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STANOVENI OBSAHU INDIKATOROVYCH KONGENERU PCB
METODOU GC-MS

1 Rozsah a ucel

Postup specifikuje podminky pro stanoveni obsahu 7 indikatorovych kongenert PCB
v krmivech s rliznym obsahem Zivocisného 1 rostlinného tuku, v surovinach pro jejich vyrobu
a v rostlinném materialu.

Za podminek danych timto postupem lze dosdhnout mezi stanovitelnosti (0,01 — 0,5) ng/kg
susiny vzorku.

2 Princip

Polychlorované bifenyly se z piedupravené¢ho vzorku extrahuji do smési rozpoustédel.
Zakoncentrovany extrakt s ptfidavkem vnitinich standardi se precisti, pievede do isooktanu
a zanalyzuje metodou plynové chromatografie s hmotnostné spektrometrickou detekci (GC-
MS). Obsah 7 indikatorovych kongenertt PCB 28, 52, 101, 118, 138, 153 a 180 se vyhodnoti
z kalibracni zavislosti plochy diagnostického fragmentu jednotlivych analyti na koncentraci
piislusného analytu v roztoku smésného standardu, obsahujicim vSechny pozadované latky
a vnitini standardy.

3 Chemikalie

Pouzivaji se chemikalie analytické Cistoty, nejlépe kvality pro reziduélni analyzu.
n-hexan.

Aceton.

Isooktan.

Dichlormetan.

Chloroform.

Etylacetat.

Extrakéni smés 1, 25% roztok acetonu (2) v hexanu (1).

Extrakéni smés 2, 15% roztok dichlormetanu (4) v hexanu (1).
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Elu¢ni smes, 50% roztok dichlormetanu (4) v hexanu (1).
Silikagel 60 (0,20 — 0,50) mm; aktivovany 15 h pii 150 °C.

—
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Silikagel 100 (0,063 — 0,200) mm; aktivovany 15 h pii 150 °C.
Voda (deionizovana, demineralizovana nebo destilovana).
Silikagel 60/100 deaktivovany 3 % vody.

Ptiprava: K pln¢ aktivnimu sorbentu (10), (11) se pfidaji 3 % vody (12), dikladné
se protiepe a ulozi v prachovnici. Necha se stabilizovat do druhého dne.

Kyselina sirova, HoSO4, koncentrovana.

Ptiprava sorbentu: Ke 100 g pIln¢ aktivniho Silikagelu (11) se opatrné€ po ¢astech ptida
50 g koncentrované kyseliny sirové a intenzivné se tiepe, az je smés sypka a bez hrudek.

Florisil, (0,15 — 0,25) um.

Ptiprava: Sorbent se aktivuje zahfatim na 650 °C po dobu 4 h. Pfed pouzitim
se reaktivuje 5 h pii 130 °C, necha se vychladit v exsikatoru. Uchovava se v zdbrusové
prachovnici.

Florisil deaktivovany 3 % vody.

Ptiprava: K plné aktivnimu sorbentu (15) se ptidaji 3 % vody (12), dikladné se protiepe
a ulozi v zabrusové prachovnici.

Siran sodny bezvody, Na>SO4, zihany 6 h pii 550 °C. Uchovava se v zabrusové
prachovnici.

Hygroskopicka granulovana kfemelina, napt. Speed-Matrix.

Moftsky pisek, vyzihany 12 h pti 550 °C.

Standardy.

PCB 28 CAS reg. €. [7012-37-5]
PCB 52 CAS reg. €. [35693-99-3]
PCB 101 CAS reg. €. [37680-73-2]
PCB 118 CAS reg. €. [31508-00-6]
PCB 138 CAS reg. €. [35065-28-2]
PCB 153 CAS reg. €. [35065-27-1]
PCB 180 CAS reg. €. [35065-29-3]
Vnitini standardy (ISTD), napft.

PCB 30 CAS reg. €. [35693-92-6]
PCB 155 CAS reg. €. [33979-03-2]
PCB 185 CAS reg. €. [52712-05-7]
PCB 191 CAS reg. €. [74472-50-7]
BC-PCB 118 CAS reg. €. [104130-40-7]
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Smésné standardy, napf.

