi, que la
fase estacionaria es faci malbé més rapidament.

Un dels ambits a destacar de la cromatografia de gasos és que la fase mobil ha de ser
compatible amb el detector, per tal que no es tingui un soroll de fons molt elevat i
també amb I'analit i que no ens doni interaccions irreversibles amb aquest. La fase
mobil que normalment més s’utilitza és I'heli, ja que és inert, no inflamable i és
compatible amb la majoria dels detectors, encara que és bastant car. Per contra, el
nitrogen és més economic, inert i no inflamable, pero la seva volatilitat és inferior
per tal d’aconseguir separacions més eficients. Si el gas portador presenta
impureses, en el cromatograma es veura una distorsio de la linia base (soroll de
fons), uns pics amb cua i a més a més es podria provocar el que s’anomena el sagnat
de la columna o bleeding, que significa que les particules que formen la fase
estacionaria surten del sistema i ,per tant, es fa malbé.

La columna cromatografica conté un suport solid inert, que és on es diposita la fase
estacionaria, i aquest ha de ser resistent a la calor, estable quimicament i amb una
gran area superficial, per tal que la fase estacionaria es pugui distribuir de manera
uniforme i aixi tenir una major superficie de contacte amb els analits. Se situa dins

12



d’'un forn on es pot programar la temperatura desitjada. En aquesta, té lloc la
separaci6 dels analits i pot ser generalment de dos tipus: les columnes reblertes o
empaquetades, fabricades amb acers inoxidables i les columnes obertes o capil-lars,
fetes a partir de silice fosa o alumini. Aquesta ultima consta d’'un polimer a la part
exterior que li dona estabilitati evita que es trenqui en ser enrotllada, no solen tenir
sagnat a menys que no hi hagi un mal Us d’aquesta, és resistent fins a temperatures
molt elevades, ens permet un temps d’analisi curt i té major reproductibilitat.

Per tal d’introduir la mostra en el corrent gasos, hi ha el que s’"anomena sistema
d’injeccié. Aquest ha de ser un procés rapid per tal d’evitar que els pics siguin
amples. El tipus d’injector més emprat és 'anomenat Split/Splitless. Es tracta d’'un
mateix injector que pot operar de dues formes diferents, Split o Splitless. En I'Split
(amb derivacid) la valvula de divisié esta oberta durant la injeccié permeten injectar
una quantitat de mostra més gran que sigui vaporitzada i després només deixar
passar una part d’aquesta a la columna, mentre que la resta de la mostra ja
vaporitzada al liner, és residu i va a parar a la purga d’Split 26. En Splitless (sense
derivaci6), la valvula de divisié esta tancada (sense derivacio) i, per tant, tota la
mostra injectada va a la columna.2? A continuacid, es pot visualitzar un esquema de
com funciona un cromatograf de gasos a la Figura 2.

Jeringa de inyeccién

dela muestra Procesador - amplificador

Regulador de
flujo U

injector X
A + A{l\l“! H A ﬂ,‘

il

Registro del cromatograma

Detector

N
\ Horno de temperatura
programable

Columna cromatografica

del el

Figura 2: Esquema d’un cromatograf de gasos.

3.2.2. Cromatografia de liquids d’alta resolucio

La cromatografia de liquids d’alta resolucié o HPLC és una técnica molt emprada per
I'analisi de pesticides. Es especialment 1til quan els analits en qgiiestié no es poden
analitzar eficagment mitjancant cromatografia de gasos a causa de factors com la
seva inestabilitat, alta polaritat o baixa volatilitat. S’utilitza una fase mobil liquida
que flueix a través d’'una columna cromatografica empaquetada.

Els elements que formen un HPLC per a aquesta tecnica en s6n quatre: una bomba,
un mostrejador automatic, un compartiment de columnes i un detector.

Diversos factors poden afectar a la separacié dels analits incloent la composici6 de
la fase mobil, la composicié quimica de la fase estacionaria i la temperatura. El
procés de separacid es considera reeixit quan els analits mostren diferents afinitats
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per a la fase estacionaria, destacant la importancia de seleccionar acuradament la
fase estacionaria adequada.?8

3.2.3. Espectrometria de masses

L'estudi d’'una amplia gamma de compostos, siguin organics o inorganics, és possible
gracies a la utilitzaci6 de l'espectrometria de masses (MS), una tecnica que
proporciona informacié tant qualitativa com quantitativa. En aquesta técnica, les
molécules de la mostra s’ionitzen, donant lloc normalment a la formacié d’ions
positius quan sén bombardejats per un feix d’electrons. A continuacid, aquests ions
sén accelerats per un camp electric i dirigits el tub analitzador. Dins del tub, es
troben amb un camp magnetic perpendicular a la seva trajectoria, que condueix a la
seva separacio en funcié de la seva relacié massa/carrega (m/z). Lespectre resultant
mostra la intensitat en funcié de la relaci6 m/z.2930

Un espectrometre de masses esta constituit per tres elements clarament diferenciats
(Figura 3):

- Lafont de ionitzacid, la qual n’hi ha de dos tipus

* D’impacte electronic: les molécules son ionitzades mitjangant un feix
d’electrons d’alta energia.

* De ionitzaci6 quimica: s’utilitza un i6 com a agent ionitzant per
transferir la carrega a la moléecula de la mostra mitjangant una reaccié
bimolecular.

- Lanalitzador de masses, que pot ser:

e Analitzador magnetic: la seva finalitat és aillar ions especifics amb
'ajuda d’'un camp magnetic i guiar-los cap al detector.

¢ Analitzador de quadrupol: format per 4 barres metal-liques circulars
paral-leles disposades en una circumferéncia per tal que el feix de ions
incideixi sobre el centre actuant com un filtre de masses.

e Analitzador de trampa de ions: s’'usa una zona de confinament
electromagnetica i esta format per tres eléctrodes de superficie que
formen una cavitat en la qual es produeix la ionitzacio, la fragmentacio
i 'analisi de les masses.

e Analitzador de temps de vol: els ions generats per la font son
accelerats per mitja d’'un potencial electric, adquirint una velocitat
inversament proporcional a la seva relacié m/z.

- El detector, que n’existeixen de 3 tipus:

e (aixa de Faraday: esta format per una caixa, dins la qual hi ha una
placa, que quan els ions impacten amb aquesta, capten electrons per
neutralitzar la carrega i es mesura el corrent electronic necessari per
neutralitzar-los.
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e Multiplicador d’electrons: usa I’energia cinetica dels ions que incideix
sobre una placa i al xocar-hi, emet un corrent d’electrons que so6n
accelerats cap a una segona placa i aixi successivament.

e Placa fotografica: només s’empra quan és necessari tenir una
sensibilitat molt alta.31

Mass Spectrometer Scheme
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Figura 3: Esquema d’un espectrometre de masses

Cal remarcar que aquest detector, acostuma a anar acoblat a un cromatograf de gasos
complementant-se acuradament, a causa de caracteristiques com el rang de
temperatura de treball, les concentracions baixes (ppm-ppt) i la fase amb que
treballen (gasosa). I és per aquest motiu que ens dona un gran rendiment I'is
d’aquest sistema anomenat GC-MS/MS (en tandem).

