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1. Introduccion

Estda memoria es el resultado de las practicas en empresa del Master en Técnicas
Cromatogréficas Aplicadas impartido en las universidades Rovira y Virgili, Universitat
de Girona y Universitat Jaume |, llevadas a término por Raul Oriol Sanchez en la
empresa Iproma.

Durante mi estancia en practicas he trabajado y realizado tareas de apoyo en la seccion
de cromatografia, pudiendo participar en la rutina diaria de algunos métodos acreditados
que se encuentran en la norma UNE-EN ISO/IEC 17025:2005 trabajando en el &ambito de
calidad. Ya que se encuentran implantados Sistemas de Calidad y de Gestion del medio
Ambiente

Tal y como se indica a continuacion, se describen algunos detalles de la empresa y los
métodos que se han llevado a cabo para determinar algunos compuestos de interés.
También expondré mis conclusiones sobre la estacion en practicas en la empresa,
valoracion personal del master y agradecimientos a aquellas personas que han
contribuido a ello.

1.1 Objetivo

El objeto de este trabajo trata la determinacion de dos herbicidas Glifosato [N-
fosfonometil)-glicina] 'y su metabolito de degradacion AMPA (acido
aminometilfosfonico) mediante un método de rutina. Utilizando HPLC-MS/MS mediante
extraccion “SPE On-line”. Como también el uso de un método multiresidual para la
determinacion de 48 plaguicidas, utilizando HPLC-MS/MS mediante extraccion SPE “On-
Line”.
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2. Empresa

Iproma S.L (Investigacion y proyectos Medio Ambiente) es una empresa especializada
en asesoria y control de contaminacion medioambiental, agroalimentaria e higiénico
sanitaria.

Desde sus inicios en 1990 ha estado trabajando en diferentes proyectos y estudios
aportando soluciones a las diferentes cuestiones, que afectan al medio ambiente, a la salud
y a la higiene industrial unido al cumplimiento de los requisitos legales y reglamentarios
que afectan a cada empresa y organismo publico como privado.

Actualmente Iproma cuenta con con 6 laboratorios ubicados en diferentes partes de
Espafia como pueden ser: Castellon (central), Madrid, Barcelona, Sevilla, Pontevedra y
Zaragoza, ademas de una oficina técnica de Valencia.

La empresa trabaja con imparcialidad, independencia e integridad ofreciendo a sus
clientes:

« Confianza: La empresa debe su existencia a sus clientes. Por este motivo procura
ofrecer la mayor satisfaccion en los servicios prestados, realizando anélisis e
informes de manera confidencial e imparcial

o Calidad: Consiguiendo la mejor incertidumbre en la medida y los mejores limites
de cuantificacion para el cumplimiento de los requisitos legales y reglamentarios
que afectan a las muestras y ensayos. Asi lo avalan las acreditaciones y
certificaciones correspondientes.

o Profesionalidad: Componiendo su plantilla de mas de 250 empleados de los
cuales el 65% son titulados superiores en diversas ramas cientificas.

» Rapidez : Ofreciendo la consulta de resultados On-line y la emision de informes
de ensayos a través de la pagina web

e Confidencialidad: EI compromiso de los empleados y el establecimiento de
medidas para la proteccién de datos

o Eficacia: Ofreciendo soluciones a los problemas medioambientales,
agroalimentarios e higiene industrial que plantean los clientes con la mayor
brevedad posible y con las mayores garantias de seguridad.

o Respeto al medio ambiente: Las actividades de Iproma se realizan con el
maximo respeto al medio ambiente tal y como lo demuestra la obtencion del
certificado: 1SO/14001:2015

« Eficiencia tecnoldgica: Se apuesta en la inversion de nuevas tecnologias y en el
desarrollo de proyectos 1+D+I de nuevos contaminantes.
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2.1 Organigrama de la empresa
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El laboratorio consta de 4 secciones:

1. Registro: Es el punto de entrada de las muestras a la empresa. Cuando las
muestras llegan se etiquetan con un codigo (numérico), para que de esta forma el
nombre del cliente, ni la procedencia de la muestra no sean reconocibles,
garantizando asi la confidencialidad de los datos.

2. Cromatografia: Es la seccion en donde se aplican las técnicas de separacion
cromatogréficas para analizar las muestras. Andlisis de micro contaminantes
organicos, incluyendo sustancias prioritarias y otras sustancias emergentes, por
diversas técnicas cromatograficas ( gases, gases-masas, liquido, liquido-masas,
triple cuadrupolo etc

3. Microbiologia: Analisis de microorganismos mediante examen microscopico,
técnicas moleculares (PCR), técnicas inmuno-magnéticas.

4. Fisico-quimico: Esta seccion esta a la vez subdividida en diferentes areas,
dependiendo de la naturaleza de la matriz: residual, potable, agricola. También se
encuentran absorcion atémica e ICP. Analisis de diferentes sustancias y compuestos
fisico-quimicos  mediante  técnicas  espectrofotométricas,  electrometria,
cromatografia idnica y metodologia especifica
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2.2 Proceso de peticidn de servicio.

m

SOLICITUD DE PRESUPUESTO

TOMA O ENVAO
DE MUESTRAS

REALIZACIGN
ESTUDIOS ¥ , m
PROYECTOS calidad m

I I ASESORAMIENTO ﬂ
CLIENTE

1. Cliente: es quien solicita el analisis de las muestras. El analisis se llevara a cabo
segun las especificaciones del cliente: analisis de un determinado analito,
comprobacion del cumplimiento de la legislacidn segun el tipo de muestra, etc.

2. Solicitud de presupuesto: el cliente solicita el presupuesto al departamento
comercial.

3. Solicitud del servicio: cuando el cliente esta conforme con el presupuesto, solicita
el servicio a la empresa.

4. Toma de envio 0 muestras: se hace de dos formas:

1. El cliente lleva la muestra a la empresa asesorado por el departamento
comercial, el cual le indica la forma de llevar a cabo la toma de muestra.
2. El operario de la empresa es quien realiza el muestreo.

5. Registro: La muestra cuando llega a la empresa debe de ir acompafiada de un
formulario de peticion de analisis. El personal de registro le asigna un codigo
(numeérico) para mantener la confidencialidad del cliente y marcar los pardmetros
a analizar. Posteriormente es almacenada correctamente para su analisis.

6. Analitica: Se saca la muestra de su lugar de almacenamiento y se prepara para
analizar.

7. Validacion: hay dos etapas basicas para validar un resultado.

1. Revision de los resultados por el jefe de laboratorio utilizando un criterio
quimico

2. El departamento de calidad se encarga de analizar que los compuestos
analizados son los solicitados por el cliente y que el método por el cual
han sido analizados es el correcto.

8. Informe del ensayo: Se envian los resultados al cliente con las observaciones
correspondientes cuando sea necesario.
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2.3 Control de calidad.

Los sistemas de calidad han de ser sometidos periodicamente a una evaluacion para
garantizar que siguen siendo validos. Esta actividad se denomina auditoria y en funcion
del tipo de personal que la realiza y el objetivo que se persigue, se denomina auditoria
interna o externa:

1. Auditoria interna. La lleva a cabo el propio personal de la empresa.
Existen diferentes formas de ponerla en préactica.

Gréficos de control

Muestras ciegas

Materiales de referencia certificados matriciales

Correlacion de resultados.

Repeticion de medidas

P00 o

2. Auditoria externa. Supone la evaluacion de la calidad de los resultados
del laboratorio por el personal ajeno a este. Algunos métodos para llevarla a cabo

son:
a. Ejercicios de inter comparacion
b. Acreditacion de laboratorios.
C. Materiales de referencia certificados

La acreditacion: Es el reconocimiento formal i/o escrito de que un laboratorio analitico
es competente para llevar a cabo analisis especificos o tipos especificos de analisis. Esta
actividad es concedida por la ENAC (Entidad nacional de acreditacion) y se considera un
elemento esencial para el buen funcionamiento de la empresa desde el punto de vista de
calidad. No es global, de forma que solo se pueden acreditar algunos aspectos del trabajo
de laboratorio. Y tampoco es indefinida, hace falta renovarse de forma periddica. Dos
caracteristicas de la acreditacion, su caracter parcial y transitorio.

