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Uvod

Polybromované difenylethery (PBDE) jsou priimyslové
vyrdbéné retardéry hoteni. Priddvaji se do plastd, textilif,
dielektrik apod. Jejich obsah v plastech miZze ¢init az 30 %.
V roce 1992 byla ro¢ni produkce PBDE 40 000 tun a od té
doby stéle roste!2. PBDE nejsou v plastech kovalentné vdzany
a jsou postupné uvoliiovdny do okolniho prostiedi. Jak vy-
plyva z jejich struktury (obr. 1), jsou to latky mdlo tékavé
s velkou molekulovou hmotnosti, tudiZ jde o perzistentni po-
lutanty, které jsou siln€ hydrofobni a dobfe rozpustné v tucich.
Nalézaji se hlavné v rybdch (cca ng.g™' tuku), v lidskych
tukovych tkdnich (0,5-1 ng.g”! tuku) a v mateiském mléce.
Maji podobné ucinky na organismus jako polychlorované
bifenyly (PCB). Bylo prokdzdno, Ze zptsobuji poruchy §titné
zlazy. Vzhledem ke stdle vétSimu vyuzivani plasti a nedote-
Sené recyklaci a likvidaci jejich odpadt se PBDE mohou stat
vyznamnym zdrojem kontaminace Zivotniho prostfedi, nebot
na rozdil od perzistentnich chlorovanych létek, jako jsou po-
lychlorované bifenyly (PCB), polychlorované dibenzodioxiny
adibenzofurany (PCDD/F) apod., jejichZ koncentrace ve sloz-
kach Zivotniho prostiedi i v matefském mléce klesd, obsah
PBDE exponencidlné roste’™. Proto je stanoveni téchto litek
aktudlni i v Ceské republice.

Komer¢né jsou vyrabény tfi smési, které obsahuji hlavné
deka- (75 % produkce), okta- (15 %) nebo penta-BDE (10 %).
Nizs§i derivdty (penta-BDE) jsou silnéji toxické nez deka-BDE
(cit.ﬁ). V komercnich produktech, napf. v Bromkalu 70-5DE,
se vyskytuje podstatné méné kongenerd nez ve srovnatelnych
komer¢nich smésich PCB. Hlavnimi slozkami Bromkalu 70-
-5DE jsou tri- az hexabromované kongenery (pro zjed-
noduseni byla zavedena stejnd nomenklatura jako u PCB).
Stejné jako se pouziva pro zjednoduseni analyz PCB pouze
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Obr. 1. Obecny vzorec polybromovanych difenylethera
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stanoveni indikdtorovych kongenerd, tak v pfipadé¢ PBDE jsou
vétSinou analyzovany pouze nésledujici kongenery: PBDE 28,
47,99, 100, 153, 154, 183.

Vzhledem k velmi nizkym koncentraénim hladindim PBDE
je nejcastéji uzivanou metodou plynova chromatografie v kom-
binaci s vysokorozliSovaci hmotnostni spektrometrii (GC-
-HRMS) (cit.>*7™). Perspektivni instrumentdlni technikou do-
stupnou i v CR se jevi na zdkladé nasich zkuSenosti GC-
-MS/MS s pouzitim metody isotopového fedéni nebo vnitini-
ho standardu'’.

Experimentalni ¢ast
Reagencie

Standardni smési nativnich a isotopicky znacenych PBDE
byly ziskany od firmy Wellington Laboratories (Guelph, On-
tario, Kanada). VSechny ostatni chemikdlie byly od firmy
Merck (Darmstadt, Némecko). Vzorky lidského podkozniho
tuku byly ziskany od SZU Praha v rdmci programu ,,Systém
monitorovani zdravotniho stavu populace ve vztahu k Zivot-
nimu prostiedi“'!. Vzorky pro validaci metody byly uméle
pripraveny z komeréniho vepfového sadla.

Aparatura

Byly pouZzity piistroje GC/MS — PolarisQ a GCQ, Ther-
moquest (Finnigan MAT, San Jose, USA). Pracovni POdmﬁ‘l-
ky byly optimalizovdny postupem popsanym v praci 0

K separaci byly pouzity kapildarni kolony DB-5ms (30
nebo 60 m x 0,25 mm x 0,25 um) od firmy J & W Scientific,
Folsom, USA). Nastiik vzorku byl technikou ,,splitless®, a to
2 ul vzorku v nonanu. Byl pouzit nasledujici teplotni program:
1 min isotermalng pii 150 °C, potom program 20 °C.min "' do
180 °C, ddle 2,5 °C. min~' do 300 °C a 2 min isotermalné.

