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ABSTRAKT

Diplomova prace se zabyva stanovenim vybranych upést perfluoroalkylovych
slowenin v komplexnich matricich, konkrétw ¢istirenskych kalech a krmivech.

V pripack ¢istirenskych kal byly vzorky extrahovany do methanolu a byly sraméi
extrakeni techniky: zrychleny Soxhlet, tlakova extrakcepoustdlem a Powleyho metoda.
Powleyho metoda vykazovala dostateu (&innost, nejmensi matricové efekty a minimalni
pozadi. Ve vSech testovanych vzorcich ukabyl piitomen perfluorooktansulfonat
(0,74-38,02 ng:y). Perfluorodekanova a perfluorooktanova kyseliydy alsi nefastji
detekované analyty.

Na vzorcich krmiv byly testovanyitextrakéni techniky: QUEChERS, rychld methanolova
extrakce a Powleyho metoda s extrakci do acethnitPowleyho metoda poskytovala
negistSi extrakty a zarowevykazovala nejvysSi v§Enost nativnich perfluoroalkylovych
slowenin a nejnizsi matricové efekty. Ve vzorcich koetipich a dogikovych krmiv byly
ojedirgle detekovany perfluorooktansulfonat a perfluoraokiva kyselina. Obsahy ostatnich
perfluoroalkylovych slogenin byly pod limitem kvantifikace nebo nebyly deieany vibec.
Ve vSech rybich matkach byl stanoven perfluorooktansulfonat (0,10068,dg.q"),
perfluoroundekanova kyselina a perfluorotridekankyselina.

ABSTRACT

Diploma work focuses on the determination of sel@atpresentatives of perfluoroalkyl
substances in complex matrices, particularly, imegge sludge and feed.

In case of sewage sludgesamples were extracted into methanol and threeaaidns
techniques were compared: accelerated Soxhletsyieed liquid extraction and Powley
method. Powley method showed sufficient efficientyg lowest matrix effect and minimal
background. Perfluorooctane sulfonate was presemtlitested samples of sewage sludge
(0.74-38.02 ng:y). Other detected compounds were perfluorodecanaitid and
perfluorooctanoic acid.

Three extraction techniques were tested on feedpleam(QUEChERS, fast methanol
extraction and Powley method into acetonitrile).wly method provided the cleanest
extracts and showed simultaneously the highestveggmf native perfluoroalkyl substances
and the lowest matrix effects. Perfluorooctane asidfe and perfluorooctanoic acid were
rarely present in samples of complete and supplahéeeds, while other perfluoroalkyl
substances were found at levels below limit of gfiaation or they were not detected at all.
Perfluorooctane  sulfonate  (0.100-2.768 iYy.g perfluoroundecanoic  acid  and
perfluorotridecanoic acid were determined in ahfmeal samples.

KLi COVA SLOVA

Perfluoroalkylové sloteniny, PFOS, PFOA, extrakce, Powleyho metoda, kermpjl
matrice cistirensky kal, krmivo, UPLC-MS/MS

KEYWORDS

Perfluoroalkyl substances, PFOS, PFOA, extractPowley method, complex matrix,
sewage sludge, feed, UPLC-MS/MS
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1.UVOD

Perfluoroalkylové sloteniny (PFAS) pedstavuji velice rozsahlou skupinu latek
vyrakenych ¢lovékem. Jedna se o latky, jejichz struktura je slozemdre fluorovaného
alkylového fettzce a hydrofilni funé&ni skupiny. Tyto latky maji vyjimaeé fyzikalre-
chemické vlastnosti, aproto nalézaji uptain v riznych odétvich primyslu
a spotebitelském zbozZigedevsim jako povrch@waktivni latky.

NejvyznamijSimi zastupci této skupiny latek jsou perfluordd@tylove kyseliny
a perfluorosulfonéaty, konkrétrperfluorooktanova kyselina (PFOA) a perfluorooktalfonat
(PFOS). Ob tyto latky byly vyraliny ve velkém mnozstvi, a proto jsou nalézany velse
sloZzkach Zzivotniho pro&tdi, Wetrg vzdalenych arktickych oblasti. V Zivotnim pri@sti jsou
velice stabilni, nepodléhaji hydrolyze, fotolyzeetabolismu ani biodegradaci. Takémspi
definici perzistentnich organickych polutantj. jsou toxické, perzistentni a bioakumulativni.

Z téchto divodia vroce 2002 zruSil vyrobu PFOS n&pi celos¥tovy producent,
spol&nost 3M. Vroce 2006 podepsalo 8c¢®mwych vyrobnich spotaosti program
,2010/2015 PFOA Stewardship” (US EPA), ve kterémzagazaly snizit emise a produkci
PFOA 0 95 % do roku 2010 a pracovat na elimingaheemisi a produkci do roku 2015.
Vroce 2009 byl PFOS fgan mezi POPs do Stockholmské umluvy na seznaek lat
S omezenym pouzivanim.

Pres vSechna tato omezeni jsou PFOS a PFOA nadda@kogiéhy v Zivotnim prosedi,
coz je zmsobeno jejich dlouhym potasem Zivota a také tim, Ze PFOS a PFOA jsou
koncovymi degradaimi produkty perfluoroalkylovych sl@enin.

Perfluoroalkylové slokeniny se nachazeji wiznych matricich, fedevSim ve vag
ale také ve vzduchu, sedimentecistirenskych kalech, potravinach, loa lidské krvi.
Pro extrakci &chto analyli z riznych tymh matric existuje mnoho metodiiTzakladni typy
extrakce z pevnych vzoiksou iontové parovani, alkalicka hydrolyza a ekteaorganickym
rozpoustdlem. Po extrakci &iSténi vzorku jsou PFAS analyzovanyt§inou pomoci GC-MS
nebo LC-MS. V dnesni débje nefastji pouzivana technika LC-MS/MS, ktera nevyzaduje
derivatizaci sledovanych analyte specificka, citliva a poskytuje nizké LOQ.

Tato diplomova prace je za&tena na stanoveni vybranych PFASistirenskych kalech
a krmivech metodou UPLC-MS/MSistirenské kaly jsou potencialnim zdrojem PFASréte
se na 8 adsorbuji Bhem procesuisténi odpadnich vod. Kaly mohou byt pouzivany jako
hnojivo na zensdélskou midu, a jelikoz WCeské republice nejsou PFAS legislativamezeny,
muze prostednictvim kalu dochazet kjejich vstupu do potraeniretzce cloveka.

V krmivech byvéacasto pouzivanou surovinou rybi nit|, vyralgna jako vedlejSi produkt
pii zpracovani ryb. Ryby p&t mezi komodity nejvice kontaminovanémito latkami.
Zkrmovanim materidl kontaminovanych PFAS iie ogt dochazet ke vstupédhto latek
do potravnihaetézcecloveka. Cilem prace je zmapovat vyskyt PFAS v uvedemyalricich
aplikovanych v zertélské praxi vCeské republice.



2. TEORETICKA CAST

2.1. Charakteristika perfluoroalkylovych slou éenin

Perfluoroalkylové slokeniny (PFAS) jsou latky, které se skladaji z hydbofiho
alkylovéhotetézce a hydrofilni funéni skupiny. Alkylovyiettzec mize byt fizn¢ dlouhy,
obvykle vrozsahu 4 az 16 atGmuhliku, a v pipac€ perfluorovanych latek je p#n
fluorovany, tj. vSechny vodikové atomy jsou nahrgz@uorem. Polyfluorované slgeniny
maji alkylovy fetzec fluorovan jencasté&né a jejich vlastnosti jsou ovlivmy paitem
a umis¢nim fluon [1, 2].

Perfluorované slateniny jsou rozéleny do rgkolika skupin. Nejvyznam#Si skupiny jsou
perfluorokarboxylové  kyseliny, perfluoroalkansuléay, perfluoroalkansulfonamidy,
perfluoroalkansulfoamidoethanoly, perfluoroalkyfimsové kyseliny a fluorované telomerni
alkoholy [3].

Nazev Strukturni vzorec
Perfluoroalkylkarboxylové kyseliny ?
(Perfluoroalkylcarboxylic acids) CF5(CF,),—C—-OH
T
Perfluoroalkylsulfonaty CF.(CF.) —IS—O'
(Perfluoroalkylsulfonates) B I
O
i II /Ry
Perfluorooctansulfonamidy CF.(CF,),—S—N
(Perfluorooctanesulfonamides) e I “R
O 2
Perfl ktansulfoamidoethanol (')' /CH,CH,OH
erfluorooktansulfoamidoethanoly CF3(CF2)7—S—N
(Perfluorooctanesulfonamidoethanol) I SR
O
R
Perfluoroalkylfosfonové kyseliny CF.(CF.).—P—OH
(Perfluoroalkylphosphonic acid) ’ - I
OH

Obrazeke. 1 - Nazvy a strukturni vzorce hlavnich skupin BF3]

2.1.1. Vlastnosti

Perfluoroalkylové sloteniny maji vyjime&né fyzikalre-chemické vlastnosti. Fluor ma
nejwtsi elektronegativitu ze vSech pivkcoz zmisobuje silnou polaritu vazby uhlik-fluor.
Tato vazba C-F je velmi silnou kovalentni vazboeji ¥azebna energie je 515 kJ.fhol
zatimco vazebné energie vazby C-H (v methanu) §ekdImot'. Proto jsou PFAS chemicky
odolné wici kyselinam, bazim, oxidaé-redukenim cinidlam. PFAS jsou také tepealstabilni
a za kZnych podminek nepodléhaji fotolyze, hydrolyzelaadegradaci [3, 4].



Jelikoz PFAS obsahuji ve své molekule hydrofilhiydrofobni¢ast, odpuzuji vodu i olej.
Skupiny jako nap karboxylova, sulfonova, fosfatovd nebo kvartéamioniak, pipojené
k perfluoroalkylovémuretézci, zpisobuji ¥tSi rozpustnost molekuly ve védliky jejich
hydrofilni povaze [3, 4].

2.1.2. Vyroba

Perfluoroalkylové sloteniny byly vyrakny od 50. let 20. stoleti v pamé znaném
mnoZzstvi. Hlavnim producentem perfluorooktansulfor{f®FOS) a podobnych skenin byla
pied rokem 2000 americka sp&h@st 3M. Jelikoz byly nalezeny vysoké koncentrachto
latek v Zivotnim prosgedi i ve vzdalenych oblastech &tpmnost PFAS byla zji8ha také
u zantstnand, spol€énost 3M zrusila v letech 2000-2002 jejich prodyR&gi3, 5].

V roce 2006 podepsalo 8&wvych spolénosti etrg hlavniho producenta PFOA (firma
DuPont) ,2010/2015 PFOA Stewardship Program* (URERe kterém se zavazaly snizit
emise a produkci PFOA, vySSich homalog prekurzak o 95 % do roku 2010 a pracovat
na eliminaci jejich emisi a produkci do roku 20Nyni se tyto latky vyrabi v Evra@p Asii,
Latinské Americe a vyrobi se cca 12 000 tun zd1ol8, 5].

Pro vyrobu PFAS se pouzivaji dva hlavni procesytoaelektrochemicka fluorace
a telomerace [1].

2.1.2.1. Elektrochemicka fluorace

Elektrochemicka fluorace (ECF) je procesi kterém je organickd surovina Hipym
rettzcem rozptylena v kapalném bezvodém fluorovodikutiato roztokem prochazi
elektricky proud (elektrolyza). To #pobuje nahrazeni vodikovych atdnv molekule
fluorem. Hlavni produkt tohoto procesu ma stejn@ot@dani uhlikového skeletu jako
puvodni organicka surovina. Nicm&se miize vyskytovat také fragmentace ispspdadani
uhlikového skeletu,¢cimz mohou vznikat roz&bené, rozetvené a cyklické struktury.
Vysledkem je tedy sis linearnich a rozitvenych perfluorovanych isomer homologj
surového materialu a fluorovanych uhlovadili syntéze PFOS a PFOA vznikad 70-80 %
linearnich a 20-30 % ro&twenych isomet [4, 5].

Stupea fluorace zavisi na délce uhlikovélietézce pouzité suroviny a na parametrech
procesu jako jsou intenzita elektrického proudu @ad ptibéhu procesu. Je mozno
syntetizovat pla fluorované molekuly, které maji vSechny vodikovidnay vstupujici
organické suroviny nahrazeny atomy fluoru [4, 5].

Spole&nost 3M byla ped ukokenim provozu zagitena pedevSim na produkci PFOS.
Vstupujici organickou surovinou do procesu ECF byktansulfonylfluorid (@H17:SO:F).
Ten se Bhem procesuienenil na cilovou sloteninou perfluorooktansulfonylfluorid (POSF,
CgF17SOF). Pomoci chemické nebo enzymatické hydrolyzy PQ@$F ziskdn vysledny
PFOS, ktery je kormym degradénim produktem POSF. KraimPFOS mohou byt
ze zakladniho POSF vyré&hy dalsi latky, jako napFOSA a FOSE [4, 5].

Elektrochemicka fluorace oktanoylfluoridu #@€sCOF) je hlavni proces vyroby
perfluorooktanoylfluoridu (&,sCOF), ze kterého dalSi reakci vznikd PFOA a jdji[5h



|C|) a5-7v. & E e ICI)
/\/\/\/\ L .
H3C ﬁ F = 17 HF ECF S—F 4+ 17 H,
I FLFr Ll F Ll Fl
F F F F O
1-oktansulfonylfluorid perfluoro-1-oktansulfonylfluorid (POSF)

Obrazeke. 2 — Fiklad elektrochemické fluorace (upraveno podle [6])

2.1.2.2. Telomerace

Telomerace (TM) je reakce tetrafluoroethylenu {EFCF) s perfluoroalkyljodidem
(neiéastji perfluoroethyljodid, CE— CRl) za vzniku smisi perfluoroalkyljodidi s delSimi
perfluorovanymiretzci CyFom+1(CR.CF),l. Tato snés jodidi reaguje dale v druhém kroku
s ethylenem za vzniku fluorotelomerjodidCynFom+1(CR.CR)\CH.CH,l. Ty jsou dale
pouzivany jako surovina pro vyrobu povrchowaktivnich latek a polymér na bazi
fluorotelomefi (nag. fluorotelomerni alkoholy, FTOH). ifno z perfluoroalkyljodid Ize
vyraket perfluorokarboxyloveé kyseliny, napPFOA [2, 5].

Na rozdil od ECF vznikaji procesem telomerace whtdinearni fetézce bez wtveni
nebo cykleni. Jen ifpadct, Ze jiz vstupujici surovina perfluoroalkyljodid j@zwtvena
nebo s lichym p&em uhliki, vznika snds rozvtvenych produkt nebo produkt s lichym
poctem uhlika [2, 5].

2.1.3. Pouziti

PFAS jsou diky svym jedigdaym vlastnostem pouzivany v mnohaamyslovych
odwtvich. Diky své amfifiini povaze mohou byt pouziygako povrcho aktivni latky,
kde fluorovany alkylovyietzec je zodpoddny za schopnost PFAS redukovat povrchové
nagti [4]. VyuzZivaji se B vyrobé povrcho¥ upravenych textilii, kobetg kaZi
a v potravin&kych balicich materialech, kdégwmbi jako odpuzovavody a neistot. Také
se pidavaji do hasicich gm a hydraulickych tekutin (v letecké dop&av pouzivaji
se i pokovovani, vyrob polovodiid, fotografickych z#zeni a cisticich prostedki.
PFOA se pouziva jako emulgéatori psyrob¢ polytetrafluorethylenu (teflon) a dalSich
fluoropolymef [2, 3].

V roce 2004 byly v Kanaddotasreé zakazany fluoropolymery obsahujici fluorotelomerni
alkoholy a Norsko zakéazalo pouzivani PFOS v hdsiptoach, textiliich a impregraich
¢inidlech. V dnesni dabje pouzivani PFOS v Evropské unii omezenéraimi 2006/122/ES.

V kvétnu 2009 bylo na 4. konferenci smluvnich stran Btotmské amluvy o perzistentnich
organickych polutantech rozhodnuto otfazeni PFOS na seznam zakazanych latek
S omezenym pouzitim [3, 7].

Mezi prijatelné &ely pouziti PFOS a jeho soli pahag. antireflexni povrchova Uprava
pro polovodte, hydraulické kapaliny pro leteckou dopravu, pak@ni pouze v systému
uzawené smyky, hasici pny a hmyzi navnady [8].
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2.1.4. Vybrané PFAS

Perfluoroalkylové sloteniny tvai nekolik skupin, z nichz kazda obsahuje mnoho
jednotlivych homolo§ a jejich isomek. Zakladni rozdleni PFAS je do dvou primarnich
kategorii: nepolymerni a polymerni.idénttem meého z4jmu je pouze jedna skupina
nepolymernich PFAS, a to perfluoroalkylové kyselinpezi které pdt mimo jiné
perfluorokarboxyloveé a prefluoroalkansulfonové Kise[5].

Perfluoroalkylové kyseliny (PFAA) jsou vysoce pstentni latky, které jsou emitovany
do Zzivotniho prosedi bul piimo, nebo vznikaji néfmo procesem degradace
nebo metabolismu z prekurforByly Siroce vyuzivany jak v gmyslu, tak ve spéebnim
zbozi. V zavislosti na jejich disoc¢iai konstant PFAA vice¢i mére disociuji na anionty.
Disociovana a nedisociovana forma maji odlisSné kBire-chemické vlastnosti,
napr. perfluorooktanoéat je doe rozpustny ve vada ma zanedbatelnou tenzi par, zatimco
kyselina perfluorooktanova ma malou rozpustnostad a dostaténou tenzi par proékani
z vody do vzduchu [5].

2.1.4.1. Perfluorokarboxylové kyseliny

Obecny chemicky vzorec perfluorokarboxylovych kyse(PFCA) je GF2n+1COOH.
PFCA jsou koncovym produktem biotické a abiotick@mhdace witych PFAS prekurzd,
které zahrnuji fluorotelomerni alkoholy, fluorotelerni akrylaty, fluorotelomerni jodidy,
fluorotelomerni olefiny, N-alkyl perfluoroalkansaliamidy. PFCA s kratkyntetzci mohou
vznikat také atmosférickou degradacéityich prekurzod [5]. Strukturni vzorce vybranych
zastupd PFCA jsou znazowgmy na obrazkug. 3.

NejvyznamijSim zastupcem této skupiny je PFOARGCOOH). Jeji amoniovais byla
po mnoho let pouzivana jako nezbytné disper&nidlo pii vyrob¢ fluoropolymet,
nag. polytetrafluorethylenu (teflon). Do roku 2002 kyérfluorooktanoat amonny (APFO)
vyrakén mnoha spokaostmi po celém ¢ (USA, Belgie, Italie) pedevsSim procesem ECF
[5, 9].

Odhaduje se, Ze asi 80 % PFCA uvolych do Zivotniho prostdi pochazi z vyroby
a pouzivani fluoroplast velky podil na tom maji emise PFOA a PFNA [5].