CEN PCB MIXT1; 10 pg/ml heptanu; (SUPELCO),

PCB + OC Pesticide MIX23; 10 pg/ml cyklohexanu; (Absolute).

Pracovni roztok vnitinich standardd, ¢ = 1 pg/ml isooktanu.

Ptiprava: Z komeréné dodanych roztoka (21) se pfipravi pracovni roztok obsahujici

alespoii 3 kongenery, pokryvajici cely retenéni rozsah (napt. PCB 30, '3C-PCB 118
a PCB 191) v koncentraci 1 pg/ml isooktanu.

Tento pracovni roztok se ptidava do kalibracnich roztokti vnéjsiho standardu (26).

Pracovni roztok vnitinich standardt, ¢ = 100 ng/ml isooktanu.

Ptiprava: Z komeréné dodanych roztoka (21) se pfipravi pracovni roztok obsahujici
alespoii 3 kongenery, pokryvajici cely retenéni rozsah (napt. PCB 30, '3C-PCB 118
a PCB 191) v koncentraci 100 ng/ml isooktanu.

Tento pracovni roztok se ptidava ke vzorku pted extrakci. Pfidavek ISTD na 1 ml
extraktu vzorku pfipraveného k analyze musi byt stejny jako koncentrace ISTD
v kalibrac¢nich roztocich (26).

Pracovni roztok nastfikového standardu, ¢ = 1 pg/ml isooktanu.

Ptiprava: Z roztokli vnitinich standardti (21) se pfipravi pracovni roztok obsahujici
alespon jeden standard, napi. PCB 185, v koncentraci 1 pg/ml isooktanu.

Tento pracovni roztok se pouziva pro kontrolu vytéznosti celého postupu. Piidava se
do vialky s vycisténym extraktem pfipravenym k analyze a do kalibra¢nich roztokl
(26). Pridavek ke vzorku musi byt shodny s pfidavkem v kalibra¢nim roztoku.

Kalibrac¢ni roztoky vnéjsiho standardu.

Ptiprava: Z roztokd smésnych standarda (22) a analytickych standardi (20) se ptipravi
pracovni roztoky v koncentratnim rozsahu (5 — 1000) ng analytu/ml isooktanu (3).
Do kazdé koncentracni hladiny se ptfidd definované mnozstvi (50 ng az 100 ng)
vnitiniho standardu (23) a nastfikového standardu (25).

Poznamky

1
2

Jako vnitini standard Ize pouzit i jiné kongenery PCB nebo izotopove znacené analyty.

Certifikovany smésny standard CEN PCB MIX 1 obsahuje kongenery PCB 18, 31, 28,
52,44, 101, 149, 138, 153, 80, 194.
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Certifikovany smesny standard Pesticide MIX 13 obsahuje 32 analytu, PCB 28, 52, 101,
138, 153, 180, aldrin, dieldrin, endrin, isodrin, cis-, trans-chlordan, oxychlordan, o,p -
a p,p -DDE, DDD, DDT, o ,p-endosulfan, o, p, v, 0-HCH, HCB, heptachlor, cis-, trans-
heptachlor epoxid, methoxychlor a mirex.

Lze pouzit i adekvatni certifikovanou standardni smes od jinych vyrobcii, ktera obsahuje
potiebné analyty ve vhodné koncentraci, napr. Pesticide Mix 10, (Absolute).

Pristroje a pomiicky
Plynovy chromatograf s MS detektorem umoziujici méfeni v MRM moédu, napf.
Trace 1310 GC-MS TSQ 8000 Evo (Thermo Scientific).

Kapilarni kolona 30 m, ID 0,25 mm s chemicky véazanou nepolarni az mirné poldrni
fazi, film 0,25 pm.

Extraktor, napf.
ASE 100 (Dionex),
B-811 (Biichi).

Zatizeni pro gelovou chromatografii (GPC), napf.

sbéra¢ frakci GX-271 (Gilson), pumpa Gilson 307 (Gilson), kovova kolona (8 x 500)
mm (Tessek) plnéna BIO Beads-SX3, mobilni faze chloroform nebo ethylacetat
s cyklohexanem, jednordzové PTFE filtry s velikosti pord 0,45 pm/resp. 0,20 um
pro filtraci mechanickych necistot.