A més, es pot emprar segons el mode d’adquisicié del corrent idonic com un detector
universal (mode Full-Scan), com un detector selectiu (mode SIM) i com un sistema
altament especific i selectiu. Entre els sistemes de deteccié de masses tandem, cal
destacar-ne el de triple quadrupol, el qual és un espectrometre de masses que té tres
analitzadors quadrupolars, el qual el fa molt usat en ambits com la investigacid,
analisi ambiental, estudi de drogues, analisi de residus de plaguicides o per analisi
de traces en aliments. La configuracié6 en tandem facilita eluir les estructures
quimiques, determinar els mecanismes de fragmentacié de molécules que han estat
ionitzades i fins i tot la composicié elemental de ions fragmentats i la seva relacié
amb els ions precursors. Una vegada s’ha obtingut la resposta de part del detector,
al software que s’utilitzi, t'apareixen dues grafiques: un cromatograma, on s’aprecien
els temps de retencio dels analits amb la fase estacionaria segons la seva interaccié
i un espectre de masses per cada un dels compostos que s’han eluit.
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4. PREPARACIO DE LA MOSTRA MITJANCANT EXTRACCIO EN FASE
SOLIDA

En aquest apartat, es descriura detalladament el procediment realitzat per poder
dur a terme la preparacié de la mostra mitjangant 'extraccio en fase solida per la
determinaci6 dels pesticides organoclorats estudiats en matrius aquoses.

Instrumentacié

Es disposa d’'un equip amb la finalitat d’exectuar aquesta tasca. En aquest cas es
tracta d’'un sistema d’extraccié SPE que consta de:

- Unabomba de buit

- Una cubeta de vidre SPE

- Un tub per de connectar la bomba de buit a la cubeta de vidre SPE

- Quatre recipients amb la intencié de recol-lectar el liquid que posteriorment
es descartara

- Un suport pels cartutxos

- Uns taps negres per bloquejar la sortida del buit

- Un adaptador pel cartutx

- Taps previst d'un tub per succionar la mostra

- Gradeta especial per suportar els tubs d’assaig

Posteriorment durant el procés d’evaporacid, és necessari utilitzar un evaporador
de nitrogen, que consta d’unes entrades i sortides (regulades per unes claus de pas
i d’uns tubs de plastic per evaporar) de nitrogen al sistema.

A més a més, es disposa d'una unitat d’aigua ultrapura Purelab UVMK2.

Eleccié de la fase solida

Primerament, cal mirar i decidir quina sera la naturalesa de la fase solida. S’ha
d’escollir la que tingui una polaritat més semblant a la dels analits a determinar; ja
que aquesta tendira a retenir els compostos que tinguin grups funcionals igual als
seus. En aquest cas, és convenient fer servir una fase solida que sigui apta per
treballar tant amb compostos apolars com amb compostos moderadament polars,
pel fet que els analits que s’estudien tenen diferent polaritat. Es per aixd que es
treballa amb una fase solida constituida per gel de silice C18.

Material de laboratori

- Matrassos aforats d'1L

- Pipetes Pasteur (per I'enras)

- Pipetes automatiques de 100uL del fabricant Brand

- Pipetes automatiques d’1mL del fabricant HTL

- Pipetes automatiques de 10mL del fabricant TH Gever
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- Cartutxos SPE de 6mL Hypersep subministrades per Bioser
- Tubs d’assaig de 10mL per recol-lectar la mostra
- Vials GC de vidre transparent de 1,5mL, subministrats per Cosela

Reactius

- Metanol LC/MS proveit per Labkem

- Hexa PestiPur - For pesticide analysis proveit per Carlo Erba
- Acetona per pesticides Grade PGR proveit per Labkem

- Aigua ultrapura subministrada per I'’equip Purelab UVMK2

Metodologia

En primer lloc, es realitza el muntatge de tots els elements necessaris per portar a
terme 'extraccid. Posteriorment, es prepara en un vas de precipitats, la barreja de
dissolvent organic que s’usara, tant per fer el condicionament, com per eluir que
consta d'una soluci6 d’hexa/acetona al 50:50. A continuacio, es prepara en un altre
vas de precipitats una mica de metanol que sera necessari per condicionar el cartutx
i posteriorment addicionar-ne als tubs d’assaig. Finalment, es prepara un vas de
precipitats amb aigua ultrapura.

Una vegada esta tot preparat i etiquetat, es preparen les mostres a analitzar en un
matras d’'un litre. Cal destacar que es treballara amb un metode que conté Patré
Intern, que és una substancia, la qual es coneix la concentracié que conté, que
s’addiciona a la mostra abans de fer-li cap manipulacid. Aquest, s’afegeix amb la
finalitat de corregir I'error sistematic que hi ha durant I'experimentacid. En aquest
cas, el patré intern es tracta d’'un mix de concentracié d’1ppm de tres patrons interns
diferents, que son: el Naftale deuterat, l’Acenafte deuterat i el Clorpirifos deuterat.
En els compostos triats, tots tres treballen amb el mateix Patré Intern, el qual és el
Clorpirifos D10.

Es comenca amb el procés d’extracci6 SPE, que consta de les 5 etapes que
anteriorment s’han esmentat (Figures 4, 5,61 7)

1. Condicionament: Es fa passar primer 10mL de la barreja d’hexa/acetona,
addicionant de 5mL en 5mL. Després, es passen 10mL de metanol, també
addicionant-los de 5mL en 5mL i posteriorment el mateix amb l'aigua
ultrapura.

2. Es produeix el pas de la mostra mitjancant els taps previstos d’'un tub
succionador que connecten el matras amb el cartutx. S’ha de mantenir un flux
constant d'uns 10mL per minut.

3. Es renta el cartutx amb aigua ultrapura. Consisteix en afegir 20mL d’aigua
ultrapura (de 5mL en 5mL).
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4. Esrealitza 'assecatge del cartutx, que tracta de deixar tant la bomba de buit
com la clau de pas que hi ha en el suport del cartutx ben oberta durant
almenys 5 minuts.

5. S’elueixen els compostos que han quedat retinguts en el sorbent. Se
substitueixen els recipients recol-lectors de liquids per la gradeta especial
que suporta els tubs d’assaig amb els que es recullen el liquid eluit. Per fer-
ho, es necessita la barreja de dissolvent organic d’hexa/acetona i se
n’addicionen 10mL, també de 5 en 5. Cal remarcar que quan s’afegeixen els
primers 5mL, és necessari esperar 2 minuts amb la bomba tancada per tal
que el dissolvent actui i posteriorment ja s’afegeixen els altres 5. Aqui, ja es
recol-lecta la solucié eluida en un tub d’assaig i s’hi addicionen 500uL de
metanol, ja que és el dissolvent que posteriorment sera injectat a la columna.

Figura 5: Pas de la mostra

Figura 6: Neteja i assecatge del cartutx Figura 7: Eluci6 dels compostos retinguts

18



Una vegada ja tenim la solucié en el tub d’assaig (soluci6 d’interes), es porta a
evaporar sota corrent de nitrogen, sense que aquesta sigui evaporada a gran
velocitat (Figura 8). Es deixa un tub d’assaig de referéncia al costat amb 500pL, i
s’espera que la soluci6 de la resta de tubs d’assaig quedi igual que la de referencia,
al voltant dels 500uL (la concentracio dels analits ha augmentat unes 2000 vegades).

Figura 8: Sistema d’evaporaci6 de nitrogen
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5. ANALISI INSTRUMENTAL

Com s’ha esmentat anteriorment, la tecnica de separacié i deteccié que s’empra és
la cromatografia de gasos acoblada a un espectrometre de masses de triple
quadrupol. Un cop s’ha obtingut la solucié després de l'etapa d’extraccio, és
analitzada mitjan¢ant aquesta técnica. L'equip que s’utilitza és un cromatograf de
gasos tipus TRACE 1610 que va acoblat a un espectrometre de masses de triple
quadrupol TSQ 9610 i també consta d’'un metode d’extraccié per headspace Triplus
500 amb el que es realitzen altres tipus d’analisis. Consta d’'un injector automatic
Al1610 (Figura 9). Tot aquest, es controla mitjangant un ordinador, el qual té una
aplicacié que s’anomena Chromeleon 7 que és el software que s’usa per donar-li
totes les indicacions corresponents. Tota la instrumentaci6 mencionada
anteriorment, correspon a la casa comercial de Thermo Scientific.

