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Per- and PolyFluoroAlkyl Substances

Con l'acronimo PFAS si intende una famiglia di composti chimici costituiti da catene
variabile, lineari o ramificate, legate ad atomi di fluoro e ad altri gruppi funzionali

di atomi di carbonio a lunghezza
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proprieta e ultligge comune dei PFAS A
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Il legame carbonio-fluoro conferisce a queste molecole proprieta peculiari; essi risultano essere resistenti ai maggiori
processi di degradazione (idrolisi, fotolisi, termolisi, degradazione batterica) e di conseguenza particolarmente persistenti
nelllambiente, per questo motivo vengono definiti FOREVER CHEMICALS.

Queste sostanze sono ottimi repellenti per acqua e oli (idro-oleorepellenti) e proprio grazie alle loro caratteristiche e
versatilita, sono state impiegate nei diversi settori industriali.
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Pitture,sigillanti  Prodotti Smalto Filo Pentole Vestiti Shampoo Involucri Contenitori Pesticidi Prodotti Schiume  Sacchetti di popcorn  Trucco Cartoni
e vernici dipulizia  perleunghie interdentale  anti-aderenti  jmpermeabili dicaramelle  di fast-food antimacchia ~ antincendio  permicroonde  pergliocchi  della pizza

Nel 2018 'OECD (organizzazione per la coperazione e lo sviluppo economico) pubblica una lista contente 4700 molecole
classificate come PFAS. Ad oggi si parla di piu di 10000 composti conosciuti.
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N normaodive e documerdt delllUnione ewropea...

Anno di Tipologia documento Titolo

emanazione

REGOLAMENTO (CE) DELLA COMMISSIONE - . . . . . — - .
Definisce i tenori massimi di alcuni contaminanti nei prodotti alimentari
2006/1881
2006 Modifica, per la trentesima volta, la direttiva 76/769/CEE del Consiglio concernente il
DIRETTIVA (CE) DEL PARLAMENTO EUROPEO E DEL CONSIGLIO ravvicinamento delle disposizioni legislative, regolamentari e amministrative degli Stati membri
2006/122 relative alle restrizioni in materia di immissione sul mercato e di uso di talune sostanze e
preparati pericolosi (perfluoroottano sulfonati)

RACCOMANDAZIONE DELLA COMMISSIONE

2010/161 Relativa al controllo della presenza di sostanze perfluoroalchiliche negli alimenti

2010

Recante modifica del regolamento (CE) n. 850/2004 del Parlamento europeo e del Consiglio

REGOLAM (UE) DELLA COMMISSIONE 2010/757 . L . . . . . . .
relativo agli inquinanti organici persistenti per quanto riguarda gli allegati | e IlI

3. 5i raccomanda agli Stati membri di analizzare le sostanze
perfluoroalchiliche al fine di individuare la presenza dei com-
posti PFOS e PFOA e, se possibile, dei loro precursori, come
perfluoroottano sulfonamide (PFOSA), N-etilperfluorottano-
sulfonamidetanolo (NEtFOSE) e 8:2 fluorotelomeri degli al-
cool. Gli Stati membri dovranne, ove possibile, includere
compeosti simili ai PFOS e PFOA, ma con catena di diversa
lunghezza (C4 — C15), e tensioattivi a base di fosfati poli-
fluoroalchilici (PAPS), come 8:2 diPAPS e 8:2 monoPAPS, al
fine di stimare [importanza della loro presenza negli ali-
Mmenti.
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ﬁv{* docuumenids dell’ Autorita ewwropea per la sccuregga alimentare

uel:sa [E5]

EURQPEAN FOOQD SAFETY AUTHORITY

Anno di emanazione Tipologia documento Titolo

2008 OPINIONE EESA Pgrfluprottano sulfonatf) (PFOS‘), aFIdO perf.luoro.ttan0|co .(PFOA) e loro Si.ih: Parere
scientifico del gruppo di esperti sui contaminanti presenti nella catena alimentare

2012 REPORT EFSA Sostanze perfluoroalchiliche negli alimenti: presenza ed esposizione alimentare

2018 OPINIONE EFSA Rischio per la salute umana connesso alla presenza di PFOS e PFOA negli alimenti

2020 OPINIONE EESA :Ilisr;f:rc:tiper la salute umana connesso alla presenza di Sostanze perfluoroalchiliche negli

Negli ultimil6 anni EFSA ha rivisto tre volte i livelli tollerabili di

.. . . . . sy e 2008 (TDI ng/kg bw 150 1500
esposizione ai PFAS sulla base dei dati disponibili (TDIng/kg bw)
2018 (TWI ng/kg bw) 13 6
«The most prominent PFAS for adults was PFOS (64%), followed by PFOA (16%), PFHxS (5,6%) and PFNA (5,1%)»
EFSA 2020 doi:10.2903/j.efsa.2020.6223 2020 (TWI ng/kg bw) 4.4
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adal 2018 ad oggi... v Mome | wbevimone | 15 | Massaesaita_