PTFE filtra¢ni disky 0,45 pm.

Plastové (PP) injekcni stiikacky 5 ml.

Muflova pec s regulaci teploty minimalné do 600 °C.
Ultrazvukova lazei.

Rotacéni vakuova odparka (RVO).

Zatizeni pro odpafovani proudem inertniho plynu.
Sklenéné kolonky pro SPE.

Laboratorni sklo.

Kiemenna vata silanizovana (Supelco).
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Poznamky
5 Zvolend kolona musi delit kongenery PCB 28/PCB 31 s rozliSenim R > 0,5.

6  Pri pouzivani rotacni vakuové odparky se extrakt neodparuje uplné dosucha, mohlo by
dojit ke ztratam tekavejsich analytil.

5 Postup

5.1 Extrakce

Podle typu matrice a pozadovanych cilovych analytl se zvoli optimalni zptlisob extrakce.

5.1.1 Automaticky extraktor Biichi

Princip: Vzorek navazeny do sklenéné patrony s fritou se nejprve extrahuje horkym
rozpoustédlem a nasledné se promyva kondenzovanymi parami rozpoustédla. Po ukonceni
extrak¢énich cykll se extrakt ve sbérné nadobce zakoncentruje na pozadovany objem.

Program: Extrakce smési acetonu (2) v hexanu (1) v objemovém poméru (1 + 3). 20 min
extrakce horkym rozpoustédlem a 40 min promyvani kondenzatem.

5.1.2 Automaticky extraktor ASE

Princip: Vzorek v nerezové cele se extrahuje rozpoustédlem za zvySené teploty a tlaku.
Extrakce probihd ve dvou cyklech, statickém a promyvacim, které je mozné vicekrat
opakovat. Na zavér je cela se vzorkem vysuSena proudem dusiku. Vhodnou volbou néaplné
cely (selektivni PLE) a programu lze ziskat extrakt s minimem nezédoucich necistot.

5.1.2.1 SPLE pro matrice s vy$§im obsahem tuku

Na dno extrakéni cely (34 ml) se vlozi filtr, 6 g florisilu (15) a rozetfena smés ze 2 g vzorku,
200 pl vnitiniho standardu (24), 4 g siranu sodného (17) a dalSich 4 g florisilu (15). Zbyvajici
prostor se vyplni piskem (19) a kiemelinou (18), cela se uzavie Sroubovacim vickem a vlozi
do pfistroje. Nastavi se pfisluSny extrak¢éni program a spusti se proces. Po skonc¢ené extrakci
se vlozi promyvaci cela a pfistroj se 2 x proplachne 5 ml ¢istého rozpoustédla (8).

Program ASE: T =40 °C; Time (static/purge) = 600/20 s, Flush (proplach dusikem) = 150 %,
2 cykly, eluce 15% DCM v hexanu (8).

Postup je vhodny pro stanoveni PCB v krmivech s vy$§im obsahem tuku (napt. rybi moucka)
bez dalSiho ¢isténi extraktu.

5.1.2.2 SPLE pro rostlinny material

Na dno extrakéni cely (34 ml) se vlozi filtr, nasype se 9 g smési sorbentli (5 g siranu sodné¢ho
(17), 2 g florisilu (15) a 2 g silikagelu (11)) a homogenni smés ze 2 g vzorku, 2 g siranu
sodného (17), 2 g florisilu (15) a 200 pl vnitiniho standardu (24). Zbyvajici prostor se vyplni
piskem (19) a kfemelinou (18), cela se uzavie Sroubovacim vickem a vlozi do pfistroje.
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Nastavi se prislusny extrak¢ni program a spusti se proces. Po skoncené extrakci se vlozi
promyvaci cela a pfistroj se 2 x proplachne 5 ml ¢istého rozpoustédla (8).

Program ASE: T =40 °C; Time (static/purge) = 600/20 s, Flush (proplach dusikem) = 150 %,
2 cykly, eluce 15% DCM v hexanu (8).