A banda, esta equipat per una columna capil-lar de 30m de llargaria i de 0,25mm de
ID (diametre intern) que esta situada dins d’un forn. La fase estacionaria que hi ha
dins de la columna és la Thermo Scientific TraceGOLD TG-5SiIMS i esta disposada en
forma d’'una lamina de pel-licula fina de 0,25um de gruix. La temperatura maxima a
la qual la podem sotmetre és d'uns 330-3502C. Es una columna de polaritat baixa i
esta formada per un 5% de difenil i un 95% de dimetil polisiloxa. Es considera de
polaritat baixa, ja que els grups metil donen cert caracter apolar al polisiloxa, i a
'estar present en un 95%, tenen major influéncia que el caracter polar que donen
els grups difenil.

Figura 9: Cromatograf de gasos acoblat a 'espectrometre de masses
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5.1. Condicions cromatografiques durant I'analisi

Abans de executar una analisi, cal ajustar les condicions de treball amb les quals
tractarem. Si aquestes no son ajustades, els components d'una mescla (pesticides)
tindran una mala separacié, podent aixi veure’s pics superposats, mala selectivitat i
sensibilitat, temps d’analisi inadequat (sigui llarg o curt) entre molts altres factors.
Algun dels factors, pot ser que sigui imposat i inamovible des d’'un primer moment,
a causa de la disponibilitat de recursos que es tenen. Un clar exemple podria ser el
tipus de gas portador, en aquest cas I'heli.

Hi ha altres condicions de treball que si que es poden variar per tal d’obtenir una
separaci6 cromatografica més bona. En les segiients taules (Taules 2 i 3), s’observa
quines condicions sén les tractades per I'analisi feta, tant del cromatograf de gasos
com de I'espectrometre de masses:

CROMATOGRAF DE GASOS

Gas Portador Heli

Columna Cromatografica Thermo Scientific TraceGOLD TG-
5SiIMS de 30m x 0,25mm

Fase Estacionaria Formada per 5% de difenil i 95% de
dimetil siloxa de 0,25um de gruix.

Mode d’injeccio CT_Splitless

Split Flow 15mL/min

Temperatura de I'injector 3002C

Volum d’injeccid 1uL

Taula 2: Condicions del cromatograf de gasos

El procediment per I'analisi de la mostra és el seglient: la mostra que s’ha d’analitzar,
s’'introdueix al cromatograf de gasos automaticament. Primer, es neteja la xeringa
amb un vial que hi ha ple de metanol diverses vegades. Seguidament, com que al
software que s’empra se li fica que mesuri una quantitat d’1uL de mostra per injectar,
ho agafa i s’assegura que no hi quedi cap bombolla d’aire present. Aixi mateix, aspira
un cert volum d’aire per tal d’evitar que els components de la punta de la xeringa
comencin a evaporar-se abans d’hora, perdent aixi part dels analits. Posteriorment,
I'agulla de la xeringa s’introdueix dins del port d’injeccié a temperatura alta fins a
arribar a una canula de vidre. La xeringa es manté uns segons en la mateixa posicié
per climatitzar 'agulla i s’injecta la mostra, la qual és immediatament vaporitzada.
El gas portador (en aquest cas I'heli) amb flux constant, arrossega la mostra
vaporitzada i la porta fins a la columna, on té lloc la separacié.

A la Figura 1 es mostra el gradient emprat per dur a terme la separacio
cromatografica:
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Figura 10: Gradient emprat per la separaci6é cromatografica

Com ja s’ha anomenat anteriorment, la columna cromatografica es troba dins d'un
forn que permet variar la temperatura de treball durant I'analisi. Es pot treballar en
mode isoterm (mantenint la mateixa temperatura) o, per contra, produint
variacions en aquesta (gradient) per afectar a la separaci6 cromatografica.

Normalment, la majoria dels gradients amb el que es treballen consten d’'una rampa
isoterma al principi i al final de l‘analisi. Al principi, és necessari comencar a una
temperatura prou baixa per tal que la mostra entri intacta a la columna i només
s’elueixi el dissolvent. Ja cap al final de I'analisi, es treballa a temperatura isoterma
i bastant elevada per netejar la columna i assegurar-se que tots els components han
estat eluits i poder dur a terme la seglient analisi en bones condicions. En tenir una
temperatura alta al final, s’haura d’esperar que el sistema es refredi per tal de tornar
a injectar una mostra.

Entre aquestes dues isotermes, s'Taugmenta progressivament la temperatura per tal
d’eluir tots els components de la mostra analitzada amb els diferents gradients i
isotermes mostrats en la Figura 10.

A continuacid, es mostren les condicions de I'espectrometre de masses.

ESPECTROMETRE DE MASSES
Mode de ionitzacio lonitzaci6 electronica avangada (AEI)
Temperatura de la transfer line 320°C
Temperatura de la font de ions 2802°C
Polaritat Positiva
Energia de ionitzacio 50eV

Taula 3: Condicions de I'espectrometre de masses

En aquest cas, es tria el mode d’'injeccié Splitless, ja que és més comu per mostres
que presenten una baixa concentracié d’analits. El procediment que fa és injectar la
mostra mentre que la valvula esta tancada i el dissolvent el que fa és generar una
zona saturada al cap de columna que és on queden atrapats els analits. Una vegada
els analits estan a la columna, la valvula d’Split s’obre per eliminar el material de
residu de 'entrada.32

22



5.2. Funcionament del software emprat

El software que s’ha utilitzat per operar el cromatograf de gasos acoblat a
I'espectrometre de masses és el Chromeleon 7. Cada analisi es realitza seguint sis
passos clarament diferenciats:

1. Iniciar I'aplicacid i esperar que es carregui tot

2. Posar a punt l'instrument. Cal assegurar-se que el servei Instrument
Controller esta en funcionament i que la connexi6 s’ha establert
correctament seleccionant els instruments al tauler de navegacio.

3. Crear una seqiiencia. La seqiiencia determina el nombre d’injeccions a
realitzar. La llista d’injeccions especifica el nombre d’injeccions, el nom de la
injeccio, el tipus (mostra, estandard de calibraci6, blanc,..) i el volum
d’'injeccio. Abans de crear la seqiiéncia, és necessari crear un instrument
method, un processing method i un report template (plantilles d'informes).

En l'instrument method, s’hi introdueix tota la informacié rellevant per
a la injeccid a realitzar, com ara el volum d’aire, el nombre de vegades
que s’omple l'injector cromatografic o el temps de retard abans i
després de la injeccié. Posteriorment, a I'apartat GC Inlet, se selecciona
la temperatura, el mode de divisié (o split) que s’emprara, I'split flow i
el temps d’splitless. Al GC Oven Settings, es defineix o modifica el
gradient que s’utilitzara per a l'analisi. Finalment, al TSQ, es tria la MS
transfer line temperature i la ion source temperature. A més, també es
tria el metode d’adquisicid, que en aquest cas és un timed mode. A TSQ,
també es mostren tots els compostos analitzats i que préviament s’han
establert mitjancant el seu temps de retenci6 i les seves masses més
significatives. Aquest procediment es va realitzar mitjan¢cant un metode
full-scan. En el mateix programa hi ha una llibreria que diu el compost
que és més probable que sigui juntament verificant-ho amb les masses
que s’han buscat en diferents bibliografies. Cal remarcar que el méetode
full-scan ja s’havia realitzat quan es va comencar a desenvolupar aquest
treball escrit. També ens dona informacio6 del temps d’escaneig total o
del temps SIM

El processing method és aquell que ens ajuda a quantificar I'analisi
elaborada. Conté un conjunt de parametres amb els quals s’avaluen els
cromatogrames obtinguts. Inclou tots els compostos estudiats
juntament amb el seu temps de retenci6 i amb I'standard method que té
cadascun d’ells (el patr6 intern que correspongui, ja que s’utilitza un
mix de 3 patrons interns) i els nivells de calibracié que s’han realitzat a
I’hora de crear la recta de calibratge.

