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ABSTRAKT:

Polyfluoroalkyl a perfluoroalkylové zliceniny predstavuju
velka skupinu syntetickych organickych zlu€enin, ktoré boli
aplikované v rdznych priemyselnych a komerénych produktoch
vzhladom kich jedineénym fyzikalno-chemickym vlastnos-
tiam. Hlavnymi reprezentantmi st perfluoroktanova kyselina
(PFOA) a perfluoroktan sulfonat (PFOS). Na Slovensku narasta
environmentalna expozicia obyvatel'stva tymto zdraviu $kodli-
vym chemickym latkam, ¢o vyvolava stdle narastajice obavy,
nakol’ko sa jedna o latky perzistentné v Zzivotnom prostredi
a schopné bioakumulécie u I'udi aj zvierat. Ddlezita je tloha
tychto latok v prenatdlnom obdobi, kedy sa oc¢akava prenos
tychto latok z matky na plod a/alebo pre novorodencov. Je
potrebné zdoraznit, Ze simultanna analyza tychto latok v pu-
poc¢nikovej krvi, materskom mlieku a l'udskom sére je dolezita,
nakol’ko umoziiuje posudit’ prenosy uvazovanych latok z matky
na plod (cez placentu) a z matky na dieta (prostrednictvom doj-
¢enia). Vzhl'adom na potrebu analyzovat’ vybrané chemické
latky na nizkych koncentraénych urovniach v komplexnych
biologickych matriciach, vystupuje do popredia nevyhnutnost
pouzit’ vysoko selektivnu, citlivi a presnt analyticki metddu.
Ciel'om prace bolo vyvinut, optimalizovat a validovat’ metodu
na stanovenie PFOA a PFOS vo vzorkéch l'udského séra a ma-
terského mlieka vyuzitim vysokoucinnej kvapalinovej chroma-
tografie v kombinacii s tandemovou hmotnostnou spektromet-
riou.

KPucové slova: Perfluoroalkylové zliceniny. Materské
mlieko. Cudské sérum. LC-MS/MS

ABSTRACT

Polyfluoroalkyl and perfluoroalkyl substances represent a large
group of synthetic organic compounds that have been manufac-
tured and applied in numerous industrial and commercial prod-
ucts due to their unique physicochemical properties. The main
representants are perfluorooctane acid (PFOA) and perfluo-
rooctanesulphonate (PFOS). In Slovakia, the environmental
exposure of the population to these health-damaging chemicals
is increasing, which raises ever-increasing concerns as they are
substances that are persistent in the environment and capable of
bio-accumulation in both humans and animals. The role of these
substances in the prenatal period is important, when it is
expected the transfer of these substances from the mother to the
fetus and/or for newborns. It should be emphasized that simul-
taneous analysis of these substances in cord blood, breast milk
and human serum is important as it makes it possible to assess
transmissions of the substances considered from the mother to
the fetus (through placenta) and from the mother to the child
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(by breastfeedeing). Due to the need to analyze selected chem-
ical compounds at low concentration levels in complex biolog-
ical matrices, it is necessary to use a highly selective, sensitive
and accurate analytical method. The aim of this work was to
develop, optimize and validate the method for determination of
PFOA and PFOS in human serum and breast milk samples us-
ing high-performance liquid chromatography in combination
with tandem mass spectrometry.

Key words: Perfluoroalkyl compounds. Breast milk. Human
serum. LC-MS/MS

UvVoD

Perfluoroalkylové zluc¢eniny obsahuju alkylové
retazce roznej dizky (od C4 do 16) a hydrofilné
koncové funkéné skupiny, ktoré definuju typ zlace-
niny. Maju $iroké pouzitie v priemysle kvoli svojej
schopnosti odpudzovat’ vodu aj olej. Aplikuju sa
najméd pri impregnacii kobercov, textilii a koze,
povlakov na papier, lepeniek, materidlu na balenie
potravin alebo sa pouzivaju v penovych hasiacich
pristrojoch, pri vyrobe napr. polytetrafluoretylénu
(PTFE), v mensej miere aj ako antistaticka prisada
a v leteckom a elektronickom priemysle atd’. [1,2].
Vyznaduju sa chemickou a tepelnou stabilitou a po-
vrchovo-aktivnymi vlastnost'ami. Hlavnymi repre-
zentantmi st perfluoroktdnovd kyselina (PFOA)
a perfluoroktan sulfonat (PFOS) [3,4].

