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STANOVENI OBSAHU PERFLUORALKYLOVANYCH SLOUCENIN
METODOU LC-MS/MS

1 Rozsah pouziti

Postup je urcen pro analyzu perfluoralkylovanych sloucenin v krmivech. Obsah PFAS
se stanovi kapalinovou chromatografii ve spojeni s tandemovou hmotnostni spektrometrii
(LC-MS/MS).

2 Princip

Vzorek se extrahuje sonikaci do acetonitrilu. Zkoncetrovany extrakt se ptecisti piidavky
hexanu a aktivniho uhli. PfeciStény extrakt se fedi vodou 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 Ccistoty, nejlépe kvality pro rezidualni analyzu.
Rozpoustédla museji byt vhodna pro LC-MS analyzu. Dostacujici ¢istota chemikalii, sorbentt
a rozpoustédel se testuje prométenim slepého vzorku.

1 Voda (ultracistd).

2 Methanol, CH30H, pro LC-MS.

3 Octan amonny, CH;COONHz4, roztok, c(CH3COONH4) =2 mol/l.
Ptiprava: 1,54 g CH3COONHy4 se rozpusti v 10 ml smési (1 : 1) vody (1) a methanolu
).

4 Acetonitril, pro LC-MS.

Hexan, pro stopovou analyzu.
6 Mobilni faze A: 2 mM vodny roztok CH;COONHa.

Ptiprava: 0,25 ml 2M CH3COONH;  (3) se pipetuje do 250ml odmérné banky a doplni
vodou (1) po znacku.
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7 Mobilni faze B: 2 mM roztok CH3;COONH4 v methanolu.
Ptiprava: 0,25 ml 2M CH3COONH434 (3) se pipetuje do 250ml odmérné banky a doplni

methanolem (2) po znacku.

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

9 Certifikované analytické standardy nativnich PFAS (viz. Tabulka 1). Dodavaji se
komeréné v roztoku s deklarovanou koncentraci PFAS, napt. PFAC-MXA nebo

PFAC-MXB (Wellington Laboratories).

Tabulka 1. Seznam standardu PFAS.

Molekulova

PFAS Zkratka Vzorec hmotnost

(g/mol)
Perfluorhexanova kyselina PFHxA CsHF1102 314,05
Perfluorheptanova kyselina PFHpA C7HF 130, 364,06
Perfluoroktanova kyselina PFOA CsHF 1502 414,07
Perfluornonanova kyselina PFNA CoHF1702 464,08
Perfluordekanova kyselina PFDA C10HF 1902 514,08
Perfluorundekanova kyselina PFUnDA C11HF2102 564,09
Perfluordodekanova kyselina PFDoDA C12HF2302 614,10
Perfluortridekanova kyselina PFTrDa C13HF2502 664,10
Perfluortetradekanova kyselina PFTeDA C14HF2702 714,11
Perfluorhexadekanové kyselina PFHxDA Ci16HF3102 814,12
Perfluoroktadekanové kyselina PFODA CisHF3502 914,14
Perfluorhexansulfonova kyselina PFHxS CsHF1303S 400,12
Perfluoroktansulfonova kyselina PFOS CsHF 17038 500,13
Perfluordekansulfonova kyselina PFDS Ci10HF2:103S 600,15

10 Isotopové€ znacené standardy (ISTD) pro tcely kvantifikace PFAS a kontrolu kvality
(viz. Tabulka 2), napt. MPFHxA, MPFOA, MPFDA, MPFOS, MS8PFOA, MSPFOS,
MPFAC-MXA (Wellington Laboratories).
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Tabulka 2. Seznam izotopové znacenych vnitinich standardia '*C-PFAS, 0-PFAS.

Molekulova

BC-PFAS, '®0-PFAS Zkratka Vzorec hmotnost
(g/mol)

Perfluor-n-(1,2-'3C»)hexanova kyselina BC,-PFHXA | BCy2C4HF 102 | 316,04

Perfluor-1-hexan('®0,)sulfonova kyselina 130,-PFHxS | CeHF13'%0,1°0S | 404,11
Perfluor-n-(1,2,3,4-3Cs)oktanova kyselina | 3C4-PFOA | 13C,12C4HF 50, | 418,04

