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STANOVENI OBSAHU PERFLUOROALKYLOVYCH SLOUCENIN
(PFAS) METODOU LC-MS/MS

1 Rozsah a ucel

Postup je wuren pro analyzu perfluoroalkylovych sloucenin v pidach, sedimentech,
Cistirenskych kalech a dalSich odpadnich materidlech. Obsah PFAS se stanovi kapalinovou
chromatografii ve spojeni s tandemovou hmotnostni spektrometrii (LC-MS/MS).

2  Princip

Vzorek se extrahuje sonifikaci nebo vytiepanim do methanolu. Zkoncetrovany extrakt
se precisti aktivnim uhlim. PteciSténi extrakt se fedi vodou, odtfedi a zfiltruje. Filtrat
se analyzuje pomoci LC-MS/MS po ionizaci elektrosprejem v negativnim modu v rezimu
sledovani vybranych ptechodi (MRM). Stanoveni obsahu se provadi metodou izotopového
fedéni.

3 Chemikalie

Pouzivaji se chemikalie analytické Cistoty, nejlépe kvality pro rezidudlni analyzu.
Rozpoustédla museji byt vhodna pro LC-MS analyzu. Dostacujici Cistota chemikalii, sorbentii
a rozpoustédel se testuje proméefenim slepého vzorku.

1 Voda (ultragista), nejméné 1.stupné jakosti dle CSN ISO 3696.
2 Methanol, CH;OH.

3 Octan amonny, CH3COONHy, roztok, c(CH3COONH,) =2 mol/Il.
Piiprava: 1,54 g CH3COONHy, se rozpusti v 10 ml smési (1 : 1) vody (1) a methanolu

().
4 Hydroxid sodny, NaOH, methanolicky roztok, c(NaOH) = 0,2 mol/l.
Pfiprava: 0,2 g NaOH se rozpusti v 25 ml methanolu (2).

5  Kyselina chlorovodikova, HCI, methanolicky roztok, c(HCI) = 2 mol/l.
Ptiprava: 1,8 ml 37% HCI se rozpusti v 10 ml methanolu (2).

6 Mobilni faze A: 2 mM vodny roztok CH3COONH,.
Ptiprava: 0,25 ml 2M CH3COONH, (3) se pipetuje do 250ml odmérné banky a doplni
vodou (1) po znacku.

7 Mobilni faze B: 2 mM roztok CH;COONH, v methanolu.
Priprava: 0,25 ml 2M CH3COONHy, (3) se pipetuje do 250ml odmeérné banky a doplni
methanolem (2) po znacku.

Schvalil: RNDr. Jifi Zbiral, PhD., feditel NRL
Platné od: 20.3. 2013



Usttedni kontrolni a zkusebni Gstav zemédélsky
Narodni referen¢ni laborator Strana 2

Jednotné pracovni postupy — analyza pud Vydini L

30730.1 — Stanoveni obsahu perfluoroalkylovych slouéenin (PFAS)
metodou LC-MS/MS Revize 0

GCB sorbent (Graphitized Carbon Black), napi. Supelclean Envi-Carb (Supelco).

Certifikované analytické standardy nativnich PFAS. Dodavaji se komeréné v roztoku
s deklarovanou koncentraci PFAS, napt. PFAC-MXA (Wellington Laboratories).

10  Vnitini isotopové znacené standardy (ISTD) pro tcely kvantifikace PFAS a kontrolu
kvality, napt. MPFHxA, MPFOA, MPFDA, MPFOS, M8PFOA, MS8PFOS, MPFAC-
MXA (Wellington Laboratories).

11 Pracovni a kalibra¢ni roztoky PFAS a ISTD se pfipravi fedénim standardi PFAS (9)
a ISTD (10).

4  Pristroje a pomiicky

Ultrat¢inny kapalinovy chromatograf s hmotnostnim spektrometrem, napf.:
ACQUITY UPLC-TQ MS Xevo (Waters),

vybaveny UPLC kolonou, napt.:

ACQUITY UPLC BEH C18, 50 mm x 2,1 mm x 1,7 um (Waters),
ACQUITY BEH C18 VanGuard, 5 mm x 2,1 mm x 1,7 um (Waters).
Analytické vahy s ptesnosti 0,0001 g.

Ultrazvukova lazen.

Horizontalni tiepacka s rychlosti do 300 kmitt/min.

Zatizeni pro odpafovani proudem inertniho plynu.

Centrifuga s rozsahem otacek nad 3000 ot/min, pro objemy (1 — 100) ml.
Centrifuga¢ni zkumavky polypropylenové (PP) se Sroubovacim vickem, 15 ml.

Centrifugacni zkumavky Eppendorf, 1,5 ml.
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Vysokorychlostni michadlo, napt. Vortex.
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Filtratni material: stfikackové filtry nylonové o velikosti pori 0,2 pm nebo
centrifugaéni filtraéni zkumavky s velikosti pori nylonovych filtrti 0,2 pm.

-
-

Vialky polypropylenové (PP), sroubovaci, 0,3 ml; 2 ml.