2.4 Homologaciones y Titulos

Segun ENAC, Iproma esté acreditado como laboratorio de ensayo de acuerdo con la
norma UNE-EN ISO/IEC 17025/2005 para la realizacién de los siguientes ensayos.

-Andlisis fisico-quimico de aguas y lixiviados, residuos sélidos, suelos,
sedimentos y biota.

-Analisis microbioldgico de aguas vy lixiviados. Toma de muestra y analisis “in-
situ” de aguas vy lixiviados.

-Analisis fisico-quimico de productos alimentarios, superficies y utensilios. Toma
de muestra de superficie, utensilios e hisops (planta olorosa).

-Andlisis fisico-quimico en soportes de muestreo por emisiones atmosféricas.
Toma de muestra y andlisis microbiolégico del aire.

La norma UNE-EN ISO 17025:2005 para las actividades de inspeccion en el area
medioambiental en los ambitos de aguas continentales superficiales y subterraneas,
aguas, aguas de mar, residuales y de consumo.

Segun la SGS, los sistemas de Calidad y Gestion Medio Ambiental de Iproma cumplen
los requisitos exigidos en las normas:

-UNE-EN I1SO 9001:2015
-UNE-EN ISO 14001:2015
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3. Métodos de analisis desarrollados

3.1 Determinacion de Glifosato y AMPA en agua, mediante HPLC-
MS/MS con extraccion SPE “on-line”.

3.1.1 Introduccidén

En la actualidad la agricultura hace uso en gran medida de la utilizacion de plaguicidas,
para tener un control sobre las plagas, las malas hierbas y enfermedades, provocando una
disminucion de la calidad de las cosechas asi como de su produccion.

Los plaguicidas pueden ser clasificados de diferentes formas, segln sea la funcion que
desempefien 0 como estan estructurados quimicamente.

En cuanto a la funcién que desarrollan, ademas de insecticidas, otros grupos de
compuestos como herbicidas, fungicidas, acaricidas, desinfectantes del suelo o
reguladores del crecimiento como es el caso del (Glifosato/AMPA)

El uso intensivo que se hace de este tipo de herbicidas, sin pensar en las consecuencias a
medio y largo plazo que podria tener sobre el ser humano, el medio ambiente o sobre la
efectividad del producto. Sumado a dosis inadecuadas y haciendo uso, de formas de
aplicacion de los productos que pueden poner en peligro aun mayor a quien los aplica.

Unido a su persistencia y distribucién medioambiental, origina la contaminacion aguas
superficiales, subterraneas, suelo y alimentos. Ademas, por su caracter lipofilico de
muchos de estos pueden provocar su acumulacion en los seres vivos al consumir los
alimentos contaminados. Por todo esto, en estos Ultimos afios la contaminacion de
alimentos y del medio ambiente por plaguicidas se ha convertido en objeto de gran interés
y preocupacion social debido a posibles efectos adversos de una exposicion prolongada.

Por lo que la presencia de residuos de estas sustancias es una cuestion que no solo afecta
a la salud publica, por sus repercusiones de orden toxicoldgico, sino que también tiene
consecuencias econdémicas y comerciales, por su incidencia en el comercio de alimentos
vegetales y su influencia en las estrategias de lucha contra plagas. También puede tener
consecuencias sociales por la especial sensibilidad de la opinion publica a todas las
cuestiones referentes a la seguridad alimentaria.

El objetivo, consta del aprendizaje y aplicacion de un método de rutina para la
determinacion de Glifosato en aguas.
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3.1.2 Analitos a determinar

El glifosato [N-(fosfonometil) glicina] (GLY) es un herbicida no selectivo, de post-
emergencia, de amplio espectro, ampliamente utilizado para el control de las malas
hierbas.

@] O
I H\)\
HO/F\/N OH Molécula glifosato

HO

El Glifosato fue introducido por Monsanto en la década de los 70
como principio activo del formulado Round Up, es posiblemente el
herbicida mas utilizado en la actualidad en todo el planeta. Diversos
estudios han demostrado que una vez aplicado el Glifosato, éste es
fuertemente adsorbido por los componentes del suelo, tales como
arcillas, 6xidos de hierro y acidos himicos.

Ademas, sufre una importante degradacion, principalmente de tipo
bioldgico, siendo su metabolito mayoritario el acido
aminometilfosfonico (AMPA). De acuerdo con estos datos, no seria
previsible su presencia en altas concentraciones en las aguas subterraneas y/o
superficiales. Sin embargo, diversos autores han obtenido niveles de GLY y AMPA del
orden de ppb en aguas, especialmente en las superficiales.

i
H2N\/P\“‘OH
OH

AMPA

El caracter anfotero y la elevada polaridad confieren al Glifosato unas caracteristicas
diferentes a la mayoria de los plaguicidas. Sus propiedades anfoteras se deben a la
presencia de grupos acidos y basicos en su molécula. Con cuatro pK caracteristicos
(pK1=0.8, pK2=2.2, pK3=5.5, pK4=10.1)

Se encuentra normalmente en forma idnica (generalmente con carga neta negativa en casi

toda la escala de pH, aunque puede presentar carga positiva a pH<1), a excepcion de un
margen estrecho de pH, en medio acido, en el que se encuentra con carga neta neutra,
aunque presentado cargas parciales negativas (pérdida del proton mas acido del grupo
fosfonico) y positivas (protonacion del grupo amino).

Estas particulares caracteristicas afectan de modo importante a su comportamiento en el
medio ambiente suelo-agua, asi como a su determinacion analitica, la cual resulta muy
compleja.

D
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3.1.3 Técnicas utilizadas para el analisis

El glifosato al encontrarse en aguas superficiales, es necesario la utilizacion de técnicas
con mucha sensibilidad y limites de deteccién muy bajos. Ademas de alta selectividad
para evitar las interferencias de los constituyentes de la matriz. Actualmente LC-MS/MS
se ha convertido en la mejor opcion. Sin embargo las muestras acuosas siempre requieren
una preconcentracion y una purificacion antes del andlisis, lo cual es un paso que consume
mucho tiempo en especial con la extraccion off-line SPE.

Por lo que la extraccion SPE-“On-line” se convierte junto al HPLC-MS/MS al método
idoneo para analizar este tipo de muestras, presentado las siguientes ventajas:

Eliminacion de pasos: Evaporacion, Toda la muestra pasa por
Reconstitucion e Inyeccion el cartucho

Minimiza los errores asociados

. . . {u - n
Disminuye riesgos On-Line al tratamiento de muestra

de contaminacion

Reduccion de los interferentes mediante
preconcentracion y purificacion automatizadas

Hacen la que sea la técnica ideal para la determinacion de contaminantes organicos muy
polares a nivel de trazas en agua.

Por tanto, es de vital importancia la utilizacién de técnicas para la identificacion,
confirmacion y posterior cuantificacion de los plaguicidas y productos de transformacién
en muestras ambientales, como es la cromatografia liquida acoplada a la espectrometria
de masas en tindem (HPLC-MS/MS)

Para la determinacién del Glifosato y AMPA ademas es necesario una derivatizacién
previa con FMOC-CI

El FMOC-CI (apolar) con mayor peso molecular, presenta una baja solubilidad en el
medio acuoso Y estabilidad en agua, se utiliza para reducir el caracter polar del Glifosato
y AMPA, ademas de darle un mayor peso molecular a la molécula FMOC-glifosato,
FMOC-AMPA.