PFOA je extrémé perzistentni v Zivotnim prdastdi a ve vzduchu @ize byt transportovana
na velké vzdalenosti diky svému dlouhému patu Zivota v atmosfé. Je detekovana
v pad¢, vzduchu, podzemni ved Jeji toxicita a bioakumutai potencial zpsobuji utité
obavy v souvislosti s Zivotnim préstlim a lidskym zdravim. Fyzikalfrchemické vlastnosti
PFOA jsou shrnuty v tabulae 1 [9].
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Perfluorodekanova PFDA \ / \ / \ / \ / !!
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/ \ / \ / \ / \ / \

Obrazeke. 3 — Nazvy, zkratky a struktury vybranych peflikarboxylovych kyselin
(upraveno podle [7])

2.1.4.2. Perfluoroalkansulfonové kyseliny

Perfluoroalkansulfonové kyseliny (PFSA) maji obeemprec GF.,+:SOH. Clenem této
skupiny je PFOS, kteryftpahl velkou pozornost v roce 2001, kdyZz byl popoetekovan
v biot¢, v lidskych tkanich atnich tekutinach. V roce 2002 néasledovalo uleni produkce
PFOS, PFHxS, PFDS a prekunzgejich hlavnim producentem, spofesti 3M. Nicmén
PFOS a jeho derivaty jsou nadale vy nag. v Cingé a mohou byt omezénvyuzivany
[5, 9].
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Obrazeke. 4 — Vzorec perfluorooktansulfonatu (PFOS) [6]

PFOS byl klasifikovan jako perzistentni, bioakuntivia, toxicka latka [5]. Stejajako
PFOA mize byt PFOS uvolmy do atmosféry transportovan na velké vzdalenbgtikalns-

chemické vlastnosti jeho draselné soli jsou shraugbulces. 1 [9].

Tabulkac. 1 — Fyzikala-chemickeé vlastnosti PFOA a draselné soli PFOSgueno

podle [9])
PFOS (draselna dl) PFOA
Registr&ni ¢islo CAS 2795-39-3 335-67-1
Vzhled (za pokojové teploty bily prasek bily prasSek/voskewila
a atmosférického tlaku) pevnd latka
Molarni hmotnost (g.md) 538,22 414,07
Rozpustnost ve vadari 25 °C 570 gisténa), 9,510° (¢istend)
(mg." 370 erstva)
Bod tani (°C) > 400 45-50
Bod varu (°C) neni gtitelny 188
Tenze par H 20 °C (mm Hg) 2,440° 0,017
Rozdtlovaci koeficient voda-vzduch < 210° neni dostupny
(Pa.mi.mol™)
Rozclovaci koeficient oktanol-voda neni ngtitelny neni ngfitelny
(log Kow)

Henryho konstanta (atm%mol ™)

3,0510°

neni ngfitelna*

Polctas Zivota

Atmosféricky: 114 dni
Ve voc: > 41 let (25 °C)

Atmosfeéricky: 90 dni
Ve vok: > 92 let (25 °C)

*\/ypo&itana Henryho konstanta pro PFOA je-405 [6].

2.1.4.3. PFAS s dlouhymietézcem

Jako perfluoroalkylové sl@eniny s dlouhymiretézci jsou Organizaci pro ekonomickou

spolupraci a vyvoj (OECD) definovany perfluorokaxglové kyseliny s 8 a vice uhliky

(ti. se 7 a vice fluorovanymi uhliky) a perfluorkahsulfonaty se 6 a vice uhliky. Rozdil

v pactu uhliki u €chto dvou skupin je proto, Ze perfluoroalkansultadifFSA) se Sesti uhliky
ma WtSi tendenci se biokoncentrovat a bioakumulovat pexluorokarboxylova kyselina

(PFCA) se stejnym pgoem uhlika [5].
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2.2. Perfluoroalkylové sloweniny v Zivotnim prostredi

V dusledku vyroby a pouzivani PFAS je Sirokad Skalahto slodenin detekovana
v Zivotnim prostedi, zvfatech i lidech. Jiz v roce 1974 byl v USA ve vzorciidské plazmy
detekovan metodou NMR organicky fluor.feBpokladalo se, Ze jeho zdrojem je
perfluorooktanovy anion nebo struktampribuzné sloteniny [10].

Zajem o tyto sloteniny ze strany &dci neustale roste a s rostoucim poznanim roste také
obava zdchto latek. Toto znepokojeni je tgpbeno mimo jiné tim, Ze PFAS spji
charakteristiku perzistentnich organickych poluiant jsou toxické, extrémnrezistentni,
bioakumulativni v potravnimfettzci a mohou mit dlouhy patas Zivota. Roste zajem
o perfluoroalkylové kyseliny s dlouhymétézci, které se ukazuji byt vice akumulativni nez ty
s kratkymi fettzci. Nag. PFOS a PFOA jsou mimédre chemicky a biologicky stabilni
v Zivotnim prostedi a neni znam zadnyifwzeny mechanismus degradagehto latek. Jsou
odolné vici biodegradaci, nepodléhaji metabolismu, atmodtérfotooxidaci, pimé fotolyze
a hydrolyze [2, 5, 9].

Studie prokéazaly, Ze jsou PFAS Siroce r$y v Zivotnim prosedi Wetné vzdalenych
oblasti od lidského osidleni a Ze&sesto vyskytuji v krevnim séru lidi. VSechna tat$tni
byla jednim z hlavnichtvodi omezeni produkce a emistkberych z nejvice pouzivanych
PFAS [2].

2.2.1. Vyskyt PFAS v Zivotnim prostredi

Perfluoroalkylové slokeniny byly detekovany celo&ové v riznych sloZzkach Zivotniho
prostedi, nap. v povrchovych a pitnych vodach v blizkosti vyrdim zavodu dchto latek,
pop. po uniku hasicich gm. PFOA byla stanovena v polétavém prachu v okéliodu
pro vyrobu fluoropolymaet. V padach byly ok latky nalezeny v blizkosti vyrobnich zavod
perfluoroalkylovych chemikdlii a na mistech, kdel bhaSen pozar. PFOA byla déale
detekovana v sedimentech, v odpadnich vodé&shkirenskych kalech a v odtocichtigtiren
odpadnich vod. Bkteré PFAA vetne PFOA byly zaznamenény také v arktickych ledovcich
[11].

2.2.1.1. Voda

Znxny podil emisi PFAS je uvain do povrchovych vod. PFCA byly zaznamenany
v moiské vod jak na hladig, tak v hloubkach [12]. Vzhledem k povrchoaktivnimu
charakteru PFAS Ize cekavat vertikalni gradient koncentrace (pokles kotace
s hloubkou) [1].

Ve sladké vod byly PFAS detekovany kekach a jezerech. Vy3sSi koncentrace byly
nalezeny v rmistskych oblastech a hlayv blizkosti bodovych zdréj (pramyslové oblasti,
Cistirna odpadnich vod). Hlavnimi analyty detekovanye vodach jsou PFOS a PFOA.
Jejich koncentrace ve vodach jsou obvykle v rozsatau1-100 ngd, ale v okoli bodovych
zdroji téchto latek se koncentrace mohou pohyba&dow v tisicich ngf [12].

PFAS se mohou vyskytovat v podzemni &gdko nasledek pouZivani hasicichnp
V podzemni vod jsou ot neiastji detekovany PFOS a PFOA. NejvySSi koncentrackto
dvou latek byly zaznamenanyeguevSim ve vodach po ndhodném uniku hasicigm p
kde dosahovaly koncentragidow v tisicich pg:f [6].
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2.2.1.2. Ovzdusi

Ovzdusi neni typické prasdi pro PFAA. Nkteré studie zaznamenalyifpmnost PFOA
v defovych nebo sthovych srazkach, coz nazmge pitomnost PFCA v atmosfé.
To mize byt zfisobeno bodovym zdrojemidhto latek v bezprostdni blizkosti vzorkowse,
moznou adsorpci PFCA na prachovéstice nebo atmosférickym transportem PFCA,
popipad: jejich ttkavych prekurzat, které se mohou transformovat na PFCA [12].

2.2.1.3. Pada

Piada je velmi heterogenni material, ktery se nachazpevném povrchu ZemOchrar
pudy je poteba \¥novat znanou pozornost. ily ubyva stavebnicinnosti, €Zbou,
znehodnocovanim oy riznymi kontaminanty. V{dé je omezena migrace latek,
coZz znamena, Ze lokalni zZi&eni se ve wtSim neritku projevi az po delSi deb
Dekontaminacefaly je slozity a velmi drahy proces [13].

Hlavni picinou vyskytu PFOS vimé a vodach je pouzivani hasicicing obsahem PFOS
pii poZzarech nebo ip hastskych cvéenich na letiStich a v chemickych tovarnach.
Odstraovani PFOS je minfadré nakladné. Donedavna neexistovaly praktickécmng
metody pro odstrami PFOS z kontaminovanychigh a podzemnich vod. V srpnu 2013
ziskala organizace ARCADIS patent na technologiasa PFOS. Principem této technologie
je degradace PFOS pomoci oxideeh a reduknich cinidel, které jsou biologicky
odbouratelné [14].

Dale se mohou PFCA dostavat dédp pomoci mokré, pdfpad suché atmosférické
depozice [12].

2.2.1.4. Sedimenty

Perfluoroalkylové sloteniny se sorbuji na sedimenty z vody {ek& i sladké). Studie
ukazuji nalezy v sedimentethdow ve stovkach pg:y[12].

Sorpce PFAS na sedimenty je owilbwana tiznymi parametry. Hlavni vliv ma obsah
organického uhliku v sedimentu, coz dokazuje vyzhgarofobnich interakci. Sorpce PFAS
roste také s rostoucim obsahem vapenatychiians klesajicim pH, coz naznge vliv
elektrostatickych interakci. Vifpad pH se jedna pra¥gpodobré o zneny naboje sorbentu
spiSe neZ o protonaci nebo deprotonaci sorbatu [15]

Co se tye struktury PFAS, tak dominantni vliv na sorpci delkaietzce. S rostouci
délkou fettzce roste sorpce. Kramdélky rettzce ma vliv také funini skupina.
Perfluorosulfonat se sorbuje sijn nez analogicky perfluorokarboxylat. Tento rozgd
pravdépodobré zpisoben mirty vétSi velikosti sulfonatové skupiny, a tim @&co WtSi
hydrofobicitou [15].

Sedimenty jsou wezité pro stanoveni koteého osudu a distribuce PFAS v Zivotnim
prostedi. Byla zaznamenana rostouci koncentrace PFAntickych organismech,
coz naznéuje biodostupnost PFAS adsorbovanych na sedimemtbpntické organismy.
Zkoumani této biodostupnosti tite napomoci i posouzeni, zda sediment slouzi jako
dlouhodoby a stacionarni zdroj PFAS pro biosféf].[1
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2.2.1.5. Cistirenské kaly

Kal vznika jako nevyhnutelny odpadni produkt §sténi odpadnich vod. Tvo priblizné
1-2 % objemucisténych vod, je v 8m vSak obsazeno 50-80 %aivpdniho zneisteni
[16, 17].

Cistirenské kaly jsou bohatym zdrojem organické hymatvin (hlavré dusik a fosfor)
a stopovych prvik a mohou tedy zlepSovat fyzikéhehemické a biologické vlastnostiigh
Z toho divodu pedstavuji stabilizované odvogre cistirenské kaly vhodny typ hnojiva
pro zend¢délskou mdu. Mohou byt pouzity jako hnojiva Bupiimo nebo po fedchozim
kompostovani [18—20].

Hlavnim omezenim vyuZivani Kal zengd¢lstvi je obsah cizorodych lateké¥ké kovy,
organické chlorované latky, PAHs, farmaceutika,nctkélie z domacnosti atd.) &fmnost
patogennich mikroorganism[20]. V cistirenskych kalech se také mohou nachazet PFAS,
piedevsim PFOS a PFOA. NejvysSi koncentrace bylynpeany ve nistech, kde jsou tyto
latky vyrakEny nebo pilmyslow pouzivany [6].

Perfluoroalkylové slokeniny se dostavaji do kak odpadnich voddem procesudisténi.
Predpoklada se, Ze sorpce PFAS na kal je hlavnim amésinem odstrami téchto latek
z odpadnich vod.fPtéto sorpci se uplatiji jak hydrofobni, tak elektrostatické interaked].

~ elektrostatické interakce

hydrofobni interakce

{ O

Obrazeke. 5 — Znazoreni sorpce PFAS néstirensky kal (upraveno podle [21])

Sorpce PFAS je zavisldA na mnoha parametrech.éNejvliv ma mnoZstvi protein
obsaZzenych v kalu, jelikoZz PFAS se mohou na prgteitadno vazat.fRomnosti proteith
se kaly liSi od sedimeinta proto je odliSné také s@rg chovani PFAS wthto dvou matric.
DalSim parametrem, ktery m& vliv na sorpci PFASdétka alkylovéhaettzce. S rostouci
délkoutettzce PFAS roste sorpce. Zde se v 8o procesu uplétji hydrofobni interakce
[21].

16



Rostouci adsorpce byla st&jjmako u sedimeritpozorovana s rostouci koncentraci vapniku
a s klesajicim pH. PFAS mohou s kationty vapnilafit\kkladné nabité komplexy, které jsou
dale sorbovany na zapermabity kal, popipact mohou byt kationty vapniku sorbovany
piimo na kal a tim redukovat z4porny naboj povrchiw kaodpudivé elektrostatické sily.
Kyselé pH ma prawpodobré za nasledek zneutralizovani negativiabitého povrchu kalu,
a tim dojde k odstrani elektrostatickych odpudivych sil. DalSim vysledk pisobeni pH je
rozpad proteifi v alkalickych podminkach [21].

Perfluoroalkylsulfonaty =~ vykazuji  podst&tn siln¢jSi  sorpci nez  analogické
perfluorokarboxylové kyseliny (n&pPFOS se sorbuje vice nez PFOA) [21].

2.2.1.6. Krmiva

Jednou z vyznamnych sloZzek krmiv zt&ného fivodu byva rybi mogka a rybi tuk. Rybi
mouka je sypky materialifpraveny z ryb a odpadu vznikléhei gpracovani ryb. Typicky
obsah tuku je 2—-20 %, proteinu 60—72 % a suSina mkolo 90 %. Druhy ryb pouzivané
pro vyrobu rybi mo&ky jsou nap. Sproty, modra treska, norska treskad’sbedalSi [22, 23].

Rybi mouka a rybi tuk jsou hlavni seasti krmiva pro ryby, ale flavaji se také
do kompletnich krmiv pro kiky a psy. Také krmivo pro zidta s jednim Zaludkem, jako
nap. dribez a prasata, ivie obsahovat &kolik procent rybi motky nebo rybiho oleje,
ale pouzivani rybi maiky do krmiv pro skot je v Evropské unii zakazana][2

Obrazek’. 6 — Rybi madka [23]

Byla provedena studie zjigjici vyskyt PFAS a dalSich POPs v rybich @ach v zemich
EU. Nejvy3si koncentrace PFAS byly nalezeny ve ofbr z Danska (aZz 20 ugiky
a nefastji detekovanou latkou byl PFOS (s podilem az 91eé4%ch PFAS). KrotnPFOS
byly ve vzorcich nalezeny také PFUnA a PFTrA. Kariace PFAS v rybich mdokach
zavisi na druhu ryb a na oblasti vylovu. PFAS jgbitomny v odtoku Zistiren odpadnich
vod, a proto byly vySSi koncentrace PFAS #&mny v rybach z oblasti recipientu odpadnich
vod [22, 24].
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V Evropské unii prozatim nejsou limity pro koncewir PFAS v krmivech. V budoucnu
by mgla byt wnovana ¥tSi pozornost {wodu a cisto krmnych surovin pouzivanych
do kompletnich krmiv fedevsim kuli potencialni hrozb vstupu PFAS a dalSich
kontaminani do potravnihdetézcecloveka [22, 24].

2.2.1.7. Potraviny

Nejcastji byvaji PFAS analyzovany v rybach. Ryby mafizmivé vlastnosti pro lidské
zdravi a konzumace ryb je celétwé doporiovana. Ale ryby jsou také vyznamnym
zdrojem PFAS a dalSich Skodlivych latek (haPCDDs/Fs, PCBs, PBDES) v lidské strav
[22].

Aby bylo moZzné posoudit riziko spojené s expozitoveka perfluoroalkylovymi
sloweninami prosednictvim potravy, EFSA dopatuje jejich sledovani v potravinach. Jsou
sledovany pedevSim PFOS a PFOA, ale jeigta se zagfit i na jejich prekurzory jako jsou
perfluorooktansulfonamidN-ethylperfluorooktan sulfonamidoethanol a 8:2 flhietomerni
alkohol a dalSi podobné PFAS [25].

NejvysSi koncentrace v biovykazuje PFOS, ale byla zaznamenana tékémnost PFCA
a jejich koncentrace obvykle rostla s délkettzce. Byl pozorovan trend vySSi koncentrace
PFCA s lichym pétem uhlika (C9, C11 a C13) [26].

2.2.1.8. Zvirata

U zvifat byly koncentrace PFAA zjidvany gedevSim v jatrech a krvi. Nejvyssi
koncentrace byly obvykle nalezeny v jatrechiatwizivicich se rybami Zijicich v blizkosti
pramyslovych oblasti. V Severni Americe byly stanovergyvysSi koncentrace ve vzorcich
jater norki, delfini, polarnich medsdi a lachtaf. V Evropé byly zaznamenany vysoké
koncentrace v jatrech lachtgnahdt a tresek. Extréninvysoké koncentrace PFOS byly
nalezeny v Belgii v jatrech mysi Zijicich v blizkoszavodu pro vyrobu fluorovanych
chemikalii. PFAA byly detekovany také v organismedéijicich v oblastech Arktidy
a Antarktidy [11].

2.2.1.9. Clovék

Globalni kontaminace ¢émito latkami byla poprvé demonstrovana
na perfluorooktansulfonové kyseiinV roce 2001 bylo zjigho, ze PFOS, PFOA a dalSi
perfluoroalkylové sloteniny byly gitomny ve zn&ném mnozstvi vzorklidské krve [5].

Monitorovani lidi, kt& jsou v kontaktu s perfluoroalkylovymi latkami poare,
prokazalo, Ze urovekoncentrace PFOS a PFOA jhtizné o jedeniad vySSi nez udiné
populace. PFAA byly néastji detekovany v krvi (pop v plazné nebo krevnim séru),

v matéském mléce nebo jatrech. Na§gji detekované analyty byly PFOS, PFOA a PFHxS.
Vysledky studii z USA a Japonska naamg Ze muzi maji vysSi pmérné koncentrace
PFOS, PFOA a PFHxS nez Zeny.ugpby lidské expozice jsou stale zkoumany, mozné
zdroje zahrnuji pitnou vodu, prach, jidlaédevSim ryby) a nadobi [5, 11].
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2.2.2. Zdroje PFAS v Zivotnim prostredi

Perfluorované latky se do zZivotniho ptesti dostavaji prosdnictvim antropogenni
¢innosti. Rimé zdroje jsou emise PFASéHEm jejich Zivotniho cyklu od vyroby
pies pouzivani az po jejich likvidaci¢etne emisi z vyrobk, ve kterych jsou PFAStHtomny
jako neistoty [3, 5]. Nap. pouzivani PFAS jako pomocné polymetiziacinidlo zpisobuje
jejich emise do Zivotniho prasdi. Asociace evropskych vyrabplastt (APME) odhaduje,
Ze celoswtova produkce fluoropolyméremituje 61 % dchto cinidel do vody, vzduchu
apidy a 16 % je pitomnych v produkovaném polymeru. Tudiz jak vyrotak pouzivani
fluoropolymefi méa za nasledek emise PFAS do pextit[6].

Perfluorooktanoat amonny (APFO) byl pouzivah ywyrob¢ fluoropolymeti. Vyraksl
se hlavi procesem ECFipdevsim v USA, Belgii a Italii. Jeho emise v ro€®@ ze zavodu
v USA byly odhadovany na cca 20 t (5-10 % jeho pkoeé) a z toho bylo asi 5 % emitovano
do vzduchu a 95 % do vody. Po roce 2002 po téoinvyroby procesem ECF v USAczady
emise znatekhklesatradow z tun na kilogramy za rok [12].