5 Postup
5.1 Priprava vzorku

1 g homogenniho vzorku se navazi do 15ml centrifugacni zkumavky a obohati se vnitinim
standardem (napt. 2 ng — 10 ng jednotlivych izotopové znafenych PFAS). K obohacenému
vzorku se pfida 1 ml 0,2M NaOH (4), dikladné se promicha a necha se stat 30 min. Poté
se ke vzorku ptida 100 ul roztoku HCI (5) a vzorek se opét promicha. Extrakce se provede
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5ml methanolu (2) po dobu 15 min na ultrazvukové lazni. Vzorek se odstfedi 5 min
pii 3900 ot/min, supernatant se pievede do 15 ml PP zkumavky a extrakce se 1 x zopakuje.
Spojené extrakty se zkoncentruji proudem inertniho plynu na objem 2 ml, pfida se 300 mg
aktivniho uhli a suspenze se intenzivné protiepe po dobu 1 min. Poté se pieCistény extrakt
odstfedi 5 min pti 3900 ot/min a alikvot o objemu 1 ml se pfevede do zkumavky Eppendorf.
Takto oSetfeny extrakt se zkoncentruje proudem inertniho plynu na 0,5 ml, obohati
se nastfikovym standardem (napt. 2 ng — 10 ng jednotlivych izotopové znacenych PFAS)
a doplni vodou (1) na 1 ml. Po promichani pomoci Vortexu se roztok zfiltruje a pievede
do vialky.

5.2 UPLC-MS/MS stanoveni

Extrakty se analyzuji metodou UPLC-MS/MS ve vhodné sekvenci vzorkd a standardu.
Kalibra¢ni standardy se zatadi do sekvence pted i za stanovovany vzorek.

Kompletni nastaveni pfistroje a podminky meéteni jsou uvedeny v aktudlni méfici metodé
pouzité pristrojové sestavy. Pfed analyzou redlnych vzorkii se ovéii citlivost systému

cvwr

chromatografickém systému. Selektivita analyzy je zajisténa vyuzitim MRM moédu pii MS
detekei. Sledované MRM pro nativni a izotopové znacené PFAS jsou uvedeny v tabulce 1.

Tabulka 1. MRM sledované pro nativni a izotopové zna¢ené PFAS.

Nativni PFAS MRM 1 MRM 2
PFBA 213 > 169 —
PFPeA 263 > 219 —
PFHXA 313 > 269 313> 119
PFHpA 363 > 319 363 > 169
PFOA 413 > 369 413 > 169
PFNA 463 > 419 463 > 219
PFDA 513 > 469 513 > 219
PFBS 299 > 99 299 > 80
PFHXS 399 > 99 399 > 80
PFOS 499 > 99 499 > 80
[Vnitini standardy MRM 1 MRM 2
13C2-PFHXA 315> 270 —
13C4-PFOA 417 > 372 —
13C2-PFDA 515 > 470 —
13C4-PFOS 503 > 99 503 > 80
13C8-PFOA 421 > 376 —
13C8-PFOS 507 > 99 507 > 80
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6  Kontrola kvality

Pozadavky na zajisténi kvality rezidualnich analyz pesticidii jsou uvedeny v Rozhodnuti
Komise 2002/657/ES a Natizeni Komise (ES) ¢. 278/2012.

Zkouska je zalozena na metodé izotopového fedeni, tzn. vzorek je obohacen izotopovée
znacenym analogem sledovaného analytu (ISTD), ktery se vyuziva ke korekci ztrat
pfi ptipravé vzorku a eliminaci vlivu matricovych interferentll piitomnych v daném vzorku.
Povoleny rozsah pro vytéznost ISTD v jednotlivych vzorcich je 60 % az 120 %.

Do kazdé série vzorki se pribézné zarazuje analyza kontrolniho vzorku a procesni slepy
pokus. Pro tyto kontrolni vzorky se vede a vyhodnocuje regula¢ni diagram.

7 Vypocet a vyjadreni vysledkii

Pfitomnost stanovovaného analytu je potvrzena, pokud je odchylka retencniho ¢asu daného
analytu v chromatogramu vzorku a kalibra¢niho standardu mensi nez 2,5 % a pokud se pomér
produktovych iontd ve spektru vzorku nachazi v povoleném intervalu daném pomérem téchto
produktovych iontl ve spektru kalibracnich standardi.

Metoda izotopového fedéni umoznuje provést kvantifikace vzorku pomoci solventovych
kalibra¢nich standardi. Kalibra¢ni zavislost musi vykazovat minimalni charakteristiky RSD <
25 % a R*>0,99.

Vysledek pod mezi stanovitelnosti se uvede jako < LOQ, tj. < 0,1 pg/kg. Pro hodnoty
nad mezi stanovitelnosti se vysledek zaokrouhli dle tabulky 2.

Tabulka 2. Zaokrouhlovani a udavani vysledki.

Hladina rezidui (ng/kg) Zapis vysledku
<10 2 platné Cislice
> 10 3 platné Cislice

8 Validac¢ni data

Postupem danym pro tuto zkouSku byla stanovena vytéznost a opakovatelnost zastupcit PFAS,
které vyhovovaly pozadavkim uvedenym v Rozhodnuti Komise 2002/657/ES, tj. vytéznost
byla u vSech valida¢nich experimentu v rozmezi 70 % az 110 % a relativni standardni
odchylka opakovaného stanoveni byla mensi nez 20 %.
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