STANOVENI BOJOVYCH
CHEMICKYCH LATEK METODOU
GC/MS S VYUZITIM VNITRNICH
STANDARDU O

TOMAS CAPOUN, JANA KRYKORKOVA, MV — GR HZS CR,

INSTITUT OCHRANY OBYVATELSTVA
) N

~
XXIII. mezinarodni konference o separac¢ni chemii a analyze toxickych
latek, Lazné Bohdaneg, 1. — 2. 11. 2021 \./

\\ |



Pouzivaneé metodiky chromatografického stanoveni:

absolutni kalibrace,

 vnéjsi standard,

vnitirni standard,

standardni pridavek.



Zasadni problém v laboratotich HZS CR - nejsou k dispozici ¢isté a certifikované standardy
BCHL - proto pozornost obracena na postup zaloZeny na vyuziti vnitrniho standardu, kdy se
primo do analyzovaného vzorku pridava znamé mnozZstvi latky, ktera je jina neZ analyt.

Cile:

 nalezeni dostupného standardu, ktery by splnil podminku shody pomért odezvy na BCHL a
vnitrni standard na nejrozsirenéjSich systémech GC/MS laboratori HZS,

 vypracovani postupu pro chemické laboratore HZS umoznujiciho stanoveni BCHL
v roztocich,

« vyuziti postupu pro rychlé a jednoduché stanoveni ucinné slozky ve vlastnich preparatech
BCHL, které jsou dale pouzivany ke kalibraci vlastnich zavedenych postupt stanoveni BCHL.
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Princip: v urc¢itém rozmezi koncentraci je podil poméri ploch chromatografickych piku a
koncentraci analytu a vnitiniho standardu konstantni

F — Acwa / Ccwa = Acwa - Cistp
: Aisrp , CISTD Aistp . Cewa

Fy — odezvovy (kalibracni) faktor



Pozadavky na vnitrni standard:

» podobnost chemickych vlastnosti analytu a vnitfniho standardu a blizké fyzikalni charakteristiky analytu a vnitiniho
standardu (zejména v pripadé upravy vzorku pred analyzou),

* blizké retenc¢ni ¢asy analytu a vnitrniho standardu (eliminace efektu diskriminace ploch piki pri riznych teplotach),
* musi byt zndma hodnota odezvového (kalibracniho) faktoru,

» musi byt zndm koncentracéni rozsah, ve kterém je zavislost plochy chromatografického piku analytu i standardu
linearni,

 vnitfni standard nesmi s analytem reagovat ani vykazovat jiné interakce,
 vnitrni standard nesmi byt rozkladnym produktem nebo jinou primeési analyzované latky.

Nejefektivnéjsi a nejspolehlivéjsi reseni: pouziti vnitrniho standardu, ktery je identicky nebo analogicky s analytem a je
znacen stabilnim izotopem (nejcastéji 2H, 13C, 15N a 180).



Stanoveni BCHL:

» stanoveni tabunu, cyklosinu, latky VX a dusikatého yperitu:
dipinakolylmethylfosfonat,

» stanoveni sulfidickeho yperitu: deuterizovany yperit [2Hg]-bis(2-
chlorethyl)sulfid,

 stanoveni somanu: tributylfosfat,
» stanoveni latky VX: tri-n-propylamin,
« stanoveni sulfidickeho yperitu: di-n-propyldisulfid.
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A = Kk.c + ¢

(Kewa - Cowa + 9ewa) - Cisto

(Kistp - Cistp + AistD) - Cewa
F = Kewa
=
Kistp

Podminky vyuziti:
e q<<k.c(<10%)

e zavislost A na k je linearni



u Zév%lost plochy chromatografického piku na
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Zavislosti plochy chromatografického piku cyklosinu na koncentraci zméirené na riizniych systémech GC/MS
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Ovérované systémy GC/MS:

« GC/MS 7890A/5975C (Agilent Technologies, Inc., Wilmington, USA),

« GC/MS Intuvo 9000/5977B (Agilent Technologies, Inc., Wilmington, USA)
* Mobilni GC/MS EM 640 (Bruker Daltonik Gmbh, Bremen, SRN)
Teplotni program: 40 °C: 2 min), 40 — 280 °C: 10 °C/min, 280 °C: 10 min

Postup: roztoky BCHL a vnitfniho standardu smichany v objemovém poméru 1:1 a smes
zavedena do nastrikového portu systému GC/MS; v TIC chromatogramu porizeném ve
scan modu byla provedena identifikace pikii prislusejicich BCHL a vnitrnimu standardu;
plochy piki byly zjiStény integraci.
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TIC nebo EIC?