El report template, és aquell que ens dona la informacié final de I'analisi
en un format similar a un pdf.
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4. Adquirir dades. Es posa en marxa la seqiiencia, fent préviament un seguit de
verificacions per tal de veure que l'equip esta funcionant correctament.
Durant l'analisi pots anar veient resultats obtinguts, perd és recomanable
deixar acabar l'analisi per obtenir els resultats complets.

5. Processar les dades. A la mateixa seqiiéncia creada, hi ha I'opcié de veure els
resultats obtinguts fent clic a la pestanya Studio. Aqui es mostren les
injeccions realitzades, la recta de calibratge utilitzada per aquestes
injeccions, els canals (MS Quantitation) i els components a determinar. Es
poden visualitzar els resultats per a cada injeccié o bé veure els resultats d'un
analit concret per a totes les injeccions, segons convingui. Per realitzar una
bona quantificacid i qualificacié6 d'un cromatograma, tots els pics d’interes
haurien de ser detectats i integrats correctament de manera automatica,
encara que és una tasca dificil que passi. Per cada analit, obtenim un pic de
quantificacid i dos o tres pics de confirmacio, i per aixo fa que la tasca que no
s’hagi d’'integrar algun pic manualment sigui gairebé inevitable.

6. Revisar i informar dels resultats. Es crea un informe amb tots els resultats
que s’han obtingut de l'analisi feta. Es pot generar per una injeccio6
determinada o bé per tota la seqiiéncia al complet.

5.3. Identificacio dels analits

En aquest estudi, els analits s’identifiquen mitjancant el seu temps de retencid.
Aquest, es pot definir com el temps que ha passat des que es produeix la injeccié de
la mostra fins a I'aparicié de la resposta maxima. Cal esmentar que en la identificacié
dels analits, pot utilitzar-se com a ajuda el criteri del temps de retencid, pero és
insuficient per si mateix per establir la identitat d'un analit. Es per aixd que en aquest
cas, és vital I'is de I'espectrometre de masses amb la finalitat de identificar dels
analits mitjancant els espectres que proporciona i observant els pics més
significatius de 'analit. Per fer-ho, s’analitza una soluci6 de concentracié coneguda
(patré comercial) a efecte de coneixer els pics cromatografics que s’obtenen, els seus
temps de retencid i seleccionar els ions m/z per la seva quantificaci6. A més, el
programa disposa d'una llibreria que t'ajuda a identificar el compost amb el qual
podem estar tractant i quina és la probabilitat que sigui el compost determinat.

Una vegada el tenim identificat, es mostren el temps de retencié de cadascun dels
compostos, que en aquest cas son:

Compost Temps de Retencid (min)
DDE-o,p 22,23
DDE-p,p 24,27
Endrin 25,43
Heptaclor 14,17
Linda 11,38

Taula 4: Temps de retenci6 dels analits estudiats
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Cal remarcar que al treballar amb un equip GC-MS/MS, el primer que es fragmenta
és el i6 precursor, el qual dona una serie de ions producte que posteriorment sén
fraccionats i es classifiquen com un i6 quantificador i dos o tres de confirmacid. Els
ions m/z de transicié quantitativa més representatius per cada compost son:

Compost 16 (m/z) de transicié quantitativa
experimental

DDE-o,p 246,00 > 176,00

DDE-p,p 246,10 - 176,00

Endrin 262,80 > 192,90

Heptaclor 271,80 = 236,90

Linda 181,00 - 145,00

Taula 5: 16 de transicié quantitativa per cada compost

Observant els temps de retencio de tots els compostos que apareixen en la Taula 4 i
veient que estan prou separats els uns dels altres i que s’observen els ions m/z més
destacats per cada compost, concordant amb els bibliografics33 34, podem concloure
sense cap mena de dubte que els compostos estan perfectament identificats.
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6. VALIDACIO DEL METODE ANALITIC I RESULTATS OBTINGUTS

Una vegada es tenen les condicions i tots els parametres optimitzats de l'analisi,
procedim a realitzar la validacié del metode. El méetode utilitzat al laboratori ha de
ser avaluat i sotmes a diverses proves que mostrin que els resultats que proporciona
son valids i coherents a l'objectiu previst. La validaci6 d’'un metode es realitza
mitjan¢cant un conjunt de proves en les que s’obtenen dades sobre exactitud,
precisio, determinacié de linterval de linealitat, dels limits de detecci6 i
quantificacié, entre altres. Es important efectuar la validacié d’'un métode perqué es
fan moltes proves diariament que donen suport a I'assisténcia sanitaria, com per
exemple comprovar la qualitat de I'aigua potable. Es pot dir que practicament tots
els aspectes de la societat, estan ajudats d’alguna manera pel treball analitic. EI que
vol aconseguir un laboratori d’analisi quimic és demostrar que els resultats que
donen sén el més fiable i precisos possibles gracies al grau de coneixement que es
té, i poder donar confianca al client.

Les etapes que consten en una validacié d’'un meétode quimic sén les segiients:

1. Definir clarament els objectius i el que es vol aconseguir amb el meétode,
incloent-hi els tipus de mostra i els analits d’interes a avaluar.

2. Elecci6 dels parametres a avaluar com la precisid, exactitud, especificitat,
sensibilitat, linealitat, rang dels limits de detecci6 (LOD) i quantificacié
(LOQ), robustesa i reproductibilitat.

3. Preparaci6 de mostres i estandards que s’utilitzaran en la validacio.

4. Valoraci6 dels resultats obtinguts en la validaci6.

Es miren els PG del laboratori i I'Eurachem Guide35 per decidir el metode a utilitzar
per portar a cap la validacio.

Primerament, es busquen una serie d’aiglies de consum de diferents tipus, unes de
les quals siguin envasades i altres de no envasades. De les no envasades, es fa un test
de conductivitat per poder veure que totes i cada una d’elles tinguin un valor
clarament diferenciat. Més concretament, s’utilitzen un total de deu aigiies, de les
quals, cinc sén envasades i les cinc restants no envasades i amb conductivitats
diferents. Les aigiies envasades van ser cinc aiglies de compra de diferent marcailes
no envasades, consten d’una aigua destil-lada, dues aigiies de fonts diferents amb
clara diferencia de conductivitat, una aigua de I'aixeta i una d’una font osmotitzada
d’un restaurant.

Es necessaria la contribucié de dos analistes per realitzar la validacié, per poder
veure la repetibilitat dels analistes a I’hora de fer I’analisi corresponent.

A posteriori, es va decidir quin seria I'interval de linealitat amb el que es treballaria,
tenint en compte també la legislaci6 que hi ha actual de plaguicides i quins limits hi
ha establerts. Es va creure oportd que l'interval de linealitat estigués entre 0,010 i
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0,15pg/L, amb lo qual es va constituir una recta de calibratge que consta d'un blanc
i de vuit punts a diferents concentracions perfectament conegudes.

