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STANOVENiI OBSAHU POLYBROMOVANYCH DIFENYLETERU
METODOU GC-MS

1 Ugel a rozsah

Postup je uréen pro kvantitativni stanoveni vybranych kongener polybromovanych
difenylethert (PBDE) v krmnych surovinach (rybi moucka, rybi tuk). Za podminek danych
timto postupem lze dosahnout detek¢nich limitd (0,04 — 0,08) pg/kg susiny vzorku.

2 Princip

PBDE se z ptedupravené¢ho vzorku extrahuji do dichlorometanu metodou tlakové extrakce
rozpoustédlem (PLE) nebo Soxhletovy extrakce horkym rozpoustédlem. Extrakt se obohati
piidavkem vnitiniho standardu s isotopové znadenymi PBDE (**C-PBDE), pifevede se
do hexanu, preCisti se tfepanim s koncentrovanou kyselinou sirovou. Po odstiedéni
se hexanova faze docisti pomoci silikagelu modifikovaného kyselinou sirovou, pievede se
do isooktanu a zanalyzuje metodou plynové chromatografie standemovou hmotnostné
selektivni detekci (GC-MS/MS). Alternativnim zpisobem ptipravy vzorku k analyze PBDE je
aplikace preparativni adsorpéni chromatografie na kombinované silikagelové koloné. Obsahy
PBDE se vyhodnoti z kalibra¢ni zavislosti plochy diagnostického iontu jednotlivych analytl
na koncentraci piislusného analytu v roztoku smésného standardu, obsahujicim vsSechny
pozadované latky a vnitini standardy.

3 Chemikalie

Pouzivaji se chemikalie analytické Cistoty, nejlépe kvality pro rezidualni analyzu.
Hexan pro rezidudlni analyzu.

Dichlormetan pro reziduélni analyzu, DCM.

Eluéni smés 50% DCM v hexanu.

Eluéni smés 20% DCM v hexanu.

Elu¢ni smés 2% DCM v hexanu.

Isooktan pro rezidualni analyzu.

Koncentrovana kyselina sirova p.a., H2SOa.

Hydroxid sodny, NaOH, roztok, ¢ = 1 mol/l.
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Ptiprava: 4 g NaOH se rozpusti v odmérné bance ve 100 ml vody (25).
9 Dusi¢nan sttibrny, AgNOs.
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10 Silikagel 100 (0,063 mm — 0,200 mm), aktivovany pii 150 °C/12 h, uchovavany
Vv zébrusové lahvi v exsikatoru.
11 Kysely silikagel 50%.
Ptiprava: Smicha se 50 g silikagelu (10) s 50 g H2SO4 (7) a tiepe se, az je smés sypka.
Uchovéava se v zabrusové lahvi v exsikatoru.
12 Silikagel 60 (0,063 mm — 0,200 mm), aktivovany pti 250 °C/12 h, uchovavany
Vv zabrusové lahvi v exsikatoru.
13 Kysely silikagel 44%.
Piiprava: Smicha se 56 g silikagelu (12) s 44 g H2SOg4 (7) a tiepe se, az je smés sypka.
Uchovéava se v zabrusové lahvi v exsikatoru.
14 Zasadity silikagel.
Piiprava: Smicha se 33 g silikagelu (12) se 17 g NaOH (8) a tiepe se, az je smés
sypka. Uchovava se v zdbrusové lahvi v exsikatoru.
15 Sttibrny silikagel.
Piiprava: Smicha se 45 g silikagelu (12) s 5 g AgNOz (9), ktery byl pied smichanim
rozpus$tén ve 20 ml vody (25). Smés se dukladné promicha a vysusi se pii 120 °C/8 h,
a uchovava se v tmavé zabrusové lahvi v exsikatoru.
16 Siran sodny bezvody, Na>SOs, aktivovany pii 550 °C/12 h. Uchovava se v zabrusové
lahvi v exsikatoru.
17 Kfemenna vata silanizovana.
18 Moisky pisek, vyzihany pti 550 °C/12 h.
19 Hydroskopicka matrice, napt. Speed-Matrix.
20 Standardy (viz.tabulka 1 a 2).
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Tabulka 1. Seznam standarda PBDE.
Molekulova
PBDE Zkratka Vzorec hmotnost
(9/mol)
2,4,4’-Tribromodifenylether BDE28 C12H7Br:0 406,91
2,2".4,4"-Tetrabromodifenylether BDE47 C12HsBr,0 485,81
2,3".4,4’-Tetrabromodifenylether BDEG66 C12HsBr,0 485,81
2,2",4,4" 6-Pentabromodifenylether BDE100 C12HsBrsO 564,71
2,2",4,4" 5-Pentabromodifenylether BDE99 C12HsBrsO 564,71
2,2°,3,4,4’-Pentabromodifenylether BDES85 C12HsBrsO 564,71
2,2".4,4"5,6'-Hexabromodifenylether BDE154 C12H4BrsO 643,61
2,2".4,4,5,5"-Hexabromodifenylether BDE153 C12H4BrsO 643,61
2,2°.3,4,4°,5",6-Heptabromodifenylether BDE183 C12H3Br-0 722,51