n Perfluoro-n-butanoic acid PFBA [13C4]PFBA 213,9865
n Perfluoro-n-pentanoic acid PFPeA [13C5]PFPeA 263,9833
e Perfluoro-n-hexanoic acid PFHXA [13C5]PFHXA 313,9801
PROGETTI DI RICERCA CORRENTE 2016 4 | Perfluoro-n-heptanoic acid PFHpA [13C4]PFHpA 363,9769
“ Acido perfluoro-n-ottanoico PFOA [13C8]PFOA 413,9737
n Perfluoro-n-nonanoic acid PFNA [13C9]PFNA 463,9705
N. identificativo progetto: 1ZSSA 01/16 R( Perfluoro-n-decanoic acid PFDA [13C6]PFDA 513,9673
n Perfluoro-n-undecanoic acid PFUdA [13C7]PFUdA 563,9641
n Perfluoro-n-dodecanoic acid PFDoA [13C2]PFDoA 613,9609
Progetto presentato da: 10 | Perfluoro-n-tridecanoic acid PFTrDA [13C2]PFTeDA 663,9577
n Perfluoro-n-tetradecanoic acid PFTeDA [13C2]PFTeDA 713,9545
ISTITUTO ZOOPROFILATTICO SPERIMENTALE [ 12 | Perfluoro-n-hexadecanoic acid PFHXDA [13C2]PFHXDA 813,9482
SARDEGNA n Acido perfluoro-n-ottadecanoico PFODA [13C2]PFHXDA 913,9418
n Potassio perfluoro-1-butanesulfonato L-PFBS [13C3]L-PFBS 337,9062
n Sodio perfluoro-1-pentanesulfonato L-PFPeS [13C3]L-PFHxS 371,9290
Area tematica: Sicurezza degli Alimenti “ Sodio perfluoro-1-esansulfonato L-PFHxS [13C3]L-PFHxS 421,9258
Sodio perfluoro-1-heptanesulfonato L-PFHpS [13C3]L-PFHxS 471,9232
e E— “ Sodio perfluoro-1-octanesulfonato L-PFOS [13C3]L-PFOS 521,9194
Tlt.OIO del prog.ettc.n: ) ) . m Sodio perfluoro-1-nonanesulfonato L-PFNS [13C6]PFDA 571,9162
SVIIUPPO € \.fa.llda.zmne di memf" n?n- tar'get/multl-target m Sodio perfluoro-1-decansulfonato L-PFDS [13C7]PFUdA 621,9131
per.la ldentlflc.at'clone e determinazione dl.sostanze p(::-r-' E: “ Sodio perfluoro-1-dodecansulfonato L-PFDoS [13C7]PFUdA 721,9067
poli-fluoroalchiliche (PFAS) nella catena alimentare, ai fini -
della valutazione del rischio. m Potassio 9-chlorohexadecafluoro-3-oxanonane-1-sulfonato 9CI-PF30NS [13C7]PFUdA 569,8587
m Potassio 11-chloroeicosafluoro-3-oxaundecan-1-sulfonato 11CI-PF30UdS [13C7]PFUdA 669,8524
m Sodio 1H,1H,2H,2H-perfluoroottansulfonato 6:2FTS [13C2]M2-6:2FTS 449,9571
— — [ 25 | Sodio 1H,1H,2H,2H-perfluorodecansulfonato 8:2FTS [13C2]M2-8:2FTS 549,9507
Responsabile Scientifico: Cecilia Testa - S
m 3-Perfluoroeptilpropanoic acido FHpPA d3-N-MeFOSAA 442,0050
L o 2-Perfluorooctylethanoic acido FOEA [13C2]MFOEA 477,9862
Data 1imizio progetto: 01/02/2016 .
Data fine progetto: 30/04/2021 En 2H-Perfluoro-2-decenoic acido FOUEA [13C2]MFOUEA 457,9799
n Acido 2,3,3,3-tetraf|uoro-2-(1,1,2,.2,3,3,3 eptafluoropropossi)- HFPO-DA (GenX) [13C3]M3HFPO-DA 329,975
propanoico
m Sodio dodecafluoro-3H-4,8-dioxanonanoate NaDONA [13C5]PFHXA 399,9581
“ N-ethylperfluoro-1-octanesulfonamidoacetic acid N-EtFOSAA d5-N-EtFOSAA 584,9903
“ N-methylperfluoro-1-octanesulfonamidoacetic acid N-MeFOSAA d3-N-MeFOSAA 570,9746
m Potassio perfluoro-4-ethylcycloesansulfonato PFECHS [13C5]PFHXA 499,8966
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&NC viluppo-del metodo-analitico:.. problemaiiche riscontrale in corso-d opera

1. Contaminazione dilaboratorio
2. Presenza e rilascio di PFAS nelle fasi mobili
3. Scelta della fase di ripresa adeguata al set di analiti
4. Perdite in fase di evaporazione
5. Fenomeno di soppressione ionica post-interfaccia
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Presenza di alcuni PFAS nelle colonnine SPE WAX utilizzate in fase di purificazione del campione. Le concentrazioni rilevate in diverse prove risultavano essere
estremamente variabili, rappresentando quindi un problema ai fini della validazione e dell’analisi di campioni reali, soprattutto a bassi livelli. Per minimizzare il
fenomeno, si e deciso di eseguire un lavaggio pre-analitico delle colonnine con il solvente di eluizione (idrossido di ammonio al 2% in MeOH).

AA 3041978

miz= 426 9504426 9764
F FTMS - p ESI Full ms
[360.0000-480.0000] MS
Genesis bianco-reagenti

miz= 426 9594-426 9764
F-FTMS - p ESI Full ms
[360.0000-444.0000] MS
bianco-reagenti

Bianco reagenti (ppt
Replica PFPeA | L-PFBS | PFHXA | PFHpA |L-PFHxS| 6:2FTS | PFOA | PFDA |L-PFDoS|PFTrDA |PFTeDA |PFHxDA

1 12 3 16 4 2 139 8 4 6 7 2 7

2 12 2 24 5 1 127 8 2 3 4 2 4

3 46 0 351 7 0 143 6168 124 0 1 0 0
AT 0.00-2401 M- 36 RT: 1153 N 19786 o RT-1150 N 85264 “ Bianco reagenti dopo procedura lavaggio (ppt)

1007 A AA: 17710917 miz= 312 9665-312.9791 100 B AA: 436534 miz= 312.9665-312.9791
oo Sooom s | 2 g0 55000350 o) s Replica | PFPeA | L-PFBS | PFHXA | PFHpA |L-PFHxS| 6:2FTS | PFOA | PFDA |L-PFDoS| PFTrDA |PFTeDA|PFHXDA
3 enesis bianco-reagenti 3 enesis bianco-reagenti
2% i 1 8 0 18 1 0 0 3 1 1 0 0 0
2 404 2 40
i,] PRHXA iy 2 11 1 22 4 0 0 6 3 2 3 0 0

o _ 0 .