Pracovni postup

Extrakce a cisténi vzorkid i precisSténi extraktl pouzité
v této préci jsou analogické stanovenim PCB nebo PCDD/F
(cit."%). Pii vyssich koncentracich PBDE (od 0,1 ng.g™" tuku)
je mozné pouzit pro odstranéni tukti a ostatnich koextraktd
pouze chromatografii na sloupci silikagelu impregnovaného
kyselinou sirovou (navdzka tuku kolem 0.4 g). V pfipadé
nizsich koncentraci je vyhodné pouzit dialyzu na polyethyle-
novych membrandch (SPM) s ndslednym dogigténim'®. Cho-
vani PBDE pri tomto Cisticim postupu je shodné s PCDD/F.

Vysledky a diskuse

Pro latky typu PCB, PBDE (na rozdil od PCDD/F a poly-
chlorovanych naftalenti (PCN)) neplati princip stejné moldrn{
odezvy (tzn. riizné isomery PBDE maji rozdilné odezvy na
hmotnostnim detektoru). V piipadé PBDE je tato skute¢nost
komplikovdna tim, Ze ve spektru jsou nejvice zastoupeny ionty
odpovidajici isotopovému klastru fragmentu [M-2Br]*. Na
obr. 2 je uvedeno jak spektrum v plném skenu, tak i spektrum
MS/MS. Z tohoto obrdzku je patrné, Ze nejvyraznéji zastou-
penym iontem ve spektru MS/MS je fragment odpovidajici
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Obr. 2. Spektra HXBDE v plném skenu (a) a MS/MS spektrum (b)

ztraté¢ COBr. Toto chovdni je charakteristické jak pro chloro-
vané, tak i pro bromované difenylethery.

Stanoveni PBDE na m/z odpovidajicimu dcefinému iontu
[M—2Br]*—COBr ndm poskytuje dostate¢nou selektivitu i cit-
livost pro dosazeni nizkych koncentra¢nich hladin (0,2-0,5 pg
v nasttiku).

Obr. 3 ukazuje chromatogram kalibra¢niho standardu pen-
ta- az heptaBDE o koncentraci 2 pg v nastfiku. Za podminek
uvedenych v experimentdlni ¢asti byla ovéfena linearita ode-
zvy, vyjddfené jako pomér plochy nativni latky k ploSe isoto-
picky znac¢eného vnitiniho standardu, pro vSech sedm konge-
nerd v rozsahu koncentraci od 1 do 200 ng.ml™! pii konstantni
koncentraci vnitinich standardi 20 ng.mI™". Pro viechny body
kalibrace byly také vypocteny relativni faktory odezvy.

Ay.cy

RR = (1)

Ay .cn

kde je RR relativni faktor odezvy, Ay plocha piku nativni-
ho analytu, A, plocha piku isotopicky znac¢eného standardu
v ng.ml™, ¢\ koncentrace nativniho analytu a ¢, koncentrace
isotopicky znaceného standardu v ng.ml™".
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Obr. 3. Chromatogram kalibrac¢niho standardu pentaBDE az hep-
taBDE 1 ng.ml'l, R — relativni odezva
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Obr. 4. Zavislost hodnot relativniho faktoru odezvy (RR) na kon-
centraci nativniho analytu (c,) pro PBDE 99

Tabulka I
Parametry kalibra¢nich zdvislosti pro stanoveni PBDE
Kongener Rovnice kalibra¢ni Koeficient Primérny SD? RSD?
PBDE pfimky determinace R odezvovy faktor [%]
28 y=0,0317x - 0,0051¢ 0,9998 0,612 0,026 39
47 y =0,0475x + 0,0097 0,9999 0,963 0,027 2,6
99 y=0,0484x - 0,0371 0,9994 0,962 0,039 3,7
154 y=0,0785x + 0,0966 0,9996 1,637 0,077 4,3
153 y=0,0536x + 0,0033 1,0000 1,074 0,018 1,6
183 y=0,0379x — 0,0941 0,9992 0,654 0,069 9,8