Vyhody vyhodnocovani ploch pikti z EIC chromatogramu pri urcité M/z:

pro jednotlivé BCHL byly nalezeny standardy vykazujici shodné poméry odezvy na BCHL a vnitini standard na
vSech trech testovanych pristrojich;

zavislosti plochy chromatografickych pikti EIC chromatogramii na koncentraci jsou linearni v Sir§Sim rozsahu
koncentraci nez je tomu u TIC chromatogrami;

linearni zavislosti plochy chromatografickych piki EIC chromatogramii na koncentraci splnuji u BCHL a
vytipovanych standardti pozadavek zanedbatelnosti iseku na ose y proti soué¢inu smérnice a koncentrace;

pri opakovanych meérenich je odecitani ploch pikti z EIC chromatogrami podstatné reprodukovatelnéjsi nez
z TIC chromatogrami;

postup odecitani ploch piki z EIC chromatogramai je proti vyuziti TIC chromatogramt podstatné robustné;jsi
vici rusivym vliviim latek s blizkymi retenc¢nimi casy.



Dominantni pik v hmotnostnim spektru latky VX prislusi hmoté M/z 114, dal$i méné intenzivni piky pak
hmotam M/z 72 a 127.

Ovérované standardy:
* tripropylamin (M/z 114 a 72) a 3-aminohexan (M/z 72) - podstatné nizs$i retencni éas proti latce VX

« m-chloranilin (M/z 127), 5-chlor-2-methoxypyrimidin (M/z 114), 2-chlor-4-methoxypyrimidin (M/z
114), dimethyladipat (M/z 114) - na rtiznych systémech GC/MS znacné rozdilny pomér odezvy latka VX /
standard;

 dipropyltryptamin (M/z 114) — velmi dobré vysledky, shodné odezvy na vSech systémech GC/MS, ale
problematicka latka;

 nejspolehlivéjsi vysledky byly ziskany s di-n-hexylaminem jako vnitfnim standardem pri M/z 114, ale
s jednim omezenim: analyza musi byt provedena v nepolarnim rozpoustédle.

Uvedenym postupem vytipovany a ovéreny vnitini standardy pro 19 latek ze skupiny BCHL.
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Nervové paralytické latky:

Capoun, T., Krykorkov4, J. Internal Standards for Quantitative Analysis of Chemical
Warfare Agents by the GC/MS Method: Nerve Agents. Journal of Analytical Methods in
Chemistry, Vol. 2020, Article ID 8857210, 11 p.

Zpuchyrujici latky:

Capoun, T., Krykorkov4, J. Internal Standards for Quantitative Analysis of Chemical
Warfare Agents by the GC/MS Method: Blister Agents. The Science for Population
Protection, 2021, Vol. 13, ¢. 1, s. 75-85


https://doi.org/10.1155/2020/8857210
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¢ Priklad studia vnitfnich standardd pro stanoveni latky VX =~

GC/MS Agilent 7890A/5975C | Agilent Intuvo 9000/5977B Bruker EM 640
VX VX VX

Nt

Latka dihexyl- dihexyl- dihexyl-
amin amin amin

Retenc¢ni ¢as, min. 22,1 17,0 18,6 14,4 23,8 17,7

Rozmezi linearity, mg/1 75-20 75-20 7,5-20 7,5-20 15-50 15-50

0,9934  0,9981 0,9987 0,9938 0,9999 0,9999
QC 4,38 4,81 4,68 3,89 0,43 0,23
Smérnice, A.10.1/mg 0,382 0,673 0,242 0,449 0,0197 0,0359
Usek, A.10°6 0,210 -0,391 -0,0317 0,0329 0,00133  -0,00230
Odezvovy faktor Fy 0,57 0,54 0,55

Priamérna hodnota Fy 0,55
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o Vysledky studia O
o

Uvedenym postupem vytipovany a overeny vnitini standardy pro 19 latek ze skupiny
BCHL.:

7 latek nervové paralytickych,
* 4 latky zpuchytujici,

~ + 8latek drézdivych.