100 E;- "‘39223705 :::j S?Zssw -412.9747 100 IF:; 1154?3%0 :vtf 315?3581-412.9747 3 11 0 20 3 0 6 5 1 0 2 1 O

F: FTMS - p ESI Full ms F: FTMS -p ESI Full ms

2 g0 [360.0000-480.0000] MS | & g [360.0000-444.0000) MS
s Genesis bianco-reagenti 8 Genesis bianco-reagenti
5 603 5 60
S 40 3 40
§ 20 6:2 FTS g 20

o RT 1358 NL 5 34E5 0 NL: 5.41E3

2018 2025

PFOA

Relative Abundance
N oa @ o
o 8 &5 3 3
Lo TauaTaa T
Relative Abundance
M oa o @
e 58 & 2 2
I
&
Z

T. 1631 NL: 8.92E5 RT:15.26 NL: 3.43E3

100 s Frnisp Esirume | 10 e FEme. ped falms. Alcune SPE in commercio non Ad oggi sono state messe in

§ 801 [500.0000-750.0000] MS g 80 [500.0000-750.0000] MS . .
g o Genesis bianco-reagenti % o Genesis bianco-reagenti rlsultavano adeguate a causa del commercio SPE PFAS_free
< < . . . .
2 0 g 0 rilascio di alcuni PFAS
i.. PFDA i

o L Ty T 0 T T

5 10 15 20 0 5 10

Time (min) Time (min)

Cromatogramma rappresentativo di 4 analiti presenti nel bianco di laboratorio prima (A) e dopo la procedura di lavaggio (B)

. - —
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&\{ PUNLL crilice:.. condaminagione striumeniole

RT 1378 NL: 5 48E6 RT 1373 NL B 4TES
AA 32208987 Py AA 49960151 miz=
™ reaganr | ™ e
w3 [2] Standard PFOA [k liod |« Standard iR
o] 503 6:2 FTS
. o 403 407
Presenza di PFOA e 6:2 FTS nelle fasi I
oape . rn . ]
mobili prima dell’inserimento delle :> o st - e pygsiam
. . . ] p ESI Full ms -
colonnine ritentive WAX e HLB (2.1 | Weshwa. ot | Washw.o.
£ smz H column trap column trap
x 20 mm) .
" |
o~ - - oL -l—l
* 100- 100-
o Wash with * Wash with
m column trap “ column trap
40- 40-
20 204
120 | 125 130 | 135 140 145 150 155 160 120 | 128 | 130 135 146 145 180 188 160
Time {rmen) Tame (min)

[C B |

Fase di ripresa
MeOH/Ammonio Acetato 4mM 80/20 v/v

RT: 500-16.00 SM. 9G 4
RT. 7.32 NL: 2.50E5
.0. peek AA: 1426650

—==‘)

Kinetex XB C18

262.9734-262.9786 F

miz= :
100 w FTMS - p ESI Full ms
PFPeA [200.0000-1200 0000] MS
50 Genesis std-1ppbnopeek?
o -

AT 6564 NL 5.82E5
AAC 3120227 Miz= 262 0734-262 9786 F
FTMS - p ES| Full ms

with peek 2000

Genes|

-1200.0000] MS
td-1ppbpeck2

RT- 032 NL. 4 96E5
MA 4122128 PEHXA /7= 312,9697.312 9759 F
FTMS - p ESI Full ms
W.0. peek X [200.0000-1200.0000] MS
RT_ 1150 NL: 9.59E5

100 ) AA 5493548 Fﬂ_;li;gTzEég;_-JHTZ 9759 F
p ESI Full ms
3 with peek [200 0000-1200 0000] MS

RT. 10.56

MA: 5601941 PFHpA

Miglioramento della forma del picco per gli so
analiti piu polari e aumento del volume di :D

iniezione 20uL .

w.0. peek

\_‘I/ RT- 1271 NL: 1.07E6
AA GB76051 iz=3

with peek

Time (min)

* Barola C. et al. Journal of Chromatography A,1628, 461442, 2020 doi.org/10.1016/j.chroma.2020.461442 S /
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PUNLL critice. . perddiler invfase di evaporagione & fenomeno-di soppresscone
conica post-interfacciar

Prove di evaporazione Soppressione ionica post-interfaccia
PFPeA T A
3500000 g _
5o L-PFBS 50 ppt Mass range 283-350 m/z
3000000 % a0
2500000 20
2000000 m: 1
1500000 - ;
1000000 o Mass range 200-1200 m/z
500000 ;Z
0 "
a b c d e 11‘0I " ) ‘11‘1 ) " " ‘11'2 " ) ) ‘11‘3' I11‘4‘ " ) 11'5 " ) ‘11'6 " ) " ‘11'7 " " " I'M‘BI ) " ‘11'9' " ) ‘12'
Time (min)

Sono stati testati 5 diversi keeper al fine di
valutare l'eventuale perdita in fase di
evaporazione.

I N-nonano (e) e risultato il keeper migliore
per gran parte degli analiti.

Metodo di acquisizione in Full Scan non idoneo per ottenere i migliori LOD possibili.
Utilizzando intervalli di acquisizione ristretti ottimizzati per ciascun analita o gruppo
di analiti, abbiamo evitato il fenomeno di soppressione ionica
post-interfaccia ® aumentando la sensibilita strumentale.

2 Kaufmmann et al. Rapid Commun Mass Spectrom. 2010 Jul 30;24(14):2162-70.doi: 10.1002/rcm.4615.
b Moretti et al. Journal of Mass Spectrometry 2016, 51, 792—-804 doi:10.1002/jms.3834.
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N sviluppo- metodo-strumeniale [ C-HRMS

'analisi strumentale viene effettuata tramite cromatografia liquida interfacciata ad un analizzatore di spettrometria di
massa ibrido in alta risoluzione (LC-Q-Exactive, Thermoscientific) con acquisizione in modalita negativa (ESI-).

Metodi di acquisizione: I ——
v" Full scan- SIM (analisi quantitativa) e
3 Megative 00 FFBA
Y e—— B Megative 00 PFPeA
~ Scan Groups Orbitrap S Megative 10 HFPO-DA
> Fuls —sin Megative 50 L-PFBS
; = Negative 1280 PFHxA
> Full M5 — SIM MNegative 210 HFPO-DA
; wul "‘m — Megative 200 LPFPes
> Full MS - SIM MNegative 12.60 12.50 PFHpA
; Furts | =i | Negatve | 12.70 12.10 NaDONA
; Ful =i - Negative | 12,50 13.00 L-PFHxS
> Fullis | Megative 13.50 13.80 FPFOA
> [Fu . . 740 a7 £
Megative 13.30 14.50 L-PFHRS
MNegative 1450 14 80 FOUEA
v Data dependent MS/MS scan (analisi qualitativa: 2 ioni*) Y e
Negative 1450 14.80 FOEA
e Negative | 1400 1460 L-PFOS
; [Funms —sim - Megative 15.10 15,60 PFDA
; — Ful W Negative 15.10 15.60 8:2FTS
> | Negative 1470 1520 SCI-PF30NS
> s =5 ] - Negative | 14.60 15.80 BZPAP
> T — el Negative | 15.10 1550 L-PFNS
< frmsessniises Negative | 1650 17.20 FFL4A
;’ = = Negative 15.80 16.40 N-MeFOSAA
; = MNegative 16.70 17.40 N-BtFOSAL
B ‘ avZ‘ MNegative 16.50 171 L-PFDS
L L T T T Negative | 18.20 19.40 FFDoA
MNegative 17.70 18.60 11CI-PF30UdS
La messa a punto di quest’ultimo e’ volta all’utilizzo di un — e
. ope . . . MNegative 20.80 21.20 PFTeDA
singolo metodo che possa essere utilizzato sia in caso di =
MNegative 224 2250 PFODA