Una vegada tenim aquestes dades, es comenca a fer una planificacié per veure
quantes mostres s’han de preparar i la durada que pot tenir la validaci6. Dins de
I'interval de concentracions, es va creure oportd seleccionar unes concentracions
determinades, de 0,010 pg/L, 0,050 pg/L i 0,15 pg/L, com a concentracions a rang
baix, mig i alt respectivament a més del blanc. Per fer-ne un esquema, quedaria tal

que aixi:
Codi ID Mostra Blanc | 0,010 | 0,050 | 0,15
a1 | Aigua | eonrveria Y i
envasada N4
Az | Aigua | b nova Y i
envasada N4
ANALISTA1 | A3 | A8 | yyappay LY i
envasada N4
A4 Aigua NO | Conductivitat | Vv v v
envasada Baixa N4 V4
Aigua NO v v v
AS envasada Clorada v v
Aigua v v
A6 envasada BOIX N4
Aigua v v v
A7 envasada VERI V4 V4
Aigua NO | Conductivitat | v/ v
ANALISTA 2| A8 envasada Alta N4
A9 Aigua NO | Osmotitzada | vV v
envasada (Nobadis) /
A10 Aigua NO | Conductivitat | Vv v v
envasada Intermitja N4 V4

Taula 6: Esquema de la validacié de pesticides

Tal com es mostra en la Taula 6, 'analista 1 faria I’analisi de les mostres codificades
des de la A1 a la A5 i I'analista 2 de les mostres A6 a A10, a les concentracions
indicades i veient si s’han de realitzar per duplicat o no.

6.1. Sensibilitat

La sensibilitat analitica és la capacitat que té un metode de detectar petites
quantitats d’'un analit determinat en una mostra. Com s’ha mencionat anteriorment,
quan es va arribar al laboratori per comengar a tractar-ne el tema del treball, ja
s’havia avaluat la sensibilitat de la calibraci6. La sensibilitat d'un metode analitic
correspon al pendent de la recta de calibratge, encara que molts cops va relacionat
amb els limits de deteccid per veure si pot ser distingit un senyal d’'un analit respecte
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el senyal d’'un blanc. Es pot considerar com el factor de resposta entre la variacié
d’un senyal associat a un analit i la variaci6 de la seva concentracid.

6.2. Selectivitat

Un metode es considera selectiu quan és capag de determinar-ne els analits d’interes
sense que hi hagi la interferéncia d'un altre component que té un comportament
similar a l'analit d’interés. Normalment, per avaluar-ne la selectivitat en un
laboratori, s’addiciona intencionadament unes interferencies especifiques, les quals
siguin probables de trobar en futures mostres.

Per estimar la selectivitat, es pot realitzar un estudi d’'una matriu blanca per afirmar
que no hi ha senyals que puguin interferir amb la deteccié de I'analit. Aixo es
confirma quan en els cromatogrames dels blancs de les diferents aigiies, es visualitza
que al voltant dels temps de retenci6 dels analits estudiats, no apareix cap pic que
pugui correspondre a un compost determinat i aixi influir en el resultat obtingut.
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Cromatograma 1: Representaci6 del blanc de la mostra A4 pel compost DDE-o,p
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Cromatograma 3: Representacié de la mostra addicionada a 0,05ppb de la mostra A4 pel compost DDE-o,p

En els cromatogrames anteriors (1, 2 i 3), es mostren els pics de quantificacié (el
primer de dalt a I'esquerra) seguit de tres pics de confirmacié pel compost DDE-o,p
corresponent a la mostra codificada com A4 a diferents concentracions. A la dreta,
més gran i de color vermell, s’observa el pic de quantificacié a major escala. Com es
veu en el Cromatograma 1, el qual correspon a un blanc de la validacié, s’observa
clarament que els pics que surten tenen poca area i que el que apareix més que res
es tracta de soroll de fons. Per contra, en el Cromatograma 2, que correspon a una
mostra addicionada a concentracié 0,050 ppb de la mateixa aigua, es percep
'aparicié d’un pic més definit i amb una area superior. A més, també es disposa del
cromatograma corresponent a la mostra addicionada de concentraci6 0,15 ppb
(Cromatograma 3), encara amb més area i un pic més ben definit.

Veient els resultats obtinguts, podem concloure que és selectiu, ja que no es preveu
I'aparicié de cap interferéncia propera al temps de retenci6 de I'analit determinat.
Amb la resta d’analits estudiats, els cromatogrames de comparativa de blancs i
mostres addicionades, es veuen similars als d’aquest compost. Addicionalment, es
pot recolzar d’un estudi de recuperacions, en el qual, un valor elevat de recuperacio,
pot indicar una bona selectivitat.

6.3. Interval de treball del metode

Es defineix com l'interval de concentracié en el que el metode a optimitzar,
proporciona uns resultats amb una incertesa acceptable amb termes de desviacid
estandard relativa (%RSD). L' Eurachem Guide, suggereix almenys la realitzacié d’'un
blanc de calibratge i d’entre sis i deu patrons amb una concentracié perfectament
coneguda i es proposa realitzar una grafica per donar confirmacié visual de si
I'interval de treball és lineal o no. Posteriorment, remarca la importancia de calcular
les estadistiques de regressi6 adequades com aixi també els residuals. Si la
distribucié aleatoria de residuals és molt propera a zero, es confirma la linealitat,
també tenint consideracié que no tots estiguin per sobre o per sota del valor zero,
sind que es disposin aleatoriament. A més, la linealitat del metode ve indicada també
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pel valor del coeficient de determinacié R-quadrat (R2), el qual ha de ser superior o
igual a un valor de 0,99.

Cal esmentar que en aquest cas, es treballa amb una recta realitzada amb la mateixa
matriu amb la qual analitzem (aigua de consum) i no amb metanol que és el reactiu
que s’injecta al cromatograf. Aixd s’anomena recta matriu o “matrix matched
calibration”, i és un meétode molt emprat en analisi de pesticides per facilitar |'efecte
corrector, reduir els possibles errors i tenir una major exactitud.3¢

Cal tenir en compte que al treballar amb Patré Intern, (en tots els casos Clorpirifos
D10) al fer la recta de calibratge, a I'eix de les ordenades es fica el valor del quocient
de I'area de 'analit respecte a l'area del Patré Intern. A més, es té en compte que
'area del Patr6 Intern ha d’estar entre una acceptacié de 50% i 200% de la mitjana
de tots els patrons de la recta. En les segiients taules (Taules 7, 8,91 10) es veuen els
resultats d’acceptacio6 del Patré Intern, tant per la recta de calibratge de I'analista 1
com per la de I'analista 2.

Analista 1:
Concentracio del Patro de la recta Area Patré Intern (Clorpirifos D10)
Blanc 45726
0,010 65979
0,020 64664
0,030 66116
0,050 55478
0,080 52036
0,10 52609
0,15 57034
Taula 7: Area del Patré Intern de cada punt de la recta per I'analista 1
Mitjana de les arees del Patré Intern | 58419
Acceptacio 50% 29209
Acceptacio 200% 116838
Taula 8: Area mitjana del Patré Intern i limits d’acceptacié per I'analista 1
Analista 2:
Concentracio del Patroé de la recta Area Patré Intern (Clorpirifos D10)
Blanc 40985
0,010 59162
0,020 55396
0,030 54189
0,050 42176
0,080 39623
0,10 38190
0,15 42688

Taula 9: Area del Patr6 Intern de cada punt de la recta, inclosa la mitjana i els limits d’acceptacié de I'analista 2

30



Mitjana de les arees del Patré Intern | 46660

Acceptacio 50% 23330

Acceptacio 200% 93320

Taula 10: Area mitjana del Patr6 Intern i limits d’acceptacié per I'analista 2

En els segiients grafics (Figures 11 a 15), s’observen tots els resultats de les rectes

realitzades:
_ y =28,547x + 0,0343
DDE-o,p R2=0,9959
5
4,5
X1
= 4
S 3,5
S
<< 3 &
Iy
= 2,5
’ A
S 2
$ 1,5 X 4
S~
<< 1
05 ¥
0
0 0,05 0,1 0,15

Concentraci6 (pg/L)

Figura 11: Rectes de calibratge pel compost DDE-o,p per ambdds analistes
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Figura 12: Rectes de calibratge pel compost DDE-p,p per ambdés analistes
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Figura 13: Rectes de calibratge pel compost Endrin per ambdds analistes
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Figura 14: Rectes de calibratge pel compost Heptaclor per ambdds analistes
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Figura 15: Rectes de calibratge pel compost Linda per ambdés analistes
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Com es pot observar, en totes les rectes de tots els compostos, es compleix els
requisits indispensables que 'area del Patré Intern compleixi el % d’acceptacio

d’entre 501 200% i totes les rectes realitzades tenen un coeficient de determinacio
R-quadrat (R?) superior a 0,99.

