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⁄vod

PolybromovanÈ difenylethery (PBDE) jsou pr˘myslovÏ
vyr·bÏnÈ retardÈry ho¯enÌ. P¯id·vajÌ se do plast˘, textiliÌ,
dielektrik apod. Jejich obsah v plastech m˘ûe Ëinit aû 30 %.
V roce 1992 byla roËnÌ produkce PBDE 40 000 tun a od tÈ
doby st·le roste1,2. PBDE nejsou v plastech kovalentnÏ v·z·ny
a jsou postupnÏ uvolÚov·ny do okolnÌho prost¯edÌ. Jak vy-
pl˝v· z jejich struktury (obr. 1), jsou to l·tky m·lo tÏkavÈ
s velkou molekulovou hmotnostÌ, tudÌû jde o perzistentnÌ po-
lutanty, kterÈ jsou silnÏ hydrofobnÌ a dob¯e rozpustnÈ v tucÌch.
NalÈzajÌ se hlavnÏ v ryb·ch (cca ng.gñ1 tuku), v lidsk˝ch
tukov˝ch tk·nÌch (0,5ñ1 ng.gñ1 tuku) a v mate¯skÈm mlÈce.
MajÌ podobnÈ ˙Ëinky na organismus jako polychlorovanÈ
bifenyly (PCB). Bylo prok·z·no, ûe zp˘sobujÌ poruchy ötÌtnÈ
ûl·zy. Vzhledem ke st·le vÏtöÌmu vyuûÌv·nÌ plast˘ a nedo¯e-
öenÈ recyklaci a likvidaci jejich odpad˘ se PBDE mohou st·t
v˝znamn˝m zdrojem kontaminace ûivotnÌho prost¯edÌ, neboù
na rozdÌl od perzistentnÌch chlorovan˝ch l·tek, jako jsou po-
lychlorovanÈ bifenyly (PCB), polychlorovanÈ dibenzodioxiny
a dibenzofurany (PCDD/F) apod., jejichû koncentrace ve sloû-
k·ch ûivotnÌho prost¯edÌ i v mate¯skÈm mlÈce kles·, obsah
PBDE exponenci·lnÏ roste3ñ5. Proto je stanovenÌ tÏchto l·tek
aktu·lnÌ i v »eskÈ republice.

KomerËnÏ jsou vyr·bÏny t¯i smÏsi, kterÈ obsahujÌ hlavnÏ
deka- (75 % produkce), okta- (15 %) nebo penta-BDE (10 %).
NiûöÌ deriv·ty (penta-BDE) jsou silnÏji toxickÈ neû deka-BDE
(cit.6). V komerËnÌch produktech, nap¯. v Bromkalu 70-5DE,
se vyskytuje podstatnÏ mÈnÏ kongener˘ neû ve srovnateln˝ch
komerËnÌch smÏsÌch PCB. HlavnÌmi sloûkami Bromkalu 70-
-5DE jsou tri- aû hexabromovanÈ kongenery (pro zjed-
noduöenÌ byla zavedena stejn· nomenklatura jako u PCB).
StejnÏ jako se pouûÌv· pro zjednoduöenÌ anal˝z PCB pouze

stanovenÌ indik·torov˝ch kongener˘, tak v p¯ÌpadÏ PBDE jsou
vÏtöinou analyzov·ny pouze n·sledujÌcÌ kongenery: PBDE 28,
47, 99, 100, 153, 154, 183.

Vzhledem k velmi nÌzk˝m koncentraËnÌm hladin·m PBDE
je nejËastÏji uûÌvanou metodou plynov· chromatografie v kom-
binaci  s vysokorozliöovacÌ hmotnostnÌ spektrometriÌ (GC-
-HRMS) (cit.3,4,7ñ9). PerspektivnÌ instrument·lnÌ technikou do-
stupnou i v »R se jevÌ na z·kladÏ naöich zkuöenostÌ GC-
-MS/MS s pouûitÌm metody isotopovÈho ¯edÏnÌ nebo vnit¯nÌ-
ho standardu10.

