Umweltanalytik 11

PFTs schnell,
sensitiv nachweisen

Der Nachweis perfluorierter Tenside (PFTs) in Wasser
beziehungsweise wdssrigen Matrices erfolgt gemal

sicher u

international giiltiger Standards (ISO) mittels HPLC-MS/MS
nach Festphasenextraktion (SPE). Dass es besser und schneller
geht, als es die Norm verlangt, und obendrein noch komfortabel
automatisiert, konnten Applikationsexperten jiingst belegen.

ir braten unser Fleisch in Pfannen,

die kein Anbrennen kennen, und
schliipfen in Jacken, Hosen und Schuhe,
die nicht einen Regentropfen ins Gewebe
sickern lassen. Der Chemie sei Dank! Sie
erstermoglicht uns diesen Luxus,deruns,
so viel scheint sicher, nicht nur wohl tut,
sondern auf Dauer auch teuer zu stehen
kommt. Oft wird nimlich erst viel zu spit
erkannt, dass mancher im Labor oder in
grofitechnischen Anlagen hergestellte
Chemiewerkstoff weder gesund noch
umweltvertriglich ist.

Nehmen wir einmal die so genann-
ten perfluorierten Tenside, manchen viel-
leicht besser bekannt unter dem Akronym
PFT. Das sind rein kiinstliche Gebilde,
Kreationen aus dem Labor: PFTs ent-
stehen durch Synthesereaktion, bei der
die Wasserstoffatome vornehmlich von
Carbon- und Sulfonsiuren (PFC) mit
einer Kettenlinge von C, bis Cy4 durch
Fluoratome substituiert werden. Streng-
genommen lassen sich die PFTs daher
in zwei Stoffgruppen unterteilen: in die
perfluorierten Alkylsulfonate (PFAS)
mit dem Perfluoroctansulfonat (PFOS)
als bekanntesten Vertreter,und in die per-
fluorierten Carbonsiuren (PFCA), deren
nambhaftester Reprisentant die Perfluor-
octansiure (PFOA) ist.

Einzigartiges Eigenschaftsprofil

Einige interessante chemische Details:
Wihrend die Kohlenstoffkette der PFTs
hydrophob ist, weist die jeweilige Kopt-
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gruppe hydrophile Eigenschaften auf.
Der amphiphile Charakter erklirt die
Verwendung dieser Verbindungsklasse
als Tensid. Im Gegensatz zu den klassi-
schen Tensiden besitzt die Kohlenstoff-
kette der PFTs allerdings noch einen
lipophoben Charakter. Das bedeutet
aus praktischer Sicht: Sie weist nicht
nur Wasser ab, sondern ebenso Ol, Fett
und Schmutz. Aus genau diesem Grund
haben PFTs als Additive insbesondere
in der Textil- und Papierindustrie rasch
Karriere gemacht; dort werden sie ein-
gesetzt, um Oberflichen zu modifizie-
ren oder zu veredeln. Ihr Einsatzspek-
trum reicht jedoch noch sehr viel weiter.
Grund ist die polare Kohlenstoft-Fluor-
Bindung, die zu den stabilsten Bindun-
gen zihlt, die die organische Chemie
kennt. PFTs sind thermisch und che-
misch extrem stabil. Sie kommen zum
Einsatz in der Galvanik, als Emulgator
bei der Herstellung von Fluorpolyme-
ren (Teflon) oder als Additiv bei Feuer-
16sch-, Schutz-, Schmier- und Imprig-
niermitteln.

Wo Licht ist, da ist auch Schatten

Die Eigenschaften, die PFTs aus-
zeichnen, haften ihnen gleichzeitig als
Makel an. ,PFOA und PFOS sind to-
xikologisch teilbewertbare Stofte; die
Datenlage hinsichtlich weiterer PFTs
ist dagegen sehr unvollstindig. Primar
bzw. stark gentoxische (das Erbmaterial
unmittelbar angreifende) Wirkungen,

etwa durch reaktive Metaboliten, sind
allerdings unwahrscheinlich®, heifit es
in der ,Stellungnahme der Trinkwas-

serkommission des Bundesministeri-
ums fiir Gesundheit (BMG) beim Um-
weltbundesamt“. Anders ausgedriickt:
Die Experten meinen, PFTs sind aus
heutiger Sicht begrenzt giftig; Gber die
langfristigen Folgen ist man sich noch
nicht ganz schlissig, zumal sich diese
Stoffe im menschlichen Gewebe anrei-
chern. Wobei man, am Rande bemerkt,
bei der Untersuchung in der Regel
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Kalibriergerade PFTs 5 ng/mL bis 500 ng/mL

externe Standardlésungen.
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Chemische Struktur der PFOA

PFOA und PFOS betrachtet; ande-
re PFTs sind weniger gut untersucht.