Tabulka 2. - Seznam izotopové znacenych vnitinich standardia 13C-PBDE.

Molekulova

13C-PBDE Zkratka Vzorec hmotnost

(g/mol)
2,4,4’-Tribromo[*3Cy,]difenylether 13C-BDE28 | Ci2H:BrsO 418,80
2,2°,4,4’-Tetrabromo[‘3Cy,]difenylether 13C -BDE47 | BCi2HeBrsO 497,70
3,3" 4,4’-Tetrabromo[*Cy.]difenylether 15C -BDE77 | “CiHeBriO 497,70
2,2’ 4,4’ 6-Pentabromo[*Cy.]difenylether 13C -BDE100 | ‘*Ci2HsBrsO 576,60
2,2’ 4,4’ 5-Pentabromo[*Cy.]difenylether 15C -BDE99 | “*CiHsBrsO 576,60
2,2" 4,4",5,6'-Hexabromo[*Cy.]difenylether 13C -BDE154 | ‘*Ci2HsBrsO 576,60
2,2" 4,4",5,5 -Hexabromo[*Cy.]difenylether 13C -BDE153 | ‘*Ci2HiBreO 655,50
2,2'3,4,4",5"-Hexabromo[*Cy.]difenylether 13C -BDE138 | ‘*Ci2HiBreO 655,50
2,2’ 3,4,4".5 6-Heptabromo[3Cy.]difenylether 13C -BDE183 | ‘*Ci2HsBriO 734,39

21 Smésné standardy:

BDE-MXF: Smésny standard nativnich PBDE pro kvantifikaci; 2000 ng/ml nonanu,
(Wellington, Kanada).

MBDE-MXFS: Smésny standard izotopové zna¢enych PBDE, surrogate; 2000 ng/ml
nonanu, (Wellington, Kanada).

Schvalil: RNDr. Jifi Zbiral, PhD., feditel NRL
Platné od: 10. 12. 2015




UKZUZ

‘ Ustiedni kontrolni a zkusebni Gstav zem&délsky

Narodni referen¢ni laboratoft Strana 4

Jednotné pracovni postupy — zkouseni krmiv
Vydani 1
10595.1 — Stanoveni obsahu polybromovanych Revize 1

difenyleterti metodou GC-MS

22

23

MBDE-MXFR:Smésny standard izotopové znacenych PBDE, recovery; 2000 ng/ml
nonanu, (Wellington, Kanada).

BDE 209: 50 pg/ml toluenu, (AccuStandard, USA).

MBDE-209: Izotopové znaceny BDE209; (25 + 1,2) pg/minonanu, (Wellington,
Kanada).

Standardni roztoky:
Pracovni roztok BDE-MXF: 500 ng (jednotlivych BDE) v 1 ml isooktanu.
Pracovni roztok BDE-MXF: 50 ng (jednotlivych BDE) v 1 ml isooktanu.