Postup je vhodny pro stanoveni PCB v rostlinném materidlu s vy$§im obsahem chlorofylu.
Podle potteby se extrakt docisti (5.2.1).

5.1.3 [Extrakce vytFepanim do rozpoustédla

Extrakce etylacetatem (pro krmné smési): Do 200ml banky se navazi 8,00 g vzorku, piida
se 80 ul vnitfniho standardu (24) a 50 ml etylacetatu (6). Baiika se pevné uzavie teflonovou
zatkou a nechd se 1 h tiepat pti 200 az 250 kmitech/min. Extrakt se zfiltruje pfes kolonku (11)
naplnénou 10 g bezvodého siranu sodného (17) a 1 g hygroskopické kiemeliny (18). Extrakt
se jimd do 50ml odmérného valce, polovina extraktu se prevede do 50ml srdcovky a odpari
sena RVO témét k suchu. Odparek se rozpusti ve 2 ml chloroformu (5), (mobilni faze
pro GPC) a pfefiltruje se pomoci sttikacky ptes PTFE filtr do 4 ml vialky. U vzorkl s vys$Sim
obsahem tuku se odparek zfedi vicekrat. Zbyld polovina extraktu se ulozi pro pfipadné
opakovan¢ stanoveni. Extrakt se vycisti pomoci GPC (5.2.2).

Extrakce hexanem (pro vzorky s téméf 100% obsahem tuku): Do 200ml banky se navazi 10 g
vzorku a piida se 50 ml hexanu (1). Po tfepani 1 h a ptefiltrovani ptes kolonku (11) naplnénou
10 g bezvodého siranu sodného (17) a 1 g hygroskopické kiemeliny (18), se odebere podil
2 ml a ptida se 40 ng vnitiniho standardu (24), odpafti se, pfevede do 2 ml chloroformu (5)
a prefiltruje.

5.2 Cisténi extraktu

Podle typu matrice a vzhledu extraktu se zvoli optiméalni kombinace ¢isténi.

5.2.1 SPE (extrakce na pevnou fazi)

Princip: Zkoncentrovany extrakt se nanese na sloupec vhodné zvolenych vrstev sorbenti,
na kterém se zadrzi nezddouci kontrakty. Zajmové latky se ze sorbentu vymyji rozpoustédlem
za experimentalné ovéfenych podminek.

5.2.1.1 SPE na silikagelu

Dlouhd kolonka: Na dno sklenéné kolonky (11) se vlozi smotek kfemenné vaty (14)
a postupné se navrstvi 1 g Na,SO4 (17), (3 —5) g kyselého silikagelu (14), 1,5 g silikagelu 100
s 3 % vody (13). Népln se sklepe potukédvanim na kolonku.

Kratka kolonka: Na dno kratké sklenéné kolonky se vlozi maly smotek silanizované
kifemenné vaty (14), nasype se 0,5 g Na2SO4 (17), vrstva 2 g kyselého silikagelu (14) a 0,8 g
silikagelu 100 s 3 % vody (13). Tento Cistici krok je dostate¢ny pro piidu a sedimenty s niz§im
obsahem organické hmoty.

Na piipravenou kolonu se nanese zkoncentrovany extrakt vzorku (5.1). Banka se 2 x
vyplachne hexanem (1) (1 — 2 ml), ultrazvukuje 30 s a promyvaci podily se postupné piidavaji
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na SPE kolonku. Pod kolonku se umisti 50ml zabrusova banka (srdcovka) a PCB se vymyji
10 ml hexanu (1). Analyty, které se déle zadrzuji (HCH a DDD), se vymyji jesté 50%
dichlormetanu v hexanu (9), 10 ml pro dlouh¢ a 6 ml pro kratké kolonky.