“screening” che di “conferma”. * SANTE/11813/2017
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VECONOICIMEIto-gualilalivo:.. accuralegza di massa

RT: 1473 -16.05 SM: 5G

MS detector/Characteristics

Requirements for identification

Resolution Typical systems Acquisition minimum number other
{ ) of ions
SNz 39
single Ms Andl
- B yte peaks from
quadrupale, full scan, limited m/zrange, SIM | 3ions both product ions in
ion trap, TOF the extracted ion
chromatograms must
i fully overlap.
Unit mass
resolution _ lon ratio from sample
MS/MS selected or multiple reaction

exiracts should be

15.33 monitoring [SRAM, MRM), mass i
100 15.32 53 15.33 friple quadrupole, | resolution for precursor-ion 2 product fons Hn%w[‘,e;:ﬁve]
= ] 15.31 j§35 P F DA ion frap, Q-Trcl_p. \so_\cﬂion equal ﬂ_) or better than of average
8 80___ =1 Q-TOF, @-Orbitrap | unit mass resolution of calibraiion
© — 15.30 15.36 standards from same
b= a DU [ sequence
(= b a3 15.37
S 604 15.29 — . SIN = 331
a5 Formula bruta: C;qHF;40, S
@ 407 15.29 15.38 MW: 513.9673 High resolution Ms: | full scan, imited m/zrange, SM, | 5. Aol
R iy " : fragmentation with or without . y
= — 1 528. J§>39 . . Accurate mass (@ 'TOF, 9 B N mass accuracy preduction(s) in the
o - measurement | |@Orbitrap precursor-ion selection, or <5 pomas. ¢l extracted ion
&) 20__ 15.24 1 52§ ‘ ‘ 15 40 FT-HCR-MS combingafions thereof =5 PP chromatograms must
-] & E sector MS
- e = fully overlap.
at 1518 1924 ]| k& 15.58 yovco |
100+ 5.37 lon rafio: see D12
- 15.33 =l preferably including the melecular ion. (de)protonated molecule or adduct ion
3 3 = Sincludinaatlocst i tion
2 80 15.41 < < 1 mDa for m/z < 200 SANTE/11813/2017
g £} 5 nal should be present in at least & subsequent scans
c A T P——
S 604 15.29 ECEER
= E
< ] 1521 15.25 15.44 e —— PrTT———
o 40— b 4 wigh resalution (15 | o) AN Imited mizrange. Sk g ons i precurser and/ar
= = rccurate mass R, ragmentation vith or ithou P rocuct ionis) in the
© . measurement I'o-:lorbim:a precursor-ion sekection, or <5 ppmA.. _I“" P ex:ucvelélior
E 20 = combinations thereof P chromatograms must
= fuly ovenap.
O—rrrrrrerr AR A e B B B P AT R R Y B S ey G o) F S E A R BT R A 1A (LA LS I ) B £ 7 Pt 2 B A B ) (AT o FS o R 3 ) B T BT TR e § T [ 2 Eoins s s PO [ SR e £ 2 70 B PO R An AR Py s lon ratic: see D12
148 149 150 151 15.2 153 154 155 156 157 15.8 15 “ preferaply including e molecuiarion, (de]profonated molecule or gaduct ion
. e i = oot = it ion
Time (min) [ =" o for miz <200 SANTE/11312/2021

el chiould D present in of least § subsequent scans

Add-10-3 #4074-4119 RT: 1525-1541 AV: 5 NL: 2 45E4 ©
F: FTMS - p ESI d Full ms2 512 9567@hcd25.00 [60.0000-546-
168 9865
218.9837

90 A <1 mDa Zoaees 449 3058

80 A =0.5ppm A=0.4ppm A=0.3ppm
& 70
= 4689656
8 60 F\ :
c
=l
£ 50 B
g
g 40 -44 m/z
€ 4 96 9577

167.3647
A <1mDa -CF2 -CF2 A=3ppm
20 A
1180000 ) -CF2 -CF2 (318.0766)
104 790540 / L | 1771621 196 9815 2300530  260.8965 | 270.8660 314 6260 4485007
L 104.5002 | 141.8390 1527037 | | | | 2460786 " 2049143 3220775 346.7871 380.8036 4005042 77777”]'
o L o o e B ot 1 i e ] e e e 1 S e e T e e e o e Tt T e o [ o o o i e o o P o s o e DR ] e e e T a7 ) (ot B e B 77 e o S o e P e e S e
80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480
m/z
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&_ﬂ{ iluppo-del metodo-analdlico:.. schema preparaiiva

' ACN

2g
fegato

—JeAT
e
~

SPE WAX
150mg/6mL

dSPE
ENVICARB
80 mg

H,0 MeOH
2mM 2mm
CIL,CO0NI, aLcoon,

33 PFAS
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D' \Data PFAGSISH1-2
S1d 0.5 ppb

0822116 23.57 51

% H20 +
2mM
A.A.
0 100
1 80

11 30
15 30
21 0

28 100
30 100

% MeOH

+2mM
A.A.

Flow
(mL/min.

RT 500-2400 SM: 5G
1005

03 SULFONATI

Relative Abundance
5

PFBS

PFDoS

Felaive Abundance
&

PFHpS
9CI-PF30NS
PFNS

PFNA

PFDS.

ﬂilcl—PFsuds

‘\_JL l
T T
14 i
Time (min)

I M) 13

-
17 18 1!