Rozne potraviny, ako st morské plody a mlie¢ne
vyrobky, su hlavnymi zdrojmi expozicie pre celi
populéciu. Nezanedbatel'nymi zdrojmi expozicie st
aj vnutorné prostredie a prach, ¢o je dolezité najma
unovorodencov a deti. Tieto latky moézu byt zodpo-
vedné za reprodukéné poruchy u l'udi. Na Sloven-
sku narastd environmentdlna expozicia obyvatel-
stva zdraviu Skodlivym perzistentnym organickym
chemickym latkam. Napriek tomu, Ze simultanna
analyza tychto latok v pupoénikovej krvi, v mater-
skom mlieku a v 'udskom sére by mala umoznit’ po-
sudit' prenos uvazovanych chemickych latok
z matky na plod a prenos medzi matkou a diet’atom,
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nevenuje sa dostato¢na vedecka pozornost’ posobe-
niu tychto latok [5-7].

Kedze sa predpoklada, ze obsah tychto latok
v zivotnom prostredi je velmi nizky, kladu sa
vysoké poziadavky na citliva, selektivnu a presna
analyticku metddu [8-11]. Vyuzitie techniky vyso-
koucinnej kvapalinovej chromatografie (HPLC)
v kombindcii s tandemovou hmotnostnou spektro-
metriou (MS/MS) sa javi ako vhodné rieSenie pre
stanovenie perfluoroalkylovych zla¢enin v kom-
plexnych biologickych vzorkdch. HPLC-MS/MS
spojenie je vel'mi citliva analyticka technika uréena
k ziskaniu molekulovej hmotnosti, identifikacii
separovanych latok a kvantifikacii [12-14]. Vdaka
kvapalinovej chromatografii dochddza k odstrane-
niu neziaducich intereferencii pochadzajtcich napr.
z matrice, a tym dochadza k zlepSeniu signalu. Jed-
nym z hlavnych doévodov ¢astého vyuzitia tohto
spojenia je moznost’ ziskat' komplexné data. To zna-
mend, ze najprv su latky rozdelené na zédklade re-
tenéného Casu v kvapalinovej chromatografii, na-
sledne su ich iony rozdelené v pomere m/z v hmot-
nostnom analyzatore a v poslednom kroku hmot-
nostny detektor ur¢i mnozstvo kazdého zo sledova-
nych i6nov. Vzhl'adom k tomu, Ze sa jedna o sto-
pova analyzu latok v komplexnych matriciach,
vel'k4 pozornost’ musi byt venovana Gprave vzoriek
pred samotnou analyzou, aby doslo k zniZeniu inter-
ferencii matrice, ktoré by zabranili spravnym a pres-
nym vysledkom [15-17].

CIEL PRACE

Ciel'om prace bolo vyvinuat, optimalizovat’ a va-
lidovat’ metddu vysoko ucinnej kvapalinovej chro-
matografie (HPLC) v kombinacii s tandemovou
hmotnostnou spektrometriou (MS/MS) na stanove-
nie vybranych analytov PFOS a PFOA a aplikovat’
metddu na analyzu redlnych vzoriek 'udského séra
a materského mlieka.

SUBOR

Stibor bol tvoreny z realnych vzoriek 'udského
séra (n=70) a materského mlieka (n=22). Vzorky
boli po odbere uskladnené na -80 °C.

EXPERIMENTALNE PODMIENKY

Chemikalie a Standardy

Metanol, kyselina mravcia, hydroxid amoénny,
voda, octan amonny, tetrahydrofuran (vSetky HPLC
Cistoty) boli ziskané od firmy Merck (Darmstadt,
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Nemecko). Vsetky chemikalie LC-MS ¢istoty (me-
tanol, kyselina mravéia, mrav€an aménny, octan
amonny a voda) boli ziskané od firmy Sigma-Al-
drich (Steinheim, Nemecko). Deutérované S$tan-
dardy THPFOS, PFOA '3C2 boli ziskané od firmy
Toronto Research Chemicals (Toronto, Kanada).

Uprava biologického materialu

Vzorky materského mlieka boli po rozmrazeni
zohriate na teplotu 37-40 °C a homogenizované.
K 500 pL mlieka bolo pridanych 500 pL 0,1 mol/L
kyseliny mravéej a 30 pL interného Standardu.
Vzorka bola premiesana v ultrazvuku cca 1 h a d’a-
lej upravovana extrakciou tuhou fazou.

K 500 pL séra sa pridalo 500 pL. metanolu s in-
ternym §tandardom, vzorka sa centrifugovala 5 min
pri 14 000xg ak 500 pL supernatantu sa pridalo
500 uL 0,1 mol/L kyseliny mrav¢ej. Vzorka sa d’alej
upravovala extrakciou tuhou fazou (SPE).