Kolonka s kyselym silikagelem: Pro lehce zabarvené extrakty je postacujici doc€isténi pouze
na vrstvé siranu (17) a kyselého silikagelu (14). Na dno kratké sklenéné kolonky se vlozi
maly smotek silanizované kiemenné vaty (14). Navazi se 1 g siranu sodného (17) a 2 g
kyselého silikagelu (14). Na pfipravenou kolonu se nanese zkoncentrovany extrakt vzorku.
Banka se 2 x vyplachne hexanem (1) (1 — 2 ml), ultrazvukuje 30 s a promyvaci podily
se postupné piidavaji na SPE kolonku. Pod kolonku se umisti 50ml zdbrusova bailka
(srdcovka) a analyty se vymyji 10 ml hexanu (1).

Mnozstvi sorbentu 1ze upravit podle stupné znecisténi extraktu. Pfi kazdé zméné naplné SPE
kolonky je nutné upravit elu¢ni objemy a ovéfit vytéznost Cisticiho kroku.

Precistémy extrakt s ptidavkem 0,5 ml isooktanu (3) se odpafi na RVO a pievede se do 2ml
vialky. K extraktu ve vialce se piidd nastfikovy standard (25) a objem extraktu se upravi
odfoukanim pod proudem dusiku na pozadovany objem.

5.2.1.2 SPE na florisilu

Na dno sklenéné kolonky (11) se vlozi smotek kifemenné vaty (14) a postupné se navrstvi 2 g
florisilu (16) a 1 g NaxSO4 (17). Naplii se sklepe potukdvanim na kolonku, promyje se 5 ml
hexanu (1) a promyvaci hexan se odstrani. Smoceny sorbent jiz nesmi vyschnout.
Na pripravenou kolonu se nanese zkoncentrovany extrakt vzorku rekonstituovany do hexanu,
nechd se praveé vsadknout a analyty se vymyji 12 ml 50% dichlormetanu (9). Eluat se jima
do 50ml zébrusové banky, odpaii se na RVO témét k suchu a rekonstituuje se do isooktanu
(3). Extrakt se pfevede do 2ml vialky, pfida se nastfikovy standard (25) a objem extraktu se
upravi odfoukdnim v proudu dusiku na pozadovany objem.

5.2.2 GPC (gelova permeacni chromatografie)

Princip: Polymerni sorbent, nabobtnaly v ptislusné mobilni fazi, se naplni do kovové kolony,
kterd je pfipojena k HPLC pumpé. Ta umoziiuje pfesné nastavit pritok mobilni faze kolonou.
Po nasttiku vzorku se latky déli podle velikosti a tvaru molekuly. Velké molekuly (tuky,
steroly, barviva) se nezadrzuji v porech sorbentu a projdou kolonou rychleji nez malé
molekuly. Sbird se stfedni frakce se zajmovymi latkami. Vybér retencni oblasti je nutné
optimalizovat na standardni smés.

Postup: Odparek extraktu (5.1) se rozpusti ve 2 ml chloroformu (5) a zbavi se mechanickych
necistot filtraci ptes PTFE disk. 2 ml pfefiltrovaného extraktu se naberou do injekéni
stiikaCky a nadavkuji se pies 1 ml pfepliiovaci smycku na separa¢ni kolonu. Promyva se
chloroformem s rychlosti pritoku 0,6 ml/min. Pro PCB se sbird frakce mezi 22. az 34.
minutou. Frakce se zdyjmovymi analyty se jest€¢ doCisti podle potfeby na SPE kolonce
s kyselym silikagelem (5.2.1.1) nebo florisilem (5.2.1.2). Neni-li nutné dalsi ¢isténi, eluat
se zakoncentruje, pievede se do isooktanu (3) ve 2ml vialce ke koncovému GC-MS stanoveni.
Do vialky se ptida odpovidajici mnozstvi nastfikového standradu (25).

Cisténi na GPC je nezbytné pro vzorky krmiv s vysokym obsahem tuku.
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Poznamky

7 Extrakt vzorku (5.1.3) prevedeny do chloroformu pro GPC cisténi se upravi redénim
tak, aby obsahoval maximalné 250 mg tuku/ml chloroformu. Postup (5.2.2) je vhodny
pro vzorky s obsahem tuku <12.5 %. Je-li obsah tuku v rozmezi 12,5 % — 25 %, rozpusti
se odparek ve 4 ml CHCl3 a provedou se dva ndstriky na GPC. Pri obsahu tuku >25 %
Jje nutné proveést vetsi redeni a jiz pri extrakci pridat odpovidajici mnozZstvi vnitrniho
standardu tak, aby chloroformovy roztok pro GPC obsahoval asi 200 mg tuku a 20 ng
ISTD (24)/1 ml CHCls. Pro cisty tuk se k navazce 0,4 g tuku prida 40 ng ISTD.

