Dosage des meétabolites des chloroacétamides
et du chloridazon dans les eaux douces par ID-UPLC-MS/MS

Cyril GAUTIER?!, Raphaélle LEBAILLY?, Justine LANSON?® 3:4, Clara LEROUX> Christelle DUBREULE?, Valérie BOUCHART'3 4

Pole d'analyses et de recherche
de Normandie

3INSERM U1086 Anticipe, Université de Normandie, UNICAEN, CLCC Francois Baclesse
4Plateforme PRISMM, UNICAEN, CLCC Francois Baclesse, Caen, France
>Waters SAS, Guyancourt, France

, LABEO, Pdle recherche développement et innovation, Caen, France
,LABEO, P6le Environnement, Caen, France

Contexte et objectifs

Objectifs :

* Faire évoluer la méthode SPE-UPLC-MS/MS vers une méthode en injection

.

directe ID-UPLC-MS/MS plus rapide et de sensibilité au moins équivalente
Ajouter 4 nouveaux métabolites dont 2 classés pertinents
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* Atteindre les performances cibles de la méthode : LQ 0,010 pg/L avec un écart

v desphenyl-Chloridazon, methyl-desphenyl-Chloridazon, butachlor ESA et OXA

maximal acceptable (EMA) de 40 % a la LQ et 30 % aux autres niveaux

MATERIEL & METHODE VALIDATION DE LA METHODE SELON LA NORME NF T90-210
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Propachlore ESA

Desphenylchloridazon*

Propachlore OXA

v' Etude d’étalonnage réalisée avec 5 gammes de 0,002 a 2 pg/L en étalonnage interne

préparées dans |'eau d’Evian avec 80 mg/L d

e thiosulfate de sodium

Response

étalonnage quadratique, pondération 1/x

Calc. conc. gL
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* Flacon échantillon prelevé : 500 mL * Flacon échantillon prélevé : 60 mL e e e e
* Volume échantillon extrait : 200 mL * Volume échantillon directement mis en Fig. 4 : TIC MRM du mélange de 21 métabolites et 10  Fig.5 : Etalonnage interne de I'acétochlore ESA de 0,010 a 2 ug/L
pilulier : 1 mL étalons internes marqués dans I’Evian en 15 min
Eaux douces et filtration des eaux superficielles 0,45um o , . o, . o L o
Eaux de distribution Eaux superficielles v' Etude d’exactitude réalisée en conditions de répétabilité et reproductibilité sur 6 eaux
i - EEEEEE [ - - . .. . . . .
Extraction SPE Autotrace (Envicarb 6 ml, 500 mg) I et captages Centrifugation =) différentes (captage, distribution et superficielle) a 3 niveaux de dopages (niveaux LQ, a
Evaporation a 50 pL sur Genevac EZ-2 m " 1mL+ajoutkl ' loml Iml = 0,4 ug/L, et 1,6 pg/L)
Reprise dans 1 mL (enrichissement : x200) - \ 1(5)009 g i“r_”agte;”t v Etude de robustesse réalisée sur 6 eaux de distribution, 6 eaux de captage, 6 eaux
- mln aJOu (] [} \ [} (] \
[ T
6o/ 500 UL+ ajout El (étalons internes) T superficielles a 3 niveaux de dopages (niveaux LQ, a 0,4 pg/L, et 1,6 pg/L)
& —;:‘J
6 heures Analyse LC-MS/MS = 0 ; Analyse UPLC-MS/MS
eaux . .
15 min ’ Tableau 2 : Profil d’exactitude du propachlore OXA (en ug/L)
- Valeur de référence (ug/L) 0,005 0,40 1,60
. | {3 - £ Fidélité
e - Ecart-type de répétabilité (Srepet) 0,0005 0,007 0,020
Y : Ecart-type de fidélité (sg) 0,0005 0,008 0,058
) ) . ) . / ) Coefficient de variation de répétabilité (CV ¢pst) 9,0% 1,6% 1,3%
f 'i ftrgiz;’:;";ge'ﬁ';g: :zzg:;";g"zggo Fig 3; E”s‘?:"b’: it "cxsi W";e’ s ‘;’5”‘;:;’ au Coefficient de variation de fidélité (CVr) 9,0% 2.0% 3,6% Objectifs de
p g spectrométre de masse Waters Xevo TQ- e e
* Gamme étalonnage : 1 a 100 pg/L  Gamme étalonnage : 0,002 a 2 pg/L Biais (%) 6,3% 1,9% 0,8% Ecart Maximal
* Volume injection : 10 pL » Volume injection : 80 pL Etude de I'exactitude avec la norme NF T90-210 Acceptable 40 %
Limite haute d'acceptabilité 0,007 0,52 2,08 alalQet30%
Paramétres UPLC identiques : mémes phases mobiles _ HullSER S W 200z Uz L IR 22 8
Tableau 1 : Gradient de solvants LC Limite basse de tolérance 0,004 0,39 1,50
( \ Limite basse d'acceptabilité 0,003 0,28 1,12
* Colonne Acquity UPLC BEH C18 : 150 x 0 o0 0 Conclusion : I'exactitude de la méthode est vérifiée est vérifiée est vérifiée
2,1 mm, 1,7 um (Waters®) c T > Estimation des incertitudes selon la norme ISO 11352 avec la norme NF T90-210
° Températu re du four - 65 °C 7.5 66 34 Incertitude-type de fidélité (U%RW) = 9,0% 2,0% 3,6%
* Débit de phase mobile : 0.45 mL/min 10.5 66 34 Incertitude-type due au biais (U%b) = 11,0% 7,6% 7,5%
\ Y, 11 10 90 Incertitude relative élargie avec k=2 (U%) 28,4% 15,7% 16,7%
12 10 90
12.1 90 10 . .. e e 4. e epe ere 1
. o0 0 v 3 niveaux de limites de quantification (LQ) validées : objectif initial a 0,010 pg/L

Parametres MS-MS pour lI'identification des composés d’intérét :

e Mode ESI+/ESI-

» 2 transitions (S/N > 10 pour la quantification, S/N > 3 pour la confirmation)
* Ratio isotopiques des 2 transitions : +/- 30 % max.

e Deéviation du temps de rétention < 2,5 %

* Criteres de déviation des étalons internes (-40 a + 80 % selon molécules)

Discussion

0,005 pg/L validé pour 9 composés sur 21
e 0,010 pg/L validé pour 8 composés sur 21

v Etude de justesse

0,020 pg/L validé pour 4 composés sur 21

e Résultats des essais interlaboratoires AGLAE conformes
 Comparaison de résultats d’analyses avec la méthode SPE-LC-MS/MS accréditée

e Utilisation de références croisées

» Gain de productivité par suppression de I'étape de préparation SPE : 6 heures -> 15 min » Temps d’analyse LC-MS/MS équivalent : gradient LC de 15 min inchangé pour conserver la
> Réduction du volume d’échantillon prélevé : 500 mL -> 60 mL séparation chromatographique des métabolites, notamment pour acetochlor ESA et alachlore ESA
> Réduction de solvants, de consommables et de I'impact environnemental » La meéthode d’analyse est validée pour les 21 molécules
> Ajout de nouveaux étalons internes pour une meilleure correction des effets matrices » Létude de robustesse est conforme pour les 18 eaux de différentes origines testées

» Lobjectif de limite de quantification est atteint ou dépassé pour 80% des métabolites analysés

Conclusion
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