Facilitando asi su retencion cromatogréafica, siendo necesario la derivatizacion durante al

menos 21 horas a temperatura ambiente para la obtencién de buenas recuperaciones. La
concentracion de FMOC-CI es muy elevada 12000 ppm ya que se ha comprobado que si
se adiciona demasiado volumen de FMOC se pierde sensibilidad, por lo que es méas
conveniente aumentar la concentracion del agente derivatizante y disminuyendo asi el
volumen que se tiene que adicionar.
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La reaccion de derivatizacion es la siguiente:

O
=0

0
[

?I CH,—0O—C—Cl CHy—o—c¢c —Hl —CGHzP—0OH
HM—CH—+ — -
I 2 OH - e I:I H 2 OH
e on L | | —> COOH
COOH + s S
Glifosato FMOC-CI FMOC-Glifosato/AMPA
CsHsNOsP R-NH-R’ C15H1102-|N-R
RI

Ademas del agente derivatizante sera necesario acidificar a pH=1,5 con HCOOH (Acido
férmico) ya que por las caracteristicas fisico quimicas del Glifosato y AMPA solo en un
intervalo de pH muy &cido la molécula que después de ser derivatizada se encuentra
desprotonada, con la adicion del Acido férmico se protona y pasa a su forma neutra,
favoreciendo la retencion.

Acidificando puede romper las posibles uniones entre el glifosato y algn componente
orgénico de la matriz. Aunque en principio el patron interno deberia corregir este efecto,
en caso de formarse un compuesto con una cinética lenta, al (P.I) no le daria tiempo de
formar dicho compuesto obteniéndose por tanto bajas recuperaciones por lo que la
correccion del patrén interno no seria del todo efectiva.

También se acidifica la fase movil acuosa preparativa para acondicionar el cartucho
SPE al pH adecuado.

Patrén interno.

Ademas del hace uso de glifosato marcado isotdpicamente (Glifosato 1,2-13C,'*N) como

patron interno para minimizar las variaciones de derivatizacion y los efectos matriz. Se

obtienen asi unos buenos limites de cuantificacion a niveles de ppt (ng/l).

(=] Blanco. Se utiliza agua mineral (Font Vella), que es de una mineralizacion
intermedia, siendo la mas adecuada para utilizarse de blanco en este tipo de

u@y; muestras, lacual se le trata como una muestra mas sufriendo todo el proceso,
de igual forma se le adiciona también el patron interno (molécula de glifosato

——— marcada isotopicamente) para poder cuantificar y controlar todo el proceso.

La deteccion se realiza por espectrometria de masas en tandem (MS/MS) con las
transiciones especificas de cada materia activa. Se aisla el ion precursor (Q1) que puede
ser alguna de las formas moleculares cargadas (M+H)" (M+NH.)" (M-H)" o un fragmento
del plaguicida. Sobre este ion precursor se practica en el Q2 (celda de colisién) una
segunda ruptura en unas condiciones previamente optimizadas obteniendo un fragmento
de menor m/z (ion producto). En donde son seleccionados en el Q3 obteniéndose asi,
pares (ion-precursor- ion hijo) denominadas transiciones. En este caso concreto se trabaja
en (ESI") proporciona una buena intensidad de sefial.

Las sustancias a las que se aplica, son todo tipo de aguas, excepto aguas marinas
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3.1.4 Reactivos, material y equipos

3.1.4.1 Reactivos

< Acetonitrilo. Calidad para analisis LC-MS.
%+ Acido acético. Calidad reactivo para analisis.
¢+ Acido formico. Calidad para analisis LC-MS.

X/

% Acetato amonico. Calidad purisimo para anélisis.

X/

¢+ 2-Propanol. Calidad reactivo para analisis.

% Agua Milli-Q. Conductividades proximas a 18 mQ y pasada por filtro de 0.22
um.

% Agua Mineral comercial de mineralizacién débil.

% Fase Movil acuosa (preparativa): Agua Milli-Q a pH=2.5.

% Fase Movil acuosa (analitica): 5mM Acetato amonico/Acido acético (2.5mM +

2.5mM) (pH = 4.8).

Cloruro de FMOC (9-Fluorenilmetil cloroformiate) > 99.0 %. Calidad para

analisis y grado de derivatizacion de HPLC.

Disolucion de FMOC de 12000 mg/l en Acetonitrilo.

Acido clorhidrico 37%. Para anélisis.

Disolucidn de clorhidrico 6M.

Hidréxido potasico 85% (KOH). Calidad para analisis.

Disolucion de hidroxido potésico 6 M.

Tetraborato disédico anhidro (Na2B4Ov). Calidad para analisis.

Tiras indicadoras de pH de rango 0-14.

Tiosulfato sédico pentahidratado (Naz2S203.5H20).

Disolucion tampoén tetraborato 5% pH = 9.0.

Nitrégeno. Calidad para equipos LC-MS suministrado por un equipo generador

de Nitrégeno.

< Aire comprimido seco. Suministrado por un compresor.

X3

*¢

X/
°

X3

*¢

X/
°

X3

*¢

X/
°

X3

*¢

X/
°

X3

*¢

X/
o

3

*¢

3.1.4.2 Material

% Material volumétrico clase A.
Viales de 10ml con tapa de PTFE.
Filtros de 0,22micras de polipropileno
%+ Pipeta y micro jeringa verificadas.

3.1.4.3 Equipos

< Balanza analitica de resoluciéon 0.0001 g
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Foto general del equipo HPLC MS/MS Iproma

% Autosampler PAL System de CTC Analytics. Volimenes de inyeccién de 10 a
5000 microlitros segun jeringa instalada.
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<> Columna de extraccion en
fase so6lida Phenomenex, fase
Oasis HLB de tamafio de particula
de 30 um y de medidas 2.0 x20mm.

«* Valvula de 10 vias “Valco”

< Espectrometro de masas de Applied Biosystems API3200QTRAP.
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g

% Bomba analitica. Cromatdgrafo
liquido 1200 SL Series de Agilent con
desgasificador Agilent 1200 Series

[ ekl i"

Kat Agilont Tochnologies.

=

Toam

(4

« Bomba preparativa: Cromatégrafo
liquido 1200 Series Agilent.

< Columna analitica Xterra MS C18 de medidas 2.1 x 100mm y un tamafio de
particula de 3,5 micras (Waters) y una

% Precolumna Gemini C18 de medidas 4 x 2.0mm (Phenomenex)
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3.1.4.4 Patrones y material de referencia.

La preparacion de todos los patrones se efectla en atmosfera lo mas libre posible en
vapores organicos y con guantes, por tratarse de compuestos toxicos.

% Materiales de referencia, MR: Producto puro y certificado de Glifosato
% Materiales de referencia marcado isotépicamente, MR: Disolucion certificada de
Glifosato 1,2-*C,™°N de 100 mg/I en agua.
++ Disoluciones de calibracion de 10 mg/l de glifosato.
++ Disoluciones de QC de 10 mg/l de glifosato.
+¢+ Disolucién de calibracion de 100 pg/l de glifosato (100 ug/l).
++ Disolucién QC de 100 pg/l de glifosato (100 pg/l).
s+ CAL (calibrado) de 1 pg/l de glifosato (1 ug/l).
% QC (quality control) de 1 pg/l de glifosato (1 pg/l). Mezclas de calibracion.
o QC( Muestra inyectada al final de la tanda con una concentracion
que corresponde a el punto mas bajo de la recta de calibrado)

Tabla 1 .Plaguicidas en la mezcla de calibracion y QC (ug/l)

Nivel 0 Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3 Nivel 4 Nivel 5 Nivel 6
Glifosato 0 1.0 0.50 0.25 0.10 0.05 0.025
AMPA 0 1.0 0.50 0.25 0.10 0.05 0.025

< Patrones QC (control calidad), Estos patrones se prepararan también diariamente al
igual que el calibrado.