Jako pomocné&inidlo pro vyrobu fluoropolymeér je pouzivan také perfluorononanoat
amonny (APFN). Ten je vyréh predevSim v Japonsku oxidaci fluorotelomernich otefin
Jeho emise do ovzdusi a vody jsdibl¥né 10 % vyrobeného mnoZstvi [12].

Fluoropolymery na bazi PTFE jsou prodavansedevsim jako granule nebo pelety,
ale asi 16 % se prodava jako vodna disperze, ktesahuje APFO. Asi 38 % tohoto APFO je
emitovano do progedi. Vyroba fluoropolymérje zarderg nejwtsSim gimym zdrojem emisi
PFCA do Zivotniho prostdi [12].

Neptimé emise jsou PFAS vznikajici transformaci pre@uirzv Zivotnim prostedi,
zvitatech nebo lidech, napPFOA vznika biotransformaci 8:2 fluorotelomerniai&oholu
nebo kyselina perfluorobutanova vznika atmosfénickalegradaci perfluorobutan-
sulfonamidoethanolu [5].

- 57 % Vyroba fluoropolymeri - APFO
- 17 % Vyroba fluoropolymeri - APFN
10% " 10 % Vyroba APFO
5 % Disperze fluoropolymeri - APFO
- 4 % AFFF, primyslové a spotieni vyuziti - PFCA
5% B 3 % Vyroba APFN
B 1 % Produkty POSF - PFCA netistoty

- 1 % Degradace surového materialu fluorotelomert

4%

4

% - 0.3 % Fluorotelomerni produkty - PFCA necistoty

1%1% - 0.3 % Zpracovani fluoropolymeri - APFN

0.3% 0.3 % Degradace surového materialu POSF
os%o3% > I 03 9% AFFF na bazi POSF

Obrazeke. 7 — Procentualni zastoupeni emisi PFCAzngch zdraj (upraveno podle [12])
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Obrazeke. 8 — Zastoupeni emitovanych PFCA v roce 2000 paélleyretezce €islo v grafu
znamena péet uhliki v molekule) [12]

2.2.3. Osud PFAS v Zivotnim prostedi

Perfluoroalkylové slogeniny se v Zivotnim prodi chovaji odlis&é od nepolarnich
a mirre polarnich organickych polutant ProtoZe jejich molekula obsahuje oleofobni
a hydrofobnicast, PFAS se neakumuluji v tuku ani se nesorbug@rganickou hmotu. PFAS
jsou ve své podstapolarni latky. PFOS a PFCA v zavislosti na svéd&ni konstant jsou
v Zivotnim prostedi gitomny pgevazre jako disociované soli. Proto mohou mit &ma viiv
na jejich distribuci elektrostatické interakce. Jadtické membrény, tak abiotické sedimenty
maji na svém povrchuizné polarntasti, se kterymi ize dochazet k interakcim [6].

Po uvolréni do Zivotniho progedi se PFAS sorbuji na abiotické sloZky jako sedinial,
puda. Nekteré latky se mohou bioakumulovat a jsou toxickép. PFOS, jehoZz sorpce
na sediment a kal je velmi silnd. PFOS a PFOA pholife rozpustné ve vé&da maji nizkou
tenzi par, tudiZz nejsouftitiS ochotné pechazet z vody do vzduchu. Pro PFOS jsou tedy
nejvyznamgjSi slozky Zivotniho progedi voda, sediment, kal a biota. Voda je cilovou
slozkou pro PFOA [3, 6].

Na bioakumulaci m& podstatny vliv délka perfludkgbového fettzce. Slodeniny
s patem uhliki 8 a vice jsou obvykle bioakumulatijgi nez slogeniny s mensim ptem
uhlika. Urcitou vyjimku tvai PFOA, kterA ma pouze 7 perfluorovanych uhbliédle v lidské
krvi se akumuluje snadno [2].

2.2.3.1. Transformace a degradace

Jak uz bylo zmigno, PFAA jsou odolnéiti kyselinam, zasadam, oxidam a v Zivotnim
prostedi nepodléhaji metabolismu ani biodegradaci. Psetqgiedpoklada, Zze odbouravani
téchto latek pomoci biodegradace je zanedbatelné [12]

Transformace perfluoroalkylovéhetézce postupuje velmi pomalu, protoze vazba uhlik-
fluor je nejsilrgjSi jednoduchou vazbou s uhlikem. PFOS a PFOA kamcové degradai
produkty perfluoroalkylovych slaenin vyrobenych procesem ECF. Prekurzorem pro PFOS
je nagiklad 2-N-ethylperfluorooktansulfonamidooctova kyselina [27Fluorotelomerni
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alkoholy (nap. 8:2 FTOH) mohou byt transformovany na PFOA. Ukazse, Zze PFOS
a PFOA uz dale nedegraduiji, nejsaipielné gimou fotolyzou a nepodléhaji ani hydrolyze.
Nepima fotolyza ve vzduchu reakci s OH radikalyazm hrat witou roli v rozkladu
fluorovanych chemikalii [6].

2.2.3.2. Transport
PFAS byly namsieny v krvi arktickych zwiat, mdskych ptdk a dalSich druln zvirat,

které Ziji na mistech vzdalenych od lidského osiidldako vys#tleni vyskytu &chto latek
ve vzdalenych oblastech se objevily¢dilavni teorie transportu. Prvni teorie je dalkovy
transport pomoci oceanskych prdudktera je podpena nalezy PFAA ve vodach
Atlantského a Tichého oceénu [2, 11].

Druha teorie zahrnuje atmosféricky transp@katvych PFAS (nap fluorotelomernich
alkoholi) a jejich naslednou transformaci na PFOS a PFOAto Ttransformace je
pravdépodobré dulezitym zdrojem PFAA ve vzdalenych oblastech [2, 13]. Z atmosféry se
mohou PFAS dale transportovat pomoci mokré,fipapt suché atmosférické depozice

na padu nebo do povrchovych vod [12, 28].

2.2.4. Toxicita PFAS

Po roce 2000 zalo byt Zejmé, Ze se PFAS vyskytuji v Zivotnim ptesti i v lidské krvi.

V n¢kolika studiich byla zkouména ekotoxicithito latek na vodni organismy. Zkoumany
byly predevSim PFOS a PFOA. Testy byly pros@gdnarasach, dafniich a rybach a vysledky
ukazuji, Zze PFOS jefstdreé akutré toxicky a mir chronicky toxicky pro vodni organismy
(nag. pro ryby 96hEC50 = 7,8 mg) a PFOA je prakticky netoxickd (niappro ryby
96hLC50 = 300 mgl). Na zéklad ekotoxickych dat byla stanovena origmfamaximalni
piipustna koncentrace na 5 [ippto PFOS a 300 pd.pro PFOA [6].

Studie na zvwatech ukazuji, Zze PFOS a PFOA jsdijimany oralré a Spatg se eliminuji,
nejsou metabolizovany. @bsloweniny jsou distribuovany tpdevSim do krevniho séra,
ledvin a jater, ficemz koncentrace v jatrech byvékolikrat vyssi nez v séru [11].

Byly provadny studie chronické expozice krys a prindatkou PFOS, které ukazaly
pokles Elesné vahy, rostouci vahu jater, redukci choleieacstrmou kivku davka-odpovd
pro mortalitu. Bylo zji&no, Ze PFOA je slabkarcinogenni a u hlodatrcbyla expozice
PFOA spojovana se zvySenym vyskytem tumoru jali@iyky a varlat, spolu se ztratou vahy,
zwétSenim jater a zeémami v metabolismu lipiel U biezich mysi, kterym byla podavana
PFOS nebo PFOA, dochazelo k neonatélnimu amrtieddkci Gstu gezivSich mld’at [2].

Pouziti laboratornich zkat pro odhad potencialniho zdravotniho rizika plovéka je
obtiZzné, jelikoz toxikokinetika jednotlivych PFA® syrazi liSi mezi fiznymi druhy zufat
a dokonce jsou zde rozdily podle pohlavi v ramdng@ho druhu. Nap polatas zivota PFOA
u samice krysy jeifblizné 4 hodiny, zatimco u samce je to t#b dni. U pf je to 8-13 dni
u samic a 20-30 u saihcOdlisné je to u mysSi, u kterych je tento pele 17-19 dni,
ale rozdil mezi pohlavimi neni takegmy [2, 11].

Také byl zkouman vliv PFAS na zdravotni stav pradky, kteri jsou pravidels
v kontaktu sdmito latkami. Vysledky d&chto studii jsou ale sporné a néfazné, proto je
tézké z nich udlat konkrétni zagry [2].
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Do lidského organismu mohou PFAS pronikat aofalnnhalaci nebo dermain
V organismu se vazou na proteinovou slozku tkaakamuluji se v krevnim séru, jatrech,
ledvinach a méovém nEchyti. Také byla zaznamenana detekovatelna mnozstviSPFO
a PFOA v pupénikové krvi, coz nazraje prestup &chto chemikalii placentou [11].
Z organizmuclovéka jsou PFAS postugnvylucovany, ale kuli stalé expozici nejsou zcela
eliminovany. Redpoklada se, Ze polovinufijptého mnozstvi PFOS vylou ¢loveék
za cca 9 let a PFOA za 1-3 roky [3].

V roce 2010 bylo Evropskymi@dem pro bezgaost potravin (EFSA) vydano dopdani
0 monitorovani fitomnosti PFAS v potravinach (2010/161/EU). EFSanstil tolerovatelny
denni gijem na 0,15 pg na kg za den pro PFOS a 1,5 ug za ken pro PFOA [3, 7].
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2.3. Stanoveni perfluoroalkylovych slogenin

2.3.1. Matrice

Perfluoroalkylové sloteniny byly zaznamenany v cef@dt environmentalnich matric
véetns bioty, vody, vzduchu, kalu, sedimentu@&y. Negastji detekované PFAS v Zivotnim
prostedi jsou PFOS a PFOA [6, 29].

V zavislosti na zkoumané matrici se pro dosazepémp&Ech vysledk musi zvolit vhodna
extrakeni a cistici metoda. Nap pida, cistirenské kaly a krmiva jsou komplexni matrice.
Muze dochazet kiznym interakcim mezi jednotlivymi slozkami a taibe zkomplikovat
dosazeni spolehlivé kvantitativni analyzy [29].

2.3.1.1. Ovzdusi

V ovzduSi se &Sinou stanovuji kavé PFAS, nap flurotelomery a polyfluorované
sulfonamidy. Pro odly vzorki jsou pouZzivanyizné vzorkovaée, nap. s polyuretanovou
penou, polystyrenovymi pryskicemi nebo filtrem z femennych viaken [1].

Filtry a pryskyice se naslednextrahuji organickym rozpoustiem [1].

Upevnéni Nerezovda komora

|

i

1

Cirkulace vzduchu Polyuretanovy filtr

IR

Obrazeké. 9 — Schéma pasivniho vzorkéeavzdusi s polyuretanovym sorbentem [30]
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2.3.1.2. Voda

Pfi vzorkovani vody musi byt bran v dvahu povrchaaktivni charakter PFAS a je
zapotebi se vyhnout ztratam diky adsorpci a absorpgpi(nse nesmi pouzivat skkare
nadoby). Také nesmi byt pouzity materidly s obsalieimropolymefi a @i konzervaci
vzorka se nedoportuje formaldehyd kili potlaceni analytického signalu [1].

Vzorky vody mohou byt extrahovany metodou iontovgt@ovani nebo fimo pomoci
SPE popipact SPME [1].

Pro stanoveni PFOS a PFOA ve ¥oekistuje normaCSN 1SO 25101 Jakost vod -
Stanoveni perfluoroktansulfonatu (PFOS) a perflamoatu (PFOA) - Metoda pro
nefiltrované vzorky s pouZzitim extrakce tuhou fazkapalinové chromatografie/hmotnostni
spektrometrie [31].

2.3.1.3. Abiotické pevné matrice

Mezi tyto matrice pdt pada, sedimentgistirensky kal, prachovéastice. Stej& jako
u vody mohou PFAS v sedimentech vykazovat vertikdistribuci, tudiz je pdgeba wtSi
odkér a disledna homogenizacetiRzorkovani je opt treba vyhnout se fluoropolymernim
materiatim [1].

Analyzacgistirenskych kal je obtizny ukol vzhledem k slozitosti této matrac8€iroké Skale
slowenin, které mohou Zgobit interference [32].

Pevné matrice jsouétsinou extrahovany organickym rozpatgiem pomoci Soxhletu,
tlakové extrakce rozpou&tiem nebo sonifikace, ale Ize pouzit také iontoépani. [1].

Obrazeke. 10 — Fiklady vzorkové: pevnych matric [33]

2.3.1.4. Potraviny a biotické matrice

Potraviny a biota jsou také komplexni matrice @tyyim obsahem tuku a je pammé
obtizné najit extralni metodu, kterd by umoznila rychlou analyzu Sifakéozsahu PFAS
v iontové a neutralni fortn Testovano bylo iontové parovani, alefipp matric s vysSim
obsahem tuku ma tato metoda nedostatky v podolextrakce lipid a dalSich lipofilnich
sloZzek z matrice, které vyznagkomplikuji analyzu PFAS [26].

U alkalické hydrolyzy byly pozorovany étsi matricové efekty kui piitomnosti
koextrakfi z hydrolyzy lipichi (uvolnéni mastnych kyselin a glycerolu) a také byly
pozorovany interferenceagdevsim pro PFBA a PFPeA [26].
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DalSi extrakni metody pro analyzu PFAS v biofsou tlakova extrakce rozpotdtem
[34], mikroextrakni metoda vyuZivajici s&s tetrahydrofuranu svodou (75:25)
a modifikovana metoda QUEChERS, vhodna pro extrakatric s vySSim obsahem tuku
(nap. ryby, mléko) [26].

2.3.2. Extrakce vzorku

Pro extrakci PFAS z pevnych vzaérisou vyuzZivanyif hlavni postupy: iontové parovani,
alkalické S¢épeni a pouzititznych organickych rozpouftel ve spojeni se zdrojem energie,
nagr. zalfivani, zvysSovani tlaku nebo ultrazvuk. Jako rozp#lld mohou byt pouZita
nag. methanol nebo acetonitrilfipadré ve sngsi s vodou [7].

2.3.2.1. lontové parovani

Jako ionto¢ parovécinidlo je pouzivano tetrabutylamonium (TBA) s upeaym pH 10.
Uhli¢itan sodny se pouZziva jako pufr. TBA vyti/& anionty PFAS neutralni sléeniny, které
jsou extrahovany do methyl-terc-butyletheru (MTBI®Moci tepani. Po extrakci se odebere
organicka faze, ktera se odfoukd pod dusikem dbasu&nalyty jsou naslednrozpusény
nag. v methanolu nebo ve $si methanol/voda a finalni vzorek séefiltruje pres 0,2um
nylonovy filtr [10].

Tato metoda je poénné pracna a jsou ziskavany prémivé vytznosti, které kolisaji
od nizkych (<50 %) po vysoké (> 200 %),agpbené mimo jiné matricovym efektem.
Ten mize souviset s koextrakci lipich dalSich lipofilnich slozek [7].

2.3.2.2. Alkalicka hydrolyza

Tato extrakni metoda pouziva KOH nebo NaOH v methanolu. Hydroe pidan
ke vzorku a sis je po witou dobu tepana. Po alkalické hydrolyze je extrakt éeldh,
odebran ajcistén [7, 34].

Alkalicky rozklad napomah& extrakci PFAS odstram lipidt a proteiri pied extrakci.
Studie prokéazaly, Ze alkalicka hydrolyza poskyty8Si koncentrace PFAS ve vzorcich jater
nez iontové péarovani. Koncentra rozdily byly gicitany &innému rozkladu matrice
a uvolreni analyti ze vzorku [7].

2.3.2.3. Zrychleny Soxhlet

Na principu Soxhletova extraktoru pracujefizani B-811 (Buchi). Pevny vzorek
ve sklegné patrog je v prvni fazi extrahovan horkym zkondenzovanyozpoustdlem.
Po dosaZeni dité hladiny se pepnutim ventilu rozpou&dlo vypusti zgt do skrné baiky
spolu s rozpusghymi analyty [35].

Po této horké extrakci nasleduje v druhé fazi éxeastudend,ipkteré je vzorek sni&n
zkondenzovanym rozpousiiem, ale vypous$ti ventil je oteveny a rozpoustllo hned stéka
do baiky. Poslednim krokem je zakoncentrovani extrakiti, kberém je vypustni ventil
po celou dobu zd&eny, cisté rozpoudtdlo se hromadi v prostoru patrony a analyty
se koncentruji ve $bné baice.

Tato extrakni metoda je jednoduchda a oproti klasickému Souhpetrreérné rychla (doba
trvani extrakce je cca 1 hodina).
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Obrazeke. 11 — Extraktor B-811 (Bichi) [36]

2.3.2.4. Tlakova extrakce rozpouétlem (PLE)

Tato metoda vyuziva zvySené teploty a tlaku, agj@textrakce rychla &inna. Ri vyssSi
teplot€ roste rozpustnost latek v organickych rozpeédigch. V poérech vzorku jefffomna
voda, jejiz rozpustnost v organickych rozpeédich také roste a tim jsou analyty
dostupwjSi. ZvySeny tlak udrZuje rozposta v kapalném skupenstvi [35].

Pri extrakci pomoci PLE je vzorek v extkak cele umisiny do termostatu. Extrahi
¢inidla se pivadi pod tlakem a extrakt je jiman doésié naddoby. Jsou pouZivany teploty
50 °C az 200 °C a tlaky 5 MPa az 20 MPa. Vyhody téetody jsou vysSidinnost, mensi
spoteba rozpoustlel, kratSi doba extrakce (cca 20-30 minut) a msZrautomatizace
(nap. pfimé spojeni PLE s HPLC) [35].

Tlakova extrakce rozpou&tlem poskytuje lepSi v§Enosti nez alkalickd hydrolyza
aiontové parovani [7]. Nevyhodou této metody jseflonové souasti, které vlivem
vysokého tlaku a teploty mohou usiovat PFAS do extraktu a &gobovat tim jeho
dodat€nou kontaminaci.

26



Cerpadlo

ventil
termostat

ventil

extrakeni
cela ventil

o

sbérna
nadoba

Obrazeke. 12 — Schémarfstroje pro tlakovou extrakci rozpod@tem (ASE) (upraveno
podle [37])

2.3.2.5. Powleyho metoda

Tato metoda je rychla, jednoducha a spolehliva poeantitativni stanoveni
perfluorokarboxylovych kyselin v environmentalnicmatricich pevného skupenstvi.
Kombinuje alkalickou hydrolyzu a extrakci rozpoitiem podporovanou ultrazvukem
nebo tepanim. Fimérné vy€znosti této metody jsou vrozsahu 70-120 % s xelati
odchylkou mensi nez 20 % [29].

K navazenému vzorku jefigan NaOH a po 30 minutach je ke &npiidano extrakni
¢inidlo. Jako extraéni ¢inidlo Ize pouzit methanol nebo acetonitril (acdtin je
doporiovan pro biotické vzorky). Extrakce je provedenanpoi ¥epaky nebo pomoci
ultrazvuku. Po extrakci je s zneutralizovana ffganim potebného mnozstvi HCI.
Po odstecéni je odebran supernatant a nasledig&ni extraktu [29].

2.3.2.6. QUEChERS

Extrakéni postup QUEChERS (Quick, Easy, Cheap, Rugged %aft) je zaloZen
na extrakci analyt ze vzorku pomoci sési vody a acetonitrilu a jejich naslednéifegtupu
do acetonitrilové faze. Metoda bylayodre vyvinuta pro stanoveni rezidui pestitid ovoci
a zelenig. Pozaji byla metoda modifikovana pro analyzu matric $3fyn obsahem tuku.
Jak jiz ndzev napovida, tato metoda je rychla,gddohd, levna, a ve spojeni s LC-MS/MS
poskytuje pro stanoveni PFAS nizké LOQ v rozsah0®;0,013 pg.K§ a vyeznosti
v rozmezi 70-120 % [26].