Experiment·lnÌ Ë·st

R e a g e n c i e

StandardnÌ smÏsi nativnÌch a isotopicky znaËen˝ch PBDE
byly zÌsk·ny od firmy Wellington Laboratories (Guelph, On-
tario, Kanada). Vöechny ostatnÌ chemik·lie byly od firmy
Merck (Darmstadt, NÏmecko). Vzorky lidskÈho podkoûnÌho
tuku byly zÌsk·ny od SZ⁄ Praha v r·mci programu ÑSystÈm
monitorov·nÌ zdravotnÌho stavu populace ve vztahu k ûivot-
nÌmu prost¯edÌì11. Vzorky pro validaci metody byly umÏle
p¯ipraveny z komerËnÌho vep¯ovÈho s·dla.

A p a r a t u r a

Byly pouûity p¯Ìstroje GC/MS ñ PolarisQ a GCQ, Ther-
moquest (Finnigan MAT, San Jose, USA). PracovnÌ podmÌn-
ky byly optimalizov·ny postupem popsan˝m v pr·ci10.

K separaci byly pouûity kapil·rnÌ kolony DB-5ms (30
nebo 60 m ◊ 0,25 mm ◊ 0,25 µm) od firmy J & W Scientific,
Folsom, USA). N·st¯ik vzorku byl technikou Ñsplitlessì, a to
2 µl vzorku v nonanu. Byl pouûit n·sledujÌcÌ teplotnÌ program:
1 min isoterm·lnÏ p¯i 150 ∞C, potom program 20 ∞C.minñ1 do
180 ∞C, d·le 2,5 ∞C. minñ1 do 300 ∞C a 2 min isoterm·lnÏ.

P r a c o v n Ì p o s t u p

Extrakce a ËiötÏnÌ vzork˘ i p¯eËiötÏnÌ extrakt˘ pouûitÈ
v tÈto pr·ci jsou analogickÈ stanovenÌm PCB nebo PCDD/F
(cit.10). P¯i vyööÌch koncentracÌch PBDE (od 0,1 ng.gñ1 tuku)
je moûnÈ pouûÌt pro odstranÏnÌ tuk˘ a ostatnÌch koextrakt˘
pouze chromatografii na sloupci silikagelu impregnovanÈho
kyselinou sÌrovou (nav·ûka tuku kolem 0,4 g). V p¯ÌpadÏ
niûöÌch koncentracÌ je v˝hodnÈ pouûÌt dial˝zu na polyethyle-
nov˝ch membr·n·ch (SPM) s n·sledn˝m doËiötÏnÌm10. Cho-
v·nÌ PBDE p¯i tomto ËisticÌm postupu je shodnÈ s PCDD/F.

V˝sledky a diskuse

Pro l·tky typu PCB, PBDE (na rozdÌl od PCDD/F a poly-
chlorovan˝ch naftalen˘ (PCN)) neplatÌ princip stejnÈ mol·rnÌ
odezvy (tzn. r˘znÈ isomery PBDE majÌ rozdÌlnÈ odezvy na
hmotnostnÌm detektoru). V p¯ÌpadÏ PBDE je tato skuteËnost
komplikov·na tÌm, ûe ve spektru jsou nejvÌce zastoupeny ionty
odpovÌdajÌcÌ isotopovÈmu klastru fragmentu [Mñ2Br]+. Na
obr. 2 je uvedeno jak spektrum v plnÈm skenu, tak i spektrum
MS/MS. Z tohoto obr·zku je patrnÈ, ûe nejv˝raznÏji zastou-
pen˝m iontem ve spektru MS/MS je fragment odpovÌdajÌcÌObr. 1. Obecn˝ vzorec polybromovan˝ch difenylether˘
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ztr·tÏ COBr. Toto chov·nÌ je charakteristickÈ jak pro chloro-
vanÈ, tak i pro bromovanÈ difenylethery.

StanovenÌ PBDE na m/z odpovÌdajÌcÌmu dce¯inÈmu iontu
[Mñ2Br]+ñCOBr n·m poskytuje dostateËnou selektivitu i cit-
livost pro dosaûenÌ nÌzk˝ch koncentraËnÌch hladin (0,2ñ0,5 pg
v n·st¯iku).