Pracovni roztok MBDE-MXFS surrogate standardu: 500 ng (jednotlivych 13C-BDE)
v 1 ml isooktanu. Pipetuje se (20 — 100) ul k (1 — 5) g vzorku.

Pracovni roztok nastiikového standardu: 500 ng (jednotlivych 13C-BDE) v 1 ml
isooktanu.

Kalibraéni standardni roztoky:

Ptipravi se ze standardnich roztoka (22) v koncentraénim rozsahu (0 — 500) ng v 1 ml
isooktanu (viz. tab. 3).

Tabulka 3. Priprava kalibra¢nich standardnich roztoku.

¢ (ng/ml) V (ul)
Kalibra¢ni | BDE- | MBDE- | MBDE- BDE- MBDE- | MBDE- | isooktan| celkovy
uroven MXF | MXFS | MXFR MXF MXFS | MXFR
1 0 100 100 0 40 40 120 200
2 1 100 100 4 (50 ng/ml) 40 40 116 200
3 5 100 100 2 (500 ng/ml) 40 40 118 200
4 20 100 100 8 (500 ng/ml) 40 40 112 200
5 100 100 100 40 (500 ng/ml) 40 40 80 200
6 500 100 100 | 50 (2000 ng/ml) 40 40 70 200

24

25

Referen¢ni materialy:

WMF-01: Reference Fish Tissue for Organic Contam. Analysis (Wellington, Kanada).

Voda (deionizovana, demineralizovana nebo destilovana).
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4 Piistroje a pomucky

Plynovy chromatograf s hmotnostnim detektorem, napi-:
GC-MS/MS: CP 3800/Varian 1200, software Workstation MS (Varian).
GC-MS/MS: GC Trace Ultra/ITQ 1100, software Xcalibur (Thermo).
2 Kapilarni kolona, napft.:
Rapid-MS 10 m x 0,25 mm x 0,25 um (Varian).
DB5-MS 15 m x 0,25 mm x 0,10 um (Agilent J&W).
DB-XLB 30 m x 0,25 mm x 0,25 um (Agilent J&W).
3 Extraktor, napt.:
ASE 100 s piislusenstvim (rozebiratelné nerezové cely a celulozové filtry), (Dionex).
B-811 pro Soxhletovu extrakci horkym rozpoustédlem, (Buchi).
Stolni chlazena odstfedivka, napt.: Sigma 2-16K (Sigma).
Muflova pec s T min do 600 °C.
Ultrazvukova lazei.
Horizontalni tiepacka.
Rotaéni vakuova odparka (RVO).
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Zatizeni pro odpafovani proudem inertniho plynu.

10 Sklenéné kolonky pro sloupcovou chromatografii (SPE):
Minikolonka o velikosti 12 mm x 60 mm s rezervoarem 24 mm x 60 mm.

Kolona na silikagel o velikosti 20 mm x 170 mm s rezervoarem 34 mm x 75 mm.
11 Odmérné sklo (hamiltonky, odmérné banky, odmérné valce).
12 Laboratorni sklo (kadinky, vialky, pasteurovy pipetky, inserty o objemu 250 pl).
13 Exsikator.

5 Postup

5.1 Extrakce

Podle typu matrice se zvoli optimalni zptsob extrakce.
5.1.1 Automaticky extraktor ASE

Vzorek (1 g az 5 g) se smicha s odpovidajicim mnozstvim (1 az 3 nasobek navazky vzorku)
bezvodého siranu sodného (16). Smés se nasype do nerezové cely o objemu 11 ml, obohati se
smésnym izotopové znacenym vnitinim standardem (22) (10 ng jednotlivych *C-BDE/1 g
vzorku), zbyvajici prostor se vyplni inertnim materialem (18) a loZe se ukon¢i 2mm vrstvou
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hydroskopické matrice (19). Uzaviena cela se umisti do piistroje ASE 100 (3) a extrahuje se
DCM (2) podle piedvoleného programu:

T =100 °C; cas (staticka faze/profouknuti) = 300/60 s, proplach = 50 %, 3 extrakéni cykly.
Extrakt se pfevede pomoci isooktanu (6) do 100ml barnky a zkoncentruje se pomoci RVO (8)
pii 40 °C na ~ 1 ml extraktu.