Pfi tomto extraknim postupu se navazené mnoZzstvi vzorku smichali® Miodou
a po protepani a obohaceni vimim standardem se ke vzorkidida kyselina mravefi
a acetonitril. Poté je s¥m intenzivi tiepana. Nésledujetiddni MgSQ a NaCl a okamzité
protrepani, aby nedoSlo ke koagulaci siranu. Poredsti se odebere podil acetonitrilové
faze, ktery je dalemgcisten [26].
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Slabou strankou této metody je omezeiigsfup iontovych anal§tdo organické faze,
ale tento problém bylipkonan pouzitim acetatového nebo citratového pgufowpraveni pH
extraktu. Vyznamny vliv na vggnost ma obsah vody ve vzorku, a proto u va@lobsahem
vody mért nez 80 % musi byt vodd&igana. Pozitivni vliv na &innost ma kyselina mraven
pravdépodobré diky svémucasténému pestupu do acetonitrilové faze, coz zvysuje jeji
polaritu [26].

2.3.2.7. Mikroextrakce tetrahydrofuranem

Tato extrakni metoda byla pouzita pro stanovani PFAA v biotatk vzorcich (jatra
a svaly maskych ryb a ptak). Principem extrakce je smichani vzorku s malynohstvim
smesi tetrahydrofuranu (THF) s vodou (75:25). Vznikl#gspenze je po &itou dobu michana
pomoci vortexu a nasledrodstedtna. Podil odsedného extraktu je potérgnesen ¥mo
do vialky a analyzovan [38].

Jako analytickd koncovka byla v dané studii poukalT-MS, ale je mozné pouzit také
trojity kvadrupol. Extrakce je jednoduchd, rychl&@nna. Hlavni vyhodou je ipmérend
rovnovaha mezi polarnimi a nepolarnimi silami a nost ustanoveniiznych tyg interakci
s polarni skupinou PFAA. To umiiije extrakci PFAA s délkoietézce C4-C14 v iontové
i neutralni fornd. Pouziti malého mnozstvi rozpotdia umozuje vyhnout se kroku
zakoncentrovani. Vggnosti se pohybuji v rozsahu 85-111 %, relativnéredatnd odchylka
1-11 % [38].

2.3.2.8. Rychla methanolova extrakce

Metoda je zaloZena na extrakci biotického vzorku mhethanolu pomoci ieépéni
a naslednémtisténi surového extraktu metodou DSPE pomoci aktivnihf. VytéZnost
se pohybuje vrozmezi 81-107 %, coZz odpovidd pokada dopordeni komise
2010/161/EU (pozadovana ¥ynost 70-120 %) a RSD 3-12 % [39].

Tato extrakni metoda je jednoducha, velmi rychla a levna. Byarzena pro analyzii t
nejvyznamgjsich zastupic PFAS, tj. PFOS, PFOA a FOSA, ve vzorcich potravikrmiv,
ale mize byt pouzita také pro analyzu ostatnich PFAS.oletbyla vyvinuta v ramci
evropského projektu CONDENCE a byla validovana v souladu s rozhodnutinmise
2002/657/EC [39].

2.3.3. Cisténi vzorku

Po extrakci vzorku nasleduje proagsteni. Tento krok je zapeégbi gedevsim v fipadc
extrakce pomoci alkalické hydrolyzy nebo organi¢tkyozpou&tdel. Nefastji je pouzivana
extrakce tuhou fazi, ktera umaie izolaci a zakoncentrovani PFAS [7].

2.3.3.1. Extrakce tuhou fazi

Extrakce tuhou fazi se pouziva pro zakoncentrogaalyti a pro odstrai interferujicich
slozek. Principem metody je, Ze roztok analytu $wede do kontaktu se sorbentem,
ktery silrg sorbuje analyt, ale ostatni slozky sorbuje co éefinZachyceny analyt je poté
uvolnén zaltatim nebo eluci rozpoustiem [13].
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Pred pouzitim kolonky se &Sinou provadi aktivace sorbentu (solvatace fazeam@
na sorbentu, aktivace dmice iontl) s naslednym vymytimipbytku ¢inidla. Poté nasleduje
naneseni vzorku na kolonku a @&tmhi analytu od matrice. DalSim krokem je promyti
sorbentu, které slouzi k odstean interferujicich slozek, ale nedochazi k eluovamalytu.

U malo zadrZzovanych anailyiize tento krok vynechat a kolonku vysusit proudplynu.
Poslednim krokem je desorpce koncentrovaného analgfastji eluci malym objemem
rozpoustdla [13].

Kondicionace SPE kolonky ~ Naneseni vzorku Promyti sorbentu  Eluce zajmovych analyti
[ ] ]I ]I ] I I ] ] 1 ]

'y
8 E B 5 &
T 0 U § @

% 33 ppl

Obrazeke. 13 — Znazoreni jednotlivych krok extrakce tuhou fazi (upraveno podle [40])

Vzorky pro stanoveni PFAS lzéstit a zakoncentrovat pomoci oktadecylsilikageldvy
kolonek (C18). Nejastiji je SPE vyuzivana u analyzy vody a pouzivané jsaonky WAX
(slabé ngnice aniont)), SAX (silné nénice aniont) a HLB (hydrophilic-lipophilic balanced)
[7], [26]. Tento proces je akkasow¥ narainy a mizou zde byt problémy u analys Sirokym
rozsahem fyzikalnich vlastnosti [29].

Uginnost ¢isténi pomoci SPE i¥e byt ovliviena slozenim matrice vzorku. Velké
mnozstvi sloZzek matrice e sowtZit se sorpnim materialem. Bylo pozorovano, ze WAX
kolonky jsou vice &nné, jelikoz z vody zachyti velky rozsah PFAS &¥¥iosti se pohybuji
v rozmezi 50-90 % (vyjimkou jsou neutralni FOSAST@HS). Nizsi vygznosti byly ziskany
také pro PFCAs s délkaetzce > C11 [7, 26].

Cisteni pomoci kolonek HLB vykazuje nizké ¥ghosti PFCA s kratkymiettzcem
(C4-C6) [26]. Také byl zaznamenan vyznamny matgcefekt potlgenim signalu PFOA
[7].

V piipact biotickych matric bylo pouzitim SPE dosaZzeno miSLOQ v porovnani
s iontovym parovanim, ale Zadna dnes dostupna SREBEKa neumokuje sodasné zadrzeni
vSech BZn¢ monitorovanych PFAS gipatelnou vygznosti [26].
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2.3.3.2. Mikroextrakce tuhou fazi (SPME)

Cistici krok pomoci SPME byl zkouman ve spojeni svadizaci extraki vzorki
pied analyzou PFCA pomoci GC-MS. Pro SPME je mozn&ipgolydimethylsiloxanové
vlakno (PDMS). Po derivatizaci vzorku se pomoci PBMakna sorbuji z rovnovazné plynné
faze (head-space) wreptji tckavé methylestery. Nasleduje tepelna desorpce \&&goh
latek @imo v injektoru plynového chromatografu [41].

Pist

®
Jehla propichujici
septum
I S
T = B
Jehla upeviujici ]
vlakno
Ii— Vldkno

| Kapalny (pevny)
vzorek

Obrazeke. 14 — Mikroextrakce tuhou fazi (head-space) (upnavpodle [42])

2.3.3.3. Disperzni extrakce tuhou fazi

Disperzni extrakce tuhou fazi (DSPE) s vyuziti@sSkoveho aktivniho uhli je jednoducha,
rychla a @inna metoda&isteéni vzorku, pi které jsou dostate¢ odstragny nezadouci slozky
matrice. Aktivni uhli adsorbuje sléeniny diky disperzni interakci ns elektrony. PFAS
se sorbentem neinteraguji, nicrdévsSechny nefluorované aromatické slozky budouésiln
vazany na aktivni uhli. Diky tomuto kroku jsou adstny koextrakty ze vzorku a wWnosti
PFAS jsou konzistentni a reprodukovatelné [29].

V piipact extrakce vzorku pomoci QUEChERS se pro DSPE péauwstés sorbentu C18,
aktivniho uhli (ENVI-Carb) a MgSg Aktivni uhli nahradilo BZn¢ pouzivany sorbent PSA
(slaby n&ni¢ anionti), ktery pro tyto analyty neni vhodny vzhledem jicje kyselé povaze.
Sorbent C18 slouzi k odstram triacylglycerol a dalSich lipofilnich latek, které mohou
zanasSet analytické kolony nebo zvysit sorpci nénith PFAS. Siran hHecnaty zde psobi
jako vysouSedlo pro odstrami zbytkové vody, kterd komplikuje vyfmvani
a zakoncentrovani vzorku. Po pgegani a odsedkni je peciSteny extrakt odpsgen téngt
do sucha a rozpust v malém mnoZstvi methanolu [26].
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2.3.4. Analytické metody stanoveni

V minulosti byly snahy identifikovat PFOA a podoba®weniny v lidské krvi pomoci
NMR. Krom¢ toho existovaly také pracné a nespecifické metadieni organického fluoru
pomoci Zihani, ale ty byly brzo nahrazeny shé@macnymi technikami jako n&pdetekce
elektronového zachytu nebo mikrovinna plazmovalaeteTyto techniky rély vysoké limity
detekce a poskytovaly pouze origfma identifikaci cilovych analyt Byly pouZivany
piredevsSim pro hodnoceni kontaminace pracaynkteri byli v ¢castém kontaktu s danymi
latkami [2].

Pro studium toxicity PFOA bylo piwba stanovit jeji koncentraci v tkani gati a lidi. Byly
pouzivany metody stanoveni celkového organickélordl nebo bylo navrzeno pouZiti
radioaktivrie zna&enych materidl. Jednoduché, citlivé a specifické metody nebylgtdpné.
Limity detekce PFAS byly v minulosti omezovany méltivymi a nespecifickymi metodami
stanoveni, jako plynova chromatografie s plamenovwgmizatnim detektorem, plynova
chromatografie s detektorem elektronového z&chytuvysako&innd kapalinova
chromatografie s UV detekci [10].

V sowasné dob jsou PFAS nejpstji analyzovany pomoci ultraéinné kapalinové
chromatografie s tandemovou hmotnostni spektrom@ud doby, kdy je tato metod&ane
dostupnou, je mozné d&ht PFAS v biologickych a environmentélnich vzorcich
v koncentracich mensich neZ jsou jednotky ng.rl minulosti byl také velkym problémem
nedostatek standardnedostatek standardizovanych extrakh technik, nizké koncentrace
v matricich. S rostoucim zajmem o tyto latky se trfau za&aly objevovat vysocegiisté
standardy aizotopicky zwtené vnitni standardy. Podstatnse zlepSila spolehlivost
identifikace €chto slodenin a pesnost stanoveni [2].

2.3.4.1. Plynova chromatografie

Plynova chromatografie (GC) je analytickd separametoda, p které dochazi
k rozclovani slozek vzorku mezi stacionarni a mobilni i fdm zaklad adsorpce
a rozpousini. Mobilni fazi je inertni plyn (na&p vodik, dusik, helium), ktery zaiigje
transport latek kolonou, ale n&stni se separace. Jako zdroj pohybu se vyuzika@vilaspad.
Stacionarni faze je usplana v kolo& naphové nebo kapilarni. N&psgji jsou pouzivany
kapilarni kolony vzhledem k jejich vysSicianosti. Stacionarni faze zadrzuje jednotlivé
slozky vzorku v zavislosti na jejich distritnich konstantach. Volba stacionarni faze zavisi
na charakteru vzorku a na rozsahu teplot varucddg&ji pouzivané stacionarni faze jsou
na bazi polysiloxain[35, 43].

Analyzovany vzorek musi byt v plynné fazi, a prggo GC vhodné pro latky tepein
stabilni s teplotou varu do cca 400 °C [43].

Zakladni¢asti plynového chromatografu jsou zdroj nosnéhaglyegulace plynu, injektor
(nastikova komora), chromatograficka kolona, termosthgtektor, vyhodnocovaci #aeni
[43].
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Regulator

Obrazeke. 15 — Schéma plynového chromatografu (upraventeddd])

Ukolem detektoru je zaznamenat eluci jednotlivyddvek vzorku a generovat signal.
Detektor musi mit stabilni signal, velkou citlivosgchlou reakci na z#mu sloZzena eluentu.
NejznangjSi detektory v GC jsou plamenovy ionéré, detektor elektronového zachytu,
tepelr® vodivostni, plamenovy fotometricky a hmotnasspektrometricky. Spojeni plynové
chromatografie s hmotnostni spektrometrii je vedfi@ktivni technika pro analyzu slozitych
smeési organickych latek [43].

Plynova chromatografie iie byt pouzita mo pro stanoveni neutralnickavych PFAS
jako jsou nap perfluoroalkansulfonamidy, fluorotelomerni alkbhoebo olefiny [1].

Stanoveni perfluorokarboxylovych kyseliny v envinmentalnich a biologickych matricich
pomoci plynové chromatografie je sl@&@i kwili jejich nizké tkavosti. Pomoci chemické
derivatizace je mozné vytiib alkylestery &chto kyselin, které mohou byt separovany
plynovou chromatografii a stanoveny detektorem tedelového zachytu nebo hmotnastn
spektrometrickou detekci [29].

Jako derivatizéni ¢inidlo Ize pouZzit nap methanol [41] nebo isobutylester kyseliny
chlormravexi [45].

2.3.4.2. Kapalinova chromatografie

Kapalinova chromatografie (LC) je separatechnika, jejiz podstatou je distribuce slozek
vzorku mezi d¢ nemisitelné faze, mobilni a stacionarni. Mobilidd je kapalnd a na rozdil
od GC ma v sepataim procesu dlezitou roli. Jednotlivé slozky vzorku jsou #zné mfe
zadrzovany stacionarni fazi na zakigejich vlastnosti a tim jsou od sebe separovaloZkg
poté postup& opousti kolonu v witych ¢asech (reteini ¢as) a jsou registrovany detektorem.
Podle &chto ¢asi muzeme jednotlivé latky identifikovat. Kapalinovou romatografii
muzeme rozdliit podle principu separace na r&hlvaci, adsogni, gelovou permeai,
iontowe vyménnou a afinitni [43, 46].
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z6n dlenych na kolo& Mirou Einnosti kolony je poet teoretickych pater (bezroZma
velicinaN). Cim vétSi je p@et teoretickych pater, tim m&je rozsfena zona analytu, a tim je
kolona ®&inngjSi. Paet teoretickych patek je zavisly na délce kolongteknim case,
rychlosti patoku mobilni faze, velikostéastic naplg kolony, teplot a viskozi€ mobilni
faze. Pro praktickéagly Ize pro vypoet paitu teoretickych pater pouzit rovnici:

N = 5,54(£j , (2)
W50

kdews je Sitka piku v polovig vySky aVr je reterni objem [47].

Pro porovnani ginnosti kolon éiznych délek je pouzivan vyskovy ekvivalent teoketto
patraH (HETP — Height Equivalent to a Theoretical Plate

H=—, )

kdelL je délka kolony [47].

Chromatografickou separaci owlivji kinetické dje, které zjgsobuji rozmyvani ektnich
zbén, coz ma dopad na vysledny tvar piku a ¢ianost separace. Tytcj@ umozuje popsat
dynamicka van Deemterova teorie, ktetésyzuje rozmyvani eltnich zon tem nezavislym
aditivnim procesm: turbulentni (Miivé) diftzi, molekuléarni difuzi a odporu protigvodu
hmoty ve stacionarni a mobilni fazi. Vyskovy ekverd teoretického patra Ize poté vyjid
jako souet €chto dikich prispsvku:

2 1+ 6k +1k?)d
= n B unang 20 K 1)

2 5 3
u u  7(1+k) 24( 1+ k)

kde 1 je geometricky faktord, je velikost ¢astic napls kolony (pfimer), y je faktor
charakterizujici tvar kanaikv naplini kolony,Dn, je difuzni koeficient analytu v mobilni fazi,
u je linearni rychlost mobilni fazdsje reterni faktor ad: tlou¥ka filmu stacionarni faze
[46, 47].

Na zaklad van Deemterovy teorie jeilinost separace vyjéha jako vyskovy ekvivalent
teoretického patra zavisla na druhé moénielikosti ¢astic. Vyuziti menSickiaste&ek tedy
na jedné strah prindSi zvySeni &innosti kolony, ale na druhé stearvyrazré sniZuje
permeabilitu kolony, takZze se zvySuji naroky naupsi tlak nezbytny pro dosazeni
potrebného pitoku mobilni faze [46, 47].

Grafickym vyjadenim je van Deemterovaiikka (viz Obrazek¢. 16). Minimum
van Deemterovy ikvky odpovida nejnizsi hodnotH a tim i maximalni &innosti, které je
dosazeno ip pratokové rychlosti mobilni faze odpovidajici tomutoinimu. Optimalni
pratokova rychlost roste s klesajici velikoststic [47].
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Obrazeke. 16 — Znazoreni van Deemterovyikky [47]

Vysoko&inna kapalinova chromatografie (HPLC) vyuziva kglonplnéné malymi
casticemi sférického tvaru a jednotné velikosti {3® um). Ty rovnorrné vypliuji kolonu.
Uginnost je fadow v desitkach tisic pater na metr kolony. Pohyb itndkfdze zajiguje
vysoky vstupni tlak, u HPLC omezeny hodnotou ddv®a. Pro analyzu jsou geba jen
mala mnozstvi vzorku. V UPLC a UHPLC jsou pouzivaejikosti ¢astéek napli kolon
pod 2 um, vstupni tlak na kolddosahuje hodnot az 120 MPa [35, 46].

Zakladni casti kapalinového chromatografu jsaterpadlo, zasobnik mobilni faze,
odplynova® mobilni faze, davkowavzorku, kolona, termostat, detektor a vyhodnocovac
zaizeni [35, 43].

V dnesni dob se nejastji pouzivajicerpadla s déma pisty v sériovém usfadani, ktera
umoziuji bezpulzni tok mobilni faze na kolonu. Pro odghi mobilni faze se pouzivaji
piredevsim vakuové odpigpvace, které jsou rychlejsi,éinngjsi a levrgjSi nez probublavani
heliem. Pro davkovani vzorku jsou vyuZivany davkevscast&né pinénou smykou, které
umoziuji rychlou znénu davkovaného objemu vzorku. Kolona byva usmistv termostatu,
ktery udrzuje konstantni teplotuéhem chromatografické separace. Jako vyhodnocovaci
zaizeni se pouziva standardni osobriiifa® vybaveny pislusSnym softwarem [46, 47].

Detektor reaguje na zmu sloZzeni mobilni faze agwadi ji na signal. Jsou zapeli velmi
citlivé detektory, které kontinu&nzaznamenavaji latky vystupujici z kolony. &&eggji
pouzivané detektory jsou  spektrofotometricky  (UVSYDAD), fluorescetni,
refraktometricky, vodivostni, elektrochemicky a htmastré spektrometricky [35, 43].