* Smérodatnd odchylka, ° relativni smérodatnd odchylka, © x je koncentrace (ng.ml™) a y je relativni odezva
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Obr. 5. Chromatogram pentaBDE aZ heptaBDE ve vzorku lid-
ského podkozniho tuku, R — relativni odezva

Rovnice regresnich pifmek spolu s koeficienty determina-
ce R, primérnymi relativnimi faktory odezvy a jejich sméro-
datnymi odchylkami jsou uvedeny v tabulce 1. Z této tabulky
vyplyvd, Ze odezva v daném koncentracnim rozmez{ je pro
vSechny testované kongenery linedrni. Na obr. 4 je zndzornéna
zavislost relativnich faktor odezvy na koncentraci nativniho
standardu pro PBDE 99. Je patrné, Ze tento faktor je kon-
stantni pro uvedeny rozsah koncentraci a hodnoty jsou
ndhodné rozloZzeny kolem primérné hodnoty.

Dile byly zjistovany detekeni limity a vytéZnost metody
pro dvé drovné koncentrace a dvé metody tpravy vzorku.
Vysledky jsou uvedeny v tabulkdch II a I1I spolu s relativnimi
smérodatnymi odchylkami. Vytéznost obou postupii je velmi
dobra (84 az 105 %) pti opakovatelnosti, kterd se pohybuje
kolem 3 % pro vyssi koncentracni hladinu a mezi 4 az 10 %
pro niz$i koncentraéni hladinu v kombinaci s SPM.

Metoda byla aplikovdna na stanoveni PBDE v lidském
podkoznim tuku. Na obr. 5 je zobrazen chromatograficky
zdznam analyzy. V tabulce IV jsou uvedeny hodnoty nalezené

ci se pohybuji mezi drovnémi kontaminace PCB (fddové
stovk?/ ng.g’1 tuku) a PCDD/F (fddové jednotky aZ desitky
pg.g tuku).

Metoda MS/MS je vhodnou alternativou pro stanoveni
PBDE ve vsech typech matric. Zcela zdsadnim pfedpokladem
dspésného stanoveni je vhodné zvoleny zpisob precisténi
vzorku. Metoda GC-MS/MS je poté velmi robustni, umoziu-
je mnohondsobné opakované analyzy vzorkt bez ztréty citli-
vosti.

Zavér

Byla vyvinuta metoda pro stanoveni PBDE a aplikovdna
na biotické vzorky. Pfi pouziti metody isotopového ziedéni je
dosazeno dobré opakovatelnosti i na nizkych koncentra¢nich
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Tabulka IT
Vytéznost, RSD a primérny detek¢ni limit vybranych konge-
nerii PBDE na koncentra¢ni tirovni 5 ng.g”' tuku (navdzka

vzorku 0,4 g tuku byla pfeci§téna na sloupci silikagelu impreg-
novaného kyselinou sirovou; findlni objem vzorku byl 50 pl)

Kongener Vytéznost RSD? Primérny
PBDE [%] [%] detekéni limit
[ng.g1 tuku]
28 84 4,0 0,05
47 101 3,0 0,04
99 104 3,0 0,05
154 92 3,0 0,05
153 93 2,0 0,06
183 85 13,0 0,08

 Relativni smérodatnd odchylka

Tabulka III
Vytéznost, RSD a prlimérny detekéni limit vybranych konge-
nert PBDE na koncentraéni drovni 1 ng.g”! tuku (navdzka
vzorku 5 g tuku byla pieciSténa dialyzou na SPM a poté celym
postupem pro &isténi PCDD/F (cit.'%); findlni objem vzorku
byl 100 pl)

Kongener Vytéznost RSD? Primérny
PBDE [%] [%] detek¢ni limit
[ng.g™" tuku]
28 108 3,6 0,006
47 98 43 0,004
99 102 6,9 0,006
154 85 6,0 0,006
153 90 8,1 0,012
183 95 9,1 0,026

# Relativni smérodatnd dochylka

Tabulka IV
Koncentra¢ni rozsah kongenerti PBDE (c) stanoveny v osmi
vzorcich lidského podkozniho tuku

Kongener PBDE ¢ [ng. g'l tuku]

28 0,03-0,13
47 0,23-1,5
99 0,08-0,47

100 0,09-2,4

154 0,012-0,11

153 0,10-1,9

183 0,05-0,83

hladindch. Pro ¢isténi vzorkl lze pouzit standardni postupy
vyvinuté pro analyzu PCDD/F.
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