A )

D \Data'PFACs Std1.2 08/22118 2357 51
5105 pob
RT 500-2400 SM 5G

00-

PFODA
a0-
B0
ACIDI

F PFHXDA
£ 60
é o e TR D
£ w0 PFHXA
&

= FHpPA

2 PFPeA N-EFOSAA pepon

10 PFBA A ﬁ A

108

« PFUGA

80

PFOA PFTrDA

L PFDA "
é 80
2 =0
§ a0
-2 FOUEA

20 N-MEFOS/

10 ﬂ

T T T J T T w‘ T T |iIl T T
5 L] T & 9 10 11 12 13 14 15 18 17 18 19 20 21 22 23
Time (min)

LC-HRMS (Q-EXACTIVE Thermo)
(Cromatografia Liquida — Spettrometria di Massa alta

risoluzione)

\
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@Wazdyva&d%mw

2 ng/kg
| 5 ng/kg
Srouen 4 Graun 2 Grosin n | 10 ng/kg
rrﬂlll’\‘ Frﬂllﬂ’ Frﬁll“ n I 25 ng/kg
Praiem 4 Praim P Praiim m | 50 ng/kg
ﬂl‘.l'::lﬂ 4 : ﬂ'.rr:ln 2 ; ﬂr.z:m n | 100 ng/kg
-\ S0l
nrﬂllﬂ 1 f:rnlu\ 9 P—rﬂllﬂ n 1000 ng/kg
Runs [p) —> Group 1 Group 2 Group p
| I I 8 livelli di concentrazione (2-1000 ng/kg)
B O | p=3 (giornate); n=4 (replicati per giornata)
N | ‘ | 12 replicati per ogni concentrazione—> 96 esperimenti

__ Replicates (n) = Xy ... Xy, Xy ... Xog Xap ... Xon

1 Figure 1: Example of a nested design for an experiment from which different precision measures

|| can be evaluated if the groups represent different analytical runs (ideally carried out on different

davs).

Eurachem. Planning and Reporting Method Validation Studies. Supplement to Eurachem Guide on the Fitness for Purpose of Analytical Methods. 1% Edition, 2019. www.eurachem.org
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I S I ey
[ 1 | Perfluoro-n-butanoic acid PFBA 0.100
n Perfluoro-n-pentanoic acid PFPeA 0.045
“ Perfluoro-n-hexanoic acid PFHXA 0.055
- : n Perfluoro-n-heptanoic acid PFHpA 0.020
[ 5 | Acido perfluoro-n-ottanoico PFOA 0.005
m e n Perfluoro-n-nonanoic acid PFNA 0.002
: i Perfluoro-n-decanoic acid PFDA 0.015
Working : n Perfluoro-n-undecanoic acid PFUdA 0.100
range [ 9 | Perfluoro-n-dodecanoic acid PFDoA 0.010
¢ : “ Perfluoro-n-tridecanoic acid PFTrDA 0.005
: 3 n Perfluoro-n-tetradecanoic acid PFTeDA 0.005
“ Perfluoro-n-hexadecanoic acid PFHxDA 0.002
e ra 4 vy, g 13 | Acido perfluoro-n-ottadecanoico PFODA 0.010
RpeTHDn “ Potassio perfluoro-1-butanesulfonato L-PFBS 0.015
: : Sodio perfluoro-1-pentanesulfonato L-PFPeS 0.002
. b rapetitions, 3 conc + blank, 2 cal>,
T, ;p;-':m:um, “ Sodio perfluoro-1-esansulfonato L-PFHxS 0.002
: : Sodio perfluoro-1-heptanesulfonato L-PFHpS 0.002
[ 18 | Sodio perfluoro-1-octanesulfonato L-PFOS 0.002
: splkad samples : 19 | Sodio perfluoro-1-nonanesulfonato L-PFNS 0.002
m Sodio perfluoro-1-decansulfonato L-PFDS 0.002
On 3 conc. for the 3 days (from F
: : Sodio perfluoro-1-dodecansulfonato L-PFDoS 0.002
— m Potassio 9-chlorohexadecafluoro-3-oxanonane-1-sulfonato 9CI-PF30NS 0.002
~ ‘ Based on validation }\“ [ 23 | Potassio 11-chloroeicosafluoro-3-oxaundecan-1-sulfonato 11CI-PF30UdS 0.002
e L : : [ 24 | Sodio 1H,1H,2H,2H-perfluoroottansulfonato 6:2FTS 0.090
| Based on GUM approach “ Sodio 1H,1H,2H,2H-perfluorodecansulfonato 8:2FTS 0.020
sourees : m 3-Perfluoroeptilpropanoic acido FHpPA 0.010
2-Perfluorooctylethanoic acido FOEA 0.050
m 2H-Perfluoro-2-decenoic acido FOUEA 0.002
. . o o n Acido 2,3,3,3-tetrafluoro-2-(1,1,2,2,3,3,3 eptafluoropropossi)-propanoico HFPO-DA (GenX) 0.500
ReCUperl apparentl ' 94A) B 126A “ Sodio dodecafluoro-3H-4,8-dioxanonanoate NaDONA 0.002
“ N-ethylperfluoro-1-octanesulfonamidoacetic acid N-EtFOSAA 0.002
LOQ: 0,002-0,100 l.l.g/kg ad eccezione del Gen X 0,500 }J.g/kg | 32 | N-methylperfluoro-1-octanesulfonamidoacetic acid N-MeFOSAA 0.002
“ Potassio perfluoro-4-ethylcycloesansulfonato PFECHS 0.002

o
R — 4___/
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3

4

SPE WAX
150mg/6mL

7 J:l

dSPE
ENVICARE
20 mg

Kinetex XB C18

Ottimizzazione
dell’estrazione

Ottimizzazione della
cromatografia

Determinazione mediante LC-HRMS di sostanze poli- e per-fluoroalchiliche (PFAS) in alimenti: sviluppo e validazione di metodi in conformita alla normativa europea
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100

% MeOH +
SmMA.A.
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70
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100
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Flow
(mL/min.)
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0.300

0.300
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0.050
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100
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2 ng/kg

Grooan 4 Grann 2 Gronn n I

5 ng/kg

| 10 ng/kg
l""r.nllnﬂ Frﬂllﬂﬂ Prﬂll“" I 25 ng/kg
Prmioe 4 Prrium D Praim m | 50 ng/kg
Grann 4 Grain 2 Grmiin m | 100 ng/kg
Gronn 4 Grasm 2 Grouin n
| 250 ng/kg
Crasam 4 Crmsim Craim mn
Groun 4 Gragnn 2 Groun n 500 ng/kg
Runs (p) = Group 1 Gruilp 2 Groi.lp P
Replicates () = Xy ... Xy, X3y oo Xag Xag oor Xon
Figure 1: Example of a nested design for an experiment from which different precision measures
can be evaluated if the groups represent different analytical runs (ideally carried out on dilTerent
days).