34



Davkovaci
smycka

Injektor

é Odpad

Smésovac

éerpadlo \
drereed i
N 4 E
3 Kolona ' 7
£
H B LT ﬁ [ ‘ ]
| Odplynovac | | “'IhJL |
r@ Detektor VVE‘,OGHQCovam
zafizeni
Ce——

Zasobniky mobilnich fazi

Obrazeke. 17 — Schéma vysokéaného kapalinového chromatografu (upraveno podi)

Vyslednym zdznamem analyzy je chromatogram, na&ktgsou zaznamenany jednotlivé
signaly jako tzv. piky. Kvalitativni informace jeetertni ¢as piku (doba od nd&gtu
po maximum gislusného piku) a kvantitativni informace je plogtiku. Ri spojeni LC-MS
ziskame krora chromatogramu také hmotnostni spektrum [46].

Vyhodou HPLC je rozsah pouZitelnostiafbu byt analyzovany ionty, polarni i nepolarni
latky, sloweniny malo &kavé, tepeld nestabilni, vysokomolekularni. Dale Ize ovilbvat
separaci latek slozenim mobilni faze. Ta se naikaxtl GC vyznamé podili na separaci.

s

Nevyhodou HPLC je natméjSi instrumentace a sloZ§i mechanismus separace nez u GC
[35].

2.3.4.3. Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie (MS) je analyticka metshbaZici k uéovani hmotnosti atoin
molekul a jejich¢asti po jejich fevedeni na kladné nebo zaporné ionty. Je to vetmna
identifikaéni technika. Hlavni vyuZziti této metody je stopoaialyza organickych latek
a zjiseni jejich struktury [35].

Hlavni ¢asti hmotnostniho spektrometru jsou iontovy zdrajalyzator, detektor,
vyhodnocovaci Zézeni a vakuovy systém [43].

Viontovém zdroji vznikaji z molekul vzorku iontyExistuje fada zfisohi ionizace,
mezi nejznargSi a v sodasnosti nejastji vyuzivané paf elektronova a chemicka ionizace
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pro spojeni GC-MS (plynné vzorky) [43], dale elekirej, fotoionizace za atmosférického
tlaku, chemicka ionizace za atmosférického tlaku gpojeni LC-MS a MALDI pro ionizaci
pevnych vzork [46].

Analyzéator separuje vzniklé ionty podle jejich efeki hmotnosti, tj. podle po&énu m/z.
Zakladni typy analyzatérjsou sektorové, kvadrupol, sféricka iontova pésgarni iontova
past, analyzator doby letu, iontova cyklotronovaoreance s Fourierovou transformaci
a orbitrap [43, 49].

Kvadrupdl je nizkorozliSovaci analyzator. iaimezi nejoblibegsSi a nejrozgergjsi
analyzatory ato ztohoudodu, Ze je konstruke jednoduchy, spolehlivy ip provozu,
relativrie snadny na obsluhu a nenémy na Udrzbu. Sklada se z&yt tyci, z nichz d¢
protilehlé jsou vzdy vodivostnspojeny. Tye byly pivodre kruhového pitezu, ale v dnesni
dok® je vyrobci nahrazuji temi hyperbolickymi, které zvySuji propustnost go3ldi
rozliSeni analyzatoru [49].

Obrazeke. 18 — Kvadrupdl [50]

lonty vstupujici do kvadrupOlu se pohybuji v eledém poli, které ma stejnosimmou
a radiofrekvenni slozku. Porr téchto sloZzek utuje rozsah hmot, které jsou propimst
na detektor. lonty osciluji mezi elektrodami opa polarity. B urcité hodnok
radiofrekverniho nagti dosahnou ionty o tité hmotnosti stabilni trajektorie a ostatni ionty
osciluji s rostouci amplitudou. Pouze ionty se igtaktrajektorii dopadaji na detektor.
Hmotnost dopadajicich iaintlze menit zménou amplitudy radiofrekvemiho nagti spolu
se zngnou stejnosrirné slozky tak, aby jejich painzastal zachovan [43].

Jako detektor se pouZziva elektronovy nasolditery zaznamendva dopadajici ionty.
Na konverzni dynodu dopada iont a dojde k u#oiri—2 elektrof, které jsou potencialovym
spadem urychleny k dynddze které jsou po dopadu vyrazeny dalSi elektrangalSim
urychlenim a dopadem na dynody dochazi k zesiignak [43].

V hmotnostnim spektrometru je nezbytnosti vysok&uuan, jelikoZ srazkou iofit
s molekulami by dochazelo k jejich zaniku. Vysokgkwum je zaji¥no dvoustupovym
vakuovym systémem. &Sinou je prvni stupetvoren rot&ni olejovou vywvou s rotujicimi
lamelami a druhy stup@vori turbomolekularni nebo difuzni v§va [43, 49].
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Obrazeke. 19 — Turbomolekularni vgva [49]

2.3.4.4. Ultra-u¢inna kapalinova chromatografie s tandemovou hmotmiisspektrometrii
(UPLC-MS/MS)

Ultra-iEinné kapalinova chromatografie se od HPLC gbmal liSi. Proces probiha za velmi
vysokych tlak (cca 100 MPa), ktery je nutny vzhledem k malymmé&zim kolony (délka
2-15 cm, vnitni primér 1-4,6 mm) a malé velikostiastic (1,7 pop 1,8 um). Kvli témto
tlakim musi byt napl&kolon mechanicky odolné. Doba analyzy je ve srovséHPLC kratSi
(cca 5-10 min). UPLC ma menSi sfditu rozpousdel a tim i niz8i ndklady. DalSi vyhody
UPLC jsou zvySeni separad &innosti, nizSi meze detekce, vySSi citlivost a vice
kvalitativnich informaci [51].

Perfluoroalkylové slogeniny jsou v dneSni déb obvykle analyzovany pomoci
ultra-€inné kapalinové chromatografie s tandemovou hmataspektrometrickou detekci
[2], [7]. Tandemové usgadani MS umaiuje vybrat produktovy ion vznikly fragmentaci
molekulového iontu, coZz poskytuje vysokou selektivanalyzy a zarowe minimalizuje
chemicky Sum, coz vede k vyraznému snizeni meekdet Tento ®¥ici reZim se ozralje
MRM, tj. sledovani vybranychipchodi [10, 49].

Od doby zavedeni elektrospreje jako iofida techniky pro spojeni kapalinové
chromatografie s hmotnostni spektrometrii je ustaanstopova analyza PFAS. Analyza
touto metodou je vysoce citliva a specificka beznaosti chemické derivatizace [29].
V mnoha laboratidich se pro stanoveni PFAS standé&rgdauzivaji LC-MS systémy s trojitym
kvadrupélovym analyzatorem (QqQ). Trojity kvadrumgdl MS je jeden z nejvhodjsich
a nejroz&ergjSich detektar pro kvantitativni analyzu PFAS v environmentalniohtricich
diky jeho nizkym mezim detekce a selekéiwitMRM moddu. Sledované produktové ionty
jsou pro PFSA [S€) s m/z 80 a pro PFCA [M-H-COQ]7, 38].
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Déle se jako analyzatory vyuZivaji také sférickiénaarni iontova past a analyzator doby
letu (TOF) [7]. Sféricka iontova past je l&y&i varianta nez trojity kvadrupdl, je také schopna
provadt tandemovou MS a je vho#s8i pro objaséni struktury PFAS isomér
protoZe spektra obsahuji specifické produktovéyiode mozné gfeni v MRM modu,
ale fragmentace poskytuje specifické ionty¢si efektivni hmotnosti s nizkou intenzitou
aionty s malou efektivni hmotnosti (faB0) nemohou byt na sférické iontové pasti
sledovany. Tudiz Ize iontovou past vyuzivat pro rikfikaci PFAS v SIM mddu.
Pred analyzou je nutnéukladné ¢isteni vzorku pro odstrami koeluujicich interferef
kterécasto zjisobuji prostorovy naboj [38].

Hybridni analyzéatory (napQqLIT nebo QqTOF) se ukazuji byt vysoce citliveedektivni
diky kombinaci hlavnich vyhod dvouaznych analyzatdr Hlavni vyhodou QQgLIT je
dosazeni jednozuiaé identifikace a potvrzeni cilovych anaélyg nizkymi mezemi detekce.
Diky tomu je moZné dosahnout lepsich LOQ (aZ 0@kgt) v porovnani s QqQ systémem.
Analyzator je schopen pracovat dznych modech jako je sledovani vybranyadieghoad:
(SRM), sken produktovych ioftneutralnich ztrat nebo prekurzorovych foridalSi vyhodou
QqLIT je moznost M$[34].

Stale #Zistavaji otazky tykajici se kvantitativni analyzydizodu matricového efektu.
Vlivem netistot gritomnych v extraktu jsou kvantitativni vysled&gsto negiznivé ovlivnény
matricovym potléenim nebo zvySenim signalu. Po#ai signalu se vyskytuje,
kdyz koextrakty z matrice saifti s analytem o0 naboj a tim redukuji¢pb plynnych ioni
analytu dostupnych pro detekci. A naopak, pokud xka&ty usnaduji ionizaci
(napr. snizenim povrchového n#f) dochazi ke zvySeni signdlu. Pro kompenzaci
matricového efektu fZe byt pouZzita metoda izotopovétexkni, ktera vyuziva jako vriti
standard stabilni izotopické analogystusného analytu. Ty se v analytickém systému ajiov
stejreé jako nativni analyty a tim mohou kompenzovat vimatrice pozorovany u nativnich
latek, ale jsou velmi drahé vzhledem k jejich ndkka syntéze [29, 52].

2.3.4.5.Ultra-u¢inny kapalinovy chromatograf s tandemovym hmotnosinspektrometrem
ACQUITY UPLC-TQ MS Xevo firmy Waters

Systém ACQUITY UPLC je vybaven binarnim vysokotlakyterpadlem s tvorbou
gradientu ve vysokotlak&sti a vakuovym odphovatem. Pfitokova rychlost mobilni faze je
v rozmezi 0,01-2 ml.mih Maximalni tlak je 15 000 psi (103,4 MPaj priitoku 1 ml.min.
Pro davkovani vzorku je vyuzivan davkevacasténé plnénou smykou o objemu 10 pl.
Zasobnik vzork je termostatovany v rozmezi 4-40 °C. Kolona oe&l@&el5 cm je umisha
v termostatu, ktery je schopen ¥afat v rozmezi od 5 °C nad okolni teplotou az d°®@0
Systém nedisponuje konvarim detektorem, pro detekci je vyuzivan tandemawptmostni
spektrometr [53].

Hmotnostni spektrometr TQ MS Xevo (Waters) je vydrawelektrosprejem ZSpray.
lontovou optiku tvéi hexapol, analyzatory jsou dva kvadrupdly &tyi kruhového piiezu.
Mezi kvadrupoly je kolizni cela T-Wave/ScanWave.k\Wavy systém je tvi@n dv¥ma
turbomolekularnimi vygvami chlazenymi vzduchem a jednou totia olejovou vywvou.
Detektorem je fotonasahi Systém je schopen pracovat v médu plného sketenosani
produktovych ioni, skenovani prekurzorovych idntskenovani konstantnich neutralnich
ztrat a sledovani vybranych reakci (SRM a MRM). Hmostni rozsah je 2-2 048 m/z.
Skenovaci rychlost dosahuje az 10 000 DES].
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Obrazeke. 21 — Schéma hmotnostniho spektrometru TQ MS (Méaters)
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3.EXPERIMENTALNI CAST

Cilem této prace je optimalizovat exttak metodu pro stanoveni vybranych
perfluorokarboxylovych kyselin (PFHxA, PFHpA, PFOAPFNA, PFDA) a PFOS
v ¢istirenskych kalech, optimalizovanou metoddipravit a stanovit 21 vzotkcistirenskych
kali a zjistit koncentréni hladiny tchto latek.

DalSim cilem je optimalizovat extr&aki metodu a analytickou metodu stanoveni
pro detekci PFAS s dlouhynietzci (PFOA, PFNA, PFDA, PFUdA, PFDoA, PFTIDA,
PFTeDA, PFHxDA, PFODA, PFHxS, PFOS, PFDS) a stankencentraceéchto latek
v kompletnich a dogikovych krmivech a krmnych surovinach.

3.1. Chemikalie a standardy

» Deionizovana voda (Millipore)

» Methanol, pro LC-MS analyzu (Merck)

» Acetonitril, pro LC-MS analyzu (Merck)

* Hexan, pro organickou stopovou analyzu (Merck)

e Octan amonny, C¥COONH,;, pro LC-MS (Sigma-Aldrich)

» Hydroxid sodny, NaOH, p.a. (Lach-ner)

» Kyselina chlorovodikova, HCI, p.a. (Lach-ner)

e Aktivni uhli, Supelclean Envi-Carb (Supelco)

e Siran he#ecnaty, MgSQ, suSen H 100 °C po dobu 16 h, Ziharti 50 °C po dobu
16 h

e Chlorid sodny, NaCl, p.a. (Lach-ner)

e Sorbent ODS C18 (Agilent Technologies)

» Moisky pisek, Zzihanyip550 °C po dobu 5 h

* Kiemelina

 Smesny standard pro kvantifikaci PFAS (Wellington Ledtories): PFAS-MXA
(pro kaly) a PFAC-MXB (pro krmiva)

e Smesné izotopoy znaené standardy (Wellington Laboratories): imit standard
pro stanoveni kél (PFOA-13C4, PFOS-13C4), vhii standard pro stanoveni krmiv
(PFHxS-1802, PFOA-13C4, PFNA-13C5, PFOS-13C4, PARBE2, PFUdA-13C2,
PFDoA-13C2) a nasikovy standard (PFOA-13C8, PFOS-13C8)

3.2. Pristroje a pomicky

o Ultra-&inny kapalinovy chromatograf s hmotnostnim speketsam: ACQUITY
UPLC-TQ MS Xevo (Waters)

« Kolona ACQUITY UPLC BEH C18, 50 mm x 2,1 mm x 1 h{Waters)

» Analytické vahy (Sartorius)

» Ultrazvukova laze, Ecoson (Labicom)

» Extraktor ASE 100 (Dionex)

» Extraktor B-811 (Buchi)

» Centrifuga Sigma 2-16K (Sigma)

» Centrifuga (Eppendorf)

» Koncentrator Termovap (Ecom)
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» Vysokorychlostni michadlo, Vortex (IKA)

» Trepa&ka (Kavalier)

» Polypropylenové zkumavky (15 ml, 50 ml)

* Eppendorf zkumavky (1,5 ml)

 Stiikacky (2 ml)

» Stiikackové nylonové filtry (0,2 pum)

* Injekeni jehly

» Sklerené skrné nadoby a frity pro Bichi

* Nerezoveé patrony pro ASE o objemu 10 ml
» Shirné sklegné naddobky pro ASE

* Filtracni papir

» Pasteurovy pipety

» Automatické pipety

» Davkovae Hamilton bez teflonovéheédreni (50 ul, 100 pl, 500 pl)
» Polypropylenoveé vialky (2 ml; 0,7 ml; 0,3 ml)
» BéZné vybaveni analytické laboréto

3.3. Stanoveni PFAS Wistirenskych kalech

3.3.1. Testovani extralkénich metod

Pro optimalizaci extraii metody byly vybranyit vzorky kali a blank (mesky pisek).
Vzorky o navazce 1 g byly obohaceny 6 nginifio standardu a extrahovany do methanolu.
Pro porovnani &innosti extrakce vzork byly vybrany ti metody: tlakova extrakce
rozpoustdlem, zrychleny Soxhlet a modifikovand Powleyho adet

3.3.1.1. Tlakova extrakce rozpouddlem

Pro extrakci byly pouzity patrony o objemu 10 Mk dno patrony byl umi&t filtra¢ni
papir, na ktery byly navazeny 3 g jemnehoirského pisku a dale 1 g vzorku. Vzorek byl
obohacen vnihim standardem. Patrona byla dosypana‘skyon piskem a ilemelinou
a pevr zaSroubovana. Pro slepé stanoveni byla patronadmapgpouze miskym piskem.

Pristroj byl promyt methanolem, patrona byla vloZema pistroje a byla spu&ba
extrakce. Methanolovy extrakt byl sbirdn doérsié@ nadobky. Parametry extrakce
viz Tabulkac. 2.

Tabulkac. 2 — Parametry extraki metody PLE

Teplota 100 °C
Tlak 11,7 MPa
Doba predehrati 1 minuta
Pocet cykla 3
Doba cyklu 5 minut
Promyti 60 %
Doba ¢isténi dusikem 1 minuta
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Obrazeke. 22 — ASE 100 (Dionex)

Obrazeke. 23 — Extrakty ve gbnych nadobach

3.3.1.2. Zrychleny Soxhlet (Buchi)

Do sklergné patrony s fritou byl umigt navazeny vzorek, vzorek byl obohacen ivriih
standardem a patrona byla nasazena idstrpje na chladi Pro slepé stanoveni byl &p
pouzit mdsky pisek. Do sirné nadoby bylo nalito 80 ml methanolui&an varny kaminek.
Skérnd naddoba byla upetna do zavitu na varnou desku. Po nastaveni semstet spudtna
extrakce. Po extrakci byl vzorek zakoncentrovan @umBichi. Parametry extrakce
viz Tabulkac. 3.
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Tabulkac. 3 — Podminky extrakce metodou zrychleného Soxialeixtraktoru

Stupei ohievu varné desky 14
Stupei ohi‘evu horni plotynky 4
Doba extrakce za horka 20 minut
Doba extrakce za studena (prokapévani) 40 minut

Obrazeke. 24 — Extrakty slepého pokusu a realnych vzork

3.3.1.3. Modifikovana Powleyho metoda (sonifikace)

Vzorek byl navazen do polypropylenové zkumavky lhlacen vninim standardem.
Ke vzorku bylo pidano 0,5 ml roztoku NaOH v methanolu o koncent@@ mol.dn?.
Po dikladném promichani pomoci vortexu byl vzorek podeclstat po dobu 30 minut.
Poté byla provedena neutralizacgédanim 50 pl roztoku HCI v methanolu o koncentraci
2 mol.dm®. Vzorek byl nasledh extrahovan 5 ml methanolu v ultrazvukové laznidubu
15 minut. Po extrakci byl vzorek oéistén (5 minut, 5000 ot.mif) a odstedsny extrakt byl
pieveden pomoci automatické pipety do nové polypemWé zkumavky. Extrakce byla
zopakovana a druhy extrakt byigan do polypropylenové zkumavky k prvnimu extraktu

Obrazeke. 25 — Slepy pokus a extrakty vabrk
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3.3.2. Optimalizace ¢isténi extraktu

Po vSech extrakcich byly extraktyitepedeny do polypropylenovych zkumavek
a zakoncentrovany pod proudem dusiku pomoci koréatent (Termovap).

3.3.2.1. Cisteéni aktivnim uhlim

Pro zjiSéni optimalniho mnoZstvi aktivniho uhli pebného k feciSteni extraktu byly
testovany ot tti vzorky. Byly provedenyit paralelni pokusy s mnozstvim 25, 100 a 300 mg
aktivniho uhli. Extrakty byly zakoncentrovany najesh 2 ml a k extraktu bylo fjgano
konkrétni mnozstvi aktivniho uhli. Suspenze byltenaivre trepana po dobu 1 minuty.
Poté byla suspenze otltna a podil extraktu o objemu 1 ml byl odebran danz&vky
Eppendorf.

Obrazek’. 26 — ReciStené extrakty ve zkumavkach Eppendorf

3.3.2.2. Cisténi hexanem

Bylo vybrano 6 vzork, u kterych byly provedeny 2 paralelni metad§teni. Prvni série
vzorka byla po extrakci feciSténa pouze pomoci aktivniho uhli. Druha série bykipténa
tiepanim s hexanem a DSPE s aktivnim uhlim. Sérignapbi hexanovécisteni byla
zakoncentrovana na objem 3 ml. K extraktu byfiggny 3 ml hexanu a sfa byla intenziviy
titepana po dobu 1 minuty. Nasledovalo tetkini a odebrani hexanové faze. Methanolova
faze byla zakoncentrovana pod dusikem na objem&duiiSténa pomoci aktivniho uhli.