Perfluor-n-(1,2,3,4,5-1*Cs)nonanova kyselina BCs-PFNA | 13Cs2C4HF 70, 469,04
Perfluor-1-(1,2,3,4-'*Cy)oktansulfonové kyselina | '3C4-PFOS | 13C42C4HF705S| 504,10
Perfluor-n-(1,2-13C,)dekanova kyselina BC,-PFDA | 1BC,2C4HF 190, | 516,07
Perfluor-n-(1,2-13C,)undekanova kyselina BC,-PFUNDA | 13C,12CoHF;,0, 566,08
Perfluor-n-(1,2-13Cz)dodekanova kyselina BC,- BC,12C10HF 230, | 616,08
PFDoDA

Perfluor-n-('*Cs)oktanova kyselina 13Cg-PFOA 13CgHF 50, 422,01
Perfluor-n-('*Cg)oktansulfonova kyselina 13Cs-PFOS 13CgHF 17058 508,07
11 Standardni roztoky PFAS

Pracovni roztok PFAC-MXB: 5 ng (jednotlivych PFAS) v 1 ml methanolu.
Pracovni roztok PFAC-MXB: 200 ng (jednotlivych PFAS) v 1 ml methanolu.
Pracovni roztok PFAC-MXB: 2000 ng (jednotlivych PFAS) v 1 ml methanolu.

Pracovni roztok MPFAC-MXA (IS1): 200 ng (jednotlivych izotopové znacenych
PFAS) v 1 ml methanolu.

Pracovni roztok RSTD-M8&PFAS (IS2): 100 ng M8PFOS a 100 ng MSPFOA v 1 ml
methanolu.

12 Kalibrac¢ni standardni roztoky PFAS

Ptipravi se ze standardnich roztokti (11) v koncentracnim rozsahu (0,02 — 40) ng/g
(viz Tabulka 3.).
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Tabulka 3. Pfiprava kalibra¢nich standardnich roztokii.
) Koncentrace i
Kalibr. Objem (ul)
o (ng/ml)
uroven
PEAS IS1 1S2 PFAC- PFAC- PFAC- 50%
(ng/e) PFAS | MPFAS | 200 100 MXB MXB MXB ACN
n
g8 ng/ml | ng/ml | 5ng/ml |200ng/ml|2000 ng/ml| v H2O
0 0 3,00 15 30 - - - 955.,0
0,02 0,010 3,00 15 30 2,0 - - 953.0
0,05 0,025 3,00 15 30 5,0 - - 950,0
0,10 0,050 3,00 15 30 10,0 - - 945,0
0,20 0,100 3,00 15 30 20,0 - - 935,0
1,00 0,500 3,00 15 30 - 2,5 - 952,5
10,0 5,00 3,00 15 30 - 25,0 - 930,0
20,0 10,0 3,00 15 30 - - 5,0 950,0
40,0 20,0 3,00 15 30 - - 10,0 945.0
4 Pristroje a pomicky
1 Ultraa€inny kapalinovy chromatograf s hmotnostnim spektrometrem umoziujici
méteni v MRM modu, vybaveny UHPLC kolonou, napi. 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 pm (Waters).
2 Analytické vahy.
3 Ultrazvukova lazei.
4 Ttepacka min. 300 kmitd/min.
5 Zatizeni pro odpafovani proudem inertniho plynu.
6 Centrifuga s rozsahem otacek nad 3000 ot/min.
7 Centrifugacni zkumavky polypropylenové (PP) se Sroubovacim vickem, 15 ml.
8 Centrifugacni zkumavky Eppendorf, 1,5 ml.
9 Vysokorychlostni michadlo, napt. Vortex.
10 Stiikackové filtry zregenerované celulozy, ptipadné nylonové o velikosti porh
0,2 pm.
11 Vialky polypropylenové (PP), Sroubovaci, 2 ml.
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5 Postup
5.1  Piiprava vzorku

1 g homogenniho vzorku se navazi do 15ml centrifugacni zkumavky a obohati se vnitinim
standardem (30 pl ISTD-1, ¢ = 200 ng/ml). Extrakce se provede do 5 ml acetonitrilu (4)
po dobu 15 min na ultrazvukové lazni. Vzorek se odsttedi 10 min pii 4000 ot/min, supernatant
se prevede do 15ml PP zkumavky a extrakce se 1 x zopakuje. Spojené extrakty se zkoncentruji
proudem inertniho plynu na objem 2 ml, pfidaji se 2 ml hexanu (5) a smés se intenzivné
protiepe po dobu 2 min na tfepacce pii min. 300 kmitech/min. Poté se precistény extrakt
odsttedi 10 min pfi 4000 ot/min. Vrstva hexanu se odebere do odpadu a extrakt se zkoncentruje
na 1 ml proudem inertniho plynu. Pfida se 100 mg aktivniho uhli, smés se intenzivné protiepe
po dobu 2 min na tfepacce pfi min. 300 kmitech/min, promichd a odstiedi se 5 min
pti 4000 ot/min. 0,5 ml extraktu se smicha s néstfikovym standardem (30 pl ISTD-2, ¢ =
100 ng/ml) a doplni vodou (1) na 1 ml (~ 470 pl) ve zkumavce Eppendorf. Po promichani
pomoci Vortexu se roztok zfiltruje pies filtr z regenerované celulozy 0,2 um do PP vialky.