Vysledky studia i

Bojova Vnitini Odezvovy Systém GC/MS Rozsah

chemicka standard faktor Fg linearity,

1-Heptanol 70 0,50  Agilent 7890A/5975C 5-80
Agilent Intuvo 9000/5977B 1-20
Bruker EM 640 20-100
Triethylfosfat 99 1,99 Agilent 7890A/5975C 5-80
Agilent Intuvo 9000/5977B 1-20
Bruker EM 640 10-80
Triethylfosfat 99 1,14 Agilent 7890A/5975C 5-40
Agilent Intuvo 9000/5977B 2-30
Bruker EM 640 10-80
O LT Triethylfosfat 99 2,14 Agilent 7890A /5975C 10 - 60
Agilent Intuvo 9000/5977B 2-25
Bruker EM 640 10-100
LHICA2EH Dihexylamin 114 0,55 Agilent 7890A/5975C 15 -40
Agilent Intuvo 9000/5977B 15-40
Bruker EM 640 20-100
Tributylfosfét 99 0,26  Agilent 7890A/5975C 10 - 60
Agilent Intuvo 9000/59778B 5-25
Bruker EM 640 20-100
Diamylether 71 0,21 Agilent 7890A/5975C 20 - 80 (‘\
Agilent Intuvo 9000/59778B 5-25
Bruker EM 640 30-100




V ramci verifikace postupu byla testovana spravnost a opakovatelnost stanoveni.

Zavery:
» metodika poskytuje spravné vysledky,

* relativni smérodatna odchylka se pohybuje od 15 % (pro GC/MS Bruker EM 640) do 7 %
(pro pristroje Agilent 7890A/5975C a Agilent Intuvo 9000/5977B).
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Verifikace postupu stanoveni
et

Mezilaboratorni porovnani: 5 laboratori, 2017 — 2019, 3 systémy GC/MS Agilent
7890A/5975C, 5 pristroju Agilent Intuvo 9000/5977B A 2 mobilni GC/MS Bruker EM 640

Latka Latka VX | Sulfidicky Dusikaty Latka CN Latka CR
yperit yperit

Celkovy pocet vysledku

Celkovy pocet spravnych vysledka 23 18 20 16 26 28 20

Relativni rozdil piredlozené a stanovené 4.8 4.3 +28 +2 4 +7.8 2.5 +5 6
koncentrace, % ! 4 ’ ’ ’ ’ ’
Relativni smérodatna odchylka 14.1 97 13.3 14 4 114 10.9 93
mezilaboratorni, % ! ’ ’ ’ ’ ’ ’
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 pro stanoveni BCHL metodikou vnitfniho standardu predstavuje optimalni postup vyuziti
EIC chromatogramii kdy se pik BCHL a vnitrniho standardu vyhodnocuje pri jedné konkrétni
hodnoté M/z.

 pro 19 latek ze skupiny BCHL byly vytipovany a ovéreny standardy, které v hmotnostnim
spektru vykazuji vyrazny pik stejného iontu, jaky je pritomen ve spektru BCHL, a dale
koncentrac¢ni rozmezi, ve kterém je nutno analyzu provadeét

« uvedeny postup je realizovatelny na systémech GC/MS, které jsou k dispozici v chemickych
laboratorich HZS, tj. Agilent 7890A/5975C, Agilent Intuvo 9000/5977B a Bruker EM 640.

* nejspolehlivéjsi postup predstavuje stanoveni odezvového faktoru na vlastnim
systému GC/MS opakovanym meéirenim roztoka analytu a vnitrniho standardu o
znameé koncentraci; k tomu je tireba mit k dispozici standard BCHL nebo
koncentraci jejiho roztoku stanovit jinym postupem.
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