3.3.3. Finalni zpracovani vzorku

PreciStené extrakty ve zkumavkach Eppendorf byly zakonoediny pod proudem dusiku
na objem 0,5 ml. Naslednbyly obohaceny 3 ng ndi#tového standardu a dogimy
deionizovanou vodou na vysledny objem 1 ml. Takiprpvené extrakty byly promichany
pomoci vortexu, odsdiny a Zzfiltrovany pes stikatkové nylonové filtry (0,2 um)
do polypropylenovych vialek.
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Obrazeke. 27 — Extrakty po zakoncentrovani, obohaceni stedem a dopleni
vodou na 1 ml

3.4. Stanoveni PFAS v krmivech

Série vzork krmiv obsahovala kompletni krmiva na bazi obiloipro hospodé&ka
zvifata), kompletni krmiva ziweSného fivodu (pro domaci zidta, tji. psy a kiky),
doplikova krmiva ziv@iSného fivodu (pro domaci zvéta) a krmné suroviny (rybi meka).
Pro optimalizaci byl vybran jeden vzorek z kazdéumky krmiv. Vybrané vzorky
kompletnich a dopikovych krmiv byly obohaceny nativnhimi PFAS tak, abysledna
koncentrace analft ve vzorku byla 1 ngy Vzorky rybi mouwky nebyly obohaceny,
jelikoz se podle dostupnych informaci z literatpifgdpokladal firozeny vyskyt PFAS v této
matrici. Na &chto vybranych zastupcich krmiv byly testovany 3i%vd extrakni a Cistici
metody, vZdy verech opakovanich.

3.4.1. Rychla methanolova extrakce

Byly navazeny 2 g vzorku, které byly obohacenywrdthi PFAS a ponechany v digesto
do druhého dne. Druhy den bylo ke vzorkidagno 12 ng vniniho standardu a vzorky byly
extrahovany 6 ml methanolu pomoiggaky po dobu 15 minut.

Po extrakci bylo ke vzofkn pidano 340 mg aktivniho uhli a suspenze bykepéna
po dobu 1 minuty. Nasledovalo otstni vzorki (5 minut, 9 000 ot.mify) a z odsiedtného
extraktu byl odebran podil o objemu 1,5ml pomoafomatické pipety do zkumavky
Eppendorf.

Poté byly extrakty zakoncentrovany pod proudem kdusia 0,5 ml, obohaceny 3 ng
nastikového standardu adogimy deionizovanou vodou na vysledny objem 1 ml.
Po promichani byly vzorky odstiny (5 minut, 12 000 ot.mif) a pefiltrovany pges 0,2pm
nylonoveé filtry do polypropylenovych vialek.
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Obrazeke. 28 — Extrakty vzorkkrmiv zakoncentrované na 0,5 ml

3.4.2. Powleyho metoda

Byl navazen 1 g vzorku, ktery byl obohacen natiinfRAS a ponechan stat v digasto
do druhého dne. Druhy den bylo ke vaorkpiidano 6 ng vniniho standardu. Vzorky byly
extrahovany 5 ml acetonitrilu v ultrazvukové lazmp dobu 15 minut. Poté byly vzorky
odstedsny (5 minut, 5000 ot.mir), odstedsny extrakt byl odebran pomoci automatické
pipety do nové polypropylenové zkumavky a extrakgta zopakovana. Spojené extrakty
byly nasleds zakoncentrovany pod proudem dusiku na 2 ml pofeahovapu.

Obréazeke. 29 — Zakoncentrovani vzarkod proudem dusiku

Zakoncentrované vzorky bylyr@isSttny pomoci extrakce kapalina-kapalingepganim
s hexanem (2 x 2 ml). Poté byl extrakt zakoncemdmopod dusikem na 1 ml &episten
metodou DSPE imanim 100 mg aktivniho uhli arepanim smési po dobu 1 minuty.
Po odstecEni bylo odebrano 500 pkgisténého extraktu do zkumavky Eppendorf.
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Obrazeke. 30 — Extrakty feciStené pomoci aktivniho uhli

Vzorky byly obohaceny 3 ng néigioveho standardu a dogimy deionizovanou vodou
na vysledny objem 1 ml. Po promichani pomoci varteyly vzorky filtrovany pes 0,2um
nylonoveé filtry do polypropylenovych vialek.

3.4.3. QUEChERS

Bylo navadzeno 5g vzorku. Vzorky byly obohacenyivwrdimi PFAS a ponechany
do druhého dne v digesto Nasledujici den bylo ke vzoikn pridano 30 ng vniniho
standardu, 10 ml deionizované vody asrhyla protepana. Poté nasledovala extrakce 10 ml
acetonitrilu naiepace po dobu 15 minut. Po extrakci bylo provedenmigrsi pomoci si&si
4 g MgSQ a 1 g NaCl. Extrakty byly s touto $si ttepany po dobu 1 minuty a naslédn
odstedsny (5 minut, 9 000 ot.mif).

Obrazeke. 31 — Extrahovany vzorek po ogskni
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Po odstedEni byl odebran 2ml podil acetonitrilové faze. Teptalil byl FecisStén metodou
DSPE pomoci sisi 300 mg MgS@ 30 mg C18 a 15 mg aktivniho uhli. Extrakty byly
s touto snisi tepany po dobu 1 minuty a poté deskny (5 minut, 5 000 ot.mif).

Z odstedného extraktu byl odebran podil o objemu 1 ml danz&vky Eppendorf,
ktery byl zakoncentrovan na 0,5 ml pod proudem ldusVzorky byly obohaceny 3 ng
nastikového standardu a byly dogimy deionizovanou vodou na celkovy objem 1 ml.
Po promichani byly vzorky filtrovanyiges 0,2um nylonové filtry do polypropylenovych
vialek.

[ 4

Obrazeke. 32 — Odebrany podilgciSteného extraktu

Obrazeke. 33 — Finalni vzorky fedfiliraci zze vSechitmetod, rychla methanolova
extrakce (A), Powleyn wetododa (B) a QUEChERS (C)
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3.5. Stanoveni pomoci UPLC-MS/MS

Precisténé extrakty vzork kali a krmiv byly analyzovany metodou UPLC-MS/MS.
Pouzita kolona byla ACQUITY UPLC BEH C18, 50 mm 42 2nm x 1,7 um (Waters).
Pred nastkovy ventil byla z#azena izolatorova kolona s katalogovyiislem 186004476
(Waters) pro odstrani interferujicich PFAS, které se mohou wmlat z UPLC systému.
Teplota kolony byla 60 °C a objem nidlsti 5 pl. Mobilni faze byla slozena z deionizované
vody (2 mmol.dif CH;COONH,) a methanolu (2 mmol.df CH;COONH,). Eluce byla
gradientova a pitok 0,6 ml.mifnt v piipadt kali a 0,3 ml.mift v pripads krmiv. Elwni
programy jsou znazoény v tabulkackt. 4 a 5.

Tabulkac. 4 - Eluni program UPLC pro pitok 0,6 ml.mift(kaly)

¢as (minuty) A % (voda) B % (methanol)

0 70 30

0,2 70 30

1,8 15 85
2 0,5 99,5

3,8 0,5 99,5

4,3 70 30
5 70 30

Tabulkac. 5 — Eluni program UPLC pro pitok 0,3 ml.miff(krmiva)

¢as (minuty) A % (voda) B % (methanol)
0 50 50
0,5 50 50
2,5 0,5 99,5
5,5 0,5 99,5
6 50 50
I 50 50

Detekce a identifikace anailytbyla provedena pomoci hmotnostniho spektrometru
s trojitym  kvadrupoOlovym analyzatorem. lonizace aylprovedena elektrosprejem
v negativnim modu. MS detekce probihala v rezined®@Vani vybranychipchodi (MRM),
¢imz byla zaji&na selektivita analyzy. Jako zmlzovaci plyn byl powusik, jako kolizni
plyn argon. Parametry UPLC-MS/MS pro stanoveni P88 vypsany v tabulae 6.

Kalibracni standardy byly zazeny na z&tek a na konec sekvence vaorkred analyzou
byly vyuzity specifické pechody [M-H] — [M-H-COO] pro PFCA, [M-H] — [SO5]" pro
PFSA v gipact kali a [M-H] — [FSQs]” pro PFSA v pipad krmiv.
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Tabulkac. 6 — Parametry UPLC-MS/MS pro jednotlivé PFAS

R; pro pritok

R; pro pritok

0.6 ml.min® | 0,3 ml.min™ MRM r'l‘;n'ezt??\r}') eni‘:"?:'(v)
(minuty) (minuty) P g
313 269 15 8
PFHXA 1 ]
X 53 313 119 15 24
363— 319 15 11
PFHPA 1,76 ) 363 169 15 18
413 369 15 10
PFOA 1,92 2,43 413 169 15 18
463 419 15 11
PFNA 2,05 2,64 463— 219 15 14
513 469 20 10
PFDA 2,15 2,80 513 219 20 16
563 519 16 10
" PFUdA ) 2,94 563— 269 16 18
2 613 569 16 12
L | PFDoA ] 05
a ° 3 613 319 16 18
[
S 663 619 18 12
2| PFTIDA ; 3.13
g ' 663— 369 18 18
713 669 18 12
PFTeDA ; 321 713 319 18 22
813 769 20 13
PFHXDA i 3,34 813— 219 20 25
913 869 22 15
PFODA ) 3,44 913— 269 22 25
399 99 50 30
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4.VYSLEDKY A DISKUZE

4.1. Stanoveni PFAS v kalech

4.1.1. Testovani extralkénich metod

Pro extrakci sledovanych analytbyly testovany # metody: tlakova extrakce
rozpoustdlem, zrychleny Soxhlet a Powleyho metoda. Prot&is pozadi vybranych
extrakénich metod byly extrahovany slepé pokusy i{shy pisek) a vysledné hodnoty byly
porovnany v grafg. 1.

Z vysledki Ize vidit, Ze extrakce pomoci zrychleného Soxhletu a PLEaxwyji alespt
u jednoho analytu vysoké pozadi. Zvéasdi tlakové extrakce rozpowslem je pozadi
nékterych analyi podstaty vy3SSi nez limit kvantifikace. To je praygodobré zpisobeno
tim, Ze ok tyto metody obsahuji vifstrojové technice teflonové s@asti. Ty jsou Bhem
extrakce vystavovany vysoké temlota tlaku a mohou uvibvat sledované analyty
do extraktu (pedevsim PFOA).

Pouze sonifikace ma hodnoty slepého pokusu podtelm kvantifikace. Pozadi této
extrakeni metody je minimalni, tudiz nedochazi k oxitvani stanoveni sledovanych anajyt
jejichz hladiny jsouwasto v okoli LOQ. Toto je jeden Ziebdi pro¢ byla sonifikace shledana
vhodnou extraéni metodou.

0,6 .
m sonifikace

0,5 m zrychleny Soxhlet
k=) 0.4 tlakova extrakce
(@) ’ ~
< rozpoustdlem
3
@ 0,3
c
)
(&S]
5 02
Y

0,1 LOQ

0,0 T T T T T 1

L \n o \x $ \
& S O 32 O 9

Graf ¢. 1 — Stanoveni sledovanych analye slepém pokusu
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Dale byly vybranymi extralnimi metodami analyzovanyitvzorky kak (vzorky 5, 17
a 19). Pro porovnanicinnosti jednotlivych extralnich metod byla do graftl. 2 vynesena
praimérnd procenta tak, ze sonifikace byla brana jako%d G0 k ni byly vztazeny ostatni
metody. Krond analyfi PFHXA a PFHpA Ize vi#t, Ze vysledky neukazuji vyrazny trend.
Hodnoty jsou variabilni a Zadna z testovanych metd podstathicinngjsi.

V pripadt analyti PFHXA a PFHpA sedinnosti jednotlivych extrakci liSi podst&twice.
Praimérna hodnotagchto Einnosti je znéné ovlivnéna vzorkyé. 17 a 19. Jelikoz koncentrace
analyti v téchto vzorcich jsou velice nizké (v okoli LOQ) a hoty blanku vysoké, e
dojit k ovlivréni vysledné hodnoty analytu blankem.

0,
300% m sonifikace
250%
m zrychleny
Soxhlet
200%
;\3 m tlakova extrakce
?_.(; rozpoustdlem
g 150%
50
D
100% -
50% -
0% -
«fg

Graf & 2 — Porovnani éinnosti extraknich metod

Ve vzorku kalu¢. 5 byly nalezy PFCAadow vysSi nez ve vzorcich 17 a 19 a vysledky
porovnani extradnich metod v fipadt tohoto vzorku neukazuji zadny vyznamny rozdil
v &innosti, jak Ize vidt v grafu¢. 3.
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Graf ¢. 3 — Porovnani déinnosti extraknich metod pro vzorek 5

U vybranych vzork kali byl také posuzovan matricovy efekt pro dané extraknetody.
Pri mereni PFAA byl sledovan negativni matricovy efekterit se projevoval pottgnim
(supresi) signalu. Tento matricovy efekt byl pox@rm u vSech testovanych extéakch

e

e

potlateni signalu. Rmérny matricovy efekt pro jednotlivé extréki techniky je zndzogma
v grafu¢. 4.

90 % -
m sonifikace
80 %
70 % m zrychleny
% 60 % Soxhlet
© o = tlakova extrakce
2 S0 % rozpoustdlem
8 40%-
g 30 % -
20 % -
10 % -
0% -

PFOA-13C8 PFOS-13C8

Graf ¢. 4 — Porovnani matricovych efékt
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Po zhodnoceni vSeckchto vysledk byla vybrana sonifikace jako nejvhagii extrakni
metoda pro fipravu vSech 21 vzotkkali. Tato metoda poskytuje wegtsSi extrakty, je
dostaténé icinna, s nejmensim matricovym efektem a s nizkynagom.

4.1.2. Optimalizace ¢iSténi extraktu

4.1.2.1. Cisténi aktivnim uhlim

Souwéasti Powleyho metody jeéisténi extraktu metodou DSPE pomoci aktivniho uhli.
Aktivnim uhlim jsou vtomto fipack z extraktu odstramy predevSim huminové latky.
Experimentala bylo zji¥ovano optimalni mnozstvi aktivniho uhli.

V grafu ¢. 5 jsou porovnany vysledkygiptemz mnozstvi 300 mg bylo vzato jako 100%
hodnota a k ni byla vztazena mnozstvi 25 mg a 160Wysledky se vyznangnnelisi,
ale pro ¥tSinu analyt byla nejvysSi &innost pro mnoZzstvi 100 mg. Sifgédnutim k #mto
vyslediim a k ekonomickym iwvodim bylo mnoZstvi 100 mg shledano ddsi&i
pro &inné gecisténi vzorku.

0,
160% m25 mg

140% =100 mg

120% 300 mg
100% -
80% -
60% -
40% -
20% -
0% -

LA N S
& Q 8 N
KK

U¢innost (%)

Graf ¢. 5 — Porovnani déinnosticisteni extraktu fiznym mnozstvim aktivniho uhli

4.1.2.2. Cisténi extrakci do hexanu

Cistirenské kaly mohou obsahovat pfotivé mnozstvi olgj (nag. mineralnich).
Odstrarni této nepolarni frakce je mozné pomoci extrakapakna-kapalina do hexanu.
Pro posouzeni, zda jeiaaeni tohoto kroku nutné, bylo testovano 6 viddli. Prvni série
vzorki byla ¢isténa jen pomoci aktivniho uhli a druha sériglanzaazeno takégisteni
extrakci do hexanu.
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V grafu ¢. 6 je srovnani vysledkobou sérii vzork. Vysledky prvni série byly brany jako
100% a k nim byly vztazeny vysledky druhé sérigrdfu je patrné, Ze s vyjimkou PFHxA
a PFHpA jsou vysledky obou sérii srovnatelné imzeni hexanovéh&steni neni nezbyth
nutné. V gipact PFHXA a PFHpA jsou vysledné tpnérné hodnoty ovliviiny vzorky
s nizkymi koncentraceméehto analyi (v okoli LOQ) a dané odchylky jsou prajmbdobré
zpasobeny variabilitou odezev v oblasti LOQ. JelikeZextrakce provésha do methanolu,
ktery neni vhodné&inidlo pro extrakci frakce oléj je pedpokladano, Ze obsah oleje
v extraktu kal je minimalni a neovlivni vyznandrkoncové stanoveni. A dale je nutné vzit
v Gvahu, Ze je extrahovano a analyzovano vice #inalgdliSnymi vlastnostmi a chovanim,
tudiz je nutné zvazit kompromisni postup vhodnyysrechny sledované PFAS.

Z téchto divodi bylo rozhodnuto, Ze *azeni hexanovéha@isSteni neni nezbytné,
a aby nedochazelo ke zbye& manipulaci se vzorkem aipadnym ztrdtdm, bude tento krok
pii pripraw realnych vzork vynechan.

160%

® hexan
140%

® bez hexanu
120% -

100% -
80% -

Ué&innost (%)

60% -
40% -
20% -
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Graf ¢. 6 — Porovnani dvou sérii vzakprvni série se zazenym hexanovydstenim
a druha bez hexanovéldteni

4.1.3. Analyza vzorka kald pomoci UPLC-MS/MS

Optimalizovanou extraki metodou bylo vyextrahovano 21 vzorkistirenskych kai,
které byly nésledh analyzovany pomoci UPLC-MS/MS. Ve vzorcich byleddvano
5 PFCA a PFOS. Na obrazku 34 jsou znazogkmy chromatogramy sledovanych PFAS.
Identifikace slodenin byla provedena pomoci retaich¢asi a pongra produktovych iont.

Kvantifikace analyi byla provedena pomoci kalildrdch standarl v rozsahu
0,1-50 ng.g. Kalibrani kiivka byla linearni s koretmim koeficientem > 0,99. Nejniz&i
kalibrani bod byl limit kvantifikace, tj. 0,1 ngly Limit kvantifikace byl owfen

experimentals z poneru signal k Sumu, ktery musi byt minim&lho.
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Obrazeke. 34 — Chromatogramy PFAS analyzovanych ve vzokalkh

Nejcastji se vyskytujicim analytem ve vzorcich byl PFO% (Graf ¢. 7), coz souhlasi
s poznatky v odborné literdta PFOS byl fitomen ve vSech testovanych vzorcich a jeho
koncentrace se pohybovaly v rozmezi 0,74-38,02'ngZglostupné literatury byly zji&ty
podobné vysledky, ve kterych byl PFOSdasgji detekovanym analytem a jeho koncentrace
se pohybovaly virznych Grovnich, od jednotek [32] aZ po tisice Ad2y].