NIVEL QC-Alto: Patron de 0,75 ugl/l.
NIVEL QC-LC (Limite cuantificacion del calibrado): Patron de 0,03 pg/l.

+UN

+» Més la adicion a los niveles de calibracién y QC el patrén marcado isotépicamente de 100 ug/I
(Glifosato 1,2-13C;N).
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3.1.5 Calibracidny ajustes previos.

Calibracion con patron interno

Se realizara la calibracion empleando el compuesto marcado isotdpicamente (Glifosato
1,2- 13C, 15N). Como patrén interno

Los valores de area que se emplearan para el calibrado estaran corregidos por el area de
la transicion Q del patron interno (Apatrén/Apatron interno). Se utiliza un ajuste lineal
empleando minimos cuadrados.

Se calibra siempre que se emplee el método. Realizar la calibracidn con los cinco
puntos siguientes: (0 ppb, 0,025ppb, 0,10ppb 0,50 ppb, 1ppb).

Al preparar los patrones de calibracion, se les adicionara una pequefia cantidad de
tiosulfato sodico (Na,S:0:.5H,0). Para que asi tengan el mismo tratamiento que las
muestras, de esta forma se elimina el cloro residual.
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3.1.6 Preparacion de la muestra.

10 ml Muestra acuosa + cristales de
Tiosultato sddico

200uL HCI 6M (pH=1)
Agitacion 1 min

200pL KOH 6M
(pH=6-7)

Acidificacion
Neutralizacion
a
|

Adicion de Patron Interno Glifosato
100pL (100ug/L)

A

Agitacion 1 min

&
<«

600uL Tampon borato
5% NazB207 (pH=\9L

Derivatizar toda la noche a
temperatura ambiente.

l

600pL FMOC-CI 12.000 mg/L

Después de la adicion de FMOC-CI

Filtracién 10 ml de muestra

Filtro de Polipropileno 0.22pum

Acidificar a pH=£1.5 con
Acido Férmico 98% (3 gotas)

SPE- LC-MS/MS (2ml)
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3.1.7 Control interno.

¢ Cuando se analizan muestras, al final de la tanda de muestras que se hayan
realizado en ese dia, se inyectara el patron QC-LC (quality control, punto méas
bajo del calibrado). Se comprobara que el resultado obtenido se encuentra dentro
de los limites establecidos por la incertidumbre del método.

% Si en la tanda hay més de 20 muestras, se inyectara el patron QC-Alto a las 20
muestras y al final de la tanda el QC-LC. En el caso de que se tengan mas de 40
muestras, en la tanda se iran alternando los QC.

¢ El proceso de derivatizacion se controla mediante la adicion del patron interno
marcado isotépicamente. Asi mismo, el proceso de inyeccion y extraccion en
fase solida (SPE) viene corregidos por esos mismos patrones.

“+ En el lote de muestras, también se hara pasar un blanco del proceso, dependiendo
del caso serd agua continental o agua de consumo (mineral Font Vella) y se tratara
como si fuera una muestra méas. A este blanco también se le adicionara patrén
interno, para cuantificar y controlar todo el proceso y posibles contaminaciones
de los reactivos y se aplicaran los criterios de aceptacion establecidos.

%+ Con una periodicidad mensual. Se controlara la precision y la exactitud del
método, realizando un blanco matriz por cada una de las familias de ensayo,
plasmando los resultados en los graficos de control internos correspondientes.

3.1.8 Proceso analitico.

«» Una vez se ha derivatizado la muestra.

¢+ Se concentra la muestra empleando un sistema de extraccién en fase solida en
linea “SPE-on-line” explicando anteriormente.

% La muestra se inyecta en el sistema cromatografico y es concentrada en una
columna que retiene el compuesto de interés (Etapa de carga).

¢+ Cuando toda la muestra ya ha pasado por esa columna, se cambia la direccion
de los flujos y se eluye el compuesto retenido (FMOC-glifosato/AMPA) con la
fase movil que lo arrastra a la columna analitica (Etapa elucion) donde se
producira la separacion cromatografica.

s+ Porello, el sistema consta de dos bombas que realizan la concentracion y analisis

y una valvula de 10 vias que se conmutara para cambiar las fases moviles que
circulan por el sistema.

Condiciones de trabajo de los cromatografo liquido:



BOMBA PREPARATIVA

Tabla2: Pardmetros mas significativos de la bomba preparativa

Autosampler

Jeringa: 5000 ml.
Volumen aspirado: 4000 pl

Draw Speed: 200 pl/min

Eject Speed: 200 ul/min

Solvente limpieza 1: Isopropanol
Solvente limpieza 2: Agua Milli-Q.

Volumen de inyeccion (loop): 2000 pl.

Columna de extraccién en
fase sélida (SPE-On-line)

Strata-X 2.0x 20 mm un tamafio de particula 25 um

movil.

Composicion de la fase

0 0.00 1000
1 7.00 1000
2 7.10 1000
3 14.00 1000
4 14.10 1000
5 14.50 1000

100
100
0
0
100
100

Step R.Time(min) Flow (nl/min) A(%) B (%)

0
0

100

100
0
0

Fases Moviles

A: Agua Milli-Q pH 2.5
B: Acetonitrilo

Caudal

1000 pl/min

BOMBA ANALITICA

Tabla3. Parametros mas significativos de la bomba analitica

Pre-columna

Gemini Cyg de medidas 4 x 2.0 mm (Phenomenex).

Columna

Xterra MS Cig de medidas 2.1 x 100 mm y un tamafio de

particula de 3.5um.

Composicion de la
fase movil.

Step R.Time (min) Flow (pl/min) A(%) B (%)

0 0.00 500
1 0.10 500
2 5.00 500
3 11.00 500
4 14.50 500

10
90
90
10
10

90
10
10
90
90

Fases Moviles

A: 5mM Acetato amonico/Acido acético (pH=4.8)

B: Acetonitrilo

Caudal

Constante de 500 pl/min
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CONDICIONES DEL ESPECTROMETRO DE MASAS.

Tabla4. Parametros fuente ionizacion

Fuente ionizacion ESI
Modo ionizacion Negativo (-)
CUR (Curtain Gas) 20.00 psi
IS (lon SEpSrlaz)Voltage) 22000
TEM (Temperature) 400°C
GS1 (Gas 1) 30.00 psi
GS2 (Gas 2) 50.00 psi

CONDICIONES ESPECIFICAS PARA CADA ANALITO

Tabla5. Pardmetros de cada analito

ESI Plaguicida T. reten (min.) Precursor Producto
Q1 mass (m/z) Q3 mass (m/z)

_ Glyfosato-FMOC 8.4 390.1 Q 167.9

' 390.1 g. 149.9

- 1,2-2CsN Glyfosato- 8.4 393.1 Q 170.9

FMOC ' 393.1 g:. 152.9

- 332.0 Q 110.0

AMPA-FMOC 9.0 332.0 3. 135.9

El “Dwell Time” es de 30 ms para cada transicion.

3.1.9 Posibles interferencias

Las muestras tienen que tratarse con mucho cuidado para evitar las posibles
contaminaciones. Si después de la inyeccion de una muestra con un alto contenido en
Glifosato, es posible que la muestra siguiente presenta trazas proximas al limite de
cuantificacion de este mismo plaguicida se estudiara si es una contaminacion y se volvera
a inyectar la muestra después de realizar una inyeccion para limpiar el sistema y
comprobar si efectivamente se trata de una contaminacion previa.