5.1.2 Automaticky extraktor Biichi B-811

Do sklenéné patrony s fritou se vlozi 1 g az 5g vzorku zabalené v bunicing. Vzorek
se obohati ptidavkem smésného izotopové znaceného vnitiniho standardu (22) (10 ng
jednotlivych *C-BDE/1 g vzorku). Extrakéni kelimek se naplni 80 ml az 100 ml DCM (2)
avlozi se do n¢j varny kaminek. Délka extrakce je 1 h (20 min horky Soxhlet a 40 min
promyti patrony). Poté se extrakt zkoncentruje na ~ 5 ml, pfevede se pasteurkou pomoci
isooktanu (6) do 100ml bariky a zkoncentruje na RVO (8) pii 40 °C na ~ 1 ml extraktu.

5.2 Cisténi extraktu
Podle typu matrice a vzhledu extraktu se zvoli optimalni kombinace ¢isténi.
5.2.1 Trepanis koncentrovanou H2SO4

Podil extraktu odpovidajici navazce 1 g vzorku se prevede pasteurkou do 15ml zabrusové
odmérné zkumavky a objem extraktu se upravi hexanem (1) na 5 ml. K podilu se ptida 10 ml
koncentrované H2SO4 (7) a zkumavka se uzavie zabrusovou zatkou. Obsah se promicha
pomalym ptevracenim obsahu zkumavky do odbarveni hexanové vrstvy a zkumavka
se odplynuje. Zkumavku bez zabrusové zatky se odstfedi 3 min pifi 2000 ot/min. Precistény
extrakt se odebere do 20ml vialky. Do zkumavky se pfida 1 ml hexanu, protfepe se, odstiedi
a hexanova vrstva se pfidd k hlavnimu podilu. Spojené hexanové podily se zkoncentruji

odfoukanim pod dusikem na 1 ml az 2 ml pro nasledné docisténi.
5.2.2  Docisténi na minikolonce s modifikovanych kyselym silikagelem

Do kratké sklenéné kolonky (10) se vlozi smotek kiemenné vaty a naplni se 1 g bezvodého
NaxSOs (16) a 3 g kyselého silikagelu (11). Na Cerstvé pfipravenou kolonku se nanese
precistény extrakt (5.1.1 nebo 5.1.2) a k eluci se pouzije 10 ml hexanu (1), ktery se jima
do 50ml srdcovky. Eluat se odpafi na RVO na objem ~ 1 ml, pievede se do vialky, pod
proudem dusiku se zkoncentruje na objem 80 pl, pfevede se do insertu s nastfikovym
izotopove znacenym smésnym standardem (10 ng jednotlivych 13C-BDE/1 g vzorku) (22).

5.2.3 Adsorp¢ni chromatografie na kombinované silikagelové koloné

Na dno sklenéné kolony (10) se umisti smotek silanizované vaty a dale 2,5 g stfibrného
silikagelu (15), 1 g aktivovaného silikagelu (12), 2,5 g zasaditého silikagelu (14), 19
aktivovaného silikagelu (12), 5 g kyselého silikagelu (13), 1 g aktivovaného silikagelu (12),
59 NazSO;4 (16). Kolona se promyje 15 ml hexanu (1). Po promyti se na loze nanese ~ 2 ml
surového extraktu a zasobni vialka po extraktu se 2 x vyplachne hexanem, podily se nanesou
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postupné na kolonu. Eluce se provede 25 ml hexanu (1) a 30 ml 20% DCM v hexanu (4).
Do eluatu se prida 1 ml isooktanu a zkoncentruje se na RVO (8) pti 40 °C na ~ 1 ml extraktu
a naslednym odfoukénim pod dusikem na 80 pl a pievede do insertu S nasttikovym izotopove
znadenym smésnym standardem (10 ng jednotlivych **C-BDE/1 g vzorku) (22).