Druhy nefastji detekovany analyt byla PFDA a hned za ni PFOB ©to kyseliny byly
stejreé jako PFOS stanoveny ve vSech vzorciclikelysledné koncentrace vSech sledovanych
analyti v jednotlivych vzorcich jsou shrnuty v tabulter.
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Tabulkac. 7 — Celkové koncentrace PFASistirenskych kalech (ng’gusiny)

tislo PFHXA | PFHpA | PFOA | PFNA | PFDA | PFOS
vzorku

1 0,33 <01 0,81 <01 1,27 3,31
2 0,47 <01 1,10 <01 1,59 2,60
3 0,60 <0,1 1,16 0,18 2,84 417
4 0,19 0,19 1,12 0,25 2,71 0,74
5 4,42 4,45 21,04 3,69 46,90 5,54
6 0,24 0,13 1,15 0,63 3,43 1,86
7 0,34 <01 1,17 <01 2,77 5,03
8 0,26 <01 1,49 0,25 2,02 157
9 0,36 <0,1 0,49 <0.1 1,28 3,51
10 0,24 <0,1 1,78 0,66 7,49 6,06
11 <01 <01 0,85 0,23 1,26 2,32
12 0,42 <0.1 1,54 0,31 3,39 3,44
13 0,53 <0,1 1,03 <01 2,02 2,17
14 <01 <01 2,20 0,89 3,76 3,85
15 1,84 0,14 117 <01 2,07 1,23
16 0,23 <01 1,18 <01 0,42 38,02
17 0,32 0,18 0,72 0,40 1,48 28,68
18 0,21 <01 0,78 0,18 1,50 11,90
19 0,22 0,22 2,27 1,22 8,34 5,81
20 0,39 0,18 0,85 <01 221 16,40
21 2,57 0,30 1,50 <01 5,01 11,88
4,5
4,0

2 35

=

é 3,0

S 25

2

S 20

S 15

(]

=

O 10
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Graf ¢. 7 — Skedni koncentrace analyte vzorcich kail
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4.1.4. Pracovni charakteristiky metody UPLC-MS/MS

Ke korekci ztrat gi ptipraw vzorku a eliminaci vlivu matricovych efaktbyla vyuzita
metoda izotopovéhdedni a vnitniho standardu. VSechny vzorky bylyed extrakci
obohaceny vnihim standardem tak, aby vysledna koncentrace ingtopnaenych PFAS
byla 6 ng.g". VytéZnosti vnitnich standaril byly vypositany pomoci négikového standardu
a v analyzovanych vzorcich kabyly vrozsahu 79-122 %. #nérné vyg€znosti a RSD
vnitinich standanil pro opakovana #teni byly statisticky vyhodnoceny pomoci softwaru
Effivalidation 3.0 a jsou znazogny v grafuc. 8.
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Graf ¢. 8 — Puimerné vyeznosti a RSD vnihich standard

Byla vybrana sada vzoiks rozdilnymi hladinami sledovanych anélyha kterych byla
testovana opakovatelnost ¢tani (4 opakovani) za podminek vnitrolaboratorni
reprodukovatelnosti. U éthto opakovanych stanoveni byla hodnocena RSDinvciit
standard a nativnich analyt Pro statistické vyhodnoceni byl pouzit software
Effivalidation 3.0. Vysledky pro nativni analytygs zobrazeny v tabulce 8.

Tabulkac. 8 — Vysledky statistického hodnoceni opakovanyglni
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v;'osr'l‘(’u PFHxA | PFHpA | PFOA PFNA PFDA PFOS
5 ng.g 4,24 4,09 19,90 3,47 45,90 5,37
RSD | 5,6% 6,6 % 3,7 % 6,4 % 3,5 % 4,2 %
17 ng.g* | 0,22 0,19 0,69 0,36 1,45 29,00
RSD | 364% | 26,8% | 225% | 305% | 130% | 10,8%
10 ng.g' | 0,20 0,17 2,01 1,12 7,73 5,71
RSD | 31% | 363% | 88% 5,4 % 46% | 159 %
metoda




RSD pro jednotlivé vzorky se pohybovaly v rozsahi+36,4 %. Vysoké hodnoty RSD
byly stanoveny u anal§yt jejichz koncentrace ve vzorku byly velmi nizképkoli LOQ.
U téchto nizkych koncentraci je velka variabilita aalénrozdily v nalezech maji ztvay vliv
na vyslednou RSD. Celkova RSD metody pro jednothwialyty se pohybuje v rozsahu
8,2-24,5 %. V grafl. 9 lze pozorovat trend, Ze s rostouci koncentaaclytu ve vzorku
klesa RSD jeho stanoveni.

S
()]
(7))
o
*
L 4 L 4
20 30 40 50

Koncentrace (ng.g')

Graf¢. 9 — Trend poklesu RSD s rostouci koncentraciyamaie vzorku

4.2. Stanoveni PFAS v krmivech

4.2.1. Testovani metod fFipravy

Na vybranych vzorcich krmiv byly testovanyi todliSné metody fipravy vzorku,
tj. Powleyho metoda, QUEChERS a rychla methanostéakce. Aby bylo mozné posoudit
ucinnost gchto metod, byly vzorky obohaceny nativnimi PFAS, taby jejich koncentrace
ve vzorku byla vzdy 1 ngly Vybrané vzorky byly extrahovany véeth opakovanich,
ze kterych byla vyp&itana vytznost a relativni sgmodatna odchylka metody. Vysledky
experimentu jsou znazamy v tabulces. 9.
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Tabulkac. 9 — Vy#znosti a RSD nativnich PFAS (%) ptizné metodypravy vzorku,
tj. Powley (Zluty), QUEChERS (zeleny) a rychla muettova extrakce (modry)

- %) 0 < 0 < < < < | <
305 2 | 3|20 |8 3|88 |2|8|%]58
ES 2 I O U S - - o [ o -
o [a o o o o o o Ihl: o
1 |107,7| 110,0| 102,9| 80,5 | 100,1 94,8 | 110,0 109,4| 99,7 | 98,3| 92,3 76,1
~| 2 |107,5/104,7| 97,7 | 96,3| 107,6 89,4 | 84,2| 101,6103,2| 105,3| 90,2 | 81,2
N 3 |109,4|105,8| 91,7 | 103,4 93,7 | 104,3 108,8| 89,8 | 99,4| 96,00 87,9 71
| o
¥ |prim. | 108 | 107 | 97 93 | 100 | 96 | 101 | 100 | 101 | 100 | 90 | 76
RSD | 09 | 26 | 58 | 126| 6,9 | 79 | 144| 98 | 21 | 49 | 25 | 6,3
1 |107,7| 107,3| 123,4| 99,7 | 125,2 101,5| 106,6| 113,2| 108,9| 110,3| 69,5| 42,2
1 2 [123,1]110,3] 131,3] 95,5 | 109,6 117,4| 131,9] 138,1] 116,2| 110,1| 83,7 | 38,7
El 3 |120,9|121,2| 121,9| 84,0 | 127,41 117,0| 114,4| 107,8| 106,3| 101,4| 73,7 | 41,4
X pram.| 117 | 113 | 126 | 93 | 121 | 112 | 118 | 120 | 110 | 107 | 76 | 41
RSD | 71| 65| 40| 87 | 79 | 81 | 11,0| 135| 46 | 48 | 96 | 45
1 |113,0/ 103,4| 104,8| 92,5 | 114,9 98,2 | 92,6| 102,7 97,4 | 111,3 73,9| 49,9
@ | 2 ]101,1]100,3]|102,5|110,3| 110,0| 94,4 | 113,0 105,2| 112,6| 110,4| 84,8| 56,5
> 3 | 116,7| 124,4| 108,0| 109,0| 113,7| 104,4| 110,8| 106,5| 102,2| 105,5| 83,7 | 48,9
| o
X |prim. | 110 | 109 | 105 | 104 | 113 | 99 | 105 | 105 | 104 | 109 | 81 | 52
RSD | 74 | 120| 2,7 | 96 | 23| 51 | 106| 19| 75| 29 | 74 | 8,0
1 85,2 | 114,9 107,5| 93,6 | 74,4| 90,3 1087755 | 72,8 41,7| 30,3 128
~E2 86,3 | 107,94 94,5| 99,7| 83,7 851 92,1 73]1 644 420 259 D6
N 3 91,2 | 94,7| 91,9 863 87,6 753 909 745 68,0 41,34P11,8
| o
¥ |prim.| 88 | 106 | 98 93 82 84 | 97 74 68 | 42 | 27 | 11
RSD | 37 | 97| 85| 72| 83| 9,1 | 10,2| 16 | 6,2 | 0,3 | 13,3| 14,4
72,6 | 91,3| 79,00 80,8 86,9 84/0 66,8 814 6p3 36,29 (64,5
~, 784 | 91,2| 71,3 71,8 83,1 772 535 79,1 689 39,81 (745
El 67,6 | 90,0/ 759 79,4 840 78/4 582 733 6B2 37,73 64,4
X pram. | 73 91 75 77 85 80 59 78 64 38 7 4
RSD| 74| 08| 51| 62| 23| 45 | 113| 54 | 25| 47 | 59| 1,3
1 |101,4| 85,4 | 80,4| 114,6 97,5| 90,1| 60,3 81,8 62,2 375 185 80
o 2 99,9 | 93,1| 89,6 100,291,1| 83,6| 61,8 89,2 557 368 214 7,0
§ 3 96,4 | 96,0| 100,2 91,5| 97,4| 85,4 550 1004555 | 38,2 184 7,1
| o
X | prim. | 99 91 90 | 102 | 95 86 59 90 58 37 | 19 7
RSD | 26 | 60 | 110| 114| 39 | 39 | 6,1 | 103| 66 | 1,8 | 86 | 7,5
1 95,3 | 116,3 85,4 | 77,5| 126,1107,7| 39,3 | 87,9| 34,00 39 041 5,0
~| 2 |104,1]|120,3/100,9| 52,4 | 103,2 86,1 | 28,6| 102,9 425| 43| 01| 4,8
N 3 |117,1|128,2| 108,9| 65,4 | 90,4| 115,6 29,8 | 117,8 36,1 | 39| 03| 4,7
| o
¥ | prim. | 106 | 122 | 98 65 | 107 | 103 | 33 | 103 | 38 4 01| 5
RSD | 104 | 50 | 12,1 | 19,3 | 17,0| 14,8 | 18,0 | 14,5| 11,8 | 5,4 |108,3| 3,3
1 |131,9/120,9|116,2| 90,5 | 103,9 100,0| 45,1 | 97,4| 83,7/ 65,1 674 86|0
S0 2 [117,9]1131,7| 124,5] 96,4 | 124,9 97,0 | 33,8 104,5 72,3 | 61,3] 53,9 99,9
El 3 |112,5|133,7| 106,8| 126,4| 125,1| 95,8 | 32,1| 84,4 63,0 69,2 583 94,0
X pram. | 121 | 129 | 116 | 104 | 118 | 98 37 95 73 65 | 60 | 93
RSD | 83 | 55 | 7,7 | 184 | 10,3| 2,2 | 19,0 | 10,7 | 142| 6,0 | 11,8| 7,5
1 |128,0|117,7| 108,3| 124,1| 124,6| 99,4 | 69,7| 118,3 37,6 | 12,1| 0,0/ 4,5
o0 2 99,5 | 125,5 126,3| 97,0 | 119,9 112,9| 58,7 | 132,4 41,5| 16,1| 0,0/ 4,8
o 3 |119,4| 123,8| 104,0| 94,6 | 103,9 103,4| 69,2 | 117,4 35,6 | 13,0/ 0,0 4,7
| o
X |pram. | 116 | 122 | 113 | 105 | 116 | 105 | 66 | 123 | 38 14 0 5
RSD | 126| 3,3 | 105| 156 | 9,4 | 66 | 95 | 68 | 7,9 | 154 | 0,0 | 2,8
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Z vysledki Ize vidét, Ze metoda QUEChERS poskytovald@mnpErné nejnizsi vygéznosti
nativnich analyt. Predevsim v fipadt analyti PFTeDA, PFHXDA a PFODA jsou W#nosti
velmi nizké (<40 %). MNZe to byt zjsobeno nedostateym pestupem analyt
do acetonitrilové faze.

V piipact metody rychlé methanolové extrakce bylyirpérné vyg€znosti znéné odlisné,
bez viditelného trendu. Vifpack analytu PFOA byla vy¥nost vysoka, pohybovala
se nad 120 % a u analyPFDS, PFTrDA, PFTeDA, PFHxDA a PFODA naopak nizké,
pod 50 %.

Powleyho metoda vykazovala pé&me¢ konstantni vyiZznosti nativnich PFAS v okoli
hodnoty 100 %. Vyjimku tvisly analyty PFHXDA (ptmérné 82 %) a PFODA s fimérnou
vytéznosti 56 %. Vzhledem k nizké ¥ynhosti PFODA bude vifpad nalezu ve vzorku
nutné provést korekci obsahu na étost. Ale i pesto je Powleyho metoda v souladu
s rozhodnutim komise 2002/657/ES, ve kterém je ladifé 1 ng.g" povolena vy#Znost
50-120 %. Pro lepSitphlednost jsou imérné vygznosti pro vSechnyitmetody zobrazeny
v grafu¢. 10.

BPFHXS OPFOA BPFNA ®BPFOS ®BPFDA BPFUdA
OPFDS ®PFDoA OPFTrDA ®BPFTeDA OPFHxDA @®PFODA
130 %

120 % [
110 % -
100 % -
90 % -
80 % -
70 % -
60 % -
50 % -
40 % -
30 % -
20 % -
10 % -
0% -

Vytéznost (%)

Powley QUEChERS methanol

Graf ¢. 10 — Prmerné vyeznosti nativnich PFAS pro jednotlivé analyty

Déale byl pro testované metodyipravy vzorku posouzen matricovy efekt.aferny
matricovy efekt je zndzo#én v grafu¢. 11. Z grafu mMizeme vidt, Ze rychld methanolova
extrakce vykazuje nefSi matricovy efekt v poddb potl&eni signalu. To je patén
zpasobeno tim, Ze methanol je si§i extrakni ¢inidlo nez acetonitril, proto fize dochazet
k extrakci ¥tSiho mnoZzstvi polarnich koextrékkteré maji vliv na signal analytu.

Powleyho metoda vykazuje nejmensi matricovy efekt.
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Graf ¢. 11 — Matricovy efekt pro jednotlivé metodyppavy vzorku

Pro gipravu 30 vzork krmiv byla vybrana Powleyho metodaidy pro zvoleni této
metody jsou vysledky porovnani ¥ynosti nativnich PFAS, které ukazuji, Zze tato meted

e

Ze tato metoda poskytuje tisitSi extrakty.

4.2.2. Optimalizace UPLC-MS/MS metody

Pfi optimalizaci stanoveni PFAS ve vzorcich krmiv doyha kalibrénich roztocich
provedeno porovnani dvou tpokovych rychlosti mobilni faze. Rychlost 0,6 mimhi
poskytovala krat$i dobu analyzy, ale sniZeniriitgiové rychlosti na 0,3 ml.mih bylo
dosazenofifiblizné dvojnasobného zvySeni odezvy detektoru pro sletbaaalyty, coz vedlo
ke snizeni limii detekce a kvantifikace. Proto byla tato rychlostlena pro analyzu PFAS
ve vzorcich krmiv. Plochy pikpro ok# priaitokové rychlosti jsou porovnany v graful?2.
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Graf ¢. 12 — Porovnani vlivu gitokové rychlosti na plochu piku

4.2.3. Analyza vzorka krmiv pomoci UPLC-MS/MS

Analyza vybranych PFAS byla provedena u 30 viéiokkmiv. Z tchto vzorki bylo
12 kompletnich krmiv pro hospoigka zvfata (KK_HZ), 10 kompletnich krmiv pro domaci
zvitata (KK_DZ), 4 dopikova krmiva pro domaci ztdta (DK_DZ) a 4 krmné suroviny rybi
mowky (KS_RM).

Ve vzorcich bylo sledovano 9 zastipeFCA s délkouettzce C8 az C18 a 3 zastupci
PFSA. Chromatogramy sledovanych PFAS jsou zn&ngrma obrazkw. 35. Identifikace
slowenin byla provedena pomoci retafch ¢asi a pongra produktovych ioni. Kvantifikace
analyti byla provedena pomoci kalilsrEich standaril v rozsahu 0,1-40 ng’g Kalibrasni
kiivka byla linearni s koretamim koeficientem > 0,99.
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140304-024 Sm (in, 2x1)

28: MRM of 2 Channels ES-
100+ 344 TIC {PFODA)
311e4
* PFODA
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
1.20 1.40 1.60 1.80 2.00 220 2.40 260 2.80 3.00 320 3.40 3.60 3.80
140304-024 Sm {kin, 2x1) 27: KMRM of 2 Channels ES-
100 334 TIC {PFHXDA)
5.03e4
< PFH>xDA
o T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
1.20 1.40 1.60 1.80 2.00 220 2.40 260 2.80 3.00 320 3.40 3.60 3.80
140304-024 Sm {In, 2x1) 26: MR of 2 Channels ES-
100+ 3.21 TIC (PFTeDA)
4.33e4
=
: PFTeDA
3.04
0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
1.20 1.40 1.60 1.80 2.00 220 2.40 260 2.80 3.00 320 3.40 3.60 3.80
140304-024 Sm {Mn, 2x1) 25: MRM of 2 Channels ES-
100 3.13 TIC (PFTrDA)
461e4
sa_
PFTIDA 203
0 T T T T T T T T T T T T T T 1 T T T T T T T
1.20 1.40 1.60 1.80 2.00 220 2.40 260 2.80 3.00 320 3.40 3.60 3.80
140304-024 Sm {In, 2x1) 23: MRM of 2 Channels ES-
100 3.05 TIC {PFDoA)
5.77e4
Se‘
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140304-024 Sm (Mr. 2x1) 22: MRM of 2 Charrels ES-
100+ 293 TIC (PFDS)
201e4
2]
: PFDS
0 T T T T T T T T T T T 1 T T T T T T T T T Time
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140304-024 Sm {Mn, 2x1) 20: MRM of 2 Channels ES-
100, 294 TIC {PFUdA)
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140304-024 Sm {kin, 2x1) 18: MRK of 2 Channels ES-
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5.35e4
peY
B
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140304-024 Sm {In, 2x1) 15: MRHK of 2 Channels ES-
1007 264 TIC {PFOS)
1.2%e4
el
B
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140304-024 Sm {Mn, 2x1) 13: MRHM of 2 Channels ES-
100+ 264 TIC (PFNA)
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1.20 1.40 1.60 1.80 2.00 220 2.40 260 2.80 3.00 320 3.40 3.60 3.80
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Obrazeke. 35 — Chromatogramy PFAS analyzovanych ve vzokeioiv



Kvantifikace PFOS v krmivech byla provedena macpodu 499- 99, ktery je pro PFOS
specificky. V biotickych vzorcich se totiz PFOS etaomatografickych fazich C18 koeluuje
s interferentem taurodeoxycholatem (dua kyselina) [54]. Zarowe tento interferent
poskytuje odezvu naipchodu PFOS 499> 80, coz vede k deformaci chromatografického
piku PFOS a nadhodnoceni jeho obsahu v biotickyoncich (viz Obrazek. 36). Proto byla
kvantifikace PFOS v krmivech provedena ni@gmodu 499- 99, ktery taurodeoxycholat
neposkytuje. V tabulc& 10 jsou na Pkladech vzork porovnany obsahy PFOS kalkulované
pomoci obou fechodi.