Wie die Mitglieder des berithmt-
bertchtigten ,Dreckigen Dutzends
also die persistenten organischen Schad-
stoffe (POPs), sind PFTs ubiquitir.
Uber Industrieabfille und -abwisser
gelangen sie in die Umwelt und brei-
ten sich rund um den Globus aus. Man
findet sie tiberall auf der Welt: in Ober-
flichen-, Flief- und Grundwissern; sie
reichern sich in der Nahrungskette an
und lassen sich sowohl in der Leber frei-

lebender Eisbiren
als auch im Hu-
manblut nachwei-
sen. Im Gegensatz
zu POPs unterlie-
gen PFTs indes
keinerlei photoly-
tischen, hydrolyti-
schen, oxidativen
oder reduktiven
Transformatio-
nen. Sie sind be-
stindig gegentiber
UV-Strahlen und
Verwitterung und
werden weder ae-
rob noch anaerob
abgebaut. PFOS,
PFOA und die
anderen Mitglie-
der der PFT-
Familie bleiben uns aller Wahrschein-
lichkeit nach sehr, sehr lange erhalten.

Da die Biichse der Pandora nun
einmal geoflnet ist, sind wir gefordert,
das Beste aus der Situation zu machen.
Vorneweg: Es besteht kein Grund zur
Hysterie, schliefflich gibt es Mittel und
Wege, Gesundheitsrisiken zu minimie-
ren, insbesondere durch Einhaltung
empfohlener Grenzwerte. Die Trink-
wasserkommission etwa fiihrt als Richt-
grofle 1 pg/L ins Feld. Die Einhaltung
dieses Wertes zu tiberwachen, erfor-
dert jedoch eine leistungsstarke Ana-
lysentechnik. Sie sollte es ermoglichen,
Riickstandsbelastungen auch in geringer

Perfluordecansdure (PFDA)
Perfluornonansiure (PFNA)
Perfluoroctansdure (PFOA)
Perfluoroctansulfonat(PFOS)
Perfluorheptansdure (PFHpA)
Perfluorhexansédure (PFHxA)

Perfluorpentansdure (PFPeA)

LN

Eine Abwasserprobe wurde mit 0.5 ng/mL aufgestockt und achtmal unabhéngig voneinander auf-
gearbeitet. Hier zu sehen sind die MRM-Spuren im Overlaid-Modus. Zu erkennen ist eine exzellente
Reproduzierbarkeit fiir alle Substanzen: PFPeA (blau), PFHxA (braun), PFHpA (violett), PFOA (griin),

PFNA (rot), PFOS (schwarz), PFDA (gelb).
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PFTs sind thermisch sehr stabil, was ihren Ein-
satz in Feuerléschmitteln erklart.

Konzentration in unterschiedlichen,
zum Teil komplexen problematischen
Umweltproben wie matrixlastigen Ab-
wissern oder Klirschlamm sicher, sen-
sitiv und reproduzierbar und vor allem
auch einfach und schnell zu bestimmen.

Entwicklung einer automatisier-
ten SPE-HPLC-MS/MS-Methode

Ausgehend von der giiltigen ISO-Norm
(ISO/DIS 25101), die sich auf die
Bestimmung von PFOS und PFOA kon-
zentriert, haben wir versucht, die gingige
HPLC-MS/MS-Methode zum Nach-
weis von PFTs aus Wasser und Klir-
schlamm nach vorheriger Festphasenex-
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Wiederholbarkeit der Methode
PFOS, PFOA, PFPeA.
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traktion (SPE) auf die Bestimmung von
weiteren gebrauchlichen PF Ts auszudeh-
nenund zu optimieren. Ziel war es ferner,
insbesondere die notwendige Probenvor-
bereitung zu vereinfachen und idealer-
weise zu automatisieren, um auf die auf-
windigen manuellen Arbeitsschritte der
SPE verzichten zu konnen und damit die
Analysendauer und die Zahl moglicher
Fehlerquellen zu minimieren, was die
Analyse letztlich sicherer macht.

Der Nutzen, den man aus der Auto-
matisierung der Probenvorbereitung
zieht, liegt auf der Hand: reproduzierbare
Messergebnisse, hoherer Probendurch-
satz, groflere Flexibilitit des Laborper-
sonals. Um den individuellen Erforder-
nissen gerecht zu werden, haben wir bei
der Methodenentwicklung darauf Wert
gelegt, die automatisierte SPE wahl-
weise offline oder online zur LC-MS/
MS-Analyse durchfithren zu kénnen, was
uns auch gelang. Noch eine kurze Rand-
bemerkung: Da wir uns vornehmlich
damit beschiftigt haben, die mafigebli-
che Norm (ISO/DIS 25101) zu optimie-
ren, werden wir im weiteren Verlauf die-
ser Arbeit darauf verzichten, Grundlagen,
die der Normschrift zu entnehmen sind,
zu referieren. Stattdessen fokussieren wir
unsere Aufmerksamkeit auf die Automati-
sierung der tiblicherweise zeit- und arbeits-

Einzelstandard PFOS 0,1 ng/mL (griin) und 0,01
ng/mL (rot) in H,O, Injektionsvolumen hier: 60

ML
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intensiven SPE und die Konsequenzen, die
sich aus diesem Schritt ableiten.