5.3 GC-MS/MS stanoveni
5.3.1 Chromatografické podminky

Plynovy chromatograf (1) s nepolarni kapilarni kolonou (2). Nastaveni pfistroje a podminky
méfeni jsou uvedeny v méfici metode ptislusného ovladaciho programu pouzité pristrojové
sestavy.

5.3.2 Podminky pro hmotnostni spektrometrii

Elektronova ionizace (EI) pti 70 eV, méfeni v MS/MS modu, pro kazdy analyt se snimaji dva
produktové ionty. Kompletni nastaveni je uvedeno v aktudlni méfici metodé pouzité
ptistrojové sestavy.

5.3.3 Méreni

Pted analyzou se zkontroluje aktudlni stav MS. Systém musi vykazovat typické odezvy
na ionty vody a vzduchu (m/z 18, 28, 32) a kalibra¢niho plynu. Provéti se citlivost GC-MS
systému analyzou nejniz§iho kalibra¢niho bodu. Pokud je pomér signdl k Sumu u vSech
sledovanych kongenert vétsi nez 10, provede se kalibrace pro vSechny sledované kongenery
PBDE. Nasledné se do sekvence fadi realné vzorky tak, aby pfed analyzou kazdého vzorku
bylo do systému nasttiknuto rozpoustédlo.

6  Kontrola kvality

U vSech stanoveni se pouzivd metoda izotopového tedéni, ptidavek izotopové znacenych
vnitinich standardl se ptfidava do extraktu vzorku a vytéZznost postupu se prubézné kontroluje
pfidavkem nasttikového standardu do finalniho extraktu.

Do série vzorkil se pribéZné zafazuje analyza kontrolnich vzorkd referen¢nich material
a procesni slepy vzorek. Pro tyto kontrolni vzorky se vede a vyhodnocuje regula¢ni diagram.

7 Vypocet a vyjadieni vysledkii

Analyt se povazuje za identifikovany, pokud odchylka reten¢niho ¢asu dan¢ho kongeneru
vV chromatogramu vzorku a kalibra¢niho standardu je men$i nez 1% a pokud pomér
produktovych ionti daného kongeneru ve spektru vzorku je vrozmezi + 50 % poméru
ve spektru kalibra¢niho standardu.

Kvantifikace se provede pomoci kalibra¢ni pfimky metodou izotopového tedéni, piipadné

metodou vnitiniho standardu. Kalibracni zévislosti musi vykazovat minimalni charakteristiky
(RSD < 20 %, R? > 0,995).
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Vytéznost vnitinich standardi v kazdém vzorku se stanovi porovnanim hodnot vnitiniho
a nastiikového standardu ziskanych pii kalibraci s témito hodnotami ziskanymi z extraktu
vzorki. Vnitini standardy by mély vykazovat vytéznost minimalné 50 %.

Vysledky se ziskaji primérem ze dvou paralelnich stanoveni. V ptipad¢ vysledku pod mezi
detekce LOD se uvede n.d.(nedetekovano), v intervalu nad mezi detekce do meze
stanovitelnosti se uvede <LOQ (mez stanovitelnosti). Pro hodnoty nad mezi stanovitelnosti
se vysledek zaokrouhli podle tabulky 4.

Tabulka 4. Zaokrouhlovani a udavani vysledki.

Hladina rezidui (ng/kg) Zapis vysledkii
<10 2 platné Cislice
> 10 3 platné Cislice

8 Validac¢ni data

Za podminek danych timto postupem lze pro jednotlivé kongenery PBDE dosahnout meze
detekce (0,04 — 0,08) pg/kg susiny vzorku.

Nastavend mez stanovitelnosti pro zapis vysledkit RL = 0,1 pg/kg pro vSechny stanovované
kongenery.
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