Tabulkac. 10 — Porovnani obsahu PFOS ve vybranych vzoiafuiiv s nalezy (ng-H

KK _HZ 9 [KK HZ 12[DK DZ 4]KS RM_1/KS RM 2/KS RM 3[KS RM 4
499— 99| 0,041 <0,03 0,043 0,722 2,768 0,891 0,10
499— 80| 0,122 0,146 0,238 3,297 5,759 3,111 0,65
140365-51 Sm (Kr. 2x2: Sm (Kr. 2x1} 15: MIRK of 2 Charrels ES-
1004 265 499 > 99 (PFOS)
2]
243 279
0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
1.20 1.40 1.60 1.80 2.00 220 240 2.60| 2.80 3.00 320 3.40 3.60 3.80
140308-51 Sm {kin, 2x2); Sm {kin, 2x1) 15: MRHM of 2 Channels ES-
100, 28 499 > 80 (PFOS)
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278
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140308-51 Sm {kin, 2x2); Sm {kin, 2x1) 16: MRM of 2 Channels ES-
100+ 244 503 > 99 (PFOS-13C4)
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1.20 1.40 1.60 1.80 2.00 220 240 2.60| 2.80 3.00 320 3.40 3.60 3.80
140305-51 Sm {Kn, 2x2); Sm (kn, 2x1) 16: MRI of 2 Channels ES-
100+ 264 503> 80 (PFOS-13C4)
271e4
e\"_
0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
1.20 1.40 1.60 1.80 2.00 220 240 2.60| 2.80 3.00 320 3.40 3.60 3.80
140308-51 Sm {kin, 2x2); Sm {kin, 2x1) 17: MIRK of 2 Channels ES-
1001 244 507 > 99 (PFOS-13C8)
3.7%e4
=
Y T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
1.20 1.40 1.60 1.80 2.00 220 240 2.60| 2.80 3.00 320 3.40 3.60 3.80
140308-51 Sm {kn, 2x2); Sm {kn, 2x1) 17: MRHI of 2 Channels ES-
1004 244 507 > 80 (PFOS-13C8)
4.84e4
&
0- T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T Time
1.20 1.40 1.60 1.80 2.00 220 240 2.60| 2.80 3.00 320 3.40 3.60 3.80
z 7 - - - 7 -
Obrazeke. 36 — Znazoreni reterrniho posunu chromatografického piku PFOSisietdku

koeluce s taurodeoxycholatem

Vysledné koncentrace PFAS ve vzorcich krmiv jsounsty v tabulces. 11. Z vysledi
lze vidkt, Ze ve vzorcich kompletnich a dokbvych krmiv nejsou PFAS skoroulec
piitomny. V rekolika vzorcich byl nalezen PFOS v nizkych koncaeith, ale $tSina analyi
(az na par vyjimek) nebyladbec detekovana nebo byly pod limitem kvantifikace,
coZ nazn&uje, Ze tyto vybrané komodity jsou perfluoroalkyjov sloweninami
kontaminovany minimakhanebo vbec ne.
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Tabulkac. 11 — Celkové koncentrace PFAS ve vzorcich kmaj\gtpivodni hmoty)

%) < | <« | £ | £ | <
| 2135|218 /8|3/8|58/2|8|%|3
I O o R v O o ol ol -
a o A |'a | a | a |0
1| nd. | <0,07<0,05 nd. | nd.| nd| <004nd. | nd| nd| nd| nd
2 | nd | 0,071 nd. | nd.| nd.| nd| <0,04n.d.| nd.| n.d.| <0,04<0,08
3 | nd. | <0,074 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d n.d. n.dg. n.d. <0,80,08
4 | nd. | <0,07 n.d. n.d. n.d. n.d| <0,040,04| n.d. n.d. n.d. n.d.
N 5| nd | nd| nd| nd| nd nd. nd nd njd nd004l n.d.
T| 6 | nd. | nd| nd/| nd| nd nd. nd nd nd nd..d n<0,08
«'[ 7 [ nd. | <0,07 nd. | 0,139 nd. | <0,08 nd. | nd.| nd.| nd| <0,040,08
X 8 | nd. | <0,074 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d n.d. n.dg. n.d. <0,80,08
9 | nd. | <0,07 nd. | 0,041 nd. | nd.| <0,04<0,04| nd. | n.d.| <0,04<0,08
10| nd. | <0,07 nd. | nd.| nd.|] nd| nd nd. nd. nd nid <008
11| nd. | nd.| <0,0%5 nd. | nd.| nd.| <004nd. | nd.| nd.| nd| nd
12 | n.d. n.d. n.d.| <0,08 n.d. n.d. n.d.| <0,04 n.d. n.d.| <0,04 n.d.
1 | nd. | 0,130 n.d. n.d. n.d. n.d. n.dl <0,04n.d. n.d.| <0,04<0,08
2 | nd. | <0,074 n.d. | <0,03 n.d. n.d. n.d.| <0,04 n.d. n.d.| <0,04<0,08
3 | nd. | <0,07<0,05|/<0,03/<0,04/ nd. | nd.| nd.| nd| nd n.d. <0,08
N 4 | nd | <007 nd.| nd.| nd.| nd| nd nd. nd. ngd njd <008
Al 5 | nd. | <0,07 n.d. n.d. n.d. n.d. n.dl <0,04n.d. n.d.| <0,04<0,08
:4' 6 | n.d. n.d. n.d. n.d. n.d n.d. n.dg. n.d. nid. n.d0,04| <0,08
X 7 | n.d. n.d. n.d. n.d. n.d n.d. n.gd. <O0|04.d. n.d.| <0,04<0,08
8 | nd.| nd| nd| nd| nd nd. nd nd nd nd..d n<0,08
9 | nd.| nd| nd| nd| nd nd. nd nd nd nd.d n<0,08
10 | n.d. | <0,07 n.d. n.d.| <0,04 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d, <0,04n.d.
N 1 |<0,04|0,093| n.d. n.d. n.d. n.d. n.dl <0,04n.d. n.d.| <0,04<0,08
Dl 2 | nd | <007 nd.| nd.| nd.| nd| nd <004n.d.| nd.| n.d.| <0,08
¥ | 3| nd |<007 nd.| nd.| nd.| nd| nd nd. nd. ngd njd <008
O 14 [ nd. | <0,07 nd. | 0,043 nd. | nd.| nd.| <0,04nd. | nd.| <0,04<0,08
s 1 | nd. | 0,093 0,072|0,722| n.d. | 0,202 n.d. | <0,04 0,281| n.d. | nd.| n.d.
x| 2 |<0,04|0,082|0,169|2,768| 0,090/ 0,586| n.d. | 0,165 0,623| n.d. | <0,04 n.d.
cn' 3 10,120|0,092| 0,139(0,891| n.d. | 0,426 n.d. | 0,065 0,331| n.d. | <0,04 n.d.
<2 nd | nd.| nd. 0,100 n.d. | 0,401 n.d. | 0,103 0,407| n.d. | <0,04 <0,08

Pouze ve vzorcich rybich m&k byly ukité nalezy, coz souhlasi s poznatky z literatury
[22]. Nejastji v nich byl detekovan PFOS (v rozsahu 0,100-2a68"), dale PFUdA
a PFTrDA. Tyto ti zminéné analyty bylo fitomny ve vSech testovanych vzorcich rybich
mowek. Podobnych poznatkbylo dosazeno ve studii [22], kde byl PFOS takgine
zastoupenym analytem v rybich ntkéch, a také zde zaznamenafitgmnost PFUNnA
a PFTrDA. Stedni koncentrace vSech PFAS v testovanych vzongibfich mouek jsou
znazorgny v grafu¢. 13.

Vzhledem k tomu, Ze o stanoveni PFAS v krmiveclvgemi malo dostupné literatury,
nelze tyto vysledky porovnat s dalSimi autory.
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Graf ¢. 13 — Stedni koncentrace PFAS ve vzorcich rybi ¢hgu

4.2.4. Pracovni charakteristiky metody UPLC-MS/MS

Limity kvantifikace a limity detekce pro jednotlivaénalyty byly stanoveny z pamu S/N
z roztoki standard v ¢istém rozpoudtle. LOQ byly v rozsahu 0,03—-0,08 ng.@ LOD
0,01-0,02 ng.¢. LOD a LOQ pro jednotlivé analyty jsou znézémg v tabulces. 12.

Tabulkac. 12 — LOD a LOQ pro jednotlivé analyty (ng)g

? 0 < | nl|l<| <] 8| £ | <
15|51 0|8|3|18|8/2|%8/|¢% S
S|E|E B E|2(E|E EIE|E|Q
o | & o O o |a|a| o
LOD | 0,01 0,02| 0,02] 0,01 0,01] 0,02] 0,01 0,01] 0,02] 0,02] 0,01] 0,02
LOQ | 0,04/ 0,07, 0,05| 0,03] 0,04/ 0,05/ 0,04/ 0,04/ 0,06] 0,05 0,04| 0,08

Ke korekci ztrat fi pripraw vzorku a eliminaci vlivu matricovych efektyla pouzita
metoda izotopovéhdedini a vnitniho standardu. Vzorky bylyied extrakci obohaceny
vnitinim standardem tak, aby vysledna koncentrace ipstopnaienych PFAS byla 6 ng’g
Vytéznosti vnitnich standarit byly vypasitany pomoci natikového standardu (koncentrace
opst 6 ng.g"). Pro vechny analyzované vzorky krmiv byly it vytsZnosti a relativni
smerodatné odchylky. Rmérné vygznosti jednotlivych izotopay znaenych PFAS
pro danou skupinu krmiv jsou znazény v tabulces. 13.
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Tabulkac. 13 — Primerné vyeznosti a RSD izotopezna’enych PFAS

AN <t <t N N
Q %) 3 Q O Q Q
i 3 a — b 3 z
7)) <I 1 U') 1 <
z o) = o) S = a
i s L L L 0 oL
o o o Q o o o
KK Hz Pram. vytzZnostt 59% | 55% | 52 % 65 % 63 % 69 % 69 %
- RSD 30,0% | 32,1 % | 32,4% | 26,6 % | 30,6 % | 30,2% | 23,9 %
KK DZ pram. vytZznost, 81 % 72 % 66 % 85 % 78 % 80 % 76 %
- RSD 32,6 % | 27,1% | 28,4% | 28,0% | 254% | 25,6 % | 23,4 %
DK D7 pram. vy&znost, 97 % 90 % 84 % 1019 97 % 101 % 98 %
- RSD 11,5% | 116 %| 108%| 55% | 9.1% | 128% | 102 %
KS RM pram. vytZznost, 48 % 39 % 37 % 57 % 49 % 48 % 51 %
- RSD 20,3%| 159% | 6,1% | 41% | 10,1%| 109%| 72%

Vytéznosti vnitnich standartl se pohybovaly v Sirokém rozsahu 37-101 % a RSD
v rozsahu 4,1-32,6 %. Vzorky krmiv pro domaciiatd vykazovaly pimérnou vygznost
nad 70 %, coz je v souladu s rozhodnutim komise/BEY/ES. Vzorky kompletnich krmiv
pro doméci zvata nely praimérnou vygznost 77 % a RSD 27,2 % a vzorky digavych
krmiv vytéZnost 96 % a RSD 10,2 %.

Vzorky krmiv pro hospoddkd zvfata nely vytéZnost o &co nizsi, pimérne 62 %.
Tyto vzorky vykazovaly nejvysSi hodnoty RSD. TaZa byt zgisobeno variabilitou vzortk
jelikoz vtéto skupitd jsou zastupci krmiv pro tené druhy hospodskych zviat
(nap. prasata, skot, Kata, husy), tudiz jsou zde zastoupeny odliSné osata tato
raiznorodost Mze mit za nasledek rozdily ve ¥¥hosti vnitnich standanil
47 %. Tato nizk& hodnota wyhosti vnitnich standand nemé #ejmé odivodreni. Muze
dochéazet ke zvySenym ztratdm standasid jednotlivych krocich extrakce @sténi z divodu
znané manipulace se vzorkem, ale v tomifpadc by se dalo fedpokladat, Ze se podabn
vyznamne ztraty projevi také u ostatnichitiomiv. Vytéznosti vnitnich standani v rybich
mouwkach jsou také srovnatelné,uperné RSD je 10,7 %, coz nazwge spiSe konstantni
ztraty souvisejici s typem matrice. Prépddobre mize dochazet k pe¥jsimu navazani
vnitinich standand na Ziv@iSné proteiny ftomné v matrici a tim kjejich ztratdm
pii odstrarni matrice. Problematika rybich mk bude pednetem dalSiho studia.
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Graf ¢. 14 — Pamerné vyeznosti vnitnich standard pro jednotlivé skupiny krmiv
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5.ZAVER

Perfluoroalkylové sloteniny jsou syntetické amfifilni latky. Pro své @iié vlastnosti
jsou hojre pouzivany v pimyslu a spdaebnim zbozi, kde jsou vyuzivanyeplevSim jako
povrchow aktivni latky. Diky jejich vyroB a pouzivani jsou tyto latky dnes vSutiypmne,
nachazeji se ve vSech slozkach zivotniho pedsicetre zvirat a lidské populace.

NejvyznamijSimi zastupci této skupiny latek jsou PFOS a PFOR: tyto latky jsou
perzistentni v Zivotnim prastdi, bioakumulativni v potravninettzci a vykazuji roztiné
toxické efekty. V organismu se vazou na proteinosioiku a akumuluji seredevsim v krvi
a jatrech. PFOS je vseasné dob zapsan mezi perzistentni organické polutanty
Stockholmské amluvy.

Cilem této diplomové prace bylo stanovit vybranéABFve vzorcichéistirenskych kai
a krmiv. Za timto Gelem bylo testovanoékolik metod fFipravy vzorku.

V piipact cistirenskych kal bylo zjiS€no, Ze nejvhod¥)si extrakni technikou je
Powleyho metoda s extrakci do methanolu, ktera yiogk nefistSi extrakty, je dostaieé
G¢inna, s nejmensSim matricovym efektem a minimalniozaaim. Procisténi vzorku byla
zvolena metoda DSPE pomoci 100 mg aktivniho uhttimalizovanou extraini metodou
bylo piipraveno 21 extrakt vzorki kald, které byly analyzovany metodou UPLC-MS/MS.
Bylo zjisténo, Ze nejastji se vyskytujicim analytem ve vzorcich &gk PFOS, ktery byl
piitomen ve v&ech vzorcich v koncentracich 0,74-38¢0g". DalSimicasto detekovanymi
analyty byla PFDA a PFOA. Limit kvantifikace byl10ng.g*. VytéZnost vnitnich standari
se pohybovala v rozmezi 79-122 % a RSD metody sghjovala v rozsahu 8,2-24,5 %.

V pripact vzorki krmiv byly testovany it metody gipravy vzorku. Bylo zji&ino,
Ze vhodnou metodou je Powleyho metoda s extrakeicdtonitrilu, ktera vykazovala regtsi
extrakty, nejvyssi vZnost nativnich PFAS a nejnizsi matricové efekigut® metodou bylo
pripraveno 30 extrakt vzorki krmiv. Negasgji byl opét detekovan PFOS, ktery byl
v nizkych koncentracichifpomen v 7 vzorcich. Ostatni analyty byly vé&simg pripadh pod
LOQ nebo nebyly detekovanyilec. Ugitou vyjimku tvaily 4 vzorky rybich motek,
ve kterych bylo detekovano vice anélytnegasgji byl detekovan PFOS (v rozsahu
0,100-2,768 ng:H a dale PFUdA, PFTrDA a PFNA. Limity detekce aitimkvantifikace
byly stanoveny z potmnu S/N. LOD byly v rozsahu 0,01-0,02 nd.g LOQ 0,03-0,08 ng'y
Vytéznosti vnitnich standaritl se pohybovaly v Sirokém rozsahu 37-101 % a RS@xsahu
4,1-32,6 %. Nizké vyggnosti byly ziskany u vzotk rybich modek, kde pravé&podobré
dochéazi k navazani sledovanych gknin na Zivgisné proteiny fitomné v matrici.
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7. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

PFAS — per(poly)fluoroalkylové slganiny (per(poly)fluoroalkyl substances)
PFSA — perfluoroalkansulfonaty (perfluoroalkand@udtes)
PFCA — perfluorokarboxylové kyseliny (perfluorocaxlylic acids)
PFAA — perfluoroalkylové kyseliny (perfluoroalkytias)
POSF — perfluorooktansulfonylfluorid (perfluorooatasulfonyl fluoride)
FOSE - perfluorooktansulfoamidoethanoly (perfluataaesulfonamidoethanol)
FOSA - perfluorooktansulfonamidy (perfluorooctarimamides)
PFOS - perfluorooktansulfonova kyseliny (perfluaram sulfonic acid)
PFHxS — perfluorohexansulfonova kyselina (perfllescane sulfonic acid)
PFDS — perfluorodekansulfonova kyselina (perflueaahe sulfonic acid)
PFHXxA — perfluorohexanova kyselina (perfluorohexaraid)
PFHpA — perfluoroheptanova kyselina (perfluorohepia acid)
PFOA — perfluorooktanova kyselina (perfluorooctaradid)
PFNA — perfluorononanova kyselina (perfluorononarasid)
PFDA — perfluorodekanova kyselina (perfluorodecaramid)
PFUNA — perfluoroundekanova kyselina (perfluorowas®ic acid)
PFDoA - perfluorododekanova kyselina (perfluorod@smic acid)
PFTrDA - perfluorotridekanova kyselina (perfluordécanoic acid)
PFTeDA — perfluorotetradekanova kyselina (perfleetradecanoic acid)
PFHxDA — perfluorohexadekanova kyselina (perfluexaddecanoic acid)
PFODA - perfluorooktadekanova kyselina (perfluotadecanoic acid)
FTOHSs — perfluorotelomerni alkoholy (perfluorotelenalcohols)
APFO - perfluorooktanoat amonny (ammonium perflootanoate)
APFN — perfluorononanoat amonny (ammonium perflaoranoate)
AFFF — hasici gny (aqueous fire-fighting foams)
TBA — tetrabutylamonium
MTBE — methyl-terc-butylether
PSA — primarni sekundarni amin (primary-secondarine)
EFSA — Evropsky fad pro bezp#ost potravin (European Food Safety Authority)
US EPA — Agentura pro ochranu zivotniho piedt Spojenych statamerickych (United
States Environmental Protection Agency)
OECD - Organizace pro ekonomickou spolupraci a yf@oganisation for Economic Co-
operation and Development)
APME — Asociace evropskych vyrabplasti (The Association of Plastic Manufacturers
Europe)
ECF — Elektrochemicka fluorace (electrochemicabffination)
TM — Telomerace (telomerization)
LC-QqQ-MS — kapalinova chromatografie s hmotnésimektrometrickou detekci s trojitym
kvadrupdlem jako analyzatorem
QqLIT — hybridni analyzator kvadrupdl-linearni ioué past
QQgTOF — hybridni analyzéator kvadrupol-analyzatdoytetu
THF — tetrahydrofuran
DSPE - disperzni extrakce tuhou fazi (dispersivid-ghase extraction)
SPE - extrakce tuhou fazi (solid-phase extraction)
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WAX — slaby n&ni¢ anionti (weak anion exchanger)

SAX - silny n&ni¢ anionfi (strong anion exchanger)

HLB — hydrofilne-lipofiln & vyvazené (hydrophilic lipophilic balanced)

SPME — mikroextrakce tuhou fazi (solid-phase mixt@etion)

PLE — tlakova extrakce rozpotdtem (pressurized liquid extraction)

ASE - tlakovéa extrakce rozpoadtem (accelerated solvent extraction)

UV-VIS/DAD - spektrofotometricky detektor s diodonypolem

LC — kapalinova chromatografie (liquid chromatodrgp

GC - plynova chromatografie (gas chromatography)

HPLC — vysokotinna kapalinova chromatografie (high performanqaiti chromatography)

UHPLC — ultra-vysokotinna kapalinova chromatografie (ultra-high perfoneeliquid
chromatography)
UPLC — ultra-@¢inna kapalinova chromatografie (zkratka pateatdwargné firmou Waters)
LC-IT-MS — kapalinova chromatografie s hmotna@sspektrometrickou detekci
s analyzatorem iontovou pasti
RSD - relativni sgrodatna odchylka (relative standard deviation)
LOQ - limit kvantifikace (limit of quantification)
LOD - limit detekce (limit of detection)
S/N — pongr signal/Sum (signal to noise)
KK_HZ — kompletni krmivo pro hospotika zvfata
KK_DZ — kompletni krmivo pro domaci zeta
DK_DZ — dophkové krmivo pro domaci zkdta
KS_RM — krmna surovina rybi moka
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