8 livelli di concentrazione (2-500 ng/kg)
p=3 (giornate); n=4 (replicati per giornata)
12 replicati per ogni concentrazione—> 96 esperimenti

R
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N
~N

=

Perfluoro-n-butanoic acid
Perfluoro-n-pentanoic acid
Perfluoro-n-hexanoic acid
Perfluoro-n-heptanoic acid

Acido perfluoro-n-ottanoico
Perfluoro-n-nonanoic acid

Perfluoro-n-decanoic acid
Perfluoro-n-undecanoic acid
Perfluoro-n-dodecanoic acid
Perfluoro-n-tridecanoic acid

Perfluoro-n-tetradecanoic acid
Perfluoro-n-hexadecanoic acid
Acido perfluoro-n-ottadecanoico
Potassio perfluoro-1-butanesulfonato
Sodio perfluoro-1-pentanesulfonato
Sodio perfluoro-1-esansulfonato
Sodio perfluoro-1-heptanesulfonato
Sodio perfluoro-1-octanesulfonato
Sodio perfluoro-1-nonanesulfonato
Sodio perfluoro-1-decansulfonato
Sodio perfluoro-1-dodecansulfonato
Potassio 9-chlorohexadecafluoro-3-oxanonane-1-sulfonato
Potassio 11-chloroeicosafluoro-3-oxaundecan-1-sulfonato
Sodio 1H,1H,2H,2H-perfluoroottansulfonato
Sodio 1H,1H,2H,2H-perfluorodecansulfonato
3-Perfluoroeptilpropanoic acido
2-Perfluorooctylethanoic acido
2H-Perfluoro-2-decenoic acido
Acido 2,3,3,3-tetrafluoro-2-(1,1,2,2,3,3,3 eptafluoropropossi)-
propanoico
Sodio dodecafluoro-3H-4,8-dioxanonanoate
N-ethylperfluoro-1-octanesulfonamidoacetic acid
N-methylperfluoro-1-octanesulfonamidoacetic acid

Potassio perfluoro-4-ethylcycloesansulfonato

l

PFBA
PFPeA
PFHXA
PFHPA
PFOA
PFNA
PFDA
PFUdA
PFDoA
PFTrDA
PFTeDA
PFHXDA
PFODA
L-PFBS
L-PFPeS
L-PFHXS
L-PFHpS
L-PFOS
L-PFNS
L-PFDS
L-PFDoS
9CI-PF30NS
11CI-PF30UdS
6:2FTS
8:2FTS
FHpPA
FOEA
FOUEA

HFPO-DA (GenX)

NaDONA
N-EtFOSAA
N-MeFOSAA
PFECHS

0.25
0.01
0.025
0.01
0.01
0.002
0.002
0.002
0.002
0.002
0.002
0.002
0.002
0.01
0.01
0.002
0.005
0.002
0.002
0.002
0.002
0.002
0.002
0.002
0.002
0.025
0.1
0.002

0.25

0.005

0.002

0.002
0.01

Perfluorooctylphosphonic acid

Sodio 1H,1H,2H,2H-perfluorodecylphospate

Sodio bis(1H, 1H, 2H, 2H-perfluorodecyl)phosphate

Sodio [2-(N-ethylperfluorooctane-1-sulfonamido)ethyl] phosphate

Sodio bis-[2-(N-ethylperfluorooctane-1-sulfonamido)ethyl] phosphate

Sodio perfluorohexylperfluoro-octylphosphinate

Perfluoro-1-octanesulfonamide

6
7

Uil

1
a

Ml

16

[r [

Relatve Abundance
7

7
I
Hx
2

PFOPA
8:2 PAP
8:2diPAP
SAMPAP
diSAMPAP

6:8PFPi
FOSA

0.01
0.25
0.005
0.005
0.005

0.01
0.005

RC006/2020:

Relative Abundance
$.3.5.8

B3

AT 400-2500 SM 150
100+

&
5

RC IZSSA 01/2016

Anlaive Abundance
35 8 B

& 3

Retative Abundance
 $.2.8.3

n k ﬁ :J\n. - ﬂl

ELS EE

Relaave Abundance
45 BB B

]

T T T
1% ® 20 ks 24

\
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Table 6: Validation parameters and criteria 2.1.4: LOQ

Parameter Description Criterion Cross ref.
Table 4: Required limits of quantification (LOQ) in pgikg w.w. for the four individual PFAS (PFOS, PFOA,
Linearity Linearity check from five calibration  Deviation of back- - PFNA, PFHxS) [26]
Guidance Document on Analytical Parameters for levels calculated concantration :
the Determination of Per- and Polyfluoroalkyl from true concantration Matrix PFOS PFOA PFNA PFHxS other
Substances (PFAS) in Food and Feed PFASY
L.k . Eggs, crustaceans and molluscs =0.30 =0.30 =0.30 =0.30
Trueness Average apparent recovery for each  Table 3 Seclion 2.1
Version 1.2 fortification level tested; expressed Fish meat and meat of terrestrial =0.10 £0.10 =0.10 £0.10
as ‘hias’ animals
11 May 2022 Pracson Within-laboralory reproducibility for Table 3 Saclion 2.1 Edible offal of terrestrial animals =0.50 =0.50 =0.50 =0.50
each fotification level lested Fish oil =050 =050 =0.50 =050
LOG Lowest fortification level meeting the - Section 2.1.4 Fruits £0010 <0010 <0.005 <0015
identification requirements and Vegetables (except wild fungi) <0.010 =0.010 < 0.005 =0.015
analylical parfarmance criteria far , )
. Wild fungi =15 <0.010 < 0.005 =0.015
rescovery and precision
lon ralio Check compliance with identification Food for infants and young children < 0.010 £0.010 =0.005 £0.015
; ; Table 9 Saction 2.4.3 sold as ready to eat
ratention time requirements for MS techniques
Milk <0.020 £0.010 =0.050 < 0.060
Feed®

A'Will be specified when regulations/decisions on elevated levels are established.

Table 3: Typical validation parameters and performance characteristics for PFAS analysed in samples
for compliance testing of maximum levels or monitoring purposes

Guidance Document on Analytical Parameters for
the Determination of Per- and Polyfluoroalkyl
Substances (PFAS) in Food and Feed

Parameter Compliance testing of

Monitoring purposes®

maximum levels?