Obr. 3 ukazuje chromatogram kalibraËnÌho standardu pen-
ta- aû heptaBDE o koncentraci 2 pg v n·st¯iku. Za podmÌnek
uveden˝ch v experiment·lnÌ Ë·sti byla ovÏ¯ena linearita ode-
zvy, vyj·d¯enÈ jako pomÏr plochy nativnÌ l·tky k ploöe isoto-
picky znaËenÈho vnit¯nÌho standardu, pro vöech sedm konge-
ner˘ v rozsahu koncentracÌ od 1 do 200 ng.mlñ1 p¯i konstantnÌ
koncentraci vnit¯nÌch standard˘ 20 ng.mlñ1. Pro vöechny body
kalibrace byly takÈ vypoËteny relativnÌ faktory odezvy.

RR = (1)

kde je RR relativnÌ faktor odezvy, AN plocha pÌku nativnÌ-
ho analytu, AIZ plocha pÌku isotopicky znaËenÈho standardu
v ng.mlñ1, cN koncentrace nativnÌho analytu a cIZ koncentrace
isotopicky znaËenÈho standardu v ng.mlñ1.
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Obr. 3. Chromatogram kalibraËnÌho standardu pentaBDE aû hep-
taBDE 1 ng.mlñ1, R ñ relativnÌ odezva

Obr. 2. Spektra HxBDE v plnÈm skenu (a) a MS/MS spektrum (b)
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Tabulka I
Parametry kalibraËnÌch z·vislostÌ pro stanovenÌ PBDE

Kongener Rovnice kalibraËnÌ Koeficient Pr˘mÏrn˝ SDa RSDb

PBDE p¯Ìmky determinace R2 odezvov˝ faktor [%]

28 y = 0,0317x ñ 0,0051c 0,9998 0,612 0,026 3,9
47 y = 0,0475x + 0,0097 0,9999 0,963 0,027 2,6
99 y = 0,0484x ñ 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 ñ 0,0941 0,9992 0,654 0,069 9,8

a SmÏrodatn· odchylka, b relativnÌ smÏrodatn· odchylka, c x je koncentrace (ng.mlñ1) a y je relativnÌ odezva

Obr. 4. Z·vislost hodnot relativnÌho faktoru odezvy (RR) na kon-
centraci nativnÌho analytu (cN) pro PBDE 99
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Rovnice regresnÌch p¯Ìmek spolu s koeficienty determina-
ce R2, pr˘mÏrn˝mi relativnÌmi faktory odezvy a jejich smÏro-
datn˝mi odchylkami jsou uvedeny v tabulce I. Z tÈto tabulky
vypl˝v·, ûe odezva v danÈm koncentraËnÌm rozmezÌ je pro
vöechny testovanÈ kongenery line·rnÌ. Na obr. 4 je zn·zornÏna
z·vislost relativnÌch faktor˘ odezvy na koncentraci nativnÌho
standardu pro PBDE 99. Je patrnÈ, ûe tento faktor je kon-
stantnÌ pro uveden˝ rozsah koncentracÌ a hodnoty jsou
n·hodnÏ rozloûeny kolem pr˘mÏrnÈ hodnoty.

D·le byly zjiöùov·ny detekËnÌ limity a v˝tÏûnost metody
pro dvÏ ˙rovnÏ koncentrace a dvÏ metody ˙pravy vzorku.
V˝sledky jsou uvedeny v tabulk·ch II a III spolu s relativnÌmi
smÏrodatn˝mi odchylkami. V˝tÏûnost obou postup˘ je velmi
dobr· (84 aû 105 %) p¯i opakovatelnosti, kter· se pohybuje
kolem 3 % pro vyööÌ koncentraËnÌ hladinu a mezi 4 aû 10 %
pro niûöÌ koncentraËnÌ hladinu v kombinaci s SPM.