Per acabar; si es valoren els residuals (Figures 16 a 25), veiem que en cap dels casos
hi ha una tendeéncia per sobre o per sota la linia de la recta, sin6 que estan disposats

aleatoriament, per tant, podem concloure que la dispersié és independent de la
concentracio.

Residuals Analista 1 DDE-o,p Residuals Analista 2 DDE-o,p
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Figura 16: Residuals Analista 1 pel compost DDE-o,p Figura 17: Residuals Analista 2 pel compost DDE-o,p
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Figura 18: Residuals Analista 1 pel compost DDE-p,p Figura 19: Residuals Analista 2 pel compost DDE-p,p
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Figura 20: Residuals Analista 1 pel compost Endrin
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Figura 22: Residuals Analista 1 pel compost Heptaclor
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Figura 24: Residuals Analista 1 pel compost Linda
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Figura 21: Residuals Analista 2 pel compost Endrin
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Figura 23: Residuals Analista 2 pel compost Heptaclor
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Figura 25: Residuals Analista 2 pel compost Linda
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6.4. Limits de deteccié i quantificacio (LODi LO

El limit de deteccié és el valor de concentracié minima detectable i en que inferior a
aquest, la detecci6 de l'analit s’esdevé un problema. Per tal de saber quin és aquest
limit, el que es fa és mesurar diferents mostres de blancs que no continguin
quantitats d’analit detectable o bé fortificar mostres d’assaig amb una concentracio
baixa d’analit per tal d’obtenir una desviacié estandard diferent de zero. En cas que
es fortifiquin mostres amb una concentracié d’analit baixa, cal que la concentracié
sigui prou alta per tal que es detectin els pics per sobre del soroll de fons que té
I'equip. El LOD es pot calcular com tres vegades I'area del blanc de calibratge de la
recta corresponent 37. En aquest cas, no s’ha fet un estudi focalitzat a buscar el LOD,
pero hi ha una funci6 al software que marca I’area amb la qual posteriorment, podem
saber el valor concret. El software agafa el blanc i ho compara amb el pic de I'analit
a una concentracié determinada i diu que el senyal/soroll ha de ser tres vegades el
senyal del blanc.

Per altra banda, el limit de quantificacid, és el valor de concentracié minima
quantificable amb una destresa acceptable. A la practica, es pot calcular com la
concentraci6 d’analit corresponent a la desviaci6 estandard obtinguda a nivells
baixos multiplicada per un factor kq (10). En aquest cas, el LOQ, I'establim mitjangant
la recta perque segons la norma, es tracta d’'un 30% del valor parametric de cada
compost, el qual és 0,03 pg/L, per tant el LOQ correspon a 0,01 pg/L.15

6.5. Precisio

La precisio del metode és una mesura que indica quan de propers estan els resultats
entre si. Es pot avaluar en diferents condicions: condicions de repetibilitat o bé
condicions intermitges.

Per avaluar la repetibilitat del metode, cal realitzar un minim de cinc determinacions
utilitzant el metode que es vol validar. Aquestes, les ha de preparar el mateix analista
amb els mateixos equips, el mateix laboratori i el mateix dia. A més a més, es pot
desenvolupar un dia per un analista i un dia per I'altre i aixi obtenir la repetibilitat
dels diferents analistes.

Aquests resultats s’expressen com el coeficient de variacié (%) de les dades
obtingudes en aquestes condicions i es calcula com:

desviaci6 estandard
%RSD = — x 100
Valor mitja

Cal anomenar que aquest valor no pot superar el 20%, sin6 el metode no tindria
suficient precisio.

S’ha estimat la precisio realitzant el mateix procediment per les deu mostres d’aigua
i fent-ne un duplicat a les diferents concentracions analitzades pels dos analistes
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corresponents, i els resultats es veuen reflectits a les Taules 11 a 22. Cal recordar
que, com s’observa a la Taula 5, a les mostres fortificades de concentraci6 de 0,15
ug/L, només s’han realitzat per duplicat en dues de les cinc aigiies tractades per cada
analista. Aix0 s’ha realitzat d’aquesta manera, ja que no es tenia més temps per fer
I'analisi degut a que és un procés lent i el nombre de mostres i d’analits que

s’estudien és elevat.

Analista 1 procedent de mostres fortificades a 0,010 ug/L

A11 | A1.2 | A2.1 | A2.2 | A3.1 | A3.2 | A4.1 | A4.2 | A5.1 | A5.2
DDE-o,p 0,009 | 0,009 | 0,008 | 0,010 | 0,009 | 0,009 | 0,009 | 0,009 | 0,009 | 0,008
DDE-p,p 0,010 | 0,009 | 0,009 | 0,009 | 0,009 | 0,009 | 0,009 | 0,008 | 0,009 | 0,008
Endrin 0,012 | 0,012 | 0,010 | 0,011 | 0,011 | 0,012 | 0,012 | 0,009 | 0,009 | 0,008
Heptaclor | 0,010 | 0,010 | 0,009 | 0,011 | 0,010 | 0,010 | 0,011 | 0,008 | 0,010 | 0,008
Linda 0,012 | 0,009 | 0,009 | 0,012 | 0,010 | 0,010 | 0,011 | 0,008 | 0,011 | 0,009
Taula 11: Resultats Analista 1 de mostres fortificades a 0,010 pg/L
Mitjana Desviacio estandard | %RSD
DDE-o,p 0,009 0,00059 6,69
DDE-p,p 0,009 0,00071 8,01
Endrin 0,010 0,0016 15,41
Heptaclor 0,010 0,0010 10,40
Linda 0,010 0,0012 12,14

Taula 12: Resultats de mitjana, desviacié estandard i %RSD de '’Analista 1 de mostres fortificades a 0,010 pg/L

Analista 2 procedent de mostres fortificades a 0,010 pug/L

A6.1 | A6.2 | A7.1 |A7.2 | A8.1 | A8.2 | A9.1 | A9.2 | A10.1 | A10.2
DDE-o,p 0,010 | 0,010 | 0,009 | 0,011 | 0,009 | 0,008 | 0,011 | 0,010 | 0,012 | 0,010
DDE-p,p 0,009 | 0,010 | 0,009 | 0,011 | 0,009 | 0,009 | 0,012 | 0,010 | 0,012 | 0,011
Endrin 0,008 | 0,011 | 0,009 | 0,012 | 0,010 | 0,008 | 0,012 | 0,011 | 0,012 | 0,010
Heptaclor | 0,008 | 0,009 | 0,011 | 0,011 | 0,009 | 0,010 | 0,009 | 0,010 | 0,010 | 0,010
Linda 0,009 | 0,009 | 0,011 | 0,011 | 0,009 | 0,011 | 0,010 | 0,009 | 0,011 | 0,009
Taula 13: Resultats Analista 2 de mostres fortificades a 0,010 pg/L
Mitjana Desviacio estandard | %RSD
DDE-o,p 0,010 0,0013 12,66
DDE-p,p 0,010 0,0012 11,56
Endrin 0,010 0,0015 14,70
Heptaclor 0,010 0,00096 9,89
Linda 0,010 0,0010 10,18

Taula 14: Resultats de mitjana, desviacié estandard i %RSD de 'Analista 2 de mostres fortificades a 0,010 pg/L
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Analista 1 procedent de mostres fortificades a 0,050 ug/L