Trueness?) t20% £35%

Version 2.0 \{V|th|n-|atJ'oralory r'eprodumblhty <20% <25%
(intermediate precision)

10 September 2024 LOQ See section 2.1.4, Table 4 and Table 5

a)
b)

only for substance/matrix combinations with legally required maximum levels

for substance/matrix combinations without legally required maximum levels and for substance/matrix
combinations with legally required maximum levels in order to achieve the LOQs in Table 4 and Table 5 for
collecting occurrence data

or expressed as apparent recovery (80-120% for compliance testing and 65-135% for monitoring purposes)

[+

Aggiornata nel

\ 2024
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Parameter Trueness Precision® Expanded LOQ*
(%) (%) measurement | (ng/kg w.w.)
uncertainty (%)
Il metodo e adatto allo scopo (PFOS)? Required 80-120 <20 <447 <10
Obtained 86-119 =15 <25 2.7
Fit for purpose?
-‘:v/ '\‘;;,// % ‘x_‘//

“Within laboratory reproducibility (CV); “Based on Thompson-Horwitz eguation; "Minimum reguired LOQ among the
listed matrices (Table 4 of Guidance Document);

Selettivita Criteri di identificazione
analisi dei campioni bianchi (studio di validazione) e conformita ai criteri di Table 9 (continued)
. .re . . . (U)HPLC-HRMS Accurate mass resolution
identificazione vigenti ‘ P

High resolution MS: (Q-)TOF, (Q-)Orbitrap

(examples)
Mass resolution = 10 000 at 10 % valley (for the entire mass range)

— Full scan, all ion fragmentation (AIF)/MSE, (variable) data-independent
Acquisition

acquisition (vDIA)

Minimum number of ions | 2 ions with mass accuracy < 5 ppm 7.9

Signal to noise (S/N) ratio | =3

The ratio of the chromatographic RT of the analyte to that of the IS (i.e.

Retention time (RT) relative RT of the analyte) shall correspond to that of the calibration
standard with a maximum deviation of 1 %.
Ara ncio Melata Acacia M | ||efiori Ca Stagno Other Analyte peaks from precursor and/or product ion(s) in the extracted ion

chromatograms must fully overlap.

e) applying identical MS/MS conditions, in particular collision energy and collision gas pressure, for each transition
of an analyte

f) preferably including the molecular ion, (de)protonated molecule or adduct ion gand at least one fragment ion

9 <1 mDa for m/z <200

0
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&{ aggLornamentt ine corvso-ad opera

Anno di emanazione

Tipologia documento

REGOLAMENTO DI ESECUZIONE (UE) DELLA COMMISSIONE Stabilisce metodi di campionamento e di analisi per il controllo delle sostanze

2023/915

regolamento (CE) n. 1881/2006

2022/1428 perfluoroalchiliche in alcuni prodotti alimentari

2022 EQZC;/OITQNDAZIONE (U8 B GOz Relativa al monitoraggio delle sostanze perfluoroalchiliche negli alimenti
REGOLAMENTO (UE) DELLA COMMISSIONE Modifica il regolamento (CE) n. 1881/2006 per quanto riguarda i tenori massimi di
2022/2388 sostanze perfluoroalchiliche in alcuni prodotti alimentari

2023 REGOLAMENTO (UE) DELLA COMMISSIONE Relativo ai tenori massimi di alcuni contaminanti negli alimenti e che abroga il

REGOLAMENTO (UE) 2023915 DELLA COMMISSIONE
del 25 aprile 2023

relativo ai tenori massimi di alcuni contaminanti negli alimenti e che abroga il regolamento (CE)

n. 1881/2006
Frattaglie di Muscolo di
s Carne di selvaggina, ad| pesce ad alto . .
. Frattaglie di . . . Muscolo di  |Crostacei e
Carne bovina, . .. . ..l selvagginaad eccezione consumo o |Muscolo di pesce . .
ug/kg . Carne ovina |bovini, ovini, suini ) .. . pesce a ridotto | molluschi| Uova
suina e pollame eccezione della delle destinatia [a medio consumo . .
e pollame . . . consumo bivalvi
carne di orso frattagliedi | prodotti per
orso l'infanzia
PFOS 0.3 1 6 5 50 2 7 35 3 1
PFOA 0.8 0.2 0.7 3.5 25 0.2 1 8 0.7 0.3
PFNA 0.2 0.2 0.4 1.5 45 0.5 2.5 8 1 0.7
PFHxS 0.2 0.2 0.5 0.6 3 0.2 0.2 1.5 1.5 0.3
Somma di PFOS, PFOA, PFNA 13 16 8 9 50 5 3 45 5 19
e PFHxS

_h_
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RACCOMANDAZIONE (UE) 2022/1431 DELLA COMMISSIONE
del 24 agosto 2022

relativa al monitoraggio delle sostanze perfluoroalchiliche negli alimenti

RACCOMANDA:

[}
s L Gli Stati membri, in collaborazione con gli operatori del settore alimentare, dovrebbero monitorare la presenza di - % acido perfluorobutansolfonico (PFBS);
= PFAS negli alimenti nel corso depli anni 2022, 2023, 2024 e 2025. . % do el .
- . acido perfluorepentansulfonico (PEPS);
L} L}
. Gli Stati membri dovrebbero effettuare prove per rilevare la presenza negli alimenti delle seguenti PFAS: i @ addo perfluoroeptansulfonico (PFHpS);
[ ] [ ]
. vy acido perfluoroottansulfonico (FFOS); - % acido perfluorononansulfonico (PENS):
E % acido perfluoroottanoico (PFOA); - % acido perfluorodecansulfonico (PFDS):
L}

. % acido perfluorononanoico (PENA); . o acido perfluoroundecansulfonico (PFURDS);
L}
. % acido perfluoroesansulfonico (PFHxS). E % acido perfluorododecansulfonico (FFDoDS);
‘lllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllll. o ﬂCidC-pCl'ﬂL]DI’Ol‘I’idfCﬂJ]SUHOIﬁCO{PFTIDS}I:

Gli Stati membri dovrebbero inoltre, se possibile, effettuare prove per rilevare la presenza di composti simili a PFOS, ) perfluorcottansulfonamide (FOSA).