D
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3.1.10 Criterios para aceptacion y rechazo

< Para poder asegurar la identificacién de un compuesto se aplicaran los siguientes
criterios:

o Previamente al estudio de muestra, verificar que el proceso de derivatizacion,
concentracion y elucion de la muestra se ha realizado de forma correcta, para
ello se analizara el area de los patrones internos marcados isotopicamente. Al
valor del patrén interno en los QC intermedio o finales (Glifosato 1,2-*C>
15N) se le aplicara una tolerancia del 25 % y se comprobara que las muestras
se encuentran dentro de esta tolerancia.

o Se admitira una desviacion respecto del (Rt) tiempo de retencion esperado
de (0.2 min.)

o Se confirmara la presencia de un analito comparando las relaciones de
abundancia de iones con las que presentan los patrones en ese dia.

Las tolerancias relativas (en tanto por cien) de las desviaciones que se
admitirdn para considerar que un pico ha sido confirmado segun la guia
SANCO/12571/2013

(Q/q) patren = (Q/0) muestra (£30%)

<> De forma diaria se estudiara el blanco control y se comprobara que para los analitos
gue son objeto del analisis, la concentracion obtenida no excede del valor maximo
descrito en el anexo correspondiente los criterios de aceptacién del blanco.

Como ejemplo, de lo anteriormente dicho, a continuacion se expone el cromatograma de
una muestra positiva para Glifosato y AMPA en donde se aprecia que cumple los
criterios mencionados anteriormente, tiempo de retencion y concentracion se encuentra
dentro del calibrado.

Cumpliéndose también los g/Q ratios por lo que efectivamente la muestra seria positiva.
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Cromatograma de una muestra de glifosato positivo

Relaciones g/Q ratio
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3.1.11 Calculos y expresion de resultados

Una vez identificado un compuesto, se realiza la cuantificacién en base a la
abundancia del ion o iones caracteristicos (Q).

®,

%+ Concentracion de compuestos en muestras con inyeccion directa:

%+ Concentracion de compuestos en muestras residuales.

Concentracién de compuestos en la muestra (dilucién) (ug/L) = Co/Dil

Siendo:
Co = Concentracion del compuesto volatil en el report (ug/L)

Dil = Dilucidn realizada (por ejemplo, si se ha hecho una dilucién %2, debera dividirse
por Y¥2).

Hoja de toma de datos primarios
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3.1.13. Valores habituales y limites legales

Tanto como para aguas potables, RD 140/2003 (RD 58/2006 en la Comunidad
Valenciana) como para aguas envasadas, RD 1074/2002 y su posterior modificacion RD
1744/2003, se limitan los pesticidas totales de una muestra a 0,5 ppb y los pesticidas
individuales a 0,10 ppb.

El Decreto 70/2009, de 31 de marzo, por el que se aprueba el Reglamento de Vigilancia
Sanitaria y Calidad del Agua de consumo Humano de Andalucia mantiene los valores
establecidos en el (RD 140/03).

3.1.14 Informe final

Finalmente se obtienen los informes (cuantificacion/cualificacion y confirmacion)
después de todo el proceso y donde se muestran los resultados obtenidos.

Informe de cuantificacién/cualificacion: Dicho informe obtenido por el software de
tratamiento de datos, contiene toda la informacion necesaria segun se describe en el
Procedimiento General para la generacion de datos primarios.

Informe de confirmacion: Dicho informe obtenido por el software, en el que se recoge la
comparacion de las relaciones de abundancia de iones de la muestra con las que presentan
los patrones de ese dia.
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3.2 Analisis multiresiduo en aguas mediante HPLC-MS/MS con
extraccion SPE “on-line”

3.2.1. Analitos a determinar.

Hoy en dia el amplio uso de plaguicidas, provoca que se estos se encuentren en muestras
medioambientales o en aguas superficiales y subterraneas. Una de las familias de
plaguicidas méas probleméaticas son los herbicidas ya que estos son aplicados
directamente al suelo. Su elevada polaridad junto con su elevada movilidad en suelos los
hace susceptibles de contaminar las aguas subterraneas.

Unido a la amplia variedad de materias activas empleadas en el control de estas plagas
hace necesario el uso de un tipo de técnicas cromatograficas, ademas las materias activas
van renovandose, siendo necesario una técnica analitica que sea capaz de incorporar
nuevas materias activas. Ademas este tipo de sustancias en la legislacion precisan unos
limites de cuantificacién muy bajos.

Por tanto, se requiere utilizar técnicas que sean capaces de determinar un gran ndmero
considerable de compuestos, siendo las técnicas multiresiduo las mas idoneas, estas
presentan limites de cuantificacion muy bajos, siendo capaces de determinar y cuantificar
compuestos a nivel de trazas.

Sin embargo los métodos multiresiduo pueden presentar ciertos inconvenientes.

o La gran diversidad de propiedades fisico-quimicas dificulta la optimizacion de las
condiciones experimentales para la determinacion simultanea de todos los analitos.
Asi, es dificil encontrar un tratamiento de muestra que pueda purificar y preconcentrar
a todos los analitos sin que varios de ellos se vean afectados.

o De la misma manera, las condiciones cromatograficas 6ptimas para un compuesto
pueden no ser adecuadas para otro en cuanto a retencion o forma de pico. Esto hace
necesario que los métodos multiresiduo se desarrollen para compuestos de una misma
familia quimica.

o La imposibilidad de corregir la cuantificacion mediante un patrén interno adecuado.
El efecto matriz depende en gran parte de la naturaleza del compuesto investigado;
por tanto, si se incluye un nimero elevado de compuestos con propiedades distintas,
se necesitan numerosos patrones internos con el fin de corregir todas las posibles
desviaciones

Al tratarse de aguas superficiales y subterrdneas sera necesario una etapa previa de
preconcentracion y purificacion antes del analisis, lo cual es un paso que consume mucho
tiempo en especial con la extraccién off-line SPE.

Por lo que la extraccién SPE-On-line se convierte junto al HPLC-MS/MS al método
idoneo para analizar este tipo de muestras, siendo un método mas rapido con la
eliminacién de los pasos como evaporacidn, reconstitucion, e inyeccion, disminuir errores
de procedimiento, toda la muestra se pasa por el cartucho (grandes volumenes de
inyeccidn), disminuyen a su vez los riesgos de contaminacion, posibilidad de analisis de
muestra con analitos muy polares, y no es necesario supervision.
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Para confirmar inequivocamente estas materias activas, se emplea la técnica de
cromatografia liquida de alta resolucion HPLC-MS/MS.

Con este método se determinan las siguientes materias activas: Metomilo, Oxamilo,
Diurodn, Linurdn, Isoproturon, Metribucina, Metamitron, Aldicarb, Bromacilo, Carbaril,
Carbofuran, Diflubenzurén, Propizamida, Flufenoxuron, Lufenurdn, Pirimicarb,
Propazina, Desisopropil-atracina, Desetil-atracina, Imazalil, Tiabendazol, 3,4-
Dicloroanilina, 4-Isopropilanilina, Carbendazima, Clortoluron, Ometoato, Dimetoato,
Simetrina, Cianazina, Ametrina, Atracina, Diazinon, Malation, Metil-Pirimifos,
Molinato, Prometrina, Quinoxifeno, Simacina, Terbutilacina, Terbutrina , Trietazina
,Metalaxil, Desetil-Terbutilazina, Miclobutanil, Desetil-Terbumeton, Diclrvos,
Cibutrina, Imidaclorprid, Ciprodinil, Triadimenol, Metiocarb, Oxadiazon, Triallat,
Tiametoxam, Clotianidin y Acetamiprid.

El objetivo, consta del aprendizaje y aplicacién de un método multiresidual de rutina
para la determinacion de herbicidas en aguas.