5.3 GC-MS/MS stanoveni

Kalibra¢ni roztoky i extrakty zkuSebnich vzorkii se méii za nasledujicich separac¢nich
podminek chromatografického systému. Uvedené podminky jsou doporucené, mohou byt
pouzity 1 jiné podminky za piedpokladu, Ze poskytnou rovnocenné vysledky.

Tabulka 1. Podminky pro GC.

Kolona DB XLB 30 m x 0,25 mm % 0,25 um [J&W Scientific]

Nosny plyn Helium

Pratok 1 ml/min

Teplota injektoru 270 °C

Nasttik (1 —2) pl, splitless

Teplotni program GC 90 °C (1 min), narast 2§ °C/min na 200 °C, nérﬁst 4 °C/min
na 250 °C, nartst 15 °C/min na 280 °C, prodleva 15 min.

Tabulka 2. Podminky pro MS.

Ionizace narazem elektronu (EI) pti 70 eV
Teplota transfer line 275 °C
Teplota iontového zdroje 200 °C

Meéteni v MS/MS modu: pro kazdy analyt je sniman prekurzor a minimdlné dva dcefiné
fragmenty, nasledn¢ pouzité¢ pro kvalitativni a kvantitativni vyhodnoceni. Kolize probiha
za optimalizovanych podminek tlaku kolizniho plynu a energie.

Podle moznosti pfistrojové vybaveni lze pracovat i1 vjiném rezimu snimdni fragmenti
avybéru vhodnych kvantifika¢nich iontli, za pfedpokladu, ze jsou splnény podminky
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pro dostateCnou citlivost a selektivitu stanoveni.
6  Kontrola kvality

U vsech stanoveni se pouziva pridavek vnitinich standardt do extraktu vzorku a vytéznost
postupu se pribézné kontroluje ptidavkem nastfikového standardu do finalniho extraktu.
Pro ptesnégjsi kvantifikaci kritickych parametrt je vhodné pouzit metodu izotopového fedéni.
Do série vzorkil se pribézné zatazuje analyza kontrolnich vzorkd referencnich materidlt
a procesni slepy vzorek. Pro tyto kontrolni vzorky se vede a vyhodnocuje regula¢ni diagram.
Kvalita poskytovanych dat se pravideln¢ kontroluje ucasti v mezilaboratornich porovnavacich
testech.

7  Vypoclet a vyjadieni vysledkii

Vyhodnoceni se provede z kalibrani piimky, sestrojené z dat po prométeni kalibracnich
roztokil vn¢jSiho standardu (26) s pouzitim vhodnych vnittnich standardt (21). Pro kontrolu
celkové vytéznosti postupu se pouzije nasttikovy standard (25).

Vytéznost postupu by méla byt 70 % az 120 %.

Pro zapis vysledkli se stanovi mezni hodnota meze stanovitelnosti RL (reporting limit),

sjednocend pro skupinu parametri, kde RL>LOQ (mez stanovitelnosti) jednotlivych
parametri. U vysledkli nad RL se uvede Ciselnd hodnota, zaokrouhlend podle tabulky 3.

Tabulka 3. Zaokrouhlovani a udavani vysledkii.

Hladina rezidui (ng/kg) Zapis vysledkt
<10 2 platné ¢islice
>10 3 platné Cislice

8 Validac¢ni data

Za podminek danych timto postupem Ize pro jednotlivé analyty dosdhnout meze
stanovitelnosti (0,01-0,5) pg/kg suSiny vzorku. Nastavend mez stanovitelnosti pro zapis
vysledka RL = 0,5 pg/kg pro vSechny stanovované kongenery PCB.

9 Literatura
1 CSN EN 15741 Krmiva — Stanoveni OC-pesticidi a PCB pomoci GC/MS.
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