Metoda byla aplikov·na na stanovenÌ PBDE v lidskÈm
podkoûnÌm tuku. Na obr. 5 je zobrazen chromatografick˝
z·znam anal˝zy. V tabulce IV jsou uvedeny hodnoty nalezenÈ
pro 7 nejd˘leûitÏjöÌch kongener˘. ZjiötÏnÈ hodnoty koncentra-
cÌ  se  pohybujÌ mezi ˙rovnÏmi kontaminace PCB (¯·dovÏ
stovky ng.gñ1 tuku) a PCDD/F (¯·dovÏ jednotky aû desÌtky
pg.gñ1 tuku).

Metoda MS/MS je vhodnou alternativou pro stanovenÌ
PBDE ve vöech typech matric. Zcela z·sadnÌm p¯edpokladem
˙spÏönÈho stanovenÌ je vhodnÏ zvolen˝ zp˘sob p¯eËiötÏnÌ
vzorku. Metoda GC-MS/MS je potÈ velmi robustnÌ, umoûÚu-
je mnohon·sobnÈ opakovanÈ anal˝zy vzork˘ bez ztr·ty citli-
vosti.

Z·vÏr

Byla vyvinuta metoda pro stanovenÌ PBDE a aplikov·na
na biotickÈ vzorky. P¯i pouûitÌ metody isotopovÈho z¯edÏnÌ je
dosaûeno dobrÈ opakovatelnosti i na nÌzk˝ch koncentraËnÌch

Tabulka II
V˝tÏûnost, RSD a pr˘mÏrn˝ detekËnÌ limit vybran˝ch konge-
ner˘ PBDE na koncentraËnÌ ˙rovni 5 ng.gñ1 tuku (nav·ûka
vzorku 0,4 g tuku byla p¯eËiötÏna na sloupci silikagelu impreg-
novanÈho kyselinou sÌrovou; fin·lnÌ objem vzorku byl 50 µl)

Kongener V˝tÏûnost RSDa Pr˘mÏrn˝
PBDE [%] [%] detekËnÌ limit

[ng.gñ1 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

a RelativnÌ smÏrodatn· odchylka

Tabulka III
V˝tÏûnost, RSD a pr˘mÏrn˝ detekËnÌ limit vybran˝ch konge-
ner˘ PBDE na koncentraËnÌ ˙rovni 1 ng.gñ1 tuku (nav·ûka
vzorku 5 g tuku byla p¯eËiötÏna dial˝zou na SPM a potÈ cel˝m
postupem pro ËiötÏnÌ PCDD/F (cit.10); fin·lnÌ objem vzorku
byl 100 µl)

Kongener V˝tÏûnost RSDa Pr˘mÏrn˝
PBDE [%] [%] detekËnÌ limit

[ng.gñ1 tuku]

28 108 3,6 0,006
47 98 4,3 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

a RelativnÌ smÏrodatn· dochylka

Tabulka IV
KoncentraËnÌ rozsah kongener˘ PBDE (c) stanoven˝ v osmi
vzorcÌch lidskÈho podkoûnÌho tuku

Kongener PBDE c [ng.gñ1 tuku]

28 0,03ñ0,13
47 0,23ñ1,5
99 0,08ñ0,47

100 0,09ñ2,4
154 0,012ñ0,11
153 0,10ñ1,9
183 0,05ñ0,83

hladin·ch. Pro ËiötÏnÌ vzork˘ lze pouûÌt standardnÌ postupy
vyvinutÈ pro anal˝zu PCDD/F.

Obr. 5. Chromatogram pentaBDE aû heptaBDE ve vzorku lid-
skÈho podkoûnÌho tuku, R ñ relativnÌ odezva
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DÏkujeme SystÈmu monitorov·nÌ zdravotnÌho stavu popu-
lace ve vztahu k ûivotnÌmu prost¯edÌ za poskytnutÌ vzork˘.
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partment of Analytical Chemistry, Faculty of Science, Charles
University, Prague): Determination of Polybrominated Di-
phenyl Ethers by GC-MS/MS

A GC-MS/MS method for determination of the title com-
pounds was developed, validated and applied to biotic sam-
ples. Standard purification procedures developed for analysis
of polychlorinated dibenzodioxines or dibenzofurans were
used. Using the isotope dilution method, a good repeatability
was attained even at low concentrations.
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