3.2.2. Técnica utilizada para el andlisis.

Para la determinacion de estos compuestos se realiza una preconcentracion en linea (SPE
on-line), seguida de la elucién y separacion mediante cromatografia de los analitos y
posterior deteccion mediante espectrometria de masas/masas

La muestra que se inyecta inicialmente es concentrada en una columna que retiene el
compuesto de interés. Cuando toda la muestra ha pasado por esta columna, se cambia la
direccion de los flujos y se eluye el compuesto retenido con la fase mévil que lo arrastra
a la columna analitica, en donde se produce la separacién cromatografia.

La deteccion se realiza por espectrometria en tindem masas/masas con las transiciones
especificas de cada materia activa. Se aisla el ion precursor en Q1 que puede ser alguna
de las formas moleculares cargadas (M+H)" (M+Nhs)" (M-H)" o un fragmento del
plaguicida. Sobre ion precursor se practica en el Q2 (celda de colision) su ruptura en unas
condiciones previamente optimizadas obteniendo un fragmento de menor masas carga
(ion-producto) Q3 .Estos pares (lon-precursor-ion hijo) se denominan transiciones.

Se pueden trabajar en dos modos ESI+ o ESI- en nuestro caso la forma de trabajo sera
en ESI positivo ya que nuestros compuestos nos dan buena intensidad en este modo de
ionizacion.

Esta técnica nos permite eliminar interferencias de la matriz y confirmar con total
seguridad que se trata de la materia activa.

Las sustancias a las que se aplica, son todo tipo de aguas, excepto aguas marinas.
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3.2.3 Reactivos, material y equipos
3.2.3.1. Reactivos

% Metanol. Calidad de analisis LC-MS

¢+ Acetona. Calidad para analisis.

< Acido Formico (98%).Calidad analisis LC-MS

+ Agua Milli-Q. Conductividad proxima. A 18mOhns y pasada por un
filtro de 0,22 micras.

¢+ Agua comercial de mineralizacion débil (Agua FONT VELLA)

< Fase movil acuosa (analitica): Agua Milli Q + 0,1% Acido formico

% Fase mavil organica (analitica): Metanol + 0,1% de Acido formico

% Fase movil acuosa (Preparativa). Agua Milli-Q.

¢+ Nitrogeno. Calidad para equipos LC-MS

% Tiosulfato sddico pentahidratado (Na2S203.5H20). Calidad purisimo
para analisis.-

¢+ Sulfito sédico anhidro (Na2SOz). Calidad para analisis.

3.2.3.2. Material

Volumétrico de clase A verificado.

< Viales de 10ml con tapa PTFE.
< Tubos para centrifuga de 15 ml
< Pipetas automaticas y micro jeringas.

3.2.3.3. Equipos

]

Foto genera'ly del eq"uipo HPL MS/MS Iproma
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++ Balanza analitica de resolucién 0.0001g.
% Centrifuga.

1. Bomba preparativa: Cromatografo liquido 1200 Series de Agilent.

2. Bomba analitica: Cromatografo liquido 1200SL Series de Agilent con
degasificador Agilent 1200 Series.

3. Instalada una columna ZORBAX Eclipse XDB-C18 de medidas 4.6 x 50 mm
y un tamafo de particula de 1.8um (Agilent).

4. SPE-“On line”: Columna de extraccién en fase sélida Strata-X de tamafio de
particula 25 pum y de medidas 2.0x20mm.

5. Autosampler PAL System de CTC Analytics.

Vélvula de 10 vias “Valco” para instalar sistema SPE-“on-line”.

7. Espectrometro de masas API3200QTRAP de Applied Biosystems.

Sk

3.2.3.4. Patrones y materiales de referencia

La preparacion de todos los patrones se efectla en atmdsfera lo mas libre posible en
vapores organicos y con guantes, por tratarse de compuestos toxicos.

Producto puro y certificado de Isoproturon-D6. Aproximadamente 1 ml de 100 mg/l en
acetona.

Disolucion de patron interno de Isoproturon-D6 de 1 mg/L.
Disoluciones individuales de las materias activas de 1000mg/I.

Disoluciones mix de 10 mg/l de las materias activas.
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Tabla 6. Disolucién MIX de 10mg/L

MRI- MRI-
MRSl 649(10mg/L) | 621(10mg/L)
Aldicarb Propacina
Bromacilo Desetil-atracina Triclorfon Tiaclorprid
Carbaril Carbendazima Benfuracarb | Spinosad
Carbofuran Pirimicarb Fosmet
D!fubenzuron Imazalll Imidaclorprid
Diuron Tiabendazol . .
Flufenoxuron | 3,4-Dicloroanilina CI!’pO.dInH
Isoproturon Disisopropil-antracita | Tfiadimenol
Linuron 4-1sopropilanilina Metiocarb
Lufenuron Simetrina Oxadiazinon
Metamitron | Cianazina Triallat
Metomilo Ametrina .
Metribuzina | Metil-Pirimifos Tlamet_o>_<am
Oxamilo Molinato CIotam(Eiln.
Propizamida | Prometrina Acetamiprid
Clortoluron Quinoxifeno
Ometoato SImacina

Disoluciones mix de 1 mg/l de las materias activas

Disolucion mix de 10 pg/l de las materias activas

Disolucién mix de 1 pg/l de las materias activas

Disolucién de patrén interno de Isoproturon-D6 de 5 ug/l

Mezclas de calibracion. A partir de la mezcla de 1 pg/l de las materias activas cada vez

que se vaya a calibrar se pueden preparar diferentes niveles de calibracion
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3.2.3.5. Patrones de calibracion ajustes previos

Tabla7. Niveles de calibraciéon y QC.

Nivel calibracion Concentracion

Nivel QC (pa/l)

Cal 0 0

Cal 1l 0.010

Cal 2 0.025

Cal 3 0.050

Cal 4 0.075
QC-LC 0.010
QC-Alto 0.060

3.2.4. Calibracion

Se utiliza calibtracion con patrén interno para todas las materias activas excepto para el
Oxamilo, Pirimicarb, Tiabendazol, 3,4-Dicloroanilina, 4-Isopropilanilina 'y
Carbendazima que se empleara calibracion externa.

Los valores de area que se emplean en la calibracion con patrén interno estan corregidos
por el area de la transicion Q del patron interno (Apatron/ Apatron intemo) - S€ Utiliza un ajuste
lineal con minimos cuadrados para cada plaguicida.
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3.2.5. Preparacion de la muestra

Rellenar tubo de
ensayo y centrifugar 5
min a 3900rpm

Tomar 10 ml de muestra*

A

Muestra en botella vidrio topacio

Afiadir cristales de Tiosulfato soédico

v

Afadir 100yl del P.I.
(Isoproturén-D6 de 5ug/l) | >

Inyectar 2ml en el SPE- HPLC-MS/MS

*En caso de aguas residuales.

Tomar 0.1 ml de muestra y llevarlo a un
volumen final de 10 ml empleando agua mineral.
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3.2.6. Control interno.

¢+ Se siguen los mismos criterios que en el apartado 3.1.7 (pag. 20)

¢+ El proceso de inyeccion y extraccion en fase solida (SPE-“On-line”)) vienen
controlados por el patron interno marcado isotopicamente (Isoproturon-D6).

3.2.7. Proceso analitico.

Una vez preparados los patrones y las muestras, se procede a concentrar la muestra
empleando un sistema de extraccion en fase solida en linea (SPE-“on-line”). La muestra
se inyecta en un “loop” de 2 ml (se aspiran 4 ml) en el sistema cromatografico y es
concentrada en una columna que retiene al compuesto de interés (Etapa de Carga).

Cuando toda la muestra ya ha pasado por esta columna, se cambia la direccion de los
flujos y se eluye el compuesto retenido (la materias activas del mix) con la fase mévil que
lo arrastrara a la columna analitica (Etapa de Elucion), donde se producira la separacion
cromatografica.