Material und Methode

Zur Untersuchung kamen reale Fluss-
und Abwasserproben, die mit ver-
schiedenen PFTs unterschiedlicher
Konzentration aufgestockt waren. Die
Methodenentwicklung sowie die nach-
folgende Analyse erfolgte auf einer LC-
MS/MS-Geritekombination von Agi-
lent Technologies (1200 LC mit 6400
Series Triple Quadrupole LC/MS)
in Verbindung mit dem GERSTEL-
MultiPurposeSampler (MPS) bezie-
hungsweise der GERSTEL-PrepSta-
tion, der DualRail-Variante des MPS,
die beide fiir die automatisierte SPE
ausgestattet waren. Mittels automati-
sierter SPE-HPLC-MS/MS wurden
folgende PFTs bestimmt: Perfluorde-
cansiure (PFDA),Perfluornonansiure
(PFNA), Perfluoroctansiure (PFOA),
Perfluoroctansulfonat (PFOS), Per-
fluorheptansiure (PFHpA),  Per-
fluorhexansiure (PFHxA) sowie die
Perfluorpentansiure (PFPeA). Zur
Quantifizierung wurde Perfluorbutan-
siure (PFBA) als interner Standard
eingesetzt, da diese Verbindung nicht
als Kontaminant in der Probe vorlag.

PREP-AHEAD-Funltion

HPLC-
PREP  pihe

HPLC-
PREP MSMS

HPLC-

PREP  yoms
HPLC-
PREP  yoms

Herkémmliche
Vorgehensweise/Bearbeitung

Die PrepAhead-Funktion der GERSTEL-MAES-
TRO-Steuersoftware ermdglicht es, Probenvor-
bereitung und LC-MS/MS-Analyse zeitlich zu
verschachteln, was hinsichtlich der bisher {ibli-
chen Analysenzeit eine Einsparung von bis zu
50 Prozent bedeutet.

HPLC-Parameter

HPLC-Anlage:  Agilent 1200 SL
HPLC-S&ule: Maisch Reprosil
C,sHD, 50 x
2,1 mm, 3 ym
Fluss: 0,3 mL/min
Eluenten: Ammoniumacetat-
Puffer/Methanol
(MeOH)
Eluentengradient:
0 min 20 % MeOH
10 min 100 % MeOH
14 min 100 % MeOH
15 min 20 % MeOH
Analysendauer: 25 min

Injektionsvolumen: 2 pL

MS-Parameter

MSD: Agilent Triple
Quadrupole 6410

lonisationsmodus: ESI neg.

N,-Temperatur: 350 °C
N,-Fluss: 10 L/min
MS-Modus: MRM
(multiple reaction
monitoring)
Masseniibergénge:
PFDA 513 ->469 m/z
PFNA 463 -> 419 m/z
PFOA 413 -> 369 m/z
PFOS 499 -> 99 m/z
PFHpA 363 ->319 m/z
PFHxA 313 ->269 m/z
PFPeA 263 ->219 m/z
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MPS-SPE-Parameter

Beim MPS beziehungsweise bei der
GERSTEL-PrepStation handelt es sich
jeweils um einen multifunktionalen Au-
tosampler fir die GC und HPLC, der
neben der automatisierten SPE (mit
Standardkartuschen) simtliche in der
LC und GC gingigen Probenvorberei-
tungstechniken automatisieren und dem
Anwender einen Mehrwert bieten kann,
etwa in Bezug auf eine flexible Metho-
denentwicklung oder die tiglich anste-
hende Routineanalytik. Unter anderem
lassen sich der MPS wie auch die MPS-
PrepStation durch Einbindung der
GERSTEL-MAESTRO-Steuersoft-
ware in die ChemStation sowie durch
Anbindung an die MassHunter-Soft-
ware (beide von Agilent Technologies)
steuern. Es braucht nur eine Sequenzta-
belle erstellt zu werden; Probenvorberei-
tung und Probenaufgabe lassen sich im
wahrsten Sinne des Wortes per Maus-
klick planen, einstellen und steuern.
Siamtliche Schritte werden vom MPS
automatisiert vorgenommen, und zwar
stets so, dass die Vorbereitung der Pro-
be abgeschlossen ist bzw. ihre Aufgabe
ins System (online-Vorgehensweise mit
MPS-PrepStation) exakt in dem Mo-
ment erfolgen kann, wenn der vorherige
LC-Lauf abgeschlossen ist.