5.2 UHPLC-MS/MS stanoveni
Extrakty se analyzuji metodou UHPLC-MS/MS ve vhodné sekvenci vzork a standarda.

Kompletni nastaveni pfistroje a podminky méteni jsou uvedeny v aktudlni métici metodé
pouzité piistrojové sestavy. Pied analyzou realnych vzorktl se ovéii citlivost systému analyzou
nejniz§itho kalibratniho bodu a zaroven stabilita retenniho chovani v daném
chromatografickém systému. Selektivita analyzy je zajiSténa vyuZitim MRM moédu pii MS
detekci. Sledované MRM pro nativni a izotopové znacené PFAS jsou uvedeny v Tabulkach
4as.
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Tabulka 4. MRM sledované pro nativni PFAS.
Nativni PFAS MRM 1 MRM 2
PFHXA 313 >269 313>119
PFHpA 363 >319 363 >169
PFHxS 399 >80 399>99
PFOA 413 > 369 413> 169
PFNA 463 > 419 463 >219
PFOS 499 > 99 499 > 80
PFDA 513 > 469 513>219
PFUJDA 563> 519 563 >269
PFDS 599 >80 599 >99
PFDoDA 613 >569 613>319
PFTrDA 663 > 619 663 > 369
PFTeDA 713 > 669 713 >319
PFHxDA 813> 769 813>219
PFODA 913 > 869 913 >269
Tabulka 5. MRM sledované pro izotopové znacené PFAS.
Vnitini standardy MRM 1 MRM 2
13C,-PFHXA 315>270 -
180,-PFHXS 403 > 103 -
*C4-PFOA 417> 372 —
3Cs-PFNA 468 > 423 -
13C4-PFOS 503>99 503 >80
13C»-PFDA 515> 470 —
13C»-PFUdDA 565> 520 -
13C,-PFDoDA 615>570 -
Cs-PFOA 421>376 —
13Cs-PFOS 507> 99 507 > 80
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6 Kontrola kvality

Pozadavky na zajisténi kvality analyz PFAS jsou uvedeny v Rozhodnuti Komise 2002/657/ES
a Natizeni Komise (EU) 2022/1428.

Zkouska je zaloZzena na metodé izotopového fedéni, tzn. vzorek je obohacen izotopoveé
zna¢enym analogem sledovaného analytu (ISTD), ktery se vyuziva ke korekci ztrat pti ptriprave
vzorku a eliminaci vlivu matricovych interferentd pfitomnych v daném vzorku.

Do kazdé série vzorkl se pribbézné zatazuje analyza procesniho slepého a kontrolniho vzorku,
ktery se vyuziva pro vedeni regula¢niho diagramu.

7 Vypocet

Pfitomnost stanovovaného analytu je potvrzena, pokud je odchylka relativniho reten¢niho ¢asu
dan¢ho analytu a jeho pfifazeného izotopové znafeného ISTD v chromatogramu vzorku
a kalibra¢niho standardu mens$i nez 1 % a pokud se pomér produktovych ionti ve spektru
vzorku nachézi v povoleném intervalu + 30 %, daném pomérem téchto produktovych ionti
ve spektru kalibracnich standardt.

Metoda izotopového fedéni umoznuje provést kvantifikace vzorku pomoci solventovych
kalibra¢nich standardi. Kalibra¢ni zavislost musi vykazovat minimalni charakteristiky RSD <
20 % a R2 > 0,995.

Vysledek pod mezi stanovitelnosti se uvede jako < LOQ, tj. < 0,05 pg/kg nebo < 0,1 pg/kg.
Pro hodnoty nad mezi stanovitelnosti se vysledek zaokrouhli podle tabulky 5.

Tabulka 5. Zaokrouhlovani a udavani vysledkii.

Hladina rezidui (ng/kg) Zapis vysledku
<1 2 platné cislice
>1 3 platné cislice
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