Por ello el sistema consta de dos bombas que realizaran la concentracion y analisis y una
valvula de 10 vias que se conmutara para cambiar las fases moviles que circularan por el
sistema.

Load Position

Mass
Spectrometer +——{0——10
— Column

Esquema del sistema de extraccion en fase solida SPE “On-Line”

Condiciones de trabajo del cromatografo:



Bomba preparativa

<

Tabla 8: Pardmetros mas significativos de la bomba preparativa

Autosampler

Jeringa: 5000 ml.

Volumen aspirado: 4000 pl

Volumen de inyeccion (loop): 2000 pl.
Solvente limpieza 1: Metanol
Solvente limpieza 2: Agua Milli-Q.

fase solida (SPE-On-line)

Columna de extraccion en

Strata-X 2.0x 20 mm un tamafio de particula 25 um

Step R.Time (min) Flow (upl/min) A(%) B(%)

0 0.00 2000 100.0 0.0
" 1 3.40 2000 1000 0.0
Composicion Ide la fase 2 3.50 500 1000 0.0
oLl 3 9.70 500 100.0 0.0
4 10.00 2000 1000 0.0
5 10.05 2000 1000 0.0

Fases Mdviles A: Agua MilliQ

Caudal

2000 y 500 pl/min

Bomba analitica

Tabla 9. Parametros mas significativos de la bomba analitica

Pre-columna

Gemini Cyg de medidas 4 x 2.0 mm (Phenomenex).

Columna

ZORBAX Eclipse XDB-C18 de medidas 4.6 x 50 mm y un
tamafio de particula de 1.8um.

Composicion de la fase
movil.

Step R.Time(min) Flow (ul/min) A(%) B(%)

0 0.00 600 95.0 5.0
1 0.10 600 95.0 5.0
2 4.50 600 95.0 5.0
3 4.60 600 70.0 30.0
4 6.50 600 0.0 100.0
5 10.00 600 0.0 100.0
6 10.01 600 95.0 5.0
7 10.05 600 95.0 5.0

Fases Moviles

A: Agua Milli-Q + 0.1% Acido férmico
B: Metanol + 0.1% Acido formico.

Caudal

600 pl/min
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CONDICIONES DEL ESPECTROMETRO DE MASAS.

Tabla 10. Parametros fuente ionizacion

Fuente ionizacion ESI
L Positivo
Modo ionizacion
(+)
CUR (Curtain Gas) 25.00 psi
IS (lon Spray
Voltage) 500v
ESI (-)
TEM
(Temperature) 400°C
GS1 (Gas 1) 70.00 psi
GS2 (Gas 2) 30.00 psi

CONDICIONES ESPECIFICAS PARA CADA ANALITO

Una de las transiciones se empleara para cuantificar la cantidad de analito (Q) y la otra transicion
se empleara para identificar inequivocamente al analito (q1).

Tabla 11. Ejemplo de las condiciones del sistema de deteccion de masas para los analitos mas analizados.

ESI Plaguicida T. ret. (min.) | Precursor Q1 mass (m/z) Produtz’:;J/S)S mass
o Q720
+ Diurén 8.42 233.0
gl 46.0
o Q 160.0
+ Linurén 8.54 249.0
gl 182.0
] Q720
+ Isoproturén 8.39 207.0
ql 46.1
o Q 187.0
+ Metribucina 8.26 215.0
gl 49.0
Q175.1
+ Metamitron 7.92 202.9
ql 104.2
260.9 Q 205.0
+ Bromacilo 8.23
263.0 gl 207.0
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Q 173.0
+ Propizamida 8.61 256.0
q1 190.0
. Q 146.2
+ Propazina 8.52 230.2
ql 188.1
. 297.1 Q 159.0
+ Imazalil 8.09
299.1 gl 161.1
175.1
+ Tiabendazol 7.65 202.1 Q
ql 131.2
Q720
+ Clortoluron 8.28 213.1
ql 46.0
Q 214.1
+ Cianazina 8.11 241.1
ql 104.0
Q 132.2
+ Simacina 8.20 202.1
ql 124.1
Q 174.1
+ | Terbutilazina 8.55 230.1
ql176.2
Q 186.2
+ Terbutrina 8.46 242.1
ql 68.1
) Q781
+ | Isoproturon D6 8.39 213.1
ql52.1

Tabla 12. Condiciones generales del SMRM:

MRM detection window (seg) 60

Target scan time (seQ) 0.75

En este caso el software del equipo nos permite trabajar en modo Shedule MRM (SMRM)
de forma que el Dwell time se autoajusta para obtener el maximo namero de puntos a lo
largo del pico cromatografico en funcion de los compuestos que tenga que detectar en un
determinado tiempo de retencion.



Determinacién plaguicidas y Glifosato/AMPA por HPLC-MS/MS

3.2.8. Posibles interferencias.

Las muestras deben tratarse con mucho cuidado para evitar contaminaciones. Si después
de una muestra con un alto contenido de un plaguicida la muestra siguiente presenta trazas
préximas al limite de cuantificacion de este mismo plaguicida, se estudiara si es un efecto
memoria y se volvera a inyectar la muestra despues de realizar una inyeccion para limpiar
el sistema.

Como precaucion cada 5 muestras se inyecta una limpieza (agua Font Vella) para intentar
en el caso de producirse contaminacion que solo sean a 5 muestras maximo.

3.2.9. Criterios de aceptacion y rechazo.
Para aceptar los resultados del método se estudian los siguientes criterios de aceptacion
y rechazo:

X/
o

Previamente al estudio de las muestras, verificar que el proceso de derivatizacion,
concentracion y elucion se ha realizado de forma correcta, para ello se analizara
el &rea del patron interno marcados isotopicamente (Isoproturén-D6).

X/
°

Al valor del patron interno en los QC intermedio o finales (Isoproturon-D6) se
le aplicard unatolerancia del 25 % y se comprobara gue las muestras se encuentran
dentro de esta tolerancia.

¢+ Se admitira una desviacion respecto del (Rt) tiempo de retencion esperado de
(£0.2 min).

¢+ Se confirmara la presencia de un analito comparando las relaciones de abundancia
de iones con las que presentan los patrones en ese dia.

Las tolerancias relativas (en tanto por cien) de las desviaciones que se admitiran
para considerar que un pico ha sido confirmado segin la guia
SANCO0/12571/2013

(Q/Q) patron = (Q/q) muestra (£30%)

+ De forma diaria se estudiard el blanco control y se comprobara que para los
analitos que son objeto del andlisis, la concentracion obtenida no excede del valor
maximo descrito en el anexo correspondiente los criterios de aceptacién del
blanco.

Como ejemplo, de lo anteriormente dicho, a continuacion se exponen el cromatograma
de una muestra positiva en Diuron, Isoproturon, Simazina Terbutilazina en donde
vemos que se cumplen los criterios mencionados anteriormente, en cuanto a tiempo de
retencion y concentraciones que se encuentra dentro del calibrado.

Cumpliendose también los g/Q ratios por lo que efectivamente la muestra seria positiva
en estos 4 compuestos.