Al1.1 | A1.2 | A2.1 | A2.2 | A3.1 | A3.2 | A41 | A4.2 | A5.1 | A5.2
DDE-o,p 0,061 | 0,052 | 0,051 | 0,049 | 0,049 | 0,055 | 0,053 | 0,046 | 0,054 | 0,049
DDE-p,p 0,057 | 0,054 | 0,053 | 0,050 | 0,047 | 0,055 | 0,052 | 0,047 | 0,054 | 0,050
Endrin 0,059 | 0,057 | 0,056 | 0,050 | 0,056 | 0,060 | 0,052 | 0,054 | 0,050 | 0,052
Heptaclor | 0,057 | 0,055 | 0,052 | 0,056 | 0,056 | 0,056 | 0,057 | 0,062 | 0,050 | 0,051
Linda 0,056 | 0,053 | 0,047 | 0,056 | 0,058 | 0,057 | 0,046 | 0,056 | 0,055 | 0,056
Taula 15: Resultats Analista 1 de mostres fortificades a 0,050 pg/L

Mitjana Desviacio estandard | %RSD

DDE-o,p 0,052 0,0043 8,25
DDE-p,p 0,052 0,0035 6,65
Endrin 0,054 0,0035 6,42
Heptaclor 0,055 0,0036 6,47
Linda 0,054 0,0041 7,57

Taula 16: Resultats de mitjana, desviacié estandard i %RSD de ’Analista 1 de mostres fortificades a 0,050 pg/L

Analista 2 procedent de mostres fortificades a 0,050 ug/L

A6.1 | A6.2 | A7.1 |A7.2 | A8.1 | A8.2 | A9.1 | A9.2 | A10.1 | A10.2
DDE-o,p 0,052 | 0,053 | 0,047 | 0,046 | 0,045 | 0,051 | 0,049 | 0,053 | 0,054 | 0,052
DDE-p,p 0,053 | 0,054 | 0,047 | 0,048 | 0,048 | 0,052 | 0,048 | 0,054 | 0,056 | 0,054
Endrin 0,053 | 0,053 | 0,051 | 0,050 | 0,050 | 0,047 | 0,052 | 0,053 | 0,053 | 0,053
Heptaclor | 0,051 | 0,049 | 0,047 | 0,048 | 0,051 | 0,045 | 0,053 | 0,047 | 0,054 | 0,052
Linda 0,051 | 0,048 | 0,046 | 0,047 | 0,054 | 0,046 | 0,056 | 0,050 | 0,053 | 0,052
Taula 17: Resultats Analista 2 de mostres fortificades a 0,050 pg/L
Mitjana Desviacio estandard | %RSD
DDE-o,p 0,050 0,0032 6,37
DDE-p,p 0,051 0,0032 6,31
Endrin 0,051 0,0020 3,87
Heptaclor 0,050 0,0030 5,96
Linda 0,050 0,0036 7,16

Taula 18: Resultats de mitjana, desviacié estandard i %RSD de '’Analista 2 de mostres fortificades a 0,050 pg/L
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Analista 1 procedent de mostres fortificades a 0,15 ug/L

A4.1 | A4.2 | A5.1 | A5.2
DDE-o,p 0,16 (016 |0,16 |0,16
DDE-p,p |0,16 |0,17 |0,16 |0,16
Endrin 0,16 |[016 |0,16 |0,16
Heptaclor | 0,15 | 0,16 | 0,16 | 0,16
Linda 0,15 |017 |0,17 |0,16

Taula 19: Resultats Analista 1 de mostres fortificades a 0,15 pg/L

Mitjana Desviacio estandard | %RSD
DDE-o,p 0,16 0,0036 2,29
DDE-p,p 0,16 0,0051 3,13
Endrin 0,16 0,0021 1,32
Heptaclor 0,16 0,0032 2,06
Linda 0,16 0,0080 4,90

Taula 20: Resultats de mitjana, desviacié estandard i %RSD de I'’Analista 1 de mostres fortificades a 0,15 pg/L

Analista 2 procedent de mostres fortificades a 0,15 ug/L

A7.1 | A7.2 | A10.1 | A10.2
DDE-o,p 0,14 |05 |0,14 |0,15
DDE-p,p |0,14 |0,16 | 0,15 0,16
Endrin 0,15 | 0,16 | 0,15 0,14
Heptaclor | 0,16 | 0,16 | 0,17 0,16
Linda 0,16 |0,16 | 0,15 0,15

Taula 21: Resultats Analista 2 de mostres fortificades a 0,15 pg/L

Mitjana Desviacio estandard | %RSD
DDE-o,p 0,15 0,0073 4,99
DDE-p,p 0,15 0,0090 5,86
Endrin 0,15 0,0079 5,16
Heptaclor 0,16 0,0070 4,27
Linda 0,15 0,0082 5,32

Taula 22: Resultats de mitjana, desviacié estandard i %RSD de I'’Analista 2 de mostres fortificades a 0,15 pg/L

Per avaluar-ho en condicions intermitges, es realitzen minim deu determinacions
utilitzant el metode a validar i s’ha de variar una de les seglients variables: analista,
equips, recta de calibratge o dia, pero fent l'analisi en el mateix laboratori. Cal
remarcar que si un analista ha fet un minim de cinc repeticions en condicions de
repetibilitati un altre dia un analista n’ha fet cinc més, el conjunt de les deu mesures
son les condicions intermitges. Cal destacar que si s’opta per fer la precisi6 en
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repetibilitat amb duplicats de cada mostra, hi haura d’haver com a minim deu
determinacions a cada nivell de concentracid, de les quals algunes mostres del
mateix nivell, han de ser en dies diferents i fetes per analistes diferents.

Com es pot veure en tot el conjunt de taules de resultats, es compleix els criteris
d’acceptacié establerts (que el valor del %RSD sigui inferior a 20%) en tots els casos,
i per tant podem dir que el metode és suficientment precis.

6.6. Exactitud

L'exactitud expressa la proximitat entre unes mesures individuals i un valor
veritable. Es pot dir que engloba els termes de veracitat i de precisi6. Amb altres
paraules, es refereix a que la mesura a més de ser exacta, també és repetible i
consistent.

En aquest estudi, s’avaluen els errors sistematics i aleatoris que poden presentar-se
al llarg de I'analisi. Tracta de determinar el percentatge de recuperacié mitjancant
I'equacio:

R (%) = mitjana dels valors obtinguts % 100
o valor real o referencia

El criteri que s’ha de complir per avaluar I'exactitud, és que els percentatges de
recuperacio estiguin entre 70% i 120%

%R (0,010 pg/L) | %R (0,050 pg/L) | %R (0,15 pg/L)
DDE-o,p 93,3 104,6 101,5
DDE-p,p 94,9 104,8 105,6
Endrin 103,5 105,4 104,6
Heptaclor 96,6 104,3 106,9
Linda 100,2 102,6 105,6

Taula 23: Resultats dels percentatges de recuperaci6 per avaluar I'exactitud del metode

Com s’observa a la Taula 23, tots els valors es troben dins de 'interval d’entre 70-
120% de recuperacié i per tant, fa que es compleixi el criteri d’acceptacio6 plantejat.
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7. ANALISI DE MOSTRES REALS

Una vegada s’ha realitzat el procés de validacié al complet, es procedeix a aplicar el
metode optimitzat per analitzar mostres d’aigua de consum huma que arriben al
laboratori. Per aix0, es disposa d'un seguit d’aiglies, a poder ser, envasades en
recipients de vidre de més d’'un litre i refrigerades previament a la seva analisi.
Posteriorment, es realitza tot el procediment que s’ha mencionat anteriorment per
preparar la mostra i poder-la injectar al cromatograf de gasos amb les condicions
esmentades.

Previament a la preparacio6 de les mostres reals, es preparen els patrons de la recta
de calibratge, constant d’'un blanc i de diferents patrons de concentracié coneguda:
0,010 pg/L, 0,020 pg/L, 0,030 pg/L, 0,050 pg/L, 0,080 pg/L, 0,10 pg/Li 0,15 pg/L.