PFOA, PFNA e PFHxS, ma con una catena alchilica diversa e con un'occorrenza rilevante negli alimenti, nell'acqua

potabile efo nel siero umano, quali: Gli Stati membri dovrebbero inoltre considerare la possibilita di effettuare prove per rilevare la presenza negli

do perfluorob ico (PFBA) alimenti di PFAS emergenti, quali:
ro acido 2-[(6-clor-1,1,2,2,3,3,4,4,5,5,6,6-dodecafluoresil) ossi]-1,1,2,2-tetrafluoretansulfonico (forma acida di
acido perﬂuorop&m:moicc (PFPeA); F53B);

acido perfluoroesanoico (PFHxA); o acido 2,3,3,3-tetrafluor-2-(eptafluorpropossi)-propanoico (forma acida di GenX);
o acido 2,2,3-trifluor-3-[1,1,2,2, 3, 3-esafluor- 3-{trifluormetossi)propossi|-propionico (forma acida di ADONA);

€) idrossido di N, N-dimetil-N-ossido-3-[[(3,3,4,4,5,5,6,6,7,7,8,8,8-tridecafluoroottiljsulfonil |Jammino] -
1-propanamminio (Capstone A);

0 idrossido di  N-{carbossimetil)-N,N-dimetil-3-[[(3,3,4,4,5,5,6,6,7,7,8,8,8-tridecafluoroottil)sulfonil Jammino]-
1-propanamminio (Capstone B);

0 alcoli e solfonati di fluorotelomeri.

acido perfluoroeptanoico (PFHpA):
acido perfluorodecanoico (PFDA);
acido perfluorundecanoico (PFURDA};
acido perfluorododecancico (PFDoDA);
acido perfluorotridecanoico (PFTrDA);

S ——

acido perfluorotetradecanoico (PFTeDA);

. y I
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Risultals Cireuwdde inderiaboratorio-20217 -2024

Circuito

interlaboratorio 1

Analiti

b
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Matrici

PFOA
PFNA
PFHxS
PFOS

2021

FAPAS 2021-0696

Circuito interlaboratorio 2

Analiti

Determinazione mediante LC-HRMS di sostanze poli- e per-fluoroalchiliche (PFAS) in alimenti: sviluppo e validazione di metodi in conformita alla normativa europea

FAPAS DWC074

2022

FAPAS 2022-06107 FAPAS DWC1907

2023

FAPAS 2023-06142

Muscolo di pesce Acqua potabile Muscolo di pesce Acqua potabile Uovo
-0.5 0.4 -0.3 0.4 0.7
-0.4 - 0.5 - 0.7
-0.5 - 0.2 - 0.4
0.5 -0.8 0 -0.5 0.5
2021 2022 2023 2024
EURL-PT- EURL-PT- EURL-PT- EURL-PT- EURL-PT- EURL-PT-
PF_2102-LWE = POP_2203-FM = POP_2302-CF = POP_2301-MP = POP_2401-BM  POP_2403-PIM
Matrici Uovo Muscolo di Mangime Latte MUSFOIO Latte
pesce bovino
PFOA 0.6 0 0.6 0.4 - 0
PFNA 0.6 1 0.4 0.6 0,3 0,1
PFHxS 0.3 -0.1 - 0.9 0.3 0,2
PFOS 0.6 0.5 0.6 1 0.4 0,3

FAPAS 2024-06137

e

2024

FAPAS 2024-06162 FAPAS 2024-06153

Muscolo di pesce Latte Uovo
0.7 0,1 -2
0.3 0,2 -0,1
0.4 0,4 0,1
0.6 0,7 0,2

5
| z-score| < 2
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A liquid chromatography-high resolution mass spectrometry method )
for the determination of thirty-three per- and polyfluoroalkyl i
substances in animal liver
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“lstituro Superiore di Sanita, Viale Regina Elena, 299, 00161 - Rome, Iraly

e ro
ey

Occurrence and pattern of legacy and emerging per- and Poly-FluoroAlkyl
substances (PFAS) in eggs of loggerhead turtle Caretta caretta from
western Mediterranean™

Simone Moretti °, Gianfranco Brambilla b. . Fulvio Maffucci®, Carolina Barola “,
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Target determination and suspect screening of legacy and emerging per- s
and poly-fluoro poly-ethers in wild boar liver, in Italy

Simone Moretti ', Carolina Barola ™', Danilo Giusepponi °, Fabiola Paoletti“,
Arianna Piersanti , Olga Tcheremenskaia ', Gianfranco Brambilla %", Roberta Galarini”
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4 Dipartimento Alimentomione Nigrizione ¢ Sanina Pubblica Veterinaria, Istituto Superiore di Sonit, Viele Reging Elena 299, 00161, Roma, fuoly
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Article

Untargeted Screening of Per- and Polyfluoroalkyl Substances
(PFASs) in Airborne Particulate of Three Italian E-Waste
Recycling Facilities

Carolina Barola 1, Elisabetta Bucaletti 1), Simone Moretti 1), Francesca Buiarelli 200, Giulia Simonetti 20,

Franco Lucarelli ?, Laura Goracci [, Stefano Lorenzetti >, Patrizia Di Filippo 8, Donatella Pomata %,
Carmela Riccardi ® and Roberta Galarini 1*

Article

Determination of Perfluorinated and Polyfluorinated Alkyl
Substances (PFASs) in PM;o Samples: Analytical Method,
Seasonal Trends, and Implications for Urban Air Quality in the
City of Terni (Central Italy)

Simone Moretti ', Silvia Castellini 2, Carolina Barola ', Elisabetta Bucaletti !, Chiara Petroselli 27,
Roberta Selvaggi 2(3, Mara Galletti 3, David Cappelletti 2+ and Roberta Galarini !

Chloroperfluoropolyether carboxylate compounds: A review e
Elisabetta Bucaletti, Carolina Barola, Roberta Galarini
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* | metodi sviluppati nelle diverse matrici alimentari sono conformi alla linea guida EURL
* L'attenzione della comunita scientifica e dei regolamenti europei si sta spostando su un pacchetto di analiti
e matrici piu ampio (PFAS emergenti e PFAS a catena corta e ultracorta, alimenti vegetali)

N Work invprogress

e Sviluppo di metodi per PFAS “emergenti”
* Sviluppo di metodi per PFAS a catena corta e ultracorta (C1-C4)

_L — ‘___/
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