D
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Sample Name: 50556 dil (1/20) Vial # 10
P
b ]
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Tina e
Internal Standard Area (cps) RT (min) Target conc. (ug/L) Calc. Conc. (ug/l) |
soproturon D6 43200. 8.53 0.0500 -
/A N/A N/A N/A -
/A N/A N/A N/A
Target Analyte Area (cps) RT (min) Target conc. Dilution Calc. Conc. Accuracy
L) Factor L)
Diuron 2 1.360e+03 8.58 N/A 20.0 0.590 A
Linuron 1 0.000e+00 0.00 N/A 20.0 N/A A
Linuron 2 0.000e+00 0.00 N/A 20.0 N/A /A
soproturon 2 4.850e+03 8.54 N/A 20.0 0.421 /A
Propazina 1 0.000e+00 0.00 N/A 20.0 N/A A
Propazina 2 0.000+00 0.00 N/A 0.0 N/A A
Metamitron 1 2.720e+03 8.10 N/A 0.0 0.211 A
Metamitron 2 1.460e+03 8.09 N/A 0.0 0.212 A
‘Bromacilo 1 0.000e+00 0.00 N/A 0.0 N/A A
Bromacilo 2 0.0006+00 0.00 A 0.0 N/A A
[ Desisopropil atrazina 1 0.000e+00 0.00 A 0.0 /A A
Desiso) il atrazina 2 0.000e+00 0.00 A 0.0 A A
Desetil atrazina 1 0.000e+00 0.00 A 0.0 N/A A
| Desetil atrazina 2 0.000e+00 0.00 A 0.0 N/A A
[ Imazalil 1 270e+03 8.28 A 0.0 0.258 A
[ Imazalil 2 100e+03 8.28 A 20.0 0.227 A
[ Tiabendazol 1 0.0006+00 0.00 A 0.0 A A
[ Tiabendazol 2 0.000e+00 0.00 A 0.0 A N/A
[ Clortoluron 1 0.000e+00 0.00 A 0.0 N/A N/A
Clortoluron 2 0.000e+00 0.00 A 20.0 A N/A
Metalaxil 1 0.000e+00 0.00 A 20.0 A N/A
Metalaxil 2 0.000e+00 0.00 /A 20.0 /A N/A
Simazina 2 1.750e+04 8.40 A 20.0 0.320 N/A
‘Atrazina 1 0.000e+00 0.00 /A 20.0 N/A N/A
Atrazina 2 0.000e+00 0.00 A 20.0 N/A N/A
Terbutilazina 2 2.360e+04 8.70 N/A 20.0 0.240 N/A

Analyte Peak Name | Area(Cps ~ AGIY'e | Crlculated lon Ratio “;‘;‘:
Diuron 1 5320 8.6
Diuron 2 1360 8.6 0.26 (0.25) e
Isoproturon 1 14100 8.6
Isoproturon 2 4850 85 0.34 (0.34) ~
Metamitron 1 o o
Metamitron 2 o} o} 0.00 (0.60)
Bromazilo 1 (0] (6]
Bromazilo 2 o} o} 0.00 (1.24)
Imazalil 1 o o
Imazalil 2 o] (o] 0.00 (0.89)
Clortoluronl o o
Clortoluron 2 o o 0.00 (0.09)
Simazina 1 21000 8.4
Simazina 2 17500 8.4 0.83 (0.85) v
Terbutilazina 1 81400 8.7
Terbutilazina 2 23600 8.7 0.29 (0.28) ~
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3.2.10. Célculos y expresion de los resultados.

¢+ Se siguen los mismos criterios que en el apartado 3.1.11 de la pag.25

3.2.11. Informe final.

%+ Se siguen los mismos criterios que en el apartado 3.1.14 de la pag.26

3.2.12. Valores habituales y limites legales

RD 140/2003 para aguas potables (RD 58/2006) en la Comunidad Valenciana) RD
1074/2002 para aguas envasadas Yy su posterior modificacion (RD 17447/2003), limitan
los pesticidas totales de una muestra a 0,50 ppb y los pesticidas individuales a 0,10 ppb.

Decreto 70/2009 de 31 de marzo, por lo que se aprueba el Reglamento de Vigilancia
Sanitaria y Calidad del agua de consumo Humano de Andalucia mantiene los valores
establecidos en el RD 140/03.

REAL DECRETO 1798/2010, de 30 de diciembre, regula la explotacion y
comercializacion de aguas minerales y aguas de manaties envasadas para consumo
humano donde se limitan los plaguicidas totales de la muestra a 0.50 ppb y los plaguicidas
individuales a 0,10 ppb.

REAL DECRETO 817/2015 de 11 de septiembre, sobre las normas de calidad ambiental
en el ambito de politicas de aguas.

Este real decreto tiene como objetivo establecer unas normas de calidad ambiental (NCA)
para sustancias prioritarias y otros contaminantes recogidas en las siguientes tablas con
objeto de conseguir un buen estado de las aguas superficiales.

Tabla 13. Normas de calidad ambiental para sustancia prioritarias y otros contaminantes

Media anual Concentracié | Concentracion
. n maxima maxima
Nombre de suer(lerz'afgi](l;iaa?es Mgsrlzsa:uuaa:sen admisible en admisible en
Sustancia pe G aguas otras aguas
continentales | superficiales (ppb) superficiales superficiales.
(ppb) continentales (Ppb)
(ppb)
Diuron 0,2 0,2 1,8 1,8
Isoproturon 0,3 0,3 1,0 1,0
Atrazina 0,6 0,6 2,0 2,0
Simazina 1 1 4 4
Terbutilacina 30 30 - -

g
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Cubutrina* 0,0025 0,025 0,016 0,016
Diclovoros* 6x10* 6x10° 7x 10* 7x10°
Terbutrina* 0,065 0,0065 0,34 0,034

Las NCA entre corchetes tendrdn efecto a partir del 22 de diciembre de 2018.

DECISION DE EJECUCION (UE) 2015/495 DE LA COMISION de 20 marzo de 2015
por la que se establece una lista de observacion de sustancias a efectos de seguimiento a
nivel de la Unidn en el ambito de la politica de aguas, de conformidad con la Directiva
2008/CE del Parlamento Europeo y del Consgjo.

Tabla 14. Limites de deteccién (ppt)

Nombre de la Limite maximo aceptable de
sustancia deteccion del método (ppt)
(ng/L)
Metocarb 10
Imidacloprid 9
Tiaclorprid 9
Tiametoxam 9
Clotianidina 9
Acetamiprid 9
Oxadiazon 88
Trialato 670
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4. Conclusiones sobre las practicas

Durante el periodo de las practicas he tenido la ocasion de conocer de cerca el trabajo
que se realiza en un laboratorio de analisis, y del cual he formado parte durante 3
meses.

Los primeros dias, fue imprescindible leer diferentes manuales tanto a los
Procedimientos de Calidad y Generales ya que la empresa se rige bajo un sistema de
calidad, como a procedimientos de técnicas cromatograficas en los cuales iba a
formarme. Una vez empecé a trabajar en el laboratorio y junto con la ayuda de mis
compafieros ya afiance mejor los conceptos que habia leido previamente en los manuales.
Una vez pasado esa primera fase inicial, cada dia vas aprendiendo cosas nuevas que se
complementaban con lo que habia dado de forma teorica en el Master que junto a las
innumerables preguntas que me surgian y que siempre han estado muy atentos y amables
en responderme he podido aprender mucho por lo que les estoy sumamente agradecido

5. Valoracién personal

Decidi realizar el Master porque siempre me habia llamado la atencidn y sentido cierto
interés en mejorar mis conocimientos en la parte Analitica, también que profesionalmente
queria cambiar y hacer algo diferente y con mayores opciones profesionales. Ademas de
poder especializarme y no quedarme con una vision general de la quimica.

El tratarse de un master interuniversitario da la oportunidad de asistir a clase a diferentes
universidades y con diversos profesores, la verdad que es muy enriquecedor. A parte con
los comparieros he tenido la suerte de hacer grandes amigos y de convivir con ellos y
conocer un poquito de aqui y de alla sin duda una maravillosa experiencia

6. Agradecimientos

Agradecer la ayuda y la colaboracion de todos los profesores y mis compafieros del
Master.

A mi familia y amigos por el apoyo prestado durante todo el curso.

Y finalmente, agradecer a todos los comparieros de Iproma, que me han hecho sentir como
uno mas, en donde me han dado la oportunidad de aprender como funciona un laboratorio
y agradecer la infinita paciencia y por resolverme siempre mis preguntas.
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