Una vegada s’han analitzat els patrons de la recta, s’obtenen els resultats mostrats a
la Taula 24 aixi com també, 'equacié de la recta pel compost Endrin. (Per tots els
compostos es fa igual)

Concentracié6 (pg/L) Area
Blanc 10
0,010 976
0,020 1742
0,030 2643
0,050 4063
0,080 5632
0,10 8246
0,15 12885

Taula 24: Valors de concentraci6 i area obtinguda per la recta de calibratge pel compost Endrin

L'area del patro intern per a tots els compostos (Clorpirifos D10) en el calibratge és
de 40914.

L'equaci6 de la recta és: y = 2,02x - 0,001, amb un coeficient de correlacié R? de
0,9903.

A continuaci6, a la Taula 25 es mostra el valor de I'area pel compost Endrin per cada
una de les cinc mostres reals, les seves respectives arees del Patré Intern per cada
una de les mostres i la concentracié que s’obté d’aquest mateix compost com a
resultat final. Per fer el calcul, s’ha substituit la y de la recta pel valor del quocient de
'area del compost respecte I'area del Patr6 Intern i s’ha buscat el valor de la x.
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Codi Mostra Area Mostra Area Patré Intern | Concentracié (ug/L)
M1 34 35492 <0,010
M2 18 35877 <0,010
M3 28 28937 <0,010
M4 34 34876 <0,010
M5 29 39711 <0,010

Taula 25: Valors de concentracid i area obtinguda per les mostres analitzades pel compost Endrin

Per poder detectar i quantificar les mostres, els valors obtinguts han de ser superiors
als LOD i LOQ. En aquest cas, com que el valor de concentracid es inferior al valor del
LOQ, no podem assegurar que es pot quantificar el compost i es fica que el valor és
inferior al LOQ (<0,010 pg/L).

Per ultim, a les Taules 26 i 27, s’observen els resultats per a tots els compostos

estudiats en aquest estudi de les cinc mostres analitzades:

Area
Codi DDE-o,p DDE-p,p | Endrin Heptaclor Linda
Mostres
M1 101 55 34 15 561
M2 12 17 18 8 123
M3 57 26 28 8 54
M4 15 95 34 8 15
M5 9 52 29 26 115

Taula 26: Valors d’area per tots els compostos i per totes les mostres reals analitzades

A continuacid, amb ajuda de la recta, es quantifiquen els resultats, que han sigut els

seguents:
Area

Codi DDE-o,p DDE-p,p | Endrin Heptaclor Linda
Mostres

M1 <0,010 <0,010 <0,010 <0,010 <0,010
M2 <0,010 <0,010 <0,010 <0,010 <0,010
M3 <0,010 <0,010 <0,010 <0,010 <0,010
M4 <0,010 <0,010 <0,010 <0,010 <0,010
M5 <0,010 <0,010 <0,010 <0,010 <0,010
LOQ 0,010 0,010 0,010 0,010 0,010

Taula 27: Valors de concentracié per tots els compostos i per totes les mostres reals analitzades

Com es pot veure, en cap de les cinc aigiies analitzades s’ha vist preséncia suficient
de cap dels analits estudiats, ja que els valors obtinguts de concentraciéo sempre
seran inferiors al LOD i al LOQ, per la qual cosa es pot dir que no es detecta preseéncia
d’aquests compostos i per tant podem concloure que no superen el limit establert
per legislacio i per tant, 'aigua no conté suficient quantitat d’aquests compostos i
seria apta pel consum huma.
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8. CONCLUSIONS

El metode analitic desenvolupat en aquest treball, ha demostrat I'eficacia de la
cromatografia de gasos acoblada a 'espectrometria de masses (GC-MS) combinada
amb l'extraccid en fase solida (SPE) per la detecci6 de pesticides organoclorats en
aiglies de consum huma. S’han estudiat cinc compostos especifics en profunditat i
els resultats obtinguts han estat satisfactoris, ja que son inferiors als especificats per
la legislaci6 vigent respecte a termes de sensibilitat, selectivitat, limit de detecci6 i
quantificacid, precisio i exactitud.

Al llarg de I'estudi, s’han optimitzat un seguit de condicions experimentals per tal de
dur a terme l'analisi, tant de l'extraccié en fase solida com de les condicions
cromatografiques, aconseguint una recuperaci6 adequada dels pesticides i una
identificacié precisa per cada compost. La realitzacié de la validaci6 del metode
indica que el metode és prou util, robust i reproduible per la determinacié de
pesticides en aigiies de consum huma de manera rutinaria.

Cal destacar que es vol demostrar que la qualitat de 1'aigua destinada al consum
huma és molt important de cara a la proteccié de la salut publica de tots els
consumidors. En aquest meétode només s’han estudiat cinc compostos
profundament, pero aquests obren la porta a futures investigacions per tal d’ampliar
la llista de compostos analitzats i millorar els métodes de deteccio.

En resum, la combinacié de SPE i GC-MS es presenta com una técnica poderosa i
eficient pel control de pesticides en aigiies de consum per tal d’assegurar que els
nivells d’aquests contaminants es mantinguin dins dels intervals segurs i
acceptables. Es essencial que es pugui continuar investigant i millorant aquests
metodes per tal d’assegurar la qualitat 'aigua que utilitzem dia a dia. Se sap que hi
ha meétodes d’extraccié més automatitzats de SPE, encara que no s’han disposat en
la realitzacié d’aquest estudi.

Es pot concloure que el metode posa en manifest la necessitat de la col-laboracid
entre els centres de recerca, les institucions publiques i les empreses privades per
tal de desenvolupar i implementar les tecnologies a unes de més eficaces i
avancades. Si hi ha una accié conjunta per totes les parts, es podra assolir I'objectiu
de proporcionar a la poblacié una aigua de consum segura i de qualitat, contribuint
en el benestar i la salut de la societat. Es fonamental que es continui investigant en
aquest camp, per millorar els processos analitics i afrontar possibles reptes que
puguin sorgir en el futur.
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The analytical method developed in this work has demonstrated the efficacy of gas
chromatography coupled to mass spectrometry (GC-MS) combined with solid phase
extraction (SPE) for the detection of organochlorinated pesticides in human
consumption waters. Five specific compounds have been studied and the results
obtained have been satisfactory, since they are lower than those specified by current
legislation in terms of sensitivity, selectivity, detection and quantification limit,
precision and accuracy.

Throughout the study, a series of experimental conditions have been optimized in
order to carry out the analysis, both of the solid phase extraction and of the
chromatographic conditions, achieving an adequate recovery of pesticides and a
precise identification for each compound. The validation of the method indicates
that the method is useful, robust and reproducible enough for the determination of
pesticides in water of human consumption routinely.

It should be noted that the aim is to demonstrate that the quality of water intended
for human consumption is very important in terms of protecting the public health of
all consumers. In this method only five compounds have been studied deeply, but
these open the door to future research to expand the list of compounds analyzed and
improve detection methods.

In summary, the combination of SPE and GC-MS is presented as a powerful and
efficient technique for controlling pesticides in drinking water to ensure that the
levels of these contaminants are kept within safe and acceptable intervals. It is
essential that these methods can continue to be researched and improved to ensure
the quality of the water we use every day. It is known that there are more automated
extraction methods of SPE, although they have not been used to carry out this study.

It can be concluded that the method highlights the need for collaboration between
research centres, public institutions and private companies in order to develop and
implement technologies in more efficient and advanced ones. If there is joint action
by all parties, the objective of providing the population with safe and quality
drinking water can be achieved, contributing to the well-being and health of society.
It is essential to continue researching in this field, for improve analytical processes
and face possible challenges that may appear in the future.
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