Die folgende Tabelle zeigt die ein-
zelnen Schritte der SPE (verwendet
wurden handelsiibliche Kartuschen
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der Marke Oasis WAX 150 mg 6 mL),
wie sie vom MPS beziehungsweise der
MPS-PrepStation automatisch vorge-
nommen werden:

Probe wird direkt in ein 20 mL-Vial
gefiillt und in den
GERSTEL-MPS platziert

Konditionierung der Kartusche mit 2 mL
MeOH/NH;, 2 mL MeOH und 2 mL H,0

7,

Aufgabe von 10 mL Probe auf die
Kartusche

o

Trocknen der Kartusche im N,-Strom
fiir 1 min

.,

Aufgabe von 2 mL Acetatpuffer
auf die Kartusche

Trocknen der Kartusche im N,-Strom
fiir 1 min

Elution mit 2 mL MeOH und
2 mL NH;/MeOH

S

Injektion des Eluats zur
HPLC-MS/MS-Messung

Schema der SPE-Schritte, wie sie vom MPS auto-
matisiert durchgefiihrt werden.

Ergebnisse und Diskussion

Die in der vorliegenden Arbeit vorge-
stellte LC-MS/MS-Methode mit auto-
matisierter SPE zum Nachweis der Cs-
bis Cyq-perfluorierten Tenside erbrachte
sehr gute und tberzeugende Resultate,
und zwar in jeder Hinsicht: Kalibrie-
rung, Sensitivitit, Wiederfindung und
Reproduzierbarkeit sowie im Hinblick

Hochleistung auf
zwei Schienen:
Meike  Baden
positioniert Vials
auf den Proben-
trays der Dual-
rail-Variante des
MultiPurpose-
Samplers (MPS).

auf Effizienz, Sicherheit und Zuverlis-
sigkeit. Da die automatisierte SPE mit
dem MPS beziehungsweise der MPS-
PrepStation mit handelstiblichen Kar-
tuschen arbeitet, lassen sich bestehende
Methoden leicht tibertragen, so auch im
Fall der PFTs. Fir jede einzelne Probe
wird eine neue Kartusche eingesetzt,
womit Verschleppungen ausgeschlos-
sen sind. Dank der Verschachtelung
von SPE (Probenvorbereitungsdauer:
25 min.) und Probenaufgabe lasst sich
die Analysensequenz in der Hilfte der
bisher tiblichen Zeit durchfithren. Die
Kalibrierung mit dotierten Losungen
(5 - 500 ng/mL) erbrachte eine sehr gute
Linearitit iber den gesamten betrach-
teten Bereich. Die Reproduzierbarkeit
ldsst sich als ausgezeichnet klassifizieren.
Die Standardabweichung bei Uberpri-
fung der Wiederholbarkeit lag subs-
tanzabhingig zwischen 1 und 3 Prozent.
Die Bestimmungsgrenze lag bei einem
Anreicherungsfaktor von 2,5:1 bei 0,5
ng/mL; eine Anreicherung um den Fak-
tor 100 ist denkbar und méglich, was zu
einer weiteren Reduzierung der Bestim-
mungsgrenze fiihrt.

Fazit und Ausblick

Die von uns entwickelte automatisier-
te SPE-LC-MS/MS-Methode zum
Nachweis von PFTs hat sich in jeder
Hinsicht bewihrt. Dank der automa-
tisierten Vorgehensweise bei der SPE
erfolgt die Reduktion von Matrixeffek-
ten auf Uiberaus effektive und anwender-
freundliche Weise mit dem Effekt einer
erstklassigen Reproduzierbarkeit. Die
Vergleichbarkeit mit der ISO-Methode
ist voll gegeben, die hier beschriebene
SPE-LC-MS/MS-Methode tiberzeugt
hinsichtlich Reproduzierbarkeit und
Sensitivitit. Wie vermutet, entfaltet sie
die volle Wirksamkeit insbesondere bei
schwierigen Proben wie Abwissern. Die
von uns durchgefithrte Untersuchung
sowie deren Resultate lassen den Schluss
zu, dass sich die hier beschriebene auto-
matisierte SPE-LC-MS/MS-Methode
zum Nachweis von PFTs auch aus an-
deren komplexen Matrices wie Urin und
Blut anwenden lasst.

Dr. Norbert Helle, Meike Baden,
TeLA GmbH Bremerhaven,
Fischkai 1, 27572 Bremerhaven,
Tel. ++49-471-4832423,

Fax. ++49-471-4832438,
www.tela-bremerhaven.de
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