SPE extrakciu sme uskutocnili v zariadeni
Vacuum Manifold (Merck, Darmstadt, Nemecko)
vybavenom membranovou vakuovou pumpou. Boli
pouzité kolonky Oasis WAX 30 mg, 1 cc (Waters
Corporation, Milford, MA, USA) a aplikoval sa
nasledovny postup: 1 mL 0,1% hydroxidu amén-
neho v metanole, 1 mL metanolu, 2 mL vody (kon-
dicionovanie). Potom sa nadavkoval 1 mL vzorky
séra a mlieka a kolonky sa premyvali 2 mL octanu
amonneho (pH=4), 0,5 mL 25% tetrahydrofuranu
v metanole, 0,5 mL vody. Na elticiu analytov pri
pomalej rychlosti eltcie bolo pouzitych 400 pL
0,1% NH4OH v metanole. Eluat sa odparil do sucha
pod dusikom, odparok sa rozpustil v 25 plL. meta-
nolu, pridalo sa 25 pL 0,1 mol/L kyseliny mravéej
a aliquotna Cast’ vyslednej vzorky bola pouzita na
LC-MS/MS analyzu.

InStrumentalne zariadenie

HPLC analyzy boli uskuto¢nené na kvapalino-
vom chromatografe HP 1260 s binarnou pumpou,
termostatovanym davkovadom a termostatovanim
kolon (Agilent Technologies, USA). Na detekciu
bol pouzity tandemovy hmotnostny spektrometer
s trojitym kvadrupdlom 6460 TripleQuad (Agilent
Technologies) s ionizaciou elektrosprejom (ESI)
v pozitivnom modde. Na vyhodnotenie idajov bol
aplikovany softvér MassHunter Optimizer (Agilent
Technologies).

Chromatografické podmienky
Na HPLC analyzu bola pouzita analyticka ko-
l6na XSelect HSS PFP (2,1x100 mm, 2,5 pm)
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s predkolonou XSelect HSS PFP (2,1x5 mm, 2,5
um) termostatované na 40 °C s vyuzitim gradiento-
vej elticie (5 mmol/L octan amdnny-metanol) s prie-
tokom mobilnej fazy 0,3 mL/min (0 min — 60% me-
tanolu; 0,5-9 min — 80% metanolu; 9,5-12 min —
60% metanolu). Davkovany objem vzorky bol 15
pL.

Pracovné podmienky pre hmotnostny spektro-
meter boli nasledovné: teplota nosného plynu-du-
sika - 320 °C, prietok plynu - 5 L/min; rozprasovac¢
plynu - 50 psi; ioniza¢né napdtie - 3500 V. MRM
prechody analytov boli nasledovné: PFOS 498,8 —
80, THPFOS 427 — 407, PFOA 412,9 — 368,9,
PFOA C2 414,8 — 370.

VYSLEDKY

Prvé Cast’ nasej prace spocivala v optimalizacii
zlozenia mobilnej fazy pre chromatograficku sepa-
raciu, ako aj parametrov hmotnostnej spektrometrie
(teplota, prietok nosného plynu, rozprasovac plynu
a ioniza¢né napitie). Boli testované rdozne pridavky
kyseliny mravcej, mrav€anu amoénneho a octanu
amonneho do vodnej zlozky mobilnej fazy v kom-
binécii s organickou zlozkou mobilnej fazy (aceto-

Tabul’ka 1 Valida¢né parametre HPLC-MS/MS metddy

nitril, metanol). Ako optimalna mobilna faza vzhla-
dom na ionizaciu analytov bola vybrana kombinacia
octanu aménneho a metanolu. Gradientova elucia
mobilnej fazy ako aj pracovné podmienky pre hmot-
nostny detektor st popisané v Experimentalnej
Casti. Zavedend metdda bola aplikovana pre realne
vzorky l'udského séra (n=70) a materského mlieka
(n=22). Metoda bola validovana vzhl'adom na line-
aritu, presnost, spravnost’ a vytaznost. Valida¢né
parametre st uvedené v Tab. 1.

Stanovené koncentracie analytov v l'udskom
sére a v materskom mlieku s uvedené v Tab. 2 a 3.
Priemerné koncentracie boli nasledovné: 1,39+0,29
ng/mL a 0,04+0,03 ng/mL pre PFOA v l'udskom
sére a v mlieku, respektive; 0,60£0,17 ng/mL a
0,03+0,02 ng/mL pre PFOS v l'udskom sére a
v mlieku, respektive.

Detekéné limity dosahovali hodnoty 0,01 ng/mL
pre PFOA a 0,1 ng/mL pre PFOS vo vzorkach
mlieka. Vo vzorkach 'udského séra dosahovali de-
tek¢né limity hodnoty 0,15 ng/mL pre PFOA a 0,20
ng/mL pre PFOS.

Reprezentativny ~ chromatogram  stanovenia
PFOS a PFOA v reélnej vzorke materského mlieka
a 'udského séra je uvedeny na Obr. 1.

Sérum Mlieko
Parametre PFOS PFOA PFOS PFOA
0,1-1,5 ng/mL 0,1-2,5 ng/mL 0,005-0,15 ng/mL. | 0,01-0,20 ng/mL

Vnitrodiiové analyzy®
RE% 2,17-3,56 2,83-4,62 4,56-8,01 5,18-9,71
CV% 4,01-7,16 5,31-7,15 8,02-12,15 5,05-10,32
Medzidiové analyzy"”
RE% 2,95-5,67 5,72-10,88 8,14-12,49 8,53-9,58
CV% 4,01-6,11 7,14-12 81 9,64-13,84 9,51-12,21
Opakovatel’nost’
RE%
-retenéného Casu® 0,011 0,008 0,008 0,005
-plochy piku?
C2 2,17 10,54 9,87 6,91
C3 1,95 6,24 7,21 4,15
Linearita y -0,11 0,03 -0,002 0,009
-smernica 28,06 7,98 3,48 2,46
-korelaény koficient 0,9888 0,9984 0,9876 0,9852
Vytaznost' (%) 89,92 90,01 80,72 81,50

*Vnitrodiiova presnost a spravnost’ metody bola vyhodnotena opakovanou analyzou (n=4) kalibra¢ného $tandardu v sére a v mlieku. "Medzidiiové
parametre boli stanovené analyzou kalibraénych §tandardov 4 rozne dni v tyzdni.

‘Relativne chyby (RE) (vyjadrené ako odhad relativnej Standardnej odchylky) boli vypocitané z 20 nastrekov vzoriek Standardov, vzoriek blanku
séra a mlieka na koncentra¢nej trovni C1. “RE hodnoty boli vypoéitané z 20 nastrekov blankovej vzorky séra a mlieka s pridavkom $tandardov na

2 roznych koncentraénych urovniach C2 a C3.

Cl1 - 0,25 ng/mLa 0,50 ng/mL pre PFOS a PFOA v sére; 0,01 ng/mL a 0,05 ng/mL pre PFOS a PFOA v materskom mlieku. C2 - 0,80 ng/mL a 1,50
ng/mL pre PFOS a PFOA v sére; 0,05 ng/mL a 0,08 ng/mL pre PFOS a PFOA v materskom mlieku. C3 - 1,20 ng/mL a 2,00 ng/mL pre PFOS a
PFOA v sére; 0,10 ng/mL a 0,15 ng/mL pre PFOS a PFOA v materskom mlieku
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Tabul’ka 2 Stanovené koncentracie vybranych analytov v l'udskom sére [ng/mL]

Analyt [ng/ml] | N | <LOD | priemer SD 25%-til | median | 75%-til min max

PFOA 71 0 1,39 0,29 1,13 1,42 1,62 0,89 1,65

PFOS 71 0 0,60 0,17 0,48 0,57 0,71 0,22 1,05

Tabul’ka 3 Stanovené koncentracie vybranych analytov v materskom mlieku [ng/mL]

Analyt [ng/ml] | N | <LOD | priemer SD 25%-til | medidan | 75%-til min max

PFOA 22 0 0,04 0,03 0,02 0,04 0,06 0,007 0,09

PFOS 22 0 0,03 0,02 0,01 0,02 0,03 0,01 0,11
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Obr. 1 HPLC-MS/MS analyza PFOS a PFOA v l'udskom sére (1,42 ng/mL a 0,89 ng/mL) (A) a v materskom mlieku
(0,089 ng/mL a 0,017 ng/mL) (B). Chromatografické podmienky: Analyticka kolona: XSelect HSS PFP (2,1x100 mm,
2,5 um). Predkolona: XSelect HSS PFP (2,1x5 mm, 2,5 um). Teplota kolony: 40 °C. Davkovany objem: 15 puL. Mo-
bilna faza pozostavala z vodného roztoku 5 mmol/L octanu aménneho a metanolu s prietokom 0,3 mL/min. THPFOS,
PFOA '3C2 - deutérované tandardy. Gradient MF a parametre MS detektora sti uvedené v Experimentalnej &asti.

ZAVER

Vysledky naSej sStadie ukdzali, ze optimalizo-
vand metdda vysokoucinnej kvapalinovej chroma-
tografie v kombinacii s tandemovou hmotnostnou
detekciou je vhodnou metddou pre stopovu analyzu
perfluoroalkylovych  zlicenin v komplexnych
biologickych matriciach. Navrhnuta a validovana
HPLC-MS/MS metéda je velkym prinosom vzhl'a-
dom k tomu, ze na Slovensku narastid environmen-
talna expozicia obyvatel'stva zdraviu Skodlivym
perzistentnym organickym chemickym latkam a do-
teraz tomu nebola venovana dostato¢na vedecka po-
zornost'.
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